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1. Einleitung

Bis 1999 war das West-Nil-Virus (WNV) nur in der ,Alten Welt“ bekannt, insbesondere in
Europa, Afrika, dem Mittleren Osten und Asien, wo es immer wieder zu sporadischen
Ausbrichen bei Menschen oder Pferden kam (Couissinier-Paris, 2006). Der unerwartete
Ausbruch von West-Nil-Infektionen in New York und die nachfolgende Verbreitung Uber
die gesamten Vereinigten Staaten (Ciota et al., 2007) bei hoher Variabilitat und
genetischer Diversivitat haben diese nahezu vergessene Infektionskrankheit wieder in
den Fokus geruckt. Vor dem Ausbruch in den Vereinigten Staaten standen daher auch
nur sehr wenige Testmethoden zur Diagnostik zur Verfugung (Dauphine et al., 2006). Im
August 2003 wurde in Deutschland erstmals bei einer Patientin eine West-Nil-Virus-
Infektion nachgewiesen (Robert Koch-Institut, 2003). Die Patientin war 17 Tage nach
Einreise in die USA erkrankt, nach Ruckkehr nach Deutschland entwickelte sich ein
Meningismus. Auf Grund der Vorgeschichte wurde eine Untersuchung hinsichtlich West-
Nil-Virus veranlasst, der Nachweis gelang mittels IgM-Nachweis im ELISA. Am
02.09.2003 reagierte das Paul-Ehrlich-Institut (PEI) mit der Anordnung des
Ausschlusses von Blutspendern zur Verhinderung der mdglichen Ubertragung des
West-Nil-Virus durch zellulare Blutprodukte oder gefrorenes Frischplasma auf diesen
Tatbestand (Paul-Ehrlich-Institut, 2003).

Offergeld et al. (2003) legen in ihrer Ubersichtsarbeit ,Infektionen bei Blutspendern® dar,
dass eine Vielzahl von Viren, Bakterien und Protozoen transfusionsassoziiert ubertragen
werden konnen, diese derzeit aber nicht durch die spezifische transfusionsmedizinische
Surveillance erfasst werden. Wie wichtig diesbezugliche epidemiologische Erkenntnisse
hinsichtlich der Blutsicherheit sind, zeigt sich nach Meinung der Autoren am Beispiel des
West-Nil-Virus, welches erstmalig 1999 in den USA epidemisch auftrat und dort auch
transfusionsassoziiert Ubertragen wurde. Daher wird in den Vereinigten Staaten seit Juli
2003 flachendeckend zum Screening der Blutspender ein geeigneter WNV-

Genomnachweis eingesetzt.

Uber die epidemiologische Situation zur gleichen Fragestellung existierten bis vor
kurzem in Deutschland keinerlei Daten, eine valide Aussage zur Notwendigkeit von

Testverfahren konnte daher nicht getroffen werden. Bereits 2001 wiesen Faulde und
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Hoffmann auf das mdgliche Vorkommen von WNV in Deutschland hin. Nach der
Oderflutkatastrophe im Juli und August 1997 wurden im Rahmen einer aktiven
Surveillance in der Tschechischen Republik virologische und seroepidemiologische
Studien durchgefuhrt, die auf eine Zirkulation des WNV bei Culex-pipiens-Stechmucken
sowie der Bevolkerung der Region Mahren (Moravia) hinweisen. Weitere Falle
(Mensch/Pferd/Vogel) im benachbarten Ausland (Frankreich, Polen) sind in diesem
Rahmen beschrieben (Faulde et al., 2002).

Puglies et al. (2006) zeigen auf, dass verschiedene Viruserkrankungen, wie z.B. SARS
und WNV, zunehmend in den Fokus der Offentlichkeit, aber auch der wissenschaftlichen
Betrachtung ricken. Auch werden immer wieder Falle schwerer Verlaufe bei
verschiedensten viralen Erkrankungen wie FSME oder Dengue berichtet. Die Diagnostik
dieser Falle konnte zunehmend verbessert werden. Tiermedizinische Screening-
Untersuchungen haben gezeigt, dass auch in Deutschland Zugvogel leben, die in
Kontakt mit West-Nil gekommen sind (Mdiller et al., 2006), dies stellt jedoch noch keinen
Hinweis darauf dar, dass das Virus auch in Deutschland zirkuliert. In Stdportugal konnte
das West-Nil-Virus 2004 in Culex spp. nachgewiesen werden (Esteves et al., 2005).
Hierbei wurde gezeigt, dass der dort zirkulierende Virus nur geringe genetische
Variabilitdt im Vergleich zu bereits im Mittelmeerraum nachgewiesenen Varianten
aufweist. Insbesondere vor dem Hintergrund der zunehmenden globalen Erwarmung
wird die Ausbreitung des Virus nordlich der Alpen regelmallig diskutiert, wobei weniger
die erhohte Luftfeuchtigkeit als die ansteigenden Temperaturmittelwerte als
ausschlaggebender Faktor betrachtet werden (Paz, 2006). Ein frUher und extremer
Anstieg der Temperatur wird als guter Indikator fir den mdglichen Ausbruch von West-
Nil-Virus-Infektionen betrachtet. Letztendlich muss die Klimaveranderung einen Einfluss
auf die Ausbreitung von vektor-assoziierten Erkrankungen haben (Platonov, 2006).
Hierbei kdnnen die Einflisse kurzfristiger Wetteranderungen als Modell herangezogen
werden. Die im Rahmen der Flutkatastrophen 1997 und 2002 gesammelten Daten in der
Tschechischen Republik wiesen widerspruchliche Daten auf. Wahrend Hubalek et al.
(2000) den Nachweis von WNV in Culex pipiens nach der Flut 1997 in Studmahren
publizierten, sowie 1999 bereits den Nachweis von Antikdrpern bei einer Studie in der

gleichen Region fuhrten (Hubalek et al., 1999 a), konnten diese Ergebnisse nach der
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Flut 2002 nicht verifiziert werden (Hubalek et al., 2004). Hierbei kam es zwar zu
positiven Testergebnissen bei dem Nachweis von Antikérpern gegen WNV, diese
wurden jedoch als Kreuzreaktionen nach Kontakt mit dem FSME-Virus interpretiert. Ein
fur Europa geeignetes, routinemalig durchfuhrbares und spezifisches diagnostisches
Modell zum Nachweis von Antikdrpern gegen das West-Nil-Virus zu identifizieren, ist —
neben dem Nachweis einer eventuell autochthon zirkulierenden WNV-Infektion — ein Ziel
dieser Arbeit. Dies gilt insbesondere vor dem Hintergrund, dass eine Ubertragung des

Virus durch Blutkonserven mehrfach beschrieben ist.

Pealer et al. veroffentlichten 2003 in ihrer Studie 23 Falle von West-Nil-Virus-
Infektionen, die durch Gabe von Blut und Blutprodukten in den Vereinigten Staaten von
Amerika Ubertragen worden waren und dies, obwohl alle Blutspender vor der Spende
einer Untersuchung und Befragung unterzogen worden waren. Von sechzehn als
Infektionsquelle identifizierten Spendern, gaben in der retrospektiven Befragung nur
neun an, dass sie im Zeitraum der Blutspende Symptome einer Viruserkrankung hatten.
Teilweise waren die Symptome auch erst nach der Spende aufgetreten. Es wurde
seitens der Autoren daher diskutiert, ob die alleinige Ausweitung der Befragung
hinsichtlich den Symptomen Fieber und Kopfschmerzen ausreichende Sicherheit vor
einer Ubertragung des Virus durch Blutspenden bietet. Seit Juli 2003 werden alle
Blutspenden in den Vereinigten Staaten und Puerto Rico auf Virus-RNA getestet, um

eine akute Infektion sicher ausschlieRen zu konnen.

Um die Notwendigkeit derartiger Testungen fur die Blutspendedienste in der
Bundesrepublik Deutschland zu verifizieren, wurden mehrfach Studien durchgefuhrt,
wobei initial der grundsatzliche Kontakt mit dem Virus und der mogliche Kontaktort im

Fokus standen. Auch dieser Sachverhalt wird in dieser Arbeit diskutiert werden.

Zielsetzung der Arbeit im Detail:
1. ldentifizierung, Evaluierung und ggf. Etablierung geeigneter serologischer
Testverfahren zum Nachweis von West-Nil-Virus-Infektionen unter mittel-
europaischen Bedingungen, insbesondere unter Beachtung und Ausschluss

madglicher Kreuzreaktionen mit dem FSME-Virus.
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2. Untersuchung von ca. 2300 im Rahmen der Blutgruppenbestimmung
gewonnenen Seren, um unter Einbeziehung eines standardisierten Fragebogens
eine bislang unentdeckte autochthone Ubertragung des West-Nil-Virus nach zu
weisen.

3. SchwerpunktmafRige Untersuchungen wurden vor dem Hintergrund des
Vorkommens des West-Nil-Virus in der Tschechischen Republik im Jahre 1997
bevorzugt in den angrenzenden Bundeslander Sachsen und Bayern sowie in der
Grenzregion zu Polen mit den Landern Brandenburg und Mecklenburg-
Vorpommern auf ein autochthones Vorkommen durchgefuhrt, da diese Regionen
als Eintrittsgebiete flr das Virus nach Deutschland diskutiert worden waren.

4. Auf Grund der hohen Vektordichte und den vereinzelt im Grenzgebiet in
Frankreich gemeldeten Infektionen bei Vogeln wurden ebenfalls zwei Testorte im

Oberrheingraben gewahlt.

Die Durchfihrung der vorliegenden wissenschaftlichen Studie  wurde von der
Ethikkommission der Medizinischen Fakultdt Bonn, Nr. 166/04 vom 22.09.2004,
genehmigt.
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1.1 Arboviren

1.1.1 Systematische Einteilung

Arboviren werden durch Insekten Ubertragen (arthropod borne viruses) und stellen die
grofdte und in ihrer Pathogenese uneinheitlichste Gruppe von Viren dar. Klinisch kdnnen
nach Meta und Raettig (1998) folgende durch Arboviren ausgeldste Erkrankungen
unterschieden werden:

Enzephalomyelitiden

Gelbfieber

Dengue-Fieber

Pappataci-Fieber

Die Gruppe der Enzephalomyelitiden lie® sich bis vor einigen Jahren gemall Meta und
Raettig nach geographischen Gesichtspunkten unterteilen:
Amerikanische = Gruppe  (6stliche, westliche und  Venezuelanische
Pferdeenzephalomyelitis, St.-Louis-Enzephalitis)
Ferndstliche Gruppe (japanische B-Enzephalitis, Murray-Valley-Enzephalitis)
Eurasische Gruppe (russische Fruh-Sommer-Enzephalitis, zentraleuropaische
Enzephalitis, Louping-ill)
Afrikanische Gruppe (West-Nil-Enzephalitis)

Diese Einteilung nach Regionen muss aus heutiger Sicht verlassen werden,
insbesondere nach dem erstmaligen Auftreten des West-Nil-Virus in den Vereinigten
Staaten 1999.

Nach gultiger Einteilung werden die folgenden klinischen Bilder, hervorgerufen durch
Arboviren, unterschieden (Munz et al., 2000):
Fieberhafte Allgemeinerkrankungen (systemische Fiebererkrankungen,
undifferenziertes Fieber)
Fieberhafte Allgemeinerkrankungen mit besonderer Beteiligung der Gelenke

Dengue-Fieber-artiges Syndrom



-18-

Hamorrhagisches Fieber-Syndrom

Enzephalitiden

Im anglo-amerikanischen Sprachraum erfolgt die Einteilung ebenfalls nach
klinischem Bild, wobei hier nur vier Symptomkomplexe unterschieden werden (Chin
et al., 2000):
Akute Erkrankungen des zentralen Nervensystems, von leichter, aseptischer
Meningitis Uber Enzephalitis, gegebenenfalls mit Koma und/oder Lahmung, bis
hin zu tédlichem Verlauf
Akute, benigne Fieberkrankung von kurzer Dauer mit oder ohne Exanthem, wobei
hieraus teilweise eine Mitbeteiligung des zentralen Nervensystems oder das
Auftreten von Hamorrhagien erwachsen kann
Hamorrhagische Fieber mit akuter fieberhafter Erkrankung und mit teilweise
extensiven Blutungen nach Innen und/oder Aullen, kapillaren Leckagen,
Schocksymptomatik und hoher Letalitdt. Hierbei kdénnen alle Erkrankungen
Leberschaden hervorrufen, wobei dies insbesondere bei Gelbfieber haufig ist.
Polyarthritis ggf. mit Hautausschlag, mit oder ohne Fieber und von
unterschiedlicher Dauer, von kurzzeitig bis hin zu rezidivirenden Arthralgien Uber

mehrere Monate

Im Rahmen der Klassifikation werden alle viralen Zoonoseerreger acht Familien
zugeordnet:

Togaviridae, Genus Alphavirus

Flaviviridae, Genus Flavivirus

Bunyaviridae

Reoviridae

Rhabdoviridae

Arenaviridae

Filoviridae

Poxviridae
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Die Familie Flaviviridae, Genus Flavivirus beinhaltet u.a. folgende durch Stechmucken
und oder oder Zeckenstich Ubertragene Erreger: Dengue-Virus, Japan-B-Enzephalitis-
virus, Frihsommer-Meningo-Ezephalitis-Virus, Gelbfieber-Virus und das West-Nil-Virus.
Alle genannten Viren haben gemeinsame Antigenkomponenten auf dem Glykoprotein
der Hulle (Munz et al., 2000), was eine Erklarung fur ausgepragte Kreuzreaktionen bei

serologischen Testverfahren sein kann.

1.1.2 Infektionsketten

Nach Krauss et al. (1997) konnen drei verschiedene Infektketten bei Arboviren

unterschieden werden:

Wirbeltier Wirbeltier Mensch Mensch

NN TN SN

Arthropoden  Arthropoden  Arthropoden Arthropoden
Abb. 1: InfektionsketteTyp A der Arboviren (Wirbeltiere und Arthropoden im Wechsel)

Wirbeltier Wirbeltier Mensch

NSNS

Arthropoden  Arthropoden
Abb. 2: Infektionskette Typ B der Arboviren (Mensch als Endwirt)

Milch
Wirbeltier Wirbeltier » Mensch
/ FleiSCh/(
transovariell
Arthropoden » Arthropoden

transstadial
Abb. 3: Infektionskette Typ C der Arboviren (mit zusatzlichem vertikalen Infektionsweg)

Arthropoden Uber Eiablage und Stadien hinweg, Wirbeltier auf Mensch durch Produkte
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Die Infektionskette Typ A (Abb. 1) ist nachgewiesen fur folgende Erkrankungen:
Gelbfieber, Venezuelanische Pferdenenzephalitis und Chikungunya-Fieber. Mdglich ist
er bei O’nyong-nyong, Mayaro-, Ross-River-, Oropouche-, Rift-Valley- und
Wesselsbron-Fieber, wobei Rift-Valley-Fieber auch durch den direkten Kontakt mit dem

Erreger auf den Menschen Ubertragen werden kann.

Bei der Infektionskette Typ B (Abb. 2) ist der Mensch Endwirt. Dies gilt fur die Ost- und
Westafrikanische Pferdeenzephalitis, St.-Louis-Enzephalitis, Rocio-, West-Nil- und
Sindbis-Fieber.

Bei der Infektionskette Typ C (Abb. 3) kommt zudem ein vertikaler Infektionsweg
(transovariell und transtadial) vor, welcher epidemiologisch bedeutsam sein kann.
Dieser Typ kommt vor bei durch Zecken Ubertragenen Virusinfektionen, wie
Frihsommer-Meningoenzephalitis (FSME), Russischer Friahjahr-Sommer-Meningo-
enzephalitis (RSSE), Louping ill, Kyasanur-Forest-Fieber, Omsker Hamorrhagisches
Fieber, Krim Kongo Hamorrhagisches Fieber, Colorado-Zeckenstichfieber, aber auch
bei durch Stechmucken ubertragenen Infektionserkrankungen, wie der Kalifornischen

und der Japanischen Enzephalitis sowie beim Murray-Valley-Fieber.

Bei der Infektionskette Typ A kann eine weitere Unterscheidung getroffen werden in:
einen urbanen Transmissionszyklus und

einen ruralen Transmissionszyklus

Der urbane Zyklus ist dadurch gekennzeichnet, dass der Mensch in erster Linie als
Infektionsquelle fur Stechmuicken dient bzw. Spezies, die in engem Kontakt mit dem
Menschen leben oder in seine Siedlungsraume eingedrungen sind. Beim ruralen Zyklus
besiedeln die Reservoirspezies Wiesen und Felder im landlichen Bereich in der Nahe

von menschlichen Siedlungsstrukturen.

Grundsatzlich wird die Epidemiologie von Arbovirusinfektionen durch eine Reihe

unabhangiger Faktoren reguliert, wie z.B. Anzahl und Immunstatus der Wirbeltiere,
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welche das Erregerreservoir bilden, sowie die klimatischen Bedingungen, welche die
Reproduktionsfahigkeit der Vektoren im hohen Malde beeinflussen.

Fur das West-Nil-Virus stellt sich der hauptsachliche Ubertragungsweg wie in Abbildung
4 aufgezeigt dar (CDC, 2007).

N vogel als
¥ Reservoir I

Abb. 4: West-Nil-Virus Ubertragungszyklus mit Stechmiicken als Vektoren und Végeln

» | _, S

Gelegentiche
[ rifektion

als Reservoir (gelegentlicher Endwirten: Mensch und Pferd)

1.2 West-Nil-Virus (WNV)

1.2.1 Erreger und Erkrankungsbild

Bei dem Erreger des West-Nil-Fiebers handelt es sich um ein Flavivirus, welche eine
Dengue-ahnliche Erkrankung hervorruft. Wie bei allen anderen Arboviren handelt es
sich um ein RNA-haltiges Virus (Meta et Raettig, 1998). Erstmals wurde der Erreger
1937 in Uganda nachgewiesen (Smithburn et al., 1940).

Das West-Nil-Virus kann, wie viele andere Flaviviren auch, bei Saugetieren
verschiedenste Zellen und Zelllinien infizieren (Castillo-Olivares et Wood, 2004). Je

nach Wirtsspezies gelingt der Nachweis in verschiedenen Geweben , so z.B. in Hirn-
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und Gliazellen sowie Zellstrukturen der Leber, der Milz, des Herzens, der Lunge und in
den Lymphknoten. Die Virusreplikation findet im endoplasmatischen Retikulum statt.
Letztendlich kann die Infektion der einzelnen Zelle sowohl zum Zelltod, zur
Virusreplikation oder zur Viruspersistenz ohne Replikation fuhren. Die Persistenz des
Virus wurde insbesondere bei Affen bis zu funf Monaten nach Infektion nachgewiesen,
bei Hamstern gelang der Nachweis bis zu 53 Tagen nach Infektion. Das Virus setzt sich
zusammen aus einem Kern bestehend aus Capsidprotein (C) mit einem Gewicht von 12
kDA. Der Kern wird durch eine von der Wirtszelle entlehnte Hulle umschlossen, in
welche zwei Virusproteine — MEP E (53 kDa) und MP M (8 kDA) — integriert werden,
bevor das Virus die infizierte Zelle verlasst. Das Kapsid enthalt einen einzelnen RNA-
Strang mit positiver Polaritat, welcher ein Fehl der Polyadenylat-Strecke am 3’-Ende
aufweist. Der Strang enthalt eine 5 und 3 noncoding Region von 96 und 631
Nukleotiden, welche den Rahmen fur den einzelnen offenen RNA-Strang von 10302
Nukleotiden darstellen. Dieser codiert ein Polyprotein, welches von viralen und
zellularen Proteasen in drei Strukturproteine (C, E und M oder pr-M) und finf
Nichtstruktur-Proteine (NS1, NS2a / NS2b, NS3, NS4a / NS4b und NS5) aufgespaltet
wird. Das Ende des Genoms enthalt eine Tertiarstruktur, welche eine entscheidende
Rolle fur die Replikation und Zusammensetzung spielt. Auch die Nichtstruktur-Proteine
sind an der Replikation und Zusammensetzung beteiligt. NS1 und NS4a wirken bei der
Replikation mit, NS2a spielt eine Rolle bei der Zusammensetzung des Virus und seiner
Ausschleusung aus der Zelle. NS3 und NS5 haben proteolytische Eigenschaften, wobei
NS5 als RNA-abhangige RNA Polymerase und Methyltransferase an der Methylierung

der 5’cap-Struktur teilnimmt.

Nach Couissiner-Paris (2000) konnen grundsatzlich zwei Subspezies des Virus
differenziert werden, welche genetisch um 25 bis 30 % differente Nukleotidsequenzen
zeigen. Die Line 1 enthalt alle Subspezies, die fur Ausbriiche bei Menschen in Europa,
Afrika, Australien und Amerika verantwortlich waren. Diese Linie lasst sich in drei
Klassen differieren, wobei Klasse 1a diejenigen enthalt, welche in Europa, Asien, Afrika,
Amerika und dem Mittleren Osten vorkommen. Klasse 1b enthalt den Nukleotidstrang
,Kunjin“, die australische Variante des West-Nil-Virus. In der Klasse 1c sind diejenigen

Varianten enthalten, welche in Indien isoliert wurden. In der Linie 2 sind nur die



Nukleotidstrange klassifiziert, welche in Afrika sudlich der Sahara und in Madagaskar
isoliert werden konnten. Es wird angenommen, dass die Varianten der Linie 2 weniger
schwere Erkrankungen beim Menschen ausldsen, da sie in erster Linie bei Patienten mit
nur geringer Symptomatik isoliert werden konnten bzw. als Zufallsbefund bei
asymptomatischen Tragern nachgewiesen wurden. Abbildung 5 gibt einen Uberblick

Uber die phylogenetischen Beziehungen bisher gefundener Virusisolate.

Agypten 1951
Frankreich 1965

i

Stidafrika
Israel 1952

Ruménien 1996 M
Kenya 1998
Senegal 1983
Marocco 1996
Italien 1998
Volgograd 1999

New York 1999 3
Israel 1998-A

NY 2000 3282

NY 2000 3358

NY 1999 equine >
NY 1999 hum
Conn 1999
MD 2000

NJ 2000 LIN-1

Israel 1999 H /

us/

Israel

C.Afr.Rep 1989
Senegal 1979
Algerien 1968
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Elfenbeikiiste 1981

Kunjin 1960
Kunjin 1973
Kunjin 1964b
Kunjin 1991
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Kunjin 1966
Kunjin 1994

1 Kunjin

il

Indien 1955 a

Indien — Indien 1980
L——— Indien 1958
L Indien1955b

Kenya T
Uganda

Senegal 1990

Uganda 1937

C.Afr.Rep 1972a

C.Afr.Rep 1983 LIN-2
Uganda 1959
C.Afr.Rep 1972b
Madagaskar 1988
Madagaskar 1986

Madagaskar 1978

JESA 14
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Abb. 5: Phylogenetische Beziehung von West-Nil-Virusisolaten (Lanciotti et al., 2002)

Darstellung des Stammbaumes der bisher typisierten Stamme



- 24 -

Im Gegensatz hierzu beschreiben Bakonyi et al. (2006), dass beide bekannten Linien in
Europa nachgewiesen werden konnten. Beide Virusvarianten fuhrten in den Jahren
2003 und 2004 in einer Ganseherde und bei einem Huhnerhabicht zu letal endenden
Enzephalitiden im sudostlichen Ungarn. Wahrend des Ausbruchs in der Ganseherde
wurden ebenfalls vierzehn Falle bei Menschen in der gleichen Region beschrieben.
Nach der Sequenzierung zeigte es sich, dass der bei den Gansen isolierte RNA-Strang
den grofdten Verwandtschaftsgrad mit demjenigen aufweist, der 1998 in Israel isoliert
worden und der auch fur den Ausbruch von WNV in den Vereinigten Staaten von
Amerika 1999 verantwortlich war. Der in dem Huhnerhabicht nachgewiesene Strang
zeigte den hochsten Verwandtschaftsgrad mit demjenigen der Linie 2, welcher in
Zentralafrika isoliert worden war. Der gleiche Strang konnte beim Wiederaufflammen der

Infektion 2005 erneut isoliert werden, was ein Uberwintern in Europa nahe legt.

Bondre et al. wiesen 2007 darauf hin, dass die von ihnen untersuchten West-Nil-Viren
eine Einteilung in funf verschiedene Gruppen zulassen, wobei die genetische Differenz
zwischen 20 und 25 % liegt. Der indische Typ wird hierbei als eigenstandige Linie

betrachtet.

Die Ubertragung erfolgt durch Culex spp. (Munz et al., 2000). Wie Lasikova et al. (2006)
zusammenfassend beschreiben, verlauft die Erkrankung in den meisten Fallen
asymptomatisch oder mit nur milden Erkrankungszeichen, wie einem leichten Fieber.
Die manifesten West-Nil-Virusinfektion zeigt typischer Weise ein plotzlich einsetzendes
Fieber Uber 39 Grad Celsius, Schwindel, Kopf- und Rickenschmerzen, Gelenk- und
Muskelschmerzen, Husten und Halsschmerzen. Teilweise sind auch gastro-intestinale
Symptome beschrieben worden, eine generalisierte Lymphadenopathie sowie eine
Konjunktivis kann ebenfalls auftreten. Nur in wenigen Fallen kommt es zur Meningo-
Enzephalitis. Auch Debiasi und Tyler postulieren 2006, dass die neuroinvasive Form in
weniger als 1% der Falle auftritt, jedoch mit einer hohen Mortalitat einhergeht. In den
Vereinigten Staaten waren in den Jahren 1999 bis 2005 mehr als 8000 Personen an
einer West-Nil-Meningoenzephalitis erkrankt, mehr als 780 sind daran verstorben.
Zuckerman ging 2003 ebenfalls davon aus, dass die meisten Infektionen

asymptomatisch Verlaufen, 20 % fUhren zu einer leichten fieberhaften Erkrankung mit
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milder Allgemeinsymptomatik und nur in ca. 1% der Infektionen treten schwere
neurologische Verlaufe auf, vornehmlich bei Patienten tGber 50 Jahren. Hermanowska-
Szpakowicz et al. (2006) zeigen, dass bei Patienten Uber 65 Jahren mit WNV-
Enzephalitis die Mortalitatsrate 35 % erreichen kann und beschreiben in diesem

Zusammenhang das autochthone Auftreten der Infektion im Nordosten von Polen.

Bode et al. zeigten 2006 in einer retrospektiven Studie, dass die Schwere der
Erkrankung, der Kklinische Verlauf und eventuelle bleibende Behinderungen von
vorbestehenden Grunderkrankungen abhangig sind. Als Risikofaktoren fur das Auftreten
einer Enzephalitis wurden Diabetes mellitus, Alkoholabhangigkeit und ein hoheres
Lebensalter identifiziert. Insgesamt betrug die Letalitat in der Patientengruppe mit West-
Nil-Enzephalitis 18 %, wobei Patienten, welche in der Vorgeschichte einen Schlaganfall
oder eine Form der Immunsuppression aufwiesen oder im Rahmen der Erkrankung
beatmungspflichtig wurden, eine erhdhte Letalitdt aufwiesen. Penn et al. beschreiben
2006 den Fall eines 57-jahrigen Patienten, welcher wegen eines B-Zell-Lymphoms
therapiert worden war und mit den Symptomen einer West-Nil-Menigoenzephalitis in
stationare Behandlung kam. Im Rahmen der 99-tagigen Behandlung konnten keine
Antikorper gegen WNV nachgewiesen werden, in den post mortem durchgeflhrten
Biopsien des zentralen Nervensystem konnte sowohl die Virus-RNA als auch Antigene
nachgewiesen werden. Vor diesem Hintergrund wird eine immunsuppressive

Behandlung als ein wesentlicher Risikofaktor fur den fatalen Verlauf gesehen.

Auch Murray et al. identifizieren 2006 verschiedene Risikofaktoren, welche das
Auftreten einer Enzephalitis im Rahmen einer WNV-Infektion beeinflussen. In ihrer
retrospektiven Studie untersuchten sie 172 bestatigte WNV-Infektionen in Houston in
den Jahren 2002 bis 2004. Von den untersuchten 172 Fallen litten 113 an einer
Enzephalitis, davon waren 17 verstorben, 47 litten an Meningitis, 12 waren nur an Fieber
erkrankt. Die multivariante Regressionsanalyse identifizierte die folgenden
Risikofaktoren fur das Auftreten einer Enzephalitis: Alter (odds ratio 1,1; P<0,001), hoher
Blutdruck inklusive der Falle, bei denen die Hypertension durch Medikamente und oder
Drogen ausgelost worden war (odds ratio 2,9; P=0,012) und kardiovaskulare

Erkrankungen (odds ratio 3,5; P=0,061). Nach Adjustierung bezlglich Alter, konnte
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Rassenzughdrigkeit, hier Afroamerikaner (odds ratio 12,0; P<0,001), chronische
Nierenerkrankungen (odds ratio 10,6; P<0,001), Hepatitis C (odds ratio 23,1; P=0,0013)
und Immunsuppression (OR 3,9; P=0,033) als weitere Risikofaktoren identifiziert

werden.

Bei Kindern und Jugendlichen werden ebenfalls schwere Verlaufe beschrieben. Civen et
al. beschreiben 2006 elf Falle von WNV-Erkrankungen in einem entsprechenden
Patientenklientel. Bei acht der elf Patienten trat eine fieberhafte Erkrankung auf, zwei

entwickelten eine Meningitis und einer eine Enzephalitis.

Carson et al. untersuchten 2006 retrospektiv insgesamt 49 Patienten, die an einer West-
Nil-Virus-Infektion gelitten hatten, um die Langzeitfolgen der Infektion zu aufzuzeigen.
Dreizehn Monate nach stattgehabter Infektion wurden die Patienten nach
persistierender Symptomatik befragt und umfangreichen neuropsychologischen
Testverfahren unterzogen. Hauptsachlich klagten die Patienten Uber Mudigkeit,
Nachlassen der Merkfahigkeit, Schwachegefuhl in den Extremitaten,
Wortfindungsstorungen und Kopfschmerzen. 49 % der Patienten beklagten insgesamt
einen schlechten Gesundheitszustand, ebenfalls 49 % nannten Mudigkeit als weiteres
wesentliches Symptom. 12 der 49 Patienten (24%) litten unter depressive
Stimmungsschwankungen, 4 (8%) an maRiger bis schwerer Behinderung.
Mehrfachnennungen waren moglich. Die neuropsychologischen Testverfahren zeigten
Abweichungen von der Norm bei den motorischen Fahigkeiten, der Aufmerksamkeit und
der Durchfuhrung von Bewegungsablaufen. Eine univariante Analyse von multiplen
Risikofaktoren ergab in dieser Studie jedoch keinerlei Vorhersagewerte fir ein
Defektheilung bzw. eine erhohte Mortalitat. Auch die initiale Schwere der Erkrankung

hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Wahrscheinlichkeit, an Spatfolgen zu leiden.

Eidness et al. beschreiben 2005 zwei Falle von Chorioretinitis bei Patienten mit WNV -
Infektionen in Kanada. Die Chorioretinitis war in beiden Fallen selbst limitierend. Es wird
jedoch darauf hingewiesen, dass eine Chorioretinitis auch alleiniges Symptom bei einer
WNV-Infektion sein kann.



-27-

Diamond und Klein weisen 2006 darauf hin, dass gegebenenfalls eine genetische
Disposition das klinische Endergebnis bei einer WNV-Infektion determiniert. Es wird
beschrieben, dass eine Korrelation zwischen dem Vorhandensein einer Mutation des
CCRb5-Rezeptors (CCRS5Delta32) und einem schweren Verlauf einer West-Nil-Infektion
bestehen konnte.

Lewis und Amsen zeigten in einer Pilotstudie 2007 anhand eines Patienten, der an einer
komplizierten West-Nil-Infektion mit Meningo-Enzephalitis litt, dass neben der bisher
durchgefiuihrten Behandlung mit Ribavirin auch eine Therapie mit Interferon alpha-2b

erfolgreich sein kann.

1.2.2. Epidemiologie

1.2.2.1 Europa
In Europa sind nur wenig gesicherte Daten uber WNV-Infektionen beim Menschen

vorhanden. Solomon et al. (2003) verzeichnen jedoch auch in Europa, z.B. unter
Einbeziehung der Bundesrepublik Deutschland, Danemark, Belgien und den

Niederlanden, groRe Endemiegebiete, die in Abbildung 6 rot markiert sind.

Abb. 6: angenommene oder gesicherte WNV-Endemiegebiete weltweit (rot

gekennzeichnet), Solomon et al. (2003),
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Hermanowska-Szpakowicz et al. (2006) beschreiben das Auftreten von WNV-IgM-AK
bei einem Patienten mit einer akut fieberhaften Infektion und flhren in diesem
Zusammenhang an, dass es sich bei diesem Patienten um den ersten mit einer
autochthon erworbenen Infektion mit dem Virus in Polen handeln kénnte.
Bernabeu-Wittel et al. postulierten 2007, dass es in der Vergangenheit durchaus
Infektionen mit WNV in Spanien gegeben haben konnte. In ihrer Studie waren
Probanden auf das Vorhandensein von WNV-spezifischen Antikorpern getestet worden.
Bei 0,6 % aller Untersuchten konnte mittels PRNT ein stattgehabter Kontakt eindeutig
nachgewiesen werden. Es handelte sich hierbei vorwiegend um altere, in landlichen
Gebieten Sudspaniens lebende Personen. Bei keiner, der ebenfalls in dieser Studie
untersuchten Personen, bei denen in jungerer Vergangenheit eine Infektion
vergesellschaftet mit einem positiven WNV-AK-ELISA aufgetreten war, konnte dieser
Befund mittels PRNT bestatigt werden. Die Einschleppung des Virus nach Spanien
erfolgt, so vermuten Lopez et al. (2008), Uber Zugvogel, welche in den Endemiegebieten
Afrikas Uberwintern.

Koppelmann et al. (2006) untersuchten im Jahr 2004 insgesamt Uber 60.000
Blutspenden in den Niederlanden auf das Vorhandensein von WNV-RNA. Hierbei
ergaben sich keinerlei Hinweise auf eine akute Zirkulation des Virus in der Bevolkerung.
In Portugal gelang Esteves et al. (2005) im Gegensatz hierzu eindeutig der Nachweis
von WNV-RNA in Stechmicken, welche in siudlichen Regionen Portugals gefangen
worden waren. Die Autoren konnten ebenfalls aufzeigen, dass der in Portugal
vorkommende Virustyp eng mit denen verwandt ist, welche 1998 in Italien bzw. 2000 in
Frankreich aufgetreten waren.

Die Hinweise aus dem Jahr 1999 (Hubalek et Halouzka, 1999 b) auf das Zirkulieren des
WNV in der Tschechischen Republik sind in den Folgejahren kontrovers diskutiert
worden.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass zum Zeitpunkt des Studienbeginns
keine gesicherten epidemiologischen Daten, insbesondere zum Auftreten humaner

Falle, in Europa vorlagen.
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1.2.2.2 Afghanistan
Dobler et al. untersuchten 2006 140 Seren von Einwohnern im Norden Afghanistans

bezlglich der Pravalenz von Antikérpern gegen Arboviren. Bezlglich Flaviviren ergaben

sich die folgenden Ergebnisse:

West-Nil-Virus 31/140 (22,1 %)
Japan-B-Enzephalitis 0/140 (0 %)
Dengue Virus 5/140 (3,6 %)
FSME-Virus 0/140 (0 %)

Bei allen Testungen wurde ein kommerzieller ELISA-Test (WNV-IgG-ELISA
EUROIMMUN) zum Screening eingesetzt. Bei im ELISA positiv bezuglich Antikorpern
gegen WNV getesteten Seren erfolgte die Bestatigung kombiniert mittels
Immunfluoreszenz (IFT) und Neutralisations-Test (NT). Fir den IFT wurde zum Einen
ein kommerzieller Test (WNV: FI 2662-1005 G EUROIMMUN) angewendet, zum

Anderen ein selbst produzierter. Der eingesetzte NT war ebenfalls selbst entwickelt.

1.2.2.3 USA

Seit 1999 breitet sich das West-Nil-Virus kontinuierlich Uber die Vereinigten Staaten von
Amerika aus (Farnon, 2006). Die Ausbreitung Uber den gesamten nordamerikanischen
Kontinent wird in den Abbildungen 7 bis 16 schematisch dargestellt, wobei die Bezirke
mit nicht beim Menschen aufgetretenen Fallen hellblau markiert sind und rot dargestellte

Bezirke humane Falle aufwiesen.

National Center for Infectiotss Discases

West Nile Virus Activity

Cumulstive results for 1999 calendar year

Abb. 7: Verbreitung WNV 1999 USA Abb. 8: Verbreitung WNV 2000 USA
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| WNV-AKtivitat, jedoch keine humanen Fille
- Humane WNV-Erkrankungen

West Nile Vines Activity

West Nile Virus Activity West Nile Virus Activity
Hon-Human R Atrety Hon-Maman WY Actvey

= =
- shaman Cvieate Canet "
Curmila 20, 2044 CDC
Abb. 11: Verbreitung WNV 2003 USA

Cumlmiy e 21, 2005 DC
Abb. 12: Verbreitung WNV2004 USA

M 1ndicates human disease case(s). CDC
Avian, animal or mesquito infections.

West Nile Vines Activity
[ ton-Hsrman WY Actrvay
-

Abb. 14: Verbreitung WNV 2006 USA

Abb. 13: Verbreitung WNV 2005 USA violett: Humane Falle, hellblau: Vogel,
Sauger/Stechmicken positiv getestet
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I 1ndicates human disease case(s). r»m

[ Avian, animal or mesquito infections.

[ 1ndicates human disease case(s). rm

| Avian, animal or mosquito infctions.

Abb. 15: Verbreitung WNV 2007 USA Abb. 16: Verbreitung WNV 2008 USA
orange: Humane Falle, blaugrau: Vogel, Stand: 02.09.2008, dunkelblau: humane
Sauger oder Stechmucken positv getestet Falle, hellblau: Vogel, Sauger oder

Stechmicken positiv getestet
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GA Georgia MN  Minnesota OK  Oklahoma WV West Virginia
HI Hawaii MO  Missouri OR  Oregon WY  Wyoming

IA lowa MS  Mississippi PA  Pennsylvania

ID Idaho MT  Montana RI Rhode Island

Insgesamt wurden im Jahr 2006 gemall CDC 4269 humane Falle aus 44 Staaten der
USA gemeldet, wobei 177 Patienten im Rahmen der Erkrankung verstarben (4,15 %).
Im Jahr 2007 wurden 3630 Falle aus 43 Staaten gemeldet, 124 Patienten verstarben
(3,42 %). Bis zum Stichtag 02. September 2008 waren insgesamt nur 413 Falle in 34
Staaten angezeigt worden mit einer Mortalitatsrate von 1,21 % (5 Patienten). Insgesamt
zeigen diese Daten, dass die WNV-Endemie in den Vereinigten Staaten den Hohepunkt

Uberschritten hat.

1.2.2.4 Kanada

FUr Kanada stellt sich die Situation ahnlich dar, wobei gesicherte Daten Uber klinische

Infektionen seit dem Jahr 2002 und Uber asymptomatische Infektionen seit dem Jahr
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2003 vorliegen (Public Health Agency of Canada, 2007). Analog zu den Vereinigten
Staaten von Amerika hat die Ausbreitung in Ost-West-Richtung stattgefunden. Die
Abbildungen 17 und 18 zeigen beispielhaft die Verbreitung im Jahr 2002 und im Jahr
2006. Die aktuelle Datenlage mit Stand 30. August 2008 zeigt, dass auch in Kanada die
Erkrankungsrate deutlich rucklaufig ist, wobei in der Region Manitoba weiterhin die
meisten Falle auftreten (Public Health Agency of Canada, 2008). Von funfzehn bis zum
Stichtag gemeldeten Neuinfektionen waren acht in Territorium Manitoba protokolliert

worden.

Legende:

Negativ oder unbekannt ~ [___]
Positiv [ ]
durch Reisen [ ]

Abb. 17: WNV-Infektionen bei Menschen in Kanada 2002,

NL - Newfoundland/Labrador , PE - Prince Edward Island, NB - New Brunswick, NS -
Nova Scotia, QC - Quebec, ON - Ontario, MB - Manitoba, SK - Saskatchewan, AB -
Alberta, BC - British Columbia, YT — Yukon, NT - Northwest Territories, NU - Nunavut

Im Jahr 2006 sind insgesamt 151 Falle aus 13 Provinzen gemeldet worden, wobei die
Mehrzahl der Falle ohne neurologische Symptomatik geblieben war, drei Falle waren

Zufallsbefunde ohne klinische Symptomatik.
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Legende:

Negativ oder unbekannt
Positiv

durch Reisen

il

Abb. 18: WNV-Infektionen bei Menschen in Kanada 2006

NL - Newfoundland/Labrador , PE - Prince Edward Island, NB - New Brunswick, NS -
Nova Scotia, QC - Quebec, ON - Ontario, MB - Manitoba, SK - Saskatchewan, AB -
Alberta, BC - British Columbia, YT - Yukon, NT - Northwest Territories, NU - Nunavut

1.3 Andere Flaviviren

Auf Grund der zu erwartenden Kreuzreagibilitat innerhalb der Flaviviren, werden die

beiden haufigsten Infektionen nachfolgend dargestellit.

1.3.1 FSME-Virus

Das Frih-Sommer-Meningo-Enzephalitis-Virus (FSME) wurde in Deutschland erstmals
im Jahr 1959 isoliert (Suss et al., 1992). Es handelt sich hierbei um ein neurotropes
RNA-Virus, von welchem drei Subtypen existieren (Hollbach et Oehme, 2002):

Zentral-europaischer Subtyp

Ferndstlicher Subtyp

Sibirischer Subtyp
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Sowohl nach einer Impfung, als auch nach durchgemachter Infektion besteht eine
Kreuzimmunitat innerhalb der vorgenannten Subtypen. Der Durchmesser der
Flaviviruspartikel betragt ca. 50 nm. Das einzelstrangige RNS-Molekul (ca. 10 kb) wird
von einem Kapsid umhullt, das wiederum von einer Hullmembran, die zwei
Oberflachenproteine, M und E, tragt, umschlossen ist. Das E-Protein scheint

entscheidend flr die Virulenz zu sein (Beasley et al., 2004)

Die Ubertragung erfolgt durch Schildzecken, in Mittel- und Westeuropa, hauptsachlich
Ixodes ricinus (Gemeiner Holzbock, Abbildung 19). In Osteuropa und Asien ftritt Ixodes

ricinus nicht auf, so dass hier Ixodes persulcatus als Haupttbertrager gilt. Als Reservoir

dienen kleine Nagetiere aus der Familie der Langschwanz- oder Echte Mause
(Muridae), hauptsachlich der Gattung Apodemus (Sumilo et al., 2007). Abbildung 20
zeigt die Waldmaus (Apodemus sylvaticus). Als weiteres Reservoir kommen lIgel in
Frage (Gern et Falco, 2000).

Abb. 19: Ixodes ricinus, Abb. 20: Apodemus sylvaticus,
Gemeiner Holzbock (Occi, 2006) Waldmaus (Schwegemann, 2007)
Hauptubertrager der FSME in Europa Reservoir der FSME in Europa

Zecken nehmen jeweils nur eine Blutmahlzeit pro Entwicklungsstadium - Larve, Nymphe
und adulte Zecke - auf (Sumilo et al., 2007). In Abbildung 21 wird der Lebenszyklus der
Schildzecke dargestellt.
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Nach der Blutmahlzeit legt das adulte Zeckenweibchen (1.2) innerhalb eines Monates
ca. 2000 Eier ab (2), aus denen nach ca. drei Wochen in Abhangigkeit von der
Umgebungstemperatur die Larven schlipfen (3). Diese nehmen ihre Blutmalzeit
vorwiegend an Kleinsaugern (4). Die Hautung zur achtbeinigen Nymphe (6) erfolgt am
Boden innerhalb von zwei Monaten (5). Die Nymphe befallt groliere Saugetiere (7) als
die sechsbeinige Larve. Nach einer Blutmahlzeit von zwei bis sieben Tagen Dauer
erfolgt die Hautung und Entwicklung zur adulten Zecke innerhalb von zwei bis acht
Monaten (8). Die adulte Zecke sucht als Wirt auch gréRere Saugetiere auf. Die
Weibchen saugen zwischen funf und vierzehn Tagen (9). Nach der Paarung mit einem

Mannchen (1.1) kommt es zur Eiablage.

- (1.2) nach Blutmahizeit legt adultes
Zeckenweibchen innerhalb eines
Monates Eier ab (2).

- (3) Larve schlipft nach ca. 3

Wochen, Blutmalzeit vorwiegend

C}E an Kleinsaugern (4).

nach der

i
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Abb. 21: 3-Wirte-Lebenszyklus von Ixodes ricinus, Hauptvektor FSME in Europa (nach

Mehlhorn), schematische Darstellung
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Nach dem Stich einer infizierten Zecke kommt nach einer im Mittel zehn Tage
dauernden Inkubationszeit (Spannbreite 5 bis 28 Tage) zu einer fieberhaften Erkrankung
mit grippeahnlichen Symptomen sowie Kopfschmerzen, katarrhalischer und/oder
gastrointestinaler Symptomatik. Es wird jedoch angenommen, dass maximal 30 % aller
Personen, die von einer virustragenden Zecke gestochen werden, Uberhaupt Symptome
zeigen (Suss et al., 2004). Bei 70 % aller symptomatischen Patienten kommt es nach
einer vorubergehenden Besserung von ca. einer Woche zur Beteiligung des Zentral-
Nervensystems (Kaiser, 2004). Diese zweite Krankheitsphase beginnt mit plotzlich
einsetzenden hohen Fieber, Ubelkeit bis hin zum Erbrechen und Myalgien. Beziiglich
des ZNS kann sowohl eine Meningitis als auch eine Enzephalitis oder eine Myelitis
auftreten. Kombinationen sind ebenfalls moglich (Kaiser, 2002). Das Risiko eine ZNS-
Beteiligung zu erleben steigt mit zunehmendem Lebensalter an. Auch unterscheiden
sich die Verlaufsformen, Kinder und Jugendliche entwickeln in 65 % der Falle eine
Meningitis, nur 35 % eine Meningo-Enzephalitis. Bei den Erwachsenen fand sich
hingegen bei 48 % eine isolierte Meningitis, bei 40 % eine Meningo-Enzephalitis und bei
12 % eine Enzephalomyelitis. Auch hinsichtlich der Langzeitprognose gibt es
signifikante Unterschiede, so kommt es nur bei 2 % aller erkrankten Kinder, jedoch bei
bis zu 40 % aller erkrankten Erwachsenen zu Langzeitschaden. Die Letalitat in

Zentraleuropa liegt insgesamt bei 1 % (Kaiser, 2004).

Folgende Symptome traten im Rahmen einer Enzephalitis auf (Kaiser, 2004):
Quantitative und qualitative Bewusstseinstorungen
Fokale und generalisierte Krampfanfalle
Gesichtslahmung
Gleichgewichts- und HoOrstorungen
Sprech-, Schluck- und Atemstorungen
Im Rahmen einer Enzephalomyelitis konnten zusatzlich Mono-, Para- und Tetraparesen

der Extremitaten beobachtet werden.

Die Diagnostik der Erkrankung stitzt sich im wesentlichen auf funf Pfeiler:

Exposition im Risikogebiet
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ggf. erinnerlicher Zeckenstich in der vorausgehenden ein bis vier Wochen vor
Beginn der Symptomatik

klinische Symptomatik

entzundlicher Liquorbefund

positiver Nachweis von spezifischen FSME-IgG- und IgM-Antikdrpern im Serum.

Der alleinige Nachweis von IgM-Antikorpern sichert jedoch nicht die Diagnose. Erst
durch den Anstieg der Serumkonzentration der IgM-Ak bzw. durch das in der
Nachkontrolle simultane Auftreten von IgM- und IgG-AK kann die Diagnose als gesichert

angesehen werden (Kaiser, 2004).

Zur Pravention steht eine aktive Immunisierung sowohl fir Kinder als auch fir
Erwachsene zur Verfugung, eine passive Immunisierung ist seit der Einstellung der
Produktion im Jahr 2003 nicht mehr erhaltlich. Die Standige Impfkommission der
Bundesrepublik Deutschland empfiehlt eine Impfung gegen FSME flr Personen, die in
den angegebenen FSME-Risikogebieten (Abbildung 22) zeckenexponiert sind, in
Baden-Wurttemberg wurde durch die zustandige Landesbehorde auf Grund der
teilweise hohen Durchseuchungsrate der Zecken und der nahezu landesweiten
Ausbreitung eine Ooffentliche Impfempfehlung ohne regionale Einschrankungen

ausgesprochen (RKI, 2007).

Derzeit liegen die Risikogebiete in Deutschland in erster Linie in Bayern und Baden-
Wirttemberg, aber auch in Rheinland-Pfalz, Hessen und Thdringen. 90 % aller
symptomatischen Infektionen wurden in einem Risikogebiet akquiriert. Insgesamt
wurden im Jahr 2006 546 Erkrankungen gemeldet und 129 Kreise wurden als
Risikogebiete ausgewiesen. Die namentliche Meldepflicht besteht nach Infektions-
schutzgesetz seit 2001 flr den direkten oder indirekten Nachweis des Erregers, sofern

der Nachweis auf eine akute Infektion hinweist (IfSG, 2006).

Ein Kreis wird gemal RKI (2007) als FSME-Risikogebiet definiert, wenn die Anzahl der
Ubermittelten autochthonen FSME-Erkrankungen im Zeitraum von 2002 bis 2006 im

Kreis oder in der Kreisregion (Kreisregion = betreffender Kreis zuziglich aller
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angrenzenden Kreise) signifikant hoher liegt als dies bei einer Inzidenz von einer

Erkrankung pro 100.000 Einwohner zu erwarten ware (p<0,05).
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Abb. 22: FSME Risikogebiete in Deutschland (RKI, 2007); grau = Risikogebiet, blaue
Schrift = neu eingestuft 2007

Wesentlichen Einfluss auf die FSME-Infektionsrate haben die klimatischen
Bedingungen. Zum einen fuhren warme und trockene Sommer zu einer geringeren
Aktivitat bei den Vektor-Zecken, zum anderen sinkt in feuchten Sommern die
Expositionsrate durch das den Wetterbedingungen angepasste Freizeitverhalten (Suss
et al., 2004). Milde Winter mit wenigen Frosttagen begunstigen jedoch nicht nur eine
hohe Zeckenzahl, sondern das Uberleben der Reservoirtiere, hier in erster Linie der
Mause (Hoc, 2006). Des Weiteren schwankt die Durchseuchungsrate von adulten
weiblichen Ixodes ricinus zwischen 0 % und 20,6 % bei Zecken, die im Rahmen einer
arztlichen Konsultation von Patienten entfernt worden waren (Suss et al., 2006).
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1.3.2 Dengue-Virus

Das Dengue-Virus wird vorwiegend Uber Aedes spp., hier hauptsachlich Aedes aegypti
und gelegentlich Aedes albopictus (Abbildung 23), auf den Menschen Ubertragen. Als
Reservoir kommen in erster Linie, neben dem Menschen selbst, Affen in Frage.

Flarida Medical Entomalogy Labaratory
©1990 UNIVERSITY OF FLORIDA

Abb. 23: Aedes aegypti (links) und Aedes albopictus (rechts) (FMEL, 1999) Ubertrager

des Dengue-Virus

Voraussetzung fur eine epidemische Verbreitung ist eine hohe Mickendichte und eine
mittlere Temperatur von mindestens 15 Grad (Meta et Raettig, 1998). Es handelt sich
hierbei um eine meist gutartig verlaufende Erkrankung, welche durch biphasisches
Fieber, Myalgien, Arthralgien, Lymphadenopathie, Exanthem und Leukopenie
gekennzeichnet ist. Schwerste Verlaufsformen im Sinne eines Dengue-hamorrhagisches
Fieber (DHF) oder Dengue-Schock-Syndroms (DSS) kommen jedoch vor. Vom Dengue-
Virus sind vier Serotypen (DEN 1 - 4) bekannt. Eine Infektion flUhrt zu einer
lebenslangen Immunitat, die allerdings nur den jeweils akquirierten Subtyp umfasst
(Chaturvedi, 2006). Das Risiko, an einer schweren Verlaufsform zu erkranken, ist
gemal dem Autor insbesondere dann erhdht, wenn es nach einer Erstinfektion mit DEN
1 zu einer weiteren Infektion mit DEN 2 oder DEN 3 kommt. Bei dem Subtyp DEN 4

scheint dies nicht der Fall zu sein.
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Aedes aegypti ist die Spezies, die in der Lage ist, die hdchste Anzahl von
humanpathogenen Erregern bzw. Parasiten wie Arboviren, Nematoden und Plasmodien
zu Ubertragen (Mourya und Yadav, 2006). Sie gilt wegen ihrer hohen Suszebilitat, ihrem
urbanen Vorkommen und ihrem anthrophilen Verhalten als Hauptvektor fur urbanes

Dengue-, Gelb- und Chikungunya-Fieber und ist von hoher epidemiologischer Relevanz.

Das Virus kam urspringlich in Studostasien vor, ist aber derzeit auf allen Kontinenten
aulder der Antarktis (Krauss et al., 1997) verbreitet (Abbildung 24).

[ Areas infested with Aedes aegypli
M Areas withAedes aegypti and dengue epidemic activity

Abb. 24: Verbreitung Dengue weltweit 2005 (CDC, 2005)
orange: Verbreitungsgebiet Aedes aegypti, rot: Verbreitungsgebiet Aedes aegypti und
Dengue-Virus Aktivitat

Noch im Jahr 1928 erkrankten ca. 650.000 Einwohner der Stadte Athen und Pirdus an
Dengue-Fieber, von denen 1.061 starben (Halstead et Papaevangelou, 1980). Rosen
zeigte 1986, dass die hohe Inzidenz von hamorrhagischen Verlaufen mit teilweise
letalem Verlauf bei diesem letzten groRen Ausbruch innerhalb Europas, nicht darauf
zuruck zu fuhren war, dass es nach einer Erstinfektion mit DEN 1 zu einer Reinfektion
mit DEN 2 gekommen war, sondern insgesamt den schlechten Erndhrungs- und

Hygienebedingungen geschuldet war.
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Die deutliche Verbesserung der hygienischen Bedingungen, der Ernahrungslage und
der medizinischen Versorgung fuhrte in der Vergangenheit ebenso wie die
systematische Vektorenbekampfung — direkt wie indirekt — zu einer deutlichen
Reduktion der Dengue-Fieber-Erkrankungen in Mitteleuropa, so dass derzeit Infektionen
mit Dengue-Viren in Deutschland ausschlielich als reiseassoziiert gelten konnen.
Wichmann et al. zeigten 2005, dass die Rate der importierten Dengue-Virusinfektionen
in den Jahren von 1996 bis 2004 kontinuierlich ansteigend war, wobei die hochste
Pravalenz fur Antikérper gegen das Dengue-Virus bei Reisenden aus dem asiatischen
Raum nachgewiesen werden konnte. Allerdings muss mit Blick auf die Ausbreitung von
Aedes albopictus in Sudeuropa, respektive ltalien, nicht nur die Verbreitung von
Chikungunya-Viren (Vazeille et al., 2007), sondern auch die Rickkehr des Dengue-Virus
diskutiert werden. Letztendlich war es vollkommen unerwartet zum Auftreten von
Chikungunya-Virusinfektionen in einer nicht-tropischen Region gekommen (Rezza et al.,
2007).

Vor diesem Hintergrund muss die in den letzen Jahrzehnten beobachtete erhebliche
Ausweitung des Dengue-Virus bewertet werden. So findet sich das Hamorrhagisches
Dengue-Fieber unter den haufigsten Todesursachen bei Kindern im Raum zwischen Sri-
Lanka, China und Indonesien (Bdsel et Rothkopf-Hirschbeck, 2000). In erster Linie tritt
die Infektion im stadtischen Raum, in der jlingeren Vergangenheit aber auch in
landlichen Gebieten auf (Chaturvedi, 2006), wobei in dicht besiedelten urbanen

Gebieten der Mensch den Hauptwirt darstellt.

Dobler et al. (1996) berichten von zwei Patienten, bei denen die Erkrankung nach einer
Infektion in Indien einen schweren Verlauf genommen hatte:

e Patient 1 hatte sich im Rahmen einer Urlaubsreise fur funf Wochen im nérdlichen
Indien aufgehalten, sechs Tage nach der Ruckkehr nach Deutschland traten
Schuttelfrost, Schwindel und Kreislaufbeschwerden auf, weswegen sich der
Patient ambulant in einem Krankenhaus vorstellt. Nach dem Ausschluss einer
Malariaerkrankung wurde er an den Hausarzt verwiesen. Zwei Tage spater kam
es zur erneuten Vorstellung, wobei eine deutliche Kreislaufinstabilitat bestand, im

Blutbild zeigte sich eine Leukozytopenie und eine Thrombozytopenie. Die
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Thrombozytenzahl bei Aufnahme betrug 19.000/ul und fiel am Folgetag auf
15.000/pl ab, Leber- und Pankreasenzyme waren erhdht, der Hamatrokrit war
ebenfalls erhoéht. Die klinische Untersuchung zeigte petechiale Blutungen am
Rumpf und den unteren Extremitaten. Die serologischen Tests ergaben einen
Anstieg der Antikorpertiter gegen Dengue-, West-Nil-, Gelbfieber- und FSME-
Viren. Mittels indirekter Immunfluoreszenz konnten spezifische IgM-Antikorper
gegen Dengue-Virus nachgewiesen werden, so dass hiermit die Diagnose-
sicherung bei unspezifischen Testreaktionen beziglich mehrere Viren der
Flavigruppe gelang. Der Patient konnte nach siebentagiger symptomatischer
Therapie aus der stationaren Behandlung entlassen werden. Die Symptomatik
mit Hdmokonzentration und Thrombozytopenie kennzeichnet das Krankheitsbild
als Dengue-hamorrhagisches Fieber (DHF) Grad Il. Man geht davon aus, dass
diese Verlaufsform in erster Linie im Rahmen einer Zweitinfektion mit Dengue-
Viren auftritt, wobei der Patient auf Ruckfrage angab, schon Jahre zuvor einmal
an ,Bali-Fieber® erkrankt gewesen zu sein, wobei es sich wohl um die
Erstinfektion mit Dengue-Viren gehandelt hat.

e Patient 2 stellte sich nach Ruckkehr von einem mehrwochigen Aufenthalt in der
Region Delhi mit Fieber, Gelenkschmerzen und einem Exanthem vor. In der
klinisch-chemische Laboruntersuchung zeigten sich auch hier erhohte Leber-
enzymwerte, so dass in erster Linie eine Virushepatitis als Differentialdiagnose
diskutiert wurde, die serologische Untersuch ergab dann jedoch neben
Antikorpertitern gegen verschiedene Flaviviren spezifische IgM-Antikdrper gegen
Dengue-Viren, so dass die Diagnose eines klassischen Dengue-Fiebers mit

Begleithepatitis als gesichert angesehen werden konnte.

Karakus et al. (2007) beschreiben anhand eines Fallbeispiels die Vollauspragung des
Dengue-Schock-Syndroms (DSS). Bei einem 66 Jahre alten Patienten mit bekannter
Hypertonie und vorbestehendem nicht-insulinpflichtigen Diabetes mellitus kam es im
Rahmen einer Dengue-Infektion zu Fieber, Atemnot, Tachykardie und einer
Rhabdomyolyse (Kreatinikinaseanstieg bis maximal 156.900 U/I). Der Patient wurde im
Verlauf der Erkrankung beatmungspflichtig, es kam zu septischen Schock und

letztendlich verstarb der Patient nach 47 Behandlungstagen im Multiorganversagen. Die
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Autoren differenzieren drei Auspragungsformen einer Dengue-Infektion, wobei der
Groldteil der Infektionen nur eine so geringe Symptomatik im Sinne einer leichten
fieberhaften Erkrankung verursacht, dass sie von den Erkrankten nicht oder nur maRig
wahrgenommen werden. Retrospektiv konnen auch vollkommen asymptomatische

Verlaufe vorkommen.

Verlaufsformen der Dengue-Virusinfektion nach Karakus et al. (2007):

1. Dengue-Fieber (DF)
Fieber fur funf bis sieben Tage, teilweise biphasisch oder ondulierend
Frontal betonter Kopfschmerz, retrobulbare Schmerzen, Myalgien, Arthralgien,
Ubelkeit, Erbrechen, Diarrhoe, makulo-papuldses oder diffus erythematdses
Exanthem
Teilweise Leukopenie und leichte Thrombozytopenie
Geringe hamorrhagische Manifestation mit Petechien, Epistaxis, gingivalen
Blutungen normalerweise drei bis vier Tage nach dem Beginn des Fiebers
Gute Prognose mit vollstandiger Wiederherstellung der Gesundheit nach

sieben bis zehn Tagen

2. Dengue-hamorrhagisches Fieber (DHF)
Akute fieberhafte Erkrankung ahnlich DF
Thrombozytopenie <60.000/I
Erhéhte vaskuldre Permeabilitit mit Odembildung, Hamokonzentration,

Hypoalbuminamie, serose Ergusse

3. Dengue-Schock-Syndrom (DSS)
DHF mit Kreislaufversagen mit Tachykardien, Hypotension, Kaltschweildigkeit

und Unruhe

Muzaffa et al. (2006) zeigen an einem Fallbeispiel, dass das Dengue-Virus in seltenen
Fallen ebenfalls eine neurologische Symptomatik hervorrufen kann. Es handelte sich um

einen 13-jahrigen Patienten, welcher initial mit Ataxie, Fieber sowie Kopf- und
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Muskelschmerzen zur Aufnahme kam. In der Magnetresonanztomographie (NMR) des
Schadels zeigten bilateral-symmetrische Odeme der temporalen, cingulaten und am
Aquadukt gelegenen Gyri. Unter konservativer Behandlung besserte sich die
Symptomatik innerhalb von wenigen Tagen, so dass der Patient nach zwei Wochen
stationarer Behandlung entlassen werden konnte, eine Nachuntersuchung ergab keine
Hinweise auf eine bleibende Behinderung. Aus dieser Fallbeschreibung schlielen die
Autoren, dass eine Dengue-Enzephalitis als Differentialdiagnose bei akuten viralen
Enzephalitiden im Endemiegebiet immer in Betracht gezogen werden muss. Eine
Metaanalyse von 178 Fallen ergab, dass bei Dengue-Enzephalitis die Mortalitat bis zu

50 % erreichen kann.

Torres und Castro (2007) weisen darauf hin, dass Dengue-Infektionen eines der
wesentlichen gesundheitlichen Probleme in den Regionen der Welt darstellt, die Uber
limitierte Ressourcen verfugen. Insbesondere in Sudamerika kam es in den
vergangenen Jahren seit der ersten grof3en Epidemie in Kuba 1981 immer wieder zu
Dengue-Epidemien mit dem bis dato in Lateinamerika unbekannten Vollbild des DHF.
Hierbei spielt das wachsende Verbreitungsgebiet von Aedes aegypti eine wesentliche
Rolle (Abbildung 25).

Abb. 25 : Verbreitung Aedes aegypti 1970 (links) und 2002 (rechts) als Hauptubertrager
des Dengue-Virus (CDC, 2005) in Sud- und Mittelamerika
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So konnten im Jahr 2005 in Sud- und Mittelamerika 427.627 Infektionen nachgewiesen
werden, in 14.557 Fallen kam es zum DHF (=3,4 % der Falle), 159 Patienten verstarben
(1,09 % bezogen auf DHF-Patienten, 0,04 % bezogen auf die Gesamtzahl). Es konnten
alle vier Serotypen nachgewiesen werden, wobei nur in Guatemala, Peru, Venezuela
und Franzosisch Guyana alle Serotypen gleichzeitig auftraten. Der volkswirtschaftliche
Schaden, der durch Dengue-Infektionen hervorgerufen wird, ist gemal den Autoren
immens, auch wenn im Vergleich zu anderen durch Stechmicken Uubertragenen
Erkrankungen wie z.B. Gelbfieber, Leishmaniasis oder Malaria die Kosten pro DALY
(disability adjusted life year) niedrig waren. Dennoch ergaben Berechnungen, dass die
Kosten-Nutzen-Relation des in Venezuela durchgefuhrten Dengue-Kontroll-Programms

im positiven Bereich lagen (0,46 $ Investition pro eingespartem Dollar).

Im Gegensatz zu anderen sudostasiatischen Staaten zeigt sich in Singapur die hochste
Infektionsrate nicht bei Kindern, sondern bei jungen Erwachsenen (Low et al., 2006). Bis
Anfang der neunziger Jahre des vergangenen Jahrhunderts kam es zu einem
kontinuierlichen Rlckgang der Infektionen mit Dengue-Viren im Stadtstaat Singapur,
welcher auf ein suffizientes Vektor-Kontrollprogramm zurtuckzufuhren war. Seit dem Jahr
1990 stieg die Anzahl der Infektionen erneut an, im Jahr 2005 wurde der bisherige
Hoéhepunkt mit 335 Fallen pro 100.000 Einwohner verzeichnet. Vor diesem Hintergrund
untersuchten die Autoren, wie sich eine Infektion mit Dengue-Viren bei Erwachsenen
von der bei Kindern, auf der bis dato der Fokus gelegen hatte, unterscheidet. Es wird
angenommen, dass bei Erwachsenen das Risiko, eine schwere Verlaufsform im Sinne
eines DHF zu erleiden, zwar geringer ist, im Gegensatz hierzu jedoch Erwachsene
langer unter der Infektion leiden und inapparente Infektionen insgesamt seltener sind.
Es wird darauf hingewiesen, dass der volkswirtschaftliche Schaden durch Dengue-

Infektionen bisher unterschatzt worden war.

1.4 Vektoren fur WNV

Zu den Vektoren, welche Arboviren Ubertragen, gehoren, unter anderen, hauptsachlich

Stechmicken und Zecken. Stechmicken infizieren Menschen mit verschiedensten
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Arboviren wahrend sie ihre Blutmahlzeit nehmen, in dem das Virus mit dem Speichel der
Micke in den Menschen gelangt. Es wird angenommen, dass die im Speichel
enthaltenen Proteinkomponenten zur Verhinderung der Blutgerinnung, der Ent-
zundungshemmung und zur Unterdrickung der Immunantwort eine Rolle bei Infektion
spielen, da sie eine frihe Zerstérung der eindringenden Viren verhindern (Schneider et
al., 2006).

Die Ordnung Diptera (Zweifltigler), Unterordnung Nematocera (Micken) unterteilt sich in
die medizinisch relevanten folgenden Familien:
Psychodidae (Schmetterlingsmucken), hier die Unterfamilie Phlebotominae
(Sandmducken)
Culicidae (Stechmiicken)
Ceratopogonidae (Gnitzen)

Simuliidae (Kriebelmulcken)

Die Familie Culicidae unterteilt sich in die folgenden medizinisch relevanten
Stechmuckengattungen:

Culex

Aedes

Anopheles

Mansonia

Culiseta

Bei allen Gattungen saugen die Weibchen mit Hilfe ihres Stechriissels (Poboscis) etwa
alle drei bis vier Tage Blut bei den entsprechenden Wirten, wobei die meisten Arten bei
der Wahl des Wirtes wenig spezialisiert sind (Fuchs et Faulde, 1997). Es kann zwischen
oligophagen Gattungen — sich von einigen verschiedenen Wirten ernahrend — und
polyphagen Gattungen — sich von vielen Wirten ernahrenden — unterschieden werden.
In allen Fallen wird die Blutmahlzeit obligat zur Entwicklung der Eier bendtigt. Die
Mannchen sind nicht hamophag, sondern erndhren sich von zuckerhaltigen
Pflanzensaften. Innerhalb der Gattungen Culex und Aedes sind allerdings nur wenige

Arten zur Ubertragung von Arboviren befahigt (Mehlhorn et Piekarski, 2002).
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Goddard et al. untersuchten 2002 die Vektorkompetenz verschiedener Spezies in
Kalifornien. Folgende Spezies wurden getestet:

Culex tarsalis

Cx. pipiens quinquefasciatus

Cx. pipiens pipiens

Cx. stigmatosoma

Cx. erythrothorax

Ochlerotatus dorsalis

Oc. melanimon

Oc. sierrensis

Aedes vexans

Culiseta inorata

Alle getesteten Spezies konnten als mdgliche Vektoren fur das WNV identifiziert
werden, allerdings variierten die Infektionsraten nach Spezies, Infektionsdosis und

Inkubationszeit.

1.4.1 Culex

Bei den Stechmucken der Gattung Culex handelt es sich in der adulten Form um etwa 5
mm grof3e braunlich-grau Mucken (Abbildung 26), Culiseta-Arten sind mit 7-9 mm
deutlich groRer (Mehlhorn, 1996). Beide Arten gehdren zu den Hausmucken, welche
vornehmlich nachts und in der Dammerung anfliegen. Blut saugend sind nur die
Weibchen, welche nach Blutmahlzeiten alle zwei bis drei Tage Gelege von 150 bis
3000 Eiern auf die Wasseroberflache von stehenden Gewassern ablegen. Die hieraus
schlipfenden Larven entwickeln sich innerhalb von 2 bis 3 Wochen zur Puppe, dann
nach wenigen Tagen zur adulten Muicke. Der Lebenszyklus ist in Abbildung 27

schematisch dargestellt.
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Barry Flahey 1981

Abb. 26: Culex bei der Eiablage (CDC, 2005), Abb. 27: Culex Lebenszyklus,
Vektor fur WNV schematisch dargestellt

Die Stechmuckenarten Culex pipiens und Culex restuans konnten in mehreren Studien
als wesentliche Vektoren flir das West-Nil-Virus charakterisiert werden. So zeigten Mans
et al. (2004), dass 92 % aller von ihnen positiv auf das Virus getesteten Mucken im
ndrdlichen Ohio diesen beiden Spezies angehdrten. Nasci et al. stellten 2001 dar, dass
das Virus in New York in entsprechend infizierten Culex-Spezies Uberwintern konnte.
Allerdings wird davon ausgegangen, dass dies kein entscheidender Faktor fur die
Persistenz des Virus in der Umwelt darstellt. Im Gegensatz hierzu beschreiben
Anderson und Main (2006) die vertikale transovarielle Ubertragung des Virus von einer
infizierten Culex pipiens nach deren Uberwinterung auf die F1-Generation. Eine der
vertikal infizierten Culex Ubertrug im Anschluss das Virus auf einen Hamster, welcher

acht Tage danach an der Infektion verstarb.

Kulasekera et al. stellten 2001 den Zusammenhang zwischen der Anzahl toter Vogel,
der minimalen Infektionsrate (MIR) bei Micken und menschlichen Infektionen mit WNV
dar. Die minimale Infektionsrate gibt an, wie grol3 der Prozentsatz infizierter Mucken in
einer untersuchten Testpopulation ist. Es wurde festgestellt, dass den humanen Fallen
im Jahr 2000 eine minimale Infektionsrate von 8 —14 pro 1000 Mucken bei Cx. pipiens
vorausgegangen war. Ein Anstieg der MIR kann als ein weiterer Indikator neben dem
gehauften Auftreten toter Vogel fur einen anstehenden Ausbruch von WNV bei
Menschen gewertet werden. Insbesondere Culex pipiens pipiens gilt als Hauptvektor, da

diese in erster Linie ihre Blutmahlzeiten an Vdgeln einnehmen (Bernard et al., 2001).
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Reddy et al. untersuchten in ihrer Studie (2007), zu welchen Tageszeiten Culex spp.
aktivitatsbedingt nach ihren Blutwirten - in erster Linie Saugetiere inklusive dem
Menschen (anthropophag), aber teilweise auch Végel, Amphibien und Reptilien - suchen
und wann der bevorzugte Zeitpunkt der Eiablage ist. Es konnte aufgezeigt werden, dass
die Eiablage bevorzugt zwei Stunden nach dem astronomischen Sonnenuntergang
stattfand. Die Hauptzeit der Blutmahlzeiten lag ebenso ca. zwei Stunden nach
Sonnenuntergang, so dass die Autoren daraus folgern, dass eine Bekampfung mit

aerosolierten Insektiziden den groften Effekt zu diesem Zeitpunkt erzielt.

Reisen et al. verglichen 2006 die Vektorkompetenz verschiedener Culex-Spezies und
zeigten auf, dass Culiseta incidens zwar weniger sukzeptibel als Culex quinquefasciatus
war, dafuir aber das Virus wesentlich haufiger Gbertrug. Auch Cx. thriambus, Cx. tarsalis

und Cx. stigmatosoma kamen als potenzielle Ubertrager in Frage.

Insgesamt ist Culex pipiens einerseits als der wesentliche Vektor bei der Ubertragung
des Virus unter Vogeln, anderseits auch als der wesentliche Bruckenvektor bei der
Ubertragung auf den Menschen an zu sehen (Kilpatrik et al., 2006). Dies gilt
insbesondere unter dem Aspekt, dass Culex pipiens scheinbar jahrzeitlich abhangig
entweder Vogel (Frahling und Frihsommer) oder Menschen (Spatsommer und Herbst)
als Wirt bevorzugt. Turell et al. (2006) identifizierten ebenfalls Culex pipiens pipiens in
der Alten Welt als den hochkompetenten Vektor, mit einer unter Laborbedingungen
erreichten maximalen Infektionsrate der Micken zwischen 81 und 96 %. Ca. 75 % aller
Mducken, die eine Blutmahlzeit an einem erkrankten Wirt genommen hatten, waren in der
Lage, das Virus bei einer erneuten Blutmahlzeit zu Ubertragen. Selbst nach 16 bis 25
Tagen konnten 60 % der untersuchten Mucken bei einer zweiten Blutmahlzeit das Virus

erneut Ubertragen.

Godsey et al. (2005) flhrten eine Studie in Louisiana durch, wobei hier die folgenden
Infektionsraten nachgewiesen wurden (Infektionsrate pro 1000 Mucken):
Cx. salinarius: 10,91

Cx. quinquefasciatus: 2,31 bis 3,41



-50 -

1.4.2 Aedes

Bei den Wald- und Wiesenmucken der Gattung Aedes handelt es sich um ca. 5 mm
lange, graubraune Mucken, welche tagsuber und in der Dammerung aktiv sind
(Mehlhorn, 1996). Die Eiablage erfolgt vornehmlich in stehenden Gewassern, z.B.
Auenlandschaften, wobei die Uberwinterung in der Eiform in Bodenmulden, welche im
Frahjahr Uberflutet werden, erfolgt. Sowohl Kulasekera et al. (2001) als auch Bernard et
al. (2001) fanden bei ihren Untersuchungen heraus, dass Aedes-Spezies als Vektoren
fur das WNV kompetent sind, wobei diese Spezies meist erst spater als Culex in den
Ubertragungszyklus involviert werden und in erster Linie bei der Ubertragung des Virus
auf Pferde eine wesentliche Rolle spielen. Auch Turell et al. (2000) zeigen auf, dass
Aedes vexans zwar maldig sukzeptibel fur das Virus ist, aber durchaus als Vektor in

Frage kommen kann. Dies gilt ebenso flr Aedes sollictans und Aedes taeniorhynchus.

Meece et al. untersuchten im Jahr 2002 im sudlichen Wisconsin vorkommende Mucken
bezuglich der ihrer Vektorkompetenz. In der entsprechenden Veroffentlichung 2003
stellte Aedes vexans (Abbildung 28) mit 42,53 % die grofite Gruppe dar, danach folgten
zahlenmafRig Ochlerotatus trivittatus, Culex tarsalis, Coquillettidia pertubans,
Ochlerotatus canadensis, Culex erraticus und Ochlerotatus triseriatus. Alle genannten

Spezies sind gemall den Autoren als mogliche Vektoren fur WNV zu bewerten.

Abb. 28: Aedes vexans, weiblich (SDSU, 2007), moglicher Vektor fur WNV
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Als weitere WNV-sukzeptible Spezies konnte die sich derzeit global ausbreitenden
Aedes albopictus ausgemacht werden, der Nachweis des Virus in Micken dieser

Spezies gelang bisher nicht (Godsey et al., 2005).

1.4.3 Anopheles

Bei Anopheles-Arten handelt es sich in erster Linie um dammerungs- und nachtaktive
Mucken, die fur die Eiablage im Gegensatz zu den Culex-Arten saubere, gelegentlich
sogar flieBende Gewasser bevorzugen (Mehlhorn, 1996). Eine Ubertragung von WNV
durch Anopheles-Arten ist derzeit nicht beschrieben. Allerdings konnten Mans et al.
(2004) in einer mannlichen Mucke der Spezies Anopheles punctipennis (Abbildung 29)

das Virus nachweisen, was auf eine transovarielle Ubertragung des WNV hinweist.

EA\ R

Abbildung 29: Anopheles punctipennis, weiblich (SDSU, 2007), mdglicher Vektor fur
WNV

1.5 WNV-Reservoire

1.5.1 Pferde

In Sdd- und Osteuropa sind Infektionen, welche durch Arboviren bei Pferden

hervorgerufen werden, beschrieben. Wintzer et al. vermuteten 1999, dass hierbei die in
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Sudfrankreich (Camargue) nachgewiesenen Infektionen mit dem West-Nil-Virus an

Bedeutung gewinnen kdnnten.

Castillo-Olivares und Wood (2004) beschreiben, dass in den meisten Fallen eine
Infektion mit WNV bei Pferden, ebenso wie beim Menschen, subklinisch verlauft.
Allerdings wurde bei den jingeren Ausbrichen eine erhdhte Anzahl von apparenten
neurologischen Verlaufen beschrieben, so dass davon ausgegangen wird, dass ca. 10
% der infizierten Pferde und 1 % der infizierten Menschen neurologische Symptomatik
zeigen. Neben der neurologischen Symptomatik wird Fieber bei Pferden ebenfalls
beschrieben, ist jedoch nicht bei allen Ausbrichen aufgetreten. Bei den neurologischen
Ausfallserscheinungen wird in erster Linie Ataxie und Paresen, vornehmlich der
Hinterlaufe, genannt. Faszikulationen, Tremor und allgemeine Muskelsteifigkeit konnen
ebenfalls auftreten. Die Dauer der viramischen Phase ist hierbei deutlich kirzer als z.B.
bei infizierten Vogeln. So gelingt der Virusnachweis im peripheren Blut nach dem
Auftreten neurologischer Symptome haufig nicht mehr. Die Viruslast im peripheren Blut
ist ebenfalls gering. Fur einen Virusnachweis wird daher die Liquorgewinnung eindeutig

bevorzugt.

Als Differentialdiagnosen mussen nach Abutarbush et al. (2004) bei Pferden folgende
Erkrankungen in Betracht gezogen werden:

durch Protozoen ausgeldste Myeloenzephalitis,

Western Equine Enzephalomyelitis (WEE)

Tollwut,

Equines Herpes-Virus (EHV1) und

Lebererkrankungen mit Hepatoenzephalopathie

Zur Diagnostik einer kurzlich erfolgten WNV-Infektion dient in erster Linie der Nachweis
von WNV-IgM mittels ELISA.

Trock et al. berichten 2001 Uber allein 23 Falle von equinen West-Nil-Infektionen im
Staat New York im Jahr 2000. Bereits 1999 waren nach dem erstmaligen Auftreten von

WNV in der Neuen Welt 20 Pferde auf Long Island erkrankt; vier davon verstarben. Die
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23 Falle im Folgejahr wurden mittels lgM-Nachweis und Neutralisationstests bestatigt,
teilweise konnte der direkte Nachweis Uber PCR geflhrt werden. In erster Linie trat bei
den betroffenen Pferden eine Ataxie (95,7 %), vornehmlich an den Hinterlaufen (90,5
%), auf. Muskelfazikulationen und Zittern kam in 55 % der Falle vor, insgesamt kam es
in 90,5% der Falle zu akuten Krampfanfallen. Allerdings konnte nur in 32 % der Falle
Fieber als Symptom ausgemacht werden. Von den erkrankten Pferden verstarben acht
oder mussten eingeschlafert werden. Zusammenfassend wird durch die Autoren
dargestellt, dass WNV-Infektionen bei Pferden eine akute, schwer verlaufende
neurologische Erkrankung auslosen konnen, aber auch subklinische Verlaufe mdglich
sind. Ataxie, allgemeine Schwache und Koordinationsstérungen an den Hinterlaufen
werden als Krankheitszeichen beschrieben, das Auftreten von Fieber wird als nicht
signifikantes Krankheitszeichen genannt, da es in der Halfte aller Falle nicht
nachweisbar war. Bei den leichteren Verlaufen wurde keine Behandlung durchgefuhrt,
die betroffenen Pferde erholten sich innerhalb von zwei bis sieben Tagen vollstandig.
Bei den schweren Verlaufen erfolgte die Behandlung rein symptomatisch. Bei den
Epidemien in den Jahren 1999 und 2000 traten die Infektionen bei Pferden nach den
ersten humanen Fallen und den Erkrankungen bei Vogeln auf, so dass daraus
geschlossen wurde, dass equine Erkrankungen als Warnzeichen fur eine anstehende

WNV-Epidemie eher als unwahrscheinlich zu betrachten sind (Trock et al., 2001).

Einen weiteren Aspekt beleuchtet die Studie von Bunning et al. (2002). Es wurden
insgesamt zwolf Pferde verschiedenster Herkunft und Alters experimentell mit WNV
infiziert. Die Infektion erfolgte Uber virustragende Micken der Spezies Aedes albopictus
(Abbildung 30 zeigt die adulte Micke und Abbildung 31 das Larvenstadium). Es wurden
zwei verschiedene Virusisolate verwendet, zum einen aus dem Gehirn eines Pferdes
(BC787), zum anderen aus dem Gehirn einer Krahe (NY99-6625), wobei es sich in
beiden Fallen um Virusisolate des Subtyps NY99 handelte. Nach erfolgter Infektion
wurde sowohl die auftretenden Antikérpertiter gemessen, als auch WNV-freie Aedes
albopictus auf die entsprechenden Pferde angesetzt. Nur eines der infizierten Pferde
entwickelte eine klinische sichtbare Enzephalomyelitis, bei den anderen verlief die
Infektion subklinisch. Die Viramierate wurde ebenfalls gemessen. Bei keiner

Stechmicke, die bei einem infizierten Pferd eine Blutmahlzeit aufgenommen hatte,
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konnte das Virus nachgewiesen werden. Insgesamt schlieBen die Autoren aus den
Ergebnissen, dass Pferde im Rahmen einer WNV-Infektion nur geringe Viramieraten
entwickeln und dies auch nur flUr einen kurzen Zeitraum von wenigen Tagen. Die
héchste Viramirate wurde am flinften postexpositionellen Tag erreicht. Aus diesen
Ergebnissen kann geschlossen werden, dass infizierte Pferde als Wirt fur die

Verbreitung des West-Nil-Virus in der Natur eher nicht in Frage kommen.

©2003 Staphen L. Doggett

Abb. 30: Aedes albopictus, adult (Ellis, 2005), Abb. 31: Aedes albopictus, Larve

moglicher Vektor fir WNV (experimentell nachgewiesen)

1.5.2 Andere Saugetiere als Naturreservoire fir WNV

Neben Pferden sind auch bei anderen Saugetieren Infektionen mit WNV beschrieben
worden, so berichten Kiupel et al. (2003) von drei Fallen einer WNV-Infektion bei
nordamerikanischen Fuchshoérnchen (Sciurus niger, Abbildung 32). Es handelte sich
dabei um ein ausgewachsenes Exemplar und zwei Jungtiere, wobei das adulte
Eichhérnchen tot aufgefunden worden war. Die Jungtiere zeigten verschiedenste
Anzeichen einer neurologischen Erkrankung wie z.B. allgemeine Schwache, Krampfe,
unkoordinierte Bewegungsablaufe, Tremor und Verhaltensstérungen. Auf Grund der
Schwere der Erkrankung mussten die Jungtiere eingeschlafert werden. Die
nachfolgende Obduktion der drei Tiere zeigte in allen Fallen eine Nephritis, nur bei dem
ausgewachsenen Exemplar konnten Lasionen im Gehirn, am Herz, an der Leber und an
der Lunge nachgewiesen werden. Mikroskopisch zeigte sich eine multifokale,

nekrotisierende Myokarditis und eine diffuse Meningo-Enzephalitis. Bei zwei der drei
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Tiere konnte mittels RT-PCR das West-Nil Virus, bei allen drei immunhistochemisch

Antikdrper nachgewiesen werden.

Platt untersuchte 2007, in wie weit bei einer Infektion mit WNV Streifen-Backenhdrnchen
(Tamias striatus, Abbildung 33) eine ausreichende Viramie erleben, um als Reservoir in
Frage zu kommen. Die Ergebnisse zeigen, dass bis zu vier Tage eine ausreichend hohe
Anzahl von Viren zirkuliert, so dass eine Infektion von Culex pipiens bzw. Aedes
triseriatus und Aedes vexans bei einer Blutmahlzeit moglich ist. Des Weiteren war der
Nachweis von WNV teilweise auch im Urin, Speichel und in den Faces der infizierten
Streifenhdrnchen mdglich. Der Autor geht daher davon aus, dass Tamias striatus unter
Umstanden eine Rolle sowohl im zoonotischen WNV-Zyklus, als auch bei der

Ubertragung auf Menschen spielen kann.

Abb. 32: Sciurus niger, Abb. 33: Tamias striatus,
Nordamerikanisches Fuchshornchen, Streifen-Backenhornchen,
Reservoir fur das West-Nil-Virus auf dem Reservoir fur das West-Nil-Virus auf dem

nordamerikanischen Kontinent nordamerikanischen Kontinent
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1.5.3 Vogel als WNV-Reservoir

Aus den Erfahrungen des Erstausbruchs von WNV in der Stadt New York heraus
diskutieren Eidson et al. (2001), ob ein Meldesystem fur tote Vogel als Fruhwarnsystem
fur den Ausbruch einer WNV-Epidemie tauglich ist. Anhand der Daten aus dem Jahr
1999 war hierzu keine klare Aussage moglich, allerdings war die Sichtung von toten
Krahen der Ausloser daflr, dass nach Virusaktivitaten auch bei anderen Spezies
gesucht wurde. Anhand der Daten aus dem Jahr 2000 wird durch die Autoren
dargestellt, dass ein Suveillance-System bezuglich der Sichtung toter Vogel, in erster
Linie Krahen, hilfreich sein kann, um einen Hinweis auf entsprechende Virusaktivitat in
der Vogelpopulation zu bekommen. In den meisten Regionen wurden die ersten
positiven Testungen auf WNV bei Vdgeln vor den ersten humanen Fallen gemeldet.
Allerdings war der zeitliche Abstand zu gering, als dass auf Grund des Nachweises von
WNYV bei toten Végeln spezifische Malnahmen zum Schutz vor Ubertragung auf den
Menschen getroffen werden konnten. Als wesentliche Grundlagen fur ein
funktionierendes Warnsystem werden die Offentliche Aufmerksamkeit und die
Meldemoral gesehen. Hier sind umfassende Aufklarungskampagnen notwendig, um
eine ausreichende Sensibilisierung der Bevdlkerung zu erreichen. Nur so kann
sichergestellt werden, dass tote Vogel den zustandigen Behorden gemeldet und
zeitgerecht einer Untersuchung zugefuhrt werden kdnnen.
Im Rahmen der oben beschriebenen Uberwachung konnten die folgenden Vogelarten
als mdgliche Wirte fir WNV ausgemacht werden:

Amerikanische Krahe (Corvus brachyrhynchos), mit bis zu 79% aller betroffenen

Vogel — Abbildung 34

Blauhaher (Cyanocitta cristata) — Abbildung 35

Fischkrahe (Corvus ossifragus)

Amerikanisches Rotkehlchen (Turdus migratorius)

Hausperling (Passer domesticus)

Nach LaDeau et al. (2007) hat die Gesamtpopulation der Amerikanischen Krahe in den

USA seit der Einschleppung des Virus eine Reduktion von bis zu 45 % erfahren.
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bb. 34: Corvus brachyrhynchos, Abb. 35: Cyanocitta cristata,

Amerikanische Krahe (USGS, 2006), Blauhaher (USGS, 2006),
Reservoir fur das West-Nil-Virus Reservoir fur das West-Nil-Virus

Gancz et al. publizierten in 2006 eine Studie, in der auch Eulen als Reservoir fur WNV
detektiert wurden. Insgesamt waren 82 Eulen untersucht worden, wobei elf
nordamerikanische und eine Altwelteule an der Infektion verstorben waren. Die
Spannweite der Symptome war gro3. Es waren im Erkrankungsfall mehrere Organe
betroffen, als dies bisher fur Eulen bekannt war. Zwei Muster der Antigenverteilung
konnten festgestellt werden: Eines betraf das Blut und alle gro3en Organe; beim zweiten
war das Antigen nur sparlich, d.h. lokalisiert und nicht im Blut zu finden. Das erste
Muster trat bei Spezies aus dem nodrdlichen Verbreitungsbereich auf, wahrend das
zweite Muster bei Eulen aus der sudlicheren Zone beobachtet wurde. Letzteres schien

mit einem protrahierten Krankheitsverlauf verbunden zu sein.

Bereits 2004 wiesen Gancz et al. darauf hin, dass eine Verbindung zwischen dem
Brutgebiet und der Empfanglichkeit fur das West-Nil-Virus bei Neuwelteulen besteht.
Der in dieser Studie verwendete ELISA-Test fur anti-WNV IgG zeigte eine gut Spezifitat,
der Korrelationskoeffizient zwischen positivem ELISA und positivem Neutralisationstest
lag bei k=0,875. Nemeth et al. benennen 2007 die Amerikanische Krahe als den

wesentlichen Indikator flr eine kursierende Infektion mit WNV unter Vogeln.
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Ward et al. veroffentlichten 2006 eine Studie, welche die Meldemoral der Bevolkerung
bezlglich toter Vogel Uberprifen sollte. Hierzu wurden Krahenkadaver sowohl im
landlichen als auch im stadtischen Bereich ausgebracht. Im stadtischen Bereich wurden
ca. 60 % der Koder entdeckt, und knapp 30 % gemeldet. Im landlichen Bereich wurden
30 % der Kadaver entdeckt und nur 10 % Uberhaupt gemeldet. Insgesamt ist somit die
Meldemoral in dieser Studie als nicht ausreichend zu bewerten und stellt den Sinn

dieses Meldesystems in Frage.

Dennoch zeigt die Studie von Guptill et al. (2003), dass friih in der Ubertragungssaison
auftretende und todlich verlaufende Infektionen bei Wild- und Nutzvogeln als Indikator
fir ein groReres Ubertragungsrisiko des Virus auf Menschen genutzt werden kann. Je
mehr Vogel im Frihling bzw. Frihsommer in den analysierten Gebieten tot aufgefunden
worden waren, desto groer war auch die Wahrscheinlichkeit, dass eine humane
Infektion stattfand.

Reed et al. untersuchten in einer grof3en Studie (2003) die Zusammenhange zwischen
Vogelpopulation, Vogelwanderung und dem Ausbruch verschiedener Zoonosen.
Wildvogel stellen den zentralen Faktor im Ubertragungszyklus des WNV dar. In den
Vereinigten Staaten konnten Uber 110 Vogelspezies als mogliche Wirte identifiziert
werden, wobei Krahen, Haher und Elstern eine besondere Rolle spielen, da sie an einer
Infektion schwer erkranken und eine hohe Mortalitadtsrate aufweisen. Dadurch kann eine
erhohte Mortalitat in diesen Speziespopulationen als Indikator fur die aktuelle
Virusaktivitat dienen. Andere Vogelspezies erkranken zwar ebenfalls, Uberwinden die
Infektion jedoch nach wenigen Tagen und behalten eine lebenslange Immunitat. Als
Hauptvektor bei Vdgeln identifizierten die Autoren Culex spp., allerdings konnte auch
eine groRen Anzahl anderer Stechmuckenarten als modgliche Vektoren ausgemacht
werden. Insgesamt wird angenommen, dass das Virus im Jahr 1999 durch infizierte
Végel in die Vereinigten Staaten eingeschleppt wurde. Die Einschleppung Uber bereits
infizierte Stechmicken oder gar Uber Saugetiere wird nahezu ausgeschlossen. Die
rapide Ausbreitung der Infektion Uber den gesamten nordamerikanischen Kontinent
innerhalb von drei Jahren ist wahrscheinlich auf Vogelwanderung zuruckzufuhren. Da in
vielen Gebieten die notwendigen Parameter fur eine Epidemie existieren — dicht

besiedelte Regionen mit einer grolBen Anzahl empfanglicher Vogelspezies und
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entsprechender Feuchtgebiete als Brutstatten fur Stechmicken — kam es in der Folge

zu zahlreichen humanen Ausbrichen.

Komar et al. (2005) benennen, teilweise im Gegensatz hierzu, die folgenden Spezies
als Hauptwirte — in Klammern die jeweilige Mortalitatsrate:

Blauhaher (75 %) - Cyanocitta cristata

Nordlicher Kardinal (22 %) - Cardinalis cardinalis

Nordliche Spottdrossel (0 %) - Mimus polyglottos

Haussperling (50 %) - Passer domesticus

Auf Grund der hohen Mortalitat wird der Blauhaher als geeignetster Indikator flr eine
hohe Viruszirkulation erachtet. Spottdrossel und Kardinal kénnen im Rahmen von
gezielten Untersuchungen wegen der hohen Empfanglichkeit fur das Virus ebenfalls als
Indikator herangezogen werden. Die im Rahmen dieser Studie untersuchten
Haushuhner zeigten sich haufig empfanglich fir eine Infektion, so dass sie als effektiver
Wachter (Sentinel) im Rahmen der Tierhaltung dienen kénnen. Insgesamt wird
festgestellt, dass Uber den Sommer ansassige Zugvogel eine wesentliche Rolle in der

Verbreitung des West-Nil-Virus spielen.

Hlinak et al. (2006) untersuchten in den Jahren 2001 und 2002 diverse
Wildvogelspezies in Europa bezuglich verschiedener Viren. Insgesamt wurden 465
Schreitvogel (19 Spezies) und 165 andere Vogel untersucht. Es konnten 42
verschiedene Viren nachgewiesen werden, wobei sich keinerlei Hinweis auf das
Vorhandensein von WNV ergab. Im Gegensatz hierzu konnten Jourdain et al. (2008)
zeigen, dass von 271 in der Camargue gefangenen Elstern 29 Antikorper gegen das

West-Nil-Virus besalien.
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1.6 latrogene Ubertragung

1.6.1 Bluttransfusion

Wie bei vielen anderen Infektionskrankheiten auch, besteht bei West-Nil-Fieber die
Maglichkeit, dieses Uber Blutspenden zu Ubertragen (Alter et al., 2007). Erstmalig wurde
im Jahr 2002 eine Ubertragung von WNV durch eine Bluttransfusion beschrieben.
Daraufhin wurde in den Vereinigten Staaten von Amerika sehr schnell ein Screening der
Spenden auf Virus-RNA eingefiihrt, wobei die Proben von jeweils 16 Spendern gepoolt
wurden. Seitens der Blutspendedienste wurde zur groReren Sicherheit haufig sogar eine
Einzeltestung durchgefuhrt (CDC, 2007). Dies fuhrte in der Ruckschau dazu, dass 1425
Spenden in den Jahren zwischen 2003 und 2005 in 41 Staaten der USA als potentiell
infektids verworfen werden mussten und das Infektionsrisiko durch Blutspenden deutlich
minimiert werden konnte. Vor der Einfuhrung des Screenings kam 2002 zu 23
bestatigten Fallen, 2003 zu sechs betatigten Ubertragungen bei initial 36 gemeldeten
Fallen (Montgomery et al., 2006) und im Jahr 2004 nur noch zu einem Fall (CDC, 2007).
Montgomery et al. (2006) schlieBen daraus, dass das Screening (Darstellung der
Ergebnisse in den Abbildungen 36 bis 41) zwar erfolgreich die weitere Ubertragung von
WNV durch Blutspenden minimiert hat, allerdings weiterhin ein Restrisiko bei geringer
Viramie im Spenderblut besteht. Insbesondere vor diesem Hintergrund wird hier ein

Pooling der Proben deutlich abgelehnt.

Nach den vorliegenden Daten stellen sich, rickwirkend betrachtet, die Ergebnisse des
eingefuhrten Screenings wie folgt dar (CDC, 2007 und 2008):

[l viremic Blood Donors. m
“

Abb. 36: Viramische Blutspender 2003 Abb. 37: Viramische Blutspender 2004
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Abb. 40: Viramische Blutspender 2006 Abb. 41: Viramische Blutspender 2008
Stand: 02.09.2008

AK  Alaska IL lllinois NC  North Carolina SC  South Carolina
AL  Alabama IN Indiana ND  North Dakota SD  South Dakota
AR  Arkansas KS  Kansas NE  Nebraska TN  Tennessee
AZ  Arizona KY  Kentucky NH  New Hampshire TX Texas
CA  Kalifornien LA  Louisiana NJ  New Jersey UT  Utah
CO Colorado MA  Massachusetts NM  New Mexico VA  Virginia
CT  Connecticut MD  Maryland NV  Nevada VT  Vermont
DE Delaware ME  Maine NY  New York WA  Washington
FL  Florida Ml Michigan OH  Ohio WI  Wisconsin
GA Georgia MN  Minnesota OK  Oklahoma WV  West Virginia
HI Hawaii MO  Missouri OR  Oregon WY  Wyoming
1A lowa MS  Mississippi PA  Pennsylvania
ID Idaho MT  Montana RI Rhode Island

MacLennan und Williamson diskutieren 2006 die Mdglichkeit, dass WNV auch durch
Thrombozytenspenden und die Gabe von FFP Ubertragen werden kann, wobei das

Risiko hierfur jedoch als sehr gering eingeschatzt wird.

Dies wird durch eine Studie von Sanchez-Guerrero et al. (2006) bestatigt, die in Mexiko

insgesamt 3856 Spenden und 3741 FFP-Praparate aus nahezu allen Landesteilen
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hinsichtlich IgM-Antikérpern auf WNV und auf WNV-RNA untersucht hatten. Insgesamt
konnten in einer der 3856 Spenden (entspricht 0,03 %) sowohl Antikérper als auch
WNV-RNA nachgewiesen werden, was fur eine kirzlich erfolgte Infektion des Spender,
der keinerlei Symptomatik gezeigt hatte, sprach. In den FFP-Praparaten konnte in

keinem Fall WNV-RNA nachgewiesen werden.

In Europa wurde eine vergleichbare Studie durch Koppelman et al. (2006) veroéffentlicht,
in welcher im Jahr 2004 in 61.992 Blutspenden aus Holland der Nachweis von WNV-
RNA versucht wurde. Allerdings waren hier Proben aus je acht Spenden gepoolt
worden, so dass insgesamt 7749 Proben mittels eines industriellen Testverfahrens
untersucht worden waren. In keiner Probe konnte WNV-RNA nachgewiesen werden, so
dass die Autoren hieraus schlossen, dass im Jahr 2004 das Virus in Holland nicht
zirkulierte. Es wird jedoch angemerkt, dass hieraus nicht der Schluss gezogen werden
kann, dass eine Testung bezuglich WNV auch in Zukunft unterlassen werden kann, da
eine Vorhersage der Verbreitung durch den komplexen Ubertragungszyklus extrem
schwierig ist. Letztendlich mussen diese Ergebnisse dahingehend diskutiert werden,
dass hierbei Spenden gepoolt worden waren und so bei einer geringen Viramie ein
Nachweis auf Grund des Verdunnungsfaktors womoglich gescheitert ist. Von
diagnostischem Vorteil in den Niederlanden ist hierbei, dass das FSME-Virus dort nicht
endemisch ist, so dass Kreuzreaktionen dort bei der Nutzung kommerzieller
Testverfahren zum AK-Nachweis nicht oder deutlich seltener auftreten durften, z.B. nach
FSME-Impfung.

Zusammenfassend wird durch Couissiner-Paris (2006) angemerkt, dass durch die
unerwartete Ausbreitung des West-Nil-Virus in den USA der Fokus auf bisher
unerwartete Ubertragungswege gerichtet wurde, hauptsachlich durch Blutspenden oder
Organtransplantation, aber auch die intrauterine Ubertragung oder die sporadische

Ubertragung durch das Stillen.
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1.6.1.1 Blutspendedienst der Bundeswehr

Die Bundeswehr verfugt bereits seit Uber 40 Jahren uber einen eigenen
Blutspendedienst, welcher vom Zentralen Institut des Sanitatsdienstes der Bundeswehr
in Koblenz betrieben wird (Maller-Pfaff, 2006). Die flachendeckend in allen Kasernen in
Deutschland und teilweise auch im benachbarten EU-Ausland gewonnenen
Vollblutspenden von Soldaten und zivilen Mitarbeitern werden im Institut selbst zu
leukozytenarmem  Erythrozytenkonzentrat (Erythrozytenkonzentrat LD PAGGS-M
Blutspendedienst der Bundeswehr, Deutsche Bundeswehr, Sanitatsamt der
Bundeswehr, PEI.H.03172.01.101.12.2004) und Fresh Frozen Plasma (Gefrorenes
Frischplasma LD Blutspendedienst der Bundeswehr, Deutsche Bundeswehr,
Sanitatsamt der Bundeswehr PEI|.H.03037.01.130.04.2004) weiter verarbeitet. Alle
notwendigen Untersuchungen im Rahmen der Qualitatssicherung werden ebenfalls
durch das Institut gewahrleistet. In erster Linie deckt die Bundeswehr aus diesen
Spenden den Eigenbedarf an Blutprodukten fir die laufenden Auslandseinsatze und die
Bundeswehrkrankenhduser. Besteht kein entsprechender Eigenbedarf, so werden
insbesondere Erythrozytenkonzentrate im Rahmen der zivilmilitdrischen Zusammen-

arbeit an andere Spendedienste oder zivile Krankenhauser entgeltlich abgegeben.

Im Jahr 2006 wurden bei insgesamt 256 Blutspendeterminen 38.355 Vollblutspenden
gewonnen (Tatigkeitsbericht Blutspendedienst Bundeswehr, 2006), wobei 1.738
Spenden bereits im Rahmen der Gewinnung verworfen werden mussten (4,53 %). Die
Verluste bei der weiteren Verarbeitung und die hierfur ausschlaggebenden Griinde, sind
der Tabelle 1 zu entnehmen. So mussten bei der Produktion von Erythrozyten-
konzentraten von 36.617 Spenden 2.429 (6,63 %) wegen auffalligen Laborbefunden
verworfen werden, 2.267 (6,19 %) wurden nach der abschlielenden Qualitatskontrolle
nicht fir die Verabreichung an Patienten frei gegeben. Produktionsmangel wiesen 655
Praparate auf (1,79 %). Bei der Plasmaproduktion wurden insgesamt 2590 Spenden
wegen auffalliger Laborbefunde verworfen (7,36 %), 530 wiesen Produktionsmangel auf
(1,51 %) und 829 (2,36 %) durchliefen die abschlieRende Qualitatskontrolle mit einem

negativen Ergebnis.
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Leistungsbilanz Blutspendedienst Bundeswehr im Jahr 2006,

Blutspenden gesamt 38.355 gefrorenes Frischplasma

Verlust bei Gewinnung 1.738 Verlust bei Produktion gesamt 53

verbliebene Spenden 36.617 durch auffallige Laborbefunde 39
durch Produktionsmangel 1
nach Qualitatskontrolle 13
freigegebene Produkte 747

Erythrozytenkonzentrate gefrorenes Industrieplasma

Verlust bei Produktion gesamt 5.351 Verlust bei Produktion gesamt 3.896

durch auffallige Laborbefunde 2.429 durch auffallige Laborbefunde 2.551

durch Produktionsmangel 655 durch Produktionsmangel 529

nach Qualitatskontrolle 2.267 nach Qualitatskontrolle 816

freigegebene Produkte 31.266 freigegebene Produkte 31.295

Initial werden alle zur weiteren Verarbeitung vorgesehenen Blutspenden mittels

Automaten-ELISA bzw. klinisch-chemischem Automatentest untersucht. Bei positiven

Testergebnissen wird eine manuelle Kontrolle durchgefluhrt. Tabelle 2 enthalt eine

Aufstellung der entsprechenden Laborleistungen.

Tabelle 2: erbrachte Laborleistungen des Blutspendedienst Bundeswehr im Jahr 2006

zur Testung der gewonnenen Blutspenden

Lues mittels Automaten-ELISA 37.907
Kontrolle bei positivem Ersttest 3.155
8,32 %
Anti-HIV-1+2 mittels Automaten-ELISA 37.907
Kontrolle bei positivem Ersttest 3.349
8,83 %
Anti-HBc-Screening mittels Automaten-ELISA 37.907
Kontrolle bei positivem Ersttest 3.643
9,61 %
HBsAG-Screening mittels Automaten-ELISA 37.907
Kontrolle bei positivem Ersttest 3.592
9,48 %
Anti-HCV mittels Automaten-ELISA 37.907
Kontrolle bei positivem Ersttest 2.890
7,62 %
GPT-Bestimmung mittels klin.-chem. Automatentest 37.907
Kontrolle bei GPT > 50 U/ 1.288
3,40 %
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1.6.2 Organtransplantation

Viele Zoonosen, wie z.B. die West-Nil-Virusinfektion, Chagas-Krankheit, Toxoplasmose
und Tollwut, kénnen im Rahmen einer Organtransplantation bzw. der Ubertragung von
Stammzellen vom Spender auf den Empfanger transferiert werden (Kotton, 2007). Hier

muss gemald Sweny (2006) kontinuierlich weiter geforscht werden.

Smith und McDonald verweisen 2006 ebenfalls auf das potentielle Risiko, im Rahmen

einer Organspende eine aktive WNV-Infektion auf den Empfanger zu Ubertragen.

Bereits 2005 sieht Hoekstra in der Ausbreitung des West-Nil-Virus eine neue
Herausforderung fur Transplantationsprogramme. In seiner retrospektiven Studie
beschreibt er, dass die Morbiditdt und Mortalitdt im Zusammenhang mit WNV-
Infektionen bei Transplantatempfangern alarmierend hoch ist und Behandlungs-
moglichkeiten auf Grund der mangelnden Erfahrung mit der Virusubertragung nur im

geringen Malde vorhanden sind.

Unter anderen berichten Armali et al. (2003) von einem Fall in Israel, bei dem es im
Rahmen einer Nierentransplantation zur einer Infektion mit WNV (4ber das
Spenderorgan kam. Der Patient zeigte Meningitissymptomatik, welche unter einer
Kombinationstherapie, u.a. mit Aciclovir, deutlich ricklaufig war. Es kam nicht zu einer

AbstoRungsreaktion; die Infektion heilte folgenlos aus.

Im August 2002 erkrankten vier Empfanger verschiedener Organe eines Spenders an
WNV (lwamoto et al., 2003). Der Erreger konnte sowohl bei dem Spender als auch bei
allen Empfangern nachgewiesen werden. Drei der Empfanger erkrankten an einer
Enzephalitis, bei einem trat lediglich Fieber auf. Bei drei Empfangern traten im Verlauf
IgM-Antikorper auf. Bei einem Empfanger konnte Virus-RNA im Hirngewebe post
mortem nachgewiesen werden. Die Blutuntersuchung beim Spender hatte im Vorfeld
keinerlei Hinweise auf eine WNV-Infektion ergeben, weder bei der Aufnahme noch
unmittelbar nachdem der spatere Organspender insgesamt Bluttransfusionen von 63
Spendern erhalten hatte. Die zur Zeit der letztendlichen Organentnahme gewonnenen

Blutproben wurden getestet und waren positiv auf Virus-RNA. Im Rahmen einer
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Nachuntersuchung konnte einer dieser Blutspender als Quelle identifiziert werden. Zur
Zeit der Spende war er bereits mit WNV infiziert, innerhalb von zwei Monaten nach der
Spende fand die Serokonversion statt, IgM-Antikérper konnten nachgewiesen werden.
Die Autoren schlieBen aus diesem Fallbericht, dass Organempfanger, insbesondere
unter der Berucksichtigung der Immunsuppression, unter gewissen Umstanden ein
hohes Risiko fur eine WNV-Infektion tragen, wobei im hier beschriebenen Fall die

Infektionsquelle flr den Organspender bei einer Bluttransfusion lag.

Im September 2005 wurden durch das CDC drei Infektionen von Organempfangern
durch einen Spender mit WNV bestatigt. Der Organspender stammte aus New York und
hatte auf Grund eines Traumas eine epidurale Blutung entwickelt. Im Rahmen der
chirurgischen Intervention wurde eine Einheit Erythrozytenkonzentrat infundiert. Drei
Tage nach dem Eingriff wurde der Patient fur hirntot erklart und Leber, ein Lungenflugel
sowie beide Nieren explantiert. Die Leber und beide Nieren wurden im Staat New York
in drei Patienten implantiert, die Lunge ging an einen Patienten in Pittsburgh. Nachdem
zwei der Empfanger neurologische Symptome entwickelt hatten, wurde eine
Untersuchung begonnen, wobei folgende Erkenntnisse gewonnen wurden:

Der Spender lebte in einem Gebiet, in dem kurz vor seinem Tod das West-Nil-

Virus in Stechmicken nachgewiesen werden konnte

In einer post mortem entnommenen Blutprobe des Spenders konnten Antikorper

der Klassen IgM und IgG gegen WNV nachgewiesen werden, der Nachweis von

Virus-RNA mittels PCR gelang nicht.

Das im Rahmen der Behandlung transfundierte Erythrozytenkonzentrat war frei

von WNV

Bezuglich der Empfanger wird der folgende Verlauf beschrieben:

a) Leber: akute Enzephalitis 18 Tage nach Transplantation, Therapieversuch mit
spezifischen Immunglobulinen aus Israel, komatdser Verlauf. Alle im
Rahmen der Transplantation erhaltenen Blutprodukte konnten als
Infektionsquelle ausgeschlossen werden.

b) Lunge: akute Enzephalitis 16 Tage nach Transplantation, Therapieversuch mit

spezifischen Immunglobulinen aus Israel, komatoser Verlauf.
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c) Niere 1:  keine Symptomatik, IgG-AK positiv, IgM-AK negativ bezuglich WNV, was
fur eine vormals stattgehabte Flavivirusinfektion spricht, dennoch wurde
aus forensischen Grinden eine Therapie mit spezifischen
Immunglobulinen eingeleitet.

d) Niere 2:  keine Symptomatik, kein Nachweis von Antikdrpern gegen WNV, aus

forensischen Grinden eine Therapie mit spezifischen Immunglobulinen.

Zusammenfassend wird festgestellt, dass Organempfanger gegenuber der
Normalbevolkerung ein 40-fach hoheres Risiko tragen, nach einer Infektion mit West-Nil-
Virus eine Enzephalitis zu entwickeln (Kumar et al., 2004). Infizierte Organempfanger
und Patienten, welche aus anderen Grinden einer immusuppressiven Therapie
unterliegen, zeigen eine verlangerte Inkubationszeit, in der eine Viramie nachgewiesen

werden kann (Pealer et al., 2003).

Hong et al. (2003) und Reddy et al. (2004) beschreiben jeweils Falle, in denen eine
West-Nil-Infektion im Rahmen der Transplantation von hamatopoetischen Stammzellen
ubertragen worden war. Alle beschriebenen Falle verliefen todlich, wobei die vor der
Transplantation stattgehabte Chemotherapie bzw. Immunsuppression das Auftreten von

schwersten neurologischen Erkrankungsbildern eindeutig beginstigt hat.

1.7 Monitoring von Meningitiden in Deutschland

Gemal dem Gesetz zur Verhitung und Bekampfung von Infektionskrankheiten beim
Menschen (IfSG) bestehen in der derzeit gultigen Fassung vom 31.01.2006 folgende
Meldepflichten:

Namentliche Meldung bei Verdacht, Erkrankung oder Tod an einer durch

Meningokokken hervorgerufenen Meningitis (nach § 6 IfSG).

Namentliche Meldung bei direktem oder indirekte Nachweis des FSME-Virus,

soweit der Nachweis auf eine akute Infektion hinweist (nach § 7 IfSG).
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Eine Meldepflicht fur Infektionen mit dem West-Nil-Virus besteht ausdricklich nicht,
bezlglich Dengue und anderer Flaviviren ergibt sich eine Meldepflicht nur dann, wenn
ein hamorrhagisches Fieber auftritt (nach § 6 IfSG). Im Rahmen der Diagnostik einer
Meningitis wird daher in erster Linie gepruft, ob eine bakterielle Meningitis vorliegt. Kann
diese ausgeschlossen werden, so ist im nachsten Schritt eine Infektion mit FSME
auszuschliellen bzw. zu bestatigen. Im Falle eines negativen FSME-Nachweises wird
keine weiterflhrende Diagnostik bei isolierter Meningitis/Enzephalitis durch die
gesetzlichen Bestimmungen gefordert, so dass diese aus Kostengrinden in vielen
Fallen unterbleibt. Auf Grund der bisher fehlenden Therapieoptionen im breiten
Spektrum der viralen Meningitiden ist der genaue Erregernachweis allenfalls von
akademischen Interesse. Einzig bei einer durch Herpesviren bedingten Enzephalitis ist
eine spezifische Therapie mit antiviralen Substanzen, wie z.B. Aciclovir, maoglich.
Letztendlich ist eine Vielzahl von Viren in der Lage, entweder eine Meningitis oder eine
Menigo-Enzephalitis aus zu l6sen, wobei die rein meningitische Form wesentlich
haufiger auftritt. Noch Ende der 80er Jahre kam es auf Grund fehlender valider
Testsysteme dazu, dass die endgultige Diagnose mittels Viruskultur erst dann vorlag,
wenn der Patient wieder symptomfrei war (Chonmaittree et al., 1989). Dieser
Sachverhalt und die mangelnden, Uber die rein symptomatische Therapie hinaus
gehenden Therapieoptionen haben dazu gefihrt, dass eine weiterfihrende Diagnostik
bei serésen/nicht-eitrigen und somit viralen Meningitiden unterblieb. An diesem Status
quo hat sich auch mit der Einfuhrung valider und schnell verfugbarer serologischer
Testsysteme nichts Wesentliches geandert. Noch heute wird bei 70 % aller viralen
Meningitiden kein Erregernachweis gefuhrt (Nationale Kommission flr die

Polioeradikation in der Bundesrepublik Deutschland, 2006).

Folgende Viren bzw. durch Viren verursachte Erkrankungen konnen zu Meningitiden
bzw. Menigo-Enzephalitiden flhren:

Enteroviren (wie z.B. Polio, Coxsackie, Echoviren)

Reoviren

Herpesviren

Togaviren

Bunyaviren
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Flaviviren

HIV

Cmv

EBV

Lymphatische Chorionmeningitis
Masern

Raételn

Tollwut

Mumps

Die zur Gruppe der Enteroviren gehdrenden Erreger sind fur 85 bis 95 % der
Erkrankungen verantwortlich (Beaman et Wesselingh, 2002), wobei in den letzten
Jahren in erster Linie Infektionen mit Echoviren beschrieben wurden (Bottner et al.,
2002). Insbesondere bei Gruppenerkrankungen, welche gehauft in den Sommer-
monaten auftraten, konnten Echoviren als auslésendes Agens identifiziert werden (Hauri
et al., 2005). Es bleibt zu diskutieren, ob eine weitergehende Diagnostik auch bei viralen
Meningitiden zukunftig durchgeflhrt werden sollte, da neue Studien darauf hinweisen,
dass bei WNV-Infektionen eine Therapieoption besteht. Lewis und Amden (2007)
beschreiben einen erfolgreichen Therapieversuch mit Interferon alpha-2 bei einem 83-
jahrigen Patienten. Zur Therapie mit Ribavirin liegen derzeit noch keine gesicherten
Daten vor. Im Tierversuch war die alleinige Gabe von Ribavirin nicht Erfolg

versprechend (Morrey et al., 2004).

1.7.1 Monitoring von Meningitiden und Enzephalitiden bei der Bundeswehr

Im Rahmen der Erfassung aller Erkrankungen, die zu einer Befreiung von
Dienstpflichten bei der Bundeswehr fuhren (gemall ZDv 45/2 ,Gesundheitsberichte®), ist
retrospektiv eine Auswertung bezlglich der gestellten Diagnosen moglich. Die
Ergebnisse dieser Auswertung fur die Jahre 2000 bis 2006 konnen der Tabelle 3
entnommen werden. Es muss hierbei allerdings in Betracht gezogen werden, dass
hierbei auch nicht-infektiose Erkrankungen als Meningitis/Enzephalitis erfasst werden

konnen, so wird die Enzephalitis disseminata ebenfalls in dieser Rubrik erfasst. Eine
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Heranziehung der Krankenkarten, in denen sowohl die Diagnoseschlisselnummer als
auch die Diagnose als Klartext angegeben wird, ermoglicht eine detailliertere

Datenbetrachtung.

Tabelle 3:  Krankenzugang von Soldaten der Bundeswehr insgesamt und nach
ausgewahlten Obergruppen und Diagnosen (ICD 10) von 2000 bis 2006
(WehrMedStatinst, 2007) hier: bestimmte infektidse/parasitare Erkrankungen, davon
Krankheiten des Nervensystems, darunter Meningitis/Enzephalitis. Inzidenz angegeben

in Promille bezuglich der jeweiligen Ist-Starke

Merkmale 2000 | 2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006*
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, - Anzahl-
| Krankenzugang insgesamt | 167 664 | 176 413 | 149 873 | 143 168 | 131 693 | 125 666 | 121 200
Bestimmte infektidse und
 parasitare Krankheiten | - 18576 | 21270| 21542| 19994 21087| 16307 | 17970
Krankheiten des
Nervensystems | 1208| 1342 117)] 1160 1022 1023] 1025
| Meningitis/Enzephaliis | 50| 40| 37| = 34 42| 29| 18
___________________________________________________ - auf 1 000 Soldaten der Ist-Starke (%od.l.)-
 Krankenzugang insgesamt _ | 528,0| 573,5| 5028| 5049| 4882| 4961 4863
Bestimmte infektidse und
 parasitare Krankheiten | ~ 585| 69,1 723| 705| 82| 644| 72,1
Krankheiten des
Nervensystems | 38| 44| 39| 41 38| 40 4,4
Meningitis/Enzephalitis 0,2 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1

*Zahlen sind vorlaufig

Nach Auswertung der vorliegenden Krankenkarten ergeben sich folgende bereinigten
Daten zu Enzephalitis und Meningitis ohne Enzephalitis disseminata, Meningokokken-
Meningitis, Myelitis und sonstige meningiale Reizungen, die in Tabelle 3a dargestellt

werden.

Tabelle 3a: Bereinigte Meldedaten zu Tabelle 3

2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006*
Meningitis/Enzephalitis 27 27 20 17 27 18 10
auf 1000 der Ist-Starke 0,09 0,09 0,07 0,06 0,10 0,07 0,04

*Zahlen sind vorlaufig
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1.8 Immunreaktion

Bei der Immunabwehr kann zwischen einer unspezifischen, angeborenen und einer
spezifischen, erworbenen oder adaptiven Immunabwehr unterschieden werden. In den
Korper eindringende Fremdstoffe, so auch Viren, stellen Antigene dar, auf die das
Abwehrsystem mittels Aktivierung und Vermehrung monospezifischer T- und B-
Lymphozyten reagiert. Die B-Lymphozyten differenzieren hierbei zu Plasmazellen,
welche Antikorper (= Immunglobuline) der Unterklassen IgA, IgD, IgE, IgM und IgG
produzieren (spezifische humorale Immunabwehr). Die produzierten Antikorper
neutralisieren die Antigene, opsonisieren diese und aktivieren das Komplementsystem.
Im Rahmen einer viralen Erstinfektion wird zunachst Immunglobulin M, in der Folge
auch Immunglobulin G synthetisiert, wobei diese spezifische Immunreaktion mit einer
Zeitverzdgerung nach der Infektion in Gang kommt (Primarantwort). Im Rahmen einer
Zweitinfektion setzt die Antikorperproduktion, hier in erster Linie 19G, schlagartig ein,

man spricht von der Sekundarantwort (Silbernagel et Lang, 1998).

Eigenschaften der Immunglobuline (Riede et Wehner, 1989):
1. 1gG
= Zeigt von allen Immunglobulinen im Alilgemeinen die hochste Konzentration im
Serum auf
Neutralisierende AK im bei bakterieller Abwehr
Lésen bei der humoralen Immunreaktion die zunachst auftretenden IgM-AK ab

=
=
= Hauptantikérper der Sekundarantwort
= In Korperflussigkeiten

=N

Antigenspezifisch

2. IgA
= Polymere und monomere Form
= In der polymeren Form Hauptimmunglobulin in Kdrpersekreten (slgA) des
Respirations- und Verdauungstraktes

= Aktivierung Komplementsystem
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3. IgM
= Erste spezifische AK bei der humoralen Immunreaktion
= Aktivierung Komplementsystem

= Beteiligung an zytotoxischen und zytolytischen Reaktionen

4. 1gD
= Membrangebundener Rezeptor der B-Lymphozyten

= Rascher Abbau im Serum

5. IgE
= Hautsachlich im lymphatischen Gewebe des Respirations- und Verdauungs-
traktes
= in erster Linie bei parasitaren Infektionen

= Anbindung an Mastzellen

Im Rahmen einer Infektion mit WNV werden Antikérper der Klassen IgM, IgA und IgG
gebildet. Prince et al. (2005) zeigten in ihrer Studie, dass frUhestens am dritten
Infektionstag Antikorper der Klassen IgM und IgA im Serum nachweisbar waren.
Spatestens am neunten Infektionstag konnten bei allen getesteten Patienten WNV-
spezifisches IgM und IgA nachgewiesen werden. Antikorper der Klasse IgG traten
frihestens am vierten Infektionstag auf, spatestens am sechzehnten Tag waren alle
Seren positiv getestet. In durchgefuhrten Folgeuntersuchungen konnten die Autoren
aufzeigen, dass im Gegensatz zu anderen Infektionen mit Flaviviren, bei einer Infektion
mit WNV bis zu sechs Monaten nach Infektion sowohl Antikérper der Klasse IgM als

auch der Klasse IgA im Serum nachweisbar blieben.

Nixon und Prince (2006) konnten nachweisen, dass zur Diagnostik einer WNV-Infektion
der Nachweis von IgA im Liquor aquivalent zum Nachweis von WNV-IgM im Liquor ist,
das Gleiche gilt auch fur den Nachweis im Serum, unabhangig davon, ob im Rahmen
der akuten Infektion bereits Antikorper der Klasse IgG gebildet wurden. Die Entwicklung
von Antikérpern der Klasse IgM im Liquor ist in Abbildung 42 im Bezug zur Viramie und

dem Auftreten klinischer Symptome dargestellt.



-73-

1010
S —— IgM-AK im Liquor
/ o ---- Virdmie

—r
=
i

—_l

L1
i
#

¢

"A3 11 3

Positiv getestete Patienten in
Prozent (loaarithmische Skala)

________hf________

Infektion

r—'= I 000000000 =
Klinik I_Fieber ~ ZNS-Symptomatik ~ = Rekonvaleszenz |

— e —— — e — — — — — — — i —— — — — — —

Abb. 42: Klinischer Verlauf WNV-Enzephalitis: Viramie und AK-Entwicklung nach
Infektion (Solomon et al., 2003); blaue Kurve zeitlicher Verlauf der Viramie, rote Kurve
zeitlicher Verlauf der IgM-AK im Liquor, jeweils im Bezug zur klinischen Symptomatik; Y-

Achse: Anzahl der jeweils positiv getesteten Patienten in Prozent (logarithmische Skala)

1.9 Impfwesen

1.9.1 Impfempfehlung des Robert Koch-Institutes
Das Robert Koch-Institut veroffentlicht in regelmafigen Abstanden die Impfempfehlung

der STIKO. Derzeit gelten fur Deutschland die folgenden Impfempfehlungen, welche der
Tabelle 4 zu entnehmen sind (Stand 21.06.07).
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Tabelle 4: allgemeine Impfempfehlung der STIKO (2007) ohne Indikationsimpfungen
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Jugendliche
Erwachsene vV Vi v

! Erwachsene ab dem sechzigsten Lebensjahr

2 Madchen im Alter von 12 bis 17 Jahren

Alle anderen Impfungen gelten als Indikationsimpfungen flr entsprechend exponierte
Personen oder als Reiseimpfungen. Fur die durch die STIKO empfohlenen Impfungen
konnen die Kostentrager durch das Bundesministerium fur Gesundheit verpflichtet
werden, die hierfir anfallenden Kosten zu Ubernehmen (IfSG, 2006). Die obersten
Landesgesundheitsbehérden werden angehalten, die Empfehlungen der STIKO
umzusetzen. Sie sind in diesem Zusammenhang jedoch berechtigt, diese entsprechend

der ortlichen Gegebenheiten ab zu andern oder zu erweitern.

In § 60, Abs. 1 des Gesetz zur Verhitung und Bekampfung von Infektionskrankheiten
beim Menschen (Infektionsschutzgesetz / IfSG) ist bezuglich Impfschaden nachstehend

festgelegt:

(1) Wer durch eine Schutzimpfung oder durch eine andere Mafdnahme

der spezifischen Prophylaxe, die

1. von einer zustandigen Landesbehdérde &ffentlich empfohlen wund
in ihrem Bereich vorgenommen wurde,

2. auf Grund dieses Gesetzes angeordnet wurde,

3. gesetzlich vorgeschrieben war oder

4. auf Grund der Verordnungen zur Ausfihrung der Internationalen
Gesundheitsvorschriften durchgefihrt worden ist, eine
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gesundheitliche Schadigung erlitten hat, erhdlt nach der
Schutzimpfung wegen des Impfschadens im Sinne des § 2 Nr. 11
oder 1in dessen entsprechender Anwendung bei einer anderen
Mafnahme wegen der gesundheitlichen und wirtschaftlichen
Folgen der Schaddigung auf Antrag Versorgung in entsprechender
Anwendung der Vorschriften des Bundesversorgungsgesetzes,
soweit dieses Gesetz nichts Abweichendes bestimmt.

Bezlglich der FSME-Impfung sind folgende Empfehlungen aktuell gultig (RKI, 2007):
FSME-Impfung flr Personen, die in den auf der Grundlage der
epidemiologischen Daten definierten FSME-Risikogebieten zeckenexponiert sind.
fur bestimmte Personen, z. B. solche, die auf Grund von beruflichen oder
bestimmten freizeitbedingten Tatigkeiten einer besonders intensiven Zecken-
exposition ausgesetzt sind, auch in Gebieten ohne erhohte FSME-Inzidenz, aber
mit sporadischen FSME-Einzelerkrankungen. Hierbei muss aber beachtet
werden, dass die Naturherde der FSME in solchen Kreisen unter Umstanden
Ortlich sehr begrenzt sind, so dass die Mitarbeiter der zustandigen
Gesundheitsamter sehr differenzierte Risikoeinschatzungen vornehmen mussen.

Eine Beratung durch das értliche Gesundheitsamt wird daher empfohlen.

Die Landessozialbehdrde des Landes Baden-Wurttemberg hat von ihrem Recht der
Erweiterung der Impfempfehlung Gebrauch gemacht und folgende Festlegung getroffen
(GABI, 2001):

Die FSME-Impfung wird ohne geographische Einschrankung empfohlen. Im

Ubrigen finden die Empfehlungen der STIKO Anwendung.

1.9.2 Impfwesen der Bundeswehr

Im Rahmen der derzeit durch die Bundeswehr unterstitzten internationalen
Friedensmissionen bzw. UN-Missionen werden alle daran teilnehmenden Soldaten
prophylaktisch, sofern keine Kontraindikationen bestehen, gemal nachstehender
Tabelle geimpft. Das Basisimpfschema ist fur alle Einsatzkrafte der Bundeswehr

vorgesehen. Treten in Folge einer Impfung nachteilige gesundheitliche Folgen auf, so
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haftet hierfiir der Dienstherr. Eine komplette Ubersicht Uber alle derzeit implementierten

Impfschemata ist in Tabelle 5 dargestellt.

Tabelle 5: Impfschemata der Bundeswehr (BMVg, 2006) fur Auslandseinsatze
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) 7] 7] N Qo = o o =

© o e} © 2 7 o o} S ©

oM a4} N4 = < ] T ) n pd

Tetanus v v v v v v v v v v

Diphtherie v v v v v v v v v v

Polio (IPV) v v v v v v v v v v

MMR v v v v v v v v v v

Hepatitis A v v v v v v v v v v

Hepatitis B v v v v v v v v v v

Meningokokken Meningitis v v v v v

Typhus v v v v v v

FSME VAl VAR Iave V1 v

Tollwut v v v v v

Influenza v v v v v v v v v v

Japanische Enzephalitis v

Gelbfieber v v v
Malaria-Prophylaxe il Al Al Al KoM ECa N

' nur fur exponiertes Personal, saisonal

2 Expositions- und ggf. Chemoprophylaxe nach MaRgabe Fachamt

% Expositionsprophylaxe

* Expositions- und/oder Chemoprophylaxe je nach Einsatzgebiet nach MaRgabe
Fachamt

® nur ggf. exponiertes Personal

Erfolgte Impfungen werden sowohl in den Gesundheitsunterlagen der Soldaten sowie im
Impfausweis ,Internationale Bescheinigung uber Impfungen und Impfbuch“ (VMBI, 2003)
dokumentiert. Eine Kontrolle der Impftiter erfolgt nur in besonderen Ausnahmefallen, wie

z.B. im Rahmen arbeitsmedizinischer Vorsorgeuntersuchungen.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Blutgruppenbestimmung der Bundeswehr

Im Rahmen der erweiteten Einstellungsuntersuchung wird bei jedem Soldaten der
Bundeswehr, unabhangig davon, ob es sich um Wehrpflichtige oder Soldaten auf Zeit
handelt, eine Blutabnahme zur Bestimmung der Blutgruppe durchgefihrt. Der
Blutspendedienst der Bundeswehr verfugt fur diese Aufgabe Uber vier Blutentnahme-
trupps, wobei jeder Trupp fur eine bestimmte Region zustandig ist. Die Bestimmung der

Blutgruppe erfolgt im Zentralen Institut der Bundeswehr in Minchen.

In Zusammenarbeit mit den Blutentnahmetrupps Ost, Sid und West wurden in den
Jahren 2005 und 2006 insgesamt 2447 Proben von freiwilligen Teilnehmern im Rahmen
der Blutgruppenbestimmung gewonnen. Die Proben wurden im Zentralen Institut
Minchen abgesert, tiefgefroren und bis zur Antikérperbestimmung im Institut fir
Mikrobiologie der Bundeswehr in Minchen eingelagert. Von den vorgenannten 2447
Proben mussten initial 222 verworfen werden. Grunde hierfur waren entweder eine zu
starke Verunreinigung der Seren durch stattgefunden Hamolyse, oder die aus
rechtlicher Sicht nicht eindeutig gegebene Einwilligung der Probanden wegen fehlender

Unterschrift auf dem kombinierten Einwilligungs- und Fragebogen.

2.1.2 Fragebogen

Im Rahmen der Einwilligungserklarung wurde nach deren Bewertung und Genehmigung
durch die Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Universitat Bonn folgende
Parameter (Nr. 166/04 vom 22.09.04) abgefragt:
Impfungen in den vergangenen zwdlf Monaten:

FSME

Gelbfieber

Japanische Enzephalitis

Meningokokken-Menigitis
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Auslandsaufenthalte in den vergangenen drei Jahren und wenn ja, welche Lander
wurden bereist.
Symptomatiken in den vergangene drei Jahren, hier explizit folgende Symptome bzw.
Erkrankungen:

- Grippe oder grippaler Infekt

- Hautausschlag

- Hirn-/Hirnhautentziindung

Zur Bestimmung des Heimatregion wurden die ersten drei Ziffern der Postleitzahl

erfasst, nachstehend eine verkleinerte Abbildung des Fragebogens (Abb. 43), in
OriginalgrofRe als Anlage 1.

Ident-Number:

Information fiir Probanden

Im Rahmen der Studie \West Nil Virusgefédhrdung bei Blutspendem der Bundeswehr und
autochtones Vorkemmen in Deutschland” bittet der Sanitatsdienst der Bundeswehr Sie um
Ihre Mithilfe. Durch die in den letzten Jahren in Mitteleuropa aufgetretenen Veranderungen
bei Klima und Erregerausbreitung besteht der begrindete Verdacht, dass sich ein derzeit
global ausbreitendes Virus, welches unter dem Namen West-Nil-\irus® (WNV) bekannt ist,
auch in Deutschland durch Stechmlcken Verbreitung findet. Um diese potentielle
Gefahrensituation zu be- oder widerlegen, missen u.a. Bluttests durchgefuhrt werden. Da
die Erkrankung, die dieses Virus auslost, oft mit nur geringen Symptomen einhergeht, ist es
durchaus moglich, dass man sich ansteckt, aber davon nicht viel bemerkt. Allerdings kann
das Virus fur Personen mit Vorerkrankungen, Kindern und &ltere Menschen gefahrlich
werden. Es ist daher auch von grofiem militarmedizinischen Interesse, zu erfahren, ch eing
Ausbreitung bereits stattgefunden hat. Sie kinnen uns bei dieser Untersuchung helfen, in
dem Sie hiermit lhr Einversténdnis geben, Ihr Blut auf Hinweise auf einen Kontakt mit dem
Virus zu untersuchen und den unten stehenden Fragen beantworten,

Einverstandniserkldrung

Ich erklére, dass ich damit einverstanden bin, dass Blut, welches entnommen wird und nicht
fir die Routineuntersuchung notig ist, fir die o, g. wissenschaftliche Untersuchung genutzt
werden kann.

Ich bin damit einverstanden, dass die im Rah der wi haftlichen
Untersuchung iber mich erhob Krankheitsd sowle meine sonstigen mit
dieser Untersuchung zusammenhangenden personenbezogenen Daten aufgezeichnet
werden. Es wird gewihrleistet, dass meine personenbezogenen Daten nicht an Dritte
weitergegeben werden, Bel der Verdffentlich In elner wi haftlichen Zeitung
wird aus den Daten nicht hervorgehen, wer an dieser Untersuchung tellgenommen
hat. Meine persdnlichen Daten unterliegen dem Datenschutzgesetz.

Fragebogen
Wurden Sie in den letzten 12 Monaten gegen eine der folgenden Erkrankungen
geimpft?:
[] Gelbfieber [JFSME  [] Meningitis [[] Japanische Enzephalitis

Waren Sie in den letzten 3 Jahren im Ausland?
[ nein [Tja wo?:

Litten Sie in den letzten 3 Jahren an einer der folgenden Erkrankungen?:
O Hirn-/Hirnhautentzndung

] ., Grippe"
[[]  Hautausschlag

Erste drei Ziffern Postleitzahl Heimatwohnort:

Abb. 43: Fragebogen (verkleinert) zur Datenerhebung bei den Probanden
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2.2 Methoden

2.2.1 ELISA

Seit seiner Einfuhrung Anfang der 70er Jahre des vorigen Jahrhunderts (Engvall und
Perlman, 1971) hat sich das als Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
bezeichnete immunologische Nachweisverfahren (Assay), welches im Gegensatz zum
Radioimmunoassay (RIA) nicht auf einer Radioaktivitatsmessung, sondern auf einer
enzymatischen Farbreaktion basiert, als Standardnachweisverfahren fur Antigene
etabliert. Es handelt sich hierbei und ein einfaches und in der Regel ausreichend
sensitives Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Antikdrpern (Engvall et
Perlman,1972).

Bei der Durchfihrung wird meist die Sandwich-Technik (Abbildung 44 als Schema)
benutzt, wobei folgende vier Reaktionsschritte, jeweils durch Waschschritte zur
Entfernung  Uberschissiger Reaktionspartner getrennt, durchgefiihrt werden
(Neumeister, 2003):

1. unmarkiertes Antigen an Trager anbinden

2. Serumprobe mit dem vermuteten Antikérper zugeben

3. zweiten, gegen den ersten Antikorper gerichteten enzymmarkierten Antikorper

zugeben

4. farbloses Substrat fur das Enzym zugeben

War der vermutete Antikorper in der Serumprobe enthalten, so kommt es zu einem
Farbumschlag, wobei die Farbintensitat proportional zur Konzentration des zu

bestimmenden Antikdrpers im Serum ist.



- 80 -

F arbstoff
'\
Chromogen
Substrat — 1 [&]
‘“"(,___"F'emmdasi_)

P eroxidase-m arkierter
Arnti-Human-Antikdper

- unmarkiertes Antigen ist an

Frroadess Mikrotitiergefal® angebunden

— - spezifischer humaner Antikérper
bindet an Antigen

- Peroxidase-markierter Anti-
Human-Antikdrper bindet an
Human-AK

- Peroxidase setzt Chromogen zu
sichtbarem Farbstoff um

Spezifizcher humaner
Artikdper

Mikrotiterg efal: mit
Antigen

Abb. 44: Schematische Darstellung der Sandwich-Technik fir den ELISA

Im Rahmen der Studie wurden ausschlielllich kommerziell erhaltliche Test-Kits
verwendet, so dass die Anbindung an den Tragerkunststoff Polysteren bereits werkseitig
erfolgte. Kenny und Dunsmoor wiesen bereits 1983 darauf hin, dass die Auswahl des
Tragerkunststoffes entscheidende Auswirkungen auf die Validitat der Testergebnisse

haben kann.

Als ,Goldstandard” fur die Diagnosestellung einer WNV-Erkrankung gilt immer noch der
Plague Reduction Neutralization Test (CDC, 2004), wobei sowohl auf Grund der hierbei
bendtigten Sicherheitsstandards zur Virusanzucht unter BL-3-Bedingungen, der hohen
Kosten als auch der Testdauer der PRNT keinen Stellenwert in der Routinediagnostik
hat. Jacobsen et al. konnten 2005 zeigen, dass bei der Diagnostik von stattgehabten
WNV-Infektionen bei Alligatoren der ELISA eine ahnlich gute Sensitivitat und Spezifitat
wie der PRNT aufwies. Fur den Einsatz eines indirekten, Immunglobulin G nach-
weisenden ELISA zum Antikdrpernachweis bei Vogeln hatten Ebel et al. bereits 2002
darauf hingewiesen, dass der ELISA hierbei einen positiven pradiktiven Wert von 70 %
und einen negativen pradiktiven Wert von 100 % erreicht und somit als Screening-
Methode insbesondere vor dem Hintergrund der Komplexitat und Kostenintensitat des

PRNT, eindeutig allen anderen Testverfahren vor zu ziehen ist. Johnson et al.
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untersuchten 2003 den Nutzen eines IgM-capture-ELISA zum Nachweis einer frischen
WNV-Infektion bei Huhnern. Hierbei kam es nur in wenigen Fallen zu einer
Kreuzreaktion mit Antikdrpern gegen die St. Louis-Enzephalitis, so dass hiermit ein auch
im Vergleich mit dem PRNT ausreichend valides Testsystem zur Detektion von Sentinel-

Infektionen - zumindest in den Vereinigten Staaten - zur Verfugung steht.

2.2.1.1. WNV-IgG-ELISA USA

Bei dem WNV IgG ELISA (WNV IgG DxSelect™) der Firma Focus Diagnostics handelt
es sich um den qualitativen Nachweis von IgG Antikorpern gegen das West-Nil-Virus in
menschlichem Serum. Die Reaktionskammern aus Polysteren sind mit einem

rekombinanten West-Nil-Virus-Antigen werksseitig beschichtet

Testdurchfuhrung:
Verdinnen der Proben 1:101 mit Probenverdinner (PBS)
Rehydratation der Polysteren-Reaktionskammern mit Waschpuffer (Tensid in
PBS mit nicht-saurem Konservierungsmittel), Inkubationszeit 5 Minuten,
dekantieren
100 uL verdunnte Probe je Reaktionskammer fir 60 min bei Raumtemperatur
inkubieren, dekantieren
3 x waschen
100 uL Konjugat (affinitatsgereinigtes, Peroxidase-gekoppeltes Ziege-Anti-
Human-IgG, Fc-Fragment spezifisch) zufiigen, 30 min inkubieren, dekantieren
3 x waschen
100 pL Substratreagenz (Tetramethylbenzidin und Wasserstoffperoxid in Puffer)
zufugen, 10 min inkubieren
100 uL Stoppreagenz (einmolare Schwefelsaure) zufligen, Messung bei A = 450

nm

Samtliche Testschritte kdnnen bei Raumtemperatur durchgefihrt werden, eine
Inkubation bei 37° C ist nicht notwendig. Die Messung der optischen Dichte (OD)
erfolgte gemal Herstellerangaben mittels Spektrophotometer (DigiScan, ASYSHightech,
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Eugendorf, Osterreich) bei einer Wellenlange von 450 nm und einer
Referenzwellenlange zwischen 620 und 650 nm. Zu den folgenden Berechnungen sowie
der Datenspeicherung wurde das Programm MikroWin® in der Version 4.22 genutzt. Die
Kalibrierung der Messwerte erfolgte durch Subtraktion des Leerwertes (nur

Probenverdunner). Der Indexwert wurde wie folgt bestimmt:

ODProbe
(ODCall + ODCaIZ + ODCaI3 + ODCaI4)/4

Index =

Die Belegung der Testkammern erfolgt grundsatzlich nach einem einheitlichen Schema
(Abbildung 45).

Cal,
Cal,
Cal;
Cal,

leer

I GG Mmoo o>

Cutoff Calibrator Serumproben
Leerwert

Positiv-Kontrolle

Abb. 45: Belegung Antigenreaktionskammern (schematisch) fir den ELISA

Negativ-Kontrolle

Firmenseitig ist festgelegt, dass der Mittelwert der Cutoff-Kalibratorenkammern
innerhalb von 0,100 bis 0,700 OD Einheiten liegen muss, alle wiederholten Cutoff-
Kalibrator ODs sollten innerhalb von 0,10 Absorptionseinheiten des Mittelwertes liegen.
Der Indexwert fur die positive Kontrolle muss zwischen 1,5 und 3,5 liegen, der Indexwert
fur die positive Kontrolle muss niedriger als 0,8 sein. Liegen die Ergebnisse fur den
Kalibrator bzw. die Kontrollen aufl3erhalb der vorgegebenen Parameter, so sind die

Testergebnisse zu verwerfen.
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Beurteilung der IgG-Ergebnisse:
IgG Index > 1,50: IgG positiv
IgG Index < 1,50 und > 1,30: grenzwertig, nicht eindeutig
IgG Index < 1,30: IgG negativ

Seitens des Herstellers wird ausdricklich darauf hingewiesen, dass bei Proben, die
Antikorper gegen das Cytomegalievirus enthalten, Kreuzreaktionen festgestellt worden
sind. Weiterhin kdnnen bei Personen, die gegen andere Flaviviren geimpft sind bzw. mit
einem anderen Flavivirus infiziert sind oder waren, ebenfalls falsch positive
Testergebnisse auftreten.

Die Pravalenz spezifischer Antikérper gegen das ubiquitar vorkommende
Cytomegalievirus weist zwar eine groRe Variationsbreite in Abhangigkeit vom
soziobkonomischen Standard eines Landes auf, bewegt sich in den Industrienationen
jedoch auf einem vergleichbaren Niveau (RKI, 2000). Staras et al. zeigten 2006, dass
die Seropravalenzrate von Cytomegalie-Antikbper in den Vereinigten Staaten bei

Personen alter als sechs Jahre bei 58,9 % lag.

2.2.1.2. WNV-IgG-ELISA EUROIMMUN

Bei dem zur Kontrolle der initial positiv getesteten Seren verwendeten industriell
gefertigten Mikrotiter-ELISA-IgG handelt es sich um ein Produkt der Firma
EUROIMMUN AG Lubeck, Deutschland (Katalog-Nummer 2662-9601 G). Der
technische Ablauf umfasst die oben beschriebenen Schritte, wobei die
Inkubationsschritte 1 und 2 bei einer Temperatur von 37° C erfolgen, die Inkubationszeit
mit dem Enzymkonjugat (Peroxidase-markiertes Anti-Human-IgG vom Kaninchen)
betragt 60 Minuten. Die Substratinkubation erfolgt bei Raumtemperatur, als
Stoppreagenz dient 0,5-molare Schwefelsaure, als Antigen das Zell-Lysat von mit WNV,

Stamm ,New York"® infizierten Zellen.

Als Antigen-haltige Festphase werden Polystyrol-Mikrotiterstreifen mit aufgereinigten,
biochemisch charakterisierten Antigenen verwendet. Im ersten Inkubationsschritt binden

sich bei positiven Proben die nach zu weisenden Antikorper aus dem verdinnten
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Patientenserum an die Festphasen-gebundenen Antigene. Im zweiten Inkubationsschritt
werden diese Antikdrper mit Peroxidase-markierten  Anti-Human-Antikérpern
nachgewiesen. Im dritten Inkubationsschritt werden die gebundenen Antikorper durch
eine Farbreaktion mit einer Chromogen-/Substratiosung (TMB/H,0O,) dargestellt. Die
Extinktion der entstehenden Farblosung ist proportional zur Antikérper-Konzentration im
Patientenserum. Der vorliegende Testsatz kann zur semiquantitativen oder quantitativen
Bestimmung humaner Antikdrper genutzt werden. Werksseitig wird eine Sensitivitat von
100 % bei einer Spezifitdt von 97,5 % ausgegangen, wobei eine Kreuzreaktivitat mit
anderen Flaviviren, insbesondere FSME und Dengue beobachtet worden waren.
Hamolytische, lipamische und ikterische Proben sollten bis zu einer Konzentration von
10mg/ml fur Hamoglobin, von 20 mg/ml fur Triglyzeride und von 0,4 mg/ml Bilirubin

keine Interferenzen erzeugen.

Grenzwerte WNV-1gG-ELISA EUROIMMUN:

IgG Index > 1,1: IgG positiv
IgG Index < 1,1 und > 0,8: grenzwertig, nicht eindeutig
IgG Index < 0,8: IgG negativ

Zur semiquantitativen Bestimmung wird pro Mikrotiterplatte nur ein Kalibrator mitgeftihrt,

so dass die Ratio wie folgt berechnet wird.

Ratio — Extinktion,, .

~ Extinktion

Kalibrator

Abbildung 46 zeigt nochmals, schematisch veranschaulicht, die Durchfihrung einer

Testsequenz, wie sie der Hersteller EUROIMMUN vorgibt.
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Abb. 46: Schematische Darstellung Durchfuhrung ELISA-Test (nach EUROIMMUN) mit

den einzelnen Arbeitsschritten in der zeitlichen Abfolge
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2.2.1.3 Aviditatstest

Mit dem EUROIMMUN-Mikrotiter-ELISA zum Nachweis niedrig-avider Antikdrper steht
ein industriell standardisiertes alternatives Prinzip zur serologischen Diagnostik frischer
Infektionen flr verschiedenen Erkrankungen zur Verfugung (Katalog-Nummer 2662-
9601-1 G). Das menschliche Immunsystem reagiert im Rahmen einer Infektion zunachst
mit der Bildung von relativ unspezifischen, niedrig-aviden Antikorpern. Mit
fortschreitender Krankheitsdauer nimmt die Aviditat zu, d.h. es wird ein immer genauer
an das jeweilige Antigen angepasstes IgG sezerniert. Wenn im zu testenden Serum kein
hoch-avides IgG vorliegt, handelt es sich wahrscheinlich um eine Infektion im friihen
Stadium. Zur ldentifikation niedrig-avider Antikorper wird parallel zum konventionellen
IgG-ELISA auf einer zweiten Mikrotiterplatte ein zweiter ELISA angesetzt, bei dem nach
der Inkubation mit dem zu testenden Patientenserum und vor der Zugabe des Anti-
Human-lgG eine Harnstoffoehandlung durchgefihrt wird. Durch die Harnstoff-
behandlung I6sen sich die niedrig-aviden Antikorper vom Antigen. Nach erfolgter
Inkubation mit dem Substratreagenz und der Beendigung der Reaktion mittels Stopp-
Reagenz, wird jeweils die Extinktion bei beiden Testsystemen im Spektrophotometer
gemessen. Wird die Extinktion durch die Harnstoffboehandlung wesentlich verringert, so
liegen niedrig-avide Antikorper vor. Zur Objektivierung wird aus beiden Messewerten der

relative Aviditatsindex (RAI) wie folgt berechnet.

Emi arnstoff
RAI = "Rt E = Extinktion

ohneHarnstoff

Fox et al. verglichen in ihrer Studie 2006 die Ergebnisse eines industriell gefertigten
WNV-Aviditats-lgG-ELISA (Panbio Ltd.) mit denen der Vergleichsbestimmung von IgG
und IgM Antikérpern im Serum. Sie konnten zeigen, dass die Bestimmung des
Aviditatsindexes eine Differenzierung zwischen einer akuten und einer langer
zurlUckliegenden Infektion ermdglicht, insbesondere vor dem Hintergrund, dass nach
einer Infektion mit WNV bis zu einem Jahr Antikorper der Klasse IgM im Serum
nachweisbar bleiben konnen und somit das Vorliegen von Anti-WNV-IgM kein sicherer

Hinweis auf einen erst kurzlich erfolgte Viruskontakt darstellt.
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Folgende Grenzwerte wurden festgelegt:

Aviditatsindex kleiner 0,4 und IgM positiv = primare Infektion < 20 Tage
Aviditatsindex zwischen 0,4 und 0,6 = primare Infektion 30 bis 60 Tage

Aviditatsindex gréRer 0,6 = Infektion alter als 40 Tage

Levett et al. verglichen 2005 die Ergebnisse verschiedener kommerzieller Testsystem
zum Nachweis frischer bzw. stattgehabter WNV-Infektionen miteinander. Hierbei wurden

die folgenden Testverfahren angewendet:

WNV-IgM-ELISA, Focus Diagnostics (Cypress, Kalifornien)
WNV-IgG-Aviditats-ilFT, EUROIMMUN (LUbeck, Deutschland)
WNV-IgG-Aviditats-ELISA, EUROIMMUN (LUbeck, Deutschland)
WNV-IgG-ELISA, Focus Diagnostics (Cypress, Kalifornien)
Hamagglutinationshemmtest

PRNT

Es konnte bei den getesteten Seren aus der Region Saskatchewan, Kanada, gezeigt
werden, dass die Sensitivitat des WNV-IgG-Aviditats-ELISA in der Fruhphase einer
Infektion nicht ganz die des WNV-IgG-Aviditats-ilFT erreicht. Bei langer zuruckliegender
Infektion, bestatigt mittels PRNT, war jedoch bei allen positiven Seren eine IgG-
Seropravalenz mit beiden Testverfahren nachweisbar. Bei allen akut infizierten
Patienten konnten Antikorper der Klasse IgM nachgewiesen werden. Dies gelang jedoch
auch bei allen Patienten, bei denen die Infektion bereits mehr als sechs Monate zurtick
lag, womit eine Unterscheidung zwischen akuter und stattgehabter Infektion mittels IgM-

Nachweis nicht moglich war.

Prince et al. (2005) untersuchten den Wert eines WNV-IgG-Aviditats-ELISA (hier Focus
Diagnostics) zur Differenzierung von akuten und stattgehabten Infektionen im Rahmen
der Blutspende. Bei dieser Untersuchung war auffallend, dass selbst bei einer Infektion,
die weniger als 90 Tage zuruck lag, in einem Drittel ein hoher Aviditatsindex erreicht
wurde, wobei die Hohe des Aviditatsindex abhangig von der Molaritat des verwendeten
Harnstoffs war. Insgesamt bewerten die Autoren den Aviditatstest als durchaus

geeignetes Testverfahren zur Differenzierung zwischen akuter und langer
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zurUckliegender WNV-Infektion, insbesondere dann, wenn der Aviditatsindex unterhalb
0,4 liegt und somit sicher von einer akuten Infektion - bei dem Vorliegen einer

entsprechenden Klink - ausgegangen werden kann.

2.2.1.4 WNV-IgM-ELISA EUROIMMUN

Bei einem Aviditatsindex von kleiner 0,50 wurde eine Testung bezuglich des Vorliegens
von Anti-WNV-AK der Klasse IgM durchgefihrt. Hierfir wurde der EUROIMMUN-
Mikrotiter-ELISA-IgM  (Katalognummer El 2662-9601 M) verwendet. Hierbei dient
ebenfalls das Zell-Lysat von mit WNV-Stamm ,New York® infizierten Zellen als Antigen.
Die  Probenaufbereitung und Testdurchfiuhrung wurde entsprechend den
Herstellerangaben durchgefihrt, wobei der Ablauf demjenigen des IgG-ELISA gleicht.
Zur Vorbereitung der Bestimmung spezifischer Antikorper der Klasse IgM mussen
vorher eventuell in der Probe vorhandene Antikorper der Klasse IgG entfernt werden,
um zu verhindern, dass eventuell vorhandene Rheumafaktoren der Klasse IgM mit
spezifisch gebundenem IgG reagieren und so zu falsch positiven Testergebnissen
fuhren oder dass spezifisches IgG das IgM vom Antigen verdrangt und so zu falsch
negativen Ergebnissen fuhrt. Hierfur wird werksseitig ein Probenpuffer zur
Probenverdinnung bereitgestellt, der Antikérper von der Ziege enthalt, welche gegen
humanes IgG gerichtet sind. Dadurch wird in der Serumprobe enthaltenes IgG
hochspezifisch gebunden und prazipitiert, eventuell vorhandene Rheumafaktoren

werden vom IgG/Anti-Human-IgG-Komplex absorbiert.

2.2.1.5 FSME-IgG-ELISA EUROIMMUN

Zum Ausschluss bzw. dem Nachweis von kreuzreagierenden Antikdrper wurden jeweils
industriell gefertigte Mikrotiter-ELISA der Firma EUROIMMUN eingesetzt. Als Antigen
dient fur den IgG-Nachweis bezuglich FSME der Stamm ,K23“ des FSME-Virus
(Katalog-Nummer: El 2661-9601 G).
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Technische Durchfihrung gemaf Herstellerangaben:
Proben-Inkubation und Konjugat-Inkubation jeweils 30 Minuten bei Raum-
temperatur, Substrat-Inkubation 15 Minuten bei Raumtemperatur
Enzymkonjugat: Peroxidase-markiertes Anti-Human-IgG vom Kaninchen
Chromogen/Substrat-Losung: TMB/H20,
Stopp-L6sung: 0,5-molare Schwefelsaure
Semiquantitative Analyse
Spezifitat: 100 %, Sensitivitat: 100 %

Grenzwerte FSME-IgG-ELISA EUROIMMUN

IgG Index > 1,1: IgG positiv
IgG Index < 1,1 und > 0,8: grenzwertig, nicht eindeutig
IgG Index < 0,8: IgG negative

2.2.1.6 Dengue-lgG-ELISA EUROIMMUN

Zum Nachweis von Antikérpern gegen das Dengue-Virus dient eine hochgereinigte
Praparation von Dengue-Viruspatikeln Typ Dengue 2 als Antigen (Katalog-Nummer: El
266b-9601 G).

Technische Durchfihrung gemal Herstellerangaben:
Proben-Inkubation und  Konjugat-Inkubation jeweils 30 Minuten bei
Raumtemperatur, Substrat-Inkubation 15 Minuten bei Raumtemperatur
Enzymkonjugat: Peroxidase-markiertes Anti-Human-IgG vom Kaninchen
Chromogen/Substrat-Losung: TMB/H,0
Stopp-L6sung: 0,5-molare Schwefelsaure
Semiquantitative Analyse
Spezifitat: 100 %, Sensitivitat: 100 %

Grenzwerte Dengue-lgG-ELISA EUROIMMUN:
IgG Index > 1,1: IgG positiv
IgG Index < 1,1 und > 0,8: grenzwertig, nicht eindeutig
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IgG Index < 0,8: IgG negative

2.2.2 Immunfluoreszenztest

Die Anbindung von Antikdrper an verschiedene Fluorochrome erfolgt ohne
nennenswerte Beeintrachtigung ihrer immunologischen Eigenschaften. Diese Tatsache
und die Moglichkeit der Sichtbarmachung dieser Farbstoffe im Fluoreszenzmikroskop
mittels UV-Anregung macht man sich beim Immunfluoreszenztest (IFT) zu Nutze, wobei
auch hier zwischen dem direkten IFT zum Antigennachweis in Gewebeschnitten,
Zellpraparationen oder mikrobiologischen Praparaten und dem indirekten IFT zum
Nachweis von Antikdrpern im Patientenserum unterscheidet (Neumeister, 2003). Bei
letzterem wird das entsprechende Antigen auf einem Objekttrager fixiert, im
Patientenserum vorhandene Antikdrper binden an und werden mittels Fluoreszenz-
farbstoff-markierter Anti-Human-AK im Fluoreszenzmikroskop sichtbar (Schematische

Darstellung in Abbildung 47). Positive Proben konnen stufenweise austitriert werden.

Zum Einsatz kam jeweils Testsatze zum Nachweis von Antikdrpern der Klasse 1gG der
Firma EUROIMMUN, Libeck, mit den folgenden Katalog-Nummern:

WNV: F1 2662-1005 G
Dengue: Fl 266a-1005 G
FSME: FI1 2661-1005 G

Die Durchfuhrung erfolgte gemal den Herstellervorgaben unter Beachtung der
jeweiligen Testprotokolle (Abbildung 48 zeigt schematisch dargestellt den firmenseitig
vorgegebenen Testablauf). Die Serumproben wurden zunachst verdinnt und 25 pl des
verdinnten Serums je Reaktionsfeld pipettiert. Positive und negative Kontrollen wurden
jeweils mitgefuhrt. Nach der entsprechenden Inkubationszeit (30 Minuten bei
Raumtemperatur) und Waschung der Objekttrager fur 5 Minuten mit mitgeliefertem
Phosphatpuffer (PBS-Tween) wurde jeweils 20 yl markiertes Anti-Human-IgG von der
Ziege aufgetragen. Nach erneuter Inkubation (30 Minuten bei Raumtemperatur) und
Waschung erfolgte die Auswertung mittels Fluoreszenzmikroskop (Axiostar plus, Fa.

Zeiss, Jena).
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Technische Daten Fluoreszenzmikroskop:
Objektiv 40-fache VergrofRerung
Anregungsfilter: 488 nm
Farbteiler: 510 nm
Sperrfilter: 520 nm
Lichtquelle: Quecksilberdampflampe, 100 Watt

. oot g

Speafischer humaner - Unmarkierte Zelle mit Antigen ist

Antikorper an Objekttrager angebunden

- spezificher humaner Antikérper
bindet an Antigen

- FITC-markierter Anti-Human-
Antikorper bindet an Human-AK

FITC-Anti-Human-Antikorper

Abb. 47: Schematische Darstellung IFT (FITC = Fluorescein als Farbstoff)

Bereits 1996 wiesen Darwish et al. nach, dass der IFT, gegenlber dem ELISA, bei der
Diagnostik einer WNV-Infektion eine hohere Spezifitdt aufweist. Bezuglich der
Sensitivitat zeigte sich der ELISA Uberlegen, wobei der positive pradiktive Wert
(Wahrscheinlichkeit, dass einem positiven Testergebnis tatsachlich ein positiver
Serostatus zu Grunde liegt) bei beiden Testarten Uber 80 % lag. Der negative pradiktive
Wert (Wahrscheinlichkeit, dass einem negativen Testergebnis tatsachlich ein negativer
Serostatus zu Grunde liegt) differierte deutlich. Er betrug fur den ELISA 66,7 % und far
den IFT 37 %.
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Abb. 48: Schematische Darstellung Durchfihrung ilFT (nach EUROIMMUN) mit den

einzelnen Arbeitsschritten in der zeitlichen Abfolge
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2.2.3 Plague-Reduktions-Neutralisations-Test (Plaque Reduction
Neutralization Test, PRNT)

Bei dem PRNT handelt es sich um eine immunologische Methode zum quantitativen
Nachweis von Antikorpern (Pschyrembel, 2002). Masri legte in einem Vortrag 2005 beim
Virginia Department of Health dar, dass die Durchfihrung eines PRNT nur bei einem
Nachweis von Antikérpern der Klasse IgM oder IgG sinnvoll ist. Insbesondere vor dem
Hintergrund, dass der PRNT hohe Kosten bei langer Testdauer und hohen
Sicherheitsstandards verursacht, ist diese Methodik nur zur wissenschaftlichen

Bestatigung der Diagnose durchzufuhren.

Der WNV-Neutralisationstest (WNV-NT) wurde mit verfigbaren WNV-Zellkulturen unter
BL-3-Bedingungen nach dem am Institut fur Mikrobiologie in Munchen evaluierten
Verfahren in den dortigen Laboratorien nach Dobler et al. (2007) durchgefuhrt.

2.3. Berechnungsgrundlagen

Die Bewertung der verwendeten Test-Sets erfolgte mittels folgender, standardisierter
Methoden:

Vierfelder-Test
Krankheit
krank gesund
Test positiv a b
negativ C d

2.3.1 Spezifitat

Anteil der Test-negativen unter den gesunden Probanden als von der Pravalenz

unabhangiges Mal}.
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Spezifitat =
b+d

2.3.2 Positiver pradiktiver Wert (Relevanz)
Wahrscheinlichkeit, bei einem positiven Testergebnis auch tatsachlich erkrankt zu sein,
wobei hier eine Abhangigkeit von der Pravalenz besteht und somit nur eine Berechnung
auf Basis des Gesamtprobenumfanges zulassig ist.

a

e

2.3.3 Positiver Likelihood-Quotient

Wahrscheinlichkeit eines positiven Testergebnisses bei einem Probanden, der
tatsachlich erkrankt war, im Verhaltnis zur Wahrscheinlichkeit eines positiven

Testergebnisses bei einem nicht betroffenen Probanden.

a

Lo =819

(b+d)

2.3.4 Chancen-Verhéltnis (Odds Ratio, OR)

Die Odds-Ratio kann bei einer geringen Pravalenz der Erkrankung als Ersatz fur das
Relative Risiko angewendet werden. Das Chancen-Verhaltnis ist ein Mal® dafur, um wie
viel groler die Chance zu erkranken in der Gruppe mit Risikofaktor ist, verglichen mit

der Gruppe ohne Risikofaktor.

a*d

OR =
b*c
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2.3.5 Konfidenzintervall (KI)

Das Konfidenzintervall (Schatzintervall) sagt aus, mit welcher Wahrscheinlichkeit ein
Wert innerhalb bestimmter Grenzen liegt. Beim 95 %-igen Konfidenzintervall liegt der
wahre Wert mit einer Wahrscheinlichkeit von 95 % innerhalb der angegebenen Grenzen.
Umfasst das Intervall nicht den Wert 1, so ist davon auszugehen, dass z.B.
Erkrankungswahrscheinlichkeit zweier durch das Expositionsverhalten differierenden

Gruppen signifikant verschieden ist.

+1,96*. 1+1+£+l

KI =OR*e =~ Vabed

2.3.6 Anzahl der notwendigen Screenvorgange (NNS)

Die Anzahl der notwendigen Screenvorgange (Number Needed to Screen, NNS) gibt, an
wie viele Personen an einer Screening Untersuchung teilnehmen mussen, um ein

unerwunschtes Ereignis zu verhindern.

1

NNS = A c , wenn folgender Vierfeldertest als Datenbasis dient:
A+B C+D
Zielpunkt
erreicht nicht erreicht
Malnahme 1 A B
Malinahme 2 C D

2.4 Software

Zur Grund legenden Datenerhebung wurden samtliche erbrachten Testergebnisse

erfasst und in einer eigens angelegten Datenbank auf Basis Microsoft® Access 2002
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gespeichert. Als weitere Hilfsmittel kamen Microsoft® Excel 2002 sowie Microsoft® Word
2002 zum Einsatz. Die Darstellung der Prozessketten erfolgte mittels ARIS® der Firma
IDS Scheer AG.

2.4.1 ARIS-Toolset™

Die Konzeption der Architektur integrierter Informationssysteme (ARIS) basiert auf
einem Integrationskonzept, das aus einer ganzheitlichen Betrachtung von
Unternehmensprozessen abgeleitet wird. Das ARIS-Toolset™ dient in erster Linie der
Modellierung von Prozessen (Scheer, 2001a) um diese, insbesondere im Rahmen der
Einfilhrung von SAP R/3®, zu analysieren und beziiglich der auftretenden Kosten bzw.
Zeitressourcen kritisch zu hinterfragen (Scheer, 2001b). Ein Prozess beschreibt den
Ablauf eines, sich in der Regel ahnlich wiederholenden Vorgangs vom definierten
Anfang bis zum definierten Ende. Dieser Ablauf wird durch eine zeitliche Abfolge von
Ereignissen, die wiederum Funktionen auslosen, dokumentiert. Die Prozess-
modellierung wird mit der Methode der ereignisgesteuerten Prozesskette (EPK)
durchgefuhrt (Scheer, 2001c).

2.4.2 Grundelemente der Prozessmodellierung
(ML Consulting GmbH, 2005)

Die Prozessmodelle beschreiben den Ablauf bezogenen Zusammenhang von
Funktionen. Folgende, in Abbildung 49 dargestellten, Grundelemente werden

verwendet:

. [ Prozessschnittstelle ’>
™,

Abb. 49: verwendete Grundelemente in den Prozessmodellen (Darstellung im ARIS-

Toolset™)
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Es qilt grundsatzlich, dass Ereignisse Funktionen auslésen und Funktionen Ereignisse

erzeugen, nachfolgend schematisch dargestellt (Abbildung 50).

Ereignisse ldsen Funktionen aus

Funktionen erzeugen Ereignisse

Abb. 50: Modell einer Prozesskette (Darstellung im ARIS-Toolset™)

Es kdnnen drei verschiedene Operatoren zur Verknupfung von variablen Wegen
Anwendung finden, welche in Abbildung 51 aufgefluhrt sind.

@ und @ oder @ exklusives oder

Abb. 51: verwendete Operatoren in den Prozessmodellen (Darstellung im ARIS-

Toolset™)



3. Eigene Ergebnisse

3.1 Probandenpopulation

Die erste Auswertung der Fragebogen ergab, dass 2037 (83,24 %) von 2447
abgegebenen Fragebdgen zusatzlich zu den abgefragten Informationen Angaben Uber
das Geburtsjahr der Probanden enthielten. Hieraus ergab sich ein mittleres Alter von

20,12 Jahren mit einer Spannweite von 17 bis 31 Jahren (Median 24 Jahre). Eine
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detaillierte Darstellung der Altersstruktur ist der Abbildung 52 zu entnehmen.
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Abb. 52: Alterstruktur der Probanden, X-Achse: Alter, absolute Zahlen und Prozent

2038 (83,29 %) der 2447 abgegebenen Fragebdgen enthielten Angaben Uber das
Geschlecht der Probanden. Hieraus ergab sich folgende Verteilung (Abbildung 53):
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Abb. 53: Geschlechterverteilung der Probanden; absolute Zahle und in Prozent

Die Mehrzahl der Probanden hatte ihren Heimatwohnort in den Postleitzahlregionen 0,

1 und 9. Insgesamt verteilen sich die Probanden wie folgt (Abbildung 54):

Rote Zahlen:

Blaue Zahlen:

Abb. 54: Heimatregion der Probanden

Anzahl Prozent
Region 0 1067 43,60
Region 1 332 13,57
Region 2 71 2,90
Region 3 172 7,03
Region 4 41 1,68
Region 5 95 3,88
Region 6 119 4,86
Region 7 51 2,08
Region 8 36 1,47
Region 9 379 15,49
k.A. 84 3,43

die drei Regionen, aus denen die

meisten Probanden stammten

die drei Regionen, aus denen die

wenigsten Probanden stammten
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3.2 Screening

3.2.1 West-Nil-Virus

Von den 2.447 Proben wurden in einem ersten Arbeitsschritt 2.225 mittels WNV 1gG
ELISA (WNV IgG DxSelect™) der Firma Focus Diagnostics einer Testung auf Antikdrper
der Klasse IgG unterzogen. Hierbei wurden insgesamt 511 Seren (22,97 % von 2.225)
als reaktiv bewertet, davon 439 (85,91 % von 511 / 19,73 % von 2.225) gemald der
firmenseitigen Testgrenzen als positiv und 72 (14,09 % von 511 / 3,24 % von 2.225) als
grenzwertig positiv. Der Mittelwert Uber alle positiven und grenzwertig positiven
Testergebnisse lag bei 2,377 mit einem Median bei 2,133.

Alle 511 Seren wurden daraufhin einer Zweittestung mit Mikrotiter-ELISA-IgG der Firma
EUROIMMUN AG Lubeck nachgetestet. Hiervon waren 167 (32,68 % von 511) ebenfalls
nach den vorgegebenen Testkriterien positiv, 81 (15,85 % von 511) grenzwertig und 263
(51,47 % von 511) negativ. Der Mittelwert Uber alle Ergebnisse betrug 0,987 mit einem
Median bei 0,769. Der Mittelwert der positiven und grenzwertigen Ergebnisse lag bei
1,576 mit dem Median bei 1,380. Die Ergebnisse beider Testreihen im Vergleich sind in
Abbildung 55 dargestellit.
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Abb. 55: Ergebnisse WNV-IgG-ELISA (positiv/negativ/grenzwertig im ersten Screening)
blau: IgG-ELISA DxSelect, violett: IgG-ELISA EUROIMMUN AG jeweils absolute Zahlen
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3.2.2 Frihsommer-Meningo-Enzephalitis-Viren

Alle 511 Seren, die im WNV IgG ELISA (WNV IgG DxSelect™) der Firma Focus
Diagnostics entweder positiv oder grenzwertig positiv auf WNV-AK reagiert hatten,
wurden auf FSME-Antikorper der Klasse 1gG mittels Mikrotiter-ELISA der Firma
EUROIMMUN getestet. Hierbei waren 27 Seren gemal der vorgegebenen Kriterien
grenzwertig (5,28 % von 511) und 387 (75,73 % von 511) positiv (Abbildung 56
Ergebnisse FSME-ELISA und Angabe zu Impfungen). Der Mittelwert Uber alle
Ergebnisse betrug 2,839 mit einem Median bei 2,614. Der Mittelwert der positiven und
grenzwertigen Ergebnisse lag bei 3,412 mit dem Median bei 3,010.
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Abb. 56: Ergebnisse FSME-ELISA und Impfanamnese

blau: positives Testergebnis, violett: im Fragebogen positive Angabe zu einer Impfung

Auffallend hierbei war, dass nur 1550 % aller positiv auf FSME-AK getesteten
Probanden, insgesamt 60, eine stattgehabte Impfung in der Vergangenheit angaben.
Von den grenzwertig getesteten Probanden war keinem eine Impfung erinnerlich oder

diese lag langer als 12 Monate zuruck. Bei drei, gemaly den gemachten Angaben im



-102 -

Fragebogen gegen FSME geimpften Probanden, waren keine Antikorper der Klasse 1gG
gegen FSME mittels ELISA im Serum nachweisbar. In den Abbildungen 57 und 58 ist
die regionale Herkunft der Probanden mit grenzwertigen bzw. positiven Testergeb-

nissen, auch im Vergleich zur Gesamtprobandenzahl, dargestellt.
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Abb. 57: Regionale Herkunft FSME-positiv/grenzwertig
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Abb. 58: Verteilung grenzwertiger / positiver FSME-ELISA bezlglich Regionen



- 103 -

Im Vergleich hierzu wird die regionale Herkunft derjenigen Probanden, die eine Impfung
in den vergangenen 12 Monaten vor der Blutentnahme gemal eigenen Angaben
erhalten hatten, vorgestellt (Abbildung 59). Rot gekennzeichnet ist hier jeweils die
Anzahl der Probanden aus Postleitzahlregionen, in denen sich Endemiegebiete mit einer

Impfempfehlung derzeit befinden oder zum Zeitpunkt der Impfung befanden.

. }‘ iy G
_—y ®

L ¥ ¢ PLZ Anzahl _ |Prozent
T 250 1 Region 0 33| 21.85%
5 7 SN N Region 1 15 9,93%
Y4 5 4 719 ¢ Region 2 0|  000%
- P R, Region 3 4] 2,65%
Yo 0 3y 3 4 Region 4 0 0,00%
Ao 9 ¢ 038 ) [Regions 0] 6,62%
14 S / Region 6 37| 24,50%
2 5 \-;j’\.-\,.--"av..z" *\l Region 7 15 9,93%
'\ 10 <37 Region 8 15|  9,93%
y ~64 9 Region 9 14 927%

o el Ny 14 - k.A. 8 5,30%

Abb. 59: Regionale Herkunft FSME-geimpfter Probanden, rot: Anzahl der Probanden
aus Postleitzahlregionen, in denen sich Endemiegebiete mit einer Impfempfehlung

derzeit befinden oder zum Zeitpunkt der Impfung befanden

Die detaillierte Analyse bei angegebener Postleitzahl zeigte, dass von 151 geimpften
Personen insgesamt nur 41 direkt in FSME-Endemiegebieten wohnhaft sind (27,15 %).
44 der 151 geimpften Probanden (29,14 %) hatten Auslandsaufenthalte in Endemie-

gebieten angegeben.
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3.2.3 Dengue-Virus

Alle 511 Seren, die im WNV IgG ELISA (WNV IgG DxSelect™) der Firma Focus
Diagnostics entweder positiv oder grenzwertig positiv auf WNV-AK reagiert hatten,
wurden zur Ausdifferenzierung der ursachlichen Flavivirusinfektion einer Testung auf
Dengue-Antikdrper der Klasse IgG mittels Mikrotiter-ELISA der Firma EUROIMMUN
unterzogen. Hierbei waren 66 Testseren gemaf der vorgegebenen Kriterien grenzwertig
(12,92 % von 511) und 124 (24,27 % von 511) positiv. Der Mittelwert Uber alle
Ergebnisse betrug 0,791 mit einem Median bei 0,592. Der Mittelwert der positiven und
grenzwertigen Ergebnisse lag bei 1,479 mit dem Median 1,270 bei.

3.3. Weitergehende Testung zu Bestatigung des fur die

Serokonversion verantwortlichen Flavivirus

Nach Auswertung der unter 3.1. aufgezeigten Screeningergebnisse (Abbildung 60)

wurden weitergehende Testreihen zur Differenzierung der Ergebnisse durchgefuhrt.
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Abb. 60: Gesamtlbersicht der Screeningergebnisse beziglich WNV (grin), FSME-
(violette) und Dengue-Virus (blau) mittels IgG-ELISA EUROIMMUN jeweils Anzahl

Ergebnisse negativ, grenzwertig oder positiv
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Einer kompletten Testung wurden diejenigen Proben unterzogen, bei denen der
gemessene Extinktionswert des WNV-ELISA groR3er als der beim FSME-ELISA war und
mindestens ein Extinktionswert grofier 0,8 — demnach positiv oder grenzwertig — war.
Letztgenannte Kriterien trafen fur insgesamt 26 Probandenseren zu. Bei der
Konstellation vice versa wurde davon ausgegangen, dass es sich bei der Reaktion im
WNV-ELISA um eine Kreuzreaktion mit den im Serum vorhandenen Antikdrpern gegen
FSME handelt. Ein Extinktionswert beim Dengue-ELISA, welcher den gemessenen Wert
des WNV-ELISA Uberschritt, wurde nicht als Ausschlusskriterium fir die Anwendung
des IFT gewertet (Immunfluoreszenz-Serie 1). Ebenfalls in die zweite Teststufe wurden
diejenigen Seren aufgenommen, bei denen der Extinktionswert im FSME-ELISA den
Wert 10,00 Uberstieg, was bei insgesamt 9 Probanden der Fall war (Immunfluoreszens-
Serie 2).

3.3.2 Ergebnisse Immunfluoreszenzserie 1

Bei der vollstandigen Testung der 26 Probenseren, bei denen auf Grund der
Extinktionswert-Konstellation weiterhin der Verdacht auf einen Kontakt mit West-Nil-
Virus bestand, ergab der Immunfluoreszenztest die folgenden Ergebnisse (Ubersicht
Abbildung 61, Detail Tabelle 6).

WNY Dengue

OFT neg
mIFT pos

2T%

73% FSME

35%

65%

Abb. 61: Prozentualer Anteil positiver IFT im Bezug auf die 26 Probanden, bei denen

weiterhin der Verdacht auf einen Kontakt mit \West-Nil-Virus bestand,
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Tabelle 6: Ergebniskonstellationen Immunfluoreszenzserie 1 im Bezug zu Ergebnissen
WNV-, FSME- und Dengue-lgG-ELISA

Ergbnis gesamt IgG WNV ELISA IgG FSME ELISA IgG Dengue ELISA
IFT pos gw neg pos gw neg pos neg
WNV /
FSME/
Dengue
negativ:

nur FSME
positiv:

FSME
und
Dengue
positiv:
WNV /
FSME/
Dengue
positiv:

17 11 4 2 1 4 12 1 16

Alle 7 Seren, bei denen mindestens ein positiver oder grenzwertiger Titer im WNV-IFT
vorlag, wurden im letzten Analyseschritt einem WNV-PRNT unterzogen. Ebenso wurde
bei allen 8 positiven Dengue-Virus-IFTs ein Dengue-Virus-PRNT durchgefuhrt. Hierbei
waren bei keinem der Probanden spezifische Antikorper gegen das West-Nil-Virus

nachweisbar.

Bei zwei Probanden konnte der positive Nachweis einer stattgehabten Dengue-Virus-
Infektion erbracht werden. In beiden Fallen waren die ELISA bezuglich WNV und
Dengue positiv, wobei der Extinktionswert im Dengue-ELISA denjenigen im WNV-ELISA
Uberstieg. In einem Fall ergab der FSME-ELISA ebenfalls ein positives Ergebnis, der
Wert lag jedoch unterhalb dem des Dengue-Tests. Im anderen Fall war der FSME-

ELISA nur grenzwertig positiv.

Fall 1:

Mannlich, 1985 geboren, wohnhaft im Raum Schwerin/Mecklenburg-Vorpommern.
Auslandsaufenthalte in  GroRbritannien, Agypten, Polen und der Tirkei. Keine
Impfungen oder fieberhafte Erkrankungen erinnerlich.

Titerkonstellation im IFT: WNV negativ FSME 1:20 Dengue 1:80
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Fall 2:

Keine Angaben zu Alter oder Geschlecht, wohnhaft im GroRraum Wesel/Nordrhein-
Westfalen. Auslandsaufenthalt in Benin. Gelbfieberimpfung erinnerlich, jedoch keine
fieberhafte Erkrankung.

Titerkonstellation im IFT: WNV 1:640 FSME 1:640 Dengue > 1:1280

Eine Testung mittels PRNT beziglich FSME erfolgte nicht, da eine Unterscheidung, ob
es sich hierbei um Kontakte mit dem Wildvirus oder um eine stattgehabte Impfung -
entweder vom Probanden angegeben oder als ,nicht erinnerlich® vermerkt — handelt,

nicht mdglich ist und daher als nicht sinnvoll erschien.

3.3.3 Ergebnisse Immunfluoreszenzserie 2

Von allen neun Probanden, die einen Extinktionswert grofRer 10 im FSME-ELISA
aufwiesen, war keinem eine entsprechende Impfung in den vergangenen 12 Monaten
erinnerlich. Von vier Probanden, welche die Frage nach grippedhnlichen Symptomen
positiv beantwortet hatten, wurde von keinem die Frage nach einer Beteiligung des

zentralen Nervensystem im Sinne einer Enzephalitis oder Meningitis bejaht.

Drei der neun betroffenen Probenden leben in Hochrisikogebieten bzw. angrenzenden
Landkreisen in Deutschland (Postleitzahl in der Tabelle rot markiert), zwei im Bereich
Landkreis Hildburghausen und einer im Saale-Holzland-Kreis. Die detaillierte
Ergebniskonstellation ist der Tabelle 7 zu entnehmen, inklusive der Ergebnisse des
hierbei ebenfalls durchgefuhrten WNV-Aviditatstest mittels EUROIMMUN-Mikrotiter-
ELISA.
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Tabelle 7: Ergebniskonstellationen Immunfluoreszenzserie 2, rot: PLZ aus

Hochrisikogebieten bzw. angrenzenden Landkreisen

Lfd.Nr.|Aviditats-| FSME | WNV | WNV |Dengue|Dengue| fieberhafte | Wohnort Auslands-
index in Titer |ELISA| Titer | ELISA| Titer |Erkrankung| PLZ |aufenthalte (FSME-
Prozent Gebiete)

1 93,8 >1:160] gw 1:80] gw 1:80 ja 373XX |Osterreich

2 94,7| > 1:2560, pos 1:160| pos 1:1280 nein 985XX |nein

3 96,5 > 1:160| pos 1:80| pos 1:160 ja 985XX |Osterreich

4 72,3| >1:160] pos 1:80] pos 1:160 nein 044 XX |nein

5 87,2| > 1:2560| pos 1:80| pos 1:640 nein 083XX |Polen, Tschechien
6 110] > 1:2560| pos | 1:1280| pos 1:640 ja 096XX |Ungarn

7 91,6| > 1:2560| pos | 1:2560| pos 1:640 ja 091XX |Polen

8 82,5 > 1:2560| pos 1:80] pos 1:320 nein 077XX |nein

9 81,4| > 1:2560, pos | 1:1280] pos 1:1280 nein 017XX |Ungarn, Tschechien

Die Bestimmung der Aviditatsindices der WNV-IgG-AK ergab in keinem Fall einen
Hinweis auf eine akute Infektion. In diesem Zusammenhang wurde bei insgesamt 52
Serumproben einem WNV-IgG-Aviditats-ELISA durchgefihrt. Hier wies bei insgesamt

drei Proben der Aviditatsindex auf niedrig-avide Antikérper gegen WNV hin.

Tabelle 8 (Ausschnitt): Ergebnisse Aviditatstest mittels EUROIMMUN-Mikrotiter-ELISA

(vollstandige Auflistung auf der Folgeseite Tab. 8a), rot: Aviditatsindex < 50 %

Lfd.Nr. |Aviditatsindex in| FSME ELISA WNV ELISA | Dengue ELISA
Prozent
38 49,6 0,352 0,737 0,093
44 53,3 2,612 0,921 0,577
45 38,7 1,758 0,991 0,502

In den beiden Fallen, in denen der Aviditatsindex unter 50 % lag (rot markiert), wurde
sowohl mittels ELISA als auch mittels ilIFT auf das Vorhandensein von Antikdrpern der

Klasse IgM gegen WNV getestet. Die Ergebnis waren jeweils negativ.

Insgesamt waren von den 52 Seren, bei denen die Differenzierung zwischen niedrig-
und hoch-aviden Antikérpern vorgenommen wurde, 31 im WNV-ELISA negativ (59,62
%), 8 grenzwertig positiv (15,38 %) und 13 eindeutig positiv (25,0 %).



Tabelle 8a: Vollstandige Ergebnisse Aviditatstest mittels EUROIMMUN-Mikrotiter-ELISA
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Lfd.Nr. |Aviditatsindex in| FSME ELISA WNV ELISA | Dengue ELISA
Prozent Extinktionswert | Extinktionswert | Extinktionswert
10 98,2 0,509 0,111 0,103
11 89,3 1,412 0,139 0,097
12 147.,5 0,333 0,144 0,179
13 93,3 0,679 0,149 0,115
14 93,0 0,897 0,164 0,145
15 88,9 0,600 0,189 0,127
16 93,5 8,455 0,198 0,347
17 100,0 0,352 0,217 0,206
18 85,5 0,697 0,232 0,123
19 93,0 2,982 0,257 0,260
20 87,7 5,709 0,282 0,456
21 70,4 1,533 0,297 0,212
22 104,7 1,042 0,328 0,163
23 90,4 6,467 0,455 0,462
24 86,8 4,964 0,461 0,437
25 84,4 1,885 0,471 0,222
26 82,0 7,727 0,477 0,365
27 65,6 5,261 0,502 0,504
28 87,6 6,230 0,502 0,720
29 96,0 3,121 0,545 0,681
30 95,0 8,624 0,573 0,796
31 66,8 8,527 0,574 0,327
32 88,2 5,255 0,582 0,575
33 62,7 3,673 0,585 0,474
34 76,8 6,121 0,604 0,567
35 79,2 0,812 0,607 0,635
36 82,3 5,642 0,693 0,563
37 72,8 2,776 0,715 0,419
38 49,6 0,352 0,737 0,093
39 68,9 1,067 0,740 0,206
40 72,7 7,830 0,755 0,873
41 93,0 9,067 0,809 0,887
42 100,0 7,321 0,848 0,579
43 86,7 5,903 0,848 0,790
44 53,3 2,612 0,921 0,577
45 38,7 1,758 0,991 0,502
46 79,4 9,691 0,994 1,177
47 70,7 9,382 1,006 0,911
48 87,5 9,770 1,232 1,359
49 76,9 9,836 1,263 1,425
50 74,8 4,430 1,350 1,052
51 89,1 9,139 1,415 1,008
52 76,9 7,964 1,542 0,879
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3.3.3 Statistische Auswertung

Nach Abschluss aller Testserien ergaben sich folgende Werte fir die jeweils
verwendeten standardisierten Produkte, wobei eine Sensitivitat von 100 % geman

Herstellerangaben den Berechnungen zu Grunde gelegt wurde.

Tabelle 9: Statistische Auswertung

Test Spezifitat | Positiver | Positiver
pradiktiver|Likelihood-
Wert Quotient
WNYV IgG DxSelect™ 0,770
WNV-IgG-ELISA EUROIMMUN 0,889
Dengue-IgG-ELISA EUROIMMUN| 0,915 0,011 11,824
WNV-IFT EUROIMMUN 0,731
Dengue-IFT EUROIMMUN 0,692 0,200 3,250

In den folgenden Tabellen sind die Einzelwerte in der Vierfeldertafel im Detail
dargestellt. Eine statistische Auswertung kann auf Grund der Nicht-Differenzierbarkeit
zwischen stattgehabter Impfung und durchgemachter Erkrankung bei den FSME-Tests

nicht erfolgen.

Tabelle 9a: WNV-IgG-ELISA DxSelect™

Krankheit gesamt
krank gesund
Test positiv 0 511 511
negativ 0 1714 1714
gesamt 0 2225 2225
Tabelle 9b: WNV-IgG-ELISA EUROIMMUN
Krankheit gesamt
krank gesund
Test positiv 0 248 248
negativ 0 1977 1977
gesamt 0 2225 2225
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Tabelle 9c: Dengue-IgG-ELISA EUROIMMUN

Krankheit gesamt
krank gesund
Test p03|t|Y 2 188 190
negativ 0 2035 2035
gesamt 2 2223 2225
Tabelle 9d: WNV-IFT EUROIMMUN
Krankheit gesamt
krank gesund
Test pOSItIY 0 7 7
negativ 0 19 19
gesamt 0 26 26
Tabelle 9e: Dengue-IFT EUROIMMUN
Krankheit gesamt
krank gesund
Test posm\./ 2 8 10
negativ 0 18 18
gesamt 2 26 28

3.3.4 Auswertung Reiseanamnese

Von 2447 Teilnehmern, die den Fragebogen im Rahmen der Studie beantwortet hatten,
waren 1530 (62,53 %) in den drei Jahren vor der Blutentnahme im Ausland gewesen.
So hatten z.B. 292 Probanden einen oder mehrere Aufenthalte in Italien angegeben. In
nachfolgender Tabelle 10 sind die Top-20-Reiseziele dargestellt. Vor dem Hintergrund
zweier nachgewiesener Dengue-Infektionen wurden die Reisegebiete auch dahin-
gehend beurteilt, ob es sich gemal Center for Disease Control and Prevention in Atlanta
um Dengue-Endemiegebiete bzw. um Verbreitungsgebiete des Hauptubertragers Aedes
aegypti handelt. Die entsprechende Verteilung kann der Tabelle 10 a entnommen

werden.
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Tabelle 10: Top-20-Reiseziele im Probandenkollektiv (absolute Zahlen)

Land Anzahl Land Anzahl
1lltalien 292 11|Kroatien 87|
2Spanien 289 12Benelux-Staaten 73
JTschechien 225 13Griechenland 54
4(Osterreich 180 14[Tunesien 52
5Turkei 151 15Agypten 48
6Polen 129 16Bulgarien 46
7Ungarn 118 17USA und Kanada 49
8Frankreich 107 18Schweiz 25
9Skandinavien 94 19Dominikanische Rep. 14

10/GroRbritannien und Irland 87 20Portugal 11

Als weitere Reiseziele aul3erhalb Europas wurden genannt:
> Mittel- und Stdamerika inklusive Karibik:
e Bolivien, Brasilien, Haiti, Kuba, Mexiko
» Asien und arabische Halbinsel:
e Singapur, China, Philippinen, Vietnam, Indonesien, Malediven, Thailand, Sri
Lanka, Vereinigte Arabische Emirate
> Afrika:
e Libyen, Marokko, Sambia, Benin, Seychellen, Sudafrika
Des weiteren waren Rumanien, alle baltischen Staaten, sowie Russland und

Kasachstan mindestens jeweils einmal als Reiseziel angegeben worden.

Tabelle 10 a: Verteilung der Reisenden hinsichtlich Dengue-Endemiegebiete/Reisen ins

Verbreitungsgebiet Aedes aegypti

Anzahl
Verbreitungsgebiet Aedes aegypti 47
Dengue-Endemiegebiet 52

Insgesamt hatten somit 4,45 % aller Probanden potentielle Dengue-Verbreitungsgebiete

bereist.
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4. Diskussion

4.1 West-Nil-Virus

Trotz zahlreicher Publikationen, in denen gezeigt werden konnte, dass das West-Nil-
Virus zumindest in Teilen Europas endemisch ist, konnte - obwohl hierbei erstmalig auf
geografische Regionen mit erhohter bzw. vermuteter WNV-Aktivitat fokussiert wurde -
kein positiver Nachweis einer in Deutschland erworbenen Infektion bei den untersuchten
Blutproben nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis der Studie deckt sich mit den
zwischenzeitlich in einer Pressemitteilung des Robert-Koch-Institutes (2007) in
Zusammenarbeit mit dem Paul-Ehrlich-Institut und dem Bernhard-Nocht-Institut
veroffentlichten Erkenntnissen. Allerdings waren die Probandenseren der dieser
Meldung zu Grunde liegenden Studie (Pfleiderer et al., 2008) durch den Blutspende-
dienst Hessen (Hauptsitz Frankfurt/Main) gewonnen worden. Somit stammte die
Uberwiegenden Mehrzahl der Spender aus Regionen, in denen die Wahrscheinlichkeit
einer Einschleppung des West-Nil-Virus erheblich geringer anzunehmen ist als in

geografischer Nahe zu bestatigten oder vermuteten Endemieregionen.

Im Gegensatz hierzu wurden die Seren in der eigenen Studie bei Uberwiegend bei
Probanden gewonnen, die in Regionen Deutschlands leben, die an vermutete oder
gesicherte Endemiegebiete des West-Nil-Virus angrenzen oder eine Einschleppung
durch Vektorenwanderung am wahrscheinlichsten ist. Abbildung 62 zeigt in einer
Ubersicht die durch Hubélek und Halouzka (1999b) angefiihrten Falle. In der Abbildung
sind sowohl direkte Virusnachweise in Stechmucken, Wirbeltieren oder Menschen
aufgefuhrt (schwarzer Punkt), als auch Erkrankungsfalle bei Pferden oder Menschen,
die labortechnisch bestatigt worden waren (schwarze Vierecke). Die schraffierten
Flachen und die Kreise markieren Gebiete, in denen Antikdrper gegen das Virus in

Wirbeltieren nachgewiesen werden konnte.
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Abb. 62: vermutete oder gesicherte Endemiegebiete des West-Nil-Virus,

schwarzer Punkt: direkte Virusnachweise in Stechmicken, Wirbeltieren oder Menschen,
schwarzes Viereck: labortechnisch bestatigte Erkrankungsfalle bei Pferden oder
Menschen, Kreise und schraffierte Flachen: Auftreten von Antikorpern gegen WNV in

Wirbeltieren

Auf Grund der vorliegenden Ergebnisse in Verbindung mit den neuesten
Untersuchungsergebnissen des RKI (Pfleiderer et al., 2008) ist in Deutschland nicht mit
der Zirkulation des WNV und daher mit autochthonen WNV-Erkrankungen zu rechnen.
Klimatische Untersuchungen zur WNV Epidemiologie in der Region Volgograd,
Russland (Platonov, 2006), in der 1999 Uberraschend eine Epidemie mit 326 bestatigten
Erkrankungs- und vierzehn Todesfallen stattfand, gehen von Mindestdurchschnitts-
temperaturen von gréfRer/gleich 3 °C in den Wintermonaten Dezember bis Marz und
grolRer/gleich 22 °C in den Sommermonaten Juni bis September als klimatische
Grundvoraussetzungen fir eine mogliche WNV-Epidemie aus. Neben kontinuierlicher
WNV-Aktivitat in den entsprechend warmen europaischen Mittelmeerregionen z.B.

Sudfrankreich und ltalien ist eine gesicherte WNV-Zirkulation in Mitteleuropa nur im
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sudlichen Ungarn bei Gansen nachgewiesen worden (Glavits et al., 2005). Demnach
ware eine Erklarung, wonach eine Endemisierung des WNV in Deutschland nicht zu
erwarten ist, die mitteleuropaischen klimatischen Bedingungen. In wie weit die
postulierte globale Klimaerwarmung in einigen Regionen Mitteleuropas kulnftig eine
Ausbreitung des WNV nach Deutschland ermdglichen wird, ist bislang unklar. Im
Gegensatz zur Theorie von Platonov (2006) muss allerdings berlcksichtigt werden,
dass die von ihm angeflihrten Mindesttemperaturen zumindest in den Wintermonaten in
zahlreichen Verbreitungsgebieten auf dem nordamerikanischen Kontinent in keiner
Weise erreicht werden. So sinken z.B. in der Region Manitoba in Kanada, in der mit die
meisten Erkrankungsfélle aufgetreten waren, die Temperatur in den Wintermonaten
deutlich unter -10 °C und Ubersteigen auch in den Sommermonaten nicht grundsatzlich
uber den gesamten Zeitraum die hier postulierte Grenze von grof3er/gleich 22 °C (world
book, 2008). Insgesamt kann zumindest angenommen werden, dass allein die
Klimabedingungen kein Hindernis fur ein mogliches endemisches Auftreten des West-

Nil-Virus darstellen.

Die wahrend der Oder-Flutkatastrophe im Jahr 1999 nachgewiesenen Infektionen
konnten retrospektiv — insbesondere weil bei der Elbe-Donau-Flut 2002 keine Aktivitat
aufgezeigt wurde (Hubalek et al., 2005) — als Rabensburg-Virus identifiziert werden. Es
wird diskutiert, ob es sich bei dem Rabensburg-Virus um ein neues Flavivirus oder eine
neue WNV-Linie handelt (Bakonyi et al., 2005). Nach diesen Erkenntnissen ist davon
aus zu gehen, dass wahrend der Oderflut in der Tschechischen Republik nicht das

bisher bekannte humanpathogene WNV, sondern das Rabensburg-Virus zirkulierte.

Vor dem Hintergrund der weiterhin zunehmenden Reisetatigkeit und dem ebenso
diskutierten Klimawandel missen jedoch auch nach Meinung des Robert-Koch-Institutes
die Mdglichkeiten fur eine effektive Surveillance, insbesondere flur die Sicherheit von

Bluttransfusionen und Organtransplantationen, entwickelt werden.

Der erstmalige Ausbruch von Chikungunya-Fieber (Angelini et al., 2007) in Norditalien
beweist, dass neben den zuvor schon heimischen potentiellen Vektoren in Europa die

1990 nach Europa eingeschleppte multiresistente Variante der Tigermucke (Aedes



- 116 -

albopictus / Stegomyia albopicta) den Ausbruch von Vektor assoziierten Erkrankungen

beglnstigen kann.

Nach einer Meldung der Suddeutschen Zeitung (Budde, 2007) konnte bei Rastatt am
Oberrhein im September 2007 erstmals ein Gelege von Aedes albopictus nachgewiesen
werden. In Abbildung 63 sind die derzeit gesicherten Verbreitungsgebiet dargestellt.
Dunkelblau gekennzeichnet sind die urspringlichen Verbreitungsgebiete, grinblau die
Regionen, in welche die Einschleppung in den vergangenen 30 Jahren stattgefunden
hat.

dunkelblau: urspringliches Vorkommen
grunblau: Einschleppung in vergangenen 30 Jahren

Abb. 63: Verbreitungsgebiete Aedes albopictus (Gancho, 2007) als maoglicher Vektor
verschiedener humanpathogener Viren, u.a. des WNV

Marr und Calisher legten 2003 in einer Veroffentlichung dar, dass der Tod von
Alexander dem GrofRen im Jahr 322 vor Christi Geburt méglicherweise auf eine Infektion
mit dem West-Nil-Virus zurick zu fuhren sein konnte. Letztendlich ist diese
Todesursache rein spekulativ, jedoch zeigen die Autoren auf, dass es sich hier um einen
fur diese Zeit relativ gut dokumentierten Fall einer ,Reisekrankheit* bzw. um eine

Erkrankung, die sich ein Soldat im Auslandseinsatz erworben hat, handelt. Diese
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Problematik hat an Aktualitat nichts verloren, da sich Angehodrige der Bundeswehr im
Rahmen ihres neuen, weltweiten Aufgabenspektrums in teilweise hochendemischen
WNV-Regionen aufhalten. So konnte in der Region Kunduz, im Norden Afghanistans
gelegen, kurzlich eine WNV-Seropravalenz von 22,1 % nachgewiesen werden (Dobler
et al., 2006). Obwohl im derzeitigen Einsatzraum Djibouti 2005 mehr als zehn Falle und
2007 fanf Falle von WNV-Erkrankungen bei franzdésischen Soldaten und deren
Angehdrigen nachgewiesen werden konnten (personliche Mitteilung Dr. Jacques
Bougeére, Hépital Bouffard, Djibouti Ville, Djibouti), sind aktuelle Seropravalenzdaten

wegen fehlender Studien derzeit nicht verfugbar.

Im Vergleich mit den im Jahr 2000 bekannten Verbreitungsgebieten verschiedenster
Flaviviren (Abbildung 64) und den unter 3.3.4 ermittelten und dargestellten Reisezielen
der Probanden wird deutlich, dass ein entsprechender Kontakt mit dem West-Nil-Virus
sowohl bei innereuropaischen wie bei aullereuropaischen Reisezielen moglich gewesen
ware. Die trifft insbesondere, vor dem Hintergrund der zunehmenden Verbreitung, auf
die Vereinigten Staaten von Amerika und in Kanada zu, welche auf nachstehender

Abbildung noch nicht erfasst ist.

Die Darstellung macht auch deutlich, dass Pfleiderer et al. (2008) im Rahmen ihrer
Probengewinnung durch die bestehenden Beschrankungen fir das Blutspendewesen
einen grolRen Teil derjenigen Reisenden, welche potentielle Endemiegebiete
verschiedenster Flaviviren besucht hatten, ausschlossen. Allerdings unterliegt ein Teil
der in der Abbildung 64 ausgewiesenen Endemiegebiete keinerlei Beschrankungen flr
das Blutspendewesen. Von den getesteten Probanden war weiterhin keine detaillierte
Reiseanamnese erfasst worden, so dass bei einer moglichen nachgewiesenen Infektion
mit dem West-Nil-Virus nur sehr schwer eine Infektion an einem aullerhalb der
Bundesrepublik Deutschland gelegenen Ort hatte eindeutig ausgeschlossen werden

konnen.
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. St.Louis-Enzephalitis . West-Mile-"irus und Japanische Enzephalitis
€ Rocio- und 5t Louis-Enzephalitis (Brasilien) € West-Mile-Virus

6 Japanische Enzephalitis

&3 Japanische und Murray-Yalley- Enzephalitis (@ Murray-valley-und Kunjin-Enzephalitis

Abb. 64: Verbreitungsgebiete verschiedener Flaviviren ohne FSME und Dengue- Fieber,
Stand 2000 (CDC, 2005)

Vor dem Hintergrund der gesicherten Verbreitung des West-Nil-Virus in Teilen Afrikas
und Asiens sowie dem gesamten nordamerikanischen Kontinent ist durch den
Ausschluss von Personen mit einer entsprechenden Reiseanamnese und/oder einer
akut fieberhaften Erkrankung von einer Blutspende nach derzeitigem Sachstand eine
ausreichende Sicherheit von Blutprodukten gegeben. Zwar wird das West-Nil-Virus
explizit nur bezuglich Aufenthalten in Endemiegebieten, als Beispiel werden der
nordamerikanischen Kontinent und Mexiko angeflhrt, genannt. Ein GroRteil des

Verbreitungsgebietes aulerhalb Europas wird jedoch zusatzlich durch den
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Sperrvermerk bezuglich Malaria-Endemiegebiete abgedeckt. In Abbildung 65 ist der

derzeitige Sachstand der Malaria-Ausbreitung dargestellt.

. Malaria-Endemiegebiete

Abb. 65: Verbreitungsgebiete der Malaria (CDC, 2004) blau gekennzeichnet

Derzeit gelten die folgenden Ausschlusskriterien beziglich Auslandsaufenthalten

(Zentrales Institut des Sanitatsdienstes der Bundeswehr, 2007):

- nach Besuch eines Malaria-Endemiegebietes fir mindestens 6 Monate

- Personen, die in einem Malaria-Endemiegebieten geboren oder aufgewachsen sind oder die
zeitweilig ihren Lebensmittelpunkt dort hatten fur 4 Jahre nach Verlassen der Region. Vor
Aufnahme der Spendetatigkeit muss die Infektiositdt mittels eines validierten
immunologischen oder Nukleinsédure-Nachweistests ausgeschlossen werden

- Personen, die aus einem Gebiet eingereist sind, in dem sie ihrem zeitweiligen
Lebensmittelpunkt hatten, und in dem sich HBV-, HCV-, HIV- oder HTLV-1/-1l-Infektionen
vergleichsweise stark ausgebreitet haben fir 4 Monate nach dem letzten Aufenthalt;
Zulassung zur Spende im Falle kirzerer Aufenthalte kann nach arztlicher Beurteilung
erfolgen.

- bei besonderen epidemiologischen Situationen angepasst an die entsprechende Situation
(z.B. Personen, die sich in den letzten 4 Wochen in einem SARS-Endemiegebiet aufgehalten
haben)
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- nach Verlassen eines Gebietes mit saisonal fortlaufender Ubertragung des Westnil-Virus auf
Menschen fir 4 Wochen, sofern keine Genomtestung durchgefihrt wird (z.B.
nordamerikanischer Kontinent und Mexiko jeweils in der Zeit vom 1. Juni bis 30.
November)

- nach Aufenthalt in einem Chikungunya- Endemiegebiet in den letzten zwei Wochen:
alle afrikanischen Staaten sudlich der Sahara, sowie der gesamte ostasiatische Raum u. die

Inseln Mauritius, Seychellen und La Reunion fur 2 Wochen

Hieraus ergibt sich ein Restrisiko bezlglich Auslandsaufenthalten in europaischen
Landern mit einem sporadischen Auftreten des WNV, sowie in vorder- und
zentralasiatischen Staaten. Auf Grund der vielfach beschriebenen inapparenten Verlaufe
kann es hier zumindest theoretisch zu einer Ubertragung im Rahmen einer
Bluttransfusion kommen. Ein sicherer Ausschluss ware derzeit nur mdglich, wenn alle
gewonnenen Spende einem direkten Nachweis von eventuell im Spenderblut
enthaltener Virus-RNA unterzogen werden wuirde. Bei den hierfir an zu setzenden
mittleren Gesamtkosten von € 40,90 gemall ,Einheitlicher Bewertungsmalstab®, kurz
EBM, (KBV, 2008), ist dies aus betriebswirtschaftlicher Sicht ab zu lehnen. Es muss
allerdings hierbei bertcksichtigt werden, dass eine Umstellung der Blutspendentestung
auf pathogene Viren auf eine vollautomatisierte funffach PCR mit gepoolten Proben
geplant ist. Eine Erweiterung dieses Verfahrens, welches derzeit fur die nachfolgend
aufgeflhrten Viren getestet wird, um die West-Nil-Virus-PCR, ist mit relativ geringem
technischen Aufwand maoglich, so dass hieraus nur eine geringe Kostensteigerung im

Centbereich zu erwarten ist.

Derzeit routinemafig durchgeflhrte PCR in Blutspenden (Hourfar et al., 2005):
HCV
HBV
HIV-1
HAV
Parvovirus B 19

Korves et al. konnten bereits 2006 mittels einer Kosten-Effektivitats-Analyse zeigen,

dass eine extrem restriktive Anwendung von gentechnischen Testverfahren zum



-121 -

Nachweis von WNV-RNA in Blutspenden bei gleichzeitig vorgeschaltetem
standardisierten Fragebogen allen anderen Vorgehensweisen gegenuber vorzuziehen
ist. Nur in Gegenden mit einer hohen WNV-Inzidenz fuhrt der Einsatz der PCR zu einer
Kostenreduktion ohne gleichzeitig abnehmender Lebenserwartung der Empfanger,
wobei hier die Restriktion angenommen werden muss, dass es sich bei den

Transfusionsempfangern um immunkompromittierte Patienten handelt.

Zum Screening auf eine akute Infektion sind alle am Markt erhaltlichen Antikérper-
Testverfahren ungeeignet. Antikorper der Klasse IgG konnen frihestens am vierten
Infektionstag nachgewiesen werden. Antikorper der Klasse IgM sind ebenfalls erst mit
einem Zeitverzug von mindestens drei Tagen nach dem Infektionszeitpunkt im
Patientenserum nachweisbar. Aufderdem haben sich beide in der Studie angewendeten
ELISA-Tests als extrem anfallig bezlglich Kreuzreaktionen mit Antikorpern gegen

andere Flaviviren gezeigt.

Auch Niedrig et al. konnten 2007 darstellen, dass es sowohl bei den ELISA-Testsatzen
als auch bei den vorgefertigten ilFT-Testsatzen zum Nachweis von Antikdrpern gegen
das West-Nil-Virus des Herstellers EUROIMMUN (Lubeck) zu Kreuzreaktionen mit
Antikdrpern gegen andere Flaviviren kommt. So =zeigten diejenigen Seren, die
bekanntermalRen Antikorper gegen das Dengue-Virus enthielten, im WNV-IgG-ELISA in
allen Fallen eine positive Reaktion, der entsprechende WNV-IgG-ilFT war immerhin
noch in 90,9 % der Falle positiv. Grundsatzlich waren die Kreuzreaktionen beim
Nachweis von spezifischen Antikérpern der Klasse IgM deutlich seltener, dennoch kam
es bei bis zu 10,5 % der getesteten Seren im ELISA und bis 15,8 % im ilFT zu falsch
positiven Testergebnissen.

Insbesondere das Produkt der Firma Focus Diagnostics (WNV IgG DxSelect™) ist auf
Grund der hohen Kreuzreagibilitat mit Antikbrpern gegen FSME-Viren fur einen Einsatz
in Europa nicht geeignet (Spezifitat 0,770). Der aus deutscher Produktion stammende
ELISA-Test der Firma EUROIMMUN wies zwar eine deutlich hdohere Spezifitat auf
(0,899). Unter wirtschaftlichen Gesichtspunkten ist der Einsatz zur Surveillance

bezuglich des grundsatzlichen Vorkommens des West-Nil-Virus in Europa jedoch allein
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wegen der Kosten, der aus einem wahrscheinlichkeitsbedingt falsch positiven Ergebnis

resultierenden Folgeuntersuchungen, abzulehnen.

Die Anzahl der zu erwartenden falsch positiven Ergebnisse im Rahmen eines WNV-
Screenings auf Grund von Kreuzreaktionen mit FSME-Antikorpern ist im hohen Male
davon abhangig, in welcher Region Deutschlands die entsprechenden Probanden
wohnhaft sind. Zum Einen wird in Nicht-Endemiegebieten eine stattgehabte FSME-
Infektion nur sehr selten, namlich wenn bei einem vorangegangenen Aufenthalt in einem
Endemiegebiet erworben, zu einer Kreuzreaktion fuhren. Zum Anderen besteht ein
direkter Zusammenhang zwischen Immunisierungsrate der Bevolkerung mittels Impfung
und der Einstufung eines Landkreises als Endemiegebiet. Die Gesellschaft flr
Konsumguterforschung befragte in den Jahren 2005 bis 2007 jeweils Uber 40.000
Menschen in den alten Bundeslandern hinsichtlich einer Grundimmunisierung (Gl)
gegen FSME. In Tabelle 11 sind die Ergebnisse der Befragung fur Hessen und Baden-
Wirttemberg beispielhaft dargestellt. Vor dem Hintergrund der deutlich niedrigeren
Durchimpfungsrate in Hessen war in der Studie von Pfleiderer et al. (2008) von einer
niedrigeren Kreuzreaktionsrate auszugehen, als wenn die Studie z.B. in Baden-

Wirttemberg durchgefuhrt worden ware.

Tabelle 11: Grundimmunisierungsrate gegen FSME in Hessen und Baden-Wirttemberg,

Gesellschaft fur Konsumguterforschung (2008)

Hessen Baden-Wirttemberg
vollstdndige Gl | unvollstédndige Gl | vollstandige Gl unvollstandige Gl
2005 9,0 % 8,0 % 17,0 % 11,0 %
2006 12,0 % 8,0 % 19,0 % 13,0 %
2007 13,7 % 12,6 % 21,8 % 17,7 %
Mittelwert 11,6 % 9,5 % 19,3 % 13,9 %

Bei den eigenen Untersuchungen auf Antikorper gegen FSME waren 29,41 % aller
Probanden, die aus der Postleitzahlregion 7 (Baden-Wurttemberg) stammten, positiv
getestet worden. Diese Ergebnisse decken sich mit der in der Befragung erhobenen

Daten, sofern man hierbei zu Grunde legt, dass auch eine unvollstandige
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Grundimmunisierung zu einer Antikorperbildung fuhrt. Fur Sachsen gilt dies nahezu
analog, laut GfK geben in einer Befragung dort 12,5 aller Befragten an, dass sie eine
vollstandige Grundimmunisierung gegen FSME erhalten hatten. In den eigenen
Untersuchungen waren 16,55 % aller Teilnehmer aus Sachsen positiv beztglich FSME-
AK. Die Differenz von 4 % ist durchaus dadurch erklarbar, dass bei der Befragung durch
die GfK explizit die Daten einer vollstandigen Grundimmunisierung erhoben worden

waren.

4.2 Dengue-Virus

Im Rahmen der durchgefuhrten Studie konnten in zwei der 2225 untersuchten
Serumproben eindeutig Antikérper gegen das Dengue-Virus mittels PRNT
nachgewiesen werden, womit eine stattgehabte Dengue-Virus-Infektion bei den
jeweiligen Probanden als gesichert anzusehen ist. Bei keinem der beiden Probanden
war eindeutig eine positive Reiseanamnese gegeben, beide Probanden hatten sich
jedoch gemald den gemachten Angaben in einem Verbreitungsgebiet des Hauptvektors
aufgehalten. Nach den vorliegenden Daten des Centers for Disease Control and
Prevention wird weder Agypten noch Benin derzeit als Endemiegebiet eingestuft. In den
Abbildungen 66 a und b sind die aktuell und offiziell anerkannten Endemiegebiete
nochmals dargestellt. Nicht auszuschlieen ist, dass die Angaben der Probanden nicht
umfassend waren bzw. die Reisen und somit unter Umstanden auch die Infektionen
langer als drei Jahre zurlck lagen. Eine fieberhafte Erkrankung innerhalb der

vergangenen drei Jahre wurde von beiden Probanden ebenfalls verneint.
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[ ] “erbreitungsgebiet fedes aegyti
B Dengue-‘Anus End emigebiste

Abb. 66 a: Dengue-Endemiegebiete westliche Hemisphare (CDC, 2008)
rot: Dengue-Virus-Endemigebiet

rosa: Verbreitungsgebiet des Hauptvektors Aedes aegypti

[ 1 “erbreitungsgebiet fedes asgupti
B Cengue-sdrus End emigebiste

Abb. 66 b: Dengue-Endemiegebiete dstliche Hemisphare (CDC, 2008)
rot: Dengue-Virus-Endemigebiet

rosa: Verbreitungsgebiet des Hauptvektors Aedes aegypti
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Eisenhut et al. zeigten jedoch 1999 bei einer Untersuchung von Entwicklungshelfern,
welche in tropischen Gebieten in Afrika oder Asien tatig waren, dass 14,8 % aller in
Benin eingesetzten Helfer Antikbrper gegen das Dengue-Virus aufwiesen (zum
Vergleich 19,4 % nach Einsatz in Thailand, 9,2 % nach Einsatz in Burkina Faso). Vor
diesem Hintergrund und dem definitiven Auftreten von Dengue-Erkrankungen in den
Nachbarstaaten Nigeria und Burkina Faso, kann von einer Verbreitung auch in Benin
ausgegangen werden. So weist auch das Center for Disease Control and Prevention
darauf hin, dass trotz fehlender Erkrankungsmeldungen durchaus davon aus zu gehen
ist, dass im gesamten westafrikanischen Raum eine Ubertragung des Dengue-Virus
maglich ist, zumal die Qualitat der Meldungen insgesamt kritisch beurteilt werden muss.

Somit ergibt sich die nachfolgende Vierfeldertafel (Tabelle 12):

Tabelle 12: Vierfeldertafel Dengue-Erkrankungen

krank gesund |gesamt
exponiert 1 52 53
nicht exponiert 1 2171 2172
gesamt 2 2223 2225

Fir die Odds Ratio ergibt sich somit folgende Berechnung:

1*2171
1%52

OR =4175

Das 95 %-ige Konfidenzintervall betragt demnach [2,56; 676,66]. Da dieses
Schatzintervall den Wert 1 nicht Uberdeckt , kann davon ausgegangen werden, dass ein
signifikanter Zusammenhang zwischen Reisen in eindeutige Endemiegebiete und
Infektion besteht.

In den Jahren 2001 bis 2006 wurden durchschnittlich 140 Dengue-Fieber-Erkrankungen
in Deutschland gemeldet, wovon bis auf eine nosokomial erworbene Infektion alle
Erkrankungen im aullereuropaischen Ausland akquiriert worden (RKI, 2007) waren.

Insgesamt ist das Dengue-Infektionsrisiko stark von zeitlich und radumlich begrenzten
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Epidemien in den jeweiligen Reiselandern beeinflusst, insbesondere, wenn hiervon
Touristengebiete betroffen sind. Der grofite Teil der Infektionen war Uber Jahre hinweg
in Asien, respektive in Thailand, erworben worden. Es muss jedoch davon ausgegangen
werden, dass ein nicht unbetrachtlicher Anteil der durchgemachten Infektionen trotz der

bestehenden Meldepflicht nicht erfasst werden.

Hierflr werden seitens des Robert Koch-Institutes die folgenden Grinde genannt:

1. Es handelt sich um eine Infektion mit einer kurzen Inkubationszeit (3 bis 12
Tage), so dass die Infektion haufig wahrend der Reise stattfindet.

2. Die Infektion verlauft in mehr als der Halfte der Falle ohne oder mit nur milden
grippeahnlichen Symptomen, so dass es in diesen Fallen nicht zur
Arztkonsultation kommt.

3. Dengue-Patienten stellen sich in der akuten Fieberphase vor, die in der Regel 3
bis 6 Tage dauert. In dieser Phase haben sich noch keine IgM-Antikorper
gebildet, so dass ein serologischer Test noch negativ ist. Eine Testung mittels
PCR st kostspielig und kann nur an wenigen Zentren in Deutschland
durchgefuhrt werden. Daher ist eine Wiedervorstellung nach der Fieberphase
empfehlenswert, bei der man ansteigende Antikérper gegen das Dengue-Virus
nachweisen kann. Da sich die Patienten jedoch zu diesem Zeitpunkt wieder
besser fuhlen, unterbleibt oft die Wiedervorstellung.

4. Niedergelassene Arzte ohne tropenmedizinische Grundkenntnisse konnen
Hinweise auf eine Dengue-Infektion Gbersehen und somit nicht bzw. zu frih eine
Diagnostik einleiten.

5. Die Diagnose einer Dengue-Infektion wird in einem diagnostischen Labor gestellt,
aber aus Unwissenheit wird der Fall nicht an das zustandige Gesundheitsamt

gemeldet (es handelt sich um eine Labormeldepflicht).

Fur die Bundeswehr ergeben sich fur die Jahre 2000 bis 2006 die in Tabelle 13
erfassten Erkrankungen. Insgesamt konnten bei den hier insgesamt aufgefuhrten zehn

gemeldeten Fallen bei sechs Patienten eine Dengue-Infektion sicher nachgewiesen
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werden. Dies entspricht Uber den Betrachtungszeitraum bei einer Gesamtstarke von

300.000 Soldaten einer durchschnittlichen Inzidenz pro 100.000 Personen von 0,33.

Tabelle 13: Krankenzugang von Soldaten der Bundeswehr insgesamt und nach
ausgewahlten Obergruppen und Diagnosen (ICD 10) 2000 bis 2006 (WehrMedStatinst,

2008),

bestimmte infektidse/parasitare Erkrankungen, davon durch Arthropoden Ubertragene

Viruserkrankungen,

Inzidenz angegeben in Promille bezuglich der jeweiligen Ist-Starke

Merkmale

2000

2001

2002

2003

2004

2005

2006

Ist-Starke G

Krankenzugang
insgesamt
Bestimmte
infektiose und
parasitére
Krankheiten

d.Arthropoden (b.

Viruskrankh.u.v.
hamorrhag.Fieber

Krankenzugang
insgesamt
Bestimmte
infektiose und
parasitére
Krankheiten

d.Arthropoden b.

Viruskrankh.u.v.
h&morrhag.Fieber

317526

167 664

18 576

528,0

58,5

0,0

307619

176 413

21270

298073

149 873

21542

283553
- Anzahl -

143 168

19 994

269754

131 693

21087

253306

125 666

16 307

- auf 1 000 Soldaten der Ist-Stérke ( %o d.1.) -

573,5

69,1

0,0

502,8

72,3

0,0

504,9

70,5

0,0

488,2

78,2

0,0

496,1

64,4

249245

121127

17 803

486,0

71,4

0,0

Die Bundeswehr

interne

Inzidenzrate von 0,33 und st

vergleichbar mit den

Inzidenzraten in der Gesamtbevolkerung. Zum Vergleich die verfugbaren Daten fur die
BRD (Tabelle 14).
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Tabelle 14: Gemeldete Dengue-Erkrankungen 01/2001 — 05/2008 (RKI, 2008) in

Deutschland

Jahr Anzahl | Inzidenz*
2001 60 0,07
2002 213 0,29
2003 131 0,16
2004 121 0,15
2005 144 0,17
2006 175 0,21
2007 264 0,32
2008 97 0,12

*=Falle pro 100.000 Einwohner

Der milde Verlauf der Erstinfektion kann aber in letzter Konsequenz dazu flihren, dass
das Hauptrisiko fur einen schweren Verlauf einer Dengue-Infektion, namlich die
Zweitinfektion mit einen anderen Subtyp, von dem betroffenen Personenkreis
unwissentlich in Kauf genommen wird. Vaughn et al. zeigten in einer Studie im Jahr
2000, dass im Vergleich Patienten, die an einer Infektion mit dem Subtyp DEN 2 litten,
im Durchschnitt schwerere Erkrankungssymptome zeigten als diejenigen, die mit
anderen Subtypen infiziert waren. Bei 81 % der Patienten handelte es sich um
Zweitinfektionen, die ebenfalls mit einem schwereren Erkrankungsverlauf assoziiert war.
Es konnte auch nachgewiesen werden, dass die Hohe der Viramierate mit der schwere

der Krankheitssymptome eindeutig korreliert.

Vor diesem Hintergrund ist zu diskutieren, in wie fern bei Reisenden, die sich in einem
bekannten Endemiegebiet aufgehalten hatten, auch bei negativer Anamnese
routinemalig ein Testung auf freiwilliger Basis angeboten werden sollte. Falls die
Reisen aus beruflichen Grinden durchgefuhrt wurden, muss sogar erortert werden, ob
dies im Sinne der berufsgenossenschaftlichen Haftung bei Erkrankungen nicht sogar
zwingend zu fordern ist. Fur die Bundeswehr wird diese Frage im Rahmen der
Ruckkehrerbegutachtung aus entsprechenden Einsatzlandern zu diskutieren sein. Dies
gilt besonders vor dem Hintergrund, dass Dobler et al. (2006) in ihrer Studie nachweisen

konnten, dass bei Testpersonen im Norden Afghanistans Antikorper gegen das Dengue-
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Virus nachweisbar waren, obwonhl es sich bei dieser Region nicht um ein ausgewiesenes

Endemiegebiet handelt.

Es muss derzeit davon ausgegangen werden, dass die Infektionen in den sudostlichen
Landesteilen akquiriert worden sind. Insbesondere in der Region Kandahar ist das
Vorkommen des Hauptvektors Aedes aegypti bekannt, in den Nordregionen konnten

bisher nur nachstehend genannte Spezies nachgewiesen werden (Kadamov, 2006):

Anopheles pulcherrimus,
An. algeriensis,

An. hyrcanus,

An. claviger,

An. superpictus,

Culex pipiens und

©O 0O 0O 0o o o o

Aedes caspius

Meynard et al. wiesen 2006 ebenfalls darauf hin, dass zwei vermeintliche Infektionen mit
dem Dengue-Virus, eine in Nordafghanistan und eine im Raum Kabul, im Rahmen einer
serologischen Nachtestung nicht bestatigt werden konnten. In einem Fall handelte es
sich um eine langer zuruckliegende Infektion, im anderen Fall waren keine spezifischen
Antikdrper gegen das Virus nachweisbar, so dass von einer Kreuzreaktion bei den initial

durchgefuhrten Schnelltesten ausgegangen werden muss.

Wagner et al. beschreiben 2004 die in der oben angefuhrten Statistik des Robert-Koch-
Institutes genannte nosokomiale Infektion mit dem Dengue-Virus. Hier kam es durch
eine Nadelstichverletzung zu einer Ubertragung des Dengue-Virus von einer akut an
Dengue-Fieber erkrankten Patientin auf eine Krankenschwester. Es handelte sich
hierbei um den vierten Fall einer nosokomialen Ubertragung. Im gleichen Jahr schildern
Chen und Wilson ebenfalls eine stattgehabte nosokomiale Infektion, wobei hier die
Ubertragung durch Schleimhautkontakt mit dem Blut eines akut erkrankten Patienten
erfolgte. In beiden Fallen handelte es sich um symptomatisch erkrankte Patienten, bei

denen Fieber bestand. Es wird davon ausgegangen, dass eine Ubertragung des



- 130 -

Dengue-Virus durch Blutkontakt nur dann maoglich ist, wenn eine akute, symptomatische

Dengue-Infektion mit Fieber besteht.

Grundsétzlich gehen Alter et al. (2007) davon aus, dass eine Ubertragung des Dengue-
Virus auch uUber Bluttransfusionen moglich ist. Da jedoch die Viramierate mit der
Schwere der gezeigten Symptomatik eindeutig korreliert, kann davon ausgegangen
werden, dass Rulckstellung von potentiellen Spendern:

die eine Kdrpertemperatur gréfier 37,5 °C aufweisen oder

sich nicht gesund fuhlen oder

in den vergangenen vier Wochen vor der Blutspende Zeichen einer

Infektionserkrankung aufwiesen
einen ausreichenden Schutz gegen eine mégliche Ubertragung des Virus durch eine

Blutspende bietet.

4.3 FSME-Virus

Die Ergebnisse des Screenings bezuglich der Verbreitung des FSME-Virus zeigen die
folgenden Auffalligkeiten:
Die Angaben den Probanden bezuglich stattgehabter Impfungen missen genau
hinterfragt werden, da vielen eine entsprechende Impfung nicht mehr erinnerlich
ist.
Bei drei, gemall den gemachten Angaben im Fragebogen gegen FSME
geimpften Probanden, waren keine Antikorper der Klasse IgG gegen FSME

mittels ELISA im Serum nachweisbar.

Insbesondere der letztgenannte Umstand muss zukunftig zu weiteren Untersuchungen
fuhren, da hier vordergrindig davon auszugehen ist, dass entweder die Impfung nicht im
Sinne der seitens der Hersteller empfohlenen Impfschemata durchgefihrt wurde oder es
sich hier um immunologische ,Non-Responder® handelt. Als weitere mogliche Ursache

muss subsummiert werden, dass der bei diesen Probanden verwendete Impfstoff nicht
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ordnungsgemal’ zwischen +2 und +8 °C gelagert worden war und somit ein Verlust der
Wirksamkeit aufgetreten ist. Nach den publizierten Fachinformationen (Rote Liste®
online, 2008) ist nach drei lege artis durchgefuhrten Impfungen von einer
Serokonversionsrate von nahezu 100 % (99 %) auszugehen. Dies gilt fur beide derzeit
im Handel befindlichen Impfstoffe. Allerdings konnten Wittermann et al. (2008)
zumindest fur die beiden in Deutschland zugelassenen Impfstoffe fur Kinder einen
signifikanten Unterschied hinsichtlich der Immunogenitat nachweisen. In wie weit dies

fur den Erwachsenen-Impfstoff ebenfalls zutrifft, ist derzeit nicht bekannt.

Bezliglich der Ubertragbarkeit einer FSME-Infektion (ber eine Blutspende wird in der
Literatur derzeit davon ausgegangen, dass dies eher unwahrscheinlich ist. Zumindest ist

bislang kein Fall einer entsprechenden Ubertragung publiziert.

4.4 Bewertung der verwendeten Testsysteme

4.4.1 Bewertung aus Kostensicht

AbschlieBend wird festgestellt, dass alle in der Studie verwendeten Testsysteme
grundsatzlich nur zur Diagnostik bei akuter Erkrankung, zur Kontrolle des Impferfolges
bei FSME-Impfung oder als Screening-Methode im Rahmen von Rulckkehrer-
untersuchungen aus Dengue-Endemiegebieten geeignet sind. Die hierbei anfallenden
Kosten mussen in Relation zum Nutzen betrachtet werden. In Tabelle 15 werden die
reinen mittleren Materialkosten sowie die mittleren Gesamtkosten gemaf ,Einheitlicher
BewertungsmafRstab“ zur Ubersicht zusammengefasst. Eine isolierte Erfassung der
Materialkosten fur die selbst produzierten PRNT war auf Grund der kameralistischen
Buchfuhrungsgestaltung nicht moglich, die Bewertung der Gesamtkosten erfolgte analog

zu der der anderen Testsystem nach dem EBM.
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Tabelle 15: Material- und Gesamtkosten der Testsysteme

Testverfahren mittlere mittlere Gesamtkosten
Materialkosten |nach EBM
WNV IgG ELISA Focus Diagnostics € 2,81 €12,30
WNYV IgG ELISA EUROIMMUN €2,15 €12,30
FSME IgG ELISA EUROIMMUN €2,15 € 12,80
Dengue IgG ELISA EUROIMMUN €2,15 €12,30
WNV IgG ilFT EUROIMMUN €290 €12,30
FSME IgG ilIFT EUROIMMUN €2,90 €12,80
Dengue IgG ilIFT EUROIMMUN € 8,50 €12,30
WNV-Aviditatstest EUROIMMUN € 5,56 € 12,30
WNV IgM ELISA EUROIMMUN € 2,37 €12,30
WNV IgM ilFT EUROIMMUN €2,90 € 12,30
WNV-PRNT €17,90
Dengue-PRNT €17,90

Der initial gewahlte Testaufbau der Studie lasst sich in drei Prozesse aufgliedern, die in
den nachstehenden Abbildungen in Form von Prozessketten dargestellt wurden:

1. Screening (Abbildung 67)

2. Immunfluoreszenzserie 1 (Abbildung 68)

3. Immunfluoreszenzserie 2 (Abbildung 69)

Zur besseren Ubersicht wurden jeweils die mittleren Materialkosten und die mittleren
Gesamtkosten den Prozessschritten zugeordnet. Links neben dem jeweiligen
Prozessschritt sind die mittleren Materialkosten aufgefiuhrt, an der linken unteren Ecke
sind die Gesamtkosten aufgetragen. Teilweise konnte eine Bewertung der
Materialkosten nicht durchgefuhrt werden, da es sich bei den in diesen Prozessschritten
verwendeten Materialien um Eigenproduktionen handelte, eine detaillierte Zuordnung
der Materialkosten aus den Gesamtmaterialkosten des Labors war, wie bereits

ausgefuhrt, in der Kameralistik nicht méglich.
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C> Ereignis

WNV IgG ELISA [:] Funktion

2,81 EUR DxSelect
‘ Prozessschnittstelle

12,30 EUR

durchfiihren

x = exklusives oder
A =und
Y = oder

WNV IgG ELISA
DxSelect ist

WNV IgG ELISA
DxSelect ist negativ

WNYV IgG ELISA
DxSelect ist positiv

grenzwertig

Serum als negativ

bewerten

Serum als positiv
bewerten

Erstscreening ist
positv

WNV ELISA IgG

FSME ELISA 1gG
durchfuhren

Dengue ELISA

2,15 EUR Euroimmun 2,15 EUR 19G durchfihren

durchfuhren

2,15 EUR

12,30 EUR 12,80 EUR 12,30 EUR

Testergebnisse
(Extinktionswerte)
liegen vor

Extinktionswerte
auswerten /
vergleichen

Extinktionswert FSME
groRer Extinktionswert
WNV

Extinktionswert FSME
kleiner Extinktionswert
WNV

Extinktionswert FSME
groRer 10,0

als Kreuzreaktion
bewerten

Abbildung 67: Prozesskette Screening in der Ubersicht inklusive der mittleren Gesamt-
(Unten links) und Materialkosten (Mitte links)
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3

C> Ereignis

Funktion

@ Prozessschnittstelle

IFT WNV-IgG IFT FSME-IgG IFT Dengue-lgG
2,90 EUR durchftihren 290 EUR durchfuhren 8,50 EUR durchfuhren _ .
x = exklusives oder
12,30 EUR 12,80 EUR 12,30 EUR A =und
@ Y = oder
WY (FEINIE Wi FSME positiv

Dengue negativ

FSME und
Dengue positiv

WNV, FSME und
Dengue positiv

)
Serum als negativ als Kreuzreaktion
bewerten bewerten
WNV-PRNT
Dengue-PRNT durchftuhren
durchfiihren
17,90 EUR

17,90 EUR

Dengue-PRNT ist
positiv

Dengue-PRNT ist
negativ

WNV-PRNT ist
negativ

WNV-PRNT ist
positiv

stattgehabter
WNV-Kontakt

stattgehabte

Dengue-Infektion

als Kreuzreaktion

bewerten

Abbildung 68: Prozesskette Immunfluoreszenzserie 1 in der Ubersicht inklusive der

mittleren Gesamt- (Unten links) und Materialkosten (Mitte links)

Bei den jeweiligen Arbeitsschritten wurden die mittleren Materialkosten und die mittleren
Gesamtkosten nach EBM, die bei einer Fremdvergabe an ein externes Labor

abrechenbar waren, nochmals dargestellt.
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erweiterte

Diagnostik
(IFT-Serie 2)

IFT WNV-IgG

290 BUR durchfiihren

12,30 EUR

IFT FSME-IgG

290 BUR durchfiihren

12,80 EUR

8,50 EUR

12,30 EUR

IFT Dengue-lgG

durchfiihren 556 EUR

12,30 EUR

=

FSME-Titer ist < FSME-Titer ist >
Dengue/WNV Dengue/WNV

WNV-Aviditatstest

durchfiihren

NV-Aviditatsindex
ist>0,5

NV-Aviditatsinde:
ist<0,5

WNV-IgM-ELISA WNV-IgM-iIFT
C/\> 237 BUR| "4y rehfiihren 280 BUR |4y rehfiihren
12,30 EUR 12,30 EUR
WNV-PRNT Dengue-PRNT
durchfiihren durchfithren
17,90 EUR 17,90 EUR

IgM-Testung ist

positiv

IgM-Testung ist
negativ

als Hinweis auf
akute Infektion

werten

als Kreuzreaktion
bewerten

X = exklusives oder
A =und
Y = oder

C> Ereignis
3

@ Prozessschnittstelle

Funktion

Abbildung 69: Prozesskette Immunfluoreszenzserie 2 in der Ubersicht inklusive der

mittleren Gesamt- (Unten links bzw. unten) und Materialkosten (Mitte links)
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4.4.2 Bewertung aus epidemiologischer Sicht

Insgesamt ist eine Betrachtung der Anzahl der notwendigen Screenvorgange (number

needed to screen, NNS) nur fur folgende Fragestellung sinnvoll:

Wie viele Personen, die eine FSME-Impfung erhalten haben, missen getestet
werden, um eine Person zu identifizieren, bei welcher der Impferfolg nicht

gegeben ist?

Tabelle 15: Vierfeldertafel FSME-Impferfolg

Zielpunkt
Impferfolg | Impfversagen
Nicht testen 511 0
testen 414 3

Bei 511 Probanden wurde der Test auf FSME-IgG-Antikorper durchgefuhrt, 414 zeigten
ein positiv zu bewertendes Ergebnis. Drei Probanden gaben an, dass sie geimpft

worden waren, der Antikorpertest war jedoch negativ. Hieraus ergibt sich folgende NNS:

1 1 1
NNS = = = =139
511 414 1- 414 1-0,99280576

511+0 414+3 417

Es missen demnach 139 Personen getestet werden, um einen negativen Impferfolg
nachzuweisen. Hieraus ergibt sich, dass bei Verwendung des preisgunstigsten derzeit
am Markt befindlichen Testsystems die reinen Materialkosten zur Vermeidung eines

unerwunschten Ereignisses — hier der negative Impferfolg — 298,85 € betragen.
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5. Zusammenfassung

Ein Nachweis fur das autochthone Vorkommen des West-Nil-Viruses in Deutschland
konnte auch unter besonderer Berucksichtigung geografisch bevorzugter Eintrittspforten

(tschechische und polnische Grenze, Oberrheintal) nicht erbracht werden.

Insgesamt zeigten die dargestellte Studie und Testserien ahnliche Ergebnisse, wie die
zeitgleich unter der Federfuhrung des Blutspendedienstes Hessen in Zusammenarbeit
mit dem Paul-Ehrlich-Institut durchgefuhrten Testreihen. Allerdings wird angemerkt,
dass im dort gewahlten Kollektiv viel weniger mit dem Nachweis des West-Nil-Viruses
gerechnet werden konnte, da Hessen weder Grenzgebiet zu bekannten oder vermuteten
Endemiegebieten darstellt, noch ein Einfallstor fur neue Vektoren ist. Die hohe Rate der
Kreuzreaktionen werden von Pfleiderer et al. (2008) in ahnlicher Weise beschrieben,
wobei die Spezifitat des WNV IgG ELISA der Firma EUROIMMUN, wie auch in den
eigenen Ergebnissen gezeigt, die hochste von allen angewendeten Testsatzen war. Vor
dem Hintergrund der derzeit geringen Verbreitung des FSME-Viruses in Hessen war in
diesem Kollektiv eine geringere Kreuzreaktionsrate zu erwarten, da die Impfbereitschaft
der Bevolkerung in direkter Relation zur Gefahrdungslage steht. So sind in Hessen nur
acht von sechsundzwanzig Landkreisen bzw. kreisfreien Stadten betroffen. Zum
Vergleich gelten in Baden-Wurttemberg 39 von 44 Landkreisen bzw. kreisfreien Stadten
als Endemiegebiet; eine Impfempfehlung besteht fur das gesamte Bundesland.
Dennoch wurde auch in der Studie des Blutspendedienstes Hessen festgestellt, dass
alle verwendeten serologischen Testverfahren flir eine flachendeckende Surveillance

auf Grund der hohen Anzahl an falsch positiven Ergebnissen nicht anwendbar sind.

Das Risiko, eine WNV-Infektion im Rahmen eines Auslandseinsatzes der Bundeswehr
zu erwerben, ist zwar bekannt, hat aber nicht zu einem routinemafigen Screening der
Ruckkehrer gefuhrt. Nur im Rahmen der Blutspende werden Soldaten nach Einsatzen in

Usbekistan, Afghanistan und Djibouti grundsatzlich fir sechs Monate zurlck gestellt.

Eine Infektion mit dem Dengue-Virus bei Auslandsreisen ist durchaus madglich, eine

Gefahrdung von Blutempfangern wird derzeit hieraus resultierend nicht gesehen. Wohl
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aber besteht der Diskussionsbedarf, in wie weit Reisende uUber die Gefahren einer
Zweitinfektion mit einem anderen Dengue-Virus-Subtyp im Rahmen reisemedizinischer
Beratungen aufgeklart werden missen bzw. welche Konsequenzen sich durch eine, auf
einer beruflichen Reise erworbenen, Dengue-Infektion auch aus rechtlicher Sicht

ergeben.

Eine stattgehabte Vakzination gegen das FSME-Virus flhrte offensichtlich nicht in allen
Fallen zu einer entsprechenden Serokonversion. Hier sind die Ursachen zukulnftig zu
beleuchten. In erster Linie ist zu vermuten, dass der angewendete Impfstoff bis zu

seiner Verabreichung nicht ordnungsgemaf gelagert worden war.
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6. Anlagen

Anlage 1: Einverstandniserklarung und Fragebogen

Ident-Number:

Information fiir Probanden

Im Rahmen der Studie ,West Nil Virusgefahrdung bei Blutspendern der Bundeswehr und
autochtones Vorkommen in Deutschland® hittet der Sanitétsdienst der Bundeswehr Sie um
lhre Mithilfe. Durch die in den letzten Jahren in Mitteleuropa aufgetretenen Veranderungen
bei Klima und Erregerausbreitung besteht der begriindete Verdacht, dass sich ein derzeit
global ausbreitendes Virus, welches unter dem Namen West-Nil-Virus® (WNV) bekannt ist,
auch in Deutschland durch Stechmicken Verbreitung findet. Um diese potentielle
Gefahrensituation zu be- oder widerlegen, missen u.a. Bluttests durchgefiihrt werden. Da
die Erkrankung, die dieses Virus auslést, oft mit nur geringen Symptomen einhergeht, ist es
durchaus mdglich, dass man sich ansteckt, aber davon nicht viel bemerkt. Allerdings kann
das Virus fur Personen mit Vorerkrankungen, Kindern und &ltere Menschen gefahrlich
werden. Es ist daher auch von groem militdrmedizinischen Interesse, zu erfahren, ob eine
Ausbreitung bereits stattgefunden hat. Sie kénnen uns bei dieser Untersuchung helfen, in
dem Sie hiermit |hr Einverstdndnis geben, |hr Blut auf Hinweise auf einen Kontakt mit dem
Virus zu untersuchen und den unten stehenden Fragen beantworten.

Einverstandniserklarung

Ich erklare, dass ich damit einverstanden bin, dass Blut, welches entnommen wird und nicht
fur die Routineuntersuchung nétig ist, fur die o. g. wissenschaftliche Untersuchung genutzt
werden kann.

Ich bin damit einverstanden, dass die im Rahmen der wissenschaftlichen
Untersuchung tiber mich erhobenen Krankheitsdaten sowie meine sonstigen mit
dieser Untersuchung zusammenhangenden personenbezogenen Daten aufgezeichnet
werden. Es wird gewahrleistet, dass meine personenbezogenen Daten nicht an Dritte
weitergegeben werden. Bei der Verdffentlichung in einer wissenschaftlichen Zeitung
wird aus den Daten nicht hervorgehen, wer an dieser Untersuchung teilgenommen
hat. Meine personlichen Daten unterliegen dem Datenschutzgesetz.

3
Ort Datum Unterschrift

Fragebogen

Wurden Sie in den letzten 12 Monaten gegen eine der folgenden Erkrankungen
geimpft?:
[ ] Gelbfieber [ ]FSME [ ] Meningitis [ ] Japanische Enzephalitis

Waren Sie in den letzten 3 Jahren im Ausland?
[ ]nein []ja wo?:

Litten Sie in den letzten 3 Jahren an einer der folgenden Erkrankungen?:
[] Hirn-/Hirnhautentziindung

(1 ,Grippe®

[l Hautausschlag

Erste drei Ziffern Postleitzahl Heimatwohnort:
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Anlage 2: Erklarung zur Rechtschreibung/Grammatik

Im vorstehenden Text wurden zur besseren Lesbarkeit grundsatzlich keine weiblichen
Formen von Substantiven verwendet, wenn diese in weiblicher und mannlicher Form
vorkommen, so dass z.B. der Begriff ,Patient® keinen Rickschluss auf das Geschlecht

zulasst.
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