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1. Publikationsschrift

Der folgende Artikel wurde am 13. Dezember 2012 mit dem Titel:
Detection of Usutu virus infection in a healthy blood donor from south-west Germany, 2012

in dem Journal “ Eurosurveillance” veroffentlicht.
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From September 2011 until November 2012, 31 serum
samples from German patients with clinically sus-
pected acute Usutu virus (USUV) infections were tested
for USUV-specific antibodies. All samples tested nega-
tive. In addition, 4,200 serum samples from healthy
blood donors from south-west Germany were collected
in January 2012 and also analysed for the presence of
specific antibodies. One sample tested positive for
USUV-IgG and -IgM. Thus, the seroprevalence of USUV
antibodies in healthy blood donors from south-west
Germany was low in January 2012.

Following the first detection of Usutu virus (USUV)

in the city of Weinheim, Germany, in 2010 and sub-
sequent spread of USUV in mosquitoes and birds in
south-west Germany 2011 [1], a study was initiated in
2011 to investigate potential human infections. From
September 2011 to November 2012, 31 serum samples
from patients in Germany with clinically suspected
acute Usutu virus (USUV) infections were collected

and tested for USUV-specific antibodies. In addition, in
January 2012, 4,200 serum samples from healthy blood
donors from south-west Germany were collected and
also analysed for USUV-specific antibodies. Although

all serum samples from the patients tested negative,
one IgG- and IgM-positive blood donor was confirmed
to have been infected by USUV by virus neutralisation
tests, after eliminating the possibility of serological
cross-reactivity to other flaviviruses.

Background

USUV is a mosquito-borne, single-stranded RNA virus
that belongs to the Japanese encephalitis virus group
within the family Flaviviridae. USUV can cause Usutu
fever (USUF) in humans, a mild arboviral disease char-
acterised by fever, rash, jaundice and headache. In
contrast, in the immunocompromised patient, USUF
can present as acute meningoencephalitis. USUV was
originally isolated from Culex neavei mosquitoes in
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South Africa in 1959 [2]. In 2001, USUV emerged out-
side of Africa and caused an epizootic among birds in
Austria [3]. In the following years, USUV was found to
circulate in several other European countries including
Hungary, Switzerland, Spain and Italy [4]. Reports on
clinically apparent human USUV infections are scarce
and only four cases are described so far in the litera-
ture. The first case occurred in 1981 in the Central
African Republic and was a patient with fever and rash,
and the second case was a 10-year-old patient with
fever and jaundice identified in Burkina Faso in 2004
[5]. In 2009, two human cases with an USUV-related
neuroinvasive illness were reported from ltaly [6,7].
Consequently, 359 Italian blood donors were tested for
the presence of USUV-specific IgG antibodies [8]. Four
healthy blood donors tested positive [8].

In August 2010, USUV strain 1477 was isolated from

a pool of Culex pipiens pipiens mosquitoes that were
trapped in the city of Weinheim, south-west Germany
[9]. In contrast, all mosquitoes trapped during 2009

in the city of Weinheim had tested negative for USUV
[9]. After the initial detection in 2010, the virus spread
in 2011 and caused epizootics among wild and captive
birds in south-west Germany [1]. We therefore, initi-
ated this study to investigate potential cases of human
USUV infection in Germany.

Testing of blood samples for Usutu virus

From September 2011 until November 2012, 31 blood
samples from patients in Germany with clinically sus-
pected acute USUV infections (fever, rash or headache)
were sent to the World Health Organization (WHO)
Collaborating Centre for Arbovirus and Haemorrhagic
Fever Reference and Research at the Bernhard Nocht
Institute for Tropical Medicine (BNI) in Hamburg and
tested for USUV-specific-IgG and -IgM antibodies with
an in-house indirect immunofluorescence assay (IFA).



The IFA was validated with USUV positive and negative
samples from ltaly [6,8]. All samples tested negative.

In addition 4,200 serum samples from healthy blood
donors from south-west Germany were collected in
January 2012 and analysed for the presence of USUV-
specific-IgG antibodies with the in-house IFA. Serum
samples that tested positive were further investigated
with a commercial USUV IgG enzyme-linked immuno-
sorbent assay (ELISA) (EUROIMMUN, Lubeck, Germany)
and for serological IgG-cross-reactivity to other fla-
viviruses such as West Nile virus (WNV), tick-borne
encephalitis virus (TBEV), Japanese encephalitis virus
(JEV) and yellow fever virus (YFV) by endpoint titration
in IFA as described recently [10-13]. In addition, sam-
ples were further investigated with virus neutralisation
tests (VNTs) as previously described [10,11].

Seventy-nine serum samples originating from different
healthy blood donors tested USUV-IgG positive in IFA
and this result was confirmed by the commercial USUV-
IgG ELISA. Serological cross-reactivity with TBEV, JEV,
WNV and YFV was observed and highest endpoint
titres against USUV were only demonstrated for nine
samples. For 53 samples, the highest endpoint titres
were demonstrated against TBEV, whereas 17 samples
showed no titre differences between the analysed fla-
viviruses. As VNT is considered the gold standard for
flavivirus serology, the 79 IFA-reactive samples were
tested against USUV, WNV, JEV, TBEV and YFV by VNT.
One sample showed neutralising antibodies against
WNV and for 77 samples highest neutralising antibody
titres were demonstrated against TBEV. Only one sam-
ple showed a neutralising antibody titre against USUV.

Table

Further investigation of the

positive blood sample

Interestingly, the sample with a neutralising antibody
titre against USUV also tested positive for USUV- and
WNV-IgM in the in-house IFA (Table), demonstrating
recent USUV infection. Consequently, four blood sam-
ples of the USUV-IgG and IgM positive tested blood
donor, taken in the years 2007, 2008, 2010 and 2011
were provided to the BNI for further analysis. An USUV-
IgG- and -IgM seroconversion was demonstrated in

the blood sample from the year 2011 when compared
to the sample from the year 2010 (Table). Moreover, a
low anti-TBEV-1gG titre of 1:80 and 1:160 was detected
in samples from the years 2008 and 2010, respectively
(Table). This titre is most probably related to a previous
TBEV vaccination. In addition, one sample showed the
highest neutralising antibody titre against WNV (data
not shown) and tested negative for WNV-IgM in the in-
house IFA, demonstrating a past WNV infection.

The blood donor testing positive for USUV-IgG and
-lgM, who was in his forties, reported no history of
vaccination against YFV and JEV, and did not have a
fever during a period of three months before the blood
donation. In addition, he had not been abroad during
this period. The blood donor lives in the city of Gross-
Gerau (Figure) and dead black birds testing positive for
USUV were reported from the district of Gross-Gerau in
2011 [1]. These findings, taken together with the sero-
logical results corroborate the hypothesis of a pauci-
or asymptomatic and autochthonous USUV infection of
the blood donor during late summer 2011.

Results of serological analysis of a German blood donor at different time points, Germany, 2007-2012

Immunofluorescence assay (IFA)

test (VNT)

April 2007 October 20080ctober 2010 October 2011 January 2012 April 2012 january April

IgG IgM 1gG IgM 1gG IgM I1gG  IgM IgG IgM IgG IgM 012 2012

Usutu Neg | Neg| Neg| Neg | Neg| Neg | 1:1,280 1:160| 1:2,560 1:160 1:2,560 1:40| 1:40 | 1:80
West Nile Neg | Neg | Neg | Neg| Neg| Neg| 1:640| 1:20| 1:640| 1:20| 1:160| 1:20| Neg Neg
Japanese encephalitidfNeg | Neg | Neg | Neg | Neg | Neg | 1:2,560 Neg | 1:1,280 Neg | 1:640| Neg | Neg Neg
Tick-borne encephaliteg | Neg | 1:80| Neg | 1:160 Neg | 1:1,280 Neg | 1:1,280 Neg | 1:1,280 Neg | Neg | 1:20
Yellow fever Neg| Neg | Neg | Neg | 1:160 Neg | 1:1,280 Neg |1:1,280 Neg | 1:160| Neg | Neg Neg

Neg: negative.

Immunofluorescence assay and virus neutralisation test results of < 1:20 were considered negative.
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Figure screening of organ donors for USUV IgG and USUV RNA
could become relevant in south-west Germany during
late summer. Screening for USUV RNA in cerebrospinal
fluid samples from acute meningoencephalitis cases
should be performed as well [4]. In conclusion, public
health authorities, blood transfusion services and cli-
nicians in Germany should be aware of the risk of USUV
infection in humans, especially during late summer.

Origin of samples from healthy blood donors, Germany,
January 2012 (n=4,200)
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2. Zusammenfassung

2.1 Einleitung:

Das Usutu-Virus (USUV) ist ein von Stechmiicken Ubertragenes Flavivirus. [1]. Das
Genom des USUV hat eine Lange von ca. 11,000 Nukleotiden mit einer Typ | Cap-
Struktur ohne Poly(A)-Schwanz [3,4,8, 9]. Ein offener Leserahmen kodiert einen aus 3434
Aminosauren bestehenden Strang, welcher anschlie3end in Struktur- (Kern, Membran und
Hulle) und acht Nichtstrukturproteine (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, 2K, NS4B und
NS5) gespalten wird [8].

Erstmals wurde das USUV im Jahr 1959 in Natal in Stid-Afrika aus einer weiblichen Culex
neavei Stechmucke isoliert und nach dem Grenzfluss zwischen Sudafrika und Mosambik
benannt [2]. In Afrika konnte es in Senegal, der Zentralafrikanischen Republik, Nigeria,
Uganda, Burkina Faso und der Elfenbeinkiiste aus Miicken, Nagetieren und Vogeln isoliert
werden [11,3].

Die Vektoren des USUV sind Culex spec. Stechmucken [12]. Die Eier und Larven der
verschiedenen Culex-Arten findet man in Pflitzen und Astlochern. Die verschiedenen
Culex-Arten sind meist ornithophil [13]. Allerdings wurde auch gezeigt, dass einige Culex-
Arten andere Wirte haben. Sie saugen nicht Blut von Vogeln, sondern von Amphibien,

Reptilien und Séugetieren. [14,15,16].

1996 wurde das USUV erstmals aul3erhalb Afrikas hachgewiesen [36]. In der Toskana
verursachte das USUV ein Massensterben von europaischen Amseln (Turnus merula).
Amseln zeigten aufgrund der USUV-Infektion eine Hepatosplenomegalie, eine neuronale

Nekrose mit reaktiver Gliose sowie nekrotische Veranderungen in Leber, Milz und Herz



und starben an einem Multiorganversagen [3, 36]. In den folgenden Jahren verursachte
USUV weitere Vogelsterben in Osterreich (Sommer 2001), Ungarn (August 2005), Nord-
Italien (August 2006), der Schweiz (Spatsommer 2006) und Tschechien (Sommer 2008)
[3,4,5,6,7, 23]. Beim Vergleich der Vollgenome der USUV-Stamme aus Sud-Afrika
(AY453412), Wien (AY453411) und Budapest (EF206350) wiesen diese eine 97%ige -
99%ige Homologie der Aminosauren auf [4,8]. Der USUV-Stamm aus der Schweiz wies
ebenfalls eine nahe Verwandtschaft zum USUV-Stamm aus Wien auf (> 99% partielle
Nukleotidhomologie) [27]. Somit wurden die Epizootien in den verschiedenen Landern
Europas durch USUV-Stamme hervorgerufen, die eng miteinander verwandt sind. Da
USUV-RNA unter anderem auch in Rauchschwalben detektiert wurde, vermutet man, dass
das USUV durch Zugvégel nach Europa importiert wurde [3]. Dort hat sich das Virus in
einheimischen Muckenarten repliziert und wurde dann auf einheimische, ortstreue
Standvogelarten wie beispielsweise europaische Amseln oder gekafigte Vogel, wie
Bartkduze (Strix nebulosa) und auch auf den Menschen Ubertragen [3, 20, 28]. Bei der
Untersuchung einer bereits im Jahr 2000 verstorbenen Amsel aus der Region Wien gelang
es 2001 ebenfalls USUV RNA nachzuweisen. Der Vergleich einer partiellen
Nukleotidsequenz mit den USUV-Sequenzen aus dem im Jahr 2001 verstorbenen Vogeln
ergab eine Ubereinstimmung von 100%. Auch im Jahr 2002 verursachte derselbe USUV-
Stamm noch eine Epizootie in dieser Region. Es wird vermutet, dass das USUV in
Osterreich endemisch wurde, weil es in der Lage ist, dort in einheimischen Stechmiicken
zu Uberwintern [3, 20, 23].

Der italienische USUV-Stamm aus den Jahren 2008/09 wies eine 99,8% - 100% ige
Nukleotidsequenz im Vergleich zu den anderen zentraleuropaischen Stammen aus
Osterreich und Ungarn auf. Diese enge Verwandtschaft kann wiederum als Hinweis darauf

verstanden werden, dass sich ein USUV-Stamm in Europa weiter ausbreitete und keine



neuen USUV-Stamme aus Afrika importiert wurden [19]. Demnach hat das USUV in den
einzelnen Landern Europas einen lokalen Transmissionszyklus mit der Tendenz zur
Ausbreitung in Nachbarregionen etabliert [20]. Es wird aul3erdem vermutet, dass die
klimatischen Veranderungen im Rahmen der globalen Erwarmung die Etablierung des

USUV in Europa begunstigt haben konnte [24].

Wenige Falle deuten darauf hin, dass das USUV Krankheiten beim Menschen hervorrufen
kann, auch wenn die Pathogenitat eher niedrig zu sein scheint [26]. In Afrika gelang es bis
jetzt nur in zwei Fallen, das USUV aus menschlichen Proben zu isolieren. Der erste
beschriebene Fall ereignete sich 1981 in der Zentralafrikanischen Republik bei einem
Patienten, der an Fieber und Hautausschlag litt [17]. Der zweite beschriebene Fall
ereignete sich 2004 in Burkina Faso bei einem 10-jahrigem Patienten mit Fieber und
Ikterus [18]. In Osterreich konnte USUV RNA bei einem Patienten mit Exanthem
nachgewiesen werden [28].

Im Spatsommer 2009 traten in Nord-Italien, in der Region Emilia-Romagna, zwei Félle von
neuroinvasiven USUV-Infektionen beim Menschen mit todlichem Verlauf auf. Beide
Patienten waren immunkompromittiert aufgrund eines Lymphoms (Diffus grof3zelliges B-
Zell-Lymphom) bzw. aufgrund medikamentdser Immunsuppression nach
Lebertransplantation [21, 22].

Die Anzahl der vermuteten humanen USUV-Infektionen ist niedrig. Dennoch sind weitere
Studien notwendig, um die Pathogenitéat des USUV fur Menschen genauer zu erforschen

[26].

Im August 2010 wurde der USUV Stamm 1477 aus Culex pipiens pipiens Stechmucken

isoliert, die in der Stadt Weinheim im Sudwesten Deutschlands gefangen wurden. Im Jahr
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2009 wurden hingegen alle gefangenen Stechmuiicken aus dieser Region negativ auf das
USUV getestet [32]. Seit Juni 2011 wurden regelméalRig tote Amseln in der Nahe der Stadte
Mannheim und Heidelberg gefunden. Zudem wurde eine starke Verminderung der
Amselpopulation in dieser Region beobachtet [31].

Daraufhin wurden von Juni bis September 2011 insgesamt 223 tote Vogel aus dem
oberen Rheintal gesammelt und auf eine USUV-Infektion hin untersucht. USUV-
spezifische RNA wurde in den Organen von 86 Végeln nachgewiesen, die insgesamt
sechs unterschiedlichen Arten angehdrten. Ein in den toten Vdgeln detektierter USUV-
Stamm (BH65/11-02-03) war zu 100 % &hnlich (Aminoséureebene) mit dem Stamm 1477
aus dem Vorjahr. Mit dem Nachweis des USUV in antropophilen Stechmuiicken (Aedes
spec.) in Deutschland stieg das Risiko einer Infektion von Menschen. Weitere Studien
waren notwendig, um die medizinische Relevanz des USUV in Studwest-Deutschland
abzuschatzen [29,30].

Aus diesem Grund fuhrten wir im Fruhjahr 2012 eine Seropravalenzstudie mit gesunden
Blutspendern in Stidwest-Deutschland durch.

2.2. Methoden:

Die Durchfihrung der Seropravalenzstudie stitzte sich auf eine &hnliche Studie aus Nord-
Italien. Dort wurden 359 Serumproben gesunder Blutspender mittels eines ELISAs sowie
eines Virus-Neutralisationstests (VNT) auf spezifische Antikdrper gegen USUV untersucht.
Vier Blutspender wurden positiv getestet [33].

Zur Durchfuihrung der Seropravalenzstudie in Stidwest-Deutschland wurden zunachst
4200 Serumproben von gesunden, freiwilligen Blutspendern aus der Region des oberen
Rheintals gesammelt. Die Proben wurden freundlicherweise vom Deutschen-Roten-
Kreuz-Blutspendedienst-Baden-Wiurttemberg-Hessen zur Verfligung gestellt. Um

Dopplungen der Spender zu vermeiden, wurde vom 02. Januar 2012 bis zum 20. Februar
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2012 gesammelt. Spenden sind maximal alle zwei Monate mdglich (Frauen alle drei
Monate). Die Spender waren zum Zeitpunkt der Spende gesund. Ein Auslandsaufenthalt

lag mindestens sechs Monate zurtick [35].

Aulerdem wurden 31 Serumproben von Patienten mit dem klinischen Verdacht auf eine
akute USUV-Infektion (Ausschlag, Fieber, Kopfschmerzen) von September 2011 bis

November 2012 gesammelt.

Um die Proben zu lagern, wurde das Serum aus den Entnahmerdhrchen in 2,5 mi
Glasflaschchen umgefllt und bei -20°C eingefroren. Jede Probe wurde mit der

Spendernummer, dem Spendedatum und dem Spendeort etikettiert.

In einem ersten Schritt wurden die 4200 Proben mittels Immunfluoreszenz-Assay (IFA) auf
das Vorhandensein von Antikérpern gegen Flaviviren getestet.

Dazu wurden Objekttrager mit USUV infizierten Vero-E6-Zellen prapariert: Infizierte Vero-
E6-Zellen wurden auf einen Objekttrager getropft, iber Nacht getrocknet und am néchsten
Tag mit Aceton fixiert. Die Objekttrager wurden bis zu ihrem Gebrauch bei -20°C gelagert.
Um IgG-Antikorper nachzuweisen, wurde jede Serumprobe jeweils in einer Verdiinnung
1:80 und 1:160 auf den praparierten Objekttrager aufgetragen und bei 37°C flr eine
Stunde inkubiert. Nach einem funfminttigen Waschschritt mit PBS-Puffer, wurde FITC
(Fluoresceinisothiocyanat)-konjugiertes Maus-anti-Mensch-1gG hinzugegeben und fur 20
Minuten bei 37°C inkubiert. Die Objekttrager wurden wieder fur funf Minuten in PBS-
Puffer gewaschen, mit destilliertem Wasser gespult und mit einem Deckglas versehen.
Unter dem Fluoreszenzmikroskop leuchtete das Zytoplasma der infizierten Vero-E6-Zellen

nun bei anti-USUV-1gG-positiven Seren grin auf.
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Da eine hohe Kreuzreaktivitat der Antikorper gegen Flaviviren besteht, wurden die positiv
getesteten Seren in einer Verdiinnungsreihe von 1:80 bis 1:20°000 aufsteigend fiir USUV,
West-Nil-Virus (WNV), Japan-Enzephalitis-Virus (JEV), Frihsommer-Meningoenzephalitis-
Virus (TBEV) und Gelbfieber-Virus (YFV) titriert. Der hochste Antikorpertiter fur jedes Virus
wurde abgelesen und in eine Excel-Tabelle eingetragen. Die Herstellung der Objekttrager
fur WNV, JEV, TBEV und YFV entsprach der von USUV. Auch die Durchfuhrung des IFA

war gleich.

Zur Bestatigung des IFAs wurden alle antikérperpositiven Seren in einem kommerziellen

USUV- ELISA der Firma EROIMMUN (Lubeck) nochmals getestet.

In einem zweiten Schritt wurden alle 1gG-positiven Seren auf spezifische IgM-Antikérper
getestet. Dazu wurden die Seren zunachst mit anti-Human-IgG-Antikérpern vorbehandelt.
Die nun vom IgG gereinigten Seren wurden in einer Verdinnungsreihe von 1:20 bis 1:320
aufsteigend auf mit USUV infizierten Vero-E6-Zellen praparierten Objekttrager
aufgetragen. Die Objekttrager wurden fir drei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach einem funfminttigen Waschschritt mit PBS-Puffer wurde FITC-konjugiertes-Maus-
IgG-anti-Human-IgM hinzugegeben und fir 20 Minuten bei 37°C inkubiert. Anschliel3end
folgte ein weiterer funfmindtiger Waschschritt. Nach kurzer Spilung mit destilliertem
Wasser wurde ein Deckglas aufgelegt. Jedes Serum wurde wieder fur USUV, WNV, JEV,
TBEV und YFV getestet. Der hochste Titer fir jedes Virus wurde abgelesen und in eine

Excel-Tabelle eingetragen.

In einem letzten Schritt wurden alle im IFA positiv getesteten Seren in einem VNT

untersucht. Zur Durchftihrung wurden 96 — Well — Platten mit je 4*102 Vero-E6-Zellen pro
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Well préapariert. Nach einer Inkubationszeit von 12 Stunden bei 5 % CO2 und 37°C
wuchsen die Vero-E6-Zellen am Boden der Vertiefungen an und konnten weiterverarbeitet
werden.

Die Serumproben wurden in einem 56°C warmen Wasserbad fur 30 Minuten inkubiert, um
das Komplementsystem zu inaktivierten. Danach wurde das Serum in einer
Verdunnungsreihe von 1:20 bis 1:1°000 gel6st. Je 50 pyL der Serumverdiinnung wurden in
die Wells auf die vorbereiteten Vero-E6-Zellen gegeben. Danach wurden 50 L einer
Losung mit insgesamt 50 Plaque-bildenden Einheiten eines Virusstock zu jedem Well
gegeben, so dass am Ende jedes Well eine Flussigkeitsmenge von je 100 pL enthielt.
Auch dieser Test wurde jeweils mit USUV (Strain 1477), WNV, JEV, TBEV und YFV
durchgefuhrt. Alle Arbeiten fanden unter S3-Bedingungen statt. Als Positivkontrolle wurde
das Serum eines Blutspenders aus lItalien verwendet [33,34]. Wenn ein Serum
spezifische Antikdrper gegen ein Virus enthielt, so wurde das Virus neutralisiert, noch
bevor es den Vero-E6-Zellrasen am Boden der Well-Platten infizieren konnte.

Nach einer Inkubationszeit von vier Tagen bei 37 °C und 5 % CO2 wurde der Uberstand
aus den Well-Platten verworfen. Um die Vero-E6-Zellen am Boden der Well-Platte zu
fixieren und um verbliebene Vieren abzutdten, wurden die Platten fir 20 Minuten in ein
5%iges Formaldehydbad gegeben. Danach wurden sie drei Mal mit deionisiertem Wasser
gewaschen und mit 50 pL einer 0,05%igen TritionX-L6sung permeabilisiert. Nach 30
Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Reaktion mit 50 pL einer 10 %igen
FCS (Fetales Kalberserum)-Ldsung in PBS gestoppt. Es wurde fur weitere 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Schlie3lich wurden die Platten drei Mal mit Wasser
gewaschen.

Um die infizierten Vero-E6-Zellen nachzuweisen, wurde ein kreuzreaktiver muriner

monoklonaler Flavivirus-Antikbrper verwendet. Nach einer einstindigen Inkubationszeit
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bei 37°C wurden die Platten drei Mal mit PBS-Puffer gewaschen. Dann wurde ein POD
(Peroxidase)-konjugierter-Ziegen-Anti-IlgG-Maus-1gG-Antikdrper hinzugegeben und eine
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.

Die Platten wurden ein letztes Mal mit PBS-Puffer dreifach gewaschen und 50 uL eines
TMB-Substrates wurden hinzugegeben. Wenn das Virus nicht neutralisiert wurde,
markierte der kreuzreaktive murine monoklonale Flavivirus-Antikdrper die infizierten Vero-
E6-Zellen. Nicht gebundene Antikérper wurden durch die Waschschritte beseitigt. Die
gebundenen Antikorper dienten als Ziel fur den POD-konjugierten Anti-Maus-1gG-
Antikorper. Das TMB Substrat verursachte mit dem Sekundarantikdrper einen
Farbwechsel von farblos zu blau in den Wells, in denen sich infizierte Zellen befanden.

2.3. Ergebnis:

Die 31 von September 2011 bis November 2012 gesammelten Serumproben von
Patienten mit dem klinischen Verdacht auf eine akute USUV-Infektion, wurden im IFA alle
negativ auf anti-USUV-IgG und -IgM getestet. Auf die Durchflihrung eines
Neutralisationstestes wurde daher verzichtet. Mittels RT-PCR konnte in den Proben keine

USUV-RNA nachgewiesen werden.

Von den 4200 Serumproben der Blutspender aus Baden-Wirttemberg und Hessen
wurden 79 Proben im IFA positiv auf IgG-Antikérper gegen USUV getestet. Dieses
Ergebnis wurde durch den kommerziellen USUV-IgG-ELISA (EUROIMMUN, Lubeck,
Deutschland) bestétigt. Es folgte die Bestimmung der Titer fur die unterschiedlichen
Flaviviren USUV, WNV, TBEV, YFV und JEV in der IFA:

53 Serumproben zeigten den hoéchsten Titer fur TBEV. 17 Proben zeigten keinen
Unterschied im Titer fur die jeweils getesteten Flaviviren. 9 Seren zeigten den hdchsten

Titer fur USUV.
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Alle 79 positiv getesteten Seren wurden im VNT untersucht. Eine Probe zeigte den
hdchsten neutralisierenden Titer fur WNV. Im IFA konnte kein Anti-WNV-IgM
nachgewiesen werden, sodass es sich hierbei um eine langer zurtickliegende WNV-
Infektion handeln musste.

77 Serumproben wiesen den héchsten neutralisierenden Titer fur TBEV auf.

Nur eine Serumprobe zeigte den hochsten neutralisierenden Titer fir USUV. Fir diese

Probe lie3en sich im IFA auch IgM-Antikdrper nachweisen.

Anhand der Spendernummer konnte mit Hilfe des Deutschen-Roten-Kreuz-
Blutspendedienst-Baden-Wurttemberg-Hessen der Blutspender befragt werden. Es
handelte sich um einen 40jahrigen Mann aus der Stadt Grol3-Gerau. Er sei nicht gegen
JEV oder YFV geimpft und habe sich sechs Monate vor der Spende nicht im Ausland
aufgehalten. Fieber habe er in einem Zeitraum von drei Monaten vor der Spende ebenfalls
nicht gehabt.

Da der Mann regelmafiger Blutspender war, konnte der DRK-Blutspendedienst hinterlegte
Serumproben aus den Jahren 2007, 2008, 2010, 2011 und 2012 zur Verfiigung stellen. Im
IFA konnte eine anti-USUV-IgG und -IgM Serokonversion fur Oktober 2011 im Vergleich zu
der Probe vom Oktober 2010 festgestellt werden. USUV RNA konnte mittels RT-PCR in
keiner der Proben nachgewiesen werden.

2.4. Diskussion:

Der VNT gilt als Standardtest zur Untersuchung der Immunantwort gegen unterschiedliche
Flaviviren. Ein Nachteil des VNTs ist, dass er durch seinen hohen Aufwand zum Screening
vieler Proben ungeeignet ist [38]. In unserer Studie konnten wir eine héhere Spezifitat des

VNTs gegenuber dem IFA bestatigen. Von den neun Proben, die im IFA den hdchsten Titer
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fur USUV zeigten, wies nur eine Probe den tatsachlich hdochsten neutralisierenden Titer fur

USUV auf.

Von 4200 untersuchten Serumproben gesunder Blutspender aus Sudwest-Deutschland
zeigte eine Probe den hochsten neutralisierenden Antikorpertiter fur USUV. Im IFA konnten
anti-USUV-IgG und IgM nachgewiesen werden. USUV RNA konnte in der RT — PCR nicht
nachgewiesen werden. Dabei ist zu bedenken, dass die RT-PCR-Methode nur im akuten
Infektionsstadium einen positiven Nukleinsdurenachweis erbringen kann [37]. Der Spender
aus der Stadt Gro3-Gerau konnte sich an keine fur eine USUV-Infektion typischen
Symptome erinnern. In der Region von Grof3-Gerau wurden im Jahr 2011 tote Amseln
gefunden, die positiv auf USUV getestet wurden [29]. Eine pauci- oder asymptomatische
autochthone USUV-Infektion des Blutspenders im Spatsommer 2011 ist damit

wahrscheinlich.

In der in Nord-Italien durchgefihrten Seropréavalenzstudie, wurden von Juni bis Oktober
2009 insgesamt 359 Serumproben gesunder Blutspender zur Testung eines neuen, selbst
entwickelten USUV — ELISAs untersucht. Als Referenztest wurde auch in dieser Studie
der VNT verwendet. Vier Proben zeigten den héchsten neutralisierenden Titer fir USUV.
Bei zwei Proben war der neutralisierende Titer identisch fur USUV und WNV [33]. Im
Vergleich zu Sudwest-Deutschland ist die Seropravalenz in Nord-Italien also deutlich
hoher. Eine mdgliche Erklarung kdnnte eine hdhere Durchschnittstemperatur in Nord-
Italien sein [50]. Es wird angenommen, dass die Transmissionsrate des Virus durch
Stechmuicken bei einem Anstieg der Durchschnittstemperatur steigt [25].

Die retrospektive Befragung aller positiv getesteten Blutspender in Italien erbrachte keinen

Hinweis auf ein febriles Syndrom in einem Zeitraum von vier Monaten vor der Blutspende
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[33]. Dieses Ergebnis deckt sich mit der Befragung des positiv getesteten Blutspenders

aus Sudwest-Deutschland.

In Italien wurde 2011 gezeigt, dass USUV eine Virdmie in asymptomatischen
Blutspendern verursachen kann [36]. Andererseits sind auch schwere neuroinvasive
Verlaufe bei immunkompromittierten Patienten bekannt [21, 22].

Bis heute wird die Frage diskutiert, wie man mit dem Auftreten neuer Pathogene in der
Europaischen Union umgehen soll, die eine Bedrohung fiur die Sicherheit von
Blutspendeempfanger darstellen[39, 40]. Dies ist fur virAmische Spender relevant, die bis
zum Spendezeitpunkt keine Symptome aufweisen und bei denen eine Ubertragung des
Virus Uber Bluttransfusionen auf den Spender wahrscheinlich oder erwiesen ist [51].
Beispiele fir von Mucken Gbertragene Flaviviren in Europa, die durch Bluttransfusionen

Ubertragbar sind, sind das Dengue - Virus (DENV) und das WNV.

DENV ist ein von Aedes spc. Stechmicken Ubertragenes Flavivirus [40]. Es verursacht
das Denguefieber, eine grippeéhnliche Erkrankung mit masernahnlichem Hautausschlag.
In wenigen Fallen entwickelt sich ein lebensbedrohliches, hamorrhagisches Fieber [51]. In
der Europaischen Union wurden Falle in Frankreich (n = 2), Kroatien (n = 15) und Madeira
(n = 2,164) beschrieben. Die Patienten hatten ihr Heimatland nie verlassen [52, 53].

Zwei kleine Ausbriiche von durch Transfusion tbertragenem DENV wurden in Hong Kong

und Singapur beschrieben [54, 55].

Das WNV wurde im Jahr 2002 in den USA in 23 Fallen durch Transfusion tbertragen.
Sechs dieser Falle nahmen einen fatalen neuroinvasiven Verlauf [56]. In der Européischen

Union und in benachbarten Landern wurde ein Anstieg an autochthonen WNV-Infektionen
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dokumentiert [57]. Im Jahr 2010 wurden in Nord-Italien das dritte Jahr in Folge Falle von
WNV-Infektionen bei Menschen diagnostiziert [58]. Die Ausbreitung des WNV in Europa
fuhrte zur Anordnung praventiver MaRnahmen durch das Paul-Ehrlich-Institut in
Deutschland. GemalR eines Bescheids vom 11.04.2014 sind Personen die sich langer als
zwei Tage in der Zeit vom 01.06. bis 30.11. in Regionen bzw. Landern Europas mit
fortlaufender Ubertragung des WNV auf den Menschen aufhielten, fiir mindestens 28 Tage
nach ihrer Rickkehr von einer Blutspende auszuschliel3en. Negativ auf WNV-
Nukleinséure getestete Spender sind davon nicht betroffen. Zu den betroffenen Landern
zahlen Griechenland, Italien, Kroatien, Bulgarien, Rumé&nien, Ungarn, Serbien, Bosnien
und Herzegowina sowie Mazedonien [59]. Ein &hnliches Vorgehen ware auch fur das

USUV vorstellbar.

Die weitere Uberwachung der Ausbreitung des USUV als neuer potentieller
Krankheitserreger in Zentraleuropa ist notwendig.

In Stdwest-Deutschland kann das Screening von Organspendern im Spatsommer auf
USUV RNA relevant sein. Aul3erdem sollten bei Patienten mit akuter Meningoenzephalitis
ein Screening auf USUV RNA im Liquor durchgefiihrt werden. Offentliche
Gesundheitseinrichtungen, Blutspendedienste und klinisch tatige Arzte in Deutschland
mussen sich der Moglichkeit einer USUV-Infektion bei Menschen vor allem im

Spatsommer bewusst sein.
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3. Erklarung des Eigenanteils

Meine Arbeit bestand unter anderem aus der Beschaffung der Serumproben in
Zusammenarbeit mit dem Deutschen-Roten-Kreuz-Blutspendedienst-Baden-
Wirttemberg-Hessen, dem Transport ins Bernhard-Nocht-Institut fir Tropenmedizin nach

Hamburg und in der regelrechten Beschriftung und Lagerung aller 4200 Proben.

Die Praparation der Objekttrager fur den IFA, die Zichtung der Vero-E6-Zellen sowie die
Infektion der Zellen mit den verschiedenen Flaviviren war ein weiterer Teil meiner Tatigkeit.
Die zur Infektion verwendeten Viren wurden von mir selber geziichtet, die Konzentration

der Plaque-bildenden Einheiten in den unterschiedlichen Virusstocks selber bestimmt.

Alle Serumproben wurden von mir im IFA auf das Vorhandensein spezifischer IgG- und

IgM- Antikorper getestet.

Kernstlck der Doktorarbeit war die Durchfiihrung des VNTs der im IFA und im ELISA
positiv getesteten Proben unter S3- Bedingungen mit den von mir angelegten und

ausgezahlten Virusstocks.

In Zusammenarbeit mit Herrn Priv.--Doz. Dr. med. Dr. med. habil. Jonas Schmidt-Chanasit
war ich an der Analyse und Auswertung der Daten, dem Verfassen und der Einreichung

des Manuskriptes des Artikels beteiligt.
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2006: Einmonatiger Austausch in eine Gastfamilie nach La Chaize Le Vicomte, Frankreich

August — September 2007: Tatigkeit als Erntehelfer (Vendange) in ST. Etienne La

Varenne, Frankreich

August — September 2013: Famulatur im Provincial Hospital of Savannakhét, Laos

Sprachkenntnisse

Sonstiges

Englisch
Franzdsisch
Spanisch (Grundlagenkenntnisse)

April — September 2009 Wahlfach Molekulare Mechanismen der Tumorentstehung und

April = Juni 2012

Januar — September
2012

Januar — September
2012

August — September
2012

Therapie

Literaturseminar: ,Kritisches Lesen klinischer Studien*
Publikationspromotion am Bernhard-Nocht-Institut Hamburg:
,Detection of Usutu virus infection in a healthy blood donor from
south-west Germany, 2012“ (Verteidigung ausstehend)
Mitautorenschatft: ,Prolonged polyarthralgia in a German traveller

with Mayaro virus infection without inflammatory correlates”

Studentische Hilfskraft in der Diagnostik (Direktnachweis) des
Bernhard-Nocht-Instituts flr Tropenmedizin

Hamburg, den 10.08.2015
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http://www.bewerbung-tipps.com/blog/bewerbungsunterlagen/sprachkenntnisse-im-lebenslauf/

6. Eidesstattliche Versicherung

Ich versichere ausdriicklich, dass ich die Arbeit selbstandig und ohne fremde Hilfe
verfasst, andere als die von mir angegebenen Quellen und Hilfsmittel nicht benutzt
und die aus den benutzten Werken wortlich oder inhaltlich entnommenen Stellen
einzeln nach Ausgabe (Auflage und Jahr des Erscheinens), Band und Seite des
benutzten Werkes kenntlich gemacht habe.

Ferner versichere ich, dass ich die Dissertation bisher nicht einem Fachvertreter an
einer anderen Hochschule zur Uberpriifung vorgelegt oder mich anderweitig um
Zulassung zur Promotion beworben habe.

Ich erklare mich einverstanden, dass meine Dissertation vom Dekanat der
Medizinischen Fakultat mit einer gdngigen Software zur Erkennung von Plagiaten
Uberprift werden kann.
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