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Virologische Diagnostik: Was kann ich nachweisen?

Erregernachweis

Virus
* Virusanzucht: infektidses Agens
» Elektronenmikroskopie: Partikel

Virusbestandteile

Proteine
 Immunfluoreszenz

* Antigen-ELISA (EIA)

* Western-Blot (Immunblot)

Nukleinsaure
 PCR
e RT-PCR

Antikdrpernachweis

Immunantwort auf Virusinfektion

Antikorper gegen virale Proteine
Komplement-Bindungsreaktion
Hamagglutinations-Hemmtest
e Antikorper-ELISA
* Westernblot
e Immunfluoreszenz

=> 1gG, IgM, IgA



Vermehrung von Viren im Huhnerel

Herpes simplex virus
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Adapted from E Fenner et al., The Biology of Animal Viruses (Academic Press, New York, N.Y.,
1974), with permission.



Vermehrung von Viren in Zellkulturen

Infektion von epithelialen HeLa-Zellen mit
Poliovirus (Picornavirus)

Aufnahmen zu verschiedenen Zeitpunkten
nach Infektion (in Stunden)

fortschreitende Lyse der Zellen



Plaque-Test: Titrierung von Viren
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Methoden zur Analyse der Partikelmorphologie

Electron Microscopy

Negative stain Thin section Cryo-EM

Particles are fixed and Particles are fixed, Unfixed and unstained particles in

stained; embedded in plastic, vitreous ice;

simple method, revealing stained and sectioned; little contrast, superimposition of

few structural details only section of particle 3D structure, signal results directly
visible from density, computer-aided

analysis gives high resolution

isolated HIV cores mature HIV particle mature HIV particle

X-ray crystallography
Very high resolution (atomic details), but

very regular organization required polio virus




Antigen-Nachweis: ELISA (EIA)

Antigen-ELISA
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Serologische Nachweismethoden

Nachweis virus-spezifischer Antikorper
® Enzym-Immunassay (ELISA, EIA)

® Westernblot (Immunblot)

® Immunfluoreszenz (direkt oder indirekt)

® Hamagglutinations-Hemmtest

® Komplement-Bindungsreaktion (KBR)



Vor- und Nachteile verschiedener diagnostischer Verfahren

Vorteile

Nachteile

Virusanzucht

Auch fur unbekannte Viren
Beweist InfektiOsitat

Sehr langsam, teuer, schwierig

Elektronenmik
roskopie

,Catch all*, auch nicht kultivierbare
Viren; keine virusspezifischen
Reagentien bendtigt

Sehr insensitiv
Teure Ausstattung bendtigt

Immunfluores
zenz

Schnell; Differenzierung moglich

Auswertung schwer
objektivierbar; nur fir manche
Erreger moglich

Antigen-ELISA

Schnell; quantitativ; gut
standardisierbar

Wenig sensitiv

PCR Schnell; quantifizierbar Falsch Positive durch
RT-PCR Kontamination moglich
Antikorper- Automatisierbar; sensitiv; weit Diagnostisches Fenster bei
ELISA akuten Infektionen;

verbreitet; Qualitatssicherung
Etabliert; Suchtest

.Serumnarben’

Western Blot

Hohe Spezifitat, Differenzierung
maoglich; Bestatigungstest

Diagnostisches Fenster

Nicht quantitativ, nicht
automatisierbar
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Ausbreitung von Virusinfektionen

Lokal: Infektion und Pathogenese am Ort des Viruseintritts
Ausbreitung durch Infektion benachbarter Zellen

Epithel (und manchmal regionale Lymphknoten) betroffen

Respirationstrakt: Influenzavirus, Rhinoviren, Coronaviren
Gastrointestinaltrakt: Rotaviren
Haut: Papillomaviren

Systemisch: Ausbreitung im Organismus vom Ort der primaren Infektion
auf verschiedenen Wegen

frei im Plasma: Picornaviren, HBV, Gelbfiebervirus
Lymphozyten-assoziiert: EBV, HIV, HTLV

Monozyten/Makrophagen-assoziiert: Dengue Virus, HIV, Masernvirus
Neuronal: Herpesviren, Tollwutvirus, Poliovirus



Lokale und Systemische Virusausbreitung

. Influenza virys

Virusfreisetzung apikél
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Verlaufsformen viraler Infektionen

—
Akut selbst-
limitierend A
' I
Chronisch '
persistierend / ‘
Death
| — = — i
Latent persi-
stierend,
reaktivierend /l\ /.\ /\ /.\
= H
Chronisch
progredient M H




Akute Virusinfektion

Virustiter bzw.

Antikorper-Antwort

Diagnostisches Fenster

< Symptome >

Virus

IgG

Zeit



Chronisch Persistierende Virusinfektion

Titer (ALT bzw. Anti-HCV)
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Persistente Virusinfektionen

Persistenz = Virus verbleibt dauerhaft (oft lebenslang) im Korper

=» chronische Persistenz: quasi dauerhafte Virusproduktion

=» |[atente Persistenz: Virus-freie Phasen

Table 14,2 Some persistent viral infections of humans

Addemovinus
Epstein-lkarr virus

Human cylomegaloviras

Hepatitis B virus

|:||.'|h,l.llr|~|.l: Virs

Human Immunodeficiency viras

Herpes simplex vines types | and 2
Human T-lymphotropic virs types | and 2
|'.\,'||||||..|||1,'||.|||.|".

Polyomavirus BK

Polyomavirus JC

Measdes virus

Bubella virus

Varicells- xoster virus

Site of persistence

Adenoids, temsils, lvmphooyies
B cells, nasopharyngeal epithelia

Kicley, salivary gland, lvmphascytes?,

macrophages?, stem cells?, stromal cells?

Liver, hymnpewsivies

Liver

CDA® T cells, madcrophages, microglia
Sendory and amonomic ganglia

T cells

Skin, eplifvelial cells

Kidney

Kidmey, central nervous system

Central mervaus LW ST

Central mervols Sy e

Sensory gamglia

c DnFEqueEnoe

None Ko
Lymnphodma, Carcinoima

Pracwmanaia, retinsitis

Cirrhosis, hepatocellular cardnoma
Ciamrhoss, hepatooe! lular cardnoma
AL

Cold sore, penilal herpaes
Leukemia, brain infections
Papillommas, carcinomm.as

Hemorrhagic Cyslilis

Progressive multifocal leukoencephalopathy

Subaquic scderosing panencephallils, measies

indusion body enceplualitls
Progressivie rubella panenosphalins

Foster (dvingles), posdherpeiic neuralgia



Virus-induzierter cytopathischer Effekt (CPE)

Lytische versus nicht lytische Viren

Lytische Viren zerstoren die infizierte Wirtszelle direkt (z.B. zur
Virusfreisetzung)

Nicht lytische Viren kbnnen den Zellmetabolismus verandern, fihren jedoch
nicht zum Zelltod (z.B. transformierende Viren). Zerstorung der infizierten
Zelle durch das Immunsystem (CTL) moéglich (Immunpathogenese)

Nekrose versus Apoptose

Nekrose ist die Zerstérung der Zelle, z.B. durch toxische Virusproteine.
Zellbestandteile werden frei und vermitteln eine Entzindung

Apoptose = programmierter Zelltod, ausgeldst durch Signaltransduktion
Die Zelle zerstort sich selbst, wobei die Bestandteile in Vesikel verpackt
und nicht frei werden



Apoptose

Externer oder interner Stimulus
(TNF, DNA-Schadigung)

— 1

Caspase-Kaskade

Segregation des Chromatins

Kondensation des Zytoplasmas

Veranderungen der Zellmorphologie (Protuberanzen)
Fragmentierung des Zellkerns

Abldsen von Zellfragmenten als ,apoptotic bodies’
Abbau der apoptotic bodies durch Makrophagen



Apoptose

Virusinfektion kann Apoptose induzieren oder durch virale Faktoren modulieren

Beispiel: Die Infektion von Epithelzellen mit Herpes simplex Virus (HSV) induziert die
Apoptose, die durch das virale Protein ICP27 verhindert wird

Infektion mit HSV-1AICP27 flhrt innerhalb von 24 h zum Zelltod durch Apoptose

DNA-Fragmentierung

Bildung von ,apoptotic bodies’

b Membrane blebbing and apoptotic body formation
2T & hpi




Virusvermittelte Zellschadigung

Storung der Zellfunktion
Deregulation des Zellzyklus oder Zellstoffwechsels
Ausschalten der Wirts-Proteinsynthese
Modulation der Ausschittung von Zytokinen, Transmittern, Hormonen

Zerstorung der Wirtszelle
Zytotoxische Virusproteine
Lyse
Apoptose
Bildung von Riesenzellen (Synzytien)

Immunvermittelte Schadigung

Erkennung und Zerstérung infizierter Zellen durch das Immunsystem

Immunpathologische Reaktion (systemische Effekte von IFN, DTHS,
Komplement, Immunkomplexe)

Transformation

Insertionsmutagenese
virale Onkogene



Akute Zellschadigung: Zytopathischer Effekt

Zell-Lyse (z.B. Poliovirus in Zellkultur); Abrunden der
Zellen, Verlust der Adhasion, Zelltod

Zytopathische Effekte in Zellkultur kbnnen schnell (Enteroviren, Herpes Simplex
Virus), langsam (Roételnvirus, Cytomegalie-Virus) oder gar nicht (manche
Arenaviren,Paramyxoviren, Hepatitis C Virus) auftreten



Bildung von Syncytien

Virale Glykoproteine werden oft in die Zellmembran infizierter Zellen eingebaut. Sie kdnnen
dann mit den Rezeptorproteinen uninfizierter Zellen interagieren und die Zellfusion
auslosen. Es bilden sich vielkernige Riesenzellen = Synzytien

Bildung von
Riesenzellen (= Syncytien)
nach retroviraler Infektion



Einschlusskorper

Infektion mit manchen Viren kann bereits lichtmikroskopisch durch so
genannte Einschlusskorper (im Zellkern oder Zytoplasma) bestimmt werden

* Histologie:
* ,Eulenaugen”,
, Cytomegalie
{ = intranukleare
# . Einschluss-
., korperchen




Virus-vermittelte Veranderungen der Wirtszelle

® Auslosung/Modulation der Apoptose

® Inhibition der Translation (Cap-abhg.Translat. (Poliov.), Cap-snatching (Influenza)
® Hemmung der RNA-Transkription (Poliovirus 3C Prot. spaltet Thp, Tflic-Komplex)
® Inhibition des RNA-Exportes (z.B. ICP27 von HSV)

® Hemmung der DNA-Replikation

® Inhibition des vesikularen Transportes (RNA-Virus induzierte Membranvesikel)

® Veranderungen der Membranpermeabilitat (z.B. Sindbis Virus)

® Veranderungen des Zytoskeletts



Inhibierung der Proteinsynthese in Poliovirus-infizierten Zellen

Rate of protein synthesis
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Mechanismus: Zerstorung der elF-4G Untereinheit
cap-unabhangige Initiation bei Poliovirus

© Flint et al. Principles of Virology



Poliovirus-vermittelte Spaltung von elF-4G
inhibiert die Cap-abhangige Translation

Cleavage with

2A protease
N-terminal L protease C-terminal
domain ' domain

N I| |I ’ ’ !3
elF4E binding elF3 binding elF4A binding

(411-428)  (486-886)  (887-1396)

Keine elF4E-Bindung

Picornaviren enthalten interne Bindungsstellen fir die ribosomale 40S-UE und
bendtigen deswegen kein Cap. Die zellulare Translation wird abgeschaltet; nur
noch virale RNA wird translatiert.

© Flint et al. Principles of Virology



Cap snhatching (Influenza)

Cleavage
m7Gpppm6AmpC(m)pAp ...... UpUpGpApCp. ..
13

Initiation (-) strand RNA

UpCpCpUpUpUpUpCp...

|
m7Gpppm6AmpC(m)pAp ...... UpUpG K\PPG
13

Elongation

UPCpCpUpUpUpUpCp“.

m?Gpppm®AmpC(m)pAp. .....UpUpGpGPCPAPARARARGp...
13

Abschneiden von
zellularen mRNAs
nahe dem 5'Ende
(10-13 nt)

MRNA-Fragment
dient als Primer fir
virale RNA-Synthese

© Flint et al. Molecular Virology



Virus-vermittelte Immunpathogenese

Table 15.15 Examples of virus-induced immunopathology

Proposed mechanism Virus

CD&* T cell mediated

CD4* T cell mediated
Thl

Th2
Antibody mediated

Coxsackievirus B

Lymphocytic choriomeningitis virus
Sin Nombre virus

Human immunodeficiency virus type 1

Hepatitis B virus

Theiler’s virus

Mouse coronavirus
Semliki Forest virus
Measles virus

Visna virus

Herpes simplex virus
Respiratory syncytial virus
Dengue virus

Feline infectious peritonitis virus







Pleiotrope Effekte der Rotavirus-Infektion und
NSP4-Expression auf die Wirtszelle

Integritat der
tight junctions*
Aktin-Verteilung
Zell-Zell-Kontakt

Golgi-abhangiger

Vesikel-Transport
(Caz*-abhangig)

Wirts-Protein
Faltung und Transport

<,

<

Ca2*-Mobilisierung

Protein-Kinase C
Aktivierung

b Golgi-unabhangiger

Vesikel-Transport

Konsequenzen der intrazellularen Ca-Mobilisierung



Veranderung des Elektrolythaushalts der Zelle durch Rotavirus fuhrt zu Durchfall

Darmzotte . Darmzotte
NSP4 Sk Virus-
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Das akzessorische Protein Vpr von HIV-1 bewirkt
Zell-Zyklus-Arrest in der G2-Phase
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Modell: Vpr bindet an die regulatorische Untereinheit der Protein-Phosphatase 2A
» Verstarkter Kernimport von PP2A und verstarkte katalytische Aktivitat

» Dephosphorylierung (Inaktivierung ) von cdc25

» Hyperphosphorylierte Form von cdkl1/cyclin B

» Zellzyklus-Arrest

VPR
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Seelamgari et al., 2004
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