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1. Einleitung

1. Einleitung
1.1 Klinische Bedeutung der Rotaviren

Jahrlich sterben ca. 3,3 Millionen Kinder unter 5 Jahren an einer Gastroenteritis
(Bern 1992). Rotavirusinfektionen stellen weltweit die Hauptursache schwerer
Durchfallerkrankungen bei Sauglingen und Kleinkindern dar (Steinhoff 1980,
Kapikian 1990, Johnston 1993, Berner 1997, Bishop 1997). In Entwicklungslan-
dern sind Rotavirus-induzierte Durchfallerkrankungen mit verantwortlich fiir die
hohe Séauglingssterblichkeit. Auch in “entwickelten” Landern gewinnen sie, unter
anderem mit dem Auftreten neuer Rotavirus-Stamme, wieder starker an Be-
deutung. Insgesamt stellen Rotavirus-induzierte Durchfallerkrankungen also
weltweit ein signifikantes Gesundheitsproblem dar.

Infektionen mit Rotaviren treten vor aliem in den Wintermonaten auf (Rodriguez
1977, Steinhoff 1980, Kapikian 1990, Matson 1990, Johansen 1999, Koopmans
1999, Frahwirth 2001, Rodriguez-Baez 2002). Da das Virus hoch kontagifs ist
und bereits die Ingestion von 10 Viruspartikeln eine Infektion verursachen kann
(Ward 1986), sind nosokomiale Infektionen haufig (Rodriguez 1982, Griliner
1985, Bennet 1995, Frithwirth 2001, Rodriguez-Baez 2002, Gelber 2002).

Das Auftreten einer Rotavirusinfektion im Krankenhaus erfordert strenge Hygie-
nemaBnahmen wie konsequente Handedesinfektion, Handschuh- und
Kittelpflege, Isolierung bzw. Kohortierung infizierter Patienten und gesondertes
Entsorgen potentiell kontaminierter Ausscheidungen. Zur Kontrolile des Aus-
bruchs nosokomialer Infektionen und zur Eradikation des Erregers wird die
SchlieBung der Station empfohlen, was erhebliche Mehrbelastungen fir die tb-
rigen Stationen bedeutet.

Am haufigsten sind Kleinkinder im Alter von sechs Monaten bis zu zwei Jahren
von nosokomialen Rotavirusinfektionen betroffen. Allerdings wurden zahireiche
Epidemien auch auf Neonatalstationen beschrieben (Totterdell 1976, Murphy
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1977, Rocchi 1981, Rodriguez 1982), wobei sogar im Stuhl asymptomatischer
Neugeborener Rotaviren nachgewiesen wurden (Chrystie 1975, Murphy 1975,
Albrey 1976, Totterdell 1976). Die Infektion verlauft bei vielen Neugeborenen
und einem Teil der Frihgeborenen klinisch weitgehend inapparent (Chrystie
1975, Totterdell 1976, Murphy 1977, Chrystie 1978, Crewe 1980, Rodriguez
1982, Santosham 1982, Vial 1988). Bei einem kleinen Teil v.a. der Frihgebore-
nen gilt sie jedoch als ursachlich fiir schwere Gastroenteritiden (Rocchi 1981,
Deariove 1983).

Rotavirusinfektionen werden zudem mit dem Auftreten einer nekrotisierenden
Enterokolitis (NEC) in Verbindung gebracht, einer vor allem bei sehr unreifen
Frihgeborenen auftretenden extrem schweren Darmerkrankung mit sekundar
septischem Krankheitsbild und einer Letalitat von 10-40% (Stoll1994; Thomson
1981, Mogilner 1983, Harris 1983, Rotbart 1983, Rotbart 1988, Boccia 2001).

1.2 Forschungsstand

1.2.1 Klassifikation

Rotaviren gehdren zur Familie der Reoviren. 1959 schlug Sabin diesen Namen
vor fur Viren, die typischerweise aus dem Respirations- oder Gastrointesti-
naltrakt isoliert werden konnten und die zu dieser Zeit noch nicht mit einem
bekannten Krankheitsbild zu assoziieren waren (Reoviren: respiratory, enteric,
orphan viruses [Tyler 1990]). 1973 entdeckten Bishop et al. erstmals Rotaviren
beim Menschen und stellten sie in Zusammenhang mit schweren Durchfaller-
krankungen bei Sauglingen und Kleinkindern.

Es werden 7 Gruppen von Rotaviren unterschieden, die mit den Buchstaben A
bis G gekennzeichnet sind. Sie unterscheiden sich jeweils durch inre Antigene.
Fir schwere Durchfallerkrankungen ist hauptsachlich die Gruppe A verantwort-
lich.
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1.2.2 Struktur, Serotypen, Genotypen

Unter dem Elektronenenmikroskop zeigen Rotaviren ein charakteristisches
morphologisches Bild: Komplette Partikel haben einen Durchmesser von ca.
70nm und besitzen ein Proteinkapsid, das aus einer duBeren und einer inneren
Schicht besteht. Durch die scharfe, kreisrunde Struktur ihres duBeren Kapsids
ahneln sie Radern, daher auch der Name Rotaviren (rota lat. Rad). Innerhalb
des inneren Kapsids befindet sich der Kern, der 11 Segmente doppelstrangiger
RNA enthalt. 80% des Kerns werden durch das Protein VP6, der Rest fast aus-
schlieBlich durch VP2 gebildet. Der gréBte Anteil des duBeren Kapsids besteht
ebenfalls aus 2 Proteinen, VP4 und VP7 (Tyler 1990, Schiff 1990).

Diese beiden Proteine fiihren bei infizierten Patienten zur Bildung von neutrali-
sierenden Antikérpern und sind verantwortlich fir die Serotypenspezifitat der
Rotaviren. Die VP7-spezifischen Serotypen werden als G-Serotypen bezeich-
net, die VP4-spezifischen als P-Serotypen oder P-Genotypen.

Die Gruppe A Rotaviren wurde in 14 G-Serotypen und mindestens 20 P-Geno-
typen klassifizert. Die Serotypen G1 bis G4 und die Genotypen P(4), P(6) und
P(8) werden am haufigsten bei schweren Durchfallerkrankungen isoliert (Lee
2001).

1.2.3 Klinische Symptome

Symptome einer Rotavirusinfektion reichen von subklinischen Infektionen uber
milde Diarrhéen bis hin zu schweren Durchfallerkrankungen mit Dehydratation.
Meist beginnt die Erkrankung pl6tzlich mit wassriger Diarrhd, die finf bis acht
Tage anhdlt. Mdglich ist vorausgehendes Erbrechen an ein bis drei Tagen. An-
dere Symptome sind isotone Dehydratation, kompensierie metabolische
Azidose sowie leichtes Fieber (Kapikian 1976, Ryder 1977, Johnston 1993).

Rodriguez et al. (1977) untersuchten 150 Kinder mit akuter Gastroenteritis. 72
Kinder, bei denen eine Rotavirusinfektion nachgewiesen wurde, zeigten im Ver-
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gleich zu nicht infizierten Kindern haufiger Erbrechen (das in den meisten Fal-
len der Diarrhd vorausging) und Diarrhd mit Dehydratation.

Bei Kindern mit Immundefizienz kdnnen Rotaviren zu einer chronischen Sym-
ptomatik fiihren. So wurden bei Kindern mit primarer immundefizienz oder
einem T-Zell-Immundefekt chronische Diarrhden in Zusammenhang mit ber
mehrere Wochen andauerndem Ausscheiden von Rotaviren beschrieben
(Saulsbury 1980, Wood 1988). Fiir immunsupprimierte Patienten vor einer Kno-
chenmarkiransplantation stellen Rotaviren eine spezielle Gefahr dar: Eine
Gastroenteritis-Studie auf einer KMT-Station fand 8 von 78 Patienten, die als
einziges Pathogen Rotaviren ausschieden; von diesen starben fiinf. Insgesamt
war die Mortalitat unter den infizierten Patienten signifikant hdher als unter den
nicht infizierten (Yolken 1982).

Bis vor einigen Jahren nahm man an, dass Rotavirusinfektionen auf den
Gastrointestinaltrakt beschrankt seien. Jedoch wurde Rotavirus-RNA sowohl in
Liquor (hier wird allerdings eine mdgliche Kontamination wahrend der Lumbal-
punktion diskutiert) als auch in Serum infizierter Kinder nachgewiesen (Ushijima
1994, Pang 1996, lturriza-Gomara 2002). Blutt et al. (2003), die Rotavirus-Anti-
gen und -RNA im Serum infizierter Kinder dokumentierten, beschreiben damit
ein Ausbreiten der Viren (iber den Gastrointestinaltrakt hinaus, das zu Antige-
ndmie und Viradmie fihren kann. So lieBen sich extraintestinale Symptome einer
Rotavirusinfektion erklaren.

1.2.4 Transmission

Rotaviren sind sehr stabil, ihnr Vorkommen im Stuhl erhdht die Umweltstabilitat
und die Resistenz gegeniiber Desinfektionsmittein. Auf Handen ist das Virus
Gber mehrere Stunden infektios (Ansari 1988).



1. Einleitung

Die Ubertragung erfolgt fakal-oral von Mensch zu Mensch und Gber kontami-
nierte Gegenstande. Letzteres kann ein Grund sein fir das haufige Vorkommen
von nosokomialen Rotavirusinfektionen und fiir das Persistieren dieser Infektio-
nen auf bestimmten Neugeborenenstationen. Ferner gibt es Spekulationen {iber
die Mdglichkeit einer respiratorischen Ubertragung, die sich auf folgende Beob-
achtungen griinden (Gurwith 1981, Kapikian 1990):
(1) Nachweis von Rotavirus-Antikérpern schon in den ersten Lebensjahren,
unabhéngig von hygienischen Verhaltnissen;
(2) groBe Rotavirus-Epidemien, in denen eine fakal-orale Transmission nicht
dokumentiert werden konnte;
(3) Auftreten respiratorischer Symptome bei manchen Patienten mit einer
Rotavirus-Gastroenteritis.

Zunachst war man der Uberzeugung, dass unter natiirlichen Bedingungen eine
Ubertragung von tierischen Rotaviren auf Menschen (oder umgekehrt) nicht
vorkommt (Kapikian 1990). 1994 zeigten jedoch Shif et al., dass Sauglinge mit
tierischen Rotaviren infiziert werden kdnnen. Ob in Serumproben gefundene
Viren infektiés sind, wurde bis jetzt nicht bewiesen. Im Hinblick auf die Infektion
bei Neugeborenen haben Zhong et al. (1997) die Mdglichkeit einer perinatalen
Infektion postuliert.

1.2.5 Diagnose und Nachweismethoden

Da die klinische Manifestation einer Rotavirusinfektion allein nicht ausreichend
charakteristisch ist, erfordert die Diagnose den Nachweis des Virus bzw. des
Antigens oder der serologischen Immunantwort.

Far den Nachweis von Rotaviren in Stuhlproben wurden verschiedene Verfah-
ren entwickelt. Anfangs wurde die Elektronenmikroskopie zur Detektion von
Rotaviren eingesetzt. Sie hat aufgrund des charakteristischen morphologischen
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Erscheinungsbildes der Viren den Vorteil hoher Spezifitdt und stellte lange Zeit
den Goldstandard des Virusnachweises dar (Kapikian 1990). Ein Nachteil die-
ser Methode ist jedoch ihre geringe Sensitivitat, die Detektionsgrenze liegt bei
108 bis 10 Viruspartikeln pro Gramm Stuhl.

Die derzeit am weitesten verbreiteten diagnostischen Techniken zur Virusdetek-
tion sind Latexagglutinationstests oder Enzym-linked immuno sorbent assays
(ELISA). Bei letzteren liegt die untere Nachweisgrenze mit 100.000 Virusparti-
kein pro Gramm Stuhl eine Zehnerpotenz niedriger als die der
Elektronenmikroskopie.

Mittels der Reverse Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) ist
theoretisch der Nachweis von Rotavirus in noch erheblich niedrigeren Konzen-
trationen moglich. Es wird eine im Vergleich zum ELISA 100-1000 mal hohere
Sensitivitat fir die RT-PCR beschrieben (Wilde 1990, Husain 1995). Durch die
RT-PCR ist auch der Nachweis von Rotaviren in Blut, Rachenabstrichen und
Liquor mdglich. Hauptsachlich angewendet wird die RT-PCR zur Bestimmung
von G- und P-Serotypen der Rotaviren (Gouvea 1990, Gentsch 1992, Ushijima
1992).

Die Anziichtung von Rotavirus in bestimmten Zellkulturen wie AGMK (African
green monkey kindey), Vero, MA104 u.a. ist mdglich, allerdings klinisch nicht
sehr effizient (Johnston 1993).

1.3 Forschungshypothese

Viele Fragen zu nosokomialen Rotavirusinfektionen, speziell bei Friih- und
Neugeborenen, sind ungekliart. Dazu gehdrt die Inzidenz, vor allem im Hinblick
auf asymptomatische Infektionsverldufe, sowie die Frage, ob die Inapparenz
von Symptomen auf passiver Immunitdt durch miitterliche AntikGrper, unter-
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schiedlicher Virulenz verschiedener Rotavirus-Stamme oder auf bestimmten
Eigenschaften des Wirts, also des Neugeborenen, beruht.

Ungeklart sind weiterhin Fragen nach einer Korrelation der Virusausscheidung
mit klinischen Symptomen oder dem Gestationsalter sowie nach der Haufigkeit
komplizierter Verlaufe (NEC). SchlieBlich ist bislang auch die Frage nach dem
optimalen Test zum Infektionsnachweis bei Neugeborenen und Sauglingen
noch offen. Die Anforderungen an einen solchen Test sind hier besonders hoch,
weil die Diagnostik haufig im Rahmen von Umgebungsuntersuchungen bei
Ausbruch nosokomialer Infektionen erfolgt, also bei asymptomatischen Patien-
ten.

Im November 2002 wurde bei mehreren mit blutigen oder ibelriechenden Stih-
len symptomatischen Friih- und Neugeborenen, die in der Abteilung fir
Neonatologie des Universitatsklinikums Tibingen stationar behandelt wurden,
Rotavirus-Antigen im Stuhl nachgewiesen. Im Rahmen anschlieBender Umge-
bungsuntersuchungen wurde entdeckt, dass auch asymptomatische Friih- und
Neugeborene mit Rotavirus infiziert waren. Aufgrund dieser Beobachtung ver-
muteten wir eine hdhere Pravalenz von Rotavirusinfektionen auf den
Neonatalstationen als bisher angenommen.

Zudem wurde beobachtet, dass sich bei einigen Kindern in Wiederholungsun-
tersuchungen abwechselnd positive und negative Testergebnisse ergaben.
Dies wurde auf eine zu geringe Sensitivitdt des Antigentests zurtickgefiihrt.

Ausgehend von der Annahme, dass eine Reverse Transkriptase Polymerase-
Kettenreaktion (RT-PCR) eine hohere Sensitivitdt als der bislang bliche En-
zymimmunoassay aufweist und damit zum Infektionsnachweis bzw. zum
Ausschluss einer Infektiositdt bei Neugeborenen besser geeignet ist, wurde
diese Methode im Rahmen der vorliegenden Arbeit am Universitatsklinikum Ta-
bingen etabliert.

11
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Dariiber hinaus sollten folgende Fragen beantwortet werden: Gibt es charakte-
ristische Symptome bei Neugeborenen mit einer Rotavirusinfektion? Wie lange
scheiden Neugeborene das Virus aus? Besteht ein Zusammenhang mit der
Entstehung einer nekrotisierenden Enterokolitis?

Um diese Hypothesen zu Uberprifen und Antworten auf die oben genannten
Fragen zu bekommen, wurden im Rahmen einer MaBnahme zur Qualitatssiche-
rung prospektiv iber 4 Monate regelmaBig Stuhluntersuchungen auf Rotavirus
bei allen auf der neonatologischen intensivbehandlungs- und Intensiviiberwa-
chungsstation des Universitatsklinikums Tibingen behandelten Patienten
durchgefiihrt.

12
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2. Material und Methoden

2.1 Studienpopulation

Im Untersuchungszeitraum wurden Stuhlproben von allen auf den Stationen
Neo2 und Neo3 der Abteilung Neonatologie des Universitatsklinikums Tabingen
behandelten Neu- und Friihgeborenen untersucht. Auf der Intensivbehand-
lungsstation (Station Neo3, 12 Betten) liegen vorwiegend extrem unreife
Friihgeborene in Inkubatoren sowie beatmungs- oder sonst intensivtherapie-
pflichtige Neugeborene. Auf der Intensiviilberwachungsstation (Station Neo2, 17
Betten) werden nicht mehr intensivtherapiepflichtige und/oder weniger unreife
Friihgeborene sowie intensiviiberwachungspflichtige Neugeborene betreut.

2.2 Studiendesign

Die Studie wurde als prospektive Longitudinalstudie tber einen Zeitraum von
vier Monaten (01.01.2003 bis 30.04.2003) durchgefihrt. Der Beginn ergab sich
aus dem gehauften Nachweis von Rotaviren im Rahmen der klinischen Uber-
wachung (s.0.), das Ende aus epidemiologischen Daten, die einen Gipfel fur
das Auftreten von Rotavirusinfektionen in den Wintermonaten mit deutlichem
Abfall der Inzidenz im April nachweisen (Sharma 2002, Johansen 1999, Koop-
mans 1999).

2.3 Studienablauf und Untersuchungsplan

In zwei-wdchentlichem Abstand wurden Stuhlproben aller auf den genannten
Stationen des Universititsklinikums Tibingen behandelten reif- und frihgebo-
renen Patienten auf Rotaviren untersucht. AuBerhalb der festgelegten
Abnahmetermine wurden zusétziich Stuhlproben von Patienten, bei denen der
klinische Verdacht einer Rotavirusinfektion bestand, untersucht.

13
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Neugeborene mit nachgewiesener Rotavirusinfektion wurden im Abstand von
jeweils zwei Tagen wiederholt untersucht, bis in drei konsekutiven Stuhiproben
keine Virusausscheidung mehr nachweisbar war.

Die Proben wurden jeweils mittels Enzymimmunoassay und RT-PCR getestet.
Ein Patient galt als infiziert, wenn das Enzymimmunoassay und/oder die RT-
PCR ein positives Ergebnis zeigten. Diese Entscheidung griindete auf Daten,
die fur beide Testverfahren - jedoch ohne diese miteinander zu vergleichen -
eine ahnlich hohe Spezifitit zeigten (Brandt 1981, Herrmann 1985, Gouvea
1990, Buesa 1996). Es konnte daher nicht a priori ein Goldstandard definiert
werden.

Bei Nachweis von Rotaviren wurde die Station informiert und die von der Kran-
kenhaushygiene vorgeschriebenen MaBnahmen wie Isolierung bzw.
Kohortierung der infizierten Patienten, Handschuh- und Kittelpflege und geson-
dertes Entsorgen kontaminierter Ausscheidungen eingeleitet.

Zur Korrelation des Virusnachweises mit klinischen Symptomen wurden alle
Patienten am Abnahmetag der Stuhlproben auf folgende Symptome hin unter-
sucht:

A. Gastrointestinale Symptome am Abnahmetag:
- Stuhimenge (viel/wenig)
- Stuhlfrequenz in den letzen 24 Stunden(1-5 bzw.>5)
- Stuhlbeschaffenheit (geformt, breiig, schieimig, wassrig, zerhackt)
- Stuhl makroskopisch blutig (ja/nein)
- Stuhl mit auffalligem Geruch (ja/nein)
- Anderung des Korpergewichts in den letzten 24 Stunden (g)
- Serum-Elektrolyte in den letzten 24 Stunden (Na, Cl; mmol/l)

14
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B. Extra-gastrointestinale Symptome in den letzen 24 Stunden:
- Anzahl Bradykardien (<80/min; 0-6, 7-10, 11-15, >15)
- Anzahl Hypoxamien (<80%; 0-6, 7-10, 11-15, >15)
- Hautkolorit (rosig/marmoriert/blass/grau)
- Kapillares Refill (<3s/>3s)
- Nahrung (Muttermilch/Formuia)
- Erbrechen (ja/nein)

C. Komplikationen (z.B. NEC)
Diese Befunde wurden von den die Patienten betreuenden Pflegekraften und

der Doktorandin in Unkenntnis des virologischen Ergebnisses dokumentiert.

2.4 Rotavirusidentifikation

2.4.1 Stuhlproben

Es wurden insgesamt 260 Stuhlproben von 123 Frih- und Neugeborenen, die
in dem angegebenen Zeitraum auf den genannten Stationen (Neo2 und Neo3)
behandelt wurden, mittels ELISA-Antigen-Test und RT- PCR untersucht. Die
Proben wurden zunachst wenige Stunden auf der Station bei Raumtemperatur
bis zum Transport ins Labor gelagert, wo sie bis zum Antigen-Test bei 4-8°C
lagerten bzw. bis zur Virusisolierung und RT-PCR bei —-80°C tiefgefroren wur-
den.

2.4.2 Enzym-linked immunosorbent assay (ELISA, EIA)

Ein qualitativer Antigen-Nachweis von Rotavirus erfolgte mit dem Ridascreen
Rotavirus Testpack, einem auf monoklonalen Antikdrpern basierenden ,Sand-
wich“-Enzymimmunoassay der Firma R-Biopharm (Darmstadt, Deutschiand).
Dieser Test stellt zur Zeit in der Abteilung fiir Medizinische Virologie und Epi-
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demiologie der Viruskrankheiten des Universitatsklinikums Tibingen das Routi-
neverfahren zum Nachweis von Rotavirus in humanen Stuhlproben bzw. zum
AusschluB einer Infektiositat dar.

Testprinzip:

Auf eine Mikrotiterplatte, an deren Oberflache ein monoklonaler Antikdrper ge-
gen ein gruppenspezifisches Antigen aller humanpathogenen Rotaviren (VP6)
fixiert ist, wird zusammen mit der Suspension der zu untersuchenden Stuhlpro-
be ein weiterer monoklonaler Antikérper, der mit Meerrettich-Peroxidase
konjugiert ist, zur Inkubation pipettiert. Bei Anwesenheit von Rotaviren bildet
sich ein Sandwich-Komplex aus dem immobilisierten Antikdrper, dem Rotavi-
rus-Antigen und dem konjugierten Antikdrper. Nicht gebundene Enzym-
markierte Antikbrper werden in einem Waschschritt entfernt. Mittels eines
Chromogens wird dann die kolorimetrische Indikatorreaktion durchgefihrt. Die
Extinktion (gemessen bei 450nm) ist proportional zur Menge des in der Probe
vorhandenen Rotavirus-Antigens.

Es wird immer eine Positiv- und Negativkontrolle aus dem Testpack mitgefiihrt.

2.4.3 RT- PCR

2.4.3.1 Probenaufbereitung

In ein Eppendorffgefa wird zu 1ml RNase-freiem Wasser eine kleine Menge
der Stuhlprobe gegeben. Auf einem Vortex wird die Probe griindlich gemischt
und anschlieBend fiir 3 Minuten bei 6000g zentrifugiert (Temperatur: 24 °C).

Der Uberstand wird fiir die Virusisolierung genutzt.

2.4.3.2 Virusextraktion/RNA-Isolierung

Die Virusextraktion erfolgt mittels QlAamp Viral RNA Mini Kit (QIAGEN GmbH,
Hilden, Deutschland).

16
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Vorbereitung und Aufbereitung der Reagenzien wurden wie im Test-Handbuch
beschrieben durchgefiihrt. Bei jedem Durchgang wurden sowohl Positiv- als
auch Negativkontrollen mitgefihrt.

Protokoll:

1. In ein 1,5ml ReaktionsgefaB werden 600l AVL-Buffer/Carrier-RNA-
Losung gegeben. Dazu werden 200ul des Probeniberstandes pipet-
tiert. Die Probe wird 15 Sekunden auf einem Vortex gemischt, um
eine effiziente Lyse zu erreichen.

2. AnschlieBend wird die Probe 10 Minuten bei Raumtemperatur inku-
biert; danach sind die Viruspartikel vollstandig lysiert. Langere
Inkubationszeiten zeigen keinen Effekt auf die Menge oder Qualitét
der isolierten RNA.

3. Um Kreuzkontaminationen beim Offnen der GefdBe zu vermeiden,
wird kurz anzentrifugiert.

4. Zum Reaktionsansatz werden 600ul Ethanol (96-100%) pipettiert, es
wird 15 Sekunden auf einem Vortex gemischt und wieder kurz an-
zentrifugiert.

5. 700ul dieser Losung werden auf eine QlAamp Spinsaule gegeben
und fiir 1 Minute bei 6000g zentrifugiert. Die QlAamp Spinséule wird
in ein sauberes 2ml Collection Tube Uberfihrt, das Filtrat wird verwor-
fen.

6. Die QlAamp Spinsaule wird vorsichtig gedffnet und Schritt 5 wieder-
holt.

7. Nach vorsichtigem Offnen wird 500ul Buffer AW1 auf die Spinsaule
gegeben und fiir 1 Minute bei 6000g zentrifugiert. Die QlAamp Spin-
sdule wird in ein sauberes 2ml Collection Tube Uberflihrt, das Filtrat
verworfen.

17



2. Material und Methoden

8. Nach Zugabe von 500ml Buffer AW2 wird ebenfalls fiir 1 Minute bei
6000g zentrifugiert, die Spinsdule in ein sauberes Collection Tube
Gberfihrt und das Filtrat verworfen.

9. Die QlAamp Spinséule (im sauberen Collection Tube) wird 3 Minuten
bei maximaler Geschwindigkeit trockenzentrifugiert und anschlieend
in ein sauberes 1,5ml EppendorfgefaB gesetzt.

10.Nach Zugabe von 50ul Buffer AVE und Inkubation von 1 Minute wird
3 Minuten bei 6000g zentrifugiert, um die virale RNA von der Spin-
sdule zu eluieren.

Dem QIlAamp Viral RNA Mini Kit Handbuch zufolge ist die virale RNA bei —20
bis —70 °C bis zu einem Jahr stabil.

2.4.3.3 RT-PCR
Die RT- PCR wird mit Hilfe eines QlAgen OneStep RT-PCR Kits durchgefihrt.

Protokoll:

1. Auftauen von 5x QIAGEN OneStep RT-PCR Buffer, Q-Solution,
dNTP-Mix, Primern, RNase-freiem Wasser und eventuell eingefrore-
ner viraler RNA.

Die Ldsungen vor Gebrauch grindlich mischen, um lokale Konzentra-
tionsunterschiede der Salze, die den Losungen beigefiigt sind, zu
vermeiden.

2. Herstellen des Master-Mixes:

Die Herstellung des Master-Mixes erfolgt nach dem von QIAGEN bei-
gefiigten Protokoll. Die variablen Parameter wurden ausgetestet und
optimiert.
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2. Material und Methoden

Pipettierschema fiir die OneStep RT-PCR mit Q-Solution*

RNase- freies Wasser: 15l
5x QIAGEN OneStep RT-PCR Buffer: 10l
Q-Solution: 10pl
dNTP-Mix (je 10mM/dNTP): 2ul

Primer 1: 0,5ul
Primer 2: 0,5ul
OneStep RT-PCR Enzyme Mix 2ul**
Virale RNA: 1oul

*Q-Solution ist ein Zusatz, der die Amplifikation durch Modifizieren
des Schmelzverhaltens der RNA erleichtert.
**Der QIAGEN OneStep RT-PCR Enzyme Mix wurde erst nach
Erhitzen des Ansatzes (95°C flir 10 Minuten) hinzupipettiert.
Das Gesamtvolumen eines Master-Mix-Ansatzes, inkl. hinzugeflgter vi-
raler RNA, betragt nach Originalprotokoll 50pl.

Zu den Primern:

Jedes der 11 Gensegmente besitzt sowohl am 3’ als auch am 5’ Ende diesel-
ben Sequenzen; diese kommen bei allen Rotavirusstammen vor.

Gouvea et al. (1990) synthetisierten, komplementér zu den 3’ Enden beider vi-
raler RNA-Strange, spezifische Oligonukleotidprimer fiir das Gensegment 9,
welches fiir das Oberflachenprotein VP7 kodiert. Diese Primer, Beg9 und End9,
die 28 bzw. 27 Nukleotide lang sind, produzieren Kopien der gesamten Lange
des Gensegments 9 von jedem Rotavirusstamm der Gruppe A.
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2. Material und Methoden

Die Sequenzen der Primer sind:

Beg9, 5> GGCTTTAAAAGAGAGAATTTCCGTCTGG <3';
End9, 5> GGTCACATCATACAATTCTAATCTAAG <3'.

Ein zweites Primerpaar, das Kopien des Gens 4, welches fiir das Protein VP4
kodiert, produziert, wurde von Gentsch (1992) und Lee (2001) beschrieben.
Diese Primer, Con2 und Con3m, weisen folgende Nukleotidpositionen und Se-

quenzen auf:

Con2, 5’> ATTTCGGACCATTTATAACC <3’;
Con3m, 5’>TGGCTTCGCTCATTTATAGACA <3'.

Alle Probenbestimmungen durch die RT-PCR wurden mit beiden Primerpaaren
durchgefihrt.
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2. Material und Methoden

Thermocycler- Programm:

Reverse Transkription: 50°C
Initialer PCR- Aktivierungsschritt:  95°C

3-Schritt-Zyklus:

Denaturierung: 94°C
Annealing: 42°C
Extension: 72°C
Zyklenzahl: 40

AbschlieBende Extension: 72°C
4°C forever

Dem Handbuch des Herstellers zufolge kénnen die Proben nach der Amplifika-
tion bei 2-8°C tiber Nacht oder bei —20°C fiir langere Zeit aufbewahrt werden.

2.4.3.4 Analyse auf Agarosegel

Die Amplifikate werden mittels Gelelektrophorese nachgewiesen. Als gunstig
hat sich ein 0,75%iges Agarosegel erwiesen. Die Laufzeit des Gels betragt 60

30 Minuten
15 Minuten

1 Minute
30 Sekunden
1 Minute

10 Minuten

Minuten bei 90V. Dann wird unter UV-Licht fotografiert.

Als Marker werden DNA Molekulargewichtsmarker VI (154-2176 Basenpaare)
und VIil (19-1114 Basenpaare) benutzt. Die Markerkonzentration liegt laut Her-

steller bei 0,25ug/ul, die Marker wurden 1:3 verdinnt.
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2. Material und Methoden

Probe

Probe

Probe

Marker VI, der Kreis markiert

die Positionen der 71033 und

1230 Basenpaar-Segmente

5. Marker VIII, der Kreis markiert
die Positionen der 900 und
1114 Basenpaar-Segmente

6. Probe

7. pos. Kontrolle

1 2 3 456 78

AL N~

8. neg. Kontrolle

Abb. 1: RT-PCR. Amplifikationsprodukte analysiert durch Gelelektropho-
rese. Verwendet wurde das Primerpaar Beg9|End9, welches
Segmente von 1062 Basenpaaren produziert.
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2. Material und Methoden

2.5 Statistische Auswertung

Die bei den infizierten und nicht infizierten Kindern erhobenen Daten wurden
mittels Fisher Exakt- bzw. Chi2-Test auf Unterschiede hin {iberpriift.
P < 0,05 wurde als signifikant betrachtet.

2.6 Ethische Aspekte

in der vorliegenden Studie wurden Stuhlproben von Friih- und Neugeborenen
untersucht. Ziel war es, die Prévalenz von Rotavirusinfektionen nachzuweisen
und die damit einhergehenden Symptome der Patienten zu dokumentieren.
Diese Untersuchung diente der Qualitatssicherung. Nach Auskunft der Ethik-
kommission des Universitatsklinikkums Tibingen erfordert eine derartige
Untersuchung weder ein Ethikvotum noch eine elterliche Einwilligung.
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3. Ergebnisse

3.1 Pravalenz von Rotavirus in der prospektiven Longitudinalstudie

Im Zeitraum vom 01.01.2003 bis zum 30.04.2003 wurden Stuhlproben von 123
Patienten der neonatologischen Intensivbehandlungs- bzw. Intensiviiberwa-
chungsstation des Universitatsklinikums Tiabingen untersucht. 90 Patienten
waren Frilhgeborene mit einem mittleren Gestationsalter von 31,2 Schwanger-
schaftswochen (24 1/7 bis 36 5/7) und einem Alter zum Zeitpunkt der ersten
Untersuchung von 15,5 Tagen (1 bis 91 Tage); die lbrigen 33 Kinder waren
reifgeborene Sauglinge. Ausgeschlossen wurden Patienten, die nur einen oder
wenige Tage auf den Stationen lagen und so nicht durch das 2-wdchentliche
Screening erfasst wurden; keines dieser Kinder zeigte Symptome einer mogli-
chen Virusinfektion.

Bei 28 Kindern konnte mit einem der beiden eingesetzten Nachweisverfahren
Rotavirus im Stuhl nachgewiesen werden; dies entspricht einer Pravalenz von
22,8%. 23 Patienten (82%) waren Frihgeborene mit einem durchschnittlichen
Gestationsalter von 28,9 (24 1/7 bis 36 4/7) Schwangerschaftswochen. Die 5
reifen Neugeborenen hatten ein durchschnittliches Gestationsalter von 38,5 (37
bis 41 2/7) Schwangerschaftswochen.

Eine Auswertung der Daten getrennt nach den beiden Stationen, auf denen die
Patienten behandelt wurden, ergab folgende Ergebnisse:

- Auf der Intensiv-Uberwachungsstation (Neo2) wurde bei 9 von 69 Patienten
(davon 4 Reifgeborene) Rotavirus im Stuhl nachgewiesen. Das entspricht
13% der untersuchten Patienten auf dieser Station bzw. einer Infektionsrate
von 0,52 pro 100 Behandlungstage.
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3. Ergebnisse

- Auf der Intensiv-Behandlungsstation (Neo3) konnte im gleichen Zeitraum
bei 19 von 54 Patienten eine Rotavirusinfektion nachgewiesen werden.
Dies entspricht 35% der untersuchten Patienten bzw. einer Infektionsrate
von 1,41 pro 100 Behandlungstage.

Der Unterschied in der Pravalenz zwischen diesen beiden Stationen war sta-
tistisch signifikant (p<0,035; Chi2-Test).

Die Infektionsrate pro 100 Behandlungstage war bei den Friihgeborenen mit
1,04 héher als bei den reifen Neugeborenen (0,6).

3.2 Korrelation mit klinischen Symptomen

Die am haufigsten beobachteten Symptome bei Rotavirusnachweis waren eine
als ,groB* bezeichnete Stuhimenge (bei 79% der Patienten mit Rotavirusnach-
weis an diesem Tag) und eine hohe Stuhlfrequenz, d.h. >5 Stiihle pro Tag (bei
86%), sowie schleimige, wassrig-zerhackte Stihle (bei 64%). Allerdings unter-
schieden sich die Haufigkeitsangaben fiir diese Parameter bei den infizierten
Kindern nicht signifikant von denen ohne Infektion. Bei diesen lagen die ent-
sprechenden Haufigkeitsangaben bei 61, 71 bzw. 39%.

18% der infizierten und 4% der nicht infizierten Kinder setzten Stiihle mit auffal-
ligem Geruch ab. Ein blasses Hautkolorit wiesen 79% der infizierten und 57%
der nicht infizierten Kinder auf. Auch diese Unterschiede waren nicht signifikant.
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3. Ergebnisse

30 W Elisa/PCR positiv
86% | m Elisa/PCRH negativ

§1: Stuhimange: viel
52: Stuhlirequenz:
»=5

53: Stuhlbaschalfen-
heil: schleimig,
wassrig, zerhackl

S4: Aultaliger Geruch
S5; Blasses Hautkolo-

Anzahl Patienten (von 28)

mt
st S22 S3 sS4 S5
Symptome
(Patientenmatching nach Gestationsalter)
Abb. 2: Klinische Symptome bei infizierten und nicht infizierten Kindern
Symptome Infizierte Kinder | Nicht infizierte P (< 0,05: signifikant)
(n=28) Kinder (n=28)
,groBe" Stuhimenge 22 (79%) 17 (61%) 0,12
2 5 Stiihle/Tag 24 (86%) 20 (71%) 0,16
Schleimig, Wassrig- g /ey I, L e
zethackiestwhie  18CYO  TTERE e
Stuhl mit auffélligem o 5
Geweh e e
Blasses Hautkolorit 22 (79%) 16 (57%) 0,06
Tab. 1: Klinische Symptome bei infizierten und nicht infizierten Kindern



3. Ergebnisse

Hinsichtlich der Daten fiir Serum-Elektrolyte, Zeichen einer schweren Dehydra-
tation oder des Gewichtsverlaufs unterschieden sich die mit Rotavirus infizierten
Neugeborenen gleichfalls nicht von denen ohne Infektion.

Wurden nur die Symptome der mittels des ELISA als infiziert erkannten Patien-
ten mit den Symptomen der nicht infizierten verglichen, fand man bei ersteren
signifikant haufiger schleimig, wassrig-zerhackte Stiihle (p<0,003) und ein blas-
ses Hautkolorit (p<0,003).

Der Anteil Muttermilch-erndhrter Kinder unter den 28 infizierten Neugeborenen
war mit 36% niedriger als der unter den nicht infizierten Kindern (68%, p<0,02).

3.3 Klinische Symptome bei Friih- vs. Relfgeborenen

Ein Vergleich der infizierten Friihgeborenen mit den infizierten reifen Neugebo-
renen ergab folgende Unterschiede im klinischen Erscheinungsbild:
Wassrig-zerhackte Stiihile waren haufiger bei Reifgeborenen zu beobachten
(40% vs. 30%), wahrend blutige Stiihle (4%) und Erbrechen (13%) nur bei
Frihgeborenen gefunden wurde. Auch diese Unterschiede waren jedoch nicht
statistisch signifikant. Im Studienzeitraum entwickelte ein Frihgeborenes eine
NEC, an deren Diagnosetag Rotavirus im Stuhl des Patienten nachgewiesen
werden konnte.

3.4 Beginn/Nachweis und Dauer der Virusausscheidung

Bei einem Kind wurde bereits am zweiten Lebenstag Rotavirus im Stuhl nach-
gewiesen. Bei finf Kindern konnte in Stuhlproben, die am dritten und vierten
Lebenstag gesammelt worden waren, eine Rotavirusinfektion nachgewiesen
werden.
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3. Ergebnisse

Bei drei Kindern wurde Rotavirus (mittels Enzymimmunoassay) im Mekonium
nachgewiesen, wobei ein Neugeborenes dieses erst am sechsten Tag abge-
setzt hatte.

Bei 9 der 28 infizierten Patienten konnte Rotavirus nach bekannt gewordener
Infektion erneut nachgewiesen werden, bei 5 Kindern sogar iber einen Zeit-
raum von 1-5 Wochen. Ein Frihgeborenes der 27. Schwangerschaftswoche,
das einen Monat lang Rotavirus ausschied, zeigte nach einem Intervall von 5
Wochen ohne Virusnachweis erneut eine Ausscheidung der Viren im Stuhl. 8
der 9 Patienten, die Rotaviren Uber einen langeren Zeitraum ausschieden, wa-
ren Friihgeborene. Hinsichtlich ihrer Symptome unterschieden sich die 9 Kinder
nicht von den Patienten, bei denen nur eine einmalige Virusauscheidung nach-
gewiesen wurde.

3.5 Vergleich ELISA-Antigen-Test mit RT-PCR

In 42 Stuhlproben von 28 Neugeborenen wurde mit mindestens einem der bei-
den eingesetzten Testverfahren Rotavirus nachgewiesen. 25 dieser Proben
waren im ELISA-Antigen-Test positiv (59,5%), 21 (50%) in der RT-PCR; d.h.
nur 4 von 42 Proben (9,5%) zeigten in beiden Nachweisverfahren ein positives
Testergebnis.

Die Ergebnisse der beiden Testverfahren sind in den Abbildungen 3 und 4 dar-
gestellt. Auf der Intensiv-Behandlungsstation (Neo3) waren 35 der 54
Neugeborenen sowohl im Antigen-Test als auch in der RT- PCR negativ, 3 wa-
ren in beiden Nachweisverfahren positiv, 5 nur in der RT- PCR und 11 nur im
Antigen-Test. Auf der Intensiv-Uberwachungsstation (Neo2) waren 60 von 69
Neugeborenen in beiden Testverfahren negativ, 4 waren nur in der RT- PCR
und 5 nur im Antigen-Test positiv.
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3. Ergebnisse

Neo3 Neo2

<

6% 7%

65%

87%

9%

6%

20%

H Elisa negativ, PCR negativ
Elisa negativ, PCR positiv

[ Elisa positiv, PCR positiv

® Elisa positiv, PCR negativ

Abb. 3 und Abb. 4: Ergebnisse der Testverfahren auf der Intensivbehandiungs-
station (Neo3) und der Intensiviberwachungsstation (Neo2)

Einen Uberblick zu den jeweiligen Testergebnissen der einzelnen Proben, mit
Angabe der Optischen Dichte (OD) der ELISA-Ergebnisse sowie getrennter
Auflistung der PCR-Ergebnisse (bezlglich der verwendeten Primer) gibt Tabelle
2. Es falit auf, dass - abgesehen von den 4 Proben, die in beiden Verfahren po-
sitiv getestet wurden und den 7 Proben, bei denen kein Material fir die
Durchflihrung einer RT-PCR zur Verfligung stand - alle Proben mit hoher OD im
Antigen-Test ein negatives Testergebnis in der RT-PCR zeigten. Alle Proben
mit niedriger OD wurden in der RT-PCR positiv getestet.
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3. Ergebnisse

|5 13.01.2003  20.01.2008 negativ 0001 positiv.
| 2b 02102002  20.01.2003 positv 0287 negativ
(6 14.01.2003  20.01.2003 negativ 0014 positiv.
2c_ 02102002  27.01.2003 negativ________-0.001 positiv
| 721012003 _ 22.01.2003 posity . 0234 keinMalerial

1-28 Patienten B Primer Beg9/End9

a,b,cd unterschiedliche Proben / Patient c Primer Con2/Con3m
oD optische Dichte

Geb.datum Entnahme ELISA OD/ELISA RT-PCR,B RT-PCR,C
(116122002  02.01.2003 positv 0633 negativ. __ _ negativ
(28 02.10.2002  01.01.2003 positiv out negativ____ __ negativ
3 06112002 _ 01.01.2003 negativ 0,002 positiv.__________negativ
(4. f 31.12.2002  02.01.2003 negativ 0 positiv ___ negativ

negatv
negativ.____
positv__

_negativ

kein Material__

(8 02012003 _ 03.022003 negativ 0 positiv.____negativ
(9a 23122002  04.02.2003 negativ - 0,002 positiv.___ positiv._____
(10 24.01.2003  04.02.2003 negativ_ - 0,001 _positiv.___ positiv._
9b 23122002  15.02.2003 negativ - 0,001 positiv_______ negativ.
| 11a_ 21.10.2002  18.02.2003 positv 0,205 kein Material _ kein Material _
(11b_ 21.10.2002  20.02.2003 negativ 0,007 positiv.__________ negativ_
(12 14022003  03.03.2003 negativ ______-0002 negativ positiv
(2d 02.10.2002 __ 03.03.2003 negativ 0,029 negativ.________ positiv_

( 18a 22.02.2003  03.03.2003 positiv 0317 negativ.________ negativ_
14a  20.01.2003  03.03.2003 positiv 0466 negativ ______ negativ
15 26.02.2003  04.03.2003 positiv 0174 negativ _______negativ_
| 13b  22.02.2002  04.03.2003 positv 0655 negativ. ___ negativ
14b  20.01.2003  09.03.2003 positiv._ 0818 negativ _______ negativ
16 ! 04.03.2003  07.03.2003 positiv.__ 0,731 __kein Material __kein Material _
17 11.03.2003  14.03.2003 positv. . 0,188 _kein Material __kein Material _
| 18a__10.02.2003  17.03.2003 negatv 0004 positiv __ negativ

19a  04.03.2003  17.03.2003 positv 0489 negativ. __ negativ.
| 19b  04.03.2003  18.03.2003 negatv 0 positiv._ positiv.___
| 20a__ 03.03.2003  18.03.2003 positiv 0,205 negativ _ negativ
| 20b  03.03.2003  31.03.2003 positv_ . 0478 positiv positiv________
|21 .28.03.2003  01.04.2003 positv | 0,34 negativ _ negativ
(22 11.02.2003  01.04.2003 positv . 0,629 negativ._____ negativ
23 25.03.2003  12.04.2003 positv 0,568 positiv___ positiv.___
| 18b  10.02.2003  14.04.2003 positv 0,186 positiv.___ positiv___
| 18c___10.02.2003 ~ 22.04.2003 negativ._____ -0,001 positiv positiv.__
24 11.01.2003  14.04.2003 positv. 0,569 _kein Material ___kein Material _
| 20c _ 03.03.2003  15.04.2003 positiv___ 0.658 positiv___ positiv
120d  03.03.2003 = 19.04.2003 negativ 0,037 positiv________ negativ
|25 22.04.2003  25.04.2003 positiv._ | 0,34 negativ._____ negativ
| 26 20.04.2003  28.04.2003 negativ - 0,002 positiv._______negativ
27a  25.04.2003  29.04.2003 positv 0,828 kein Material _ kein Material _
| 27b  25.04.2003  02.05.2003 positiv._ 0,531 _kein Material __ kein Material _
28 02.05.2003  05.05.2003 positiv 0.7 negativ negativ
Tab. 2: Primardaten
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4. Diskussion
4.1 Nachweisverfahren fiir Rotaviren: ELISA und RT-PCR

Auffalligstes Ergebnis der hier vorgelegten Untersuchung ist die geringe Uber-
einstimmung zwischen den mittels ELISA-Antigen-Test und den mit der RT-
PCR gewonnenen Ergebnissen. Wie ist dies zu erklaren?

Zur Detektion von Rotaviren wurde in der Vergangenheit zunachst die Elektro-
nenmikroskopie (EM) eingesetzt. Aufgrund des charakteristischen
morphologischen Erscheinungsbildes der Viren bietet diese den Vorteil einer
hohen Spezifitit. Sie galt deshalb lange als Goldstandard in der Diagnose von
Rotavirusinfektionen (Kapikian 1990). Allerdings sind vergleichsweise groBe
Virusmengen erforderlich (Detektionsgrenze: 10° bis 107 Viruspartikel), um mit-
tels dieser Methode einen Virusnachweis fiihren zu kénnen (Steinhoff 1980). Da
aber andererseits schon 10 Viruspartikel als Infektionsdosis geniigen (Ward
1986) und asymptomatische wie milde Infektionen bei Neugeborenen mit einer
geringen Virusausscheidung korrelieren (im Gegensatz zu ernsten Durchfaller-
krankungen bei alteren Kindern, die Rotaviren dann in héheren Konzentrationen
ausscheiden; Bryden 1982), erscheint diese Methode zumindest fir Screening-
Untersuchungen bei Neugeborenen nicht geeignet.

Als Methode der Wahi zum Nachweis einer Infektion bzw. zum Ausschluss ei-
ner Infektiositat gilt derzeit ein Enzymimmunoassay, das auf monoklonalen
Antikorpern basiert (Hoshino1994). Herrmann et al. (1985), die Stuhlproben von
Neugeborenen, Sauglingen und Erwachsenen testeten und die Ergebnisse des
ELISA mit denen der Elektronenmikroskopie als Goldstandard verglichen, fan-
den eine Sensitivitat von 100% und eine Spezifitdt von 97% fir den ELISA-
Antigen-Test. Auch Brandt et al. (1981) und Dennehy et al. (1990) beurteilten
den ELISA gegeniiber der EM als deutlich sensitiver und damit fir Screening-
Untersuchungen als ideal geeignet. Fiir den von uns in dieser Studie verwen-
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deten ELISA der Firma R-Biopharm dokumentierten Eing et al. (2001) eine
Sensitivitdt von 100% und eine Spezifitat von 99,7%.

Mit der Einflhrung der RT-PCR zeigte sich jedoch, dass die Sensitivitat des
ELISA mdglicherweise nicht so hoch ist, wie dies im Vergleich zur Elektronen-
mikroskopie zunachst schien. Nach miindlicher Auskunft des nationalen
Referenzlabors fir Rotavirus in Frankfurt (PD Dr. Stirmer, November 2002)
liegt die untere Nachweisgrenze des EIA bei 100.000 Viruspartikeln pro Gramm
Stuhl und ist damit nur eine Zehner-Potenz niedriger als die der Elektronenmik-
roskopie. Zudem wurden flir den ELISA-Test auch wiederholt falsch positive
Ergebnisse beschrieben (Frihwirth 2000, Linhares 2002). Brandt et al. (1981)
fanden in ihrer Untersuchung sogar 73% falsch positive ELISA-Ergebnisse, v.a.
in Proben von Patienten einer neonatologischen Intensivstation. Sie vermuteten
ein unspezifisches Binden der Rotavirus-Antikérper an Bakterien oder Bakteri-
en-Produkte (Protein A von Staphylococcus aureus).

Die RT-PCR ist, verglichen mit Enzymimmunoassays, einigen Arbeiten zufolge
eine sehr sensitive Nachweismethode (Masendycz 1997, Coulson 1999, Gun-
son 2003). In Verdiinnungsreihen lasst sich mittels RT-PCR Rotavirus bereits in
um 2 und 3 Zehnerpotenzen niedrigeren Konzentrationen nachweisen als mit
dem ELISA-Antigen-Test oder der Elekironenmikroskopie (Wilde 1991, Buesa
1996). Doch wird in der Praxis haufig keine wesentlich hfhere Sensitivitat fir
die RT-PCR im Vergleich zum EIA beschrieben (Gouvea 1990, Ushijima 1992,
Buesa 1996). Manche Autoren empfehlen daher die Durchfihrung einer nested
oder semi-nested PCR zur Verbesserung der Sensitivitit des Rotavirusnach-
weises (Gouvea 1990, Gentsch 1992).

Bishop et al. (1996) schlagen den Nachweis von IgA Anti-Rotavirus-Antikérpern
im Stuhl als ein sensitives Verfahren zum Infektionsnachweis vor.

Ein groBer Vorteil der PCR ist in jedem Fall der mégliche Nachweis von Rota-
RNA in Blut, Rachenabstrichen und Liquor. Somit besteht die Moglichkeit, wei-
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tere Mechanismen zur Transmission dieser Viren und ihrer Pathogenese zu
erforschen.

Die vorliegende Studie ging von einer hohen Sensitivitdt der RT-PCR aus und
wollte diese Methode als Goldstandard einfiihren und mit dem ELISA verglei-
chen. Die Ergebnisse waren Oberraschend. Nur 9,5% der Proben waren in
beiden Nachweisverfahren positiv. Allerdings war von 7 Proben, die im ELISA
einen positiven Befund gezeigt hatten, kein Material mehr zur Durchfiihrung
einer RT-PCR vorhanden. Méglicherweise sind die Ergebnisse beziiglich der
Ubereinstimmung der beiden Testverfahren insofern falsch schlecht. Die stets
mitgeflhrten Positiv- und Negativkontrollen zeigten jeweils durchgehend ad-
aquate Ergebnisse, so dass methodische Probleme im Zusammenhang mit der
Testdurchfiihrung ausgeschlossen werden kénnen.

Fir falsch negative RT-PCR- Ergebnisse kommen verschieden Ursachen in
Frage. Zum einen ist RNA weniger stabil als DNA. Zum anderen gibt es viele
Faktoren, die Nukleinsduren abbauen oder enzymatische Reaktionen, die in
Amplifikationsverfahren genutzt werden, hemmen. Z.B. kénnen Reverse
Transcriptase(RT)-Enzyme, die RNA vor der DNA-Amplifikation in DNA ,um-
schreiben“ mussen, durch interferierende Substanzen gehemmt werden. Auch
kann die doppelstrangige Struktur der Rotavirus-RNA zur Reduktion der Effi-
zienz der RT-Reaktion beitragen (Wilde 1990). SchlieBlich wurden wiederholt
durch zersetzende Agentien im Stuhl verursachte hemmende Prozesse be-
schrieben (Wilde 1990, Buesa 1996).

Des Weiteren konnten falsch negative RT-PCR- Ergebnisse Folge eines Einfrie-
rens der Proben oder eines zu langen Lagerns bei Raumtemperatur sein. Wie
lange die Proben nach Abnahme bis zu Testbeginn bei Raumtemperatur lager-
ten, lieB sich aus logistischen Grinden in dieser Erhebung nicht exakt festlegen
bzw. im Nachhinein feststellen. Weiterhin war aufgrund der sich durch die kli-
nische Situation sehr kurzfristig ergebenen Notwendigkeit einer Etablierung der
RT-PCR ein voriibergehendes Einfrieren von Proben unvermeidbar.
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Studien zu einem mdéglichen Effekt des Einfrierens auf die Rotavirus-RNA-
Isolierung aus Stuhlproben liegen nicht vor. Sebire et al. (1998) untersuchten
die Stabilitdit von Human Immunodeficiency Virus (HIV)-RNA in Blutproben und
fanden eine statistisch signifikant geringere Anzahl an RNA-Kopien nach einem
Einfrieren der Proben bei -70°C (ber 5 Monate. Die Anzahl an HIV-RNA-Kopien
bei Lagerung der Proben bei Raumtemperatur sowie bei 4°C bis zu 72 Stunden
nach Probenabnahme blieb unverandert. Die Autoren untersuchten jedoch Blut
bzw. Blutplasma, so dass ein Vergleich zur vorliegenden Untersuchung nur be-
dingt méglich ist.

Es wére zu untersuchen, welche Auswirkungen auf den Nachweis von Rotavi-
rus-RNA das Lagern von Stuhlproben bei Raumtemperatur bzw. das Einfrieren
bei —80°C hat.

Bei unseren Ergebnissen ist auffallig, dass (1) Proben mit hoher Optischer
Dichte (d.h. ,stark positiv‘) im ELISA negativ in der RT-PCR getestet wurden
und (2) Proben mit niedriger OD ein positives RT-PCR-Ergebnis zeigten. Geht
man davon aus, dass die Optische Dichte mit der Menge an Virus korreliert
(d.h. eine hohe OD entspricht einer groBen Virusmenge), kbnnte man im 2. Fall
der RT-PCR eine hohe Sensitivitdt zuschreiben. Eine geringe Spezifitat des
ELISA kénnte den 1. Fall erklaren: Der Antigen-Test erkennt mdglicherweise
nicht nur Rotavirus-Antigen, sondern auch andere Proteine.

Daraus folgt jedoch nicht zwingend, dass die Ergebnisse des Antigen-Tests
oder der RT-PCR als falsch positiv/falsch negativ ausgelegt werden kénnen.

Auch wenn die genaue Ursache der hier erhobenen diskrepanten Ergebnisse
fir RT-PCR und ELISA unklar bieibt, kann aufgrund dieser Daten und des vor-
stehenden skizzierten Wissensstandes die RT-PCR derzeit nicht als
Goldstandard angesehen werden.

Deshalb werden in der weiteren Diskussion die mittels beider Testverfahren
erhaltenen Daten mit jenen verglichen, die allein durch den bislang als Routi-
nemethode geltenden ELISA erzielt wurden.
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4.2 Pravalenz

Die Pravalenz von Rotavirusinfektionen (22,8%) auf den beiden untersuchten
Neonatalstationen des Universitétsklinikums Tibingen bewegt sich im Rahmen
anderer auf Neugeborenenintensivbehandlungs- und -Gberwachungsstationen
nachgewiesener Pravalenzen (Rocchi 1981, Rodriguez 1982, Sharma 2002).
Es wurden sowohl niedrigere (Van Renterghem 1980, Santosham 1982, Trudd
1984) als auch héhere (Cameron 1978, Harris 1983, Dearlove 1983, Rotbart
1988) Infektionsraten beschrieben. Bei der Interpretation dieser Daten missen
immer die Studienbedingungen wie Lange des Untersuchungszeitraums, Inter-
vall der Probenabnahme, Einschluss asymptomatischer Patienten und die zum
Virusnachweis eingesetzte Methode beriicksichtigt werden.

EM:  Elektronenmikroskopie NICU: Neonatal Intensive Care Unit
IEM:  Immun-Elektronenmikroskopie SPN: Special-care Nursery
ELISA: Enzym-linked immuno sorbent assay

* bei symptomatischen Patienten k-A.: keine Angabe

Studie Zeitraum | Methode | Setting | Intervall | Patienten | Pravalenz

Rocchi Jan-Mai EM SPN 1-2/Woche 77 23,4%

‘Rodriguez  NovMai  ELISA EM SPN  2uWoche 102 229
‘Sharma  Nov  EM NICU  1xWoche 65 - 184%
o, Jors_ BhKuw SN g 199 eew
Santosham  Aug-Juli ELISA SPN 1x/Woche 1025 1,3%

s AT e s e o e
cameon e M SN am PO W
Harris 2Wochen  ELISA SPN k.A k.A 38-60%

Deariove  JanDez  ELISA  SPN  ixWoche 196 88%
‘Rotbat  18Wochen ELISA  NICU  ixWoche 162 - 73%

Tabelle 3: Studiendaten
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Aufgrund der Diskrepanz zwischen ELISA- und RT-PCR- Ergebnissen in unse-
rer Studie und der fehlenden Mdglichkeit, diese Nachweisverfahren mit einer
Referenzmethode zu vergleichen, kdnnen die in dieser Studie erhobenen Daten
beziiglich der Pravalenz nur mit groBer Zuriickhaltung interpretiert werden.

Bislang galt der ELISA-Antigen-Test als Routineverfahren fiir den Nachweis
einer Rotavirusinfektion. Betrachtet man nur die mittels dieses Tests erhaltenen
Ergebnisse, ergibt sich eine Pravalenz von 15,4%. Diese Zahl stellt den Mini-
malwert fur die in dieser Untersuchung beobachtete Pravalenz dar.

Da die Ergebnisse des sofort nach Probeneingang durchgefiihrten ELISA- Anti-
gen-Tests dem behandelnden Personal mitgeteilt und bei positivem Befund
entsprechende HygienemaBnahmen eingeleitet wurden, konnte eine weitere
Ausbreitung des Virus in einigen Fallen vermutlich verhindert werden. Anderer-
seits konnte sich das Virus mdglicherweise Uber die Patienten ausbreiten, die
erst im Nachhinein in der RT-PCR als infiziert erkannt wurden, innerhalb des
Studienzeitraums also nicht als infektids galten. Des Weiteren wurden im Rah-
men dieser Studie keine Proben von entlassenen Kindern untersucht.
Moglicherweise sind hier weitere nosokomiale Infektionen nicht erkannt worden.
Gianino et al., die in einer Studie auch Proben von Kindern 72 Stunden nach
deren Entlassung untersuchten, fanden dabei eine Inzidenz von 15,9 %. Auch
durch das Screening-Intervall von zwei Wochen kdnnen kurze Episoden einer
Virusausscheidung in unserer Studie nicht erkannt worden sein.

Zur Haufigkeit nosokomialer Rotavirusinfektionen im Jahresmittel kdnnen in
dieser Studie keine Angaben gemacht werden, da sie auf die Monate Januar
bis April beschrankt war. In der Literatur ist ein haufigeres Auftreten von Rotavi-
rusinfektionen in den Wintermonaten beschrieben, was zu der von uns
beobachteten, vergleichsweise hohen Pravalenz passen wirde.
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Es wurden unterschiedliche Pravalenzen von Rotavirusinfektionen auf der In-
tensivbehandliungsstation (35%) im Vergleich zur Intensiviiberwachungsstation
(13%) gefunden. Geht man nur von den Ergebnissen des Antigen-Tests oder
der RT-PCR aus, ist dieselbe Tendenz abzusehen: Die Pravalenz auf der In-
tensivbehandlungsstation (26% bzw. 15%) war wesentlich hdher als auf der
Intensiviiberwachungsstation (7% bzw. 6%), d.h. unabhdngig von der Nach-
weismethode war die Infektionsrate auf der Intensivbehandiungsstation hdher
als auf der Intensiviiberwachungsstation. Da auf beiden Stationen die gleichen
HygienemaBnahmen bei positivem Infektionsbefund ergriffen werden, kommen
folgende Erklarungen fiir diese Beobachtung in Frage:

- eine héhere Empfindlichkeit der unreiferen bzw. krankeren Frih- und Neu-
geborenen gegeniiber dem Virus

- eine langere Persistenz des Virus im Darm unreifer bzw. kranker Patienten -
mit der Folge einer erhdhten Nachweiswahrscheinlichkeit im Rahmen der
zweiwdchentlichen Untersuchungen.

Um zu klaren, welche dieser beiden Hypothesen zutrifft, bedarf es weiterer Un-

tersuchungen.

4.3 Klinische Symptome

Die im Rahmen dieser Erhebung am haufigsten beobachteten Symptome bei
Rotavirus-positiven Kindern waren eine hohe Stuhifrequenz, die bei 86% der
infizierten Neugeborenen dokumentiert wurde, sowie eine groBe Stuhimenge
(79%) und schleimige, wassrig-zerhackte Stiihle bei 64%. Diese Symptome
traten jedoch nicht haufiger als in der Gruppe der Rotavirus-negativen Kinder
auf. Insofern kénnen sie nicht als Hinweis auf eine Infektion betrachtet werden.
Obwohl relativ haufig schieimige, wassrig-zerhackte Stihle bei den Neugebore-
nen beobachtet wurden, entwickelte keines der Kinder eine Dehydratation.
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Betrachtet man nur die Ergebnisse des Antigen-Tests, der bisher als Routine-
verfahren in der Rotavirusdiagnostik gilt, und vergleicht hier die Symptome der
Rotavirus-infizierten Gruppe mit denen der nicht-infizierten, zeigt erstere signifi-
kant haufiger schleimige, wassrig-zerhackte Stihle (p=0,003) und weist ein
blasses Hautkolorit auf (p=0,003). Ob ein Neugeborenes blass aussieht, ist
letztlich eine subjektive Einschatzung. AuBerdem ist dieses Symptom nicht
spezifisch fir eine Infektion. Desgleichen kann zerhackter Stuhl z.B. auf einge-
nommene Medikamente zurlickgefiihrt werden. Interessant ist, dass bei den
wenigen Frihgeborenen, bei denen aufgrund von Symptomen wie wassrig-
zerhacktem, makroskopisch blutigem Stuhl und Erbrechen der klinische Ver-
dacht einer Rotavirusinfektion bestand (n=4), weder durch den Antigen-Test
noch durch die RT-PCR Rotavirus im Stuhl nachgewiesen werden konnte.
Diese Symptome sind also sicher nicht spezifisch fur eine Infektion mit Rotavi-
ren. Doch genauso wenig wie nicht-wassrige Stiihle bei Neugeborenen eine
Rotavirusinfektion ausschlieBen kdnnen, sind oben genannte Symptome, die
von uns haufig auch bei nicht infizierten Kindern gefundenen wurden, charakte-
ristisch flr eing Infektion mit Rotaviren in dieser Altersgruppe.

GroBe Aufmerksamkeit wurde der Tatsache geschenkt, dass viele mit Rotaviren
infizierte Neugeborene asymptomatisch sind bzw. nur geringe Symptome zei-
gen, obwohl sie sehr anfillig fiir diese Infektionen sind (Bryden 1982, Cameron
1978, Chrystie 1978, Rodriguez 1982, Totterdell 1976). In der Literatur finden
sich bisher nur Vermutungen hinsichtlich der Ursache fiir die vergleichsweise
geringen Symptome dieser Infektionen bei Neugeborenen.

Diskutiert werden vor allem muitterliche Antikdrper, transplazentar oder uUber
Kolostrum und Muttermilch erworben, die méglicherweise einen Schutz fiir das

Neugeborene bieten (Kapikian 1976).
Ein weiterer Gesichtspunkt, der im Zusammenhang mit dem Vorkommen von

asymptomatischen Infektionen bei Neugeborenen diskutiert wird, ist die eventu-
ell geringere Virulenz der Rotavirus-Stimme bei Neugeborenen (Thouless
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1977, Chrystie 1978, Bryden 1982, Perez-Schael 1984, Flores 1986). Allerdings
wurden kirzlich auf Neugeborenenstationen weltweit Epidemien mit dem Rota-
virus-Stamm P(6)G9 beschrieben, der schwere Symptome bei den meisten
infizierten Neugeborenen hervorruft (Widdowson 2000, Cubitt 2000), firr die auf-
grund der Beobachtung, dass altere Kinder nicht in dem MaB infiziert wurden,
ein héheres Risiko fiir eine Infektion mit P(6)G9 vermutet wird. Da die meisten
Mitter diesem neuen Virustyp noch nicht ausgesetzt waren, kénnte ein fehlen-
der Schutz durch protektive Antikdrper die hohe Infektionsrate und die Schwere
der Symptome bei den Neugeborenen erklaren.

Da eine physiologische Unreife des Darms von Neugeborenen bekannt ist und
gezeigt wurde, dass proteolytische Enzyme die Replikation von Rotaviren erhd-
hen (in vitro), wurde ferner spekuliert, dass die geringere Konzentration von
proteolytischen Enzymen gekoppelt mit unspezifischen antiviralen Faktoren wie
Trypsin-Inhibitoren in Kolostrum und Muttermilch als natirlicher Abwehrmecha-
nismus gegen Rotavirus- Erkrankungen dient. Andererseits kénnte dies zu einer
Selektion avirulenter Rotaviren fiihren, die im Darm von Neugeborenen (berle-
ben. Das wirde sowohl Epidemien und ein Persistieren von
Rotavirusinfektionen auf Neugeborenenstationen erklaren als auch die Tatsa-
che, dass wechselnde Rotavirus-Populationen aus der Umgebung haufig nicht
auf Neugeborenenstationen gefunden werden (Flewett 1983, Perez-Schael
1984, Hoshino 1985).

Riedel et al. (1996) beschreiben eine signifikant hdhere Inzidenz von Bradykar-

die-Apnoe-Episoden bei Neugeborenen mit einer Rotavirusinfektion. In der hier
vorliegenden Studie wurde dies nicht beobachtet.
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4.4 Rotavirusinfektionen bei Friihgeborenen

Friihgeborenen und Neugeborenen mit niedrigem Geburtsgewicht sowie sol-
chen, die lange Zeit in der Klinik liegen, wird ein groBeres Risiko, an einer
Rotavirusinfektion zu erkranken, zugeschrieben (Van Renterghem 1980, Dear-
love 1983, Dennehy 1985). Auch in der vorliegenden Studie ist die
Infektionsrate pro 100 Behandlungstage bei Frilhgeborenen hoher als bei reifen
Neugeborenen (1,04 vs. 0,6).

Wir fanden keine signifikanten Unterschiede beziiglich des klinischen Erschei-
nungsbildes bei Frih- und Reifgeborenen. Das kdnnte mit einer zu geringen
Fallzahl zusammenhangen.

4.5 Nekrotisierende Enterokolitis

Es wird angenommen, dass Infektionen das Entstehen einer NEC verursachen
kdnnen oder zumindest dazu beitragen; ein Clustern von NEC-Fallen sowie ei-
ne Senkung der Inzidenz durch HygienemaBnahmen wurde beschrieben (Book
1977), ebenso ein mdglicherweise schiitzender Effekt durch das Fiittern von
Muttermilch.

Im Zeitraum unserer Studie erkrankte ein Frilhgeborenes an NEC, am Diagno-
setag wurden Rotaviren im Stuhl nachgewiesen. Einen &hnlichen Fall
beschreiben Hallstrom et al. (2001). Bislang ist es nicht méglich, ein einziges
infektidses Agens oder einen anderen Risikofaktor fir das Entstehen einer NEC
verantwortlich zu machen. Da aber ein enger Zusammenhang mit Rotaviren
vermutet wird (Mogilner 1983, Boccia 2001, Rotbart 1983), sollten alle Patien-
ten mit einer NEC auf eine mdgliche Infektion mit diesem Virus hin untersucht
werden. Obwohl Rotavirusinfektionen bei Neugeborenen meist asymptomatisch
verlaufen, sollte ein positiver Infektionsnachweis bei Patienten mit NEC zur Ein-
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leitung von HygienemaBnahmen und zum Screening anderer Patienten auf der
Station fihren.

4.6 Beginn/Nachweis und Dauer der Virusausscheidung

Eine Ausscheidung von Rotaviren bei Neugeborenen in den ersten Lebensta-
gen wurde wiederholt dokumentiert (Murphy 1977, Chrystie 1978, Crewe 1980,
Santosham 1982, Perez-Schael 1984, Grillner 1985, Kilgore 1996). Auch in un-
serer Studie wurde in einer von 13 wahrend der ersten 2 Lebenstage und in 5
von 13 am 3. und 4. Lebenstag gewonnenen Stuhiproben, dabei auch in Meko-
nium, Rotavirus nachgewiesen. Dieser Nachweis einer Virusinfektion wahrend
der ersten Lebenstage ware mit einer vertikalen Transmission des Virus zu er-
klaren (Zhong 1997).

Bei 5 Friihgeborenen konnte eine Virusausscheidung lber einen Zeitraum von
1-5 Wochen nachgewiesen werden. Dazwischen fanden sich jedoch auch ne-
gativ getestete Proben. Ob in diesen Proben eine zu geringe Virusmenge
vorhanden war und Rotavirus somit nicht nachgewiesen werden konnte, oder
ob es sich um Reinfektionen handelt, lasst sich nicht klaren. Letzteres kdnnte
man v.a. bei dem Patient, der Rotaviren nach einem ,negativen” Intervall von 5
Wochen erneut im Stuhl ausschied, vermuten. Eiden et al. (1988) untersuchten
in einer prospektiven Studie 16 Patienten, von denen 9 nach asymptomatischen
und 7 nach symptomatischen Rotavirusinfektionen eine oder mehrere Episoden
einer Rotavirusausscheidung ohne gastrointestinale Symptome zeigten, die
sich mit Episoden, in denen kein Virus nachgewiesen werden konnte, abwech-
selten. Durch Vergleich der Elektropherotypen vermuteten sie Reinfektionen mit
anderen, dhnlichen oder denselben Rotavirus-Stdmmen, betonen aber auch die
Moglichkeit einer Virusausscheidung unter der Nachweisgrenze: Gerade a-
symptomatische Ausscheidungen von Rotaviren kdnnen nur kurz oder
intermittierend erkannt werden. Im Rahmen unserer Studie kénnen wir keine
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Aussage beziiglich moglicherweise verschiedener Rotavirus-Stdmme machen,
aber die Tatsache, dass die langeren Virusausscheidungen, ob sie nun durch
wirklich virusfreie Intervalle unterbrochen waren oder nicht, nur bei Friihgebore-
nen beobachtet wurden, spricht flir eine langere Persistenz des Virus bei
unreiferen Neugeborenen sowie fiir deren erhdhte Empfindlichkeit gegeniber
dem Virus.

4.7 Schutz durch Muttermilch?

Es ist nicht vollstandig geklart, welche Effekte das Fittern von Muttermilch auf
die Entwickiung des kindlichen Immunsystems hat bzw. wie Muttermilch schitzt
(Totterdell 1980, Anonymus 1981). Die milchabsondernde weibliche Brustdriise
ist Teil des mukosalen Immunsystems mit einer lokalen Produktion von Antikor-
pern, v.a. sekretorischem IgA. Diese Antikdrper sind gegen infektidse Agentien
in der mtterlichen Umgebung gerichtet, mit denen sich das kindliche Immun-
system nach der Geburt auseinandersetzen muss. Das Fittern von Muttermilch
stellt also eine wirksame immunologische Integration von Mutter und Kind dar
(Brandtzaeg 2003). IgA schutzt vor allem vor gastrointestinalen Infektionen, in-
dem diese Antikdrper die Schleimhautoberflaichen .lberziehen*. Im Stuhl
muttermilch-erndhrter Neugeborener konnte im Gegensatz zu nicht-
muttermilch-erndhrten Anti-Rotavirus-IgA gefunden werden (Van de Perre
2003).

AuBerdem wurden sowohl in Kolostrum als auch in Muttermilch Anti-Rotavirus-
Antikérper und nicht spezifische antivirale Faktoren wie z.B. Lactadherin, das
die Replikation des Virus verhindern soll, oder Trypsin-Inhibitoren nachgewie-
sen (Thouless 1977, Simhon 1978, Yolken 1978, Cukor1979, McLean 1980,
Pickering 1993, Newburg 1998). Es gibt aber keine Ubereinstimmung dariber,
ob der vermutete Schutz vor (Rotavirus)Gastroenteritiden wirklich existiert.
Gurwith et al. (1981), die Neugeborene in einer Studie Ober 16 Monate beo-
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bachteten, fanden bei Muttermilch-erndhrten die gleichen Infektionsraten wie
bei nicht mit Muttermilch ernahrten Sauglingen; auch Cushing und Anderson
(1982) fanden hier keine Unterschiede. Andere Studien beschreiben sehr wohl
einen Schutz gegeniber gastrointestinalen Infektionen (Larsen 1978, Cunning-
ham 1979, Hanson 1985, Howie 1990), speziell eine signifikant niedrigere
Inzidenz von Rotavirusinfektionen bei muttermilch-ernahrten Kindern (Totterdell
1980) bzw. weniger schwere oder gar keine Symptome bei einer infektion mit
Rotaviren (Weinberg 1984, Duffy 1986, Cunningham 1991, Gianino 2002).

In diesem Kontext ist interessant, dass sich in der vorliegenden Studie ein gro-
Berer Anteil von Muttermilch-erndhrten Neugeborenen in der nicht mit Rotaviren
infizierten Gruppe fand. Dies bestatigt die protektive Rolle einer Erndhrung mit
Muttermilch gegenuber Infektionen des Gastro-Intestinaltrakis.

4.8 Immunitat/Resistenz

Der wichtigen Frage, ob (asymptomatische) Rotavirusinfektionen in der Neona-
talperiode vor Reinfektionen schitzen, gingen Bishop et al. (1983) in einer
prospektiven Longitudinalstudie nach, in der sie rotavirusinfizierte Neugeborene
dber die ersten drei Lebensjahre auf nochmalige infektionen mit Rotaviren hin
untersuchten. Sie kamen zu dem Ergebnis, dass neonatale Rotavirusinfektio-
nen zwar keine Immunitat gegenuber Reinfektionen verleihen, aber vor klinisch
ernsten Symptomen wahrend einer folgenden Infektion schiitzen. Bhan et al.
(1993) kamen in ihrer Studie zu ahnlichen Ergebnissen und betonten dabei,
dass sich ein Schutz vor symptomatischen Reinfektionen vor allem bei Kindern
wahrend des ersten Lebensjahres zeigte. Der fir die Resistenz gegenliber Ro-
tavirusinfektionen und der damit verbundenen Erkrankung verantwortliche
Mechanismus ist bis heute nicht endgiitig geklart. Wichtige Rollen scheinen
Rotavirusantikdrper, aber auch andere Immunmechanismen wie z.B. zytotoxi-
sche T-Lymphozyten zu spielen.
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Sobald Rotaviren auf einer neonatologischen Intensivstation “auftauchen”, kann
es schwierig sein, ein Ausbreiten des Virus zu verhindern. Jeder, der mit den
Neugeborenen in Kontakt kommt (Schwestern, Arzte, sonstiges Krankenhaus-
personal, Familienmitglieder), kann zu einer Verbreitung des Virus beitragen
(Nakata 1996, Gelber 2002). Vor allem scheinen dabei mit Rotaviren kontami-
nierte Hande eine wichtige Rolle zu spielen (Samadi 1983, Pickering 1986,
Pacini 1987). Ansari et al. (1988) zeigen in ihrer Studie, dass Rotaviren auf der
Haut ihre Infektiositat Gber mehrere Stunden behalten und dass Infektionen
Uber lebende wie auch zwischen kinstlichen und lebenden Oberflachen leicht
stattfinden.

Da zudem sowohl asymptomatisches als auch Gber einen langeren Zeitraum
andauerndes Ausscheiden von Rotaviren vorkommt, was die nosokomialen In-
fektionsraten extrem erhéht, ist es sinnvoll, nicht nur ab dem ersten Nachweis
einer Rotavirusinfektion entsprechende HygienemaBnahmen einzuleiten, son-
dern immer auf konsequente H&ndedesinfektion und Desinfektion wvon
Oberflachen und potentiell kontaminierten Gegenstanden (z.B. Stethoskop) zu
achten.

Unsere Arbeit zeigt, dass Rotavirusinfektionen bei Friih- und Neugeborenen
haufig vorkommen. Dabei scheinen unreifere Neugeborene ein hoheres Infekti-
onsrisiko zu haben. Obwohl wir keine charakteristischen Symptome bei den
Rotavirus-infizierten Kindern fanden und die meisten nicht ernsthaft erkrankten,
wird eine Infektion mit Rotaviren als mdglicher (Mit-)Ausldser einer NEC be-
trachtet. Die Frage nach dem optimalen Test zum Infektionsnachweis bleibt
weiterhin offen.
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Im November 2002 wurde im Rahmen von Umgebungsuntersuchungen eines
Rotavirusausbruchs in der Neonatologie des UK Tabingen auch in Stuhlproben
asymptomatischer Friih- und Neugeborener Rotavirus nachgewiesen. Dies
sprach fiir eine héhere Pravalenz von Rotavirusinfektionen auf den Neona-
talstationen als bisher angenommen; diese sollte bestimmt werden. Weiterhin
sollte die Hypothese Oberpriift werden, dass durch die Etablierung einer Rever-
se Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) ein sensitiverer
Nachweis bzw. Ausschluss einer Infektion erreicht werden kann. AuBerdem
interessierte, ob es charakteristische Infektionssymptome bei Friih- und Neuge-
borenen gibt, wie lange Neugeborene das Virus ausscheiden und ob zwischen
Rotavirusinfektionen und der Entstehung einer nekrotisierenden Enterokolitis
(NEC) ein Zusammenhang besteht.

Dazu erfolgte im Rahmen einer prospektiven Erhebung vom 01.01.03 bis zum
30.04.03 die Untersuchung von Stuhlproben aller auf den neonatologischen
Intensivbehandlungs- und Intensiviberwachungsstationen des Universitatskli-
nikums Tibingen aufgenommenen 123 Patienten auf Rotavirus. Bei 28 Kindern
(23%) konnte eine Virusausscheidung im Stuhl mittels Enzym-linked immuno-
sorbent assay (ELISA) und/oder RT-PCR nachgewiesen werden.

6 Kinder schieden das Virus bereits in den ersten Lebenstagen aus; auch in
Mekonium wurde das Virus nachgewiesen. Beide Befunde sprechen fiir die
Mdglichkeit einer perinatalen Transmission dieser Viren.

Die Ubereinstimmung zwischen ELISA und RT-PCR war minimal: in nur 4 von
42 Stuhiproben gelang mit beiden Nachweisverfahren ein Virusnachweis. Cha-
rakteristische Infektionssymptome bei Friih- und Neugeborenen konnten nicht
identifiziert werden. Weder traten eine hohe Stuhlfrequenz noch eine groBle
Stuhimenge, wassrig-zerhackte Stiihle oder Dehydratationen haufiger bei infi-
zierten als bei nicht-infizierten Kindern auf.

45



5. Zusammenfassung

Frihgeborene unterschieden sich nicht signifikant von Reifgeborenen. Aller-
dings schienen unreifere Neugeborene generell eine héhere Anfalligkeit fiir eine
Infektion mit Rotaviren zu haben und das Virus auch Gber einen iangeren Zeit-
raum auszuscheiden. Beides kann die hohen Infektionsraten auf der
neonatologischen Intensivstation erklaren und macht deutlich, wie wichtig die
Beachtung strenger MaBnahmen zur Pravention und Infektionskontrolle ist.

Von den untersuchten Neugeborenen entwickelte ein mit Rotaviren infiziertes
Frihgeborenes eine NEC. Aus diesem Einzelfall kdnnen keine Riickschliisse
gezogen werden, doch an einen méglichen Zusammenhang zwischen einer
Rotavirusinfektion und der Entstehung einer NEC solite gedacht werden.

Das Fiittern von Muttermilch kann mit einem geringeren Infektionsrisiko assozi-
iert werden: Der Anteil der mit Muttermilch erndhrten Neugeborenen in der
nicht-infizierten Kontrollgruppe war signifikant hdher als der unter den infizierten
Neugeborenen.

Die Ursache(n) fiir die geringe Ubereinstimmung zwischen ELISA und RT-PCR
bleibt (bleiben) unklar. Zu diskutieren, aber aufgrund der hier erhobenen Daten
nicht zu beweisen, sind falsch positive Ergebnisse aufgrund von Kreuzreaktio-
nen des ELISA mit bakteriellen Antigenen und/oder Veranderungen viraler RNA
durch das in dieser Studie unvermeidliche Einfrieren und Auftauen der Stuhl-
proben. Aufgrund der Ergebnisse zum Methodenvergleich kann zur Zeit weder
der ELISA-Antigen-Test noch die RT-PCR als optimaler Test fiir den Nachweis
einer Rotavirusinfektion bzw. fir den Ausschluss einer Infektiositat bei Neuge-
borenen betrachtet werden.
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5. Zusammenfassung

Rotavirusinfektionen treten bei Neugeborenen haufig auf, und trotz der diskre-
ten Symptomatik kann ein Zusammenhang mit anderen schwerwiegenderen
Erkrankungen nicht ausgeschlossen werden. Letzteres wie auch die hohe Kon-
tagiositdt sprechen fur ein Screening bei Neugeborenen auf
Rotavirusinfektionen. Die diskrete Symptomatik der meisten Infizierten lasst
dagegen ein Screening nicht als erforderlich erscheinen. Bevor hier eine Ent-
scheidung getroffen werden kann, soliten weitere Untersuchungen zum
optimalen Nachweisverfahren fiir Rotavirusinfektionen bei Neugeborenen
durchgefiihrt werden.
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