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Einfilihrung

1. Einfuhrung

Die Poliomyelitis, im Volksmund als Kinderlahmung bekannt, ist eine potentiell todliche Er-
krankung. Die Entwicklung effektiver Impfstoffe fihrte weltweit zu einem starken Riickgang
der Fallzahlen. Aufgrund ihrer umweltresistenten Eigenschaften konnen Polioviren nach Aus-
scheidung durch infizierte Personen unbemerkt in der Umwelt zirkulieren und Ursprung neuer
Epidemien sein. Bei unzureichender Immunitat der Bevolkerung und unbemerkter Zirkulation
von Polioviren in der Umwelt besteht das Risiko der Wiedereinschleppung von Polioviren in

bereits poliofreie Lander (Robert Koch Institut 2014b).

1.1.Das Poliovirus

Das Poliovirus ist ein kleines (Durchmesser 30nm, Molekulargewicht 2230 kDa) (Ohlbaum et
al. 1970), nicht-behiilltes humanes Enterovirus der Familie Picornaviridae. In der Umwelt blei-
ben Polioviren bei Wassertemperaturen von 30°C fiir viele Tage und bei 4°C (iber Monate in-

fektios (Bernier 1984).

Ein Viruspartikel in Form eines lkosaeders besteht aus dem einzelstrangigen positiven RNA
Genom und den umgebenden Kapsidproteinen VP1, VP2, VP3 und VP4 (VP = virales Protein)
(Hogle et al. 1985, Wimmer et al. 1993). Das Genom hat eine Lange von 7433 bp (bp = Basen-
paar) (Kitamura et al. 1981). Das nicht-kodierende 5’'Ende (5’NCR) (ca. 700 bp) enthilt die In-
ternal Ribosome Entry Site (IRES), steuert die Translation und dient als Bindungsstelle wah-
rend der Replikation (Savolainen-Kopra und Blomqgvist 2010). Es folgt die Protein-kodierende
Region. Das Genom wird als ein Polyprotein translatiert und durch viral kodierte Proteasen in
die Vorlduferproteine P1, P2 und P3 gespalten. Aus P1 entstehen die Kapsidproteine (Wimmer
et al. 1993). P2 und P3 sind die Vorlaufer der Nicht-Strukturproteine, wie die viralen Pro-
teasen, die RNA-abhangige Polymerase und die Helikase, mit unterschiedlichen Aufgaben in
der Replikation (Savolainen-Kopra und Blomqvist 2010). Das 3’ Ende des Genoms enthilt ein
Polyadenylierungssignal (Lange ca. 60 bp) und ist ebenso an der Replikation beteiligt (Wimmer

et al. 1993).

Im Rahmen einer Immunantwort binden neutralisierende Antikorper an Aminosaureschleifen
der Kapsidproteine. Vier verschiedene antigene Hauptregionen begrenzen die Zahl der Sero-
typen des Poliovirus auf drei. Die Antikdrper sind Serotyp-spezifisch, es existiert keine

Kreuzprotektion (Wimmer et al. 1993).
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Polioviren infizieren menschliche Zellen durch Bindung an den humanen Poliovirusrezeptor
(hPVR) CD155 auf Zelloberflachen (Mueller et al. 2005). Die Bindung flihrt zur Destabilisierung
des Kapsids und damit Umwandlung des sog. 160s Partikels in den 135s Partikel (Mueller et
al. 2005). Nach der Internalisierung des Partikels folgt die Freisetzung der viralen RNA in das
Zytoplasma (Groppelli et al. 2017). Sie funktioniert nach Abspaltung des kovalent am 5’ Ende
gebundenen VPg als messenger RNA (mRNA). Die RNA von positiven RNA-Viren ist nach Ein-
tritt in das Zytoplasma infektios, da sie alle viralen Polypeptide fiir die Replikation generieren
kann (Wimmer et al. 1993). Die IRES-vermittelte Initiation flihrt zur Translation der RNA in ein
Polyprotein, das anschlieRend autokatalytisch gespalten wird (Wimmer et al. 1993). Nach
kovalenter Bindung des VPg an die 5’NCR umgeben die Kapsidproteine die RNA und formen
das infektiose Viruspartikel (World Health Organization 2004b).

Die Fehlerrate der RNA-abhangigen RNA-Polymerase der Polioviren (10 °-1073 Basen pro Rep-
likation) ist v.a. auf die fehlende 3’5’-Exonuklease Kontrolllesefunktion zurtick zu fihren (Jorba
et al. 2008). Die hohen Mutationsraten erlauben eine schnelle Adaptation an veranderte Um-
gebungsbedingungen. Vermutete Ursache fiir den trotz dessen sehr stabilen Genotyp und die
Konservierung des Polio Wildvirus (WPV) Phanotyps ist der hohe Selektionsdruck der Wirts-

zellen (Wimmer et al. 1993).

1.2. Die Poliomyelitis

Menschen und nicht-menschliche Primaten sind das einzig bekannte Reservoir fir Polioviren.
Die Ubertragung erfolgt hauptsichlich fikal-oral. Nach oraler Aufnahme replizieren Polioviren
in hPVR exprimierenden Geweben (Tonsillen, Darm-assoziiertes lymphatisches Gewebe,
Enterozyten) v.a. des Verdauungs- aber auch oberen Respirationstraktes. Sie werden dann
ausgeschieden oder gelangen in die Blutbahn, was als Viramie bezeichnet wird (Mueller et al.
2005). Die erste Viramie fiihrt zur Vermehrung der Polioviren, eine zweite Viramie ca. 1 Woche
spater v.a. zur Verteilung in andere Gewebe, wie das ZNS (Minor 2016). Die Inkubationszeit
betragt 7-14 Tage (2—35 d moglich) (Mueller et al. 2005). Ansteckungsgefahr besteht wahrend
der Virusausscheidung, in Rachensekreten nach 36 h bis einer Woche, im Stuhl (pro Gramm
10%-10° infektidse Viren (Robert Koch Institut 2015d)) nach 72 h bis mehreren Wochen und
bei Immungeschwachten deutlich langer (Nationale Kommission fiir die Polioeradikation in
der Bundesrepublik Deutschland und NRZ PE am Robert Koch Institut 2011, Hamborsky et al.
2015).
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Mehr als 95 % der Infektionen verlaufen asymptomatisch, wobei neutralisierende Antikorper
die Infektion im Verlauf beenden (Robert Koch Institut 2015d). Bei der abortiven Poliomyelitis
(4-8 %) treten unspezifische grippale Symptome auf, die innerhalb einer Woche folgenlos ab-
klingen (Robert Koch Institut 2015d). Erreichen die Polioviren das ZNS, kénnen Infizierte eine
nicht-paralytische Poliomyelitis, bzw. aseptische Meningitis (2-4 %) mit Fieber und Na-
ckensteifigkeit begleitet von Riickenschmerzen und Muskelkrampfen entwickeln, die in der
Regel auch vollstandig ausheilt (Hamborsky et al. 2015, Robert Koch Institut 2015d). In 0,1—
1% der Falle kommt es zur klassischen paralytischen Poliomyelitis (Robert Koch Institut
2015d). Die Bezeichnung Poliomyelitis stammt aus dem Griechischen ,,polios” wie grau und
,myelos” wie Mark, gemeint ist das Riickenmark (Minor 2016). Im Rahmen der Viramie errei-
chen die Polioviren die Vorderhornzellen des Riickenmarks. Durch Zerstérung der Motoneu-
ronen treten plotzliche schlaffe Lahmungen, im Englischen als ,,acute flaccid paralysis“ (AFP)
bezeichnet, auf. Die motorischen Paresen sind typischerweise asymmetrisch ausgepragt, be-
treffen meist die untere Extremitat und bilden sich selten vollstandig zurlick. Die Sensibilitat
ist nicht beeinflusst. Sind vegetative Nervenzentren betroffen (bulbdre Form), kann die Lah-
mung der Herz- und Thoraxmuskulatur zum Tod fiihren (Robert Koch Institut 2015d). Im Rah-
men eines Postpolio-Syndroms treten bei 25-50 % der Infizierten 15—-30 Jahre nach der ur-
spriinglichen Paralyse, ohne Hinweise auf eine fortbestehende Infektion mit Polioviren, er-
neut akute oder gesteigerte Muskelschwache, —schmerzen und Erschépfung auf (World

Health Organization Geneva 2016).

Die Heilung der Poliomyelitis ist bisher nicht moglich, physiotherapeutische oder orthopadi-
sche MalRinahmen sind unterstitzend (Robert Koch Institut 2015d). Nach natiirlich durchge-
machter Infektion entwickeln immunkompetente Personen eine humorale (zirkulierende An-
tikorper im Blut) und intestinale bzw. lokale (sekretorisches IgA) Serotyp-spezifische Immuni-

tat (Hamborsky et al. 2015).

1.3.Inaktivierte Poliovirus Vakzine (IPV) und orale Poliovirus Vakzine (OPV)

1908 gelang es den Osterreichern Landsteiner und Popper die infektidse Natur des Virus und
seine Ubertragung im Tiermodell zu zeigen (Landsteiner und Popper 1909). Die Identifikation
der Poliovirustypen durch die Australier Macnamara und Burnet 1931, sowie die in vitro Ver-
mehrung in Zellkulturen durch Weller und Robbins 1948 brachten die Erforschung der Polio-

viren, sowie die Impfstoffentwicklung wesentlich voran (GPEI 2017).
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1955 erhielt die von Salk entwickelte inaktivierte Poliovirus Vakzine (IPV) die Zulassung (Salk
et al. 1954, Robert Koch Institut 2015a). Der Impfstoff enthalt in Zellkultur vermehrtes und
mit Formaldehyd chemisch inaktiviertes Virus aller drei Serotypen und bewirkt nach Injektion
die Ausbildung einer humoralen Immunitat (World Health Organization Geneva 2016). Die IPV
ist als trivalenter Einzelimpfstoff oder in Kombination mit einem oder mehreren Antigenen
wie Diphterie-Tetanus-Pertussis, Hepatitis B oder Haemophilus influenzae b erhaltlich (World
Health Organization Geneva 2016). Die Administration erfolgt subkutan oder intramuskular
(World Health Organization Geneva 2016). Abhangig davon, ob Einzel- oder Kombinationspra-
parate verwendet werden, sind 3—4 Dosen IPV fir einen sicheren Impfschutz erforderlich (Ro-
bert Koch Institut 2016a). Fiir die IPV sind keine schweren unerwiinschten Reaktionen be-
kannt. Impflinge sind vor Poliomyelitis geschiitzt, kdnnen sich aber mit Polioviren infizieren
und sie durch Ausscheidung weiter tbertragen (Behrend et al. 2014). Die IPV ist fir die An-
wendung bei Immunkompromittierten geeignet (Parker und Grassly 2016, World Health

Organization Geneva 2016).

1961 erhielt die monovalente orale Poliovirus Vakzine (mOPV) und 1963 die trivalente (tOPV)
mit abgeschwachten Virusstdmmen von Sabin die Zulassung (GPEI 2017). Heute sind monova-
lente (MOPV1, mOPV2, mOPV3), bivalente mit den Serotypen 1 und 3 (bOPV), sowie trivalente
orale Poliovirus Vakzinen (tOPV) verfligbar (World Health Organization Geneva 2016). Durch
Passagieren von Viren (WPV) in nicht menschlichen Zellen kommt es zur Selektion viraler Sub-
populationen, die gut wachsen aber weniger virulent sind. Die Abschwachung ist das Resultat
der Akkumulation von Spontanmutationen wahrend der Replikation in anderem Gewebe
(Wimmer et al. 1993). Die OPV induziert eine humorale, sowie lokale Immunantwort (Zaidi et
al. 2016). Fir einen sicheren Impfschutz gegen alle drei Serotypen sind mehrere Dosen erfor-
derlich. Nach oraler Administration der OPV (2 Tropfen) scheiden Impflinge 4—6 Wochen und
Personen mit Immundefekten Uber einen langeren Zeitraum Impfviren aus (World Health
Organization Geneva 2016). Dies kann enge Kontaktpersonen indirekt immunisieren und bei
bereits immunisierten Personen die intestinale Immunitdt verstarken (World Health
Organization Geneva 2016). Die OPV sei nicht teratogen und sicher fir die Anwendung bei
Schwangeren und HIV-Infizierten, im Allgemeinen aber, wie alle Lebendimpfstoffe, bei Im-
munkompromittierten kontraindiziert (Parker und Grassly 2016, World Health Organization

Geneva 2016).
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Treten nach Applikation der OPV als unerwiinschte Reaktion Paralysen auf, wird von Vakzin-
assoziierter paralytischer Poliomyelitis gesprochen (VAPP, ,vaccine-associated paralytic poli-
omyelitis”) (Wimmer et al. 1993). Sie ist klinisch nicht zu unterscheiden von einer Infektion
durch Polio Wildviren (WPV) und tritt in ca. 2—4 Fallen / 1000000 Geburten / Jahr in Ldndern
auf, die OPV anwenden (Platt et al. 2014).

Die Sabin Stamme weichen in wenigen Nukleotiden von ihren Vorlaufer WPV-Stammen (Typ
1: Mahoney, Typ 2: unbekannt, Typ 3: Leon) ab (Mueller et al. 2005). Abhdngig vom Serotyp
sind nur 2-5 der Substitutionen entscheidend fiir die Abschwéachung (Savolainen-Kopra und
Blomqvist 2010). Die hohe Mutationsrate von Polioviren bedingt das Auftreten adaptiver Mu-
tationen, auch Reversion der abschwachenden Genomregionen, wahrend der Replikation der
Polioviren in infizierten Personen. Attenuierte Impfstimme, die Ubertragungs- und Neurovi-
rulenzeigenschaften der WPVs zuriickerlangen und damit erneut zu Polioerkrankungen fiihren

konnen, werden als Revertanten bezeichnet (Wimmer et al. 1993).

Die Sequenzabweichung der VP1-kodierenden Region eines Poliovirusisolates vom zugehori-
gen Sabin-Impfstamm in Prozent definiert, ob es zu WPVs, ,,OPV-like polioviruses” oder zu
,vaccine-derived polioviruses” (VDPVs) gehort (World Health Organization 2004b). Ein Nicht-
Ubereinstimmen von 1 % ist gleichbedeutend mit der Replikation in einer oder mehreren
Personen fiir zumindest 1 Jahr nach Gabe der OPV Dosis. WPVs weichen mehr als 15 % ab
(Kew et al. 2005). ,,OPV-like polioviruses” haben eine minimale Sequenzdifferenz und treten
infolge der Anwendung der OPV ubiquitar auf (Burns et al. 2014). Als VDPVs gelten Isolate,
deren VP1-Genomsequenzen sich weniger als WPVs (<15 %), aber durch verldngerte
Replikation oder Ubertragung zwischen Menschen mehr als die OPV-like PVs von den
Sabinstammen unterscheiden (Serotyp 1 und 3 > 1 %, Serotyp 2 > 0,6 %) (Burns et al. 2014).
Die VDPVs werden weiter in ,circulating VDPVs“ (cVDPVs), ,,immunodeficiency-associated
VDPVs“ (iVDPVs) und ,ambiguous VDPVs“ (aVDPVs) unterteilt. Flir cVDPVs ist eine
Ubertragung zwischen Menschen in der Bevélkerung nachgewiesen. iVDPVs enstehen durch
verlangerte Replikation in Personen mit Immundefekten, die wegen Defiziten in der
Antikorperproduktion 10 Jahre und ldnger Polioviren ausscheiden. Von aVDPVs ist der
Ursprung nicht bekannt (Savolainen-Kopra und Blomqvist 2010, World Health Organization
Geneva 2016). Die Genomsequenz der Polioviren verandert sich zuséatzlich durch intratypische
(zwischen Sabin—Stammen oder zwischen Sabin—-Stammen und WPVs) und weniger durch in-

tertypische Rekombinationen (mit anderen Nicht-Polio-Enteroviren (NPEVs) der Gruppe C,
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wie beispielsweise Coxsackie-Viren) (Wimmer et al. 1993, Brown et al. 2003, Liu et al. 2003,

Paximadi et al. 2008).

1.4.Epidemiologie und Eradikation der Poliomyelitis

Folgend auf erste Epidemien kindlicher Lahmungen Ende des 19. und Anfang des 20. Jahrhun-
derts in Schweden und den USA, traten nach dem zweiten Weltkrieg auch in Deutschland
grolRe Epidemien auf, zuletzt 1961 mit 4594 Erkrankten (davon 306 todlich) (Windorfer und
Feil 2000, Lindner 2004).

Die zugelassenen Impfstoffe wurden unterschiedlich angenommen: Ungarn, Polen, die Tsche-
choslowakei, die ehemalige DDR, spater auch die USA und die BRD entschieden sich fiir die
Massenanwendung der OPV. Wahrend es in der BRD keine Impfflicht gab, zahlte die Polioimp-
fung ab 1961 in der DDR zu den Pflichtimpfungen. Lander wie Finnland, Frankreich, Island, die
Niederlande, Norwegen und Schweden (Robertson 1993) entschieden sich frihzeitig fir die
IPV und blieben durchgehend dabei (Lindner 2004, Lindner und Blume 2006, Klein 2013).
Durch die weit verbreitete Impfung gingen die Fallzahlen in entwickelten Ldndern in den 60er
und 70er Jahren stark zuriick (World Health Organization 2004b). Die 27. World Health As-
sembly (WHA) 1974 war Ursprung des ,,Expanded Program on Immunization“ (EPI) der World
Health Organization (WHO) mit dem allgemeinen Ziel, die Kinder auf der Welt zu impfen
(World Health Assembly 1974). Zunachst sollten neben Poliomyelitis Tuberkulose, Tetanus,
Diphtherie, Keuchhusten und Masern angegangen werden (GPEI 2017). Die OPV wurde trotz
des Risikos der VAPP wegen einfacher Applikation als Schluckimpfung, glinstigeren Herstel-
lungskosten und indirekter Immunisierung von Kontaktpersonen bereits geimpfter Personen
ebenfalls in die Routine-Impfprogramme der meisten Entwicklungslander aufgenommen

(Lindner und Blume 2006, GPEI 2017).

Die 44. WHA 1988 fasste den Beschluss fur die weltweite Poliovirus Eradikation bis zum Jahr
2000 und fihrte die Global Polio Eradication Initiative (GPEI) ein (World Health Assembly
1988, GPEI 2017). Eradikation meint die ,vollstdndige Entfernung bzw. Eliminierung eines
Krankheitserregers aus dem Korper oder einer Population” (Fiedler 2017). Zu diesem Zeit-
punkt gab es weltweit ca. 350000 Félle in 125 endemischen Landern (Robert Koch Institut
2016d). Deutschland verzeichnete 1990 die letzte erworbene Wildviruserkrankung und 1992

die letzten beiden importierten Fille (Agypten, Indien) (Robert Koch Institut 2015d). 1998
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empfahl die Standige Impfkommission (STIKO) wegen weiterhin jahrlich auftretender VAPP-
Falle fortan den generellen Einsatz der IPV anstelle der OPV (Robert Koch Institut 2015d).

Abb. 1 Weltkarten mit Landern in denen Polio 1988 und 2017 endemisch vorkam.

Links: Dunkelgrau - 125 Lander in denen Polio 1988 endemisch war. Rechts: Dunkelgrau - 3 Lander (Pakistan, Afghanistan und
Nigeria) in denen Polio 2017 endemisch war und es bis heute (Stand: 28.05.2018) ist. Die Karten wurden mit mapchart.net
erstellt.

Die Zahl der Polioerkrankungen konnte weltweit um >99 % reduziert werden (Robert Koch
Institut 2016d) und es leben bereits > 80 % der Weltbevolkerung in poliofreien Landern (Ro-
bert Koch Institut 2015d). Aktuell verbleiben die drei Poliovirus endemischen Lander Pakistan,

Afghanistan und Nigeria (Abb. 1).

2015 betrug die Zahl der bestatigten Polio-Wildviruserkrankungen 74, wobei Nigeria zwi-
schenzeitlich nicht zu den endemischen Léandern zdhlte (Morales et al. 2016). 2016 wurden
weltweit insgesamt 37 Wildviruserkrankungen gemeldet (Pakistan 20, Afghanistan 13, Nigeria
4),2017 waren es 22 Falle (Pakistan 8, Afghanistan 14) (World Health Organization 2018). WPV
Typ 2 verursachte seit 1999 (Minor 2016) keine Wildviruserkrankung mehr und gilt seit Sep-
tember 2015 als ausgerottet (Robert Koch Institut 2016d). Die letzte Wildviruserkrankung

durch WPV Typ 3 trat 2012 auf (World Health Organization 2018).

Die Mitgliedstaaten der WHO werden in sechs Regionen gegliedert (Anlagen Tab. 2, Abb. 17)
(World Health Organization 2017a). Die Region of the Americas (1994), Western Pacific Region
(2000), European Region (2002) (Robert Koch Institut 2002) und zuletzt die South-East Asia
Region (2014) (Bahl et al. 2014) sind von der WHO bereits poliofrei zertifiziert. Es fehlen die
African und die Eastern Mediterranean Region. Fiir die Zertifizierung der Poliofreiheit einer
Region fordert die WHO, dass mindestens 3 Jahre keine Poliofélle durch Wildviren auftreten,

eine ausreichende Impfimmunitat der Bevolkerung vorliegt, die Erfassung von AFP-Fallen
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funktioniert, importierte Poliofdlle zuverlassig detektiert und WPVs sicher gelagert werden

(Robert Koch Institut 2002).

Die fortlaufende Anwendung der OPV in vielen Landern birgt bei unzureichender Immunitat
der Bevolkerung das Risiko der verlangerten Zirkulation der Impfviren und damit des Auftre-
tens neurovirulenter VDPVs (Burns et al. 2014, Zaidi et al. 2016). Zu den ersten Ausbriichen
durch diese Revertanten zidhlen Agypten (1983-1993), Hispaniola (Haiti und Dominikanische
Republik) (2000-2001), Philippinen (2001) und Madagaskar (2001-2002) (Mueller et al. 2005).
Bis 2016 kam es in mehr als 20 Landern zu Erkrankungswellen, Gber 80 % durch cVDPV Typ 2
(davon ca. 51 % in Nigeria) (World Health Organization 2017b). Auch die Ukraine, ein Land der
WHO European Region, meldete beispielsweise 2015 zwei Erkrankungsfalle durch cVDPV Typ
1 bei zuvor stark gesunkenen Impfquoten (Robert Koch Institut 2015e). In Landern die mit OPV
impfen erfolgte 2016 (unter der Voraussetzung der Integration einer Dosis IPV in das nationale
Impfprogramm (Parker et al. 2015)) die Umstellung von der trivalenten (PV 1, 2 und 3) auf die
bivalente OPV (PV 1 und 3) um das erneute Auftreten von cVDPV Typ 2 Erkrankungen nach
der WPV Typ 2 Eradikation 2015 zu beenden (Robert Koch Institut 2016c).

1.5.Jiingere Entwicklung

Zu den Strategien der Polioeradikation zahlen zum einen Immunisierungen in Form von Rou-
tineimpfungen, zusatzlichen nationalen Impftagen und sog. gezielten ,,mop-up” Kampanien
um Immunitatslicken zu schlieBen (World Health Organization 2004b). Zum anderen spielt
die Uberwachung der Poliomyelitissituation eine wichtige Rolle. Sie umfasst die Erhebung von
Daten zum Immunitatsstatus, Erfassung von Fallen akuter schlaffer Lahmungen (AFP) und er-

ganzend die Detektion zirkulierender Polioviren in der Umwelt (Asghar et al. 2014).

Ziel der Immunisierungen ist es, eine ausreichende ,Herdenimmunitat®, d.h. einen Infektions-
schutz der Bevolkerung durch Anwesenheit immunisierter Personen, zu gewahrleisten (Fine
1993). Je hoher der Immunitatslevel, desto kleiner ist die Wirtspopulation fiir das Virus,
wodurch wiederum die Ubertragungsrate sinkt (Fine 1993, Smith 2010). Neben Impfungen
tragen natiirlich durchgemachte Infektionen und maternale Antikérper zur Immunitat einer
Bevolkerung bei (Fine 1993). Entscheidend fiir die Kalkulation des erforderlichen Schwellen-
wertes fur Herdenimmunitat ist neben Geburtsraten, durchschnittlichem Infektionsalter und
Dauer der Protektion durch maternale Antikérper (Anderson und May 1990) die Basisrepro-

duktionszahl Ro des Erregers. Je hoher Ro, desto schwieriger ist die Eradikation: Ro masern = 10—
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20, Ro pocken = 2—4 und Ro polio = 5—7 (Anderson und May 1990, Plans-Rubié 2012). Unter der
Annahme, dass die Impfung zu 100 % effektiv ist, liegt der Schwellenwert fir Polio bei 80—

86 % (Fine 1993).

Die Steigerung des Immunitatslevels einer Bevolkerung senkt das Infektionsrisiko (Smith
2010). Das kann jedoch dazu fiihren, dass sich der Erkrankungszeitpunkt derjenigen die trotz-
dem erkranken, vom Kindes- in das Erwachsenenalter verlagert (Smith 2010). Weiterhin be-
glnstigend sind Immunitatsliicken im Alter, bedingt durch fehlende Impfungen oder eine
mogliche Abnahme, sog. Waning, der Antikorperlevel (Blake et al. 2014). Mit steigendem Alter
bei Infektion sind die Krankheitsverlaufe bei vielen Kinderkrankheiten, wie Roteln, Masern,
aber auch Polio schwerwiegender. Das Risiko fir Paralysen ist hoher (Anderson und May
1990). Bei Kindern enden 5-10 % der paralytischen Poliomyelitiden todlich, bei Jugendlichen
und Erwachsenen hingegen 15-30 % (World Health Organization Geneva 2016). Z.B. betrafen
Polioausbriiche in Namibia 2006 (Yusuf et al. 2014), Tajikistan 2010 (Yakovenko et al. 2014)
und im Kongo 2010 (Robert Koch Institut 2011a) ungewdhnlich viele Erwachsene mit einem

hohen Anteil todlicher Verldufe (Robert Koch Institut 2011a).

Durch ein hoheres Erkrankungsalter steigt Ro fr Polio auf bis zu 30 und der Schwellenwert fiir
Herdenimmunitat damit auf >95 % (Fine 1993). Nach Sauerbrei et al. (2004) sowie Diedrich
und Schreier (2007) sei, wie basierend auf den Berechnungen von Fine (1993), eine Her-
denimmunitdt von mindestens 80 % erforderlich um zumindest die Verbreitung von Polioviren
zu verhindern. Die DDR sah im Gegensatz dazu >90 % (Dittmann und Thilo 1986, Klein 2013),
die Schweiz beispielsweise >95 % (Bienz und Bourquin 2003) als notwendig an. Der Poliovirus-
ausbruch in Tajikistan (WHO European Region) und angrenzenden Liandern 2010 mit insge-
samt 475 Fallen durch importiertes WPV Typ 1 (aus Indien) bei einem Immunitatslevel von
87 % (2008) verdeutlicht die Auswirkungen einer mangelnden Bevolkerungsimmunitat in

nichtendemischen Regionen (Robert Koch Institut 2010b, Robert Koch Institut 2011b).

Jingeren Aussagen des Robert Koch Institutes zufolge, kdnne die Zirkulation des Poliovirus
nur verhindert und die Eradikation erreicht werden, wenn der Schutz der Bevélkerung tber
95 % lage (Robert Koch Institut 2012). Auch die WHO fordere aktuell Immunitatslevel von min-
destens 95 % (Robert Koch Institut 2017). Eine Impfquote von mindestens 95 % sei laut RKI
ein wichtiger Indikator zur Einschatzung des Risikos der Weiterverbreitung eines einge-
schleppten Poliovirus in der Bevolkerung (Robert Koch Institut 2018a). Weiterhin sei es nach
Angaben der Technical Advisory Group on Vaccine-preventable Diseases fiir die WHO Region
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of the Americas ebenfalls Ziel, einen Impfschutz >95% zu erreichen (TAG on Vaccine-

Preventable Disease 2013).

Daten jungster Vergangenheit zum Immunitatsstatus Erwachsener in Deutschland zeigen,
dass 95 % Immunitat gegen alle drei Poliovirustypen nicht erreicht werden. Die Untersuchung
von 290 Seren schwangerer Frauen von 1995-1996 ergab, dass nur 62,4-64,1 % einen ausrei-
chenden Titer (Cut-Off Titer > 10) gegen alle drei Poliovirustypen hatten (Sauerbrei et al.
2004). Im Rahmen des Bundesgesundheitssurveys von 1997/1998 waren nur 85 % der 2564
getesteten Erwachsenen serologisch gegen alle drei Poliovirustypen geschiitzt (Diedrich et al.
2000). Die aktuellsten Zahlen fir Deutschland stammen aus der ,Studie zur Gesundheit Er-
wachsener in Deutschland”. Mit der ersten Erhebungswelle von 2008-2011 wurden Impfda-
ten von einem Teil der 18—79-Jahrigen deutschlandweit erhoben. 85,6 % der Erwachsenen

waren vollstandig gegen Poliomyelitis immunisiert (Poethko-Miiller und Schmitz 2013).

Sauerbrei et al. (2004) und Nijsten et al. (2015) zeigten zudem auf, dass im direkten Vergleich
die Rate des impfanamnestischen Schutzes hoher war, als die Seropravalenz neutralisierender
Antikorper gegen Polioviren. Damit kdnnte auch fiir die Erwachsenen in Deutschland der Im-
munitatslevel geringer sein, als die aktuellsten Zahlen aus Impfanamnesen vorgeben. Weiter-
hin stellten Poethko-Miller und Schmitz (2013) héhere Pravalenzen bei Frauen im Vergleich
zu Mannern, sowie einen Abfall der Impfquote mit steigendem Alter fest. Die deutschlandwei-
ten Impfquoten von Kindern bei Schuleingangsuntersuchungen fir das Jahr 2016 liegen bei
93,9 % und sind damit im Vergleich zu den Resultaten flir Erwachsene in Deutschland zunachst
sehr gut (Robert Koch Institut 2018b). Sie seien jedoch in den letzten 10 Jahren um ca. 2,5 %
gesunken (Robert Koch Institut 2018b). Entgegen der Annahme, dass insbesondere Beschaf-
tigte im Gesundheitswesen, wie z.B. Arzte, Pflegepersonal oder Medizinstudierende, ein ge-
steigertes Bewusstsein fiir die Inanspruchnahme von Schutzimpfungen haben sollten, lagen
die ermittelten Impf- und auch Seropradvalenzraten in Untersuchungen von Wicker et al.

(2007), Voigt et al. (2008) und Kilshammer et al. (2013) fiir die letzten Jahre teilweise <70 %.

Deutschland nimmt seit 1997 aktiv am Programm der Polioeradikation der WHO teil (Robert
Koch Institut 2010a). Polio zdhlt in Deutschland nach § 6 und § 7 des Infektionsschutzgesetzes
zu den meldepflichtigen Erkrankungen. Jeder Krankheitsverdacht (jede nicht traumatisch be-
dingte akute schlaffe Lihmung), die Erkrankung und der Tod, sowie der direkte und indirekte

Nachweis von Poliovirus, der auf eine akute Infektion hinweist wird namentlich gemeldet (Ro-
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bert Koch Institut 2015d). Fiir AFP-Falle erfolgt zusatzlich eine Meldung an die Nationale Kom-
mission fiir die Polio-Eradikation (Bigl und Roch 2001). Im Rahmen der AFP-Uberwachung wer-
den von jedem der auftretenden Falle bei Kindern und Jugendlichen unter 15 Jahren zwei
Stuhlproben mit einem Mindestabstand von 24 h innerhalb von 14 Tagen nach Beginn der
Lahmungen genommen (Robert Koch Institut 2010a). Ursachen fiir akute schlaffe Lihmungen
sind neben Polio z.B. das Guillain—Barré—Syndrom, die transverse Myelitis und andere Virus-
infektionen (Robert Koch Institut 2010a). Die Meldezahlen miissen mindestens der Inzidenz
der AFP von 1 Kind <15 Jahre/100000 Kinder/Jahr entsprechen, um als adiquate Uberwa-
chung zu gelten (Zaidi et al. 2016). In Deutschland erfolgte die AFP-Uberwachung von 1998—
2010 (Robert Koch Institut 2015c). Da Deutschland die Qualitatsvorgaben der WHO Uber viele
Jahre nicht erfillen konnte, wurde 2005 zusétzlich die Enterovirus Surveillance (EVSurv) etab-
liert (Robert Koch Institut 2010a). In akkreditierten Labors wird zur differentialdiagnostischen
Abklarung viraler Meningitiden und Enzephalitiden, sowie bei nicht traumatisch bedingten
AFPs ohne Altersbeschrankung eine Enterovirusdiagnostik in Stuhl- oder Liquorproben durch-
gefuhrt (Nationale Kommission fiir die Polioeradikation in der Bundesrepublik Deutschland
und NRZ PE am Robert Koch-Institut 2011). Hintergrund ist, dass Poliovirusinfektionen selte-
ner mit akuten schlaffen Lahmungen, als mit Meningitiden oder Enzephalitiden einhergehen

(Robert Koch Institut 2010a).

Im Allgemeinen gilt die AFP-Uberwachung als internationaler Standard in der Polioeradikation
(Asghar et al. 2014). Der klinische Manifestationsindex von Poliovirusinfektionen ist sehr nied-
rig, 95 % verlaufen asymptomatisch. Infizierte Personen scheiden trotzdem Polioviren aus, die
dann unbemerkt in der Umwelt zirkulieren und auf diesem Weg ein Gesundheitsrisiko darstel-
len kénnen (Bosch et al. 2008, Cashdollar und Wymer 2013). Durch Trinkwasser, Wasserauf-
nahme bei Freizeitaktivitdten wie Schwimmen oder Wassersport, kontaminierte Lebensmittel
(durch Bewasserungsanlagen in der Landwirtschaft), Meeresfriichte oder Aerosole (die z.B.
bei der Abwasseraufbereitung entstehen) werden Viren potenziell Gbertragen (Mayr 2003,
Bosch et al. 2008, Battistone et al. 2014). Die sonst oft als Anzeiger flir Wasserverunreinigung
verwendeten Indikatorbakterien weisen nicht die gleichen umweltresistenten Eigenschaften
wie viele Viren, unter anderem Polioviren, auf. Ein Vorkommen von enteralen Viren in Abwe-
senheit von Fakalindikatoren kann deshalb nicht ausgeschlossen werden (Fong und Lipp 2005,
Moser-Danhel und Meyer 2008). Eine sensitive Umweltiiberwachung detektiert die Abwesen-

heit zirkulierender WPVs oder eingeschleppter WPVs, sowie das Vorhandensein von OPV-like
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PVs oder Kategorien der VDPVs (Asghar et al. 2014). Teilweise steht der Nachweis in der Um-
welt im Zusammenhang mit Erkrankungsfallen in der Region oder erfolgt wahrend Massen-
impfkampagnen mit OPV. Falls aber WPVs oder cVDPVs in der Abwesenheit von AFP-Fallen
nachgewiesen werden, spricht man von der stummen Zirkulation in der Umwelt, was beson-

ders in Populationen mit hohen Immunitatsleveln unbemerkt auftritt (Manor et al. 2014).

In Israel und Palastina trat 1988 der letzte einheimische Poliofall auf. Da Polio in den umlie-
genden Regionen aber noch endemisch war, wurde 1989 ein System zu Uberwachung der
Wildviruszirkulation in Abwéssern etabliert. 1994 begann die Uberwachung der akuten schlaf-
fen Ldhmungen. Die Umweltiiberwachung konnte in Abwesenheit von AFP Fadllen mehrere
stumme Wildvirus-Zirkulationen aufdecken, z.B. 1990 WPV Typ 3, 1991 WPV Typ 1 und 1996
WPV Typ 1 (Manor et al. 1999). 2013 wurde erneut vermehrungsfahiges WPV Typ 1 in Abwas-
ser detektiert. Phylogenetische Analysen der Stimme ergaben Ubereinstimmungen mit dem
SOAS (South Asia) Typ des WPV Typ 1, der noch in Afghanistan und Pakistan endemisch vor-
kommt (Anis et al. 2013, Kaliner et al. 2014, Shulman et al. 2014). Auch in Brasilien, wo es seit
Uber 20 Jahren keinen einheimischen Poliofall mehr gegeben hatte und die Durchimpfungsra-
ten gegen Polio hoch sind, wurden importierte Polioviren (WPV Typ 1) in Abwéssern eines

internationalen Flughafens detektiert (Pan American Health Organization 2014).

Der Nachweis von WPVs und VDPVs in der Umwelt in Abwesenheit von AFP-Fillen (beschrie-
ben von Shulman et al. 2006, Blomgvist et al. 2012, Hovi et al. 2012, Al-Hello et al. 2013, Anis
et al. 2013, Hovi et al. 2013, Battistone et al. 2014, Kuryk et al. 2014, De Oliveira Pereira et al.
2016) oder noch vor dem Auftreten von AFP-Fillen unter anderem in Regionen mit mangel-
hafter AFP-Uberwachung, inadiquaten Impfaktivititen oder Regionen mit einem hohen Risiko
fur die Polioviruseinschleppung, verdeutlicht den zusatzlichen Nutzen der Umweltiiberwa-
chung (Kuryk et al. 2014, Zaidi et al. 2016). Einige Studien zeigten, dass die Umweltiiberwa-
chung héhere Sensitivititen als die AFP-Uberwachung erreichen kann (Manor et al. 1999,

Blomqvist et al. 2012, Alam et al. 2014, Battistone et al. 2014).

In finf der sechs WHO Regionen (Abb. 21 in den Anlagen (Asghar et al. 2014)) erfolgte in in-
terdisziplindrer Zusammenarbeit mit der WHO die Etablierung eines Umweltiiberwachungs-
systems. In der European Region zahlen dazu unter anderem die Niederlande, Italien und Is-

rael. Deutschland fihrte bisher keine routinemaRige Umweltiberwachung ein, da die EVSurv
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eine gute Qualitat der Polio-Uberwachung gewihrleistet. ,In Abhingigkeit von der epidemio-
logischen Situation kdnnen jedoch lokale, temporar begrenzte Abwasser-Untersuchungen

eine sinnvolle Erganzung zur etablierten EVSurv sein“ (Diedrich et al. 2016).

Um die oft geringen Virusmengen in Oberflaichenwasser (Fliisse, Meere, Seen) oder Abwasser
nachzuweisen, miissen groBe Probenvolumina (1 1-1000 |) entnommen (Bosch et al. 2008,
Gibson et al. 2012, Cashdollar und Wymer 2013) und meistens in zwei separaten Schritten
konzentriert werden. Grundlegende Prinzipien sind Adsorption und Elution, Zwei-Phasen-Se-
paration, Zentrifugierung und Filtration (Percival 2004), die als primare und sekundare Kon-
zentrierung kombiniert werden (Winona et al. 2001, Bosch et al. 2008). Haufig reichern jedoch
auch Stoffe (z.B. Huminsauren) mit an, die nachfolgende zellkulturbasierte aber v.a. auch PCR-

Nachweisverfahren inhibieren (Gibson et al. 2012).

Standard zum Virus—Nachweis ist die Anzucht und Isolation auf Zellkulturen und die anschlie-
Rende Identifikation der Isolate (World Health Organization 2003). Durch die Konzentrierung
kann zuvor infektioses Virus zerstért worden sein, sodass in der Zellkultur weniger Virus als
tatsachlich enthalten war, detektiert wird (Fong und Lipp 2005). Zellkulturbasierte Methoden
dauern im Gegensatz zur PCR mindestens einige Tage, was fir die routinemaRige Anwendung
in der Umweltiiberwachung nicht optimal ist (Hindiyeh et al. 2014). Insgesamt betont dies die
Notwendigkeit der Entwicklung effektiver Methoden zum direkten Poliovirusnachweis im Rah-
men der Umweltliberwachung, wie sie beispielsweise auch fiir das WPV Typ 1 Isolat in Israel

2013 in Form einer spezifischen PCR zur Anwendung kamen (Hindiyeh et al. 2014).
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2. Zielstellung

Vor dem Hintergrund der zunehmenden Verschiebung des Erkrankungszeitpunktes fir Polio-
myelitis in das Erwachsenenalter, wenigen aktuellen Zahlen zum serologischen Immunitats-
status Erwachsener und der bisher nicht etablierten Umweltiiberwachung in Deutschland,
stellt sich die Frage, ob die deutsche Bevolkerung einen ausreichenden Impfschutz gegen Po-

liomyelitis aufweist und ob hierzulande Polioviren in der Umwelt nachweisbar sind.

Da gerade auch bei Beschiftigten im Gesundheitswesen (z.B. Arzten, Pflegekriften oder Me-
dizinstudierenden) ein unzureichender Schutz gegen Polioviren festgestellt wurde (Wicker et
al. 2007, Voigt et al. 2008, Kilshammer et al. 2013), sollen stellvertretend bereits gewonnene
Serumproben von Mitarbeitern der Uniklinik Leipzig auf neutralisierende Antikdrper gegen
Polioviren getestet werden. Ziel ist es, den Immunitatsstatus der Probanden im Hinblick auf
die Gewahrleistung einer ausreichenden Herdenimmunitat (1a) und alters- oder geschlechts-
spezifische Unterschiede (1b) zu analysieren. Weiterhin soll darauf eingegangen werden, in-
wiefern von den untersuchten Probanden auf Erwachsene in Deutschland geschlossen wer-

den kann (1c).

Als mogliches Ubertragungsmedium von Polioviren in der Umwelt soll stellvertretend Fluss-
wasser der Holtemme (in den Landkreisen Harz und Borde in Sachsen-Anhalt) getestet wer-
den. Dies erfolgt in Zusammenarbeit mit Arbeitsgruppen des UFZ Leipzig, die auch fiir andere
Projekte Analysen in der Holtemme durchfiihren. Ziel ist es, unter Anwendung einer direkten
PCR-basierten Nachweismethode und zuvor Ermittlung der Sensitivitat und Spezifitat der Me-
thode in sog. Spike-Versuchen (2a), schlielich Flusswasser verschiedener Standorte der Hol-

temme auf das Vorhandensein von Polio- und NPEVs zu untersuchen (2b).

AbschlieBendes Ziel ist es, die Infektionsgefahrdung Erwachsener durch Polioviren in der Um-
welt basierend auf dem Immunitétsstatus der untersuchten Probanden und der angewende-

ten Methode zum Nachweis von Polioviren in Flusswasser einzuschatzen (3).

Die Ergebnisse der Arbeit sollen einen Beitrag zur Uberwachung der Poliomyelitissituation in

Deutschland und Europa leisten.
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3. Materialien

Zelllinien

Bezeichnung

DSMZ-Nummer

Charakteristika

Herkunft/Quelle

Muskelzellen eines kau-

RD (TE-671) ACC 263 kasischen Madchens DSMZ, Braunschweig
(7 Jahre)
SF21 ACC 119 Ovarialzellen des Insekts o\ /o oo ocohweig

Spodoptera frugiperda

Virusstimme und Bakterien

Erreger Stamm Herkunft/Quelle
Baculovirus AcCC1 ATCC, Wesel
Poliovirus Typ 1 Sabin RKI, Berlin
Poliovirus Typ 2 Sabin RKI, Berlin
Poliovirus Typ 3 Sabin RKI, Berlin
Bakterienstamm Genotyp Bezugsquelle

E. coli JM109 Promega

Primer und Sonden

Lange Tm G/C

Bezeichnung Polaritat Sequenz 52> 3¢ nt-Position R Firma
(bp) (°C) (%)
. ACC CAAAGTAGT  537-555 . .
EV-1as antisense CGGTTCC (AY752944) 19 57,0 52,6 Tib Molbiol
GGT GCG AAG AGT 416-438 . .
EV-1s sense CTA TTG AGC TA (AY752944) 23 63,0 47,8 Tib Molbiol
6FAM-TGA ATG 460-483
EV probe Sonde CGG CTAATCCTA (AY752944) 24 64,2 50,0 Tib Molbiol
ACT GCG-BBQ
M13for GTA AAA CGA CGG .
(PGEM®-T) sense CCAG 2941-2957 16 46,0 56,0 Metabion
. CGG ATAACG CTT 321621- .
MPas antisense GCG ACCTAT G 321642 22 64,0 54,5 Metabion
GGCGAATGG GTG  321179- .
MPs sense AGT AAC ACG 321199 21 63,0 57,1 Metabion
. . AYR TAC ATI ATY * )
PanPolio_as antisense TGR TAI AC 2956-2978 20 47,0 25,0 Eurofins
PanPo- FAM-TGR TTN ARI
lio orobe Sonde GCRTGI CCRTTR 2935-2957* 23 57,1 39,1 Eurofins
-P TT-BHQ1
. CIT AIT CIM GIT * )
PanPolio_s sense VG AYA TG 2876-2895 20 50,1 32,5 Eurofins
GCT GCA CGG CAA  80918-80940 .
Bacu8.1s sense TAC CTA TCA TC (NC_001623) 23 57,0 52,0 Metabion
. ATG TACAGA CGC  81128-81109 .
Bacu 8.1 as antisense GAC CCC AA (NC_001623) 20 54,0 55,0 Metabion
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CAA CAATAG TCC
Bacu FL Sonde GCT GTATGC GCT (8’\}233(-)811622? 28 60,0 46,0 Tib Molbiol
CAT T-FL -
LC Red640-ACA
TTCTAAACATTA 81004-80977 . .
Bacu LC Sonde AAA CGG TGCGCA  (NC_001623) 29 57,0 38,0 Tib Molbiol
GT-PH

* (Toyoda et al. 1984)

Weitere Nukleinsauren
dNTP-Set, je 100 mM

Fermentas, R0186

GeneRuler™ 100 bp DNA LadderPlus

Kits

Big Dye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit

Fermentas, SM0321

Applied Biosystems, 4336776

DyeEx®2.0 Spin Kit (250)

Qiagen, 63206

High Pure Viral Nucleic Acid Kit

Roche, 11858874001

pPGEM®-T Vector System |

Promega, A3600

QIlAamp® Viral RNA Mini Kit (250)

Qiagen, 52906

QlAprep® Spin Miniprep Kit (50)

Qiagen, 27104

Quanti Fast Multiplex RT-PCR + R Kit

Qiagen, 204954

Wizard® SV Gel and PCR Clean-up System

Enzyme

Platinum Taq DNA Polymerase

Promega, A9282

Invitrogen, 10966-034

Superscript Il Reverse Transcriptase

Ndhrmedien

Erhaltungsmedium SF21-Zellen

Invitrogen, 18080-044

Insectomed SF express+2 % FKS

LB-Medium

Lennox L Broth Base (Invitrogen; 12780-052); 20 g/I
VE-Wasser (autoklaviert)

Erhaltungsmedium RD-Zellen

DMEM mit Glutamax | + 10 % FKS + P/S (100 U/ml)

Nahrmedium SF21-Zellen

Insectomed SF express + 10 % FKS

SOC-Medium

Puffer und Lésungen

Kristallviolett (Gebrauchslosung)

2 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 10 mM NaCl,
2,5 mM KCI, 10 mM MgClz, 10 mM MgSQas, 20 mM
Glucose auf 10 ml

100 g Kristallviolettpulver + 100 ml Ethanol (20 %ig)

Ladepuffer

10 mM Tris-HCI (pH 7,6) + 0,03 % Bromophenolblau
+ 0,03 % Xylencyanol + 60 % Glycerol + 60 mM EDTA

LB-Agar fir Petrischalen

17,5 g LB-Agar (Sigma, L-2897) auf 500 ml VE-Was-
ser; pH mit 1 M NaOH auf 7,3 - 7,4 einstellen; dann
autoklavieren und auf ca. 55 °C abkUhlen lassen; Zu-
gabe von Ampicillin (100 pg/ml); 20 ml in Petrischa-
len gieBen

TAE-Puffer (50x)

2 M Tris + 0,1 M EDTA, mit Eisessig auf pH 8,5

TM-Puffer

50 mM Tris HCI pH 7,8 + 10 mM MgSO4
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Chemikalien und Reagenzien

Ampicillin Ratiopharm
Bisbenzimid (H 33258) AppliChem
Bovines Serumalbum (BSA) Sigma, A4503
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma Aldrich
DMEM Gibco®

EDTA Dinatriumsalz Dihydrat (EDTA) Roth, 3738

Einbettungsmedium

Dr.Merck & Kollegen

Ethanol absolut

J.T. Baker, 8228

Ethidiumbromid (5 mg/ml)

Sigma, E8751

FKS (fotales Kalberserum)

Biochrom, S0115

HiDi Formamid

AppliedBiosystems, 4311320

HPLC-Wasser

Roth, A511.2

Insectomed SF express

Biochrom, F8275

Kristallviolett Merck

L-Glutamin Gibco®

LE Agarose Biozym

Loading Dye (6x) Fermentas, R0611
Magnesiumchlorid (MgClz) (50 mM) Invitrogen

PCR Puffer (10x MgCly) Invitrogen
Penicillin Streptomycin Mix Gibco®, 15140
Phosphatgepufferte Salzlosung (DPBS 10x) Gibco®

TE-Puffer

Invitrogen, 12090-015

Trypan Blau-Lésung (0,4 %)

Gibco®

Trypsin-EDTA (0,05 %) Gibco®
Gerate und Verbrauchsmaterial
Bakterienréhrchen Greiner

Brutschrank (Steri-Cult 200; 5 % CO», 37 °C, 95 %

Feuchte)

Forma Scientific

Brutschrank fur Bakterien (kelvitron® t; 5% CO.,

37°C, 95% Feuchte)

Heraeus Instruments

Crossflow Filter (Hydrosart® Ultrafiltration Cassette)  Sartorius
Deckglaser (20x26 mm) Menzel Glaser
Digitale Farbkamera DFC 360 FX Leica
DNA/RNA-Extraktionsinstrument (MagNA Pure 96) Roche
Eismaschine (AF-20) Scotsman
Elektrophoresegerat (PowerPac 300) Biorad
Eppendorf ReaktionsgefdaRe 1,5 ml und 2 ml Sarstedt
Feinwaage Sartorius
Fluoreszenzmikroskop DMIRB Leica

Gefrierbehilter (Mr. Frosty™)

Thermo Scientific

Gefrierschrank (- 20 °C)

Liebherr, Premium

Gefrierschrank (- 80 °C)

Revco Scientific

Geldokumentationsanlage (Multilmage™Light Cabi-

Alpha Innotech Corporation

net)

Gelelektrophoresekammer Biorad

Glas-Douncer GLW

Glaser mit Schraubverschluss (100 — 500 ml) Schott Duran, Biochrom KG
Glaskapillaren (LightCycler® Capillaries 20 pl) Roche

Glaspipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml)

K.J. Werner GmbH
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Kryordhrchen (Cryo Tube™)

Nunc™

Kihlschrank

Liebherr Premium

Laminarflowsystem (Klasse: 11B, DIN 12950, BS 5726,

NSF 49)

CleanAir

Magnetrihrer und Heizplatte (MR 3001)

Heidolph Instruments

Mehrkanalpipette (Finnpipette F2)

ThermoFisher

Mehrkanalpipette 50 pl Eppendorf
Membranpumpe (SartoJet Membran Pumpe) Sartorius
Mikrofiltrations-Set (Sartocon® Slice Microfiltration .
Sartorius
Set)
Mikroskop (Inverses Stereomikroskop DMIL) Leica
Mikrowelle (Pro 11 1400) Panasonic
Neubauer-Zahlkammer und dazu die Deckglaser Marienfeld
Objekttrager Thermo Scientific
PCR Instrument (GeneTouch) BioEr
Petrischalen Sarstedt
Photometer (Nanodrop 1000) Thermo Fisher
Pipettenspitzen Greiner

Pipettus®-Akku

Hirschmann Laborgerate

Reaktionsgefafie 15 ml, 50 ml

Greiner

Real-Time PCR-System (LightCycler® 1.0/2.0)

Roche

Reinstwasseranlage (ELIX)

Millipore

Schittelplattform mit AuBengeh&use (Certomat®R
und Certomat®HK)

B. Braun Biotech International

Schittler (Reax 2000)

Heidolph Instruments

Sequenziergerat (3500 Genetic Analyzer)

Applied Biosystems Hitachi

Spritzenfilter 0,20 um

Roth

TC-Platte (96-well)

Sarstedt, Greiner

Thermoblock (Thermomixer comfort) Eppendorf
Thermocycler (BIOER GeneTouch) Biozym
Tischzentrifuge (5417 R) Eppendorf
Tischzentrifuge (MiniSpin®) Eppendorf
Transferpipetten Sarstedt
Ultrazentrifuge (Ultrazentrifuge Optima XPN-80) Beckman
UV-Transilluminator (A = 365 nm) Alpha Innotech Corporation
Vakuumpumpe (CVC 2000) Vacuumbrand
Wasserbad Memmert
Zellkultur-Flaschen 75 cm?, 175 cm? (CELLSTAR®) Greiner
Zellkulturschale 10 mm Falcon

Zentrifugal-Vakuumkonzentrator (Savant SPD111V
SpeedVac Concentrator)

ThermoScientific

Zentrifuge (ROTIXA/P) Hettich
Zentrifuge (Rotina 46 R) Hettich
Zentrifuge (LC Carousel Centrifuge) Roche
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4. Methoden

4.1. Zellkultur

Die erlduterten Methoden entsprechen den lblichen Vorgehensweisen am Institut fir Virolo-

gie der Universitat Leipzig, ahnlich stellvertretend in Krieg (2016) beschrieben.

4.1.1. Zellkultivierung und Zellzahlbestimmung

Die in dieser Arbeit verwendeten RD-Zellen sind spindelformige, vielkernige Zellen aus huma-
nem Muskelgewebe eines 7-jahrigen kaukasischen Madchens mit einem Rhabdomyosarkom.

Sie wachsen adharent als Monolayer und eignen sich fiir die Detektion von Enteroviren.

Die Kultivierung erfolgte in sterilen Zellkulturflaschen in einem Brutschrank bei 37 °C, 95 %
relativer Luftfeuchtigkeit und einer 5 %igen CO,-Atmosphare. Das Wachstumsmedium setzte
sich aus DMEM mit Glutamax | zusammen und enthielt zusatzlich 10 % fotales Kdlberserum
(FKS), Penicillin (10000 U/ml) und Streptomycin (10000 pg/ml). Im Abstand von 3-5 Tagen
mussten die RD-Zellkulturen fir die Gewahrleistung optimaler Zellwachstumsbedingungen
passagiert werden. Nach Abnahme und Verwerfen des Zellkulturmediums, wurden Zellreste
und FKS-Riickstdande durch Spulen der Flasche mit PBS entfernt. Nach kurzer Einwirkungszeit
von 0,05 %igem Trypsin EDTA |6sten sich die Zellen durch die proteolytische Wirkung des
Trypsins von der Flaschenwand. Die vollstandig abgeldsten Zellen erschienen bei der Kontrolle
unter dem Lichtmikroskop abgekugelt. Das anschlielend zugegebene FKS-haltige Zellkultur-
medium hob die Wirkung des Trypsins auf. Das fotale Kalberserum und ein darin enthaltener
Inhibitor hemmten die Protease. Uberschiissige lonen beendeten zudem die Wirkung des
EDTA als Calciumbinder. Nach Resuspension der verbliebenen Zellen und Teilung in einem
ausgewahlten Verhaltnis (z.B. 1:10), wurde erneut Wachstumsmedium hinzugegeben. Der
entnommene Teil der Zellsuspension konnte fir Untersuchungen wie beispielsweise Virus-

neutralisationstests weiterverwendet oder verworfen werden.

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit der Neubauer-Zahlkammer und den dazugehorigen
Deckglaschen. Nach Vereinzeln der Zellen wurde die Suspension zu gleichen Teilen mit Trypan-
blau gemischt und auf die Zdhlkammer gebracht. Der anionische Diazofarbstoff farbte abge-
storbene Zellen blau an. Vitale Zellen erschienen unter dem Lichtmikroskop farblos, da sie den

Farbstoff aktiv ausscheiden. Die vier groBen Quadranten wurden ausgezahlt und die Zellzahl,
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da ein Quadrant 0,1 pl Zellsuspension 1:1 mit Trypanblau versetzt enthielt, anschlieRend hal-

biert. Die Multiplikation mit 10* ergab die Einheit Zellen/ml.

4.1.2. Einfrieren und Auftauen von Zellen

Das Einfrieren von Zellen ermoglicht eine ,,Bevorratung” und somit den Schutz vor Zellverlust
durch z.B. Gerateausfall, Kontamination, Variabilitat durch Subkultivierung oder Zellalterung.
Zellkulturen konnen in flissigem Stickstoff liber Jahre ohne Vitalitdtsverlust gelagert werden
(Gstraunthaler und Lindl 2013). Entscheidend ist dabei die Einhaltung der Lagerungstempera-
tur von weniger als - 130 °C um eine irreversibel schddigende Eiskristallbildung zu verhindern,
sowie ein rasches Abkihlen und ein schnelles Auftauen der Zellsuspension (Gstraunthaler und
Lindl 2013). Fir die Kryokonservierung wurde den RD-Zellen eine Mischung aus 70 % Medium,

20 % FKS und 10 % des Frostschutzmittels DMSO zugesetzt.

Vor der Kryokonservierung wurde die Zellkultur auf Vitalitat, Kontamination und Authentizitat
Uberpruft. Einen Tag vor dem Einfrieren erfolgte ein Mediumwechsel und die Einstellung der
Suspension auf eine bestimmte Zellzahl, beispielsweise 10° Zellen/ml. Nach Zentrifugierung
fir 5 min bei 1200 U/min konnte das Zellpellet in Konservierungsmedium resuspendiert und
zu je 1 ml aliquotiert werden. Die Abkihlung der Kryokonservierungsbehalter und des darin
enthaltenen Isopropanol auf 4 °C ermoglichte ein schonendes Einfrieren. Die Aliquote wurden
in der Kryobox mit einer Abklhlungsrate von 1 °C/min iber Nacht bei - 80 °C tiefgefroren und
dann in flissigen Stickstoff umgelagert. Es ist dabei gleich, ob die Lagerung in der Gasphase
bei ca. - 150 bis - 160°C oder in der Fllssigphase bei - 196 °C erfolgt (Gstraunthaler und Lindl
2013).

Das Auftauen der Kryorohrchen geschah schnell durch Erhitzen auf 37 °C im Wasserbad, Zu-
gabe von 10 ml Wachstumsmedium und erneuter Zentrifugierung fir 5 min bei 1200 U/min
und 4 °C (Gstraunthaler und Lindl 2013). Letzter Schritt entfernte verbliebenes Frostschutz-
mittel. Nach Lésung der Zellpellets in warmem FKS-haltigen Erhaltungsmedium, ruhte die Zell-
suspension fur die ndchsten 12 h. Nach einem Mediumwechsel 24 h spater konnten die Zellen

wieder wie gewohnt kultiviert werden.
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4.1.3. Mycoplasmentest

Mycoplasmen zahlen zu den kleinsten, selbst replizierenden Prokaryoten (Hay et al. 1989).
Der Befall von Zellkulturen ist mit einem Anteil von ca. 30 % relativ haufig. Weder durch gan-
gige R-Lactam-Antibiotika, noch durch herkdmmliche Sterilfilter lassen sich Infektionen ab-
wenden (Drexler und Uphoff 2002). Als die drei haufigsten Spezies seien M. orale (Wirtsorga-
nismus Mensch), M. hyorhinis (Wirtsorganismus Schwein) und M. arginini (Wirtsorganismus
Rind) genannt (Hay et al. 1989). Mycoplasmen greifen vielfdltig, aber nicht immer dramatisch
in den Stoffwechsel der Zellen ein. Dies kann unter anderem zu Fehlinterpretationen von Test-
ergebnissen fihren (Drexler und Uphoff 2002). Kontaminationen mit Mycoplasmen sind nicht
direkt sichtbar bzw. lichtmikroskopisch erkennbar. Infektionen derart sind dauerhaft nur sehr
schwer zu vermeiden und sollten deshalb durch regelmaRige Untersuchungen (aller 1-2 Mo-
nate) ausgeschlossen werden (Drexler und Uphoff 2002). Zur routineméaRigen Testung von
Zellkulturen auf Mycoplasmen-Kontamination sind mindestens zwei unabhangige Testverfah-
ren erforderlich (Young et al. 2010). Zudem ist es ratsam, Puffer und Medien nicht gleichzeitig
fir unterschiedliche Kulturen zu verwenden. Vor der Testung sollte die Passage der Zellkultu-
ren mindestens dreimal ohne antibiotikahaltige Zusatze stattfinden (Gstraunthaler und Lindl

2013).

In der vorliegenden Arbeit erfolgten die Fluoreszenzfarbung mycoplasmaler DNA mit dem
DNA-bindenden Fluoreszenzfarbstoff Bisbenzimid (Hoechst 33258), sowie der Nachweis von

Mycoplasmen-DNA mittels PCR.

Der Fluoreszenzfarbstoff Bisbenzimid (Hoechst 33258) bindet an DNA. Mycoplasmen erschei-
nen dadurch im Fluoreszenzlicht als kleine, gleichmaRig geformte, hell leuchtende, teils perl-
schnurartig angeordnete Punkte. In einer gesunden mycoplasmenfreien Zellkultur farben sich
wie in Abb. 2 nur die Zellkerne. Beim Umgang mit diesem Farbstoff sind besondere Vorsichts-
malknahmen einzuhalten, da es sich um eine interkalierende und damit mutagen und kanze-

rogen wirkende Substanz handelt (Gstraunthaler und Lindl 2013).

Dinn auf mehrere Deckglaschen in einer 10 mm Schale ausplattierte Zellen der ausgewahlten
Zellkultur, inkubierten (iber Nacht mit Wachstumsmedium im Brutschrank. Lag nach 24 h licht-
mikroskopisch ein gleichmaRiges, fast konfluiertes Zellwachstum vor, wurde das Medium ver-
worfen und der Zellrasen zweimalig mit PBS gespiilt. Fiir 5 min wirkte die Bisbenzimid-Ge-

brauchslésung (Mischung aus 1 ml eiskaltem Methanol und 4 pl Stammldsung Hoechst 33258
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(1 pg/ml)) ein. Die Zellen farbten sich und das enthaltene Methanol fixierte sie. Nach Spilen
des Zellrasens mit Aqua dest. und Lufttrocknung, konnte dieser mittels Eindeckmedium auf
dem Objekttrager positioniert werden. Die Auswertung erfolgte unter einem Fluoreszenzmik-

roskop mit Blauanregung (Wellenldnge A = 360 nm).

Abb. 2 Hoechst 33258-Firbung kontaminationsfreier RD-Zellen.
Die Breite des Bildausschnitts entspricht 100 um.

Durch die PCR lassen sich geringste Mengen fremder DNA nachweisen, jedoch werden hier
keine lebenden Zellen detektiert. Neben dem Screening mit Universalprimern ist es zusatzlich
moglich, durch hochspezifische Primer die Mycoplasmenspezies im Fall einer Kontamination
zu identifizieren (Gstraunthaler und Lindl 2013). Falsch-positive Ergebnisse in der PCR sind
aufgrund der hohen Sensitivitat nicht selten (Drexler und Uphoff 2002). Beispielsweise kann
das mycoplasmenfreie FKS noch DNA-Spuren enthalten obwohl keine vitalen Mycoplasmen

mehr vorhanden sind.

Die PCR erfolgte nach dem Protokoll von Wong-Lee und Lovett (1993). Die verwendeten Pri-
mer MPs und MPas binden in der hochkonservierten 16s rRNA Region der Mycoplasmen-DNA

und bilden ein 450 bp langes Amplifikat.

Die Testung fand fiir isolierte DNA aus dem Zellkulturiiberstand sowie aus der Zellsuspension
der zu kontrollierenden Zellkultur statt. In jedem PCR Ansatz wurde Wasser als Negativkon-
trolle und DNA Mycoplasmen-kontaminierter Zellen als positive Kontrolle mitgefihrt. Ein An-

satz enthielt 1 pl Zellkulturiberstand und folgende Komponenten in insgesamt 25 pl:

Wasser 18,4 ul
dNTPs (jedes 10 mM) 0,5 ul
MgCl2 (50 mM) 1,4 ul
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10xPuffer-MgCl» 2,5 ul
Primer MPs (100 uM) 0,5 ul
Primer MPas (100 uM) 0,5 ul
Platinum Taqg Polymerase (5 U/ul) 0,2 pl

Im Thermocycler erfolgten die Denaturierung bei 95 °C fur 3 min, 35 Zyklen mit jeweils 30 sek
Denaturierung bei 95 °C, 30 sek Annealing bei 55 °C, sowie 1 min Elongation bei 72 °C, final

die Extension fiir 1 min bei 72 °C und die Abkuhlung auf 4 °C.

4.1.4. Agarose-Gelelektrophorese und Gel-Elution

Mittels Elektrophorese auf Agarose-Gel ist es méglich DNA-Fragmente aus der Amplifikation
einer PCR nach ihrer GroRRe aufzutrennen. Das Anlegen einer Spannung an die Elektrophorese-
Kammer bewirkt, dass die Fragmente mit ihrem negativ geladenen Phosphat-Rest von der Ka-
thode zur Anode wandern. Die Wanderungsgeschwindigkeit hangt dabei von ihrem Moleku-

largewicht ab, je kleiner desto schneller.

NTC PK L RD

-

—

=

R
- .
- T

Abb. 3 Analytisches Agarose-Gel zur Demonstration der Mycoplasmen-PCR.

Spur NTC — no template control (Wasser); Spur PK — Positivkontrolle; Spur L — DNA-Langenmarker; Spur RD — zu testender
RD-Zellkulturliberstand. Spezifisches Produkt Lange 450 bp. Die Entstehung einer Bande auf der Hohe von 450 bp wie bei der
Positivkontrolle hatte eine Mycoplasmenkontamination der untersuchten Zellkultur bestatigt.

Fiir die Auftrennung der Amplifikate aus der Mycoplasmen PCR mit einer Ldnge von 450 bp
wurde z.B. ein 2 %iges Agarose-Gel hergestellt. Erhitzen in TAE-Puffer |6ste die Agarose. Bei
Erreichen von ca. 45°C erfolgte die Zugabe von Ethidiumbromid (Endkonzentration
0,5 pg/ml). Der Farbstoff Ethidiumbromid ermaoglicht die Darstellung der DNA-Fragmente im
Gel unter UV-Licht. Das ausgehartete Gel konnte in einer mit TAE-Puffer gefiillten Kammer

positioniert werden. Durch Anlage eines elektrischen Feldes (120 V fiir 40 min), wanderten die

zuvor in die Kavitdten pipettierten Proben zur Anode. Der mitgefiihrte DNA-Langenstandard
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ermoglichte die Unterscheidung der Lange der Fragmente unter Durchleuchtung mit UV-Licht

(Wellenlange A = 265 nm).

Die Gel-Elution war erforderlich, um bereits in einem Agarose-Gel aufgetragene PCR-Amplifi-
kate mit der Methode nach Sanger zu sequenzieren. Das gewiinschte Produkt konnte unter
UV-Beleuchtung des Gels sichtbar gemacht und herausgeschnitten werden. Die Extraktion des

Amplifikats erfolgte mit dem Wizard® SV Gel and PCR Clean-up System.

Das ausgewahlte Gelstlickchen inkubierte nach Mischung mit der Membranbindungs-L6sung
(Verhaltnis 10 mg: 10 ml) bei 50 - 65 °C bis zur kompletten Auflésung. Dann konnte das ge-
loste Gel auf die SV Mini Colum gegeben werden und fiir 1 min bei Raumtemperatur ruhen.
Nach 1 min Zentrifugierung bei 16000 x g wurde das Filtrat verworfen. Die DNA lag an die
Saule gebunden vor. Es folgte der erste Waschschritt mit der Membranwaschlésung, dann
eine Zentrifugierung bei 16000 x g fir 1 min, der zweite Waschschritt sowie die nachste Zent-
rifugierung bei 16000 x g fiir 5 min. Die Wiederholung der Zentrifugierung sollte jegliche Etha-

nol-Reste aus der Membran entfernen.

Das Amplifikat konnte mit nukleasefreiem Wasser durch je 1 min Inkubation bei Raumtempe-
ratur und Zentrifugierung bei 16000 x g von der Membran gel6st werden. Die gel6ste DNA

lagerte bei - 20 °C und sollte abschlieRend nach Sanger sequenziert werden.

4.2. Herstellung von Stockvirus

Die Herstellung von Poliovirus-Stockvirus erfolgte mit RD-Zellen. Je 1x107 Zellen wurden dazu
in Zellkulturflaschen (175 cm?) fir Poliovirus Typ 1, Typ 2 und Typ 3 ausplattiert. Nach Zugabe
von Erhaltungsmedium und ca. 24 h Inkubation war unter dem Lichtmikroskop ein regelmaRi-
ger, konfluierender Zellrasen sichtbar. Einmaliges Spiilen mit PBS entfernte Serumreste. Dann
erfolgte die Zugabe der Poliovirusstamme in Suspension mit FKS-freiem Medium mit einer
MOI von 0,003. Nach erneuter Inkubation der Kulturflaschen im Brutschrank fiir 1 h konnte
der Uberstand verworfen und fiir eine optimale Virusvermehrung, Erhaltungsmedium mit ver-
mindertem FKS-Gehalt (10 % auf 1 %) zugegeben werden. Die mit Poliovirus infizierten Kultur-
flaschen inkubierten im Brutschrank bei 33 °C, 5 % CO> und 90 % Luftfeuchte. Die reine Zell-
kultivierung erfolgt sonst bei 37 °C, 95 % relativer Luftfeuchtigkeit und einer 5 %igen CO,-At-

mosphadre. Diese verdanderten Inkubationsbedingungen ermdoglichten eine schonende Virus-
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vermehrung und —freisetzung. Aufgrund der hohen Ausgangskonzentration der Virussuspen-
sion konnte der Uberstand bei taglicher lichtmikroskopischer Kontrolle schon nach 2 dpi ab-
genommen und bei - 80 °C als Stockvirussuspension fiir Poliovirus Typ 1, Typ 2 und Typ 3 ein-

gefroren werden.

4.3.Titerbestimmung mittels Endpunkttitration

Die Bestimmung des Titers eines virushaltigen Zellkulturiiberstandes erfolgte mit der End-
punkttitration. Nach Ausplattieren von RD-Zellen in einer 96-well Platte (2x10* Zellen/well) in
FKS-haltigem Erhaltungsmedium inkubierte die vorbereitete Platte fiir 24 h bei 37 °C, 5 % CO;
und 90 % Luftfeuchte. Nach lichtmikroskopischer Kontrolle des gleichmaRigen Wachstums des
Zellrasens konnte das Medium verworfen werden. Spilen des Rasens mit PBS entfernte etwa-
ige Serumriickstande, welche die Viren inhibieren kénnten. Dann erfolgte die Zugabe der zu-
vor vorbereiteten Virusverdiinnung (in Medium ohne Zusatze von 1072 bis 10°8) im sechsfachen
Ansatz fir jeden Virustypen. Zur Kontrolle der Intaktheit der Zellen lief eine Zellkontrolle mit
Medium ohne Virus mit. Nach 1 h Inkubation bei 37 °C, 5 % CO> und 90 % Luftfeuchte wurde
im Verhaltnis 1:1 serumhaltiges Erhaltungsmedium zur Virusverdiinnung und zur Zellkontrolle
gegeben. Die Auswertung des zytopathischen Effektes (CPE) fand nach ca. 4 Tagen Inkubation
bei 37 °C, 5 % CO; und 90 % Luftfeuchte statt. Zu den Platten gegebenes Kristallviolett farbte
vitale Zellen, also den erhaltenen Zellrasen, violett. Von Viren zerstorte Zellen blieben farblos.
Der Titer wurde in TCIDso/ml angegeben. Die TCIDso entspricht derjenigen Virusdosis, bei der
50 % der Kavitaten vollstandig infiziert sind und berechnete sich nach der Formel von Spe-

arman und Karber (Karber 1931).

4.4.Serumproben

Die Serumproben fiir die Ermittlung des Immunitatsstatus stammen von Mitarbeitern der Uni-
klinik Leipzig und der Sportmedizinischen Ambulanz der Universitat Leipzig. Die Stichprobe
setzt sich aus Mitarbeitern des Klinikums, aber auch Studenten, Doktoranden und Praktikan-
ten zusammen. Es sind im Allgemeinen gesunde Probanden, die sich zu arbeitsmedizinischen
Einstellungs-, Folge- und Entlassungsuntersuchungen bei dem Betriebsarzt vorstellten. Es wur-
den 530 Probanden im Alter von 18 bis 64 Jahren (zum Zeitpunkt des Materialeingangs zwi-
schen dem 05.01.2015 und dem 15.05.2015) untersucht. Die Serumproben lagerten bei-20 °C.

Vor der Testung erfolgte die Inaktivierung bei 56 °C fiir 30 min.
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Fiir die retrospektive Datenerfassung war laut Bescheid der Ethik-Kommission der Universitéat
Leipzig (Aktenzeichen 296/16-ek) keine explizite Zustimmung der Probanden zur Verwendung

ihrer Seren im Rahmen dieser wissenschaftlichen Arbeit notwendig.

Die Kalibrierung des internen Referenzserums erfolgte mithilfe des WHO-Referenzserum (be-

reitgestellt vom NRZ PE des RKI).

4.5.Virusneutralisationstest fiir Poliovirus

Die Bestimmung der neutralisierenden Antikorper erfolgte mit dem Mikroneutralisationstest
nach WHO-Empfehlung (World Health Organization 1997) in Anlehnung an die interne Ar-
beitsvorschrift des NRZ PE des RKI. Alle Seren lagerten bei - 20 °C. Die Serumverdiinnung (1:4
bis 1:512, Doppelansatz) wurde zu gleichen Teilen mit Poliovirus-Typ-1, -2- und -3-Zellkultu-
riberstanden (Impfstdmme, 100 TCIDso) gemischt. Nach 1 h Inkubation des Virus-Serum-Ge-
misches erfolgte die Zugabe von 2 x 10* RD-Zellen (in 100 pl). Die Auswertung des zytopathi-
schen Effekts (CPE) fand nach ca. 4 Tagen Inkubation bei 37 °C statt. Zugegebenes Kristallvio-
lett farbte einen erhaltenen Zellrasen bei nicht vorliegendem CPE violett (Zellkontrolle oder
ausreichend neutralisierende Antikorper). Zur Kontrolle der Reproduzierbarkeit des Testsys-
tems erfolgte in jedem Ansatz die Testung des Kontrollserums (KS) mit bekanntem Gehalt an
neutralisierenden Antikdrpern und parallel fiir die gesamte Testreihe eine Virustitration aller
drei Poliovirustypen. Als antikdrperhaltig galten Seren, die bei Serumverdinnung von 1:8 und

hoher keinen CPE zeigten, d.h. einen Titer > 8 hatten.

4.6.RNA- und DNA-Extraktion

Die RNA-Isolation aus den Zellkulturiiberstanden erfolgte mit dem QlAamp® Viral RNA Mini
Kit fiir zellfreie FlUssigkeiten der Firma Qiagen. RNA bindet hierbei spezifisch an die QlAamp®
Siliziumdioxid-Membran und wird dann in einem speziellen Puffer gelost. Kontaminationen
und Inhibitoren werden laut Herstellerangaben wahrend der einzelnen Schritte vollstandig
entfernt. Zunachst wurden die Proben auf Raumtemperatur (15 — 20 °C) gebracht und dann
mit dem Lysepuffer (AVL) (Lagerung bei 2 — 8 °C) im Verhéltnis 1:5 gemischt. Durch 15sekiin-
diges Vortexen entstand eine homogene Lésung, die dann fir 10 min bei Raumtemperatur
inkubierte. Die im AVL-Puffer enthaltene Carrier-RNA dient der Stabilisierung der RNA, da
diese erwartungsgemaR nur in geringer Konzentration vorliegt und allein sehr viel anfalliger

fir den Verdau durch RNasen ist. Nach Zugabe von Ethanol, als organisches Lésungsmittel, im
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Verhaltnis 1:2 wurde die Losung in kleinen Fraktionen nacheinander auf die QlJAamp® Mini
Saule gegeben und fir jeweils 1 min bei 8000 U/min zentrifugiert. Durch die chaotropen Ei-
genschaften des AVL-Puffers fallte die DNA als Niederschlag aus, wahrend die RNA an die Sili-
ziumdioxid-Membran der Sdule band. Grundlegend ist hier die Verdanderung von Ladungen in
Anwesenheit eines Salzes und eines bestimmten pH-Wertes. Es fanden zwei Waschschritte
statt um Unreinheiten von der Membran zu entfernen. Nach Zugabe des AW1-Puffers auf die
Sadule und 1 min Zentrifugierung bei 8000 U/min, folgte der AW2-Puffer mit 3 min Zentrifugie-
rung bei 14000 U/min. 80 pl des Elutionspuffers (AVE) inkubierten 1 min auf der Sdule. 1 min
Zentrifugierung bei 8000 U/min |6ste die RNA von der Siliziumdioxid-Membran der Saule. Die

isolierte RNA lagerte bei - 80 °C. In dieser Form ist sie bis zu einem Jahr stabil.

Die Isolation der DNA aus Zellkulturtiberstanden erfolgte mit dem MagNA Pure 96 System und
dem dazugehdrigen Kit (High Pure Viral Nucleic Acid Kit, Roche) flir die Extraktion viraler DNA
und RNA. Dabei band das zu isolierende Material spezifisch an Magnetic Beads. Ein magneti-
sches Feld trennte die Beads vom Uberstand. Ein Elutionspuffer l6ste die DNA von den mag-

netischen Partikeln. Die DNA konnte dann als Uberstand abgenommen werden.

4.7.Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist ein Verfahren zur Vermehrung von Genfragmenten.
Die PCR dhnelt den Vorgangen bei der Replikation. In sich wiederholenden Zyklen der Dena-
turierung, einer darauffolgenden Anlagerung von Primern und abschliefenden Verldngerung
(Elongation) verdoppelt sich in jedem Durchlauf das in einer Probe enthaltene genetische Ma-
terial. Abhdngig von Zielsequenz und Primern werden fir die Schritte unterschiedliche Tem-
peraturprofile bendtigt. Die angelagerten Primer dienen als Ausgangspunkte der Elongation

durch die DNA-Polymerase.

Eine quantitative Echtzeit (real time) PCR ermdoglicht eine relative Quantifizierung der Kopien-
zahl als Vermehrung des Fluoreszenzsignals wahrend der Amplifikation. Eine Moglichkeit ist
dabei die Verwendung einer TagMan® Sonde. Sie bindet zusatzlich zu Primern spezifisch an
die zu replizierende Zielsequenz. Die Sonde ist mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert, dem
sogenannten Reporter. Ist die Sonde intakt, wird das Signal des Reporters unterdriickt. Bei der
Elongation wird die Sonde hydrolysiert und der Reporter fluoresziert durch Anregung. Die

Messung der Fluoreszenz fiir jeden Zyklus ermoglicht die relative Quantifizierung der Kopien-
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zahl als Vermehrung des Fluoreszenzsignals. Wird zusatzlich ein Standard in der PCR mitge-
flihrt, dessen Konzentration und Amplifikationsverhalten in der PCR bekannt ist, kann die

amplifizierte Menge absolut quantifiziert werden.

RNA muss vor der PCR in cDNA transkribiert werden. Finden diese Reverse Transkription und
PCR in einem PCR-Ansatz statt, spricht man von einem one-step Protokoll. Finden die Vor-

gdnge in zwei getrennten Anséatzen statt, so ist es ein two-step Protokoll.

4.7.1. Enterovirus-spezifische PCR (EV-PCR)

Das Enterovirus-PCR-Protokoll dient dem Screening auf Enteroviren. Die Primer ,EV-1 s“ und
»EV-1 as“ liegen in der 5’NTR. Die Amplifikatlange betragt 140 Basenpaare. Die Enterovirus-

PCR ist eine one-step RT real-time PCR mit der TagMan® Sonde ,,EV probe“.

Folgende Komponenten wurden mit 5 pl der Probe zu insgesamt 20 pl in der PCR eingesetzt:

Wasser (RNase-frei) 1,7 ul
2xFast MP RT-PCR Mastermix (2x) 10 ul

Primer EV-1s (10 uM) 0,8 ul
Primer EV-1 as (10 uM) 0,8 ul
Sonde EV probe (4 uM) 1l
Fast RT Mix 0,2 ul
RNase Inhibitor (40 U/ul) 0,5 pl

Im LightCycler® erfolgten die Reverse Transkription bei 50 °C fir 20 min und anschliefend die
Denaturierung bei 95 °C fiir 5 min. Es folgten 45 Zyklen mit jeweils 15 sek Denaturierung bei
95°C, 10 sek Annealing bei 56 °C und 30 sek Elongation bei 60 °C, sowie die abschlieRende
Kiahlung auf 40 °C fir 30 sek. Die Heizrate betrug durchgehend 20 °C/sek.

In der Reversen Transkription diente aus Zellkultur isolierte RNA des Coxsackie B1-Virus als
positive Kontrolle. In der PCR fungiert das Plasmid pCR2.1+CoxB5 (Konzentration 10° Ko-

pien/Reaktion (K/R)) als Eichstandard. Wasser war die Negativkontrolle.

Das Amplifikat des CoxB5-positiven Zellkulturisolates wurde zuvor in den Vektor ,,pCR2.1“ ein-
kloniert und in E. coli vermehrt. Nach erfolgreicher Plasmidpraparation und Uberpriifung des
Klons auf Richtigkeit konnte nach photometrischer Messung der Konzentration die Anzahl der
Kopien berechnet werden. Das Einsetzen einer Verdiinnungsreihe des gewonnenen Plasmids
von 10° K/R bis 10° K/R ermoglichte die Erstellung einer Standardkurve. Die Effizienz der

Enterovirus-PCR betragt 1,998 und der Fehler 10,4 %. Die Effizienz trifft eine Aussage daruber,

28



Methoden

wie erfolgreich die PCR funktioniert. Im Idealfall hat sie einen Wert von 2,00, d.h. in jedem
Zyklus der PCR erfolgt exakt eine Verdopplung des Amplifikats. Der Fehler sollte idealerweise
unter 10 % liegen, er ist ein Wert fiir die Genauigkeit des Arbeitens z.B. bei der Erstellung der

Verdiinnungskurve und dem Pipettieren des Ansatzes.

Das Plasmid diente auch der Uberpriifung der Sensitivitit der PCR. Diese ist bis zu 1 Kopie/Re-
aktion gegeben. Die Spezifitdt ist durch die Bindungsstelle der Primer und Sonden in einer
stark konservierten Region aller Enterovirus-Genome gewahrleistet, in silico mithilfe des Pro-

grammes Geneious von Biomatters Limited Gberprift und in vitro bestatigt.

4.7.2. Poliovirus-spezifische PCR (PanPolio-PCR)

Ziel der Poliovirus-spezifischen PCR ist es, mit moglichst hoher Spezifitdat und Sensitivitat ge-
ringe Mengen Poliovirus in kurzer Zeit zu detektieren. Die verwendeten Serotyp-tbergreifen-
den Primer ,PanPolio_s“ und ,PanPolio_as” und die Sonde ,PanPolio_probe” stammen von
Kilpatrick et al. (2009). Sie binden in der VP1 Region des Poliovirusgenoms. Die Amplifikatlange
betragt 103 bp. Um der hohen Variabilitat und schnellen Evolution der Polioviren gerecht zu
werden, ist die Verwendung sogenannter degenerierter Basen in Primern und der Sonde er-
forderlich (Kilpatrick et al. 2009). Das enthaltene Inosin erniedrigt die Schmelzpunkte der Pri-
mer und Sonden, sodass die Annealing-Temperatur im Protokoll im Vergleich zum herkdmm-
lichen Protokoll fiir TagMan® Polymerasen von 56 °C auf 44 °C reduziert ist (Polio Molecular
Diagnostic Development Lab 2011). AuBerdem ist die Elongationstemperatur von 72 °C auf
60 °C herabgesetzt und die Heizrate zwischen Annealing und Elongation von 20 °C/sek auf
0,4 °C/sek erniedrigt, um ein Schmelzen des Primer-Template Komplexes vor Eintreten der

Verlangerung zu verhindern (Polio Molecular Diagnostic Development Lab 2011).

Es erfolgte eine quantitative two-step real-time RT-PCR mit TagMan® Sonde. Im alternativen
one-step Vorgehen (einstufig) war die Sensitivitdt der Primer mehr als zehnfach niedriger (Kil-

patrick et al. 2014).

Fiir die Reverse Transkription (1 h bei 44 °Cim Thermocycler) wurden folgende Komponenten

mit 5 pl der Probe zu insgesamt 10,5 ul eingesetzt:
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5x FirstStrand-Puffer (5x) 2 ul
DTT (100 mM) 0,5 ul

Primer PanPolio_as (30 pmol/ul) 1l

dNTPs (jedes 10 mM) 1l
RNase Inhibitor (40 U/ul) 0,5 pl
SuperScript 11l (200 U/pl) 0,5 pl

Im Anschluss daran konnten 2 ul der entstandenen cDNA mit folgenden Komponenten zu ins-

gesamt 20 pl in die PCR eingesetzt werden:

Wasser 2,7 ul
10x Puffer-MgCl2 2 ul
MgCl2 (50 pM) 2,4 ul
BSA (2 mg/ml) 1l
Primer PanPolio_s (10 pmol/ul) 3ul
Primer PanPolio_as (10 pmol/pul) 3ul
Sonde PanPolio_probe (4 pmol/ul) 3ul
dNTPs (jedes 10 mM) 0,5 ul
Platinum Taq (5 U/ul) 0,4 pl

Im LightCycler® erfolgten 50 Zyklen mit jeweils 1 min Denaturierung bei 95 °C, 10 sek Anneal-
ing bei 44 °C, sowie 10 sek Elongation bei 60 °C und die abschlieRende Kiihlung auf 40 °C fir
30 sek.

In der Reversen Transkription war aus Zellkultur isolierte RNA des Poliovirus Typ 1, 2 und 3 die
Positivkontrolle. Die Plasmide Poliovirus Typ 1, Typ 2 und Typ 3 (Konzentration 10° K/R) galten

in der PCR als Eichstandard und Positivkontrolle zugleich. Wasser war die Negativkontrolle.

4.7.3. Baculovirus-spezifische PCR

Die Baculovirus-PCR dient der Quantifizierung des standardmaRig als interne Kontrolle ver-
wendeten Autographa californica multicapsid nucleopolyhedrovirus der Gruppe der Baculovi-
ren, im weiteren Verlauf als Baculovirus bezeichnet. Stein (2014) etablierte sie im Rahmen
ihrer medizinischen Promotion fiir die Anwendung in der Routinediagnostik humanpathoge-
ner DNA- und RNA-Viren am Institut fir Virologie der Universitat Leipzig. Als interne Kontrolle
ermoglicht das Baculovirus die Uberwachung der DNA-Extraktion und der PCR um festzustel-
len, ob eine Inhibition vorliegt. Die Anzucht des Baculovirus erfolgte auf SF21-Zellen. Diese

inkubierten bei 35 °C mit dem Nahrmedium Insectomed SF express + 10 % FKS. Nach Infektion
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mit Baculovirus folgte die Zugabe von Erhaltungsmedium Insectomed SF express mit 2 % FKS.

8 dpi konnte geerntet und die DNA isoliert werden.

Es war eine real time PCR am LightCycler®. Fiir den Mastermix wurden zu 5 ul der Probe (iso-

lierte DNA) folgende Komponenten zu insgesamt 20 ul gegeben:

Wasser 5,7 ul
10 x Puffer - MgCl, 2ul
MgClz (50 mM) 1,6 ul
BSA (2 mg/ml) 1l
Primer Bacu 8.1 s (10 uM) 1ul
Primer Bacu 8.1 as (10 uM) 1yl
Sonde Bacu FL (3 uM) 1yl
Sonde Bacu LC (3 uM) 1l
dNTPs (10 mM) 0,5 ul
Platinum Taq (5 U/ul) 0,2 pl

Im LightCycler® erfolgte zunachst die Denaturierung bei 95 °C fiir 30 sek. AnschlieBend folgten
45 Zyklen Amplifikation mit jeweils 0 sek Denaturierung bei 95 °C, 10 sek Annealing bei 57 °C,
sowie 12 sek Elongation bei 72 °C, final die Kiihlung auf 40 °C fiir 60 sek.

Positivkontrolle waren humanpathogene Viren und Negativkontrolle Wasser. Die Quantifizie-
rung erfolgte durch Einsetzen von Baculovirus-Plasmid (10° K/R). Die Amplifikatlinge betrug

211 bp.

4.8.Plasmidherstellung

Plasmide sind zirkulare, doppelstrangige DNA-Molekiile, die vor allem in Prokaryoten vorkom-
men. In Bakterien enthalten sie beispielsweise oft die genetische Information fiir Antibiotika-
Resistenzen. Plasmide werden bei der Zellteilung an alle Tochterzellen in Kopie weitergege-
ben, sie kdnnen ebenso Giber Konjugation z.B. von einem Bakterium auf ein anderes ibertra-
gen werden. In der Wissenschaft werden Plasmide genutzt um genetisches Material zu klonie-
ren, zu manipulieren oder aber zu transferieren (Miko 2014). Diese experimentell verwende-
ten Plasmide werden als Vektoren bezeichnet. DNA-Fragmente konnen in diese Vektoren ein-
gebracht werden, wodurch ein rekombinantes Plasmid entsteht. Dieses Plasmid wird dann
durch Transformation in ein Bakterium eingesetzt. Aufgrund der hohen Teilungsrate von Bak-
terien eignen sich diese besonders gut, um in kurzer Zeit eine groRe Menge des gewlinschten

Produktes herzustellen. Dieses wird dann wieder aus den Bakterien entfernt, aufgereinigt und
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auf Korrektheit Gberprift. Es kann anschliefend z.B. als Standard in einer PCR verwendet wer-

den.

In der vorliegenden Arbeit wurden Plasmide fiir die PanPolio-PCR hergestellt. Nach Amplifika-
tion der VP1 Region (nt-Position 2895 —2978) mit Primern ,PanPolio_s“ und ,PanPolio_as”
aus isolierter RNA der drei Poliovirustypen diente das spezifische Produkt fiir Poliovirus Typ 1,

2 und 3 als Insert fiir die Plasmid-Herstellung.

Die Klonierung erfolgte mit dem pGEM®-T Vector System |. Die nach der PCR durchgefiihrte
Gelelektrophorese zeigte, ob das Amplifikat das korrekte Molekulargewicht hatte. Fir die Li-
gation inkubierten 1,5 pul des Amplifikats mit 1,5 pul Wasser, 5 ul des 2x Rapid Ligation Buffer,
1 ul des Vektor pGEM®-T, sowie 1 ul des Enzyms T4-Ligase fur 1 h bei Raumtemperatur. 2 ul
des Ligationsansatzes ruhten weitere 15 min in E. coli. Die nachfolgende Transformation er-
moglichte, dass der Vektor Uber durch Hitzeeinwirkung gedffnete Poren (30 sek bei 42 °C) in
das Bakterium gelangt. Durch die sofortige Abkiihlung auf Eis verschlossen die Poren sich wie-
der. Nach Zugabe von 250 pl SOC-Medium inkubierte der Ansatz 1 h bei 350 U/min im Ther-
momixer. Die Bakterien bildeten mittels ihres erworbenen Plasmids die Resistenz aus. 200 pl
wurden abschlieRend auf LB-Agar-Platten mit Ampicillin (100 pg/ml) ausplattiert und getrock-
net. Die Petrischale ruhte liber Nacht im Brutschrank bei 37 °C. Am nachsten Tag konnten ge-
wachsene Kolonien gepickt werden und inkubierten mit 5 ml LB-Medium mit Ampicillin Gber

Nacht bei 37 °C auf einer Schiittelplattform mit 220 U/min.

Die Isolation der Plasmide erfolgte mit dem QlAprep® Spin Miniprep Kit. 3,5 ml Medium aus
Bakterienkulturréhrchen zentrifugierten fiir 5 min bei 4000 U/min. Die Resuspension des ent-
standenen Pellet fand in 250 ul P1 Puffer statt, der RNase zur Zerstérung der bakteriellen RNA
sowie die Reagenz Lyse Blue zur Farbkontrolle der nachfolgenden Arbeitsschritte enthielt.
Nach Zugabe von 250 ul des alkalischen Lysepuffers P2, der Zellwdnde und Zellmembranen
der Bakterien zerstort, entstand durch sorgfiltiges Mischen eine homogene, viskdse, blau ge-
farbte Losung. Zugegebene 350 pl des Neutralisationspuffer N3 und griindliches Mischen ent-
farbten die Losung wieder. Das alkalische Milieu bewirkte eine Strukturveranderung der zel-
luldren DNA, sodass diese sich bei der folgenden Zentrifugierung fiir 10 min bei 13000 U/min
mit Zellmembran- und Zellwandbestandteilen sowie Proteinen als Pellet absetzte. Der Uber-
stand mit den zirkulierenden Plasmiden wurde dann auf die saubere Sdule gegeben und fir
1 min bei 13000 U/min zentrifugiert. Nach dem Prinzip der Sdulenchromatografie lagen die
Plasmide an die Membran gebunden vor. Um Pufferreste und Verunreinigungen zu entfernen
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zentrifugierte die Sdule nach Zugabe von 500 pl PB Puffer und anschlieBend 750 ul des PE Puf-
fers jeweils fur 1 min bei 13000 U/min. Nach Hinzufligen von 50 ul des Elutionspuffers inku-
bierte die Saule fir 1 min bei Raumtemperatur. Die von der Membran geloste Plasmid DNA
sammelte sich durch Zentrifugierung bei 13000 U/min flr 1 min im Elutionspuffer und wurde
bei - 20 °C eingefroren. Die Bestimmung der Konzentration der Plasmid DNA Isolate erfolgte

photometrisch.

Durch Sequenzierung nach Sanger mittels Kapillarelektrophorese konnte die Plasmid DNA ab-
schliefend auf Korrektheit Giberprift werden. Die Sanger-Sequenzierung, Dideoxymethode o-
der auch Kettenabbruchmethode ist ein herkdmmliches Verfahren in der Biochemie und Ge-
netik, welches die Bestimmung der Basenabfolge eines DNA-Abschnittes ermdglicht (Thermo
Fisher Scientific Inc 2016). Es findet eine in-vitro Replikation des DNA-Molekiils statt. DNA-
Polymerasen kopieren die DNA-Einzelstrange. Die Kettenverlangerung erfolgt am 3’OH-Ende
des passenden Primers. Dieses Oligonukleotid bindet an eine bekannte Sequenz des DNA-Mo-
lekils. Die Verlangerung erfolgt mit dNTPs entsprechend der komplementadren Basenpaarung
vom 5’- zum 3’-Ende. Der synthetisierte Strang ist durch Phosphorsaurediester-Briicken ver-
knlpft. Wird zufallig ein ddNTP eingebaut, so erfolgt ein Kettenabbruch. Es entstehen Synthe-
seprodukte unterschiedlicher Lange, die kapillarelektrophoretisch aufgetrennt werden. Die
Dideoxynukleotide sind fiir jede Base mit einem anderen Farbstoff markiert und werden wah-
rend der Elektrophorese mit einem Laser angeregt. Eine Kamera detektiert die Lichtsignale

und eine Software wandelt diese wieder in eine Basenabfolge um.

Die Sequenzierung erfolgte mit dem Big Dye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit und dem
Primer ,,M13for“. Folgende Komponenten wurden mit 500 ng des Plasmids zu insgesamt 10 pl
eingesetzt:

BigDye v1.1 4 ul

Primer M13for (10 uM) 1yl

abhéangig vom Volumen der Losung mit
HLPC Wasser
500 ng Plasmid

Im Thermocycler fand die Denaturierung bei 95 °C fir 2 min statt. Darauf folgten 25 Zyklen
mit jeweils 30 sek Denaturierung bei 95 °C, 15 sek Annealing bei 55 °C und 4 min Elongation

bei 60 °C und die abschlielfende Kiihlung auf 4 °C.
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Das DyeEx®2.0 Spin Kit diente der Aufreinigung der Produkte der Sequenzierreaktion. Durch
Vortexen und Zentrifugieren bei 2700 U/min fiir 3 min wurden die mitgelieferten Sdulen vor-
bereitet. Nach Zugabe des Sequenzierproduktes trockneten die Saulen fiir 15 min im Zentrifu-
gal-Vakuumkonzentrator (SpeedVac). Das in 20 ul HiDi Formamid geldste Eluat konnte fiir die
Kapillarelektrophorese in eine mit Polymer gefiillte Kapillare injiziert werden. Durch eine an-
gelegte Spannung wanderten die negativ geladenen DNA-Fragmente durch das Polymer zur
positiven Elektrode und trennten sich nach ihrem Molekulargewicht auf. Die Kapillaren pas-
sierten dabei einen Laser, der die basenspezifischen Fluoreszenzfarbstoffe angeregte. Jeder
der vier Farbstoffe emittierte nach Anregung durch den Laser Licht einer anderen Wellenldnge
als optisches Signal, das der Apparat nach Digitalisierung als genaue Basenabfolge dokumen-

tierte.

Nach Uberpriifung des Klons auf Richtigkeit im Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)
konnte mithilfe der photometrisch gemessenen Konzentration der Plasmidlésung die Anzahl
der enthaltenen Kopien berechnet werden. Die PlasmidgréRe in Basenpaaren entsprach dabei
der Summe aus der Lange des Inserts und der Lange des Vektors. Die durchschnittliche molare
Masse eines Basenpaares betragt 660 g/mol, 1 mol entspricht einer Menge von 6 x 102> Mo-

lekiilen und 1 ng entspricht 1 x 10°g. Daraus ergab sich dann folgende Formel:

) 23 (Kopien . A ng
Anzahl der Kopien _ 6,022x10 (—mo] )x Konzentration der Plasmidlésung (ul)

ul Plasmidlésung Plasmidgréfe (bp) x10° (%)x 660 (—g/;;(’l)

4.9. Flusswasseruntersuchung

4.9.1. Konzentrierung des Flusswassers

Die Konzentrierung von Flusswasser mit dem Ziel Polioviren anzureichern erfolgte in dieser
Arbeit mit einer Filtrationsmethode. Polioviruspartikel haben einen Durchmesser von durch-
schnittlich 30 nm. Die Filtrationsmethode basiert auf einem etablierten Vorgehen von Arbeits-
gruppen des Helmholtz-Zentrum fiir Umweltforschung (UFZ) Leipzig in Anlehnung an das Pro-

tokoll der Marine Biological Association (2006).

Die Probennahme fiir diese Arbeit erfolgte im Oktober 2014 durch verschiedene Arbeitsgrup-
pen des Helmholtz-Zentrum fiir Umweltforschung Leipzig und Magdeburg im Rahmen einer
Stichtagsbeprobung zur Untersuchung anthropogener Einflisse auf den Fluss Holtemme an
den in Abb. 4 weill markierten Orten 1 bis 13. Die Spikeversuche wurden mit zusatzlich an
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Standort 5 entnommenem Wasser durchgefiihrt. Die Standorte konnten anhand ihrer Land-
nutzung in naturnah, urban und landwirtschaftlich eingeteilt werden. Die zwei ersten Stand-
orte spiegelten hierbei einen weitestgehend urspriinglichen Zustand wider, wobei sich zwi-
schen beiden Standorten ein Unternehmen zur Batterieherstellung (Werbat Wernigerdder
Batterie GmbH) befand. In Wernigerode (Standort 3) war der erste urbane Standort. Das Ge-
biet zwischen Wernigerode und Halberstadt wurde intensiv landwirtschaftlich genutzt, wo-
hingegen nach Halberstadt extensive Landwirtschaft betrieben wird und renaturierte Bereiche
zu finden sind. Abwasser urbaner Regionen enthalten u.a. Haushaltsprodukte, Kosmetika und
Pharmazeutika. Einleitungen durch Klarwerke erhéhen hierbei vor allem die Vielfalt und
Dichte der mikrobiellen und viralen Flora. Landwirtschaftlich genutzte Regionen sind v.a.
durch den Eintrag hoher Nitrat- und Phosphatkonzentrationen gekennzeichnet. Mikrobielle
und virale Gemeinschaften von FlieBgewassern sind derzeit nicht ausreichend erforscht. Die
Beprobung der Holtemme dient daher als Beispiel, wie verschiedene anthropogene Einfliisse

auf Struktur, Diversitat und Interaktionen dieser Gemeinschaften wirken.
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Abb. 4 Standorte der Probennahme fiir den Nachweis von Polio- und Enteroviren in Flusswasser.

An den Standorten 1-13 wurden jeweils 10 | Flusswasser entnommen. Die Spikeversuche erfolgten mit Flusswasser des fiinf-
ten Standortes. Bereits vorliegende und durch das UFZ zur Verfligung gestellte RNA wurde mittels Enterovirus- und PanPolio-
PCR getestet. Kartendaten: Google, GeoBasis — DE/BKG.

Ein Sieb (PorengrofRe 30 um) entfernte grobe Verschmutzungen aus den aufgefangenen 10|
Flusswasser. Die Skizze in Abb. 5 zeigt den verwendeten Aufbau und allgemeinen Ablauf der

ersten Konzentrierung mittels Tangentialflussfiltration.
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Abb. 5 Schemazeichnung des Filtrationssystems zur Konzentrierung von Flusswasserproben.

Das System bestand aus einer Pumpe (Sartorius Stedim Sartojet Pumpe) mit einem Zufluss von der linken Seite (inflow), einem
Ruckfluss (backflow) zum selben Behdlter auf der linken Seite und einem Abfluss (outflow) in einen Behalter auf der rechten
Seite der Anlage. Nach Durchdringen der vertikal eingespannten Filterkassetten unterschiedlicher PorengréfRe (200 nm und
30 kDa) in der markierten Flussrichtung (Pfeil nach rechts) bei einem Systemdruck von 0,5 - 1 bar, konnte das konzentrierte
Volumen aufgefangen werden.

Nach Spiilung der 200 nm Filterkassette mit 5 | Aqua dest. zur Entfernung von Riickstanden
der Desinfektionslosung (spezielle alkoholhaltige Losung, in der die Kassetten zwischen ver-
schiedenen Testreihen eingeweicht wurden) konnte das Flusswasser (10 1) (iber den Zufluss
dem System zugefiihrt werden. Alle Bestandteile > 200 nm sollten den Filter nicht passieren
und als ,erster Riickfluss” iber den Rickfluss wieder in das Ausgangsbehaltnis gelangen. Alle
Partikel < 200 nm sammelten sich als ,erstes Filtrat” Gber den Abfluss in einem sauberen Ge-
faR. Nach erneuter Splilung der 200 nm Kassette mit 5 | Aqua dest. (,,erste Waschflissigkeit®),

konnte die 30 kDa Kassette eingespannt und ebenso mit 5 | Aqua dest. gespult werden.

Die Filterkassette hielt Bestandteile > 30 kDa des wieder zugefiihrten ersten Filtrates zuriick
und sammelte diese Uber den Riickfluss im angeschlossenen Gefal. Dieses ,zweite Filtrat”
entsprach dem konzentrierten Flusswasser mit Bestandteilen der GroRe 30 kDa—200 nm mit
einem von eingangs 10 | auf ca. 300 - 400 ml reduzierten Volumen. Zum Schluss erfolgte die
Spulung der 30 kDa Kassette mit 51 Aqua dest. (,,zweite Waschflissigkeit”). Zu Analysezwe-
cken wurden der ,erste Riickfluss” und die ,erste” und ,zweite Waschflussigkeit” aufgefan-

gen.
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Die zweite Konzentrierung erfolgte mittels Zentrifugierung bei 22000 U/min fiir 2 h. Dabei
setzten sich die molekularen Bestandteile, auch die aufgefangenen Viruspartikel, aufgrund un-
terschiedlicher Sedimentationseigenschaften als Pellet ab. Das in 500 ul TM-Puffer geloste

Pellet lagerte bis zur weiteren Verarbeitung bei 8 °C im Kihlschrank.

4.9.2. Isolation und Identifikation der Viren

Die RNA-Isolation aus den konzentrierten Proben erfolgte mit dem QlAamp® Viral RNA Mini
Kit der Firma Qiagen. Die geloste RNA lagerte bei - 80 °C. Nach Testung der Proben in der
Enterovirus- und PanPolio-PCR sollten positive Amplifikate nach Nix et al. (2006) sequenziert
werden. Die verwendeten Primer sind Enterovirus-spezifisch und binden in der VP1 Region.
Zusatzlich erfolgte eine Gelelektrophorese. AbschlieRend sollten die Isolate durch Vergleich in

der Datenbank BLAST identifiziert werden.

4.9.3. Validierung der Methode zum Poliovirusnachweis im Flusswasser

Zur Bestimmung der Sensitivitat der Methode fiir den Nachweis von Polioviren in Flusswasser
wurden je 10 | Fluss- und Reinstwasserproben stellvertretend mit definierten Mengen Polio-
virus Typ 1 und Baculovirus versetzt und die Wiederfindungsrate nach Durchlaufen des Proto-
kolls bestimmt. Dieses Vorgehen wird als sog. Spikeversuch abgeleitet vom Englischen ,to
spike something” bezeichnet, was so viel bedeutet wie ,, mit etwas versetzen®. Ziel war es, die
zugegebenen Virusmengen nach Konzentrierung des Wasservolumens und Extraktion der RNA

bzw. DNA in der PCR zu detektieren.

Poliovirushaltige Zellkulturiiberstande verschiedener Konzentrationen lagerten bei - 80 °C.
Hitzeinaktivierung der Uberstinde bei 56 °C fiir 30 min diente dem Infektionsschutz. Nach er-
folgter RNA-Isolation erfolgte die Bestimmung des Virusgehaltes der Proben in der PanPolio-

PCR.

Um inhibierende Faktoren des Flusswassers, wie beispielsweise den Verdau von RNA durch
RNasen zu detektieren wurde in den Tests zusatzlich ein DNA-Virus, das Baculovirus zugesetzt.
Die Resultate sollten mit denen fiir Polioviren verglichen werden. Die Extraktion der DNA, so-
wie der Nachweis in der PCR sind fiir das Baculovirus standardisiert und gut erprobt. Da das
Baculovirus nicht humanpathogen ist, entfiel die Hitzeinaktivierung. Zur Analyse des Konzent-
rierungsverfahrens unabhangig von Eigenschaften des Flusswassers, erfolgten die Spikeversu-

che fur Poliovirus Typ 1 auch mit Reinstwasser.
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Zusatzlich definiert sich die Sensitivitat der Methode zum Nachweis von Polioviren in Fluss-
wasser darliber, inwiefern sie in der Lage ist, infektionsgefahrdende Konzentrationen von Po-
lioviren in der Umwelt nachzuweisen. Flir wasseriibertragene Erreger gelten laut WHO Risiken
von 1 infizierten Person/10000 Einwohner/Jahr bei taglicher Aufnahme von 2 | Trinkwasser
(World Health Organization 2004a) und 1 infizierte Person/1000 Schwimmer/Jahr bei einer
durchschnittlichen Wasseraufnahme von 100 ml/Schwimmaktion/Person/Tag (Botzenhart
2013) als akzeptabel. In Risikokalkulationen flieRt zudem die minimale infektiése Dosis (MID)
von Polioviren mit 10-100 infektiosen Viruspartikeln und der Manifestationsindex von Polio-
virusinfektionen von 1 % ein (Botzenhart 2013). Von der MID und dem akzeptablen Infekti-
onsrisiko ausgehend, sollten notwendigerweise 1,1 m3 Trinkwasser (bei taglicher Aufnahme
von 2 1) frei von Poliovirus Typ 1 sein. Basierend auf diesen Informationen erfolgte die Einord-

nung der Ergebnisse der Spikeversuche.

4.10. Statistische Methoden

Die Auswertung der erhobenen Daten und Messergebnisse, sowie die Erstellung von Diagram-
men erfolgten mit Microsoft® Excel fir Mac 2011 und dem Statistik- und Analyseprogramm

IBM® SPSS Statistics (Version 23).

Das Histogramm mit Normalverteilungskurve diente der Darstellung der Haufigkeitsverteilung
von Alter und Geschlecht in der untersuchten Probandengruppe. Das arithmetische Mittel,
bzw. fiir Titer das geometrische Mittel mit der dazugehorigen Standardabweichung charakte-
risieren die Auspragung betrachteter metrisch skalierter Merkmale (Loffler 2004a, Loffler

2004b). Die Titer wurden fir einen Teil der statistischen Auswertung logarithmiert.

Der Vergleich der geometrischen Mittelwerte der Titer verschiedener Altersgruppen bzw. Ge-
schlechter erfolgte mit dem Mann-Whitney U-Test (Nullhypothese: Es liegt kein signifikanter
Unterschied vor.). Ein p-Wert < 0,05 deutet auf einen signifikanten Unterschied hin (Loffler

2004a, Loffler 2004b).

Zur Untersuchung des Einflusses des Alters und des Geschlechts auf die Titer der Probanden
wurde eine multiple lineare Regression durchgefiihrt. Das ermittelte R-Quadrat gibt dabei an,
welcher Anteil der Varianz der abhangigen Variable (Titer) durch das Modell erklart werden
kann (Loffler 2004a, Loffler 2004b). Ein R? nahe 0 deutet mithin auf eine geringe, ein R? nahe

1 auf eine sehr hohe Erklarungskraft hin. Die Erklarungskraft des Gesamtmodells wird mittels
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eines F-Tests Uberprift (Nullhypothese: Das Modell hat keine Erklarungskraft). Ein p-Wert <
0,05 deutet demnach auf Erklarungskraft des Gesamtmodells hin. Fiir die erkldrenden Variab-
len (Alter, Geschlecht) erfolgten t-Tests (Nullhypothese: Koeffizient=0). Ein p-Wert < 0,05 deu-

tet auf einen signifikanten Zusammenhang zur abhangigen Variable (Titer) hin.

Das 95 %—Konfidenzintervall der Seropravalenzraten fiir Altersgruppen und Poliovirustypen
entspricht der Spannbreite, in der mit 95 %iger Wahrscheinlichkeit der wahre Wert der Grund-
gesamtheit liegt (Loffler 2004a, Loffler 2004b). Das Nicht-Uberlappen der Konfidenzintervalle
deutet auf einen signifikanten Unterschied (5 %—Signifikanzniveau) zwischen betrachteten

Gruppen hin.

Mithilfe des Binomialtests wurde gepriift, inwiefern die Seropravalenzraten der Altersgruppen
flr verschiedene Poliovirustypen Immunitatslevel von 95 % Uberschreiten (Nullhypothese: Se-

ropravalenz <95 %). Ein p-Wert < 0,05 deutet auf ein signifikantes Uberschreiten der 95 % hin.
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5. Ergebnisse

5.1.Immunitatsstatus der untersuchten Probanden

5.1.1. Deskriptive Auswertung der Serumproben

Von insgesamt 843 Seren entsprachen 530 der gewahlten Altersgruppe von 18—64 Jahren. Fur
die Auswertung erfolgte die Dokumentation des Geschlechts und des Geburtsdatums der Pro-

banden. Das Durchschnittsalter der Untersuchten zum Zeitpunkt des Materialeingangs betrug

32,74 Jahre.
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Abb. 6 Verteilung des Alters der untersuchten Probandengruppe (n = 530).
Rot — Normalverteilungskurve.

Die Abweichung der Balkenh6he von der roten Kurve in Abb. 6 zeigt, dass das Alter in der
untersuchten Probandengruppe (n = 530) nicht normalverteilt war und insbesondere jlingere

Probanden starker reprasentiert sind (sog. rechtsschiefe Verteilung).

Wie auch in Untersuchungen von Diedrich und Schreier 1995, Diedrich et al. 2000 und Diedrich
et al. 2002 fiir Deutschland erfolgte eine Unterteilung der Probanden in dhnlich groRe Alters-
gruppen (Tab. 1) um eventuelle vorliegende Unterschiede darzustellen. 42,3 % (n = 224) der

Untersuchten waren mannlich und 57,7 % (n = 306) weiblich.
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Tab. 1 Zusammensetzung der Stichprobe fiir die Untersuchung des Antikorperstatus nach Altersgruppen und Geschlecht
(n =530).

Altersgruppe in Jahren Geschlecht

mannlich weiblich

% der Altersgruppe (Anzahl)

18- 24 46,9 % (75) 53,1 % (85)
25-31 49,3 % (74) 50,7 % (76)
32-38 54,1 % (33) 45,9 % (28)
39-45 31,0 % (18) 69,0 % (40)
46 -52 37,3 % (19) 62,7 % (32)

>53 10,0 % (5) 90,0 % (45)
Gesamt 42,3 % (224) 57,7 % (306)

Um vermutete Verdnderungen der Titer mit steigendem Alter und mogliche Unterschiede zwi-
schen mannlichen und weiblichen Probanden zu untersuchen, wurden aus den 530 Seren aus
den Altersgruppen 39 bis 45 Jahre (n3s.4s jahre = 47; 51,6 %; Mittelwert: 42,06 Jahre) und élter
als 53 Jahre (nss3jahre = 44; 48,4 %; Mittelwert: 57,07 Jahre) nochmals 91 Probanden zufallig
ausgewahlt. 19,8 % von ihnen waren mannlich (nm = 18) und hauptsachlich der jingeren Al-
tersgruppe zuzuordnen (Nm,39-45 Jahre = 16; Nm,»53 Jahre = 2) und 80,2 % weiblich (nw = 73; nw 39-

45 Jahre = 31; Nw,>53 Jahre = 42)

5.1.2. Seropravalenz neutralisierender Antikérper

Durch das Mitfiihren eines Kontrollserums, die Titration des verwendeten virushaltigen Zell-
kulturiiberstandes, sowie die Beurteilung der nicht infizierten Zellkontrollen, konnte die Ver-
gleichbarkeit und Reproduzierbarkeit der Ergebnisse fir die Neutralisationstiter gegen Polio-

viren gewahrleistet werden.

Die in Endpunkttitrationen ermittelten Titer der verwendeten Stockviruszellkulturiiberstéande
betrugen fir Poliovirus Typ 1 1,93x102 TCIDso/ml, Poliovirus Typ 2 5,32x107 TCIDso/ml und Po-
liovirus Typ 3 9,28x108 TCIDso/ml. In jeder Versuchsreihe erfolgte die Virustitration der einge-
setzten virushaltigen Zellkulturiiberstande. Die geometrischen Mittelwerte der Titer (GMTs)
lagen fir Poliovirus Typ 1 bei 7,28x10° TCIDso/ml (SD 1,94x10° TCIDso/ml), fiir Poliovirus Typ 2
bei 1,96x10° TCIDso/ml (SD 5,54x10° TCIDso/ml) und fur Poliovirus Typ 3 bei
2,18x108 TCIDso/ml (SD 1,28x107 TCIDso/ml). Die experimentellen Schwankungen waren ver-

tretbar.
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Jeder Virusneutralisationstest erfolgte fiir die Seren der Probanden sowie parallel dazu fiir das
Kontrollserum. Bei der Kalibrierung des Kontrollserums mithilfe des Referenzserums der WHO
konnten die vorgegebenen Referenzwerte fir neutralisierende Antikdrper gegen alle drei Po-
liovirustypen (Sabin) bei mehrfacher Testung eingehalten werden. Die Schwankungen der Ti-
ter des Kontrollserums im Vergleich zur Referenz waren vertretbar. Die geometrischen Mit-
telwerte der Titer (GMTs) des Kontrollserums lagen gegen Poliovirus Typ 1 bei 273,39 (SD
131,32), gegen Poliovirus Typ 2 bei 469,08 (SD 246,15) und gegen Poliovirus Typ 3 bei 777,90
(SD 408,30).

Die mitgefiihrten Zellkontrollen, d.h. RD-Zellen ohne Infektion mit Poliovirus, zeigten in kei-

nem der Versuche einen CPE.

Flr den Vergleich der Titer zwischen Probanden unterschiedlicher Altersgruppen (n =91) er-
folgte der Virusneutralisationstest mit Serumverdiinnungen von 1:4 bis 1:512, fur die tGbrigen
der insgesamt 530 untersuchten Seren mit Serumverdinnungen bis 1:32. Die Abb. 7 a) zeigt
beispielhaft einen mit Kristallviolett eingefarbten VNT Ansatz zur Auswertung, die Abb. 7 b)
die intakte Zellkontrolle (ZK) und die Titration der Poliovirus Typ 1 Lésung (PV 1) (Titer: 2,0x10°
TCIDso/ml).

b) PV 1 ZK
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Abb. 7 a) Virusneutralisationstest und b) Virustitration Poliovirus Typ 1.

a) VNT fur 5 Probanden und das Kontrollserum (KS): Es erfolgte jeweils ein doppelter Ansatz in den nebeneinander liegenden
Spalten. KS: Verdinnungsstufen 1:20-1:2560, Titer des KS betrdgt 120 (GMT: 273,39; SD 131,32). Probandenseren verdinnt
von 1:4-1:512. Titer 28 protektiv gegen Polioviren.

b) Virustitration Poliovirus Typ 1 Zellkulturiiberstand und Zellkontrolle (ZK): Der Titer der Poliovirus Typ 1 Losung betragt
2,0x10° TCIDso/ml (GMT: 7,28x10° TCIDso/ml; SD: 1,94x10° TCIDso/ml). Zellkontrolle intakt.
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Die Testung des Kontrollserums (KS) (Verdiinnungsstufen 1:20-1:2560) und der Probanden-
seren 1-5 (Verdinnungsstufen 1:4—-1:512) im Doppelansatz auf das Vorhandensein neutrali-
sierender Antikorper gegen das Poliovirus Typ 1 (Sabin) ergab folgende Titer: KS — 120, Pro-
band 1 — 64, Proband 2 — 128, Proband 3 — 128, Proband 4 — 48 und Proband 5 — 64. Ein Titer
von > 8 galt als protektiv, also ausreichend neutralisierend gegen Polioviren. Damit wiesen alle
getesteten Seren ausreichend neutralisierende Antikorper gegen Poliovirus Typ 1 (Sabin) auf.
Bei einem Titer von 512 wurde, um der Tatsache gerecht zu werden, dass der Titer genau 512
oder aber auch weit hoher als 512 sein konnte, fir die Auswertung ein Neutralisationstiter
von 1024 angenommen. VNTs mit Verdiinnungsreihen von 1:4-1:32 sollten lediglich zeigen,

ob Seren den Cut-Off Titer > 8 erreichten, der genaue Titer wurde nicht bestimmt.

Von den 530 untersuchten Seren wiesen 93,6 % (n = 496; 95 % - KI: 91,5 % - 95,7 %) ausrei-
chend neutralisierende Antikorper (Titer > 8) gegen Poliovirus Typ 1, 2 und 3 auf. Gegen die
einzelnen Typen waren es gegen Typ 1 98,1% (95 % -Kl: 96,7 % -99,3 %), Typ 2 97,6 %
(95 % - KI: 96,2 % - 98,9 %) und Typ 3 95,3 % (95 % - KI: 93,5 % - 97,1 %), wobei alle Werte sig-
nifikant Gber 80 % (Sauerbrei et al. 2004, Diedrich und Schreier 2007) lagen (p < 0,000).
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Antikarper (%)

Poliavirus Typ 1 Poliovirus Typ 2 Poliovirus Typ 3 Poliovirus Typ 1, Typ 2
und Typ 3

Poliovirus Serotyp

Abb. 8 Pravalenz neutralsierender Antikérper gegen Poliovirus Typ 1, 2 und 3 gesamt.

Dargestellt sind die Seropravalenzen neutralisierender Antikorper (%) gegen Poliovirus Typ 1, 2 und 3 fiir die gesamte Stich-
probe, wobei die Werte flr PV1 und PV2 signifikant Gber 95 % liegen (ppv1 = 0,0002; ppyv2 = 0,0024). n =530; PV1=98,1%
(95 % - Kl: 96,7 %-99,3%); PV2=97,6% (95 % -Kl: 96,2%-98,9%); PV3=953% (95%-KI: 93,5%-97,1%); PV 1,2
und 3=93,6% (95 % - KI: 91,5 % - 95,7 %). Rot — 95 % - Seropravalenz.

Die Seropravalenzen neutralisierender Antikorper gegen Poliovirus Typ 1 (p = 0,0002) und Po-
liovirus Typ 2 (p = 0,0024) Uberschritten signifikant die aktuell geforderten Immunitatslevel
von 95 % (Abb. 8, rote Markierung) (Fine 1993, Robert Koch Institut 2012, Robert Koch Institut

2017, Robert Koch Institut 2018a). Fiir Poliovirus Typ 3 lag die Seropravalenz nicht signifikant
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Uber 95 % (p = 0,43). Das Konfidenzintervall der Seropradvalenz gegen alle drei Poliovirustypen
gesamt Uberschritt mit 91,5 % - 95,7 % zwar die 95 % Grenze, es konnte jedoch nicht gezeigt
werden, dass die Seroprévalenz signifikant héher als 95 % war (p = 0,085). Wie die Lage der
95 % - Konfidenzintervalle (95 % - Kl) weiterhin verdeutlicht, konnten keine signifikanten Un-
terschiede zwischen den Seropravalenzen gegen die einzelnen Poliovirustypen festgestellt
werden. Einzig die Pravalenz neutralisierender Antikdrper gegen Poliovirus Typ 1 war signifi-

kant (5 %— Signifikanzniveau) héher als die gegen alle drei Poliovirustypen.

Abb. 9 zeigt die Seropravalenzen neutralisierender Antikorper in den unterschiedlichen Alters-
gruppen, wobei alle Werte 80 % (Sauerbrei et al. 2004, Diedrich und Schreier 2007) signifikant
(p < 0,05) Uberschritten. Das niedrigere Signifikanzniveau im Vergleich zur gesamten Stich-
probe konnte hier durch die Unterteilung der groRRen in kleinere Stichproben bedingt sein.
Auch die 95 %—Konfidenzintervalle der einzelnen Seropravalenzen wurden mit kleinerer Stich-
probe tendenziell groRRer. Die Seropravalenzen gegen alle drei Serotypen gesamt lagen zwi-
schen 90,7% (95%-Kl: 86%-95,4%) in der Gruppe 25-31 Jahre und 98,0%
(95 % - KI: 94,1 % - 100 %) in der Gruppe 46-52 Jahre.
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Abb. 9 Pravalenz neutralisierender Antikorper gegen Polioviren Typ 1, 2 und 3 nach Altersgruppen.

Gezeigt sind die Seropradvalenzen neutralisierender Antikorper gegen Poliovirus Typ 1, 2 und 3 in den Altersgruppen 18 bis
24, 25 — 31, 32 -38, 39 — 45 und 2 53 Jahre. Die Werte fiir ausreichende Neutralisationstiter gegen alle Serotypen liegen
zwischen 90,7 % (95 % - KI: 86 % - 95,4 %) und 98,0 % (95 % - KI: 94,1 % - 100 %) variieren jedoch zwischen einzelnen Seroty-
pen. Signifikant tiber 95 % lagen fir PV1 die 18-24-Jdhrigen (p = 0,039), fur PV2 die 18-24-Jahrigen (p = 0,003) und die 32—
38-Jahrigen (p = 0,044). Signifikant unter 95 % lagen fiir PV1, 2 und 3 die 25-31-Jdhrigen (p = 0,019). Rot — 95 %—Seropra-
valenz.

Fiir Poliovirus Typ 1 erreichte jede Altersgruppe Seropravalenzen liber 95 %, wobei nur die

18-24-)Jahrigen mit 98,1 % (95 %—KI: 96,0 %—100 %) die 95 % (Abb. 9, rote Markierung) signi-
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fikant (p = 0,039) Uberschritten. Bei den Seropravalenzen ausreichend neutralisierender Anti-
korper gegen Poliovirus Typ 2 zeigte sich, dass die 18—24-Jahrigen (99,4 %; 95 %—KI: 98,1 %—
100 %; p = 0,003), sowie die 32—-38-Jahrigen (100,0 %; 95 %—KI: 100,0 %; p = 0,044) Werte sig-
nifikant Gber 95 % hatten. Die Gruppe der 39-52-Jdhrigen erreichte tGber 95 %, die 25-31-Jah-
rigen und > 53-Jahrigen unter 95 %, wobei keine Signifikanz (5 %-Signifikanzniveau) gezeigt
werden konnte. Gegen Poliovirus Typ 3 wiesen alle Altersgruppen bis auf die 25—-31-Jahrigen
Seropravalenzen lber 95 % auf, dabei lagen keine signifikanten Werte vor. Im Gberwiegenden
Teil der Altersgruppen unterschritten die Seropravalenzen gegen alle drei Poliovirustypen ge-
samt 95 %, von den 25—-31-Jahrigen wiesen mit 90,7 % signifikant weniger als 95 % (p = 0,019)

ausreichend neutralisierende Antikorper gegen alle drei Serotypen zugleich auf.

Insgesamt konnte fiir weniger als die Halfte der in Abb. 9 dargestellten Seropravalenzen der
Altersgruppen ein signifikantes Uberschreiten der aktuell geforderten 95 % Immunitétslevel
(Fine 1993, Robert Koch Institut 2012, Robert Koch Institut 2017, Robert Koch Institut 2018a)

gezeigt werden.

Fiir Poliovirus Typ 1, Typ 3 und gegen alle drei Poliovirustypen lagen entsprechend der 95 %—
Konfidenzintervalle keine signifikanten (5 %—Signifikanzniveau) Unterschiede zwischen den
Altersgruppen vor. Die Seropravalenz neutralisierender Antikorper gegen Poliovirus Typ 2 der
25-31-Jahrigen (94,0 %; 95 % - KlI: 90,2 % - 97,8 %) war signifikant niedriger als die Seropra-
valenzen der jingeren und dlteren Probanden, wich jedoch nicht signifikant von den Werten
der 2 53-Jahrigen (94,0 %; 95 % - KI: 87,2 % - 100 %) ab. Es konnten keine signifikanten Unter-
schiede zwischen den Poliovirustypen festgestellt werden. Die Seropravalenzen gegen Polio-
virus Typ 2 schienen innerhalb der meisten Altersgruppen hoher als gegen Poliovirus Typ 1
und Typ 3 zu sein. Die Seroprdvalenzen gegen Poliovirus Typ 3 lagen zudem iberwiegend nied-

riger als gegen Poliovirus Typ 1.

34 der untersuchten Probanden (6,4 %) wiesen unzureichend neutralisierende Antikorper ge-
gen alle drei Poliovirustypen auf. Zwei Probanden (0,4 %) hatten gegen keinen der Poliovirus-
typen einen ausreichenden Titer. Flr 30 der nicht ausreichend gegen Polioviren geschiitzten
Probanden konnte retrospektiv eine Impfanamnese erhoben werden. Aus der Dokumentation
beim Betriebsarzt ging hervor, dass 17 der Probanden eine Grundimmunisierung und eine
Auffrischung erhielten (Tab. 3 im Anhang). Fiir die anderen 13 Probanden lagen keine Angaben
vor. In 3 dieser Félle war jedoch vermerkt, dass eine Empfehlung zur Auffrischung des Impfsta-
tus erfolgte. Die zwei Probanden mit unzureichenden Titern gegen alle drei Serotypen waren
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weiblich im Alter von 28 und 30 Jahren. Bei einer der Frauen lagen keine Angaben zum
Impfstatus vor, die andere hatte eine vollstandige Grundimmunisierung, sowie eine Auffri-
schung erhalten. Es zeigte sich, dass die Titer zwischen den Poliovirustypen variierten. In den
meisten Fallen lagen unzureichend neutralisierende Antikorper gegen Poliovirus Typ 3 vor
(n=23), gegen Typ 1 und Typ 2 war die Anzahl gleich (je n = 10). Das durchschnittliche Alter
der betroffenen Probanden betrug 30,77 Jahre und lag damit etwas unter dem durchschnitt-
lichen Alter der gesamten Stichprobe. Der Anteil mannlicher und weiblicher Probanden mit
unzureichendem Immunitatsstatus und erhobener Impfanamnese war in etwa ausgeglichen
(nm = 14; ny = 16). Zusammenfassend zeigte sich, dass zum Teil trotz erfolgter Impfung kein
ausreichender Titer vorlag oder Impfungen nicht durchgefiihrt bzw. dokumentiert wurden.
Die Zahl der nicht ausreichend geschiitzten Probanden war zu gering um sinnvoll auf statisti-

sche Zusammenhange zu testen.

5.1.3. Alters- und geschlechtsspezifische Unterschiede der Titer

Die ermittelten Titer der 91 ausgewahlten Probanden waren gegen alle Poliovirustypen aus-
reichend (Titer > 8). Insgesamt lag der GMT gegen Poliovirus Typ 1 bei 2,44 log TCIDso/ml (SD
0,38), gegen Poliovirus Typ 2 bei 2,41 log TCIDso/ml (SD 0,42) und gegen Poliovirus Typ 3 bei
2,54 log TCIDso/ml (SD 0,39).

Im durchgefiihrten Mann-Whitney-U-Test konnte auf einem 5 %—Signifikanzniveau kein Un-
terschied zwischen den GMTs der zu vergleichenden Altersgruppen festgestellt werden (nsg.as
Jahre = 47; N2s3jahre = 44; p (PV1) = 0,785; p (PV2) = 0,262; p (PV3) = 0,323). Der GMT der 39-45-
Jahrigen betrug gegen Poliovirus Typ 1 2,46 log TCIDso/ml (SD 0,33), gegen Poliovirus Typ 2
2,46 log TCIDso/ml (SD 0,39) und gegen Poliovirus Typ 3 2,50 log TCIDso/ml (SD 0,40). Die GMTs
der Probanden im Alter von > 53 Jahren lagen bei 2,41 log TCIDso/ml (SD 0,43) gegen Poliovirus
Typ 1, mit 2,35 log TCIDso/ml (SD 0,46) gegen Poliovirus Typ 2 und 2,58 log TCIDso/ml (SD 0,39)

gegen Poliovirus Typ 3.

Des Weiteren konnte im Mann-Whitney-U-Test kein signifikanter Unterschied (5 %—Signifi-
kanzniveau) in der Verteilung der Neutralisationstiter gegen alle drei Poliovirustypen zwischen
mannlichen und weiblichen Probanden festgestellt werden (nm=18; nw=73; p (PV1) =0,833;
p (PV2) =0,904; p (PV3) = 0,535). Die mannlichen Probanden hatten gegen Poliovirus Typ 1
einen GMT in Hohe von 2,43 log TCIDso/ml (SD 0,39), gegen Poliovirus Typ 2 von
2,38 log TCIDso/ml (SD 0,50) und gegen Poliovirus Typ 3 von 2,40 log TCIDso/ml (SD 0,54). Die
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GMTs der weiblichen Probanden lagen gegen Poliovirus Typ 1 bei 2,44 log TCIDso/ml (SD 0,38),
gegen Poliovirus Typ 2 bei 2,41 log TCIDso/ml (SD 0,41) und gegen Poliovirus Typ 3 bei
2,57 log TCIDso/ml (SD 0,35).

Innerhalb der ahnlich groBen Altersgruppen war der Anteil mannlicher und weiblicher Pro-
banden zugunsten der weiblichen unausgeglichen, wobei vor allem die Gruppe > 53 Jahre in
der Mehrheit aus Frauen bestand. Mithilfe einer multiplen linearen Regression konnte nicht
gezeigt werden, dass die Zugehorigkeit zur Altersgruppe oder zum Geschlecht einen signifi-

kanten Einfluss auf den Titer hat (Ergebnisse in Tab. 4 im Anhang).

5.2.Poliovirusnachweis in Flusswasser

5.2.1. Einrichtung der Poliovirus-spezifischen PCR

Die Sequenzen der Primer und Sonde (Kilpatrick et al. 2009) fiir die Poliovirus-spezifische PCR
(PanPolio-PCR) banden spezifisch in der VP1-Region des Poliovirus-Genoms und enthielten

zum Ausgleich nicht (ibereinstimmender Basenpaare degenerierte Basen.

Abb. 18, Abb. 19 und Abb. 20 in den Anlagen zeigen schematisch das Alignment der Primer
und Sonden mit den Poliovirus-Inserts, sowie den Aufbau des Vektors fir die hergestellten
Plasmide von Poliovirus Typ 1, 2 und 3. Zur Verwendung der Plasmide als Eichstandard in der
PanPolio-PCR, erfolgte die Erstellung einer Standardkurve mit exponentiellen Verdiinnungs-
reihen der Plasmidlésungen (2x10° K/ul) bis zu 10"* K/R mit der zusatzlichen Zwischenstufe
5 K/R. Abb. 10 zeigt beispielhaft die Fluoreszenzsignale der Amplifikation der Verdiinnungs-
reihe flr das Plasmid Poliovirus Typ 1 in der PanPolio-PCR mit TagMan®-Sonde mit Wasser als

Negativkontrolle.

Mithilfe der logarithmierten Amplifikationssignale der Verdiinnungsreihe in der PanPolio-PCR
mit TagMan®-Sonde konnte die in Abb. 11 gezeigte Standardkurve festgelegt und fiir die nach-

folgenden Versuchsreihen zur Quantifizierung hinterlegt werden.
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Abb. 10 Amplifikationskurven der Verdiinnungsreihe fiir das Plasmid von Poliovirus Typ 1 in der PanPolio-PCR mit
TagMan®-Sonde.

Von links nach rechts sind die gemessenen Fluoreszenzsignale fur 10°, 108, 107, 106, 10°, 104, 103, 102, 10 und 5 K/R gezeigt.
Hervorgehoben ist die Kurve von 10° K/R. In dieser Konzentration wurde das Plasmid fiir Poliovirus Typ 1 in der PanPolio-PCR
als Standard zur Quantifizierung mitgefthrt.
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Abb. 11 Standardkurve der PanPolio-PCR mit TagMan®-Sonde fiir das Plasmid von Poliovirus Typ 1.

Gezeigt ist die Standardkurve der Verdiinnungsreihe fiir das Plasmid von Poliovirus Typ 1 von 10° bis 10! und 5 log K/R. Die
hellgrauen Punkte auf der abfallenden Diagonale entsprechen den einzelnen Verdiinnungsstufen von links nach rechts mit
steigender Konzentration. Effizienz der PCR = 2,147, Fehler = 9,05 %.

Die in Abb. 10 hervorgehobene Verdiinnungsstufe (10° K/R) des Plasmids von Poliovirus Typ 1
diente anschlieRend als Eichstandard zur Quantifizierung der amplifizierten Proben in der Pan-
Polio-PCR fiir Poliovirus Typ 1 und zahlte gleichzeitig als Positivkontrolle. Das Plasmid von Po-
liovirus Typ 1 (108 K/R) war relativ stabil und damit gut zur Verwendung als Standard geeignet,
wobei eine Quantifizierung zuverldssig war, wenn die gemessene Zyklusanzahl (Ct) innerhalb

der Standardabweichung lag (n = 14; Mittelwert 23,08; SD 1,03).

Das analytische Agarose-Gel in Abb. 12 zeigt die Amplifikate der PanPolio-PCR der Verdiin-
nungsreihe von Plasmid Poliovirus Typ 1. Das spezifische Produkt hatte eine Lange von 103 bp.
Als Positivkontrolle galten die in der Amplifikation in der PCR mit TagMan®-Sonde positiv ge-

messenen Verdiinnungsstufen des Plasmid Poliovirus Typ 1 und Wasser als Negativkontrolle.
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Abb. 12 Analytisches Agarose-Gel zur Demonstration der PanPolio-PCR mit Verdiinnungsstufen des Plasmid Poliovirus Typ
:(lE.ezeigt sind PCR-Amplifikate einer Lange von 103 bp einer Verdiinnungsreihe des Plasmid Poliovirus Typ 1 von Spur 1 bis
Spur 9 mit steigender Konzentration 104, 109, 5, 10%, 102, 103, 10%, 105 und 106 K/R. Spur L-DNA-Langenmarker, Spur NTC—
Negativkontrolle.

Sowohl die Fluoreszenzsignale der Verdiinnungsreihe des Plasmid Poliovirus Typ 1 in der Pan-
Polio-PCR, als auch das Agarose-Gel zeigten, dass bis 5 K/R (Spur 3 in Abb. 12) ein Signal ge-
messen bzw. eine spezifische Bande im Gel abgrenzbar war. Das heifdt die Linearitdt und die
Sensitivitdt der PanPolio-PCR fiir die Amplifikation von Plasmid Poliovirus Typ 1 waren bis zu
5 K/R gewahrleistet. Analog zum Plasmid Poliovirus Typ 1 erstellte Verdiinnungsreihen und
Standardkurven der Plasmide von Poliovirus Typ 2 und 3 zeigten in der PanPolio-PCR fiir den
Serotyp 2 eine Linearitat und Sensitivitat bis 5 K/R und fur den Serotyp 3 bis 10 K/R. Fir die
PanPolio-PCR mit dem Plasmid von Poliovirus Typ 1 ergab sich eine Effizienz von 2,147 und ein
Fehler von 9,05 %, mit dem Plasmid von Poliovirus Typ 2 eine Effizienz von 2,153 und ein Feh-

ler von 12,6 %, sowie mit dem Plasmid von Poliovirus Typ 3 eine Effizienz von 1,985 und ein

Fehler von 15,3 %. Diese Werte waren fir die PanPolio-PCR akzeptabel.

Der Umrechnungsfaktor von K/R in K/ml in der Probe betrug entsprechend dem Vorgehen zur
Aufreinigung und Verarbeitung 112,5 (1000 ul virushaltiger Zellkulturtiberstand, davon 560 ul
fir die RNA-Isolation, isolierte RNA in 60 pl Eluat, davon 5 pl fiir Reverse Transkription, davon

2 ul in PanPolio-PCR).

Die Quantifizierung der gemessenen Fluoreszenzsignale fir Verdiinnungsreihen isolierter RNA
aus Zellkulturiiberstanden von Poliovirus Typ 1, 2 und 3 mithilfe des Plasmids Poliovirus Typ 1

als Standard ergab hohere Nachweisgrenzen als fur die Plasmide: 37,6 K/R (PV1), 40,9 K/R
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(PV2) und 31,6 K/R (PV3) bzw. 4240 K/ml, 4600 K/ml und 3560 K/ml. Dennoch war eine Line-
aritat der PCR bis zur Nachweisgrenze der Plasmide zu erwarten, d.h. bis zu 5 K/R fiir Poliovirus

Typ 1 und 2 und bis zu 10 K/R fur Poliovirus Typ 3.

Die Hohe des Fluoreszenzsignals in der PCR entsprach nicht automatisch der Menge infektio-
ser Viruspartikel. Die PCR erfasst Genomkopien, unabhdngig von ihrer Fahigkeit einen CPE in
zellkulturbasierten Methoden zu erzeugen. Die Titer der Stockviruszellkulturiiberstande von
Poliovirus Typ 1, 2 und 3 betrugen 9,00x102 TCIDso/ml, 6,32x107 TCIDso/m| und
2,00x108 TCIDso/ml. Der Vergleich der in der PanPolio-PCR mithilfe des Plasmid Poliovirus Typ
1 (10° K/R) quantifizierten Fluoreszenzsignale von Verdiinnungsreihen isolierter RNA (von 10°
1 bis 10'1°) aus den Stockviruszellkulturiiberstianden in K/ml mit den entsprechend des Titers
enthaltenen TCIDso/ml zeigte, dass eine TCIDso/ml in der Endpunktitration ungefahr 1000 K/ml
in der PanPolio-PCR entsprach. Davon ausgehend war lediglich ein Tausendstel der nachge-

wiesenen Kopien der Poliovirus-RNA infektios.

Isolate von Coxsackie A2, A4, A5, A6, A9, A10, A16, B2, B3, B4, B5, Echo 3, 6, 9, 14, 16, 18, 30
und Enterovirus 68 dienten der In-vitro-Untersuchung der Spezifitdt der PanPolio-PCR. Nach
der Uberpriifung auf Intaktheit des genetischen Materials in der Enterovirus-PCR, erfolgte die
Testung in der PanPolio-PCR. Die Auswertung zeigte fiir keine der Proben, ausgenommen der
mitgefiihrten Poliovirusisolate, ein Fluoreszenzsignal. Damit konnte die Kreuzreaktivitat der
PanPolio-Primer und PanPolio-Sonde mit Nicht-Polio-Enteroviren (NPEVs) fiir die gewdhlten
Viren ausgeschlossen werden und war im Rahmen dieser Arbeit als In-vitro-Uberpriifung aus-
reichend. Die In-silico-Erstellung eines Alignements der Primer und Sonden mit allen in BLAST
enthaltenen Sequenzen von Poliovirus-Isolaten und NPEVs mit Geneious von Biomatters Li-

mited bestatigte und erweiterte die In-vitro-Resultate zur Spezifitat der PanPolio-PCR.

5.2.2. Validierung der Methode zum Nachweis von Polioviren in der Holtemme

Die Validierung der Methode zum Virusnachweis in Flusswasser erfolgte mit Spikeversuchen
in Fluss- und Reinstwasser mit dem Ziel, die zugegebene Menge Poliovirus Typ 1 bzw. Baculo-
virus nach Durchlaufen der Konzentrierung mit einer moglichst geringen Verlustrate in der

jeweils spezifischen PCR nachzuweisen.
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Zu drei Proben Flusswasser (je 10 |) zugesetzte Baculoviren (500 ul Zellkulturiiberstand mit
7,17x108 K/ml) konnten nach durchgefiihrter Konzentrierung und DNA-Isolation nicht in der

Baculovirus-spezifischen PCR nachgewiesen werden.

Fur dieselben dreimal 10 | Flusswasser, sowie weitere zweimal 10 | Flusswasser und zweimal
10 | Reinstwasser erfolgten Spikeversuche mit jeweils 500 pl hitzeinaktivierten Poliovirus Typ
1 Zellkulturiiberstinden der Konzentrationen 2,96x103% K/R, 4,66x10* K/R, 1,14x10° K/R oder
2,17x10° K/R. Die beiden zuletzt genannten Konzentrationen entsprachen Mittelwerten aus
Mehrfachtestungen (n = 5; n = 4) von Uberstinden gleicher Viruskonzentration und sind in der
Abb. 13 griin und rot dargestellt. Die jeweils in griin und rot hervorgehobenen Fluoreszenzsig-
nale entsprechen isolierter RNA aus nicht-hitzeinaktivierten Zellkulturiiberstanden mit
6,94x10% K/R und 4,48x10° K/R. Der Vergleich mit und ohne 30 min Inkubation bei 56 °C zeigte,
dass in der PanPolio-PCR nach der Hitzeinaktivierung im Mittel 106,35 % (48,44 %—164,35 %)
der Kopien nachweisbar waren. Da die Hitzeinaktivierung fur die Durchfihrung der Spikever-
suche im Rahmen dieser Arbeit notwendig war, erfolgte die Kalkulation der Wiederfindungs-
raten mit den ermittelten Viruskonzentrationen nach Hitzeinaktivierung der Proben als Ver-

gleichswert.
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Abb. 13 Amplifikationskurven verschiedener Proben in der PanPolio-PCR mit TagMan®-Sonde.

Dunkelblau — Negativkontrolle Wasser; Schwarz hervorgehoben — Standard Plasmid Poliovirus Typ 1 (106 K/R); Schwarz — Pro-
ben in denen keine cDNA amplifiziert werden konnte (Ergebnis negativ); Rot — isolierte RNA aus hitzeinaktivierten (30 min
bei 56 °C) Zellkulturiiberstanden (mittlere Konzentration 2,17x10° K/R; SD 1,26x106 K/R); Rot hervorgehoben — nicht-hitzein-
aktivierter Zellkulturiiberstand der gleichen Konzentration wie ,Rot”; Griin - isolierte RNA aus hitzeinaktivierten Zellkultu-
riberstanden (mittlere Konzentration 1,14x105 K/R; SD 2,05x105 K/R); Griin hervorgehoben — nicht-hitzeinaktivierter Zellkul-
turiberstand der gleichen Konzentration wie ,Griin“; Orange, Hellgrin, Lila, Pink — weitere RNA haltige Proben aus Ruckflis-
sen und Waschflissigkeiten im Rahmen der Konzentrierung von Flusswasser und Reinstwasser fiir die Bestimmung der Wie-
derfindungsrate von Poliovirus Typ 1 Kopien.
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Durch die Konzentrierung reduzierte sich das Volumen des Wassers von 10 | auf 500 pl. Aus
280 ul erfolgte die RNA-Isolation und Elution in 100 pl. Das Enterovirus-PCR-Protokoll benotigt
5 ul, das PanPolio-PCR-Protokoll 5,5 pl. Die Wiederfindungsrate in Prozent entsprach dem An-
teil der eingesetzten Viruskonzentration, die im Anschluss an die Konzentrierung und RNA-
Isolation wieder in der PanPolio- oder der Enterovirus-PCR nachgewiesen werden konnte. Je-
des eindeutige Fluoreszenzsignal in der Amplifikation und jede spezifische Bande im Agarose-

Gel zahlten als Nachweis bzw. positives Resultat.

Fur die mit 2,96x103 K/R und 4,66x10% K/R Poliovirus Typ 1 versetzten Flusswasserproben, ge-
lang weder in der PanPolio- noch in der Enterovirus-PCR ein Nachweis von RNA. Die Wieder-

findungsrate betrug 0 %.

Aus der Flusswasserprobe mit 1,14x10° K/R Poliovirus Typ 1 wurden nach Konzentrierung und
RNA-Isolation in der Enterovirus-PCR 0,934 K/R (Ct 38,03; Abb. 14 Rot hervorgehoben) detek-
tiert, was einer Wiederfindungsrate von 0,001 % entsprach. Wiederholungen der PCR konnten

das Ergebnis nicht bestatigen.
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Abb. 14 Amplifikationskurven (1) verschiedener Proben in der EV-PCR mit TagMan®-Sonde.

Schwarz gestrichelt — Positivkontrolle (Zellkultur Uberstand Coxsackie B1); Schwarz — Plasmid pCR2.1+CoxB5 (1x105 K/R);
Rot/Dunkelgrin/Hellgrin gestrichelt — Spikematerial Poliovirus Typ 1 (1,14x10° K/R; 4,66x10* K/R; 2,96x103 K/R); Rot/Dun-
kelgriin/Hellgriin —isolierte RNA aus gespiketen Flusswasserproben (10 |); Blau — Negativkontrolle (Wasser). Wiederfindungs-
rate Rot: 0,001 %.
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Abb. 15 Amplifikationskurven (2) verschiedener Proben in der EV-PCR mit TagMan®-Sonde.

Schwarz gestrichelt — Positivkontrolle (Zellkultur Uberstand Coxsackie B1); Schwarz — Plasmid pCR2.1+CoxB5 (1x105 K/R);
Rot/Dunkelgriin hervorgehoben — nicht-hitzeinaktiviertes Spikematerial Poliovirus Typ 1; diinn Rot/diinn Dunkelgriin — Spi-
kematerial nach Hitzeinaktivierung (30 min bei 56 °C) (2,17x10° K/R; 1,14x105 K/R); Orange/Hellgriin/Rot/Lila - weitere RNA
haltige Proben aus Riickflissen und Waschflissigkeiten im Rahmen der Konzentrierung von Flusswasser und Reinstwasser
fur die Bestimmung der Wiederfindungsrate von Poliovirus Typ 1 Kopien; Blau — Negativkontrolle (Wasser). Wiederfindungs-
raten < 0,00 %.

Fur das mit 2,17x10° K/R Poliovirus Typ 1 versetzte Flusswasser ergab die Quantifizierung in
der Enterovirus-PCR nach der Konzentrierung und RNA-Isolation 0,235 K/R (Ct 39,28; flachste
rote Kurve in Abb. 15). Im Agarose-Gel (Spur 12 Abb. 16) lag eine schwache Bande auf Hohe
der spezifischen Amplifikatldnge von 140 bp vor. Im Reinstwasser mit 2,17x10° K/R Poliovirus
Typ 1 konnten in der Enterovirus-PCR 0,0437 K/R (Ct 41,71; Abb. 15 Kurve Lila) und damit we-
niger als aus dem Flusswasser detektiert werden. Das Agarose-Gel zeigte auch fiir dieses Amp-
lifikat (Spur 13 Abb. 16) eine Bande auf Hohe der spezifischen Amplifikatlange von 140 bp. Die
Wiederfindungsrate im konzentrierten Reinstwasser lag mit < 0,00 % (0,000011 % und

0,000002 %) niedriger als fiir das Flusswasser in der Enterovirus-PCR.
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Abb. 16 Analytisches Agarose-Gel von Amplifikaten aus der Enterovirus-PCR.

Spezifische Amplifikatlange (5'NTR) 140 bp. Spur L — DNA-Langenmarker. Spur NTC — Negativkontrolle. Spur 1-14 Amplifikate
isolierter RNA aus Proben verschiedener Konzentration Kopien Poliovirus Typ 1. Spuren 1 und 3: Zellkulturiiberstande mit
2,2x106 K/R, 1,14x10° K/R (Positivkontrollen). Spuren 4, 6, 9 und 11: Hitzeinaktivierte Zellkulturiiberstidnde mit 1,14x10° K/R.
Spuren 2, 5, 7 und 8: Hitzeinaktivierte Zellkulturiberstande mit 2,2x106 K/R. Spur 10: Erste Waschflussigkeit der Konzentrie-
rung von Flusswasser mit 1,14x10° K/R; Spur 14: Erster Ruckfluss der Konzentrierung von Reinstwasser mit 2,2x10¢K/R; Spur
12: Konzentrierung von Flusswasser mit 2,2x108 K/R; Spur 13: Konzentrierung von Reinstwasser mit 2,2x10¢ K/R.

In der PanPolio-PCR gelang fiir keine der konzentrierten, mit Poliovirus Typ 1 versetzten Fluss-
oder Reinstwasser-Proben der Nachweis von RNA. Die Wiederfindungsrate in der PanPolio-

PCR lag bei 0 %.

Weiterhin erfolgte die Testung von Riickfllissen und Waschfllssigkeiten, die wahrend des ers-
ten Konzentrierungsschrittes des Fluss- bzw. auch des Reinstwassers entstanden. Der erste
Ruckfluss entsprach der Flussigkeit, die den Filter mit der PorengréfRe 200 nm nicht passierte,
also Partikel groRer als 200 nm enthielt. Polioviren sollten nicht nachweisbar sein, da diese
einen durchschnittlichen Durchmesser von 30 nm haben. Die erste Waschfllssigkeit war das
aufgefangene Agua dest. nach Waschen der 200 nm Kassette im Anschluss an die Filtration
des Fluss- bzw. Reinstwassers und die zweite Waschfllssigkeit analog dazu nach Waschen der

30 kDa Kassette.

Fur den ersten Ruckfluss aus der Konzentrierung von Reinstwasser versetzt mit 1,14x10° K/R
Poliovirus Typ 1 ergab die PanPolio-PCR 0,025 K/R (Ct 43,86; Abb. 13 Pink). Im ersten Ruckfluss
aus der Konzentrierung von Flusswasser mit 2,2x108 K/R Poliovirus Typ 1, konnten in der Pan-
Polio-PCR 1,57 K/R (Ct 38,44; Abb. 13 Lila) gemessen werden. Der erste Riickfluss aus der Kon-
zentrierung von Reinstwasser mit 2,2x10° K/R Poliovirus Typ 1 enthielt in der PanPolio-PCR

2010 K/R (Ct 29,08; Abb. 13 Orange) und in der Enterovirus-PCR 149 K/R (Ct 29,95; Abb. 15
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Orange; Abb. 16 Spur 14). Die Quantifizierung fir die erste Waschflissigkeit aus der Konzent-
rierung von Flusswasser mit 1,14x10° K/R Poliovirus Typ 1 ergab in der PanPolio-PCR 6,03 K/R
(Ct 36,68; Abb. 13 Hellgriin) und in der Enterovirus-PCR 0,106 K/R (Ct 40,43; Abb. 15 Hellgrin;
Abb. 16 Spur 10).

Der als Verlustrate bezeichnete Anteil der in Riickflissen und Waschflissigkeiten detektierten
RNA an der eingangs zu Fluss- bzw. Reinstwasser zugegebenen Viruskonzentration betrug im

Mittel 0,017 % (0,000022 %-0,093 %).

Aufgrund der zu geringen quantifizierten Konzentration isolierter RNA aus Fluss- oder Reinst-
wasser konnte fir keine der positiv getesteten Proben eine Sequenzierung zur Identifizierung

der Isolate durchgefiihrt werden.

Inhibitorische Effekte ausgehend von der Wassermatrix konnten ursachlich fir die niedrigen
Wiederfindungsraten sein. Eine Moglichkeit diese zu eliminieren bestand in der Verdinnung
des RNA-Isolates. Da viele der untersuchten Proben jedoch negativ waren und auch die kon-
zentrierten Reinstwasserproben nur sehr geringe Viruskonzentrationen enthielten, schien das
Vorgehen fir die vorhandenen Proben nicht geeignet zu sein um die Fluoreszenzsignale zu
erhohen. Des Weiteren werden Enzyme der PCR durch BSA (Bovines Serumalbumin) und
MgCl, beeinflusst. BSA sei in der Lage Enzyme zu stabilisieren, verhindere die Anhaftung der
Enzyme an den ReaktionsgefaRen und Pipetten und kdnne an Inhibitoren binden (z.B. an Pro-
teinasen), sodass diese nicht mehr storen (Gibson et al. 2012). In Umweltproben sind haufig
sogenannte Huminstoffe aus Béden enthalten, unter anderem Huminsauren (Walter 2013).
Diese haben die Fahigkeit Magnesium-lonen zu binden und damit die Funktion der Polymerase
einzuschranken. Zur Milderung storender Einfllsse erfolgte fir BSA und MgCl, der Vergleich
drei verschiedener Varianten des Enterovirus-PCR Protokolls. Als Testproben dienten die in
der Enterovirus-PCR positive isolierte RNA aus Flusswasser mit 1,14x10° K/R, isolierte RNA aus
Poliovirus-Zellkulturiiberstanden (6x10%, 6x103, 6x102, 6x10* K/R), Wasser als Negativkontrolle
und das Plasmid pCR2.1+CoxB5 (1x10° K/R) als Positivkontrolle. Die PCR-Ansatze enthielten
kein zusétzliches BSA, BSA (2 mg/ml) zur Endkonzentration 200 ng/ul und zur Endkonzentra-
tion 400 ng/ul und analog dazu kein zuséatzliches MgCl,, MgCl, (50 mM) zur Endkonzentration
1 mM und zur Endkonzentration 2 mM. Die Negativkontrolle war in jeder Amplifikation nega-
tiv, die isolierte RNA aus dem Flusswasser konnte nicht detektiert werden und die Zyklusan-

zahl (Ct) fur das Plasmid pCR2.1+CoxB5 lag zwischen 21,58-23,24. Es konnte keine deutliche
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Verbesserung der Resultate festgestellt werden, sodass weder fiir das Enterovirus-PCR Proto-

koll noch fiir das PanPolio-PCR Protokoll prinzipielle Modifikationen erfolgten.

Unter der Annahme der akzeptablen Risiken fiir wasseriibertragene Erreger (1 infizierte Per-
son/10000 Einwohner/Jahr bei taglicher Aufnahme von 21| Trinkwasser (World Health
Organization 2004a); 1 infizierte Person/1000 Schwimmer/Jahr bei einer durchschnittlichen
Wasseraufnahme von 100 ml/Schwimmaktion/Person/Tag (Botzenhart 2013)), sowie der MID
(10-100 infektiosen Viruspartikel) von Polioviren und dem Manifestationsindex (1 %) von Po-
lioinfektionen (Botzenhart 2013) erfolgte die Einordnung der Resultate der Spikeversuche zur
Einschatzung der Infektionsgefdahrdung durch Polioviren in der Umwelt. Bei der Betrachtung
von Oberflachenwasser (unter anderem Flusswasser) spielte v.a. die orale Aufnahme bei Frei-

zeitaktivitaten eine Rolle.

Die Konzentration von Poliovirus Typ 1 in 10 | Flusswasser versetzt mit 500 ul Zellkulturtber-
stand Poliovirus Typ 1 (1,14x10° K/R) entsprach 6412,5 K/ml. Die detektierte Menge Poliovirus
Typ 1 nach Konzentrierung und RNA-Isolation betrug 1 K/R. Ausgehend von der experimentell
ermittelten Differenz zwischen nachweisbaren Kopien und infektidsen Viruspartikeln in der
Zellkultur lag eine Konzentration von 6,41 TCIDso/ml in den 10 | Flusswasser vor. Unter der
Annahme, diese Konzentration spiegele die Kontamination des untersuchten Oberflachen-
wassers wieder, wiirden 100 ml des Wassers 6412,5 TCIDso Poliovirus Typ 1 enthalten, was

Uber der MID von 10-100 lag und damit ein Infektionsrisiko darstellte.

Enthielten 100 ml Flusswasser 1 TCIDso/ml bzw. 1000 K/ml Polioviren (entsprechend einer
MID von 100), sollten in der PCR nach Konzentrierung und RNA Isolation abgeleitet vom der
Detektion 1 K/R bei einer Flusswasserkontamination von 6412,5 K/ml theoretisch 0,16 K/R
nachweisbar sein. Dieses Ergebnis schien zu niedrig fiir eine zuverldssige Quantifizierung in
der PCR. Die entwickelte Methode zum Nachweis von Polioviren in Flusswasser war demzu-
folge nicht sicher in der Lage Viruskonzentrationen in Hohe der minimalen infektiésen Dosis

zu detektieren.

Angenommen die aufgenommene Menge Oberflachenwasser betrug beim Schwimmen fur
Frauen durchschnittlich 18 ml (Duizer et al. 2016) anstelle von 100 ml, sollten in der PCR
0,87 K/R nachweisbar sein, also aufgerundet 1 K/R. Flr dieses Szenario war die Methode fahig

eine Poliovirus Typ 1 Konzentration in Hohe der MID zu detektieren.
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Fiir die Risikobeurteilung sollten jedoch eher die liberschatzten Grenzwerte gewahlt werden
mit einer Wasseraufnahme von 100 ml beim Schwimmen und einer MID von 10 infektidsen
Viruspartikeln. Die Methode miisste dementsprechend in der Lage sein, bei der ermittelten
Nachweisgrenze, 0,016 K/R Poliovirus Typ 1 zu detektieren. Die Methode war nicht sensitiv

genug um dieses Ergebnis zuverlassig zu erzielen.

Abgeleitet vom akzeptablen Infektionsrisiko bei Schwimmern (1 infizierte Person/1000
Schwimmer/Jahr bei Wasseraufnahme von 100 ml/Schwimmaktion/Person/Tag) durften 10 |
Flusswasser nur ein Tausendstel der initial kalkulierten Konzentration enthalten. Fir eine Was-
seraufnahme von 100 ml und eine MID von 10 infektiosen Viruspartikel entsprach das
0,0001 TCIDso/ml und 0,1 K/ml. In der PCR sollten 0,000016 K/R detektiert werden. Es schien
unwahrscheinlich dieses Risiko mit der entwickelten Nachweismethode sicher auszuschlie-

Ren.

Insgesamt zeigten die Kalkulationen, dass die Nachweismethode nicht sensitiv genug war, eine
Poliovirus Typ 1 Konzentration in Héhe der MID oder niedriger zu detektieren. Erfolgte jedoch
der Nachweis mindestens 1 K/R mit der angewandten Methode zum Nachweis von Polioviren
in Flusswasser, Uberschritt die Konzentration im untersuchten Oberflichenwasser die MID
und es bestiinde ein Infektionsrisiko. Mit Bezug auf den Manifestationsindex von Poliovirus-

infektionen von 1 % ware auch ein paralytischer Verlauf moglich.

5.2.3. Untersuchung der aus Flusswasser gewonnenen Gesamt-RNA auf Entero- und

Poliovirus-RNA

Die Konzentrierung des Flusswassers der dreizehn Standorte von 10 | auf ca. 500 pl, sowie die
Isolation der RNA aus 140 pl mit dem QlAamp® Viral RNA Mini Kit erfolgte durch Mitarbeiter
des UFZ Leipzig (Department Umweltmikrobiologie, AG Mikrobielle Systemokologie). In die-
sen Flusswasserproben konnten dort bereits sehr kleine Viren, darunter auch RNA-Viren (z.B.
des Genus Labyrnavirus), nachgewiesen werden (Bakteriophagen der Familie Microviridae,
die einen Durchmesser von 25-27 nm haben), was zeigt, dass Viren mit einer dhnlichen GroRe
und Morphologie wie Polioviren mithilfe der angewandten Methode molekularbiologisch de-

tektiert werden konnten (nicht publizierte Daten von Kallies).

Kallies stellte die isolierte RNA zur zusatzlichen Testung in der Enterovirus- und der PanPolio-

PCR im Rahmen dieser Arbeit freundlicherweise zur Verfiigung. In keiner der Proben konnte
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EV- und Poliovirus-spezifische RNA nachgewiesen werden. Die ermittelten Wiederfindungsra-
ten der hier angewendeten Methode zum Nachweis von Polioviren und NPEV in Flusswasser
waren zu gering, um das Vorhandensein von zumindest Enteroviren an den Standorten der
Probennahme in der Holtemme auszuschlieBen. Infolge urbaner Zufliisse kénnten durchaus

relevante Konzentrationen von Enteroviren enthalten sein.
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6. Diskussion

6.1. Einordnung des Immunitatsstatus

Nachfolgende Ausflihrungen befassen sich mit der Einordnung des Immunitatsstatus der un-

tersuchten Probanden unter Beantwortung der Fragestellungen 1a, b und c.

Wie einfihrend erldutert, dienen Immunisierungen unter anderem der Gewahrleistung der
Herdenimmunitat einer Bevolkerung. Nach Sauerbrei et al. (2004) und Diedrich und Schreier
(2007) sei eine Populationsimmunitdt von 80 % ausreichend um die Verbreitung von Poliovi-
ren zu verhindern. Dabei nehmen sie Bezug auf die anhand der Basisreproduktionszahl und
anderen Faktoren berechnete Seropravalenz von 80-86 % (Fine 1993). Wird jedoch aufgrund
der moglichen Verschiebung des Erkrankungszeitpunktes vom friihen Kindes- in das Jugend-
und Erwachsenenalter mit einer hoheren Basisreproduktionszahl kalkuliert, verschiebt sich
der Schwellenwert zur Gewahrleistung der Herdenimmunitat auf 95 % (Fine 1993). Jiingeren
Aussagen des Robert Koch Institutes zufolge, kdnne die Zirkulation des Poliovirus nur verhin-
dert und die Eradikation erreicht werden, wenn der Schutz der Bevolkerung iber 95 % lage
(Robert Koch Institut 2012). Auch die WHO fordere aktuell Immunitatslevel von mindestens
95 % (Robert Koch Institut 2017). Eine Impfquote von mindestens 95 % sei laut RKI ein wichti-
ger Indikator zur Einschatzung des Risikos der Weiterverbreitung eines eingeschleppten Polio-

virus in der Bevolkerung (Robert Koch Institut 2018a).

Es stellt sich die Frage (1a), wie die Seropravalenz neutralisierender Antikérper gegen Poliovi-
ren in der untersuchten Probandengruppe im Hinblick auf die Gewahrleistung einer ausrei-

chenden Herdenimmunitat, also einem Immunitatslevel von 95 %, einzuordnen ist.

Die ermittelten Seropravalenzraten der 530 getesteten Probanden im Alter von 18-64 Jahren
lagen insgesamt sowohl gegen Poliovirus Typ 1, 2 und 3 separat, als auch gesamt zunachst
signifikant Gber 80 %. Damit war nach Sauerbrei et al. (2004) und Diedrich und Schreier (2007)
zunachst eine ausreichende Populationsimmunitat gegeben um die Verbreitung von Poliovi-
ren zu verhindern. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Seropravalenzen der gesamten
Stichprobe gegen Poliovirus Typ 1 und 2 signifikant héher als 95 % lagen, gegen Poliovirus Typ
3 und gegen alle drei Serotypen zugleich bestatigte sich das hingegen nicht. Trotz dessen die
Seropravalenzen bei Unterteilung nach Altersgruppen zunachst oft Werte tGber 95 % annah-

men, konnte Gberwiegend, v.a. gegen Poliovirus Typ 3 und gegen alle drei Typen gesamt, kein
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signifikantes Uberschreiten der 95 % festgestellt werden. Dies deutet daraufhin, dass die un-
tersuchten Probanden im Hinblick auf aktuell erforderliche Immunitatslevel von 95 % mitun-

ter nicht ausreichend immunisiert waren.

Fiir Studien zur Seropravalenz neutralisierender Antikorper gegen Polioviren ist nicht einheit-
lich festgelegt, welcher Titer protektiv gegen Polioviren ist. Im Rahmen dieser Arbeit galten
Titer > 8 entsprechend der WHO-Empfehlung als ausreichender Schutz. Die Verwendung un-
terschiedlicher Titer Cut-Offs bei serologischen Untersuchungen kann die Ergebnisse dahinge-
hend beeinflussen, dass z.B. in einer Studie, die Titer > 4 als protektiv bewertet, die gesamte
Seropravalenz hoher ist, als in Studien, die Titer 2 8, 10 oder 16 als protektiv annehmen. Die

Ergebnisse der Studien kdnnen dann nur bedingt verglichen werden.

Letzte serologische Untersuchungen fiir Deutschland zeigten weitaus bedenklichere Immuni-
tatslevel als die untersuchten Probanden. Bei einem Cut-Off von > 10 lagen die Seropravalen-
zen gegen alle drei Poliovirustypen fiir 290 getestete schwangere Frauen (1995-1996) bei
62,4—64,1 %, wobei wegen Herkunft der Frauen aus der ehemaligen DDR davon ausgegangen
wurde, dass sie der Impfflicht unterlagen (Sauerbrei et al. 2004). Aufgrund des gewahlten Cut-
Offs > 10 konnten die Seropravalenzraten gegebenenfalls geringfligig hoher liegen. Im Rah-
men des Bundesgesundheitssurveys von 1997/1998 untersuchte Seren gesunder Erwachsener
(n=2564), sowie Kinder und Jugendlicher unter 18 Jahren (n=881) zeigten, dass 96,2 %, 96,8 %
und 89,6 % ausreichend protektive Antikorper (Titer Cut-Off > 4) gegen Poliovirus Typ 1, 2 und
3 hatten. Gegen alle drei Poliovirustypen waren 85 % geschiitzt (Diedrich et al. 2000). Die Im-

munitatslevel waren jedoch bei einem Cut-Off Titer > 8 niedriger gewesen.

Speziell in Sachsen durchgefiihrte Studien zeigten ebenso unzureichende serologische Immu-
nitatslevel gegen Polioviren. Bei der 1999 durchgefiihrten Testung von 1153 Seren von O—lber
70-Jdhrigen wiesen 82 % (64—91 %) der Seren ausreichend neutralisierende Antikorper (Cut-
Off Titer > 4) gegen alle drei Poliovirustypen auf (Sachsische Impfkommission 2000). In einer
weiteren Publikation zum Immunitatsstatus gegen Polio im Freistaat Sachen in der gleichen
Altersgruppe von 1999/2000 (Roch 2002) hatten insgesamt 94 %, 93 % und 88 % ausreichende
Titer gegen Poliovirus Typ 1, Typ 2 und Typ 3. 78 % (62,9 % bis 89,3 %) der 1626 Probanden
waren gegen alle drei Serotypen geschiitzt. Bei einem Cut-Off von 28 waren die Seropravalenz-

raten niedriger gewesen.
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Insgesamt zeigte sich, dass die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Probanden im Vergleich
zu herausgegriffenen Vorresultaten der letzten 20 Jahre (iberwiegend besser immunisiert wa-

ren.

Bei der Betrachtung der Seropravalenzraten gegen die Serotypen 1, 2 und 3 konnten keine
signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Insgesamt fiel auf, dass der Immunitatslevel
gegen Poliovirus Typ 1 signifikant (5 %—Signifikanzniveau) hoher lag als gegen alle drei Seroty-
pen gemeinsam. Bei Differenzierung zwischen den Altersgruppen zeigte sich fir Poliovirus Typ
1 im Gegensatz zu den anderen Serotypen, dass jede Altersgruppe eine Pravalenz neutralisie-
render Antikdrper >95 % (nur teilweise signifikant) erreichte. Mogliche Erklarungsansatze sind
ein besseres Ansprechen auf die Typ 1 Komponente der Vakzine oder gerade bei den Proban-
den mit Wildviruskontakt in endemischen Zeiten (altere Jahrgdnge) ein Boost durch natiirliche

Immunitat gegen das vorherrschende Poliovirus Typ 1.

Weiterhin schienen die Seropravalenzen gegen Poliovirus Typ 2 in den meisten Altersgruppen
hoher als gegen Poliovirus Typ 1 und 3 zu sein, wobei die Werte fiir Poliovirus Typ 3 lGberwie-
gend niedriger lagen als fir Typ 1. Diedrich und Schreier stellten 1995 niedrigere Seropra-
valenzraten gegen Poliovirus Typ 3 (79 %) im Gegensatz zu Typ 1 (92 %) und 2 (94 %) fest. Sie
flihrten als mogliche Ursachen bezogen auf die orale Poliovirus Vakzine unter anderem eine
verminderte Immunogenitat, sowie eine starkere Thermolabilitdt der Typ 3 Komponente an
(Diedrich und Schreier 1995). Auch im Bundesgesundheitssurvey von 1997/1998 lagen die Se-
ropravalenzen gegen Poliovirus Typ 3 niedriger als gegen Typ 1 und 2 (Diedrich et al. 2000).
Franck et al. (1999) bestéatigten in ihrer Analyse des Immunitatsstatus in Deutschland nach
dem Ende der Anwendung der OPV signifikant niedrigere Seropravalenzen gegen Poliovirus
Typ 3 und fiihrten die gleichen moglichen Ursachen wie Diedrich und Schreier (1995) an. Auch
die Seropravalenzstudie fiir den Freistaat Sachsen von Roch (2002) zeigte niedrigere Werte
fr Poliovirus Typ 3 im Gegensatz zu Typ 1 und 2. In einer jiingeren Studie untersuchten Wicker
et al. (2007) Seren von 270 Medizinstudenten. Dabei stellten sie ebenfalls signifikant niedri-
gere Immunitatslevel gegen Poliovirus Typ 3 fest, diskutierten aber lediglich, dass es nicht
moglich sei zu behaupten, diese Differenzen hingen mit der Umstellung von OPV auf IPV zu-

sammen (Wicker et al. 2007).

Zudem sollte zwischen Publikationen unterschieden werden, die (iber Seropravalenzraten be-

richten und denen, die den Immunstatus anhand erhobener Impfanamnesen definieren. Im
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direkten Vergleich konnte festgestellt werden, dass die Rate des impfanamnestischen Schut-
zes oftmals hoher ist, als die Seropravalenz neutralisierender Antikorper gegen Polioviren
(Sauerbrei et al. 2004, Nijsten et al. 2015). Sauerbrei et al. (2004) verzeichneten einen signifi-
kanten Unterschied bei einer Differenz von ca. 20 %. Ausgehend davon ist es moglich, dass
erhobene Daten zur Immunitat einer Bevolkerung basierend auf Impfanamnesen den tatsach-
lichen Schutz durch vorhandene Antikdrper Uberschatzen. Vor allem fiir Kinder beruhen die
Aussagen zum Immunitatslevel auf Impfdaten, die im Rahmen von Schuleingangsuntersu-
chungen regelmaRig erhoben und deutschlandweit gesammelt werden. Im Rahmen dieser Ar-
beit konnte festgestellt werden, dass der (iberwiegende Teil der Probanden mit unzureichen-
der serologischer Immunitat laut STIKO-Empfehlung vollstandig immunisiert war. In diesen
Fallen hatte ebenfalls nicht direkt von erfolgten Schutzimpfungen auf das Vorhandensein aus-

reichend neutralisierender Antikérper geschlossen werden kénnen.

Laut Empfehlung der Standigen Impfkommission fur 2016/2017 (Sachsische Impfkommission
2017) erfolgt die Grundimmunisierung flr Kinder zwischen dem 2. und 14. Lebensmonat mit
drei Dosen IPV bei Einzelimpfstoffen und vier Dosen bei Kombinationspraparaten. Ab dem 9.
Lebensjahr sollte eine einmalige Auffrischung mit IPV erfolgen. Bei Erwachsenen besteht die
Indikation zur Impfung bei fehlender oder unvollstandiger Grundimmunisierung und bei allen
Personen ohne einmalige Auffrischung. Eine routinemafRige Auffrischung fiir Erwachsene

empfiehlt die STIKO nicht.

Die aktuellsten Immunitatsdaten gehen aus der ,Studie zur Gesundheit Erwachsener in
Deutschland” hervor (Poethko-Miiller und Schmitz 2013). Die erste Erhebungswelle von 2008
bis 2011 umfasste die Impfdaten von einem Teil der 18—79-Jahrigen deutschlandweit. 85,6 %
der Erwachsenen waren vollsténdig gegen Poliomyelitis immunisiert. Vor dem Hintergrund,
dass die Seropravalenzraten der deutschlandweiten Studie moglicherweise niedriger gewesen
sein kdnnten als die Ergebnisse der Impfanamnese es vorgeben, hatten die in der vorliegen-
den Arbeit untersuchten Probanden mit 93,6 % Seropravalenz gegen alle drei Serotypen mit

hoher Wahrscheinlichkeit einen hoheren Immunitatslevel.

Unabhangig vom Immunitatslevel der untersuchten Probanden kénnten verdnderte Poliovi-
ren, die nicht durch Impfantikérper (wie herkdmmliche Polioviren) neutralisiert werden, eine
Gefahr darstellen. Die Untersuchung von Seren vollstandig immunisierter Personen ergab,

dass jede 5. Person zwar das Impfvirus nicht jedoch eine 2010 im Kongo isolierte Poliovirus
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Typ 1 Variante neutralisierte und damit keinen ausreichenden Schutz gegen dieses Virus auf-
wies (Drexler et al. 2014). Auch Lukashev et al. (2016) testeten Seren mit dhnlichem Ergebnis

eines mangelnden Schutzes gegen das Isolat aus dem Kongo.

Weiterhin stellt sich die Frage (1b), ob alters- oder geschlechtsspezifische Unterschiede der

Immunitatslevel gegen Polioviren vorliegen.

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte der Vergleich der GMTs der 39-45-Jdhrigen und der Proban-
den ab 53 Jahren (mittlerer Altersunterschied von 15 Jahren). Es konnte kein signifikanter Un-
terschied (N39-45 jahre = 47; N=53 jahre = 44; p (PV1) = 0,785; p (PV2) = 0,262; p (PV3) =0,323) zwi-
schen den Titern der jlingeren und dlteren Probanden festgestellt werden. Im Gegensatz dazu
zeigte die serologische Untersuchung von Blutspendern in Berlin (Stark et al. 1999) einen sig-
nifikanten Abfall (p < 0,0001) der Seropravalenz neutralisierender Antikorper gegen alle drei
Poliovirustypen gesamt zwischen <30-Jahrigen (62 %) im Vergleich zu >50-Jahrigen (48 %).
Auch Diedrich et al. (2000) stellten im Rahmen des Bundesgesundheitssurveys von 1997/1998
signifikant niedrigere Seropravalenzraten bei Kleinkindern und in der Gruppe der 50-70-Jah-
rigen fest. Griinde dafiir werden jedoch nicht explizit angefiihrt (Diedrich et al. 2000). Bigl und
Roch (2001) konnten die gleiche Feststellung in einer serologischen Untersuchung in Sachsen
machen. Es zeigten sich vor allem bei Kleinkindern (0 bis 3 Jahre) und bei (iber 60-Jahrigen
niedrigere Seropravalenzraten von 79 % und 64—70 % gegen alle drei Poliovirustypen (Bigl und
Roch 2001). Sie schlussfolgerten, dass die Impfempfehlungen der Sachsischen Impfkommis-
sion (SIKO), v.a. die Auffrischimpfung aller 10 Jahre, ihre volle Berechtigung besitzen, gehen
aber nicht weiter auf mogliche Ursachen fiir niedrigere Seropravalenzraten bei alteren Pro-
banden ein. Auch in der ,Studie zur Gesundheit Erwachsener in Deutschland” zeichnete sich

ein Abfall der Prévalenzen mit steigendem Alter ab (Poethko-Miiller und Schmitz 2013).

Robertson (1993) fihrt das Waning der Immunitdt neben einem primaren Impfversagen als
Ursache fir niedrigere Impfquoten vor allem gegen Poliovirus Typ 3 aber auch allgemein fir

Impfliicken in unterschiedlicher Altersgruppen an.

Im Rahmen der Entwicklung eines Modells zur Ubertragung von Polioviren gingen Duintjer
Tebbens et al. (2013) davon aus, dass das Waning der Immunitat in Abwesenheit von natdrli-
cher Infektion oder Auffrischung der Immunisierung ein biologisches Phdnomen darstellt. Van
Spaendonck et al. (2001) stellten fest, dass bei Personen mit natlrlich erworbener Immunitat

durch Wildviruskontakt kein sinkender Titer neutralisierender Antikdrper gegen Polioviren im
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Sinne eines Waning der Immunitat vorliegt. Hingegen zeigen serologische Untersuchungen
geimpfter Probanden mit mutmallich entsprechend der epidemiologischen Situation fehlen-

dem Wildviruskontakt ein Waning des Titers liber die Zeit (Van Spaendonck et al. 2001).

Kim et al. (2015) fiihren niedrigere GMTs bei alteren Probanden auf ein Waning der Immunitét
zuriick und stellten ebenso fest, dass der Teil der dlteren Probanden mit mutmaRlichem Wild-
viruskontakt weniger oder nicht abnehmende Titer zeigt. Die verringerte Zirkulation von Po-
lioviren in vielen Teilen der Welt, sowie unzureichende Impfabdeckungen seien ursachlich fiir
Immunitatslicken und Poliovirusausbriiche, die vor allem Erwachsene betreffen, wie bei-

spielsweise in Tajikistan 2010 und im Kongo 2010 (Blake et al. 2014).

Waning v.a. der intestinalen Immunitdt geimpfter Personen mit dem Alter reduziert den
Schutz vor Infektion mit Polioviren und nachfolgender Ausscheidung und kann zur Ubertra-
gung auf Erwachsene fiihren (Blake et al. 2014). Auch Thompson et al. (2013) nehmen Bezug
auf Waning der Immunitat bei nicht natlirlich erworbenen Antikorpern gegen Polioviren. Sie
betonen, dass die Abnahme der Antikorper bisher nicht ausreichend charakterisiert ist und im
Hinblick auf den Riickgang des Kontaktes mit Wildviren im Zuge der Eradikation eine immer
groBere Rolle spielt (Thompson et al. 2013). Impfstrategien wiirden sich vor allem auf Kinder
beziehen und bisher die erforderlichen Auffrischungen gerade bei Erwachsenen ausklam-

mern.

Laut Fine et al. (2011) erfordert schwindende impferworbene Immunitat im Allgemeinen ho-
here Immunitatslevel der Bevolkerung bzw. reguldre Auffrischungsimpfungen vor allem im
Hinblick auf die Akkumulation gefahrdeter Individuen in héherem Alter. Nach Shulman et al.
(2006) seien vor allem altere Personen mit abnehmender Immunitét ein Risiko fir die Wieder-

einschleppung von Impfstammen revertierter neurovirulenter VDPVs.

In einigen Bundeslandern, wie zum Beispiel Baden-Wirttemberg und Sachsen, werden die
Empfehlungen der STIKO nicht uneingeschrankt ibernommen (Ledig et al. 2009). Fiir den Frei-
staat Sachsen wurde 1991 die Sachsische Impfkommission (SIKO) berufen. Sie ,,trifft ihre Emp-
fehlungen auf der Grundlage der Empfehlungen der Standigen Impfkommission (STIKO) beim
Robert Koch Institut entsprechend § 20 Abs. 3 IfSG unter Beriicksichtigung der epidemiologi-
schen und historischen Besonderheiten im Freistaat Sachsen” (Sachsische Impfkommission
2017). Abweichend von der STIKO, empfiehlt die SIKO eine Auffrischung der Impfung gegen

Poliomyelitis aller 10 Jahre fiir alle Personen bis zur weltweiten Polioeradikation (Sachsische
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Impfkommission 2017). Es ist jedoch nicht bekannt, ob dieser Empfehlung in Sachsen auch

nachgegangen wird.

Eine reprdsentative Seropravalenzstudie in Sachsen zeigte niedrige Immunitatslevel bei Klein-
kindern und iber 60-Jdhrigen (Roch 2002). Roch (2002) stellte einen Zusammenhang zwischen
dem Abstand zur letzten Impfung und dem Titer fir Poliovirus Typ 1 und 2 fest. Der Titer sank
mit zunehmendem Abstand. Bei vielen der dlteren Personen lag die letzte Impfung schon lan-
ger zurlick oder es erfolgte keine Grundimmunisierung, wobei bekannt ist, dass diese wirksa-
mer ist, als erstmalig im Erwachsenenalter durchgefihrte Impfungen. Roch (2002) schlussfol-
gerte, dass die Auffrischimpfung im Abstand von 10 Jahren weiterhin empfohlen werden soll.
Sie trage dazu bei, in allen Altersgruppen eine hohe Antikorperpravalenz zu gewahrleisten und

so der Zirkulation importierter WPVs oder VDPVs vorzubeugen.

Vor dem Hintergrund der Verschiebung des Erkrankungszeitpunktes vom Kindes- in das Er-
wachsenenalter mit einer héheren Rate an fatalen Krankheitsverldufen der Poliomyelitis, er-
scheint es demnach sinnvoll, durch Auffrischungen aller 10 Jahre andere nicht entdeckte
Impflicken deutschlandweit zu schlieBen. Damit wird auch zur Gewahrleistung einer erfor-

derlichen Herdenimmunitat von Giber 95 % beigetragen.

In Bezug auf geschlechtsspezifische Unterschiede der Immunitétslevel gegen Polioviren kom-
men Studien zu unterschiedlichen Ergebnissen. Im Rahmen dieser Arbeit konnten, wie auch
in der Untersuchung von Roch (2002) fiir Sachsen, keine signifikanten Unterschiede (nm=18;
nw=73; p (PV1) =0,833; p (PV2) =0,904; p (PV3) =0,535) der GMTs weiblicher und mannli-
cher Probanden festgestellt werden. Die Resultate des Bundesgesundheitssurveys Erwachse-
ner ergaben ebenfalls keine signifikanten geschlechtsspezifischen Unterschiede (Diedrich et
al. 2000). Selbiges traf im Kinder- und Jugendgesundheitssurvey (KiGGS) (2003—-2006) fir Kin-
der und Jugendliche von 0-17 Jahren zu (Poethko-Miiller et al. 2007). Im Gegensatz dazu
zeigte eine Untersuchung von Blutspendern in Berlin (Stark et al. 1999) signifikant hhere Im-
munitatslevel bei Frauen. Voigt et al. (2008) bestéatigten dieses Resultat in einer Impfbefra-
gung von Arzten, Medizinstudierenden und Krankenpflegeauszubildenden und fiihrten als
mogliche Ursache den Trend der starkeren Inanspruchnahme medizinischer Vorsorgeuntersu-
chungen durch Frauen an. Auch aus der ,,Studie zur Gesundheit Erwachsener in Deutschland”
(Poethko-Miiller und Schmitz 2013) gehen héhere Impfquoten fiir Frauen im Vergleich zu

Mannern hervor.
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Nicht zu vernachlassigen ist, dass in den hier untersuchten zwei Altersgruppen die Verteilung
mannlicher und weiblicher Probanden unausgeglichen war, wobei vor allem die alteren Pro-
banden weiblich waren und es insgesamt weniger mannliche Probanden gab. Daraus kdnnte
sich ergeben, dass nur deshalb kein signifikanter Unterschied zwischen den Altersgruppen be-
stand, weil die adlteren Probanden vor allem weiblich waren und Frauen eine héhere Seropra-
valenz neutralisierender Antikdrper gegen Polioviren haben. Mithilfe einer multiplen linearen
Regression konnte hier nicht gezeigt werden, dass die Zugehorigkeit zur Altersgruppe oder

zum Geschlecht einen signifikanten Einfluss auf den Titer hat.

Letzten Endes stellt sich die Frage, inwiefern von den untersuchten Probanden auf Erwach-

sene in Deutschland geschlossen werden kann (Frage 1c).

Die verwendeten Serumproben stammten von Mitarbeitern der Uniklinik Leipzig und der
Sportmedizinischen Ambulanz der Universitat Leipzig. Die Stichprobe setzt sich aus Klinikmit-
arbeitern, aber auch Studenten, Doktoranden und Praktikanten zusammen. Es sind im Allge-
meinen gesunde Probanden, die sich zu arbeitsmedizinischen Einstellungs-, Folge- und Entlas-
sungsuntersuchungen bei dem Betriebsarzt vorstellten. Im Rahmen dieser Konsultationen
sollte der Impfstatus der Probanden Uberprift und gegebenenfalls entsprechend der beson-
deren Impfempfehlungen fir medizinisches Personal (Sachsische Impfkommission 2017) auf-
gefrischt worden sein. Das durchschnittliche Alter der Probanden betrug 32,74 Jahre mit
42,3 % mannlichen und 57,7 % weiblichen Probanden. Der grofRe Anteil vor allem junger Er-
wachsener (18-30 Jahre) war am ehesten durch Auszubildende und Studierende bedingt. In
der Vergangenheit durchgefiihrte Studien (Wicker et al. 2007, Voigt et al. 2008, Kilshammer
et al. 2013, Robert Koch Institut 2013a) wiesen, entgegen der Erwartung eines gesteigerten
Bewusstseins fir die Bedeutung und Inanspruchnahme von Immunisierungen (Krieg 2016),
auf unzureichende Immunititslevel bei v.a. Arzten, Medizinstudierenden und Krankenpflege-
personal hin. Kilshammer et al. (2013) untersuchten beispielsweise Seren von Medizinstudie-
renden (2004-2006, n = 424; 2008-2010, n = 427), wobei die Prdvalenz neutralisierender An-
tikorper (Cut-Off > 10) gegen Poliovirus Typ 1, 2 und 3 gesamt bei 57,1 % und 63,9 % lag. Die
im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Probanden zeigten im Vergleich deutlich héhere Im-
munitatslevel. Wicker et al. (2007) und Kiilshammer et al. (2013) waren der Meinung, dass die
untersuchten Studenten aus Bonn und Frankfurt am Main die allgemeine Bevélkerung
Deutschlands sehr gut reprisentieren, da bei zukiinftigen Arzten davon ausgegangen werden

kdnne, dass sie nicht zu den Impfgegnern zahlten. Aus diesem Grund kann aber umgekehrt

66



Diskussion

auch argumentiert werden, dass die geschatzten 3-5 % Impfgegner in der deutschen Bevol-

kerung (Meyer und Reiter 2004) nicht abgebildet werden.

Fir die hier untersuchten Probanden liegt weiterhin nahe, dass vor allem die Alteren vermut-
lich in der ehemaligen DDR mit einer Impfflicht aufwuchsen. Zudem empfiehlt die SIKO im
Gegensatz zur STIKO eine Auffrischimpfung aller 10 Jahre. In der ,Studie zur Gesundheit Er-
wachsener in Deutschland” waren die Impfraten in ehemals Ost- und Westdeutschland nicht
eindeutig verschieden (Poethko-Miiller und Schmitz 2013). Bei Impfraten von meist >95 % in
Schuleingangsuntersuchungen scheinen die Kinder in den neuen Bundeslandern haufiger
(nicht signifikant) vollstandig grundimmunisiert zu sein (Poethko-Miller et al. 2007). Vor allem
aber fir Auffrischimpfungen zeichnete sich im KiGGS (Poethko-Mdiiller et al. 2007) eine signi-
fikant hohere Inanspruchnahme in den neuen Bundeslandern ab. Weigel et al. (2014) besta-
tigten hohere Durchimpfungsraten in den neuen im Gegensatz zu den alten Bundeslandern
und fihrten als mogliche Begriindung die Impfflicht der Kinder in der ehemaligen DDR an.
Gesammelte Daten des RKls fiir das Jahr 2014 weisen ebenfalls auf hohere Impfquoten der

Kinder in den neuen Bundeslandern hin (Robert Koch Institut 2016b).

Aufgrund des guten Gesundheitszustandes, des medizinischen Hintergrundes, der recht jun-
gen Altersstruktur, der vermuteten Herkunft aus der ehemaligen DDR und dem aktuellen
Wohnsitz in Sachsen scheinen die Probanden nicht ohne Einschrankung reprasentativ fir Er-
wachsene in Deutschland zu sein. Wiirde von dieser Stichprobe auf die Gesamtbevolkerung
geschlossen werden, kénnte der tatsachliche Immunitatsstatus der deutschen Bevolkerung

mithin tendenziell Gberschatzt werden.

6.2.Eignung der Methode zum Nachweis von Polioviren in Flusswasser

Dieser Abschnitt der vorliegenden Arbeit diskutiert die Eignung der angewendeten Methode
zum Nachweis von Polioviren und NPEV in Flusswasser unter Beantwortung der Fragen 2a und

b.

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Untersuchung von Flusswasser als denkbares Medium
zur Ubertragung von Polioviren in der Umwelt. In der Regel sind die Konzentrationen zirkulie-
render Enteroviren in Oberflachenwasser gering (Bosch et al. 2008) und werden durch Fakto-

ren wie Witterung, urbane Zufllisse und saisonale Erkrankungshaufung vor allem in den Som-
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mermonaten (Hamborsky et al. 2015) beeinflusst. Das Ausgangsvolumen muss fiir die Anrei-
cherung der Viren konzentriert werden. Dies erfolgt meistens in zwei Schritten. Zu den grund-
legenden Prinzipien zdahlen Adsorption und Elution, Zwei-Phasen-Separation, Zentrifugierung
und Filtration (Percival 2004), die als primare und sekundare Konzentrierung kombiniert wer-

den konnen.

Bei Adsorptions- und Elutions-Methoden binden Viren basierend auf Ladungsunterschieden
an einen Filter und werden nach Entfernung des Wassers wieder in ein kleineres Volumen
gelost (Winona et al. 2001). Wegen der negativ geladenen Virusoberflaiche miissen abhangig
vom verwendeten Filter (elektronegativ oder elektropositiv) entweder der Filter oder das
Wasser fiir die Adsorption vorbehandelt werden (Cashdollar und Wymer 2013). Fiir die Losung
der Viren vom Filter werden Rinderextrakt oder aber auch Losungen mit Aminosauren und
Salzen genutzt (Cashdollar und Wymer 2013). Bei der Anwendung elektronegativer Filter er-
folgt die Anpassung des pH-Wert und des Salzgehaltes des Wassers (Cashdollar und Wymer
2013). Diese Methode erzielt hohe Wiederfindungsraten, ist giinstig und breit verfligbar
(Cashdollar und Wymer 2013). Da grofe Wasservolumina konditioniert (Bosch et al. 2008),
oder aber die Filter gleichmaRig vorbehandelt werden missen, ist die Reproduzierbarkeit
nicht optimal (Cashdollar und Wymer 2013). Elektropositive Filter ermoglichen die zuverlas-
sige Prozessierung groRer Volumina, sind aber sehr teuer (Bosch et al. 2008). Alternativ kom-
men von Hand hergestellte glinstigere elektropositive Glaswollesdulen zum Einsatz (Cashdol-
lar und Wymer 2013). Trotz hoher Wiederfindungsraten kann die Reproduzierbarkeit der Er-
gebnisse wegen stark schwankender Filterleistung nicht gewahrleistet werden (Bosch et al.
2008). Ein weiterer Nachteil sind mit schlechterer Wasserqualitat abnehmende Filtrationsleis-

tungen (Winona et al. 2001).

Zwei-Phasen-Separations-Methoden basieren auf der Trennung der Probe durch Zugabe un-
terschiedlicher organischer Polymere (z.B. Natrium-Dextran-Sulfat und Polyethylenglykol),
wodurch sich die Viren in einer Phase sammeln und das Volumen durch Abtrennung der an-
deren virusfreien Phase reduziert wird (Percival 2004). Die Methoden eignen sich fiir beson-
ders verschmutzte Proben, die Filterporen friihzeitig verstopfen wiirden (Bosch et al. 2008).
Die verwendeten Chemikalien kénnen jedoch toxisch und inhibierend fiir weitere Untersu-

chungsmethoden im Anschluss an die Konzentrierung sein (Bosch et al. 2008).
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Basierend auf guten Erfahrungen von Arbeitsgruppen des UFZ Leipzig erfolgte die primare und
sekundare Konzentrierung hier mit Tangentialflussultrafiltration und Ultrazentrifugierung, ge-
folgt vom direkten Nachweis der Polioviren und NPEVs in einer quantitativen Real Time RT-

PCR.

Die Ultrafiltration ist ein rein physikalisches Verfahren und basiert auf GroRenausschluss
(Winona et al. 2001). Sie ist vor allem fiir ,,saubere” Wassermatrices, wie Oberflachenwasser
geeignet (Bosch et al. 2008). Zu den wenigen Nachteilen zdhlen die Kosten fiir die verwende-
ten Filter, sowie der erhebliche Zeitaufwand fiir groRere Probenvolumina (Bosch et al. 2008).
Positiv hervorzuheben ist, dass die Filtration im Gegensatz zu Adsorptions- und Elutions-Me-
thoden unabhangig von variierenden Ladungseigenschaften der Virusoberflachen funktioniert
(Cashdollar und Wymer 2013). Abgesehen von den Kosten fiir die Anschaffung der Filtrations-
systeme, (iberzeugen diese durch konstante Leistungen und Wiederverwendbarkeit, wodurch
reproduzierbare Resultate moglich sind (Winona et al. 2001). Da die Konzentrierung der Was-
sermatrix zundchst nicht selektiv ist, kdnnen die Analysen auch auf andere Pathogene ausge-
weitet werden (Furtak et al. 2016). Furtak et al. (2016) fiihrten beispielsweise eine Hochdurch-
satz-Sequenzierung mit deep sequencing und direkter Metagenomanalyse durch. Dieser An-
satz wirde eine schnelle Umweltiiberwachung von Viren erméglichen, ein Zentraldepot des
gesamten Viroms (alle Viren in einem Lebensraum, in Anlehnung an den Begriff ,,Mikrobiom*)

liefern und Aufschluss Gber die Epidemiologie bieten (Furtak et al. 2016).

Die Ultrazentrifugierung basiert ebenfalls auf physikalischen Eigenschaften. Unterschiedliche
Sedimentationskonstanten erméglichen die Konzentrierung von Viren in einer bestimmten
Phase (Bosch et al. 2008). Die speziellen Zentrifugen sind wie auch Ultrafiltrationssysteme

teuer in der Anschaffung, kdnnen aber ebenfalls lange verwendet werden (Bosch et al. 2008).

Die Etablierung der Konzentrierungsmethode im UFZ erfolgte in Anlehnung an die Anleitung
des ,Virus Ecology Workshops“in Plymouth 2006 (Marine Biological Association (MBA) 2006).
Diese beschreibt die Verwendung der ,,Cross Flow Filtration”, also der Tangentialflussfiltration
(TFF). Im Gegensatz zur einfachen Ultrafiltration zirkuliert die Flissigkeit dabei mehrfach
gleichmaRBig Uber die Filteroberflache, wodurch die Poren der Membran langer durchgangig
bleiben und eine konstante Filtration wahrend des gesamten Durchlaufs moglich wird (Po-
laczyk et al. 2008). Furtak et al. (2016) zeigten zudem, dass die TFF in der Lage ist, die meisten

Verunreinigungen inklusive der PCR-Inhibitoren zu entfernen. Da der Hersteller, der im Rah-
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men dieser Arbeit verwendeten Filterkassetten angibt, dass die Virusadsorption der Memb-
ranoberflache minimal sei (Sartorius Stedim Biotech GmbH 2010), wurde zunachst auf eine
Vorbehandlung der Filter mit FKS oder einen zusatzlichen Elutionsschritt mit Glycin zur Stei-
gerung der Wiederfindungsraten (Winona et al. 2001) verzichtet. Auch die Arbeitsgruppen des
UFZ verwenden das Filtrationssystem ohne Zusatze. Die Zugabe proteinhaltiger Losungen wie

beispielsweise FKS konnte zudem inhibierend auf angeschlossene Nachweismethoden wirken.

Winona et al. (2001) verzeichneten niedrigere Wiederfindungsraten bei schlechterer Wasser-
qualitat, also Oberflaichenwasser im Vergleich zu Leitungswasser. Die Viren ldgen haufiger an
Partikel gebunden vor, die mit konzentriert wiirden (Winona et al. 2001). Der verwendete
Versuchsaufbau beinhaltete aus diesem Grund eine Vorfiltration mit einem groben Sieb und
in der TFF Filterkassetten zweier verschiedener PorengrofRen (Wommack et al. 2010). Humin-
sauren, die zu bekannten Inhibitoren molekularer Nachweismethoden zihlen, haben eine
GrolRe von ca. 1 kDa, sind also deutlich kleiner als Polioviren. Durch die Verwendung der zwei

verschiedenen FiltergrofRen sollten diese entfernt werden (Hata et al. 2015).

Untersuchungen von Cashdollar und Wymer (2013) zu verwendeten Probenvolumina zeigten,
dass Volumina <101 und >100 | schlechtere Wiederfindungsraten boten als 10-100 I. Auf-
grund der Handhabbarkeit der Probennahme und der Kapazitdten im UFZ betrug das Volumen
fiir diese Arbeit auch 10 1. Ein weiterer Nachteil gréRerer Probenvolumina ist, dass entspre-

chend mebhr inhibitorische Substanzen mitkonzentriert werden (Gibson et al. 2012).

Inhibierende Einfllisse auf die Nachweismethoden im Anschluss an die Konzentrierung kdnnen
zu falsch-negativen Resultaten fiihren (Dreier et al. 2005, Gibson et al. 2012). Das Infektions-
risiko ausgehend von einer Wasserquelle konnte unterschatzt werden (Gibson et al. 2012). Es
konnte gezeigt werden, dass durch die Verwendung eines Kits zur Nukleinsdure-Extraktion ein
Groliteil der Inhibitoren entfernt wird (Gibson et al. 2012, Cashdollar und Wymer 2013, Hata
et al. 2015). Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die RNA-Isolation mit einem der beschriebenen

Kits (QlAamp® Viral RNA Mini Kit).

Im Anschluss an die Isolation der viralen RNA erfolgte der direkte Nachweis in der PCR in An-
lehnung an die in Israel entwickelte WPV1-SOAS spezifische qRT-PCR (Hindiyeh et al. 2014).
Ziel war es schneller als mit zellkulturbasierten Methoden ein Resultat zu erhalten (Hindiyeh
et al. 2014), den sensitiven Nachweis infektioser und nicht-infektioser Viruspartikel zu fihren

und damit auch Hinweise auf eine virale Kontamination zu detektieren (Fong und Lipp 2005).
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Die Verwendung eines quantitativen Real Time RT-PCR Protokolls erméglicht zudem die Quan-
tifizierung der nachweisbaren Virusmengen im Hinblick auf eine Risikoabschatzung (Fong und

Lipp 2005).

Mit Bezug auf das angewendete Versuchsprotokoll stellen sich die Fragen (2a), mit welcher
Sensitivitat und Spezifitdt der Poliovirusnachweis in Flusswasser erfolgt und (2b) ob Polioviren

oder NPEV in der Holtemme nachgewiesen werden kdnnen.

Die Validierung der Methode zum Virusnachweis in Flusswasser erfolgte mit Spikeversuchen
in Fluss- und Reinstwasser mit dem Ziel, die zugegebene Menge Poliovirus Typ 1 bzw. Baculo-
virus nach Durchlaufen der Konzentrierung mit einer moglichst geringen Verlustrate in der
jeweils spezifischen PCR nachzuweisen. Die Wiederfindungsrate in Prozent entsprach dem
Quotienten der amplifizierten Virusmenge in der PCR und der eingangs zugegebenen Menge.
Sie umfasste das gesamte Protokoll und nicht jeden einzelnen Schritt separat (Cashdollar und

Wymer 2013).

Um Sicherheitsstandards bei der Durchfiihrung der Versuche im Umweltforschungszentrum
einzuhalten, mussten die Polioviruszellkulturiiberstdnde im Gegensatz zu nicht humanpatho-
genen Baculoviren durch Hitze inaktiviert (Strazynski et al. 2002) werden. Der Vergleich zwi-
schen RNA aus Zellkulturiiberstanden, die bei Hitze inkubierten und RNA aus nicht inaktivier-
ten Uberstanden zeigte im Durchschnitt keine Verluste. Aufgrund des Einflusses auf die Struk-
tur der RNA, waren andere Verfahren zur Inaktivierung von Polioviren wie Bestrahlung mit
UV-Licht oder Anwendung von Desinfektionsmitteln fiir den anschlieBenden molekularen

Nachweis mittels PCR ungeeignet.

Die von Hindiyeh et al. (2014) ermittelte Nachweisgrenze der WPV1-SOAS spezifischen PCR
lag bei 0,1 pfu/Reaktion, bzw. 20 pfu/ml. Umgerechnet entspricht 1 pfu ca. 1,43 TCIDso. Bei
dem in dieser Arbeit ermittelten Faktor 1000 zwischen infektidsen Polioviruspartikeln (in
TCIDso) und in der PCR detektierten Kopien, ergibt sich daraus eine Nachweisgrenze von 143
K/R bzw. 28600 K/ml. Insofern der Vergleich zuldssig ist, scheint die Sensitivitat der PanPolio-
PCR mit 36,7 K/R bzw. 4240 K/ml fur isolierte RNA aus Zellkulturiberstande zunachst besser
zu sein. Unabhangig davon ist anzumerken, dass eine niedrigere Sensitivitat des PanPolio-PCR
Protokolls durch eine geringere Spezifitat erklart werden kann. Die PCR von Hindiyeh at al.
(2014) hat ein spezifisches Poliovirus Isolat als Zielsubstanz, wahrend die PanPolio-PCR ein

moglichst breites Spektrum an Poliovirusisolaten detektieren soll. Die verwendeten Primer
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und Sonden (Kilpatrick et al. 2009) enthalten aus diesem Grund degenerierte Basen. Die allein
fiir die PanPolio-PCR unabhéangig von der Konzentrierung ermittelte Sensitivitdt und Spezifitat

ist vor diesem Hintergrund als sehr gut einzuschatzen.

Da aufgrund der epidemiologischen Situation in Deutschland und auch der WHO-Region Eu-
ropa primar nicht mit dem Vorkommen von Polioviren gerechnet wird, erfolgte parallel die
Testung isolierter RNA aus Flusswasser in der Enterovirus-PCR. Diese ist in der Lage neben
Polioviren auch NPEV zu detektieren und somit, auch in Abwesenheit von Polioviren, eine Kon-
tamination des Flusswassers anzuzeigen. Die rein physikalischen Methoden zur Konzentrie-
rung der Flusswasserproben sind bis auf die Grof3e und Sedimentationskonstanten recht un-
spezifisch und ermoglichen somit die Ausweitung der Analysen der untersuchten Wasser-

matrix Uber Polioviren hinaus.

Die mittels TFF und Ultrazentrifugierung erreichte Volumenreduktion von 10 | auf ca. 500 ml
war geeignet und ausreichend, um anschliefend wie hier die RNA-Isolation und PCR oder al-
ternativ eine Anzucht auf permissiven Zellkulturen durchzufiihren. Jedes gemessene positive
Fluoreszenzsignal bzw. jede eindeutige Bande auf Hohe des spezifischen Produktes im Aga-
rose-Gel zahlte in der Auswertung als erfolgreicher Nachweis. Die ermittelten Konzentratio-
nen waren teils so gering, dass jedoch von einer unzuldssigen Quantifizierung ausgegangen

werden musste. Die erzielten Wiederfindungsraten lagen deutlich niedriger als erwartet.

Beispielsweise ermittelten Winona et al. (2001) bei einer Spikekonzentration von ca. 1000
pfu/ml Poliovirus Typ 2 (Sabin) in 2 | Oberflachenwasser mittels TFF, Vorbehandlung der Filter
mit 5 % FKS, zusatzlicher Rezirkulation des Filtrates und Elution membrangebundener Poliovi-
ren in 100 ml 0,05 % FKS in 0,05 M Glycin eine Wiederfindungsrate von 77 %. Vergleichend
betrug die Spikekonzentration von Poliovirus Typ 1 in 10 | Flusswasser versetzt mit 500 pl vi-
rushaltigem Zellkulturtberstand 6,41 TCIDso/ml, also ca. 4,5 pfu/ml. Die Spikekonzentration
war deutlich niedriger, das Probenvolumen das Fiinffache und es kamen keine zusatzlichen
Filterbehandlungen oder Elutionsschritte zum Einsatz. Auch Cashdollar und Wymer (2013) zi-
tieren variierende aber hohere Wiederfindungsraten fiir Spikeversuche mit Polioviren von 16—
97 % in 100 | Oberflachen-, Grund- oder Leitungswasser mit verschiedenen Spikekonzentrati-
onen und Konzentrierungs- und Nachweismethoden. Die Wiederfindungsraten unterschiedli-

cher Studien sind wegen abweichender Methoden nur bedingt direkt vergleichbar.
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In der PanPolio-PCR zeigten sich im Rahmen dieser Arbeit fur keine der konzentrierten Fluss-
wasserproben Fluoreszenzsignale. Hingegen gelang die Detektion geringer Mengen RNA aus
Flusswasser- und Reinstwasserproben in der EV-PCR. Die Wiederfindungsrate betrug max.
0,001 %. Die jeweils durch Quantifizierung mithilfe des mitgefiihrten Plasmid-Standards er-
mittelte Konzentration der positiven Proben war zu gering fiir eine Sequenzierung zur ldenti-
fikation der Isolate. Als mogliche Ursachen fiir die sehr niedrigen Wiederfindungsraten und
Fluoreszenzsignale in der PCR kamen eine sehr starke Inhibition durch Eigenschaften oder Be-
standteile des Flusswassers oder aber hohe Verluste wahrend der Konzentrierung und dafir
zu niedrig kalkulierte Konzentrationen des Spikematerials in Frage. Ausgehend von der An-
nahme einer weitestgehend verlustfreien Konzentrierung des Flusswassers, leiteten sich die
gewadhlten Konzentrationen des Spikematerials primar von der Nachweisgrenzen der PanPo-

lio- und EV-PCR ab.

Um inhibierende Faktoren des Flusswassers, wie beispielsweise den Verdau von RNA durch
RNasen zu detektieren, erfolgten die Tests zusatzlich mit Baculovirus-Zellkulturiiberstanden.
Baculoviren sind am Institut fir Virologie fiir verschiedene molekulare Nachweismethoden als

interne Kontrolle etabliert.

Interne Kontrollen (konkurrierend oder nicht konkurrierend) werden entweder bereits vor der
Konzentrierung, der Extraktion der Nukleinsdaure oder der Amplifikation in der PCR zur Probe
hinzugefiigt. Nicht konkurrierende interne Kontrollen haben eine andere Nukleinsdurese-
guenz und damit andere Primer- und Sondenbindungsstellen als die Zielsequenz, wodurch sie
nicht exakt die gleiche Amplifikation darstellen (Dreier et al. 2005). Konkurrierende Kontrollen
hingegen haben die gleichen Primer- und Sondenbindungsstellen wie das Substrat, sodass
eine unabhdngige Quantifizierung des Substrates nicht moglich ist (Dreier et al. 2005). Der
Vergleich der Zyklusanzahl der Amplifikation der internen Kontrolle in der zu untersuchenden
Probe und einer parallel durchgefiihrten Amplifikation der Kontrolle in z.B. Wasser zeigt an,
ob eine Inhibition (Abweichung von >1-3 Zyklen (in Ct) (Gibson et al. 2012, Hindiyeh et al.
2014)) vorliegt.

Fiir Baculoviren wird am Institut fiir Virologie eine sequenzielle PCR durchgefiihrt. Im ersten
Schritt erfolgt die Baculovirus-PCR in der zu untersuchenden Probe. Zeigt sich dabei eine Zyk-

lusdifferenz von < 1,75 Ct im Vergleich zur Referenz, so gilt die Probe als nicht inhibiert. Liegt
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eine Differenz von > 1,75 Ct vor, ist die Probe teilinhibiert. Wird kein Fluoreszenzsignal gemes-
sen, liegt vollstandige Inhibition vor. Im zweiten Schritt erfolgt die Testung derselben Probe

und Verdlinnungen dieser Probe in der spezifischen PCR des humanpathogenen Virus.

Fiir die konzentrierten Flusswasserproben konnte kein Fluoreszenzsignal in der Baculovirus-
spezifischen PCR gemessen werden. Mdglicherweise war die Konzentration der eingesetzten
Baculoviren zu niedrig. Inhibition konnte nicht sicher ausgeschlossen werden. Da parallel
durchgefiihrte Untersuchungen fir Poliovirus Typ 1 in Reinstwasser nur sehr niedrige Wieder-
findungsraten zeigten, schien der Virusverlust, unabhangig von einer moglichen Inhibition der
Extraktion oder der PCR durch Flusswasserbestandteile, sehr hoch zu sein. Eine Verdiinnung
der isolierten Nukleinsdure aus Flusswasser zur Reduktion inhibitorischer Einfllisse von Fluss-
wasserbestandteilen und damit Steigerung des Fluoreszenzsignals in der PCR erschien nicht
sinnvoll. Allgemein kann die Verdiinnung der Zielsubstanz vor allem bei geringen Konzentrati-
onen auch zu falsch-negativen Resultaten fithren (Gibson et al. 2012, Cashdollar und Wymer

2013, Hata et al. 2015).

Ublicherweise wird eine Probe bei festgestellter Inhibition entweder pauschal 1:5, 1:10, 1:25
oder 1:100 verdiinnt oder versucht durch Zugabe von beispielsweise 0,5 % BSA die Inhibition
zu unterdricken (Gibson et al. 2012, Cashdollar und Wymer 2013, Hindiyeh et al. 2014, Hata
et al. 2015). Gibson et al. (2012) entwickelten eine spezielle Formel fur die Berechnung eines
probenspezifisch ausreichenden Verdinnungsfaktors anhand der Ct-Differenz. Es zeigte sich,
dass eine pauschale Verdiinnung von 1:10 aller inhibierten Samples in 40 % der Falle die Zielse-

guenz zu stark verdiinnt hatte (Gibson et al. 2012).

Im Rahmen der Spikeversuche konnte weiterhin festgestellt werden, dass sowohl in der Pan-
Polio- als auch der EV-PCR positive Fluoreszenzsignale (0,025-2010 K/R) fuir eigentlich verwor-
fene Riickfliisse und Waschflissigkeiten entstanden. Dabei waren die Fluoreszenzsignale in
der PanPolio-PCR hoher als in der Enterovirus-PCR. Es kann davon ausgegangen werden, dass
Polioviren amplifiziert wurden. Analog zur Wiederfindungsrate betrug die ermittelte Verlust-
rate 0,017 % des urspriinglichen Spikematerials. Diese Erkenntnis kann die niedrigen Wieder-
findungsraten in Fluss- und Reinstwasser jedoch nicht hinreichend erklaren. Am ehesten wa-
ren die gewahlten Konzentrationen der zugesetzten virushaltigen Zellkulturiiberstiande deut-
lich zu niedrig. AuRerdem wahrscheinlich scheint, dass die Viren trotz der eigentlich geeigne-
ten Filtereigenschaften an der Membranoberflache hafteten und deshalb weder im Filtrat
noch in den Riickflissen konzentriert und nachgewiesen werden konnten.
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Fiir den Fall, dass die Wiederfindungsraten nur im Flusswasser niedrig gewesen waren, konnte
die Bindung von Polioviren an Schwebeteilchen oder Bakterien oder Aggregation mehrerer
Viren ein Erklarungsansatz sein. Damit wiirden sich die Polioviren dem der Nachweismethode
zugrundeliegenden GrolRenausschluss entziehen (Fleischer und Schneider 2012, Robinson und
Pfeiffer 2014). Bakterielle Oberflachenpolysaccharide (wie Peptidoglykan und LPs) verstarken
die Stabilitat der Polioviruspartikel, sowie die Zellanhaftung durch starkere Bindung an den
hPVR, begrenzen die Hitzeinaktivierung und stabilisieren sie so bei warmeren Umgebungs-
temperaturen. Es konnte gezeigt werden, dass Bakterien die Poliovirus-Infektion beglinstigen
(Mausmodelle mit Antibiotikabehandlung). Sie binden an Polioviren, um die vorzeitige RNA-
Freisetzung und damit Destabilisierung des Virus zu verhindern (Robinson und Pfeiffer 2014).
Neben Temperatur, UV-Exposition und Adsorption an Schwebeteilchen, haben in natirlichen
Gewassern auch Fraf8 durch GeiReltierchen, extrazelluldre Proteasen, Nukleasen und andere
Enzyme einen Einfluss auf die Viruspersistenz in der Umwelt (Fong und Lipp 2005). Im Rahmen
der Spikeversuche spielt dies weniger eine Rolle als bei der tatsachlichen Testung von Um-

weltproben.

Insgesamt zeigt sich, dass die in den Versuchen im Rahmen der Arbeit erhobenen Daten keine
zuverlassige Aussage Uber die Sensitivitdt und Spezifitat der gesamten Methode zum Nach-
weis von Polioviren in Flusswasser von der Konzentrierung des Flusswassers bis zur Identifika-

tion des Isolates erlauben (Frage 2a).

In den bereits konzentrierten und isolierten Flusswasserproben aus der Holtemme konnte we-
der Entero- noch Poliovirus-RNA nachgewiesen werden (Frage 2b). Wegen der niedrigen Sen-
sitivitat der entwickelten Nachweismethode konnte jedoch nicht ausgeschlossen werden,
dass zumindest Enteroviren an den untersuchten Orten vorhanden waren. Einer der Griinde
weshalb die Methode zum Nachweis von Polioviren in Flusswasser wie beschrieben erfolgte,
waren vielversprechende Resultate der Arbeiten von Kallies. Er fihrte mit selbiger Konzent-
rierungsmethode andere Untersuchungen an den bereits genannten 13 Standorten der Hol-
temme durch. Bisher nicht publizierte Daten zur Untersuchung des Flusswassers der Hol-
temme (virale Metagenome, taxon-spezifische (RT)-PCR) zeigen, dass nach ebendieser Me-

thode genetisches Material, sowohl DNA als auch RNA, nachgewiesen werden konnte.
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6.3. Einschatzung der Infektionsgefahrdung durch Polioviren in der Umwelt

Gegenstand des folgenden Abschnitts ist die Einschatzung der Infektionsgefahrdung Erwach-
sener durch Polioviren in der Umwelt basierend auf dem Immunitatsstatus der untersuchten
Probanden und der angewendeten Methode zum Nachweis von Polioviren in Flusswasser

(Frage 3).

Nach Einschatzung des Robert Koch Instituts sei eine Poliovirus-Verbreitung nach méglicher
Einschleppung bei ausreichendem Immunitatsstatus der Bevolkerung Deutschlands eher un-
wahrscheinlich (Diedrich et al. 2016, Robert Koch Institut 2016d). Die Aussagen zum Immuni-
tatsstatus bezogen sich dabei weitestgehend auf Erhebungen des Impfstatus und Immunitats-
level von Gber 80 % wurden als ausreichend eingestuft. Erfolgte Impfungen sind jedoch wie
sich in dieser Arbeit zeigte nicht sicher gleichbedeutend mit einem ausreichenden Titer neut-
ralisierender Antikérper gegen Polioviren. Sauerbrei et al. (2004) und Nijsten et al. (2015) stell-
ten zudem niedrigere tatsachliche serologische Immunitatslevel im Vergleich zum anamnesti-

schen Impfschutz fest.

Laut Fine (1993) ist ein Schutz von 80-86 % der Bevolkerung fiir die Gewahrleistung von Her-
denimmunitat erforderlich. Erkranken Menschen aber wie bereits bei einigen Ausbriichen be-
obachtet zunehmend im Jugend- und Erwachsenenalter verschiebt sich die erforderliche Im-
munitat auf > 95 %. Auch die WHO fordere aktuell mindestens 95 % Durchimpfung der Bevol-
kerung im Hinblick auf das Ziel der Eradikation der Poliomyelitis. Eine Impfquote von mindes-
tens 95 % sei laut RKI ein wichtiger Indikator zur Einschatzung des Risikos der Weiterverbrei-
tung eines eingeschleppten Poliovirus in der Bevolkerung (Robert Koch Institut 2018a). Inwie-
fern aktuell tatsachlich serologische Immunitatslevel tiber 95 % in der deutschen Bevolkerung
gewadhrleistet werden, scheint aufgrund weniger aktueller Erhebungen des Immunitatsstatus

nicht hinreichend untersucht.

Der Immunitatslevel der untersuchten Stichprobe war insgesamt hoch (signifikant > 80 %). Ein
signifikantes Uberschreiten der erforderlichen 95 % konnte fiir Seropravalenzen gegen Polio-
virus Typ 1 und 2, nicht aber gegen Typ 3 und gegen alle drei Serotypen gesamt gezeigt wer-
den. Dies deutet darauf hin, dass die untersuchten Probanden mitunter nicht ausreichend im-

munisiert waren.

Weiterhin konnte der Immunitatslevel der untersuchten Stichprobe (wegen der beschriebe-

nen Besonderheiten (1c)) den tatsachlichen Immunitatsstatus der deutschen Bevdlkerung
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mithin tendenziell Giberschatzen. Dafiir spricht auBerdem, dass Risikogruppen wie u.a. Neuge-
borene und Sauglinge, Schwangere, deutlich dltere Menschen, chronisch Kranke und durch
z.B. AIDS oder nach Organtransplantation Immunkompromittierte (Walter 2013) im Rahmen
dieser Untersuchung nicht erfasst wurden. Sie machen allerdings ca. 20 % der Bevélkerung in
entwickelten Landern aus (Walter 2013) und sind besonders auf den Schutz durch eine aus-

reichende Herdenimmunitat angewiesen.

Uber die Herkunft der getesteten Probanden lagen keine Informationen vor. Untersuchungen
in der jingsten Vergangenheit zeigten vergleichbar hohe, sehr gute und zum Teil bessere Impf-
quoten von Menschen mit Migrationshintergrund im Vergleich zu Einheimischen (Bigl und

Roch 2001, Roch 2002, Diedrich und Schreier 2007, Schenk et al. 2008).

Ausgehend vom Polio-Ausbruch in Syrien 2013, bedingt durch einen starken Einbruch in der
Bevolkerungsimmunitat wahrend des Birgerkriegs auf <70 %, wuchs zeitweise die Besorgnis
der Polio-Einschleppung nach Deutschland bei steigender Zahl der Asylsuchenden aus Syrien
(Robert Koch Institut 2013b, Zeitimann et al. 2016). Das 2013/2014 durchgefihrte Stuhlscree-
ning bei aus Syrien eintreffenden nach 2010 geborenen Kindern (n = 445) zeigte schlieRlich
keine WPV-Ausscheider, lediglich 2,7 % der Stuhlproben enthielten Sabin-dhnliche Polioviren,

vereinbar mit einer erfolgten OPV-Immunisierung im Herkunftsland (Bottcher et al. 2015).

Vor diesem Hintergrund wird fiir asymptomatische Personen aus polioendemischen Landern
weder ein Stuhlscreening auf Poliovirus-Ausscheidung noch eine serologische Untersuchung
auf Poliovirus-Antikérper empfohlen (Robert Koch Institut 2014a). Laut Empfehlung der STIKO
2016/2017 sind Indikationsimpfungen bei Reisenden in Regionen mit Infektionsrisiko (laut ak-
tuellen Informationen der WHO) erforderlich, zudem bei Aussiedlern oder Gefllichteten die in
Gemeinschaftsunterkinften leben bei Einreise aus Gebieten mit Poliomyelitisrisiko (Sachsi-

sche Impfkommission 2017).

Eine Eintragung von Infektionserregern, auch Polioviren, durch Reisende, Aussiedler oder Ge-
flichtete kann schlussendlich aber nicht ganzlich ausgeschlossen werden (Robert Koch Institut

2015b).

Aufgrund der ermittelten Daten war es nicht moglich, die Sensitivitat und Spezifitat der ge-
samten Methode zum Poliovirusnachweis in Flusswasser zu definieren. Durchgefiihrte Kalku-
lationen zeigten, dass die Nachweismethode nicht sensitiv genug war, eine Poliovirus Typ 1

Konzentration in Héhe der MID oder niedriger zu detektieren. Erfolgte jedoch der Nachweis
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mindestens 1 K/R mit der angewendeten Methode zum Nachweis von Polioviren in Flusswas-
ser, Uberschritt die Konzentration im untersuchten Oberflachenwasser die MID und bei oraler
Aufnahme von mindestens 100 ml bestiinde ein Infektionsrisiko. Mit Bezug auf den Manifes-
tationsindex von Poliovirusinfektionen von 1 % ware auch ein paralytischer Verlauf moglich.
Zu beachten ist, dass gerade bei niedrigen Viruskonzentrationen (,,Low-level“) Exponierte nur
gelegentlich erkranken. Durch die Ausscheidung der Viren nach Infektion ist jedoch eine wei-
tere Verbreitung auf andere Personen wahrscheinlich und das Risiko neuer Krankheitswellen

erhoht (,ripple-effect”) (Walter 2013).

In einem Model zur Kalkulation der Tage die vergehen bis eine Wiedereinschleppung von Po-
lioviren in Europa detektiert wird und der Anzahl der Personen die bis dahin infiziert sind,
variierten die Zahlen zwischen 326-512 Tagen und 235-1439 infizierten Personen bis zum
Nachweis der Polioviren (Bencsko und Ferenci 2016). Die Berechnungen bezogen Impfquoten
sowie das Impfregime vor allem im Hinblick auf die reine IPV-Immunisierung oder die Umstel-

lung von OPV auf IPV in den unterschiedlichen europdischen Landern ein.

Bencsko und Ferenci (2016) zeigten, dass die stumme Zirkulation von Polioviren in Landern
mit hohen Impfquoten und vor allem hohem Anteil an IPV-Immunisierungen ldanger ist und
eine mangelnde Uberwachung die Anzahl der Tage und der Infizierten bis zur Feststellung der

Zirkulation durch Detektion eines AFP-Falles weiter steigert.

Die verlangerte unentdeckte Zirkulation begiinstigt zudem wegen der hohen Mutations- und
Rekombinationsrate von Polioviren (Wimmer et al. 1993, Liu et al. 2003, Paximadi et al. 2008)
das Auftreten genetisch veranderter Isolate. Unter Umstanden sind herkémmliche Impfanti-
korper nicht in der Lage diese zu neutralisieren (Drexler et al. 2014, Lukashev et al. 2016),
sodass es trotz ausreichender Bevélkerungsimmunitat zu erneuten Polioerkrankungen kom-

men konnte.

Neben mangelnder Immunitat, Einschleppung von Polioviren aus endemischen Landern durch
z.B. Reisende mit nachfolgender stummer Zirkulation in der Umwelt und dem moglichen Auf-
treten genetisch abweichender Poliovirusisolate, kann menschliches Versagen im Umgang mit
Polioviren in z.B. Labors oder Produktionsstellen von Impfstoffen ein weiteres Risiko fur das
Auftreten erneuter Poliofélle in poliofreien Regionen darstellen. Duizer et al. (2016) berichten
beispielsweise liber die akzidentielle Freisetzung von 10'3 infektiésen WPV Typ 3 Partikeln in

einer Impfstoffproduktionsfirma in Belgien Ende 2014. Es folgten Sicherheitsvorkehrungen
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wie Badeverbote in betroffenen angeschlossenen Gewassern, sowie zusatzliche IPV-Immuni-
sierungen (Duizer et al. 2016). Spater publizierte Daten zeigten, dass weder in Gewadssern,
noch in Meeresfriichten oder Routineabwasseruntersuchungen Polioviren detektiert wurden
(Duizer et al. 2016). Unabhéangig davon sei das Infektionsrisiko beim Schwimmen sehr hoch,
das Risiko an paralytischer Poliomyelitis zu erkranken wegen des niedrigen Manifestationsin-

dex trotzdem sehr gering gewesen (Duizer et al. 2016).

Vor allem in den verbleibenden Poliovirus-endemischen Landern Afghanistan, Pakistan und
Nigeria zahlen mangelnde Ressourcen, instabile politische Situationen, anhaltende Bevolke-
rungsbewegungen aus und in endemische Regionen und Opposition gegeniiber Impfstrate-
gien (Stefanelli et al. 2016) zu den bleibenden Herausforderungen. Die Vorgaben des Global
Action Plan 2013-2018 (World Health Organization 2013) mit dem Ziel der Eradikation der Po-
liomyelitis kdnnen besonders dort kaum eingehalten werden, sodass weiterhin mit der Ein-

schleppung von Polioviren in bereits poliofreie Regionen der Welt gerechnet werden muss.

Eine verlassliche Einschatzung der Infektionsgefahrdung Erwachsener durch Polioviren in der
Umwelt war anhand der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit nicht moglich. Basierend auf dem
Immunitatsstatus der untersuchten Probanden kann nicht sicher davon ausgegangen werden,
dass Erwachsene in Deutschland aktuell ausreichend gegen ein erneutes Auftreten von Polio-
virusinfektionen geschutzt sind. Die angewendete Methode zum PCR-basierten Nachweis von
Polioviren in Flusswasser eignete sich nicht um das Vorkommen von Polio- oder NPEV in der
Holtemme auszuschlieBen. Wegen fehlender Umweltiiberwachung in Deutschland kann eine
stumme Zirkulation von WPVs, VDPVs oder OPV-like PVs weiterhin nicht sicher ausgeschlos-

sen werden.

6.4.Limitationen

Die Arbeit unterliegt verschiedenen Limitationen, die die Beantwortung der initial abgeleite-

ten Fragestellungen einschrankten.

Die Standardabweichung der GMTs der virushaltigen Zellkulturiiberstande fir Poliovirus Typ
1, 2 und 3 spiegelte im Rahmen dieser Arbeit tolerierte experimentelle Schwankungen wieder.
Die Zellkulturiberstande dienten der Beimpfung der RD-Zellen im Rahmen der VNTs. Bei

strengerer Betrachtung hatten wenige der durchgefiihrten VNTs wegen einer Abweichung der
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Poliovirustiter der Zellkulturiiberstande nicht in die Gesamtwertung einbezogen werden diir-
fen. Gleiches galt fiir Abweichung der Titer der Serumkontrolle. Die ermittelten Standardab-
weichungen der GMTs des Kontrollserums wurden ebenfalls akzeptiert und als vertretbar ge-
wertet. Die daraus resultierende vermutlich geringe Verschiebung der Resultate sollte nicht
ignoriert, aber auch nicht (iberbewertet werden. Die vorliegenden Abweichungen schienen

sich auszugleichen.

Basierend auf Resultaten von Seropravalenzstudien der jliingsten Vergangenheit stellte sich
auch im Rahmen dieser Arbeit die Frage, ob altersspezifische Unterschiede der Titer vorliegen.
Hierflr erfolgte stellvertretend der direkte Vergleich der GMTs zweier Altersgruppen mit einer
durchschnittlichen Altersdifferenz von 15 Jahren. Fraglich ist, inwiefern diese Differenz geeig-
net war, um Unterschiede festzustellen. Es kann abschlieRend nicht ausgeschlossen werden,
ob Unterschiede zwischen z.B. 18-31-jahrigen und alter als 53-jahrigen Probanden vorlagen.
Weiterhin war die Verteilung von weiblichen und maénnlichen Probanden zugunsten der
Frauen in den zwei Altersgruppen unausgeglichen. In dieser Konstellation konnten weder al-
ters- noch geschlechtsspezifische Unterschiede gezeigt werden. Limitierend ist, dass diese
Feststellung durch die inhomogene Zusammensetzung bedingt sein kdnnte. Mithilfe einer
multiplen linearen Regression konnte zumindest nicht gezeigt werden, dass die Zugehorigkeit
zur Altersgruppe oder zum Geschlecht einen signifikanten Einfluss auf den Titer hat. Dies
schlief3t jedoch nicht aus, dass andere hier nicht untersuchte Einflussfaktoren oder direkte

oder indirekte Zusammenhange zwischen den Einflussfaktoren vorliegen.

Da Uber die genaue berufliche Tatigkeit und Herkunft der Probanden keine Informationen vor-
lagen, wurde lediglich angenommen, dass ein Grof3teil in der Gesundheitsversorgung tatig war
und in der DDR aufwuchs. U.a. daraus leitete sich die Schlussfolgerung ab, dass die unter-
suchte Stichprobe nur bedingt reprasentativ fiir Erwachsene in Deutschland war. Einschran-

kend konnte das aber nicht mit Fakten gezeigt werden.

Das Plasmid (Konzentration: 108 K/R) diente in jedem Ansatz als Standard und aufgrund der
Stabilitdat und Reproduzierbarkeit im Rahmen der Flusswasseruntersuchungen gleichzeitig als
Positivkontrolle. Korrekterweise hatte zusatzlich dazu, bzw. als Positivkontrolle wie auch bei
der initialen Einstellung der PanPolio-PCR isolierte Poliovirus-RNA aus Zellkulturiiberstanden
verwendet werden miissen, um vor allem den Schritt der Reversen Transkription zu kontrol-

lieren.
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Eine gravierendere Einschrankung war, dass schlussendlich keine interne Kontrolle zum Nach-
weis oder Ausschluss einer Inhibition in der Konzentrierung, Extraktion der Nukleinsdure und
der PCR vorlag. Die zusatzliche Verwendung der Baculovirus-DNA erfolgte nur fir einen Teil
der Versuche mit Flusswasser, nicht aber fiir die Testungen von Reinstwasser. Weiterhin war
die Nukleinsdaure-Extraktion wegen unterschiedlicher Methoden fiir Polio- und Baculoviren
nicht vergleichbar. Die Isolation der Baculoviren aus konzentriertem Flusswasser erfolgte nicht
mit dem QIAamp® Viral RNA Mini Kit, sondern parallel zu den RNA Viren mit dem MagNA Pure

96 System und dem dazugehorigen Kit (High Pure Viral Nucleic Acid Kit, Roche).

Im Rahmen der Auswertung der Spikeversuche zur Validierung der Methode zum Nachweis
von Polioviren in Flusswasser zdhlte jedes eindeutig positive Fluoreszenzsignal und jede Bande
auf der Hohe des spezifischen Produktes im Agarose-Gel als erfolgreiche Detektion. Die Quan-
tifizierung der gemessenen Signale ergab oftmals weniger als 1 K/R. Eine zuverldssige Quanti-
fizierung ist nur bis zur Nachweisgrenze der jeweiligen PCR anzunehmen. Diese war unter Um-
standen hier nicht gewahrleistet. Dieser Aspekt schrankt die Aussagekraft des Messergebnis-
ses in Hohe von ca. 1 K/R ein, welches den Kalkulationen fiir die Einschatzung der Gefahrdung
durch Polioviren in der Umwelt zugrunde lag. Weiterhin konnte dieses Messergebnis bei wie-

derholter Testung in der PCR nicht reproduziert werden.

Die von Kallies und seinen Kollegen freundlicherweise bereitgestellten Ressourcen waren
durch parallel anstehende Projekte des UFZ Leipzig begrenzt und bedingen den bisher gering
erscheinenden Probenumfang der Flusswasseruntersuchungen. Dies schrankt die Relevanz
der erzielten Ergebnisse im Hinblick auf die Einschatzung der Infektionsgefahrdung durch Po-

lioviren in der Umwelt selbstredend ein.

Weiterhin waren die gemessenen Fluoreszenzsignale in den Spikeversuchen zu gering, um die
Sequenzierung und Identifikation der Isolate anzuschlieRen. Damit ist keine abschlieRende
Aussage Uber die Sensitivitat und Spezifitat der vollstandigen Methode zum Nachweis von Po-

lioviren in der Umwelt moglich.

Bezliglich der Einschatzung der Infektionsgefdahrdung als zentrale Fragestellung der Arbeit ist
zu kritisieren, dass kein raumlicher Zusammenhang zwischen den untersuchten Probanden
aus dem Raum Leipzig und dem Flusswasser der Holtemme in Sachsen-Anhalt vorliegt. Zudem

kann keine zuverldssige Aussage liber die Nutzung der Holtemme als Badegewadsser oder fiir
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den Wassersport getroffen werden. Die durchgefiihrten Kalkulationen nehmen eine orale Auf-
nahme des untersuchten Oberflaichenwassers an. Der Immunitatsstatus der Probanden, sowie
die Nachweisgrenze der angewendeten Methode zum Nachweis von Polioviren in Flusswasser
dienten im Rahmen der vorliegenden Arbeit stellvertretend fiir die angenommene Exposition
Erwachsener gegentber Polioviren in der Umwelt mit einer resultierenden Infektionsgefahr-

dung.

6.5. Ausblick

Ausgehend von der vorliegenden Arbeit ergeben sich weitere interessante Aspekte, die im

Rahmen zukiinftiger Projekte bearbeitet werden kdnnten.

Die GMTs der untersuchten Altersgruppen unterschieden sich nicht signifikant. Seropra-
valenzstudien und Impfstatuserhebungen der jlingsten Vergangenheit (Stark et al. 1999,
Diedrich et al. 2000, Bigl und Roch 2001, Roch 2002, Poethko-Miller und Schmitz 2013) stell-
ten hingegen niedrigere Immunitatslevel mit zunehmendem Alter fest. Aus diesem Grund
scheint es nutzenstiftend fiir die Probanden nochmals exakte Titer zu bestimmen und lber
die bisher herausgegriffenen zwei Altersgruppen hinaus, auf signifikante Unterschiede der
GMTs zu analysieren. Erganzend kénnte das thematisierte Waning neutralisierender Antikor-
per mit steigendem Alter durch Langsschnittuntersuchungen von Probandenseren iber meh-
rere Jahre untersucht werden. Sollten dabei signifikant niedrigere bzw. sinkende Immunitats-
level im Alter vorliegen, wiirde dies die Berechtigung der von der SIKO empfohlenen Auf-
frischimpfung gegen Poliomyelitis aller 10 Jahre bekraftigen. Nach aktuellem Kenntnisstand
fehlen weiterhin Zahlen, inwiefern die Auffrischimpfung in Sachsen tatsachlich angeboten und

durchgefiihrt wird.

Weiterfilhrend ware es mithilfe von Informationen zur Herkunft der Probanden, gerade in Be-
zug auf alte und neue Bundeslander oder Migrationshintergrund, moglich, anhand von Re-
gressionsmodellen die Beeinflussung des Immunitatsstatus darzustellen. Eventuell kbnnen
dadurch Ursachen fir Impfliicken aufgedeckt und Impfempfehlungen mit dem Ziel einer fla-

chendeckend ausreichenden Herdenimmunitat abgeleitet werden.

Zukunftig durchgefiihrte Seropravalenzstudien fiir Erwachsene in Deutschland werden ent-

sprechend der Geburtsjahrgange auch mehrere Probanden einschlieRen, die nach 1998 gebo-
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ren und rein mit IPV immunisiert wurden. Bereits im KiGGS von 2003-2006 deuteten niedri-
gere Impfquoten in den Jahrgdngen 1997/1998 auf Umsetzungsschwierigkeiten bei der Um-
stellung von OPV auf IPV hin (Poethko-Miiller et al. 2007). Dieser Aspekt sollte dann auch kon-
kret untersucht werden, um eventuell entstandene Immunitatseinbriiche aufzudecken und

zukunftig zu beheben.

Nicht auRer Acht zu lassen sind signifikante Unterschiede zwischen impfanamnestischem
Schutz und der Seropravalenz neutralisierender Antikdrper gegen Polioviren, wie sie von Sau-
erbrei et al. (2004) und Nijsten et al. (2015) in der Vergangenheit feststellten. Die Aussagen
Uber den Immunitatsstatus von Kindern und Jugendlichen beruhen beispielsweise im Wesent-
lichen auf Impfanamnesen im Rahmen von Schuleingangsuntersuchungen. Sollte durch paral-
lel zur serologischen Testung erhobene Impfanamnesen wiederholt bestatigt werden kdonnen,
dass erfolgte Schutzimpfungen nicht verlasslich auf einen ausreichenden serologischen Schutz
schlieRen lassen, scheint es unabdinglich zu diskutieren, inwiefern Erhebungen des Impfstatus

ausreichend sind, um den Immunitatsstatus der Bevolkerung als ausreichend einzustufen.

Da von den untersuchten Probanden nur bedingt auf Erwachsene in Deutschland geschlossen
werden kann, empfiehlt es sich fiir eine reprasentativere Stichprobe in nachfolgenden Projek-
ten beispielsweise auch Risikogruppen wie Schwangere oder Immunkompromittierte einzu-
schlieBen. Am Institut fur Virologie erfolgt derzeit bereits eine Seropravalenzuntersuchung
von Schwangeren in Anlehnung an Sauerbrei et al. (2004). Die Ergebnisse sind noch nicht pu-

bliziert.

Fur die Methode zum Nachweis von Polioviren in Flusswasser existierte abschlieRend keine
validierte interne Kontrolle. Fiir weiterflihrende Projekte ist diese jedoch unverzichtbar. Zu-
nachst sollte Baculovirus-DNA, als bereits etablierte Kontrolle am Institut fir Virologie, auf die
gesamte Prozessierung des Flusswassers Gbertragen werden. Dies erfordert, dass auch die Po-
liovirus-RNA mit dem MagNA Pure 96 System extrahiert wird. Damit gdbe es eine interne nicht
konkurrierende Kontrolle fir die Nukleinsaure-Extraktion und die PCR. Alternativ konnte in
Anlehnung an die Stuhluntersuchungen bei syrischen Gefliichteten (Bottcher et al. 2015) MS
2 Bakteriophage als interne Kontrolle eingefiihrt werden, da Bottcher et al. (2015) ebenfalls
das QlAamp® Viral RNA Mini Kit (siehe Poliovirus RNA Extraktion) fiir die RNA-Isolation ver-

wendeten.
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AbschlieBend konnte keine konkrete Aussage liber die Ursachen fiir niedrige Wiederfindungs-
raten der Methode zum Nachweis von Polioviren und NPEV getroffen werden. Das Vorgehen
zur Konzentrierung des Flusswassers erscheint dennoch plausibel. Zunachst ist die Wiederho-
lung der Spikeversuche mit hoheren Viruskonzentrationen im Hinblick auf die Ermittlung der
Nachweisgrenze bei zuverldssiger Quantifizierung sinnvoll. Zur Optimierung der Resultate
konnte weiterhin eine Vorbehandlung der Filterkassetten mit beispielsweise FKS, sowie ein
zusatzlicher Elutionsschritt durch rezirkulierendes Glycin in Erwdgung gezogen werden. Auch
wenn die Hersteller der Filter von verschwindend geringer Virusadsorption ausgehen, sollten

dadurch bedingte Virusverluste experimentell ausgeschlossen werden.

Durch ein schrittweises Vorgehen zur Ermittlung der Sensitivitat sollte es moglich sein, die
Fehlerquellen aufzudecken. Stokdyk et al. (2016) fihrten z.B. die Spikeversuche ausgehend
von der PCR in umgekehrter Reihenfolge durch. Ziel der Untersuchungen war es, die Konzent-
ration des Spikematerials zu ermitteln, bei der 95 % der Proben positiv, also mit 95 %iger
Wabhrscheinlichkeit ein Virusnachweis moglich war (Stokdyk et al. 2016). Sie fligten zuerst die
Menge zu, die in der PCR nachweisbar war, anschlieBend entsprechend in der Extraktion, der
sekunddren Konzentrierung und zuletzt in der primdaren Konzentrierung. Die Spikeversuche
erfolgten erst, als sicher war, dass weder die PCR noch die Extraktion oder die zweite Konzent-
rierung ursachlich fir Virusverluste sind. Dieses kleinerschrittige Vorgehen kdnnte es ermog-
lichen, jeden Abschnitt des in der vorliegenden Arbeit angewendeten Protokolls isoliert zu
beurteilen, die notwendigen Spikekonzentrationen realistischer einzuschdatzen und Quellen
far den Virusverlust frihzeitiger zu identifizieren. Zu beachten ist, dass dieser Ansatz mit ei-

nem erheblichen Zeitaufwand in Verbindung steht.

Mit Bezug auf die Anwendung einer verhaltnismalig breiten PCR, wie der PanPolio-PCR im
Vergleich zur WPV1-SOAS spezifischen PCR (Hindiyeh et al. 2014), beschreiben Hindiyeh et al.
(2014) eine der PCR vorausgehende Anzucht der konzentrierten Flusswasserproben auf Zell-
kulturen zur Erhéhung der Virustiter als Option zur Reduktion der SensitivitatseinbuRen. Auch
das kénnte versucht werden, ein klares Argument gegen dieses Vorgehen bleibt aber die Zei-
tersparnis des direkten molekularen Virusnachweises im Flusswasser gegeniiber herkdmmli-

chen zellkulturbasierten Vorgehensweisen.

Die erzielte In-vitro-Spezifitat der PanPolio-PCR war zufriedenstellend, kdnnte aber sicherlich

um einige VDPVs oder Wildviren ergdnzt werden. Die Eignung des Protokolls konnte dariiber
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hinaus beispielsweise durch Testung positiver Isolate anderer Institute, z.B. aus den Nieder-
landen oder Israel die eine routinemaRige Umweltuntersuchung durchfiihren, weiter evaluiert

werden.

Weiterfihrend ware die Probennahme in Kldranlagen, also die Untersuchung von Abwasser
zur Validierung der Nachweismethode interessant. Da dort mit héheren Konzentrationen en-
teraler Pathogene zu rechnen ist, wird erwartungsgemal die Rate positiver Nachweise von

vor allem NPEV steigen.

Ein anderer entscheidender und im Rahmen der zukiinftigen Arbeit mit Polioviren nicht auBer
Acht zu lassender Aspekt, ist die schrittweise Durchfiihrung des Laborcontainments von Polio-
viren. Zum Zeitpunkt der durchgefiihrten Untersuchungen war die Arbeit mit Poliovirus Typ 1,
2 und 3 bis auf lGbliche Sicherheitsvorkehrungen im Labor mit Biosicherheitsstufe (BSL) 2 noch
moglich. Bis zur geplanten weltweiten Einstellung der Anwendung der OPV werden die gefor-
derten Sicherheitsstufen auf BSL-3 fiir Polioimpfviren und BSL-4 fiir Poliowildviren angehoben
(Robert Koch Institut 2016c). Es gelten zudem strenge Vorschriften zur Verwendung, Lage-
rung, Zugangsbeschrankung, Entsorgung und auch Vernichtung von Polioviren, sowie zu Impf-
angeboten fir Personal, das mit Polioviren arbeitet (Robert Koch Institut 2016c). Nach dem
,Global Action Plan Ill (GAPII)“ der WHO (World Health Organization 2015) sind Tatigkeiten
mit Poliowildvirus Typ 2 und Polioimpfvirus Typ 2 aulRerhalb speziell dafiir zertifizierter Labors
nicht mehr erlaubt (Robert Koch Institut 2016c). Am Institut fir Virologie erfolgen entspre-
chend keine serologischen Versuche mehr mit Poliovirus Typ 2. Die Ausweitung des Contain-

ments auf die Typen 1 und 3 ist fiir 2019 geplant (Robert Koch Institut 2016c).

Insgesamt liefert die vorliegende Arbeit einen Uberblick zur Poliosituation und mit den Ergeb-
nissen der Untersuchungen konnte ein Beitrag zur Uberwachung der Polioeradikation in

Deutschland und damit in der WHO-Region Europa geleistet werden.
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Die Poliomyelitis, im Volksmund als Kinderlahmung bekannt, ist eine potentiell todliche Er-
krankung. Erklartes Ziel der WHO ist die weltweite Eradikation der Polioviren. Die Entwicklung
effektiver Impfstoffe (IPV und OPV) fiihrte weltweit bereits zu einem starken Riickgang der
Fallzahlen (>90 %). Die vier WHO-Regionen Region of the Americas (1994), Western Pacific
Region (2000), European Region (2002) und zuletzt die South-East Asia Region (2014) sind von
der WHO bereits poliofrei zertifiziert. Es verbleiben die African Region und die Eastern-Medi-
terranean Region, dort insbesondere die drei endemischen Lander Afghanistan, Pakistan und

Nigeria.

Aufgrund ihrer umweltresistenten Eigenschaften kénnen Polioviren nach Ausscheidung durch
infizierte Personen unbemerkt in der Umwelt zirkulieren und Ursprung neuer Epidemien sein.
Bei unzureichender Immunitat der Bevolkerung und unbemerkter Zirkulation von Polioviren
in der Umwelt besteht das Risiko der Wiedereinschleppung von Polioviren in bereits poliofreie
Lander, auch Deutschland. Der Nachweis von vermehrungsfahigem Poliovirus in der Umwelt,
wie z.B. 2012-2014 in Kldarschlammen in Israel (seit 2002 poliofrei zertifiziert) verdeutlicht die

Notwendigkeit einer zuverldssigen Umweltiberwachung.
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Vor dem Hintergrund der zunehmenden Verschiebung des Erkrankungszeitpunktes fir Polio-
myelitis in das Erwachsenenalter, wenigen aktuellen Zahlen zum serologischen Immunitats-
status Erwachsener und der bisher nicht etablierten Umweltliiberwachung in Deutschland,
stellt sich die Frage ob die deutsche Bevolkerung einen ausreichenden Impfschutz gegen Poli-

omyelitis aufweist und ob hierzulande Polioviren in der Umwelt nachweisbar sind.

Da gerade auch bei Mitarbeitern im Gesundheitswesen ein unzureichender Schutz gegen Po-
lioviren festgestellt wurde, erfolgten fir die Erhebung aktueller Zahlen zum Immunitatsstatus
Erwachsener in Deutschland stellvertretend Untersuchungen bereits gewonnener Serumpro-
ben von Mitarbeitern der Uniklinik Leipzig. Mithilfe des Virusneutralisationstests wurde die
Seropravalenzrate neutralisierender Antikorper gegen Poliovirus Typ 1, 2 und 3 fiir 530 Pro-
banden im Alter von 18-64 Jahren bestimmt und statistisch im Hinblick auf die Gewahrleis-
tung einer ausreichenden Herdenimmunitat und alters- oder geschlechtsspezifische Unter-

schiede analysiert.

Flusswasser der Holtemme (in den Landkreisen Harz und Borde in Sachsen-Anhalt), als ein
mogliches Ubertragungsmedium in der Umwelt, wurde in Zusammenarbeit mit dem Helm-
holtz-Zentrum fiir Umweltforschung Leipzig, das auch fiir andere Projekte Analysen in der Hol-
temme durchfihrte, auf das Vorkommen von Polio- und Enteroviren untersucht. Es erfolgte
die Validierung eines direkten PCR-basierten Nachweises viraler RNA nach Konzentrierung der
Flusswasserprobe mittels Tangentialflussfiltration und Ultrazentrifugierung. Weiterhin wurde
bereits aus Proben der Holtemme isolierte RNA auf das Vorkommen von Polio- und Enterovi-

rus-RNA untersucht.

Der Immunitatslevel der Stichprobe war mit signifikant > 80 % (p < 0,05) hoch. Nach Sauerbrei
et al. (2004) und Diedrich und Schreier (2007) sei eine Populationsimmunitat von 80 % (Fine
1993) ausreichend um die Verbreitung von Polioviren zu verhindern. Aufgrund der moglichen
Verschiebung des Erkrankungszeitpunktes vom friihen Kindes- in das Jugend- und Erwachse-
nenalter, verschiebt sich der Schwellenwert zur Gewaéhrleistung der Herdenimmunitat auf
95 % (Fine 1993). Auch die WHO fordere aktuell Immunitatslevel von mindestens 95 % (Robert
Koch Institut 2017). Eine Impfguote von mindestens 95 % sei laut RKI ein wichtiger Indikator
zur Einschatzung des Risikos der Weiterverbreitung eines eingeschleppten Poliovirus in der
Bevolkerung (Robert Koch Institut 2018a). Ein signifikantes Uberschreiten der 95 % konnte fiir
die Seropravalenzen gegen Typ 1 (98,1 %; 95 % - KI: 96,7 % - 99,3 %; pev1 =0,0002) und 2
(97,6 %; 95 % - KI: 96,2 % - 98,9 %; prv2 = 0,0024), nicht aber gegen Typ 3 (95,3 %; 95 % - KI:
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93,5%-97,1%; pevs=p=0,43) und gegen alle drei Serotypen gesamt (93,6 %; 95 % - Kl:
91,5 % - 95,7 %; pev1,2,3 = 0,085) gezeigt werden. Dies deutet darauf hin, dass die untersuchten
Probanden mitunter nicht ausreichend immunisiert waren. Weiterhin konnten keine signifi-
kanten alters- (n39-45 jahre = 47; N>53 jahre = 44; p (PV1) = 0,785; p (PV2) = 0,262; p (PV3) =0,323)
oder geschlechtsspezifischen (nm=18;, nw=73; p(PV1)=0,833; p(PV2)=0,904;
p (PV3) = 0,535) Unterschiede der GMTs festgestellt werden. Aufgrund von Besonderheiten
der Stichprobe, wie dem jungen Alter, dem Gesundheitszustand, dem medizinischen Hinter-
grund und der Impfempfehlungen der ehemaligen DDR und jetzt der SIKO, konnte der tatsédch-
liche Immunitatsstatus der deutschen Bevolkerung mithin tendenziell iberschatzt werden. Es
kann nicht sicher davon ausgegangen werden, dass Erwachsene in Deutschland aktuell erfor-

derliche Immunitatslevel von 95 % erreichen.

Die in den Versuchen im Rahmen der Arbeit erhobenen Daten erlauben keine zuverlassige
Aussage Uber die Sensitivitat und Spezifitat der gesamten Methode zum Nachweis von Polio-
viren in Flusswasser. In keiner der bereits isolierten RNA-Proben aus Flusswasser der Hol-
temme konnte EV- oder Poliovirus-spezifische RNA nachgewiesen werden. Die ermittelten
Wiederfindungsraten zum Nachweis von Polio- und NPEVs in Flusswasser waren zu gering, um
das Vorhandensein von zumindest Enteroviren an den Standorten der Probennahme auszu-
schlieBen. Infolge urbaner Zufliisse kdnnten durchaus relevante Konzentrationen von Entero-
viren enthalten sein. Durchgefiihrte Kalkulationen zeigten, dass die Nachweismethode nicht
sensitiv genug war, eine Poliovirus Typ 1 Konzentration in Héhe der MID oder niedriger zu
detektieren. Erfolgte jedoch der Nachweis mindestens 1 K/R mit der angewendeten Methode,
Uberschritt die Konzentration im untersuchten Oberflachenwasser die MID und bei oraler Auf-
nahme von mindestens 100 ml, bestiinde ein Infektionsrisiko. Mit Bezug auf den Manifesta-
tionsindex von Poliovirusinfektionen von 1 % ware auch ein paralytischer Verlauf moglich. We-
gen fehlender Umweltiberwachung in Deutschland kann eine stumme Zirkulation von WPVs,

VDPVs oder OPV-like PVs weiterhin nicht sicher ausgeschlossen werden.

Eine verlassliche Einschatzung der Infektionsgefahrdung Erwachsener durch Polioviren in der

Umwelt war anhand der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit nicht moglich.

Insgesamt liefert die vorliegende Arbeit einen Uberblick zur Poliosituation und mit den Ergeb-
nissen der Untersuchungen konnte ein Beitrag zur Uberwachung der Polioeradikation in

Deutschland und damit in der WHO-Region Europa geleistet werden.
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Tab. 2 Ldnder der WHO Regionen.
(World Health Organization, 2017a)

WHO Regions

Countries

Region of the
Americas

Antigua and Barbuda, Argentina, Bahamas, Barbados, Belize, Bolivia (Plurinational State
of), Brazil, Canada, Chile, Colombia, Costa Rica, Cuba, Dominica, Dominican Republic, Ec-
uador, El Salvador, Grenada, Guatemala, Guyana, Haiti, Honduras, Jamaica, Mexico, Nic-
aragua, Panama, Paraguay, Peru, Saint Kitts and Nevis, Saint Lucia, Saint Vincent and the
Grenadines, Suriname, Trinidad and Tobago, United States of America, Uruguay, Vene-
zuela (Bolivarian Republic of)

African Region

Algeria, Angola, Benin, Botswana, Burkina Faso, Burundi, Cameroon, Cabo Verde, Cen-
tral African Republic, Chad, Comoros, Congo, Cote d'lvoire, Democratic Republic of the
Congo, Equatorial Guinea, Eritrea, Ethiopia, Gabon, Gambia, Ghana, Guinea, Guinea-Bis-
sau, Kenya, Lesotho, Liberia, Madagascar, Malawi, Mali, Mauritania, Mauritius, Mozam-
bique, Namibia, Niger, Nigeria, Rwanda, Sao Tome and Principe, Senegal, Seychelles, Si-
erra Leone, South Africa, South Sudan, Swaziland, Togo, Uganda, United Republic of
Tanzania, Zambia, Zimbabwe

European Region

Albania, Andorra, Armenia, Austria, Azerbaijan, Belarus, Belgium, Bosnia and Herze-
govina, Bulgaria, Croatia, Cyprus, Czech Republic, Denmark, Estonia, Finland, France,
Georgia, Germany, Greece, Hungary, Iceland, Ireland, Israel, Italy, Kazakhstan, Kyrgyz-
stan, Latvia, Lithuania, Luxembourg, Malta, Monaco, Montenegro, Netherlands, Nor-
way, Poland, Portugal, Republic of Moldova, Romania, Russian Federation, San Marino,
Serbia, Slovakia, Slovenia, Spain, Sweden, Switzerland, Tajikistan, The former Yugoslav
Republic of Macedonia, Turkey, Turkmenistan, Ukraine, United Kingdom, Uzbekistan

Eastern Mediter-
ranean Region

Afghanistan, Bahrain, Djibouti, Egypt, Iran (Islamic Republic of), Iraq, Jordan, Kuwait,
Lebanon, Libya, Morocco, Oman, Pakistan, Qatar, Saudi Arabia, Somalia, Sudan, Syrian
Arab Republic, Tunisia, United Arab Emirates, Yemen

South-East Asia
Region

Bangladesh, Bhutan, Democratic People's Republic of Korea, India, Indonesia, Maldives,
Myanmar, Nepal, Sri Lanka, Thailand, Timor-Leste

Western Pacific
Region

Australia, Brunei Darussalam, Cambodia, China, Cook Islands, Fiji, Japan, Kiribati, Lao
People's Democratic Republic, Malaysia, Marshall Islands, Micronesia (Federated States
of), Mongolia, Nauru, New Zealand, Niue, Palau, Papua New Guinea, Philippines, Repub-
lic of Korea, Samoa, Singapore, Solomon Islands, Tonga, Tuvalu, Vanuatu, Viet Nam

[ African Region [ south-East Asia Region [ Eastem Mediterranean Region
[ Region of the Americas [ Eurepean Region [ | westem Pacific Region

Abb. 17 WHO Regionen.
Die Mitgliedstaaten der WHO werden in 6 Regionen unterteilt, denen jeweils ein Regional Office zugeordnet ist. Die Zertifi-
zierung der Poliofreiheit erfolgt fiir gesamte WHO Region. Die einzelnen Lander sind in Tab. 2 aufgelistet. (World Health

Organization, 2017a)
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CEATTAT G TACATGAT TTGGTAGAC T TERMT THAAGGCATGCCCAT TG T TAGHEMT CAGCGTGAABNT TTCCEG TRACCACAAAGGTHAATTCCATATCGAACCECCACTACGAATCAC
GGATTATEITACATGATTIGGTAGACT TGGT TAATGCATGEICCETTAT TEGCETCARTGERAGTTTGEGGTEACCACAAABGTGAABMTCCATATCAAACCGCGACTACGAATCAC

EGATTATGTACATGAT T TG TAGACET GG T TEGAGTGCATGCCCATTAT TAGC G TG TGAAGT TGGC GG TIACCACGAAGGTGAATTCCATATCAAACCIEICGAC TACGAATCACL

TACATHATHTCRATARAC

TGHRTTR
Pan-Polic_j

G CERITGRCCETTRT T

CART ARG

Abb. 18 Alignment der Primer PanPolio_s, PanPolio_as (sense und antisense) und der Sonde PanPolio_probe der PanPolio-PCR.

Basen: A = Adenin, C = Cytosin, G = Guanin, T = Thymin; Rot/Hellgriin/Gelb/Lila hinterlegt — Nicht Gbereinstimmende Basen; Grau hinterlegt - Degenerierte Basen nach IUPAC Codes flr Eurofins
K=G/T,N=A/G/C/T,R=A/G,Y=C/T.

Abb. 19 Ausschnitt aus dem Vektor fiir das Plasmid Poliovirus Typ 1.

Hier ist als Beispiel ein Ausschnitt aus dem Vektor fir das Plasmid Poliovirus Typ 1 gezeigt. Ldnge des Inserts: 103 bp. Der Auszug enthdlt das Insert (Polio 1) mit Primer- und Sondenbindungsstelle
(PanPolio_s/as/probe), die M13 forward Bindungsstelle, den T7 Promotor und den SP6 Promotor.
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Abb. 20 Schema des Vektors fiir Plasmid Poliovirus Typ 1, 2 und 3.

Das Poliovirus-Insert ist spezifisch furr die drei Virustypen mit einer Lénge von 103 bp. Bestandteile des Vektors sind die Am-
picillinresistenz (nur E.coli’s die ein Plasmid enthalten, kdnnen auf dem Ampicillin-haltigen Agar wachsen), das Insert mit
Primer- und Sondenbindungsstelle, M13 forward Bindungsstelle, T7 Promotor und SP6 Promotor. Gesamtlange 3105 bp.

Polio Environmental Surveillance
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Abb. 21 Polio Umweltiiberwachung weltweit.

Unterteilt wird in Lander, die systematisch an die WHO berichten (Rot), Léndern, die nach regionalen Prioritdten vorgehen
(Gelb) und Landern, die bei Bedarf und im Rahmen von Forschung Umweltiiberwachungen durchfiihren (Blau). Die Karte
wurde von Asghar et al. (2014) Gbernommen.
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Tab. 3 Retrospektiv erhobene Impfanamnese bei Probanden (n = 30) mit mangelhaftem Immunstatus (Titer < 8).

Titer ge- Titer ge- Titer ge-
Geburtsjahr ~ Alter? Geschlecht? Dokumentierte Impfungen und Anmerkungen ggn Polio- g(?n Polio- g(?n Polio-
virus Typ virus Typ virus Typ
1 2 3
1956 58 m Grundimmunisierung und eine Auffrischung 2 6 4
(1974)
1957 57 m Grundimmunisierung und letzte Auffrischung 532 6 532
2005
1960 54 w Grundimmunisierung und letzte Auffrischung 4 12 4
2015
1964 50 m Grundimmunisierung und letzte Auffrischung <a 532 532
(2014)
1969 45 w Grundimmunisierung und letzte Auffrischung <a 16 2
(2010)
1970 45 w Grundimmunisierung und letzte Auffrischung 532 532 <a
2008
1975 39 w Grundimmunisierung und letzte Auffrischung 532 532 <a
2011
1977 37 w Keine Angaben 16 16 4
1980 35 m Grundimmunisierung und letzte Auffrischung 4 532 532
1999
1985 30 w Grundimmunisierung, letzte Auffrischung 2008 4 4 4
1986 )8 m Grundimmunisierung und letzte Auffrischung 12 12 4
1996
1986 )8 w Keine Angaben, Empfehlung zur Immunisierung 6 6 <a
wurde ausgesprochen
1987 27 m Keine Angaben, Empfehlung zur Immunisierung -39 6 <a
wurde ausgesprochen
1987 27 m Keine Angaben, Empfehlung zur Immunisierung 532 4 16
wurde ausgesprochen
1987 27 w Grundimmunisierung und letzte Auffrischung 16 12 4
1998
1987 27 w Keine Angaben >32 16 4
1988 26 m Keine Angaben 16 <4 <4
1988 26 w Keine Angaben 16 6 <4
1989 25 m Keine Angaben 12 <4 <4
1989 25 w Keine Angaben <4 8 <4
1990 24 w Grundimmunisierung und letzte Auffrischung 532 12 <a
1996
1992 22 m Keine Angaben >32 > 32 6
1993 21 m Keine Angaben 16 12 <4
1993 21 m Grundimmunisierung und letzte Auffrischung 6 16 16
(1995)
1993 2 w Grundimmunisierung und letzte Auffrischung 192 192 <a
2005
1993 21 w Keine Angaben 12 24 <4
1994 20 m Grundimmunisierung und letzte Auffrischung 16 532 <a
2005
1994 20 w Grundimmunisierung, Letzte Auffrischung 2015 >32 6 4
1995 19 w Keine Angaben (wenige Impfungen) <4 12 <4
1996 18 m Grundimmunisierung und letzte Auffrischung <a 532 3

(2007)

1 Alter zum Zeitpunkt der Testung; 2 w = weiblich; m = mannlich
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Tab. 4 Multiples lineares Regressionsmodell (abhdngige Variable: Titer; unabhéngige Variablen: Alter und Geschlecht).

Poliovi- R? (Gesamt- p-Wert (F-Test Ge- Koeffizien- Regressionskoeffizient p-Wert (T-Test Koef-
rustyp modell) samtmodell) ten (Standardfehler) fizienten)
Konstante 378,77 (164,08) 0,023
PV1 0,001 0,945 Alter 23,45 (73,05) 0,749
Geschlecht -2,16 (91,64) 0,981
Konstante 481,03 (177,81) 0,008
PV2 0,003 0,863 Alter -38,46 (79,16) 0,628
Geschlecht -4,53 (99,31) 0,964
Konstante 401,1(174,31) 0,024
PV3 0,016 0,496 Alter 88,75 (77,6) 0,256
Geschlecht -11,94 (97,35) 0,903
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