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Abkurzungsverzeichnis

A Angstrom

AdV/ AdVs Adenovirus / Adenoviren

AFM acute flaccid myelitis

AFP acute flaccid paralysis

AIDS acquired immune deficiency syndrome
ART antiretrovirale Therapie

CD4 cluster of differentiation 4
CoSV/CoSVs Cosavirus / Cosaviren

Da Dalton

DNA deoxyribonucleic acid

ENPEN Non-Polio-Enterovirus-Netzwerk
EV/EVs Enterovirus / Enteroviren

GCSs Glasgow Coma Scale

Ggf. Gegebenenfalls

GPEI Global Polio Eradication Initiative
HFMD Hand-, FuR- und Mundkrankheiten

HAstV / HAstVs

Astrovirus / Astroviren

HIV humanes Immundefizienz-Virus
IRES internal ribosomal entry site

Kb Kilobasen

NoV / NoVs Norovirus / Noroviren

NPEV Nicht-Polio-Enteroviren

PABP Poly(A)-bindendes Protein
PCR polymerase chain reaction




PLHIV people living with HIV

PV /PVs Poliovirus / Polioviren

RNA ribonucleic acid

RT-PCR reverse transcription polymerase chain reac-
tion

RV /RVs Rotavirus / Rotaviren

SaV / SaVs Sapovirus / Sapoviren

SSRNA single-stranded RNA

EE Umwelt-Enteropathie

UNAIDS United Nations Programme on HIV/AIDS

UTR untranslatierte Region

VP Virusprotein

VPg viral protein genome-linked

WHO World Health Organisation




Aus Grunden der besseren Lesbarkeit wird in der vorliegenden Arbeit stets das generische
Maskulinum verwendet, wenn ein Oberbegriff gemeint ist (z.B. Patient) und sofern es sich nicht

um Zitate handelt. Als Oberbegriff verwendete maskuline Bezeichnungen schliel3en also eben-
falls weibliche Personen mit ein.



1. Zusammenfassung

Enteroviren (EVs) kommen weltweit vor und werden hauptsachlich Uber den fékal-oralen-Weg,
Uber Tropfcheninfektionen oder den direkten Kontakt/ kontaminierte Oberflachen Ubertragen
12 Sie zahlen aufgrund ihrer frihen Entdeckung in den 1950er Jahren und ihrer leichten Ver-
mehrung in Zellkulturen zu den am besten untersuchten menschlichen Viren 2. Die bekanntes-
ten Mitglieder von EVs sind die drei Poliovirus (PV)-Typen, die Erreger der paralytischen Poli-
omyelitis, einer Infektionskrankheit, die durch eine akute schlaffe Lahmung (AFP) gekenn-
zeichnet ist und hauptsachlich Kinder unter 5 Jahren betrifft “.

Nach der Polioeradikation wird der Entdeckung und Charakterisierung von Nicht-Polio-Entero-
viren (NPEV) weltweit zunehmend Aufmerksamkeit gewidmet >6. Die Erkenntnisse Uber die
globale Préavalenz von EVs sind wichtig, um ihre klinische Bedeutung und die Gesamtkrank-
heitslast zu definieren und bei therapeutischen Entscheidungen zu helfen “.

Obwohl EV-Infektionen meistens asymptomatisch verlaufen, zeigen die verfigbaren Daten ein
hohes pathogenes Potenzial und es werden weltweit EV-Typen als Ursachen fir schwere Er-
krankungen sowohl in Einzel-, als auch in epidemischen Fallen nachgewiesen 816, Alter, Ge-
schlecht und Immunstatus kénnen das klinische Erscheinungsbild und den Schweregrad der
Infektion beeinflussen *’.

Mit Gber 100 Serotypen stellen NPEVs ein erhebliches Problem fir die ¢ffentliche Gesundheit
dar, insbesondere seit EV-D68, EV-A71 und Echovirus-30 (E-30) als Ursache fir neurologi-
sche Komplikationen - einschlieBlich AFP, akute schlaffe Myelitis (AFM) und Hirnstamm-En-
zephalitis - bei Kindern bekannt geworden sind. Im Allgemeinen wurden EV-D68, EV-A71 und
E-30 in mit klinischen Manifestationen wie Atemwegserkrankungen (EV-D68), Hand-, FuR3-
und Mundkrankheiten (HFMD, EV-71) und sporadischen Fallen von aseptischer Enzephalitis
(E-30) in Verbindung gebracht. Seit 2014 wird jedoch auch EV-D68 als Ursache fiir AFM-Epi-
demien gemeldet, EV-A71 verursachte 2017 einen Ausbruch von Hirnstammenzephalitis und
seit 2018 wird in ganz Europa ein Anstieg von E-30 beobachtet, auch im Zusammenhang mit
Meningitisausbriichen, die mit Langzeitfolgen verbunden sind. 8

Daten aus afrikanischen Landern zeigten, dass auch bei scheinbar gesunden Personen eine
Vielzahl von EV-Stammen im Umlauf sind 1921, Unterernahrung und unzureichende Wasser-
versorgung, Abwasserentsorgung und Hygiene spielen vermutlich eine entscheidende Rolle
bei der Verbreitung von Enteroviren 22,

Die Erschopfung von CD4+ T-Lymphozyten und die damit verbundene Beeintrachtigung des
Immunsystems machen HIV-Patienten (Humanes Immundefizienz-Virus) anfalliger fir andere
Infektionen und fur die Entwicklung schwererer Erkrankungen 23, Es wird berichtet, dass Co-
Infektionen mit enterischen parasitaren Infektionen das Fortschreiten von HIV zum erworbe-

nen Immunschwachesyndrom (AIDS) beschleunigen 4. Die Auswirkungen von Darmviren bei
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HIV-Infizierten in einkommensschwachen Landern sind nur unzureichend untersucht. Sie gel-
ten jedoch als relevante Ursache fiir eine zunehmende Morbiditat 2°. Ferner war das Fort-
schreiten einer HIV-Infektion mit einer Ausbreitung des Darmviroms verbunden 2627,

In Ghana leben schatzungsweise 300.000 Menschen mit HIV / AIDS und nur 70.000 von ihnen
sollen Zugang zu einer antiretroviralen Therapie haben (ART) 2,

In unserer vorliegenden Kohorte wurden 352 Stuhlproben analysiert, um den Zusammenhang
zwischen einem positiven HIV-Status und einem hdheren Risiko einer Co-Infektion mit EVs
und anderen viralen gastrointestinalen Co-Infektionserregern zu untersuchen. Es wurden 40
von 352 Stuhlproben positiv auf Enteroviren getestet, was einer Nachweisrate von 11,4 %
entspricht. Die Mehrheit der Stamme wurde dem EV C (29/39) zugeordnet, die oft als die hau-
figste in Afrika stidlich der Sahara zirkulierende Gruppe beschrieben wird 2%3°, Innerhalb dieser
Spezies waren CVA20 und EV-C99 die in unserer Kohorte am haufigsten identifizierten Sero-
typen. Obwohl beide Serotypen von AFP-Patienten isoliert wurden, wurden sie haufiger bei
scheinbar gesunden Menschen identifiziert 2%212%31, Die Beobachtung, dass in unserer Ko-
horte nur PLHIV (people living with HIV) mit selten zirkulierenden Serotypen infiziert wurden,
stellt einen neuen Hinweis dar, dessen Bedeutung weiter untersucht werden muss. Die Beein-
trachtigung der gastrointestinalen Immunitat, die durch HIV induziert wird, kénnte eine mogli-
che Erklarung sein.

In Ubereinstimmung mit diesem Ergebnis konnten neben der Infektion mit EVs fast ausschlie-
lich bei HIV-positiven Patienten auch Infektionen mit anderen enterischen viralen Erregern ge-
funden werden. Es ist interessant, dass der Nachweis von CoSV (Cosavirus)-Infektionen bei
EV-positiven Personen (6/40, 15 %) im Vergleich zu den wenigen verfiigbaren Daten anderer
Kohorten von Erwachsenen eher héher war. In der vorliegenden Kohorte ist der fast aus-
schlieliche Nachweis von anderen viralen enterischen Erregern bei Enterovirus-positiven
HIV-Infizierten ein Hinweis auf eine veranderte Immunitat der Darmschleimhaut bei dieser Pa-
tientengruppe. Die Assoziation der CD4+ T-Zellzahl bei HIV-positiven Personen mit verschie-
denen EV-Spezies stellt einen neuen Aspekt unserer Studie dar. Ein weiterer bemerkenswer-
ter Aspekt dieser Studie ist die Beobachtung, dass eine Co-Infektion mit CoSV signifikant hdu-
figer bei Enterovirus-infizierten PLHIV mit CD4+ T-Zellzahlen unter 200 Zellen/L auftritt, was
auf die mogliche Rolle von CoSV als opportunistisches Agens hinweist. Insgesamt liefert die
vorliegende Studie die ersten Daten Uber EVs und zusatzliche enterische Co-Infektionen bei
HIV-positiven und HIV-negativen Erwachsenen in Ghana. Obwohl Infektionen mit EVs bei
PLHIV nicht haufiger auftraten, wurde eine hohere Diversitat von EVs, einschliel3lich seltener
und zoonotischer Typen Uberwiegend bei HIV-positiven Personen mit einer niedrigen CD4+ T-
Zellzahl nachgewiesen. Infektionen mit zusatzlichen enterischen Viren wurden fast ausschliel3-
lich bei HIV-infizierten Personen gefunden, was die schadliche Wirkung von HIV auf die Darm-

homdoostase bestatigt. Da eine verlangerte Enterovirus-Ausscheidung ein Biomarker fir eine
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defekte Immunabwehr gegen Enteroviren sein kbnnte, ware es von Interesse, ob HIV-positive
Personen, die mit EVs infiziert sind, eine verlangerte Ausscheidung desselben Serotyps in
aufeinanderfolgenden Stuhlproben aufweisen. Daher sind weitere Langsschnittstudien erfor-
derlich, um umfassendere Erkenntnisse tber die Rolle solcher Viren auf die Darmhomoostase

ZuU gewinnen.
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2. Einleitung

2.1 Enteroviren

Die Gattung der EVs gehdort zur Familie der Picornaviridae und z&hlt aufgrund ihrer frihen
Entdeckung in den 1950er Jahren und ihrer leichten Vermehrung in Zellkulturen zu den am
besten untersuchten menschlichen Viren 3.

Der Name Picorna setzt sich aus pico (klein) und -rna (RNA-Genom) zusammen %2,

Bisher wurden mehr als 100 verschiedene EV Serotypen identifiziert, die aufgrund ihrer Ge-
netik in 15 Spezies eingeteilt werden. Zu den humanpathogenen Arten gehdren die Gruppe
Enterovirus A - D und Rhinovirus A - C 33,

Die bekanntesten Mitglieder von EVs sind die drei PV-Typen, die der Spezies EV C zugeordnet

werden *.

2.1.1. Epidemiologie

EVs kommen weltweit vor und werden hauptséchlich tber den fékal-oralen-Weg, tber Tropf-
cheninfektionen oder den direkten Kontakt/ kontaminierte Oberflachen tibertragen 2.

PVs sind die Erreger der paralytischen Poliomyelitis, einer Infektionskrankheit, die durch eine
AFP gekennzeichnet ist und hauptsachlich Kinder unter 5 Jahren betrifft . Der Erfolg der Glo-
bal Polio Eradication Initiative (GPEI) hat die Verbreitung von Wild-Polioviren drastisch redu-
ziert 3. Die GPEI begann 1988, nachdem alle WHO-Mitgliedstaaten auf der Weltgesundheits-
versammlung einstimmig beschlossen hatten die weltweite Ausrottung der endemischen Poli-
omyelitis zu unterstiitzen, einem Jahr, in dem noch 125 Lander weltweit tber das Auftreten
der endemischen Poliomyelitis berichteten. Seit Beginn der Initiative besteht die wichtigste
Strategie zur Feststellung der Ubertragung des Poliovirus und zur Uberwachung der Auswir-
kungen der AusrottungsmaRnahmen in der Uberwachung von Kindern unter 15 Jahren die
eine AFP aufweisen, dem Leitsymptom der paralytischen Poliomyelitis. Seither sind beeindru-
ckende Fortschritte erzielt worden und die GPEI steht kurz vor dem Ziel der weltweiten Aus-
rottung *°. Allerdings werden aus Afghanistan und Pakistan immer noch endemische Falle ge-
meldet, die ein globales Risiko der Wiedereinschleppung des PV darstellen .

Nach der Polioeradikation wird der Entdeckung und Charakterisierung von NPEV weltweit zu-
nehmend Aufmerksamkeit gewidmet >°. Die Erkenntnisse tber die globale Pravalenz von EVs
sind wichtig, um ihre klinische Bedeutung und die Gesamtkrankheitslast zu definieren und bei
therapeutischen Entscheidungen zu helfen .

Daten aus afrikanischen Landern zeigten, dass auch bei scheinbar gesunden Personen eine

Vielzahl von EV-Stammen im Umlauf sind und auch in anderen afrikanischen Landern wurde
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eine groRe Vielfalt an EVs beobachtet, welche gesunde Personen infizierten 1°2%, Unterernéh-
rung, unzureichende Wasserversorgung, Abwasserentsorgung und Hygiene spielen vermut-
lich eine entscheidende Rolle bei der Verbreitung von EVs %,

Obwohl EV-Infektionen meistens asymptomatisch verlaufen, zeigen die verfliigbaren Daten ein
hohes pathogenes Potenzial. Es wurden weltweit EV-Typen als Ursachen fur schwere Erkran-
kungen sowohl in Einzel-, als auch in epidemischen Fallen nachgewiesen 816,

Im Rahmen der Poliotiberwachung wurden verschiedene NPEV von Patienten isoliert, die an
AFP erkrankt sind °. Ein 22-jahriger, zuvor gesunder Mann, stellte sich in GroRbritannien mit
produktivem Husten und Fieber (bis zu 38 °C) vor. Er litt unter Kopfschmerzen, Sehstérungen
und Schwache der Gesichtsmuskulatur Nach zwei Tagen sank sein GCS (Glasgow Coma
Scale) von 15 auf 10 und er entwickelte eine globale schlaffe Lahmung mit Anzeichen einer
bulbaren Lahmung. Mit Hilfe der RT-PCR (reverse transcription polymerase chain reaction)
konnte EV-D68 in der bronchoalveolaren Lavage des Patienten nachgewiesen werden .
Auch sind andere klinische Formen von mildem fieberhaftem Infekt, tGber respiratorische In-
fekte, bis aseptischer Meningitis und Enzephalitis bekannt 373, Alter, Geschlecht und Im-
munstatus konnen das klinische Erscheinungsbild und den Schweregrad der Infektion beein-
flussen 17,

Mit Uber 100 Serotypen stellen NPEVs ein erhebliches Problem fur die 6ffentliche Gesundheit
dar, insbesondere seit EV-D68, EV-A71 und Echovirus-30 (E-30) als Ursache fir neurologi-
sche Komplikationen, einschlie3lich AFP, AFM und Hirnstamm-Enzephalitis, bei Kindern be-
kannt geworden sind. Im Allgemeinen wurden EV-D68, EV-A71 und E-30 mit klinischen Mani-
festationen wie Atemwegserkrankungen (EV-D68), HFMD (EV-71) und sporadischen Fallen
von aseptischer Enzephalitis (E-30) in Verbindung gebracht. Seit 2014 wird jedoch auch EV-
D68 als Ursache fiir AFM-Epidemien gemeldet. EV-A71 verursachte 2017 einen Ausbruch von
Hirnstammenzephalitis und seit 2018 wird in ganz Europa ein Anstieg von E-30 beobachtet,
auch im Zusammenhang mit Meningitisausbrtichen, die mit Langzeitfolgen verbunden sind 8.
In Europa wurde das Non-Polio-Enterovirus-Netzwerk (ENPEN) eingerichtet, um Daten zu
schweren EV-Infektionen zu sammeln und die Verbreitung von EV-Typen zu tberwachen *°,
In Subsahara-Afrika stammen die begrenzten Daten zu EV-Infektionen hauptsachlich aus der
AFP-Uberwachung 54042,

In einem 2021 verdffentlichten Artikel von Brouwer et al. wurden die Ergebnisse der Pravalenz
und der Verteilung von EV-Typen aus 153 eingeschlossenen Studien zusammengefasst. EV
B war die am haufigsten nachgewiesene Spezies, wahrend die anderen kontinentspezifische
Unterschiede aufwiesen, wobei EV C mehr in Afrika und EV A mehr in Asien nachgewiesen
wurde. ’

Echovirus 30 war bei weitem der am haufigsten nachgewiesene Typ, insbesondere in Studien,

die in Europa durchgefuhrt wurden 4243, EV-Typen der Art EV B, einschlieRlich Echovirus 30,
14



wurden haufig in Patientengruppen mit neurologischen Infektionen und in Liquor nachgewie-
sen 44° wahrend EV C-Typen haufig in Stuhlproben gefunden wurden 4647, Insgesamt war
die Bandbreite der in den Studien berichteten Pravalenz grof3 und reichte von 0 % in einer
portugiesischen Studie, mit respiratorischen Proben von alteren Menschen mit akuten Atem-
wegsinfektionen “8, bis zu 89,9 % in einer malawischen Kohorte, die aus Kindern unter 5 Jah-
ren mit und ohne Anamie bestand 2°.

Die mediane Pravalenz, gewichtet nach der Anzahl der in den einzelnen Studien untersuchten
Proben, betrug 6,3 % (IQR 3,2-8,1%). Die mediane EV-Pravalenz in den verschiedenen Kon-

tinenten reichte von 2,4 % (in Stidamerika) bis 6,2 % (in Europa). ’

2.1.2. Proteinkapsid

Die Familie der Picornaviren sind unbehtillte ikosaedrische Partikel mit einem Durchmesser
von ca. 15- 30 nm, denen eine dul3ere Lipidschicht oder -hille fehlt. Die Einzelstrangige (+)
RNA im Inneren hat ein Molekulargewicht von 2,58 x 10° Da. Die RNA macht etwa 30 % und
die Proteinhille etwa 70 % des Gewichts des Virus aus. Das Proteinkapsid besteht aus 60
Untereinheiten (Protomere), die jeweils aus 4 Strukurproteinen (Polypeptide) bestehen, VP1,
VP2, VP3 und VP4. Letzteres befindet sich auf der Innenseite der Kapsel und interagiert mit
dem Genom. Vereinzelt kommt auch VPO vor, was den Vorlaufer von VP2 und VP4 darstellt.
2,32,49

Die mutmalBliche virale Rezeptorbindungsstelle wurde auf der Oberflache des Virions identifi-
ziert und erscheint als Depression oder Canyon zwischen den Strukturproteinen VP1, VP2 und
VP3 mit einer Tiefe von 25 A, was kleiner als der 35 A messende Durchmesser eines Fab-
Fragments eines Antikdrpermolekiils ist. Es wird daher angenommen, dass die Neutralisierung

des Virus nicht die Blockierung der Rezeptorbindungsstelle beinhaltet. °

Abbildung 1: Schematische Darstellung der ikosaedrischen Kapsidhtille

Abbildung Ubernommen aus Rossmann MG, Arnold E, Erickson JW, Frankenberger EA, Griffith JP,
Hecht H-J, Johnson JE, Kamer G, Luo M, Mosser AG, Rueckert RR, Sherry B, Vriend G (1985).
Structure of a human common cold virus and functional relationship to other picornaviruses. Nature.
317(6033): 145-53
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2.1.3. Genom

Das virale Genom enthélt ein einzelnes offenes Leseraster mit 3 funktionellen Bereichen. Eine
untranslatierte Region (UTR) am 5°- und 3"-Ende, einschlieR3lich des 3"-Poly(A)-Schwanzes,
sowie den kodierenden Bereich (P1, P2 und P3). Das virale Genom besitzt am 5 -Ende keine
Kappe, stattdessen ist dieses kovalent an das virale Protein VPg (viral protein genome-linked)
gekoppelt, welches bei der RNA-Replikation als Primer verwendet wird. Die 5-UTR enthalt
eine interne ribosomale Eintrittsstelle (IRES), die Cap-unabhéngige Translation vermittelt und
fur die Bindung der Ribosomen an das virale RNA-Genom notwendig ist. Mutationen in diesem
Sequenzbereich kdnnen die Virulenz, sowie die Translatierbarkeit beeinflussen. Die Viruspro-
teine kdnnen durch die Plus-Strang-Orientierung ohne Zwischenschritt von der RNA transla-
tiert werden. Insgesamt ist die Organisation des offenen Leserasters bei allen Picornaviren
ahnlich, aber es gibt einige Unterschiede zwischen den Gattungen. Im Fall der EVs kodiert der
offene Leserahmen fir ein Polyprotein, das Abschnitte fir Strukturproteine (VP1-4 und ggf.
VPO) in der P1-Region enthélt. Der Bereich P2 und P3 kodiert fur die nicht-strukturellen Pro-
teine (2A - 2C, sowie 3A — 3C). P2 ist wichtig fur die Anpassung des Virus an den Zellstoff-
wechsel. Aus P3 werden die enzymatisch aktiven Komponenten und weitere nicht-strukturelle
Proteine gebildet. Das Polyprotein wird zu den viralen Proteinen und den Vorstufen durch die

viralen Proteasen 2AP° und 3CP° prozessiert (Abbildung 2). 325!

5-UTR 3-UTR

( P1 | pr2 | P3 )
A A AA AA ‘AW\
A\ 3¢
(Cveo J(vp3) (Cvet JA(28c JEd( sco )
A A A

O(Cve2) ) (2c ]@3[]8[30][ 3D )

VP4

Abbildung 2: Enterovirus Genom

Abbildung Gibernommen aus Linden LVd, Wolthers KC, Van Kuppeveld FIM (2015). Replication and
Inhibitors of Enteroviruses and Parechoviruses. 7(8): 4529-62
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2.1.4. Replikation

Der Replikationszyklus wird durch die Bindung des Virus an die Wirtszelle und anschlieRende
Internalisierung (Endozytose) eingeleitet. AnschlieRend erfolgt die Freisetzung (Uncoating)
des RNA-Genoms und die Verbindung des (+)RNA-Stranges mit den Ribosomen. Als Repli-
kase und Primer dient hier das virale Protein VPg, was fir die Translation abgespalten wird.
Die mRNA wird zunachst zu einem Vorlauferprotein translatiert, welches dann durch eigene
Proteasen gespalten wird. Die Spaltung des eukaryotischen Translationsinitiationsfaktors
elF4G und des Poly(A)-bindenden Proteins (PABP) durch 2AP™® und 3CP™ fihren zu einer Blo-
ckade der Translation von zellularen Proteinen, dem sogenannten Host-shut-off. Dartber hin-
aus spalten virale Proteasen verschiedene andere zellulare Faktoren, um die Virusvermehrung
zu unterstitzen und/oder angeborene antivirale Reaktionen zu unterdriicken. Die Nichtstruk-
turproteine vermitteln die Replikation des RNA-Genoms Uber ein negativstréangiges Interme-
diat. Der hierdurch neu synthetisierte (+)RNA-Strang kann dann entweder eine weitere Trans-
lations- und Replikationsrunde einleiten oder kann in virale Kapsidproteine verpackt werden,
um neue infektiose Viruspartikel zu bilden, die mittels Zelllyse freigesetzt werden. 325152
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Abbildung 3: Enterovirus Replikationszyklus

Abbildung Gibernommen aus Linden LVd, Wolthers KC, Van Kuppeveld FIM (2015). Replication and
Inhibitors of Enteroviruses and Parechoviruses. 7(8): 4529-62

2.2 HIV

HIV wird in zwei Typen eingeteilt, HIV-Typ 1 (HIV-1) und HIV-Typ 2 (HIV-2). Hauptverursacher
von AIDS ist HIV-1, wahrend HIV-2 nur auf einige Regionen in West- und Zentral Afrika be-
schrankt ist. HIV gehort zur Familie der Retroviridae. Das Genom des Retrovirus besteht aus

zwei identischen Kopien von einzelstrangigen RNA-Molekiilen. 3
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Bekanntermal3en machen die Erschopfung von CD4 + T-Lymphozyten und die damit verbun-
dene Beeintrachtigung des Immunsystems HIV-Patienten anfalliger fur andere Infektionen und
fur die Entwicklung schwererer Erkrankungen 23, Es wird berichtet, dass Co-Infektionen mit
enterischen parasitaren Infektionen das Fortschreiten von HIV zum erworbenen Immunschwa-
chesyndrom (AIDS) beschleunigen 2. Ein potenziell glinstiger immunmodulatorischer Effekt
konnte jedoch im Falle einer Co-Infektion mit Helicobacter pylori bei HIV-positiven Personen
nachgewiesen werden %%, Die Auswirkungen von Darmviren bei HIV-Infizierten in einkom-
mensschwachen Landern sind nur unzureichend untersucht, sie gelten jedoch als relevante
Ursache fiir eine zunehmende Morbiditéat 2. Ferner war das Fortschreiten einer HIV-Infektion

mit einer Ausbreitung des Darmviroms verbunden 2627,

2.2.1. HIVin Ghana

Schatzungsweise 37,9 Millionen [32,7-44,0 Millionen] Menschen lebten Ende 2018 weltweit
mit HIV/AIDS, davon mehr als zwei Drittel (69 %) in Afrika stdlich der Sahara %¢. Ghana, das
mit einer relativ geringen Zahl zur HIV-Belastung Afrikas beitragt, hat eine nationale Pravalenz
von 1,7. Was das Geschlecht betrifft, so sind Frauen weltweit am meisten von HIV/AIDS be-
troffen: ca. 63% der etwa 350.000 (2020) diagnostizierten Menschen, die mit HIV in Ghana
leben, sind Frauen %’. Wie viele andere Lander ist Ghana bestrebt, die 90-90-90-Ziele des
United Nations Programme on HIV/AIDS (UNAIDS) zu erreichen (90 % der HIV-Positiven ken-
nen ihren Status, 90 % der Diagnostizierten sind in Behandlung und 90 % der Behandelten
sind viral supprimiert). Im September 2016 verabschiedete die ghanaische Regierung die
Richtlinie der Weltgesundheitsorganisation (WHO) und somit die Bereitstellung einer ART fur
alle Menschen mit HIV, unabhangig von ihrer CD4+ Zahl. Es mangelt jedoch an genauen Da-
ten Uber die HIV-Versorgungskaskade, beispielsweise zur Anzahl der auf HIV getesteten Per-
sonen, Zahlen zu Personen, die HIV-positiv getestet wurden, HIV-positive Patienten mit Be-
handlungsbeginn, HIV-positive Patienten unter der Nachweisgrenze, sowie HIV-positive Per-

sonen, die die Behandlung fortgesetzt haben 8,

2.3 Virale gastrointestinale Co-Infektionserreger

2.3.1. Noroviren

Humane Noroviren (NoVs) sind unbehillte Viren, die zur Familie der Caliciviridae gehoren.
Derzeit gibt es sieben anerkannte Genogruppen, wobei I, Il und IV (GI, Gll und GIV) zu den
humanpathogenen Erregern zéhlen. Das Genom der NoVs besteht aus einer einzelstrangigen
RNA mit positiver Polaritat (ss(+)RNA) von etwa 7,5 kb. Die Mehrzahl aller nicht-bakteriellen
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Gastroenteritis-Ausbriiche wird durch NoVs verursacht. Die Ubertragung erfolgt Giber den fa-
kal-oralen Weg, entweder durch den Kontakt mit infizierten Personen, mit kontaminierten Nah-
rungsmitteln und Wasser oder durch infektiose Aerosole. Schon wenige Viruspartikel kbnnen
eine Infektion auslésen. NoV-Infektionen sind bei gesunden Menschen selbstlimitierend, kén-
nen aber bei immungeschwachten Personen, dlteren Menschen und kleinen Kindern mit
schweren Komplikationen verbunden sein. NoVs wurden nicht immer mit schwereren Erkran-
kungen bei Personen mit eingeschrankter Immunfunktion assoziiert. Es wird vermutet, dass

genetische Unterschiede zwischen neu aufgetretenen und historischen Stammen bestehen.

59,60

2.3.2. Adenoviren

Die humanen Adenoviren (AdVs) sind doppelstréngige, unbehiilite DNA-Viren, die zur Gattung
Mastadenovirus und zur Familie Adenoviridae gehoren. Aktuell sind Gber 53 Serotypen und
sieben Spezies (A bis G) bekannt. &

AdV-Infektionen sind leicht Ubertragbar und in einigen Fallen hochgradig ansteckend. Sie gel-
ten als Erreger von fiebrigen Atemwegsinfektionen, Pharyngokonjunktivitiden, Keratokonjunk-
tivitiden, Gastroenteritiden und Diarrhoen. Obwohl die klinischen Verlaufe mild und selbstlimi-
tierend sind, kénnen Infektionen schwere Verlaufe verursachen, die gelegentlich sogar bei im-
munkompetenten Personen tédlich enden. AdVs spielen jedoch eine besonders wichtige Rolle
bei Patienten mit stark eingeschréankter Immunantwort, bei denen die Viruserkrankung mit ei-

ner hohen Morbiditat und Mortalitat verbunden ist. 263

2.3.3. Rotaviren

Rotaviren (RVs) gehdren zur Familie der Reoviridae und wurden erstmals 1973 in Duodenal-
biopsien und Stuhlproben von Menschen mit akutem Durchfall beschrieben. Aktuell werden
zehn Gruppen (A bis J) definiert, wobei RVs der Spezies A die haufigste Ursache fur Infektio-
nen im Kindesalter darstellen. Das Kapsid der RVs ist ikosaedrisch und sie besitzen ein dop-
pelstrangiges RNA Genom, welches aus 9-12 Segmenten besteht. Trotz der Verfugbarkeit
eines Impfstoffs gegen das RV, gibt es weiterhin weltweit mehr als 200.000 Todesfallen pro
Jahr. In entwickelten Landern mit routinemafigen Impfprogrammen ist die RV-Infektion weni-
ger verbreitet als in nicht entwickelten Landern, wo sie weiterhin eine Hauptursache fur le-
bensbedrohliche Durchfalle bei Sduglingen und Kindern unter 5 Jahren ist. Zu den haufigsten
Symptomen gehéren heftiger Durchfall und Erbrechen, aber auch Fieber, Unwohlsein und
neurologische Erscheinungen wie Krampfe, Enzephalitis oder Enzephalopathie sind mogliche

seltene Erscheinungsformen. 6465
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2.3.4. Astroviren

Die Humanen Astroviren (HAstVs) sind unbehiillte Einzelstrang-RNA-Viren mit positiver Pola-
ritat aus der Familie der Astroviridae, die 1975 erstmals beschrieben wurden. Die Familie wird
in 2 Gattungen unterteilt: Mamastrovirus und Avastrovirus. HAstVs sind weit verbreitet und
etwa 90 % der Bevolkerung ab einem Alter von 9 Jahren weisen Antikérper gegen HAstV Typ
1 auf. Sie sind eine der Hauptursachen fiir Durchfall bei Kindern, Alteren, sowie von immun-
geschwachten Menschen. Seit 2008 wurden zwei neue Gruppen von hochgradig divergenten
AVs mit den Namen MLB (Melbourne) und VA/HMO (Virginia/Human-Mink-Ovine-like) im
Stuhl von Menschen mit Durchfall identifiziert. Obwohl diese neuen Viren urspriinglich bei Kin-
dern mit Gastroenteritis isoliert wurden, ist die Zahl der systematischen epidemiologischen
Studien zur Bestimmung ihrer wahren Prévalenz noch gering und es wurde noch kein definiti-
ver Zusammenhang zwischen neuartigen AVs und Gastroenteritis hergestellt. Dartiber hinaus
wurden beide klassischen, aber insbesondere die neuartigen HAstVs vor kurzem als Ursache
unerwarteter Infektionen des zentralen Nervensystems (ZNS) bei gefahrdeten Personen iden-
tifiziert. Dies unterstreicht, dass diese den Gastrointestinaltrakt umgehen und andere Gewebe

und Organe infizieren kénnen. %667

2.3.5. Sapoviren

Sapoviren (SaVs) sind einzelstrangige, unbehiillte, positive RNA-Viren, die zur Familie der
Caliciviridae gehéren. Zu den humanpathogenen Genotypen gehéren Gl, Gll, GIV und GV.
Die Ubertragung erfolgt tiber den fakal-oralen Weg, entweder tiber kontaminierte Lebensmittel,
Wasser, Oberflachen oder durch direkten Kontakt mit infizierten Personen. Der Zugang zu
sauberem Trinkwasser spielt demnach eine wichtige Rolle fir die Pravention von Infektionen.
Die haufigsten Symptome sind Erbrechen und Durchfall. Die SaV-bedingte virale Gastroen-
teritis ist oft selbstlimitierend und verschwindet in der Regel innerhalb von 3-4 Tagen. Es wur-
den jedoch auch Félle berichtet, in denen die Symptome langer und mit Gberdurchschnittli-
chem Schweregrad auftraten, insbesondere bei immungeschwéachten Personen. Mit ca. 2 Mil-
lionen Todesféllen pro Jahr ist Durchfall die zweith&ufigste Todesursache bei Kindern unter 5
Jahren. Die Region Subsahara-Afrika ist eine der Regionen mit der hochsten Prévalenz von
HIV. Durchfallerkrankungen sind die Hauptursache fir Morbiditat und Todesfélle bei HIV-infi-

zierten Kindern. 68

2.3.6. Cosaviren
Das humane Cosavirus (CoSV) wurde erstmals 2008 in Pakistan aus Fakalproben sowohl von
gesunden Kindern als auch von Kindern mit AFP ohne Polio identifiziert. CoSVs gehoéren zur

Familie der Picornaviridae und werden in fiinf Arten eingeteilt - A, B, D, E, F. Die Etablierung
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von Gruppe C steht aufgrund unvollstandiger Virussequenzen noch aus. Das Akronym Cosavi-
rus steht fir common stool-associated picornavirus. Die atiologische Rolle von CoSV bei
menschlichen Darmerkrankungen ist jedoch noch unbekannt, da Fall-Kontroll-Studien das
Vorhandensein von Cosaviren auch bei einer signifikanten Anzahl von Individuen ohne Diar-

rhoe feststellten. 6°

2.3.7. Virale gastrointestinale Infektionserreger in Subsahara-Afrika

Nach wie vor stellen Durchfallerkrankungen eines der wichtigsten offentlichen Gesundheits-
probleme dar und sind die Hauptursache fir Morbiditat und Mortalitét bei Kindern unter 5 Jah-
ren. In den letzten drei Jahrzehnten hat sich die Uberlebensrate von Kindern zwar weltweit
deutlich verbessert, jedoch besteht weiterhin ein Ungleichgewicht zwischen und innerhalb der
Lander. Diarrhoen fuhren taglich zu mehr als 2.100 Todesféllen bei Kindern unter 5 Jahren,
davon ereignen sich mehr als drei Viertel in den meist armen und weniger entwickelten Lan-
dern der Welt, 42 % davon in Afrika stdlich der Sahara. Durchfall ist bei Kindern, die an Un-
tererndhrung leiden, oft schwerer und todlich. In Entwicklungslandern, in denen wiederkeh-
rende Durchfélle haufig sind und Untererndhrung ein 6ffentliches Gesundheitsproblem dar-
stellt, entsteht ein Teufelskreis aus Durchfall und Untererndhrung. Auch spielt die unzu-
reichende Wasser- und Sanitarversorgung, der fehlende Zugang zu Impfungen und die unzu-
reichende Behandlung von Durchfall eine Rolle. 7072

Darlber hinaus wird angenommen, dass die chronische Exposition gegeniber Darmpathoge-
nen einer der Hauptfaktoren ist, der mit dem Auftreten eines subklinischen Zustands korreliert,
der als "Umwelt-Enteropathie" (EE) bezeichnet wird und durch Dinndarmentziindung, redu-
Zierte Absorptionskapazitat und erhohte intestinale Permeabilitéat gekennzeichnet ist. EE tragt
dazu bei, den Zustand der Unterernahrung zu verschlimmern und die Menschen anfélliger fur
Infektionskrankheiten zu machen. ™

Eine Meta-Analyse von 23 Studien zeigte, dass das haufigste mit Gastroenteritis assoziierte
Virus bei Kindern unter 5 Jahren in Subsahara-Afrika das RV war, gefolgt vom NoV. Der RV-
Nachweis war am hochsten in der westafrikanischen Region und am niedrigsten in Stidafrika.

AdVs und HAstV waren die am wenigsten nachgewiesenen Viren. ™

2.4  Fragestellungen und Ziel der Arbeit

Es wurden weltweit EV-Typen als Ursachen fur schwere Erkrankungen sowohl in Einzel-, als
auch in epidemischen Fallen nachgewiesen. Es sind jedoch nur wenige Daten uber die Ver-
breitung von EVs bei HIV immungeschwéchten Personen in Endemiegebieten verfiigbar. Die

chronisch enterovirale Meningoenzephalitis bei immungeschwéchten Patienten ist seit langem
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bekannt 227576, Die potenzielle Rolle von HIV-positiven Patienten als Quelle von EV-Infektio-
nen in tropischen Gebieten wurde bisher jedoch kaum untersucht 7,

In Ghana leben schatzungsweise 300.000 Menschen mit HIV / AIDS und nur 70.000 von ihnen
sollen Zugang zu einer ART haben 2,

Ziel der Studie ist die Untersuchung von 352 Stuhlproben zuféllig ausgewahliter HIV-positiver
(n= 250) und HIV-negativer (n= 102) ghanaischer Erwachsener auf das Vorhandensein von
humanen EVs und deren genetische Untersuchung.

Der Zusammenhang, ob der HIV-positive Status und eine CD4+ T-Zellzahl unter oder tber
200 Zellen/pl mit einem héheren Risiko einer Co-Infektion mit EVs und auch anderen viralen
gastrointestinalen Co-Infektionen, wie NoVs, AdVs, RVs, HAstVs, SaVs und CoSVs, verbun-

den ist, soll analysiert werden.
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Abstract In the post-polio eradication era, increasing attention is given to non-polio enteroviruses.
Most of the data about enteroviruses in sub-Saharan Africa are related to acute flaccid paralysis
surveillance and target the pediatric population. This study aimed to investigate the presence
of enterovirus in PLHIV (people living with HIV) and HIV-negative individuals in Ghana. Stool
samples from HIV-positive individuals (n = 250) and healthy blood donors (1 = 102) attending the
Komfo Anokye Teaching Hospital in Kumasi, Ghana, were screened by real-time PCR for enterovirus.
Molecular typing of the VP1 region was performed. Enterovirus-positive samples were tested for
norovirus, adenovirus, rotavirus, sapovirus, and cosaviruses. Twenty-six out of 250 HIV-positive
subjects (10.4%) and 14 out of 102 HIV-negative individuals (13.7%) were detected enterovirus-positive,
not showing a significant different infection rate between the two groups. HIV-negative individuals
were infected with Enterovirus C strains only. HIV-positive participants were detected positive
for species Enterovirus A, Enterovirus B, and Enterovirus C. Co-infections with other viral enteric
pathogens were almost exclusively detected among HIV-positive participants. Overall, the present
study provides the first data about enteroviruses within HIV-positive and HIV-negative adults living
in Ghana.

Keywords: enterovirus; HIV; Ghana; cosavirus; enteric infection
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1. Introduction

Enteroviruses belong to the family Picornaviridae and are non-enveloped single stranded RNA
viruses. So far more than 100 different serotypes have been identified to infect humans and grouped
into 4 species (Enterovirus A- Enterovirus D) on the basis of their genetic divergence [1]. Enteroviruses
are endemic worldwide and mainly transmitted via the fecal-oral route or by droplets and direct
contacts [2]. The most known members of the genus Enterovirus are represented by the three poliovirus
types (PV), assigned within the species Enterovirus C. Polioviruses are the etiologic agents of paralytic
poliomyelitis, an infectious disease characterized by acute flaccid paralysis (AFF) and whose main
target is children under 5 years of age [3]. The success of the Global Polio Eradication Initiative (GPEI)
has dramatically reduced the circulation of wild PVs [4]. Since 1988, the number of polio endemic
countries has declined from 125 to 3, represented by Nigeria, Pakistan and Afghanistan, with Nigeria
being on the verge of being certified as polio free [4,5].

In the post-polio eradication era, increasing attention is given worldwide to the detection
and characterization of non-polio enteroviruses [6,7]. Although enterovirus infections are mostly
asymptomatic, the available data evidenced a high pathogenic potential. Different non-polio
enteroviruses have been isolated from patients affected from AFP in the context of polio surveillance [6].
Other severe clinical forms associated with enteroviruses include aseptic meningitis, myocarditis,
encephalitis, and respiratory diseases [8,9]. Age, gender, and host immune status can influence the
clinical presentation and severity of infection [10]. Furthermore, emerging enterovirus variants have
been recognized worldwide as causes of severe clinical manifestations in both sporadic and epidemic
cases [11-18)].

In Europe, the non-polio enterovirus netw ork (ENPEN) was recently established, with the aim to
collect data on severe enterovirus infections and monitor the circulation of enterovirus types [19].

In sub-Saharan Africa, the limited data about enterovirus infections are mostly related to AFP
surveillance [20-22]. A previous survey in Cote d'Ivoire evidenced a high variety of enterovirus strains
circulating in apparently healthy individuals [23]. A high diversity in enterovirus isolates infecting
healthy individuals was also observed in other African countries [24,25].

Malnutrition and inadequate supply of water, sanitation, and hygiene presumably play a crucial
role in the spread of this group of viruses [26]. However, few data are available about the presence
of enteroviruses in immunocompromised individuals living in these areas, namely PLHIV (people
living with Human Immunodeficiency Virus). Chronic meningoencephalitis associated to enterovirus
in immunocompromised patients have long been known [27-29]. Nevertheless, the potential role of
HIV-positive patients as a source of enterovirus infections in tropical areas has been barely examined [30].

As known, the depletion of CD4+ T lymphocytes and the associated impairment of the immune
system make HIV patients more vulnerable to acquiring other infections and to developing more severe
clinical manifestations [31]. Remarkably, co-infections with enteric parasitic infections are reported to
worsen the progression of the HIV infection to Acquired Immunodeficiency Syndrome (AIDS) [32].
Omn the contrary, a potential beneficial immunomodulatory effect was evidenced in case of co-infection
with Helicobacter pylori in HIV-positive persons [33,34]. The impact of enteric viruses in HIV-positive
people living in low-income countries is poorly investigated; however, they are considered a relevant
cause of morbidity in this group of patients [35]. Furthermore, HIV progression was associated with
the expansion of enteric virome [36,37].

In Ghana, 300,000 people are estimated to be living with HIV/AIDS and only 70,000 of them are
reported to have access to antiretroviral therapy (ART) [38].

The aim of the present study was to analyze and molecularly characterize the spectrum of
enteroviruses infecting HIV-positive and HIV-negative adults living in Ghana, in order to evidence if
HIV infection was associated with a higher risk for infection with enteroviruses.
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2. Materials and Methods

2.1. Study Participants

The present study comprised participants from an observational cohort study on clinical
and sociodemographic determinants of H. pylori infection among HIV-infected and non-infected
persons [33,34]. Adult HIV-positive patients from the HIV Outpatient Department of the Komfo
Anokye Teaching Hospital in Kumasi, Ghana, were enrolled between November 2011 and November
2012. Additionally, blood donors from the same hospital were recruited to serve as a HIV-negative
control group. From this cohort, we randomly selected HIV-positive patients with CD4+ T cell counts
below or more than 200 cells/uL (n= 119 and 131, respectively), and 102 HIV-negative individuals to
analyze the prevalence and clinical implications of human enteroviruses.

2.2, Ethics Statement

Ethical approval for this study was obtained from the Committee on Human Research of the
Kwame Nkrumah University of Science and Technology in Kumasi, Ghana: HRPE/AP/12/11, and the
ethics committee of the Medical Council in Hamburg, Germany: PV3771. Written informed consent was
obtained from all participants before enrolment in accordance with the World Medical Association’s
Declaration of Helsinki.

2.3. Specimen Collection, Handling and Storage

Trained study personnel collected demographic and clinical data using a standardized
questionnaire. Aliquots of native stool samples were freshly frozen and stored at —80 “C before
being transported to Germany on dry ice. Blood samples were collected and the analysis of CD4+ T
cell count was performed in Ghana using a FACSCalibur flow cytometer (Becton Dickinson, Mountain
View, California).

24, Viral Nucleic Acid Extraction

A 10% suspension of each stool sample was prepared using PBS. Viral nucleic acids were extracted
from 700 pL of the stool suspension by using the automated platform VERSANT kPCR Molecular
System and the VERSANT Sample Preparation 1.0 Reagents Kit (Siemens Healthcare Diagnostics,
Erlangen, Germany) into an elution volume of 100 ul, according to the manufacturer’s instructions.

2.5. Detection of Enteroviruses and Other Viral Enteric Co-Infections

Samples were screened for enteroviruses using the Enterovirus real-time RT-PCR Kit (TagMan)
(AnDiaTec GmbH & Co.KG, Komwestheim, Germany) according to the manufacturer’s protocol.
Enterovirus-positive samples were screened for the presence of other viral enteric pathogens. Norovirus
(NoV), adenovirus (AdV), rotavirus (RV), astrovirus (HAstV), and sapovirus (5aV) were detected using
the multiplex FTD Viral gastroenteritis (Fast-Track Diagnostics, Luxembourg), in accordance with the
manufacturer’s instructions. Cosaviruses (Co5V) weme detected as described by Kapoor et al. [39].

2.6. VP1 Amplification, Sequencing and Molecular Typing

All enterovirus strains were sequenced in the 5 non-coding region (5’NCR) for enterovirus
species assignment. Molecular typing of enterovirus strains was performed using generic and
species-specific VP1-primer systems [23,25]. Sequencing was done directly on amplification products
using BigDye 3.1 (Applied Biosystems). Assignment to enterovirus types was done using BLAST
and the Enterovirus Genotyping Tool [40,41]. Sequences were deposited in GenBank under accession
numbers MN812172-MN812201.

In addition to molecular assays, enterovirus-positive stool samples were inoculated to RD-A
cells and passaged three times. If CPE was observed, RNA was extracted from 140 uL cell culture
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supernatant and subjected to enterovirus PCR, targeting the 5’ non-coding region (NCR) and VP1
region. Sequencing was performed to exclude the presence of polioviruses.

2.7. Statistical Analysis

Statistical analyses were conducted using R (version 3.6.1, R Foundation for Statistical Computing,
Vienna, Austria). Categorical variables were compared using either the x2 test or the Fisher exact test,
as appropriate. Continuous variables were expressed as median (interquartile range, IQR) or mean +
standard deviation (SD) and compared using the Wilcoxon rank sum test or the unpaired Student’s
t-test. A multiple linear regression model was used to assess the association between covariates and
the continuous outcome CD4+ T cell count cells/ul. Two-sided p-values were presented, and statistical
significance was determined at o = 5%.

3. Results

3.1. Characteristics of Enterovirus-positive and Negative Participants

Forty (11.4%) out of 352 stool samples were tested positive for enteroviruses (Table 1).
Out of 250 samples of HIV-positive subjects, twenty-six (10.4%) were tested enterovirus-positive,
and fourteen out of 102 HIV-negative individuals (13.7%, p = 0.362) were tested enterovirus-positive
(Figure 1la). The proportion of HIV infections was not different between enterovirus-positive
and enterovirus-negative participants (65.0% vs. 71.8%, respectively). Furthermore, the two
groups did not differ regarding the presence of clinical symptoms between enterovirus-positive
and enterovirus-negative individuals. Remarkably, within the group of HIV-positive participants,
those with an enterovirus infection had significantly higher median CD4+ T cell counts compared to
those that were tested enterovirus-negative (416 [IQR 168-535] vs 204 [IQR 78-460] cells/uL, p = 0.017),
but did not differ in regard to antiretroviral therapy, intake of antibiotics, or time since diagnosis of
HIV (Table 51 and S2). Interestingly, this finding was restricted to HIV-positive subjects and was not
observed in participants without HIV infection. On the other hand, HIV-negative adults infected
with enterovirus were significantly younger than those without enterovirus infection (28.6 + 6.4 vs.
33.6 £12.9, p = 0.029).
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Figure 1. (a). Absolute numbers of enterovirus strains assigned to species in HIV-positive adults with
high and low CD4+ T cell count and HIV-negative persons in Ghana in %. (b). Absolute numbers of
enterovirus strains assigned to species detected in adult participants in Ghana.
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Table 1. Demographical and clinical characteristics of enterovirus-positive and enterovirus-
negative participants.

Paramelers Total (n = 352) Enterovirus-Positive Enterovirus-Negative

Subjects (n = 40, 11.4%)  Subjects (n = 312, 88.6%) P~ Volue
Age in years, mean + SDx 382+ 106 7107 383+ 106 0.760
in HIV-positive subjects 403 +£9.1 42392 40,0 £9.1 0.186
in HIV-negative subjects 329+123 286+ 64 336+ 129 0.029
Female gender, n (%) 247 (70.6) 3 (775) 216 (69.7) 0.307
HIV status:
positive, n (%) 250 (71.0) 26 (65.0) 224 (71.8) 0.372
negative, n (%) 102 (29.0) 14 (35.0) 88 (28.2) T
CD4+ T cells/ul. (IQR):

in HIV-positive subjects 221 (87-474) 416 (165-535) 204 (78-460) 0.017
in HIV-negative subjects 969 (786-1150) 958 (769-1038) 982 (787-1153) 0.726
Low BMI (<185 kg-fmz], n (%): 37(11.1) 1(27) 36(12.2) 0.099
in HIV-positive subjects 34(13.9) 1(3.8) 33(15.1) 0.143
in HIV-negative subjects 3(3.4) 0 {0.0) 3(3.9) 1.00

Clinical symptoms during last

& months:

Gastrointestinal symptoms, n (%) 64 (184) 8 (20.0) 56 (18.2) 0.780
Feverish symptoms, n (%) 42 (18.5) 5(18.5) 37 (18.5) 0.998
Cough, n (%) 56 (16.1) 7 (17.5) 449 (15.9) 0797
Skin rashes, n (%) 26 (7.5) 3 (7.5) 23{7.5) 1.000
Access to tap water, n (%) 190 (54.6) 21 (52.5) 169 (54.9) 0777
Fridge/freezer in household, n (%) 249 (71.6) 30 (75.0) 219 (71.1) 0.607
Electricity in household, n (%) 326 (93.7) 40 (100.0) 286 (92.9) 0.091

IQR—interquartile range; SD—standard deviation; BMI—Body Mass Index.

3.2. Enterovirus Typing

Enterovirus strains were characterized by sequencing the V1 region for type assignment. For strains
remaining negative for VP1 amplification, sequencing of the 5 5’NCR allowed enterovirus species
assignment. Thirty-three strains could be assigned to a type and six could be typed on species level.
One real-time RT-PCR positive sample remained negative in the typing PCR assays. The identified
enterovirus types were assigned to species Enterovirus A, Enterovirus B and Enterovirus C (Table 2).
The presence of polioviruses was also excluded using cell culture assays. Only one stool sample (HP0932)
showed CPE in RD-A cells and molecular typing resulted in EV-A76 detection. Remarkably, whereas
HIV-negative individuals were infected exclusively with Enterovirus C strains, HIV-positive participants
also showed infections with Enterovirus A strains and Enterovirus B strains (Figure 1a,b). None of
the 15 HIV-infected participants with Enterovirus C strains detected reported any gastrointestinal
complaints and thirteen out of them had CD4+ T cell counts higher than 200 cells/ul. (Table 2).
In contrast to this, four out of five participants with Enterovirus A strain co-infection had CD4+ T cell
counts below 200 cells/ul..

3.3. Co-Infection with Other Enteric Viruses

Fifteen (37.5%) out of 40 enterovirus-positive participants were co-infected with additional enteric
viruses. Out of them, 10 samples were tested positive for one further viral pathogen and 5 samples for
2 other viruses. AdV and CoSV were the most common co-infections (Table 2). Remarkably, all but one
of these infections with additional enteric pathogens were observed in HIV-positive individuals. It is
worth noting that four of five co-infections with Co5V in HIV-positive participants were detected in
subjects with CD4+ T cell counts below 200 cells/uL. (p = 0.02).



Viruses 2020, 12, 221

Table 2. Characteristics, clinical features and enterovirus typing results of enterovirus-positive adults living in Ghana.

6of 13

D HIV Agein CD4+T On ART Feverish ough Gastrointestinal Skin Enterovirus Enterovirus Other Enteric
Status Years Cells/ul Symptoms Symptoms  Rashes Typing Result Species Infections

CHrO012 neg f 33 NA NA - - - - Enterovirus C Enterovirus C -
CHPO013 neg f 23 1276 NA - - - - CVA19 Enterovirus C -
CHP021 neg f 32 921 NA - - - - CVAl3 Enterovirus C -
CHPO23 neg f 28 940 NA - - + - Enterovirus C Enterovirus C -
CHPO27 neg m 23 977 NA - - - CVA20 Enterovirus C -
CHPO28 neg f 29 735 NA + + - - CVA13 Enterovirus C -
CHPO29 neg f 26 1698 NA - - - - EV-Cuu Enterovirus C -
CHP042 neg f 33 967 NA + - + + Enterovirus C Enterovirus C -
CHP051 neg m 19 958 NA - - + - CVAl9 Enterovirus C -
CHPOs1 neg m 22 1381 NA - - - - EV-C99 Enterovirus C CoSV-D
CHPO65 neg m 39 680 NA - - - - Enterovirus C Enterovirus C -
CHP105 neg f 25 1038 NA - - + + Enterovirus C Enterovirus C -
CHP138 neg m 2z 363 NA - - - - CVA20 Enterovirus C -
CHP165 neg f 41 769 NA - + - - EV-Cuu Enterovirus C -
HFP0008 pos f 55 65 - NA - + - EV-Al119 Enterovirus A AdV, CoSV-A
HPO010 pos m 56 522 + + - - - EV-Cog Enterovirus C MNoV G2, AdV
HP0038 pos m 38 396 + NA - - - CVAS Enterovirus A -
HP0063 pos f 40 470 + NA - - - EV-Cou Enterovirus C -
HP0120 pos f 50 33 - NA - - - CVA20 Enterovirus C -
HP0123 pos f 28 134 - NA - - - CVA17 Enterovirus C AdV
HP0130 pos f 30 465 - NA - - - Enterovirus C Enterovirus C -
HP0210 pos f 48 356 - + - - - E27 Enterovirus B NoV GI
HP0216 pos m 43 851 - NA - - - EV-C113 Enterovirus C -
HP0255 pos f 26 455 - NA - - - EV-C113 Enterovirus C -
HP0274 pos f 43 539 + NA + - - CVA20 Enterovirus C AdV
HP0297 pos f 36 655 + NA + + - EV-B74 Entercvirus B SaV
HP0335 pos f 36 391 + NA - - - EV-C113 Enterovirus C SaV
HP0361 pos f 2z 725 + NA - - - CVA20 Enterovirus C -
HP0407 pos f 47 1677 + NA - - - CVAl9 Enterovirus C -
HP0578 pos f 59 635 + - - - - CVA13 Enterovirus C NoV GII
HPO&48 pos f 57 318 - - - - - E14 Enterovirus B -
HFPO0762 pos f 45 151 - - - - - EV-A119 Enterovirus A AdV, CoSV-D
HP0800 pos f 44 555 + + + - EV-B10& Enterovirus B AdV
HP0B45 pos m 39 93 - - - - - CVBo Enterovirus B CoSV-D
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Table 2. Cont.

7of13

D HIV Agein CDa+T On ART Feverish ough Gastrointestinal Skin Enterovirus Enterovirus Other Enteric
Status Years Cells/ul Symptoms Symptoms Rashes Typing Result Species Infections

HP0916 pos f 38 181 + - - - - CVA20 Enterovirus C -
HP0932 pos f 51 83 - - + + + EV-A76 Enterovirus A CoSV-B
HP0%95 pos f 37 435 + - + - - CVA13 Enterovirus C SaV, CoSV-D
HP1007 pos f 47 87 + - - - - EV-A119 Enterovirus A NoV GII2, AdV
HP1097 pos f 40 163 - - - - - Positive NA -
HP1107 pos f 48 466 - - - - - EV-Co9 Enterovirus C -

+—present; —not present; f—female; m—male.
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34. Factors Associated with CD4+ T Cell Count in HIV-Positive Participants With and Without Enterovirus
Co-Infection

In the simple linear regression models age, ART-intake and being infected with Enterovirus C
strains compared to not carrying enteroviruses were significantly associated with an increased CD4+ T
cell count in HIV-positive participants (Table 3). When adjusting for age, sex and ART-intake, detection
of Enterovirus C strains was still found to be independently associated with a higher CD4+ T cell count
in HIV-positive participants compared to those with an enterovirus-negative status (p = 0.042).

Table 3. Factors associated with increased CD4+ T cell count in HIV-positive participants with and
without enterovirus co-infection.

HIV-Positive With and Without Enterovirus Co-Infection

Simple Linear Regression Multiple Linear Regression
Models Model
Variable B-Coef p Value B-Coet p Value

Agein years 412 0.077 391 0.073

Male —-41.74 0.381 —28.65 0.517

ART intake 275.13 <0.001 262.00 <0.001

Enterovirus species compared to
enterovirus-negative status

Enterovirus A —160.03 0.287 —199.38 0.152
Enterovirus B 78.975 0.599 101.43 0.465
Enterovirus C 235.37 0.008 167.77 0.042

ART—antiretroviral therapy; f-Coef—linear regression coefficient.

4. Discussion

Non-polio enteroviruses are recognized worldwide as an emerging cause of different diseases.
The outbreaks caused by enteroviruses that affected Europe, America and Asia in the recent years
evidenced the high pathogenic potential of this group of viruses [42].

Data on enterovirus infections circulating in people living in sub-Saharan Africa are still limited
and mostly addressing the pediatric population. Recently, Brouwer et al. detected enteroviruses by
real-time RT-PCR in 89.9% of fecal samples collected from a cohort of children < 5 years of age in
Malawi, not showing differences in enterovirus detection rates between children with and without
severe anemia [43]. So far, no other studies could evidence a comparable high detection rate [44].

In our present cohort 40 out of 352 stool samples were tested positive for enteroviruses, indicating
a detection rate of 11.4%. Although apparently modest, this result confirms that enterovirus circulation
in Ghana is a phenomenon not limited to childhood, considering that the mean age of participants
was 38.2 (= 10.6). Nevertheless, we observed a lower mean age in HIV-negative participants infected
with enterovirus compared to those without enterovirus infection in our adult cohort. A recent study
reported a similar infection rate in healthy individuals living in Nigeria, including children and
adults [25]. Apparently, HIV infection was not shown to be associated with a higher rate of enterovirus
infections compared to HIV-negative adults. Previous available data seem to confirm this result
regardless of age [45,46].

However, the higher diversity of enteroviruses as well as the detection of rare and zoonotic
enterovirus types, mostly in HIV-positive individuals, provide further incentives to understand better
the meaning of enterovirus infections within PLHIV.

In our study, the majority of strains were assigned to Enferovirus C (29/39), which is often described
as the most common group circulating in sub-Saharan Africa [43,47]. Within this species, CVA20 and
EV-C99 were the most common serotypes identified in our cohort. Although both serotypes have
been isolated from AFF patients, they have been more commonly identified in apparently healthy
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individuals [23,25,43,45]. In our cohort, all but one of the HIV-positive individuals infected with these
serotypes had a CD4+ T cell count higher than 200 cells/ul. These two serotypes could be detected in
both HIV-positive and HIV-negative individuals. On the contrary, the rarely reported EV-C113 was
detected in HIV-positive patients only [49].

Interestingly, the detection of enterovirus strains belonging to the species Enterovirus A and
Enterovirus B was restricted to HIV-infected participants. In particular, two HIV-positive participants
with CD4+ T cell count > 200 cells/uL were detected positive for two rarely described serotypes, namely
EV-B106 and EV-B74 [50,51].

The serotype EV-A119 was detected in three female HIV-positive individuals with CD4+ T cell
counts below 200 cells/uL and an age of 45 years or higher, whereas EV-A76 was found in a HIV-positive
patient with a low CD4+ T cell count and multiple clinical complaints, including cough, gastrointestinal
symptoms, and skin rush. Both of them are known for their zoonofic potential and have been isolated
in non-human primates in West and Central Africa [52-55].

The observation that in our cohort only PLHIV were infected with rarely circulating serotypes
represents a novel evidence whose meaning needs to be investigated further. The impairment of
gastrointestinal immunity induced by HIV might be one possible explanation.

In line with this result, infections with other enteric viral pathogens in addition to infection with
enteroviruses could be found almost exclusively in HIV-positive patients.

It is interesting to note that the detection of CoSV infections in enterovirus-positive individuals
(6/40, 15%) was rather higher when compared to the limited available data of other cohorts of adults [25].
So far, CoSV infections in adults have been rarely reported worldwide. CoSV were found in one of
1000 adult patients with gastroenteritis in Scotland and in one of 150 stool samples from adults with
diarrhea living in Thailand [39,56]. Similar data were obtained from immunocompromised individuals.
Among HIV-infected patients, Co5V were detected in one of 154 patients suffering from gastroenteritis
in Brazil and in three of 196 patients with and without diarrhea in the Netherlands [57,58]. A case of
persistent CoSV infection and chronic diarrhea was also described in a lung transplant recipient [59].

In the present cohort, the almost exclusive detection of other viral enteric agents in
enterovirus-positive persons infected with HIV is suggestive of an altered intestinal mucosal immunity
affecting this group of patients.

A recent investigation targeting a cohort of Ugandan patients evidenced that advanced HIV/AIDS
is associated with the expansion of enteric virome, in particular adenoviruses [36]. Our data confirmed
a higher burden, in terms of enterovirus variability and rate of co-infections with other gastrointestinal
viruses, among HIV-infected patients compared to HIV-negative individuals. Adenovirus represented
the most common viral agent detected as co-infection.

The association of the CD4+ T cell count in HIV-positive individuals with different enterovirus
species represents a new aspect of the present study. Rarely reported Enterovirus A infections as well as
infections with zoonotic potential types were almost exclusively detected in HIV-positive individuals
with an impaired immune system, as indicated by a low CD4+ T cell count.

Contrastingly, the infection with members of Enterovirus C types in HIV-positive participants
was independently associated with a higher CD4+ T cell count compared to PLHIV not infected with
enteroviruses. 5o far, Enterovirus C is the only species of human enteroviruses that was not detected in
animals, confirming it as highly specific to humans. Considering that Enterovirus C species is more
prevalent in healthy people, it might be supposed that members of this group of viruses are able to
stably replicate in the human gut, reflecting a favorable health status [60]. On the other hand, the higher
CD4+ T cells/uL. count detected in HIV+ individuals infected with Enteroviris C strains compared
to HIV-positive participants without enterovirus infection might indicate a cell-mediated immune
response toward the co-infection.

Another remarkable aspect of this study is represented by the fact that co-infection with Co5V was
significantly more common in enterovirus-infected PLHIV with CD4+ T cell counts below 200 cells/ulL,
indicating the potential role of CoSV as an opportunistic agent.
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Overall, the present study provides the first data about enteroviruses and additional enteric
co-infections within HIV-positive and HIV-negative adults living in Ghana. Although infections with
enteroviruses were not more frequent in PLHIV, a higher diversity of enteroviruses, including rare and
zoonotic types, was predominantly detected among HIV-positive individuals with a low CD4+T cell
count. Infections with additional enteric viruses were almost exclusively detected among HIV-infected
individuals, confirming the detrimental effect of HIV on gut homeostasis. As prolonged enterovirus
shedding might be a biomarker for defective immune defenses against enteroviruses, it would be of
interest if HIV-positive individuals infected with enterovirus had prolonged shedding of the same
serotype in consecutive stool samples. Therefore, further longitudinal studies are required to gain
more comprehensive knowledge about the role of such viruses on gut homeostasis.

Surveillance of non-polio enterovirus diversity among distinct patient groups in African countries,
including PLHIV, plays an important role in not underestimating this neglected occurrence of EV
infections and their potential impact on public health.
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4. Diskussion

4.1 Epidemiologische Situation

Nicht-Polio-Enteroviren wird nach Ausrottung der Kinderlahmung zunehmend mehr Aufmerk-
samkeit geschenkt.

Sie gelten weltweit als Ursache fiir verschiedene Krankheiten und EV-bedingte Ausbriiche in
Europa, Amerika und Asien in den letzten Jahren bewiesen das hohe pathogene Potenzial
dieser Virusgruppe ‘8. Eine Studie in Norwegen ergab, dass 40 % der Kinder unter 12 Monaten
und 90 % der Kinder unter 2 Jahren bereits eine EV-Infektion durchgemacht haben 7°.

In einem Kinderkrankenhaus in Salt Lake City (Utah, USA) wurden zwischen Dezember 1996
und Dezember 1997 Kinder (n=345) in einem Alter von 90 Tagen und jinger mit einem fieber-
haften Infekt auf Enteroviren untersucht. 89 Probanden (25,8 %) wurden EV positiv getestet.
Die Inzidenz lag zwischen 3,2 % im Januar und 50 % im August und Oktober. &

Verboon et al. beschreiben in den Niederlanden eine Inzidenz von 26 pro 100.000 Neugebo-
renen in einem Alter von 30 Tagen und jinger. 8

Auch die aktuelle Ubersichtsarbeit von Brouwer et al. zeigt, dass Enteroviren weltweit verbrei-
tet sind und vergleichbare Pravalenzraten auf allen Kontinenten aufweisen. EV B war die am
haufigsten nachgewiesene Spezies, wahrend die anderen kontinentspezifische Unterschiede
aufwiesen, wobei EV C mehr in Afrika und EV A mehr in Asien nachgewiesen wurde. *
Verschiedene Studien, die auf dem afrikanischen Kontinent mit asymptomatischen Teilneh-
mern durchgefuhrt wurden, beschéaftigen sich mit der Nachweiserate von Enteroviren in Stuhl-
proben. Dies konnte zu einer Verzerrung der Nachweisrate von EV C gefuhrt haben, da die
Typen dieser Spezies vorwiegend gastrointestinale Symptome verursachen und die Pravalenz
bei Kindern besonders hoch ist. Diese Ergebnisse stehen jedoch im Einklang mit Ergebnissen
aus afrikanischen Umweltproben, in denen EV C Stamme besonders haufig vorkommen. 4647
Auch in unserer Kohorte wurde die Mehrheit der Stamme dem EV C zugeordnet, was einer-
seits die kontinentspezifischen Unterschiede bestatigt, andererseits zu einer Verzerrung ge-
fuhrt haben kénnte, da wir ausschlie3lich Stuhlproben auf Enteroviren getestet haben.

Daten uber EV-Infektionen, die bei Menschen in Afrika sudlich der Sahara auftreten, sind ge-
nerell noch begrenzt und beziehen sich meist auf die padiatrische Bevdlkerung. Brouwer et al.
wiesen in 89,9 % der Stuhlproben von Kindern aus Malawi im Alter von 5 Jahren Enteroviren
mittels Echtzeit-RT-PCR. Hierbei ergaben sich keine Unterschiede in den Enterovirus-Nach-
weisraten zwischen Kindern mit und ohne schwere Anamie. ?°

Keine andere Studie konnte bislang eine vergleichbar hohe Nachweisrate belegen .

In unserer vorliegenden Kohorte wurden 352 Stuhlproben analysiert, um den Zusammenhang

zwischen einem positiven HIV-Status und einem hdheren Risiko einer Co-Infektion mit EVs zu
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untersuchen. Es wurden 40 von 352 Stuhlproben positiv auf EVs getestet, was einer Nach-
weisrate von 11,4 % entspricht. Obwohl dieses Ergebnis scheinbar bescheiden ist, bestatigt
es, dass die Zirkulation von EVs in Ghana ein Phanomen ist, das nicht auf die Kindheit be-
schrankt ist, wenn man bedenkt, dass das Durchschnittsalter der Teilnehmer 38,2 (+ 10,6)
betrug. Dennoch wurde beobachtet, dass in unserer Erwachsenenkohorte ein niedrigeres
Durchschnittsalter bei HIV-negativen Teilnehmern mit EV-Infektion im Vergleich zu denen
ohne EV-Infektion vorlag. Eine Studie berichtete tUber eine &hnliche Infektionsrate bei gesun-
den Personen in Nigeria, einschlieRlich Kindern und Erwachsene 2°. Offenbar war die HIV-
Infektion nicht mit einer h6heren Rate an EV-Infektionen im Vergleich zu HIV-negativen Er-
wachsenen assoziiert. Bisher verfugbare Daten scheinen dieses Ergebnis unabhangig vom
Alter zu bestéatigen 884,

Die héhere Diversitat der EVs sowie der Nachweis von seltenen und zoonotischen EV-Typen,
meist bei HIV-positiven Personen, bieten jedoch weitere Anreize, die Bedeutung von EV-In-

fektionen bei PLHIV besser zu verstehen.

4.2 EV-Genotypen
Es liegen wenige Studien vor, die sich mit einer moglicherweise unterschiedlichen Pathogeni-
tat der verschiedenen EV-Subtypen bei gesunden und immunsupprimierten Patienten be-
schaftigen. Zumeist wird nur die Verteilung der einzelnen EV-Typen in der Allgemeinbevélke-
rung untersucht. In unserer Studie wurde die Mehrheit der Stdmme dem EV C (29/39) zuge-
ordnet, die oft als die haufigste in Afrika sudlich der Sahara zirkulierende Gruppe beschrieben
wird 2%2°_ Innerhalb dieser Spezies waren CVA20 und EV-C99 die in unserer Kohorte am hau-
figsten identifizierten Serotypen. Obwohl beide Serotypen von AFP-Patienten isoliert wurden,
wurden sie haufiger bei scheinbar gesunden Menschen identifiziert 20:21:29:31,
In unserer Kohorte hatten alle HIV-positiven Personen, bis auf einen, die mit diesen Serotypen
infiziert waren, eine CD4+ T-Zellzahl von mehr als 200 Zellen/pl. Diese beiden Serotypen
konnten sowohl bei HIV-positiven als auch bei HIV-negativen Personen nachgewiesen wer-
den. Im Gegensatz dazu wurde das selten berichtete EV-C113 nur bei HIV-positiven Patienten
nachgewiesen .
Interessanterweise war der Nachweis von Enterovirus-Stdmmen, die zu den Spezies Entero-
virus A und Enterovirus B gehéren, auf HIV-infizierte Teilnehmer beschrénkt. Insbesondere
zwei HIV-positive Teilnehmer mit einer CD4+ T-Zellzahl > 200 Zellen/ul wurden positiv fur zwei
selten beschriebene Serotypen getestet, namlich EV-B106 und EV-B74 887,
Der Serotyp EV-A119 wurde bei drei weiblichen HIV-positiven Personen mit einer CD4+ T-
Zellzahl von unter 200 Zellen/ul und einem Alter von 45 Jahren oder mehr nachgewiesen,
wahrend EV-A76 bei einem HIV-positiven Patienten mit einer niedrigen CD4+ T-Zellzahl und
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mehreren klinischen Beschwerden, einschlie3lich Husten, gastrointestinalen Symptomen und
Hautausschlag, gefunden wurde. Beide Serotypen sind fir ihr zoonotisches Potenzial bekannt

und wurden bei nichtmenschlichen Primaten in West- und Zentralafrika isoliert 8892,

Die Beobachtung, dass in unserer Kohorte nur PLHIV mit selten zirkulierenden Serotypen in-
fiziert wurden, stellt einen neuen Hinweis dar, dessen Bedeutung weiter untersucht werden
muss. Die Beeintrachtigung der gastrointestinalen Immunitat, die durch HIV induziert wird,
koénnte eine mdgliche Erklarung sein.

In Ubereinstimmung mit diesem Ergebnis konnten neben der Infektion mit EVs fast ausschlieR3-
lich bei HIV-positiven Patienten auch Infektionen mit anderen enterischen viralen Erregern ge-
funden werden.

Es ist interessant, dass der Nachweis von CoSV-Infektionen bei EV-positiven Personen (6/40,
15 %) im Vergleich zu den wenigen verfugbaren Daten anderer Kohorten von Erwachsenen
eher hoher war %,

Bislang wurden CoSV-Infektionen bei Erwachsenen weltweit nur selten berichtet. CoSV wurde
bei einem von 1000 erwachsenen Patienten mit Gastroenteritis in Schottland und in einer von
150 Stuhlproben von Erwachsenen mit Diarrhée in Thailand gefunden 2%, Ahnliche Daten
wurden von immungeschwachten Personen gewonnen.

Bei HIV-infizierten Patienten wurde CoSV bei einem von 154 Patienten, die an Gastroenteritis
in Brasilien und bei drei von 196 Patienten mit und ohne Diarrhoe in den Niederlanden nach-
gewiesen %%, Ein Fall von persistierender CoSV-Infektion und chronischer Diarrh6 wurde
auch bei einem Lungentransplantationsempfanger beschrieben .

In der vorliegenden Kohorte ist der fast ausschlieBliche Nachweis von anderen viralen enteri-
schen Erregern bei EV-positiven HIV-Infizierten ein Hinweis auf eine veranderte Immunitat der
Darmschleimhaut bei dieser Patientengruppe.

Eine durchgefiihrte Untersuchung an einer Kohorte ugandischer Patienten zeigte, dass fort-
geschrittenes HIV / AIDS mit der Ausbreitung des enterischen Viroms, insbesondere der AdVs,
assoziiert ist 27,

Unsere Daten bestatigten eine hohere Belastung, in Bezug auf die Variabilitdt der EVs und die
Rate der Co-Infektionen mit anderen gastrointestinalen Viren bei HIV-infizierten Patienten im
Vergleich zu HIV-negativen Personen. AdVs stellten den haufigsten viralen Erreger dar, der
als Co-Infektion nachgewiesen wurde.

Die Assoziation der CD4+ T-Zellzahl bei HIV-positiven Personen mit verschiedenen EV-Spe-
zies stellt einen neuen Aspekt der vorliegenden Studie dar. Selten berichtete EV A-Infektionen
sowie Infektionen mit zoonotischen potenziellen Typen wurden fast ausschlief3lich bei HIV-
positiven Individuen mit einem geschwachten Immunsystem, wie durch eine niedrige CD4+ T-

Zellzahl angezeigt.
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Im Gegensatz dazu war die Infektion von EV C-Typen bei HIV-positiven Teilnehmern unab-
hangig mit einer hdheren CD4+ T-Zellzahl im Vergleich zu nicht mit Enteroviren infizierten
PLHIV assoziiert.

Bislang ist EV C die einzige Spezies der humanen EVs, die nicht in Tieren nachgewiesen
werden konnte, was bestatigt, dass diese hochspezifisch fir den Menschen ist. In Anbetracht
der Tatsache, dass die Spezies EV C bei gesunden Menschen haufiger vorkommt, kénnte
man annehmen, dass Mitglieder dieser Virusgruppe in der Lage sind, sich stabil im menschli-
chen Darm replizieren kénnen, was auf einen giinstigen Gesundheitszustand schliel3en lasst
9, Andererseits konnte die hohere Anzahl an CD4+ T-Zellen/pl, die bei HIV-positiven Perso-
nen, die mit EV-C-Stammen infiziert sind, im Vergleich zu HIV-positiven Teilnehmern ohne EV-
Infektion, auf eine zellvermittelte Immunantwort gegen die Co-Infektion hinweisen.

Ein weiterer bemerkenswerter Aspekt dieser Studie ist die Tatsache, dass eine Co-Infektion
mit CoSV signifikant haufiger bei EV-infizierten PLHIV mit CD4+ T-Zellzahlen unter 200 Zel-
len/pl auftritt, was auf die mogliche Rolle von CoSV als opportunistisches Agens hinweist.

4.3 Fazit

Insgesamt liefert die vorliegende Studie die ersten Daten Uber EVs und zusétzliche enterische
Co-Infektionen bei HIV-positiven und HIV-negativen Erwachsenen in Ghana. Obwohl Infektio-
nen mit EV bei PLHIV nicht haufiger auftraten, wurde eine héhere Diversitat von EVs, ein-
schlie3lich seltener und zoonotischer Typen Uberwiegend bei HIV-positiven Personen mit ei-
ner niedrigen CD4+T-Zellzahl Anzahl nachgewiesen. Infektionen mit zusatzlichen enterischen
Viren wurden fast ausschliefZlich bei HIV-infizierten Personen gefunden, was die schadliche
Wirkung von HIV auf die Darmhomdoostase bestatigt. Da eine verlangerte EV-Ausscheidung
ein Biomarker fir eine defekte Immunabwehr gegen EV sein kbnnte, ware es von Interesse,
ob HIV-positive Personen, die mit EVs infiziert sind, eine verlangerte Ausscheidung desselben
Serotyps in aufeinanderfolgenden Stuhlproben aufweisen.

Daher sind weitere Langsschnittstudien erforderlich, um umfassendere Erkenntnisse tber die
Rolle solcher Viren auf die Darmhomoostase zu gewinnen.

Die Uberwachung der Diversitat von Nicht-Polio-EVs unter verschiedenen Patientengruppen
in afrikanischen Landern, einschlie3lich PLHIV, spielt eine wichtige Rolle, um dieses vernach-
lassigte Auftreten von EV-Infektionen und deren mdgliche Auswirkungen auf die offentliche

Gesundheit nicht zu unterschatzen.
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4.4 Limitationen

Angesichts des Mangels an Daten Uber die Verbreitung von EVs bei immungeschwachten
Personen wie HIV in Endemiegebieten, liefert diese Studie erste vielversprechende Ergeb-
nisse. Dennoch weist die vorliegende Arbeit einige Limitationen auf. Durch die Einbeziehung
weniger HIV-negativer Proben (n=102) im Vergleich zu den HIV-positiven Proben (n=250) wird
die Aussagekraft eingeschréankt. Ob eine héhere Anzahl an HIV-negativen Stuhlproben das
Ergebnis signifikant verandern wiirde, muss in weiteren Studien analysiert werden. Auch liefert
diese Arbeit nur eine erste Analyse zwischen dem Auftreten von EVs und zusatzlichen gast-
rointestinalen Co-Infektionen bei HIV-positiven Patienten. Jedoch kdnnen die Ergebnisse nicht
uneingeschrankt auf andere immunsupprimierende Erkrankungen tbertragen werden. Die Er-
gebnisse sollen den Weg fir zukinftige Studien ebnen und kénnen trotz ihrer Einschrankun-
gen als Basis weiterer Studien herangezogen werden. Hierbei gilt es prospektive Modelle zu
wéhlen, mit langerer Nachbeobachtung und multizentrischer Datenerhebung.
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6. Anhang
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