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1. Einleitung

1.1 Erkrankung

Die in der deutschen Sprache als "echte Grippe" bezeichnete Erkrankung ist eine
durch Influenzaviren ausgeldste hoch kontagidse Atemwegserkrankung. Sie wird
durch Tropfcheninfektion von Mensch zu Mensch Ubertragen und tritt jahrlich weltweit
auf beiden Erdhemispharen mit Zeitversetzung auf. Auf der Nordhalbkugel der Erde
findet sie in den Monaten von November bis April und auf der Stidhalbkugel von Mai
bis Oktober ihren saisonalen Hohepunkt. In Deutschland erkranken jahrlich einige
tausend Menschen an der Influenzagrippe. Die Letalitat liegt im Schnitt bei etwa 0,1
%. Die Erkrankung ist bei direktem Nachweis von Influenzaviren gemaf IfSG §7 (In-

fektions-Schutzgesetz) namentlich meldepflichtig (1).

Die Inkubationszeit einer durch Influenzaviren verursachten Grippe betragt ein bis
funf Tage. Das Virus dringt hierbei in die Epithelien des Atmungstraktes ein und ver-
mehrt sich dort. Etwa zwei bis drei Tage nach der Infektion erreicht die Erkrankung
ihren Hohepunkt. Charakteristisch fur die Erkrankung ist das plotzliche Auftreten von
Schuttelfrost, Kopf- und Gliederschmerzen, hohem Fieber (bis 41°C) sowie einer
Rhinitis, einer Laryngo-Tracheo-Bronchitis mit trockenem Husten oder einer Pha-
ryngitis (2). Haufig verbunden mit Ubelkeit, Erbrechen und Appetitlosigkeit, besteht
bei den Betroffenen ein ausgepragtes Krankheitsgefuhl. In aller Regel halten Rhinitis,
Husten und ein allgemeines Schwachegefuhl etwa sieben bis 14 Tage an, wobei das
Fieber meist nur zwei bis drei Tage besteht. Damit hat eine durch Influenzaviren ver-
ursachte Grippe im Vergleich zu einem grippalen Infekt eine deutlich verlangerte Re-
konvaleszenzzeit. Menschen ab dem 65. Lebensjahr, sowie Menschen mit schwer-
wiegenden Grunderkrankungen wie Herz-Kreislauf-Erkrankungen, Erkrankungen der
Atmungswege, Stoffwechselerkrankungen oder Immundefekten, sind von schweren
Krankheitsverlaufen besonders haufig betroffen. Hierbei zeichnen sich schwere Ver-
laufe meist durch eine primare Influenzapneumonie oder durch eine kombinierte bak-
terielle Pneumonie aus (1). Aufgrund der standigen Mutation des Virus kommt es zu
einer kontinuierlichen Veranderung der Virusantigene. Deshalb bietet eine einmal

durchgemachte Erkrankung keinen dauerhaften Schutz vor einer erneuten Influenza-



infektion. Auch der zur Verfugung stehende Influenzaimpfstoff muss jahrlich an die

saisonale Influenzagrippe angepasst werden (3).

1.2 Diagnostik

1.2.1 Der Direktnachweis des Virus

Der Direktnachweis des Virus gelingt am einfachsten aus einem Nasen- oder Ra-
chen-Abstrich. Auch Flussigkeit aus einer Bronchoalveoldren Lavage kann zum Vi-
rusnachweis eingesetzt werden. Die hierdurch gewonnenen Epithelzellen aus dem
Respirationstrakt enthalten das Virus. Da die Virusausscheidung in den ersten vier
Krankheitstagen am gro3ten ist und bereits einen Tag nach Infektion, bei Beginn der
Symptomatik, nachzuweisen ist, sollte das Material fir den Direktnachweis des Virus
so frih wie mdglich entnommen werden. Die Proben sollten in einem Virustransport-
medium, bestehend aus einer gepufferten, pH-neutralen Salzlésung mit stabilisieren-
den Einheiten unter standiger Kihlung (4 bis 10 °C) in das Labor gebracht werden.

Bei langerer Lagerung mussen die Proben bei -70 °C aufbewahrt werden.

Methodisch steht zum direkten Virusnachweis in Deutschland mittlerweise an vielen
Standorten eine molekulare Diagnostik mittels Reverser-Transkriptase-PCR (rRT-
PCR) zur Verfugung. lhre Spezifitat und Sensitivitat sind hoch und neben dem
Nachweis kann hier auch eine Typisierung des Virus erfolgen. Dieses Verfahren hat
sich als Methode der Wahl etabliert. Ein Nachweis gelingt innerhalb von ein bis zwei

Stunden.

Ein ebenso schneller Nachweis kann mittels Antigen-Immunofluoreszenztest (IFT)
erfolgen, wobei hier Sensitivitat und Spezifitdt geringer sind. Bei dieser Methode
werden virale Antigene in mit dem Virus infizierten Zellen mittels eines mit Farbstoff

gekoppelten Antigen-Antikorpers sichtbar gemacht.

Ein viraler Antigennachweis gelingt ebenfalls in Enzymimmunoassays (EIA), die zwar
eine hohe Spezifitat aufweisen, jedoch im Vergleich zu den oben genannten Verfah-
ren in ihrer Durchfihrung etwas aufwendiger und zeitintensiver sind. In diesem Ver-

fahren werden Mikrotiterplatten mit monoklonalen Antikérpern beschichtet, an die



virusspezifische Antigene binden. Auch hier werden die Antigene mittels Enzymge-
koppelten Antikorper sichtbar gemacht.

In der Praxis stehen heute sogenannte ,Influenza-Schnelltests“ zur Verfligung. Das
Verfahren ist vergleichbar mit IFT und EIA, wobei die Sensitivitat hier lediglich ca.
70% betrifft.

Neben diesen Nachweismethoden spielt die Anzucht des Virus heute noch eine wich-
tige Rolle jenseits der Routinediagnostik. Hieriber kdnnen verschiedene Virusstam-
me differenziert werden und somit Aussagen bezuglich der in einer Influenzasaison
vorkommenden Virusstamme getroffen werden. Dies ist nicht nur flr epidemiologi-
sche Untersuchungen, sondern auch flir Impfstoffzusammensetzungen von Bedeu-
tung. Das Virus wird hierbei in MDCK-Zellen (Madin Darby canine kidney cells) an-
gezuchtet. Der Virusnachweis und die Typisierung gelingen anschliefend Uber den

Hamagglutinationshemmtest (HAH) (1).

1.2.2 Serologische Diagnostik

Fir die serologische Diagnostik kommen diagnostische Verfahren zum Einsatz, die
spezifische Antikérper bestimmen. Es sind hierbei mindestens zwei Seren pro Patient
notwendig. Dabei sollte eines aus der akuten Erkrankungsphase und ein weiters Se-
rum aus der Rekonvaleszenzphase stammen. Uber einen Titeranstieg wird die Diag-

nose gesichert.

Der Hamagglutinationshemmtest (HAH) beruht auf dem Prinzip, dass die virsusspezi-
fischen Antikorper die Agglutination von Erythrozyten inhibieren. Er kann genutzt
werden, um Antikorper bei akuten Erkrankungen zu messen. Somit kdnnen in einer
akuten Pandemie Aussagen daruber getroffen werden, zu welchem Zeitpunkt die
Bevolkerung bereits mit einem Virus in Kontakt getreten ist. Zudem konnen die Titer
nach einer Influenzaimpfung uber den HAH bestimmt werden. Ein Titer von 1:10 gilt
dabei als Grenztiter. Ein Titer von = 1:40 gilt als schutzend. Allerdings muss bei der
Durchfuhrung des HAH der Virusstamm bekannt sein. Ist der saisonale Virusstamm
noch nicht bekannt, kann der HAH nicht durchgeflihrt werden. Der HAH hat eine ho-
he Sensitivitat.



Eine deutlich geringere Sensitivitdt und Spezifitat als der HAH bietet die Komple-
mentbindungsreaktion (KBR). Hierbei werden virusspezifische IgM- und IgG-
Antikorper nachgewiesen. Dazu werden mindestens zwei Patientenseren aus unter-
schiedlichen Phasen der Erkrankung (ein Serum aus der akuten Phase und ein wei-
teres Serum aus der Rekonvaleszenzphase, etwa 14 Tage spater) untersucht und
die dabei gemessenen Titer verglichen. Ein 4-facher Titeranstieg ist dabei beweisend
fur eine Influenzaerkrankung. Mit nur einem Serum kann der Nachweis nicht sicher

erfolgen. Die KBR wird heutzutage nur noch in wenigen Laboren durchgefuhrt.

In der serologischen Diagnostik der Influenzagrippe stehen zudem ELISA-Methoden
zur Verfugung. Hier erfolgt der Virusnachweis Uber spezifische Immunglobulin-
Antikdrper (1). Uber ihre Durchfiihrung und Bedeutung wird im weiteren Verlauf der

Dissertation noch genauer eingegangen werden.

Bezuglich der weiteren laborchemischen Eigenschaften bei der Influenzagrippe lasst
sich festhalten, dass es bei einem unkomplizierten Verlauf der Influenzagrippe zu
keinem signifikanten Anstieg von Laborparametern im Routinelabor kommt. Eventuell
kann der Serumeisenwert vermindert sein. Erst nach einer bakteriellen Superinfektion
kommt es typischerweise zu einem Anstieg von C-reaktiven Protein (CRP) und Blut-

senkungsgeschwindigkeit (BSG) sowie zu einer Leukozytose (2).

1.3 Therapie

Neben einer symptomatischen Therapie mit ausreichendem FlUssigkeitsersatz bei
Fieber und medikamentoser Fiebersenkung kann eine Therapie mit Neurami-
nidasehemmern eingeleitet werden. Durch die molekulare Blockade der Neurami-
nidase wird hier das Ausschleusen des Virus aus seiner Wirtszelle blockiert. Eines
der bekanntesten und klinisch am haufigsten eingesetzten Medikamente ist hierbei
das Oseltamivir (Tamiflu®). In der Regel werden zwei Mal taglich 75 mg oral verab-
reicht. Die Behandlung sollte innerhalb von 48 Stunden nach Symptombeginn be-
gonnen werden, da sie zu einem spateren Zeitpunkt ihre Wirksamkeit verliert. Die
Dauer der Therapie betragt bei unkomplizierten Fallen funf Tage. Bei Patienten mit
bestehender Niereninsuffizienz muss eine Dosisreduktion auf Grund von Nephrotoxi-
zitat des Praparates erfolgen. Zudem sollten die Nierenwerte (Kreatinin und Harn-

stoff) unter der Therapie in regelmafigen Abstanden kontrolliert werden. Ein weiteres



bekanntes und haufig eingesetztes Medikament ist das Zanamivir (Relenza®). Hier
werden zwei Mal taglich 10 mg als Pulver, ebenfalls tber finf Tage, verabreicht. Das
Pulver wird aufgeldst und muss inhaliert werden. Auch hier sollte die Behandlung
innerhalb von 48 Stunden nach Symptombeginn begonnen werden. Insgesamt sind
Neuraminidasehemmer gut vertraglich, weshalb sie im klinischen Alltag haufig zum
Einsatz kommen. Sie kdnnen auch zur Chemoprophylaxe eingesetzt werden. Zudem

sind sie sowohl bei Influenza-A- als auch bei Influenza-B-Viren wirksam (1, 2, 4).

Mit Amantadin und Rimantadin stehen fur Influenza-A-Viren zwei weitere Medika-
mente aus der Gruppe der M2-lonenkanal-Inhibitoren zur Verfigung. Sie bieten so-
wohl einen hohen prophylaktischen Schutz (von bis zu 90%) und kénnen auch noch
innerhalb der ersten 48 Stunden nach Krankheitsbeginn verabreicht werden. Aller-
dings kommt es nicht selten zu ausgepragten Nebenwirkungen. Zudem wird zurzeit
beobachtet, dass Influenza-A-Viren vor allem gegen Amantadin Resistenzen bilden
bzw. eine primar intrinsische Resistenz aufweisen (1). Bei Verdacht auf bakterielle
Superinfektionen mit beispielsweise Pneumokokken, meist gekennzeichnet durch
einen zweiten Fieberanstieg im Verlauf der Erkrankung, sollte zusatzlich eine antibio-
tische Therapie, in der Regel mit Cephalosporinen der Gruppe 1 oder 2, eingeleitet

werden (2).

1.4 Komplikationen

Komplikationen treten dann auf, wenn es zu bakteriellen Superinfektionen, meist ver-
ursacht durch Pneumokokken, Hamophilus influenzae und Staphylococcus aureus,
kommt (1). Die Zellen des respiratorischen Traktes, welche durch ihre mukoziliare
Clearance eine physiologische Barriere flr pathogene Keime darstellen, werden
durch die Replikation des Virus beschadigt, was das Eindringen dieser pathogenen
Bakterien erleichtert (4).

Im Rahmen einer schwer verlaufenden Influenzainfektion kann es zur bakteriellen
Superinfektion der unteren Atemwege, aber auch zu der geflrchteten primaren In-
fluenzapneumonie kommen, die mit einer hohen Letalitat einher geht (2, 4). Alte
Menschen und Menschen mit chronischen und schwerwiegenden Grunderkrankun-
gen sind von schweren Verlaufen der Influenzagrippe mit letalem Verlauf deutlich

haufiger betroffen, sodass hier nicht selten eine rechtzeitige intensivmedizinische



Betreuung des Patienten erforderlich wird. Seltener kommt es im Rahmen der In-

fluenzainfektion zu Myokarditiden und Enzephalitiden (2).

1.5 Pravention durch Immunisierung

Als PraventionsmalRnahme steht zur Immunisierung gegen die Influenzagrippe fla-
chendeckend ein Totimpfstoff zur Verfigung. Die Zusammensetzung der im Impfstoff
enthaltenen Antigene muss jahrlich den aktuellen Epidemiestammen angepasst wer-
den. Die Information Uber die saisonale Antigenkombination wird jahrlich durch die

,World Health Organization“ (WHO) an die Impfstoffhersteller Gbermittelt.

Impfen lassen sollten sich nach aktuellen Empfehlungen der WHO altere Menschen
jenseits des 60. Lebensjahres und Personen, die durch eine bestehende, chronische
Grunderkrankung besonders gefahrdet sind. Ebenfalls wird eine Impfung far immun-
supprimierte Menschen und solchen mit beruflicher Exposition empfohlen (4). Die
durch Impfung erreichte Schutzrate wird auf etwa 70 bis 90% bei Menschen unter 65

Jahren geschatzt. Bei alteren Personen liegt die Schutzrate niedriger.

Impfkomplikationen treten bei der Influenzaimpfung eher selten auf. Leichte grippe-
ahnliche Symptome konnen kurz nach erfolgter Immunisierung entstehen. Fur die
ersten Tage nach der Impfung sollte, wie bei jeder Immunisierung, eine korperliche
Schonung erfolgen. Bei Uberempfindlichkeiten gegen Hiihnereiweil kann es zu al-
lergischen Reaktionen im Rahmen einer Typ-I-Reaktion kommen. In diesem Fall darf
nicht mehr geimpft werden oder es sollte ein Influenza-Impfstoff verwendet werden,
der nicht aus der Anzucht in Hihnereiern stammt. In den vergangenen Jahren wurde,
hauptsachlich in den USA, im Zusammenhang mit der Impfung gegen das pandemi-
sche Influenzavirus H1IN1 2009 das gehaufte Auftreten des Guillain-Barré-Syndroms
(Polyneuroradikulitis) nach Immunisierung beobachtet. Dieses Ereignis ist vor allem
auf die Zusammensetzung und die Inhaltsstoffe der damals verwendeten Impfstoffe

zuruckzufihren (1).

1.6 Influenza-Epidemien und Influenza-Pandemien

Im Gegensatz zur Influenza-Epidemie, bei der etwa 10 — 20 % der Bevolkerung

durch das Influenza-Virus infiziert ist, spricht man von einer Influenza-Pandemie,



wenn sich das Virus Uber den gesamten Globus hinweg verteilt. Saisonale Epide-

mien treten jahrlich, Pandemien seltener auf.

Die erste grofl3e Influenza-Pandemie des 20. Jahrhunderts wurde durch den Subtyp
A/H1N1 ausgel6st und ereignete sich im Jahr 1918/19. Sie wurde unter dem Namen
.Spanische Grippe“ bekannt. Seinen Ausgangspunkt fand diese Influenzagrippe je-
doch vermutlich im Frihjahr 1918 in den USA. Von hier aus breitete sich die Erkran-
kung innerhalb von 12 Monaten und in 3 Wellen Uber den gesamten Globus aus. Die
Sterblichkeitsrate lag hier mit 3 % der Erkrankten deutlich Uber dem jahrlichen
Durchschnitt von 0,1 %. Die Zahl der Todesopfer wird auf etwa 50 Millionen ge-
schatzt (1).

Im Jahr 1957 folgte die ,Asiatische Grippe®, ausgeldst durch das A/H2N2-Virus mit
etwa 1 Millionen Todesopfern. Ausgangspunkt dieser Pandemie war Sud-China. Von

dort breitete sich das Virus uber Nordamerika und Europa aus.

Im Jahr 1968/69 folgte die sogenannte ,Hongkong-Grippe®, ausgelést durch den
Subtyp A/H3N2. Das Virus wurde erstmalig in Hongkong im Juli 1968 isoliert. Die
Mortalitat war bei diesem Virus vergleichsweise ahnlich gering wie in der ,Asiatischen
Grippe“(1).

Im Jahr 1977 folgte erneut eine durch den Virussubtyp A/H1N1 ausgeldste Influen-

zapandemie, die unter dem Namen ,Russische Grippe“ bekannt wurde (1).

Im April 2009 verursachte eine neue Variante des Influenzavirus A/H1N1 die erste
Influenzapandemie des 21. Jahrhunderts, die etwa 18.000 Todesopfer forderte. Die
Sterblichkeit lag mit 0,3 % etwas Uber der Mortalitat der saisonalen Influenza. Sie
wurde unter dem Namen ,Schweinegrippe” bekannt, da die Ursache vermutlich in
einem vom Schwein stammenden H1N1-Virus kam. Das Virus wurde erstmalig im
Februar 2009 in Mexiko beobachtet und breitete sich binnen 9 Monate auf dem ge-
samten Globus aus. Obwohl dieses neue Virus zum gleichen Subtyp wie das saiso-
nal vorkommende H1N1-Virus gehort, unterschieden sie sich jedoch in der Struktur
ihres Hamagglutinins voneinander. Hierdurch konnte wie bei der Pandemie von 1977
nachgewiesen werden, dass eine neue Pandemie nicht notwendigerweise durch ei-

nen neuen Virussubtyp hervorgerufen werden muss (1).



1.7 Aufbau und Pathogenitat des Influenzavirus
Das H1N1 Virus gehdrt zur Gruppe der Influenza-A-Viren. Diese besitzen im Ver-
gleich zu den weiteren vorkommenden Influenzagruppen B und C die hochste Pa-

thogenitat.

Die Zugehorigkeit der Influenzaviren zur der Familie der Orthomyxoviren ist begrun-

det durch den typischen Aufbau sowie die Struktur der Virusproteine.

Die Familie der Orthomyxoviren zeichnet sich durch sein segmentiertes Genom aus,
wobei das Influenzavirus A 8 RNA-Molekule besitzt. Dabei kodiert jedes der RNA-
Molekdule fur ein einzelnes virusspezifisches Protein. Anhand der Antigenitat des Nuk-
leoproteins erfolgt die Typisierung in Influenza-A-, B- und C-Viren. Umgeben ist das
Virus von einer LipidhUlle, an dessen Aulienseite die beiden Proteine Hamagglutinin
(HA) und Neuraminidase (NA) spikeférmig angeordnet sind (Abb.1), wobei diese
beiden Proteine auf verschiedenen RNA-Molekulen kodiert sind. Daraus resultiert,
dass diese bei Doppelinfektionen eines Wirtes mit verschiedenen Virustypen unterei-
nander ausgetauscht werden konnen. Diesen Prozess bezeichnet man als
Reassortment. Auf Grund der Vielzahl an Kombinationsmdglichkeiten von Hamag-
glutinin- und Neuraminidase-kodierenden RNA Molekulen bei Doppelinfektionen er-
geben sich die verschiedenen Virussubtypen. Dabei ist zu beobachten, dass bei In-
fluenza-A-Viren, wie dem H1N1 Virus, durch Reassortment besonders viele Varian-
ten entstehen. Dieses Potential ist darauf zurick zu fuhren, dass bei diesem Virus
neben dem Menschen auch Tiere und hierunter besonders Vogel als Wirt fur das Vi-

rus dienen konnen, was das Reassortment begunstigt (4).

Als Antigen-Shift bezeichnet man die Neukombination von Hamagglutinin und Neu-
raminidase, welche durch Reassortment in ihrer Vielfalt beglnstigt wird. Dieser Pro-
zess wird fur die alle 10-20 Jahre stattfindenden Grippepandemien, so auch fur die
im April 2009 neu aufgetretene Variante des Influenzavirus A/H1N1, verantwortlich

gemacht.

Veranderungen in der Aminosauresequenz der Hamagglutinin- und Neuraminidase-
Antigene infolge von Replikationsfehlern fuhren zu Punktmutationen, also dem Aus-

tausch einzelner Aminosauren im Hamagglutinin und/ oder in der Neuraminidase und



werden als Antigen-Drift bezeichnet. Dieser Prozess ist verantwortlich fur kleinere

Grippeepidemien, wie sie alle zwei bis drei Jahre in Wellen vorkommen (4).

Abb.1: Darstellung des H1N1 Virus. An der Virushulle sind Hamagglutinin und Neu-
raminidas spikeformig angeordnet. HA: Hamagglutinin, NA: Neuraminidase

(Ubernommen aus (1))

1.8 Prognostische Faktoren bei schweren Influenzavirus-Infektionen

In der allgemeinen Bevolkerung gehen Influenzainfektionen mit einer signifikanten
Morbiditat und Mortalitat einher (5). Insbesondere Personen mit chronischen Grun-

derkrankungen gelten als Risikogruppe flr schwer verlaufende Infektionen mit dem



Ubergang in Pneumonien und in das so genannte ,acute respiratory distress syn-

drom” (ARDS), welches mit einer hohen Letaliat einher geht (6-8).

Derzeit existiert noch kein prognostischer Marker, mit dem das individuelle Risiko, an
der Influenzainfektion zu versterben, zu einem frihen Zeitpunkt nach Beginn der re-
spiratorischen Symptomatik vorhergesagt werden kann. Gerade bei Patienten mit
den oben genannten Risikofaktoren lieRe sich aber mit Hilfe eines spezifischen Mar-
kers in einem fruhen klinischen Stadium eine individuelle Therapie einleiten (z.B.
Oseltamivir-Therapie), bzw. die medizinische Uberwachung der Patienten intensivie-
ren (9).

Im Kklinischen Alltag wird beispielsweise aktuell der ,Acute Physiology and Chronic
Health Evaluation® (APACHE) Il- bzw. IlI- Score zur Abschatzung des Krankheitsver-
laufs verwendet. Dieser basiert auf klinischen und physiologischen Parametern des
Patienten und ermittelt auf Grund dieser Werte die statistische Wahrscheinlichkeit,
mit der der Patient die aktuelle Erkrankung Uberleben wird. Immunologische und viro-
logische Daten werden hierbei nicht bertcksichtigt. Es handelt sich somit um ein all-
gemeines intensivmedizinisches Prognosesystem, das den spezifischen Verlauf bei
einer Influenzainfektion nicht berticksichtigt (9). Zudem kann ein letaler Infektionsver-
lauf mit diesen Scoring-Systemen erst dann vorhergesagt werden, wenn der Zustand
des Patienten bereits als kritisch einzustufen ist. Beispielsweise wird der APACHE I
Score zur Mortalitatsbeurteilung in den ersten 24 Stunden nach Aufnahme eines Pa-

tienten auf die Intensivstation verwendet (10).

1.9 Influenzaspezifische Antikorper als mogliche Prognosefaktoren

Ergebnisse einer kurzlich durchgefuhrten Studie von Guihot et al. an Patienten mit
schweren Influenzainfektionen haben darauf hingedeutet, dass die Abwesenheit von
Serumantikorpern gegen das Influenzavirus A/H1N1 am Tag 4 nach Beginn der re-
spiratorischen Symptomatik, getestet mittels Hamagglutinationshemmtest (HAH), als
Indikator fur eine letal verlaufende Influenza-Erkankung dienen kénnten (11). Diese
Hypothese beruht auf der Annahme, dass es bei schwer verlaufenden Influenzainfek-
tionen zur Formation von Immunkomplexen in der Lunge kommt, wodurch die in-
fluenza-spezifischen Antikdrper pulmonal gebunden und im Serum nicht mehr nach-

gewiesen werden konnen. In der Studie von Guihot et al. erfolgte die erste Serumun-
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tersuchung allerdings erst im Mittel am Tag 9 nach Symptombeginn. Tatsachlich
wurden hierbei die Antikorpertiter der ersten Tage nach Symptombeginn nicht expe-
rimentell bestimmt, sondern anhand spaterer Messwerte durch Interpolation zurlck-

gerechnet.

In Bezug auf die Influenzavirus-Antikdrperkinetik liegt zudem eine Evidenzliicke vor,
da eine virusspezifische Serologie methodisch anspruchsvoll ist. Dies beruht darauf,
dass Influenzaviren aufgrund ihres kontinuierlichen Antigen-Drifts und den zu Pan-
demien fuhrenden Antigen-Shifts einem fortlaufenden Wandel ihrer Oberflachen-
Glykoproteine unterliegen, die von Antikérpern gebunden werden. Insbesondere die
humorale Immunantwort nach Infektion mit dem Influenzavirus A/H1N1 (2009) wurde
vergleichsweise wenig untersucht. Es ist nicht hinreichend geklart, ab welchem Zeit-
punkt nach dieser Infektion spezifische Antikorper im Serum nachweisbar sind, wie
die Kinetik der Antikérperproduktion verlauft und mit welchem serologischen Verfah-
ren die Antikdrper am frihesten nachgewiesen werden kénnen. Es ist bisher auch
nicht abschlielend geklart, ob ELISA-Teste als leichter durchfuhrbare alternative Me-
thoden zu Goldstandardmethoden wie z.B. dem HAH zuverlassig eingesetzt werden
kénnen. Flir das Management zukinftiger Influenzapandemien sind diese Fragestel-
lungen wichtig, da bei der Planung von Impfprogrammen bertcksichtigt werden
muss, in welchem Ausmal die Bevolkerung zu einem bestimmten Zeitpunkt bereits

mit dem neuen Virus in Kontakt gekommen ist (12).

1.10 Zielsetzung der vorliegenden Dissertation

Die vorliegende Dissertation verfolgte das Ziel, die humorale Immunantwort und ihre
Kinetik bei Patienten mit schwer verlaufender Influenzavirus A/H1N1 (2009)-Infektion
zu charakterisieren. Dabei sollte untersucht werden, ob das Fehlen von Serumanti-
korpern im Hamagglutinationshemmtest (HAH) am Tag vier nach Symptombeginn als
Prognosemarker fur einen letalen Verlauf der Influenzainfektion genutzt werden
kann. Zudem sollte untersucht werden, zu welchem Zeitpunkt nach Infektion eine
spezifische humorale Immunantwort nachweisbar ist. Hierbei sollte der HAH mit
einem rekombinaten-ELISA (r-ELISA) und einem sogenannten fetuin-ELISA (f-
ELISA) methodisch verglichen werden.

11



2. Material und Methoden

2.1 Patienten und Blutproben

Im Universitatsklinikum Dusseldorf wurden in der Wintersaison 2010/11 12 schwer
verlaufende Erkrankungsfalle mit dem Influenza A/H1N1 (2009) mittels PCR (rRT-
PCR) durch das Institut fur Virologie nachgewiesen und in der Uberwiegenden Zahl
intensivmedizinisch betreut. Diese Patienten waren im Rahmen von chronischen
Vorerkrankungen oder sonstigen Umstanden (z.B. Schwangerschaft) pradisponiert

fur einen schweren Krankheitsverlauf.

Eine schwer verlaufende Influenzainfektion wurde hierbei durch das Auftreten einer
schweren Dyspnoe definiert (Tabelle 1). Dabei litten die Patienten in der Regel ent-
weder an einer Pneumonie oder an einem ARDS. Beide Erkrankungen stellen im kli-
nischen Alltag geflirchtete Komplikationen der Influenzainfektion dar und sind somit

als Indikator einer schwer verlaufenden Influenzainfektion zu sehen.

Bei den chronischen Vorerkrankungen (Tabelle 1) handelte es sich um eine akute
myeloische Leukamie (Patient 1), um Zustand nach Nierentransplantation (Patienten
2 und 3), um ein Non-Hodgkin Lymphom (Patient 4), um eine Panzytopenie (Patient
5), um eine perinatale Asphyxie bei einem Neugeborenen (Patient 6), um einen Pati-
enten mit Herzinfarkt (NSTEMI) und COPD (Patient 7), um eine HIV Infektion mit
Schwangerschaft (Patient 8), um eine Hypertonie (Patient 9), um ein multiples
Myelom (Patient 10), um eine Patientin in der Schwangerschaft (Patient 11) und um
einen Patienten mit Primar bilidarer Zirrhose (Patient 12). Diese Ausgangsfaktoren
stellen insofern eine Pradisposition fur einen schweren Infektionsverlauf der In-
fluenzainfektion dar, als dass hier das Immunsystem entweder durch die Grunder-
krankung des Patienten (z.B. Non-Hodgkin Lymphom, Multiples Myelom) oder durch
eine iatrogene Immunsuppression (z.B. Nierentransplantation) geschwacht ist. Das
Alter der Patienten ist mit einer Verteilung vom Neugeborenenalter bis zu 60 Jahren
sehr heterogen. Das Patientenkollektiv besteht sowohl aus weiblichen als auch aus
mannlichen Patienten. Patient 1 erlag den Folgen der schweren Infektion. Alle ande-

ren Patienten Uberlebten die Erkrankung (Tabelle 1).
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Die bei diesen Patienten im Rahmen der klinischen Versorgung taglich entnomme-
nen Serum- oder EDTA-Plasmaproben wurden bei -20°C gelagert. Die Proben-
sammlung erfolgte im Vorfeld der vorliegenden Dissertation und stand daher zur Ver-

fugung.

Die Proben wurden sofern mdéglich von Symptombeginn bis zur Rekonvaleszenz
bzw. bis zum Tod des Patienten gesammelt. Bei den meisten Patienten war bereits
am Tag des Syptombeginns ein erstes Serum generiert worden. Der Untersuchungs-
zeitraum der Patienten wahrend des klinischen Aufenthaltes am Universitatsklinikum
Dusseldorf betrug zwischen 14 und 88 Tagen und lag im Durchschnitt bei 41 Tagen

pro Patient.

Wenn der Beginn der Symptomatik nicht genau bekannt war, wurde der Tag der
Hospitalisierung des Patienten als Tag 1 bzw. Tag des Symptombeginns angenom-
men. Wenn der Patient bereits aul3erhalb des Krankenhauses behandelt worden war,
wurde der Tag des ersten positiven Influenza-PCR-Ergebnisses als Tag 1 gewertet.

Diese sequentiellen Proben ermdglichen die Untersuchung der humoralen Immunan-

twort nach akuter Influenza H1N1-Infektion im zeitlichen Verlauf.

Die hier beschriebene Dissertation wurde durch die Ethikkommission der Heinrich-

Heine-Universitat Disseldorf genehmigt (Studiennummer: 3670).
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2.2 Virus und Zellen

FUr die Durchfuhrung des HAH, r-ELISAs und des f-ELISAs wurde der Referenz-
stamm des pandemischen Influenzavirus H1N1/California 7/2009 benutzt. Zu diesem
Zweck wurde das Virus zunachst in MDCK Zellen (BioWhittaker Europe, Verviers,
Belgien) in Dulbecco’s Modified Essential Medium (DMEM) angezichtet, welches mit
Penicillin, Streptomycin (jeweils in einer Konzentration von 500 U/ml) und 2% fetalem
Kalberserum (FKS) versehen wurde. Dieser Prozess fand unter einer Atmosphare
von 5% CO2 und einer Temperatur von 34°C statt. Zur Bestimmung der Viruskon-
zentration im Zellkulturiberstand wurde standardmassig der HAH angewandt. Das
Virus war bereits im Vorfeld der Untersuchungen in ausreichenden Mengen ange-
zuchtet worden. Die Herstellung des Virusmaterials war somit nicht Bestandteil der

vorliegenden Dissertation.

2.3 Methoden

Die fir die wissenschaftliche Umsetzung dieser Dissertation erforderlichen Laborme-
thoden (HAH, r-ELISA, f-ELISA) waren bereits vor Beginn der Untersuchungen im
Institut flr Virologie der Heinrich-Heine-Universitat etabliert und sind in Zusammen-
arbeit mit dem Nationalen Referenzzentrum flur Influenzaviren am Robert-Koch-
Institut in Berlin (Leiterin: Frau Dr. B. Schweiger) umfangreich validiert worden (13).
In mehreren klinischen Studien sowohl an gesunden Probanden als auch an Patien-
ten des Universitatsklinikums Dusseldorf (nierentransplantierte Patienten, Dialysepa-
tienten und onkologisch erkrankte Kinder) konnte im Vorfeld schon umfangreich Er-
fahrung mit den hier verwendeten Labormethoden gesammelt werden (13-15). Die
fur die Durchfihrung der Methoden erforderlichen Materialien, sowie die Programme

zur validen Auswertung der Methoden standen ebenfalls zur Verfugung.

2.3.1 Fetuin- ELISA (f-ELISA) zur Detektion von Antikorpern gegen

natives Hamagglutinin

Um die IgG-Antikdrper gegen das native Hamagglutinin (HA) untersuchen zu kénnen,

wurde die zuvor von Gulati et al. beschriebene ELISA Methode modifiziert (16).
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Zunachst wurde die ELISA Platte (Immunoplate U96 Maxisorb, Thermo Fisher Scien-
tific Nunc A/S, Roskilde, Denmark, no. 449824) mit 0,02% Fetuin (Sigma-Aldrich,
Saint Louis, Missouri, USA, no. F3004) in Beschichtungspuffer (Na,CO3z, NaHCOs3,
pH 9,6) beschichtet und anschlieRend Uber Nacht bei einer Temperatur von 4°C in-
kubiert. Nach der Blockierung mit 20% FKS in PBS (phosphate buffered saline) und
drei Waschschritten mit PBS wurde das angezuchte Virus California 7/2009 des In-
fluenzavirus A/H1N1 (2009) in einer Konzentration von 4-8 HAU (Hamagglutinin
Units) in die mit Fetuin beschichteten Wells pipettiert und flr 16 bis 18 Stunden bei

einer Temperatur von 4°C inkubiert (12).

Nach vier weiteren Waschschritten der Platten mit PBS, einer Blockierung mit 20%
FKS/PBS und drei weiteren Waschschritten wurden die Seren in den Wells vierfach
seriell verdunnt. Dabei wurde mit einer Konzentration von 1:80 begonnen. Anschlie-
Rend erfolgte eine Inkubation von einer Stunde bei Raumtemperatur. Danach wurden
die Platten erneut mit PBS gewaschen. Daran anschliel3end wurde fur einer Stunde
ein an Peroxidase konjugiertes Anti-human IgG, welches aus dem Serum von Scha-
fen gewonnen wurde (Sigma-Aldrich, no. A0293), hinzugegeben. Sowohl die Inkuba-
tion mit dem ersten Antikdrper im Serum als auch die mit der Peroxidase konjugier-
tem Antikorper erfolgten in einer so genannten ,feuchten Kammer® (eine mit ange-

feuchtetem Zellstoff ausgelegte, verschlossene Inkubationsbox).

Nach erneutem Waschen wurde der ELISA mit dem Substrat 3,3’, 5,5 Tetramethyl-
benzidin (TMB) (BD Biosciences, San Jose, California, USA, no. 555214) fir 20 Mi-
nuten bei Raumtemperatur entwickelt und anschliefend mit 0,5 M H,SO,4 gestoppt.

Die Analyse erfolgte in einem ELISA-Reader (Sunrise Magellan Absorption Reader,
Tecan, Crailsheim, Deutschland, REF 16039400) bei 450/620 nm. Die IgG-Antikorper
wurden anhand einer Kalibrierungskurve, die jeweils auf der gleichen ELISA-Platte
gemessen wurde, in AU (Arbitrare Units) quantifiziert. Die Kalibrationskurve wurde
generiert, indem ein Pool aus Impfseren mit hohen Neutralisationstitern seriell ver-
dinnt wurde. Um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu gewahrleisten, wurden
eine negative, eine schwach-reaktive und eine hoch-reaktive Serumprobe bei jedem
Lauf als Kontrollen mitgefiihrt. Eine Serokonversion im f-ELISA wurde definiert als
vierfacher Titeranstieg gemessen in AU.

Eine schematische Darstellung des Prinzips des f-ELISA ist in Abb. 2 A dargestellit.

16



2.3.2 Rekombinanter ELISA (r-ELISA) zum Nachweis von Antikor-

pern gegen rekombinantes Hamagglutinin

Zur Detektion der gegen das rekombinierte HA-Glykoprotein gerichteten Antikdrper-
konzentrationen wurde eine bereits beschriebene ELISA-Methode von Brokstad et al.
1995a und Stepanova et al., 2002 modifiziert (17, 18). Hierzu wurden ELISA-Platten
(Immunoplate U96 Maxisorb, Therma Fisher Scientific Nunc A/S, Roskilde, Denmark,
no. 449824) zunachst mit 0,25 pg/ml des vollstandigen in Baculoviren exprimierten
rekombinantem HA-Glykoprotein des pandemischen Virusstamm A/California 4/2009
(HIN1) oder des saisonalen Virusstamm A/Brisbane/59/2007 (H1N1) beschichtet
(Protein Sciences Corp., Meriden, Connecticat, USA, no. 3006). Nach dem Beschich-
ten der Platten erfolgte eine Inkubation bei 4°C Uber Nacht. Nach Blockierung der
ELISA-Platten (5% FCS, 2% fetales Kalberserum in PBS) und drei Waschschritten
(PBS, 0,5% Tween 20) wurde das Serum aufgetragen und vierfach-seriell austitriert.
Dabei wurde mit einer Konzentration von 1:80 begonnen. Anschlieend erfolgte eine
weitere Inkubation von einer Stunde bei Raumtemperatur. Danach wurden die Plat-
ten erneut mit PBS gewaschen. Daran anschlieRend wurde fur eine Stunde ein Per-

oxidase-konjugiertes Anti-human IgG (Sigma-Aldrich, no. A0293) hinzugegeben.

Sowohl die Inkubation mit dem ersten Antikorper im Serum als auch die mit dem
Peroxidase-konjugierten Zweitantikorper erfolgten in einer so genannten ,feuchten
Kammer® (eine mit angefeuchtetem Zellstoff ausgelegte, verschlossene Inkubations-
box).

Nach einem letzten Waschschritt wurde der ELISA mit dem Substrat 3,3’, 5,5 Tetra-
methylbenzidin (TMB) (BD Biosciences, San Jose, California, USA, no. 555214) fur
20 Minuten bei Raumtemperatur entwickelt und anschlielend mit 0,5 M H,SO4 als
Stopp-L6sung bearbeitet (Vgl. 13, 14). Die 1gG-Antikorper wurden anhand einer Ka-
librationskurve, die jeweils auf der gleichen ELISA-Platte gemessen wurde, in AU
quantifiziert. Die Kalibrationskurve wurde generiert, indem ein Pool aus Impfseren

mit hohen Neutralisationstitern seriell verdinnt wurde. Um die Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse zu gewahrleisten, wurden eine negative, eine schwach-reaktive und eine

hoch-reaktive Serumprobe bei jedem Lauf als Kontrollen mitgeflihrt. Eine Serokon-
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version im r-ELISA ist, analog zum f-ELISA, hier ebenfalls definiert als vierfacher Ti-
teranstieg gemessen in AU.

Eine schematische Darstellung des Prinzips des f-ELISA ist in Abb. 2 B dargestellit.

A 2. Antikdrper mit en- A 2. Antikorper mit en-
zymatischer Aktivitat zymatischer Aktivitat
A IgG aus A IgG aus

Patientenserum Patientenserum
angezulchtetes Virus
g rekombinantes
Hamagglutinin
Fetuin
A: Prinzip des Fetuin-ELISAs B: Prinzip des rekombinanten ELISAs

Abb. 2: Schematische Darstellung von Fetuin (f)-ELISA und rekombinatem (r)-ELISA.
Die Zugabe der einzelnen Substanzen erfolgt in zeitlicher Reihenfolge von unten
nach oben.
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2.3.3 Hamagglutinationshemmtest (HAH) zur Detektion von Anti-

korpern gegen das Influenzavirus A/H1N1

Da die Durchfuhrung des Hamagglutinationshemmtests nicht Teil der vorliegenden
Dissertation war, sondern die Ergebnisse bzgl. der untersuchten Blutproben bereits
vorlagen, wird hier lediglich auf die Literaturstellen verwiesen, die die Methodik be-
schreiben: (13, 19). Die Ergebnisse des HAH wurden aber mit den eigens erhobenen

ELISA-Ergebnissen verglichen und statistisch ausgewertet.

Der niedrigste messbare HAH-Titer betragt 1:10 (Grenztiter). Ab einem Antikorpertiter
von 21:40 ist von einem klinischen Schutz gegenlber dem spezifischen Influenzavi-
rus-Stamm auszugehen (Seroprotektionsrate) (19, 20). Eine Serokonversion im HAH
liegt dann vor, wenn ein Patient oder Impfling einen Titer von 21:40 erreicht und hier-
bei einen mindestens vierfachen Titeranstieg im Vergleich zu einem Vorbefund auf-
weist (19).

2.3 Statistische Analyse

Die Korrelationsanalyse von f-ELISA, r-ELISA und HAH erfolgte mittels Pearson Pro-
dukt Moment Korrelation. Zusatzlich wurde eine lineare Regressionsanalyse durch-
gefuhrt. FUr diese Statistiken und die grafischen Darstellungen (z.B. Verlaufskurven
und Balkendiagramme) wurden das Computer-Programm SigmaPlot (Version 10.0)

sowie Microsoft Excel 2010 verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1 Deskriptive Analyse der Antikorperkinetik im Hamagglutina-
tionshemmtest (HAH)

Der Hamagglutinationshemmtest (HAH) war bei 11 von 12 Patienten auswertbar (Ta-
belle 2). Patient 12 konnte aufgrund unspezifischer Hamagglutionationsreaktionen
nicht im HAH untersucht werden. Eine Untersuchung gelingt jedoch in den ELISA
Methoden (siehe Kapitel 3.3). Bei den 11 im HAH untersuchten Patienten wurde der
Grenztiter von 21:10 bei 5 von 11 Patienten (45%) innerhalb der ersten Woche er-
reicht (grau unterlegt in Tabelle 2; Abb. 3 und 4). In der zweiten und dritten Woche
wurden bei 7 von 11 (64%) und ab der vierten Woche bei 8 von 11 Patienten (72%)
ein HAH-Titer von 21:10 erreicht (Tabelle 2; Abb. 3 und 4). Im Mittel liel3 sich bei die-
sen Patienten nach 8,75 Tagen ein Grenztiter von 21:10 im HAH nachweisen. Bei
den Patienten 1 und 9 konnten keine spezifischen Serumantikérper im HAH nachge-
wiesen werden. Bei dem Patienten 8 wurde am achten Tag nach Symptombeginn
einmalig ein HAH-Titer von 1:10 ermittelt, der sich jedoch in den Folgeproben nicht
bestatigte, und daher insgesamt als negativ bzw. unspezifisch bewertet wurde.
Abweichend vom HA-Grenztiter, der als der geringster messbarer Wert im HAH defi-
niert ist, ist ab einem HA-Titer von 21:40 von einem Schutz im Sinne eines Seropro-
tektionstiters gegen das Influenzavirus auszugehen. In der ersten Woche erreichten
2 von 11 Patienten (18%) diesen Schutztiter im HAH (Tabelle. 2; Abb. 3 und 5). In-
nerhalb der zweiten Woche (Tag 8-14) hatten 6 von 11 Patienten (55%), innerhalb
der dritten Woche 7 von 11 Patienten (64%) und nach vier Wochen (Tag > 22) hatten
8 von 10 Patienten (73%) diesen HA-Titer erreicht und galten somit immunologisch
als geschutzt. (Tabelle 2; Abb. 3 und 5) Diese Patienten erreichten den Seroprotekti-
onstiter im Mittel nach 11,6 Tagen, und es lie® sich bei allen von ihnen eine Sero-
konversion -definiert als Titer 21:40 und vierfachem Titeranstieg- nachweisen. Im Mit-
tel erfolgte die Serokonversion hierbei ebenfalls nach 11,6 Tagen.

Die maximal erreichten HAH-Titer sind in Abb. 3 dargestellt. Dabei erreichte Patient 2

den hochsten Titer.
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Abb. 3: Maximal erreichte Titer im Hamagglutinations-Hemmtest in den Wochen 1,2,3 und >3 nach
Symptombeginn bei Patienten mit schwer verlaufender Influenza A/H1N1-Infektion. Die X-Achse stellt
die Tage nach Symptombeginn wochenweise da. Auf der Y-Achse sind die HA-Titer aufgetragen. Die
horizontalen gestrichelten Linien geben dabei den HA-Grenztiter (= 1:10) und den HA-Schutztiter (=
1:40) an.

30% A
20% A
10% A

0% = T 1
day 0-7 day 8-14 day 15-21 >day 22

Abb. 4: Prozentualer Anteil der Patienten mit schwer verlaufender Influenza A/H1N1-Infektion, die den
Grenztiter (21:10) im Hamagglutinations-Hemmtest erreichen in den Wochen 1,2,3 und >3 nach
Symptombeginn.
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Abb. 5: Prozentualer Anteil der Patienten mit schwer verlaufender Influenza A/H1N1-Infektion, die
einen seroprotektiven Titer von 21:40 im Hamagglutinations-Hemmtest erreichen in den Wochen 1,2,3

und >3 nach Symptombeginn.

3.2. Serumantikorper gegen das Influenza A/H1N1 Virus im Hamag-
glutinations-Hemmtest als Prognosemarker fir einen letalen Aus-

gang der Influenza A/H1N1-Infektion

In der aktuellen Studie verstarb Patient 1 an den Folgen seiner Influenzainfektion,
und er entwickelte im Verlauf keine im HAH nachweisbaren HA-Titer gegen das In-
fluenzavirus. Bei den Patienten 2 bis 7 nahm die Influenzainfektion keinen letalen
Verlauf. Bei diesen Patienten waren jedoch bis zu Tag vier ebenfalls keine HA-Titer
gegen das Influenzavirus im HAH nachweisbar (Tabelle 2, Abb. 6). Speziell bei Pati-
ent 2, bei dem der Krankheitsverlauf ebenfalls keinen letalen Ausgang nahm, lieken
sich sogar bis einschlieRlich Tag 22 keine Serumantikoérper gegen das Influenzavirus
im HAH nachweisen (Abb. 6). Bei Patient 8 wurde am 8. Tag nach Symptombeginn
ein Titer von = 1:10 gemessen, der jedoch in den Folgeproben nicht bestatigt wurde.
Es ist daher am ehesten davon auszugehen, dass es sich hierbei um unspezifische
Reaktionen im HAH handelte und sich kein HA-Titer messen lie®. Der Patient wurde

im Folgenden daher auch als negativ (kein Titeranstieg) gewertet (Tabelle 2). Auch
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bei diesem Patienten nahm die Influenzainfektion ebenfalls keinen letalen Verlauf.
Bei Patient 9 waren Uber den gesamten Zeitraum des Monitorings (20 Tage) im HAH
keine Serumantikdrper nachweisbar. Trotzdem nahm auch hier die Influenzainfektion
keinen letalen Verlauf (Tabelle 2). Patient 10 hatte bereits an Tag 1 nachweisbare
Serumantikorper im HAH, allerdings litt diese Patientin bereits einige Tage an einem
respiratorischen Infekt. Hier konnte der genaue Zeitpunkt des Symptombeginns nicht
sicher angegeben werden und Tag 1 bezeichnet den Tag der stationaren Aufnahme.
Bei Patient 11 handelte es sich um eine immungesunde schwangere Frau. Sie wies
bereits an Tag 5 einen protektiven Serumantikorpertiter im HAH auf. Bei ihm konnte
allerdings mit beiden ELISA-Assays, die in dieser Dissertation durchgeflihrt wurden,
eine Serokonversion am Tag 3 nach Symptombeginn nachgewiesen werden (Tabelle
3).

1:1280

1:320

1:80 |

HA-Titer

1:20
1:10

0 4 10 15 20 25 30 35

Tage nach Symptombeginn

Abb. 6: Anti-Influenza A H1N1 Serum-Antikérpertiter (ermittelt im Hamagglutinationshemmtest) im
zeitlichen Verlauf bei Patienten, die eine schwer verlaufende Influenzainfektion tberlebt haben. Die
horizontale Linie markiert die geringste messbare Antikdrperkonzentration, die vertikale Linie markiert
den Tag 4 nach Symptombeginn. Rote Punkte = Patient 2, blaue Punkte = Patient 3, pinke Dreiecke =
Patient 4, gelbe Dreiecke = Patient 5, schwarze Quadrate = Patient 6, grine Quadrate = Patient 7.

Patientnummern entsprechend Tabelle 1 und 2.
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3.3 Deskriptive Analyse der Antikorperkinetik im fetuin-ELISA (f-
ELISA) und rekombinanten-ELISA (r-ELISA) im Vergleich zum HAH

Die sequentiell gesammelten Seren der 12 Patienten wurden im r-ELISA und im f-
ELISA untersucht, und die Ergebnisse wurden mit den im HAH gemessenen Serum-
antikdrpern verglichen (Tabelle 3). Bei beiden ELISA-Methoden wurden die Konzent-
rationen der Serumantikorper in AU dargestellt. Bei Patient 1 nahm die Influenzain-
fektion einen letalen Verlauf. Hier konnte weder im r- und f-ELISA, noch im HAH Ser-
umantikorper nachgewiesen werden. Dieser Patient hatte zudem im Vergleich zu den
anderen gemessenen Patienten erheblich niedrigere Spitzentiter in AU in beiden
ELISA-Methoden (Tabelle 3). Patient 11 konnte bezuglich der Serokonversionsdauer
nicht bewertet werden, da bei diesem Patienten die erste Serumprobe am Tag 5
nach Symptombeginn vorlag und zu diesem Zeitpunkt bereits ein HAH-Titer von 1:40
nachweisbar war. Im f-ELISA war bei den Patienten 2-10 und Patient 12 eine Sero-
konversion, definiert als mindestens vierfacher Titeranstieg, messbar (Tabelle 3). Im
r-ELISA war bei den Patienten 2-8, 10 und 12 eine Serokonversion zu verzeichnen.
Im HAH wurde zusatzlich zu Patient 1 bei 2 weiteren Patienten keine Serokonversion
erreicht (Patienten Nr. 8 und 9, Tabelle 3). Bei Patient 9 konnte sowohl im HAH als
auch im r-ELISA keine Serokonversion nachgewiesen werden (Tabelle 3). Somit war
hier der f-ELISA die einzige Mdglichkeit, eine Serokonversion bei diesem Patienten
nachzuweisen (Tabelle 3). Bei Patient 8 war zwar im HAH keine Serokonversion
messbar, jedoch konnte hier in beiden ELISA-Methoden eine Serokonversion ermit-
telt werden (Tabelle 3). Im f-ELISA und im r-ELISA erfolgte der Nachweis der Sero-
konversion im Median an Tag 6, wohingegen der Nachweis der Serokonversion im
HAH im Median bei Tag 12 lag (Tabelle 3). Im Vergleich von r-ELISA und f-ELISA ist
zudem festzustellen, dass der f-ELISA Serokonversionen tendenziell am frihesten
zu erfassen vermag, wenn man nicht den Median, sondern den Mittelwert bis zum

Eintritt der Serokonversion zugrunde legt (Tabelle 3).

Die Hohe der Antikorperlevel ist zwischen den drei verwendeten Methoden nur mit
Einschrankungen miteinander vergleichbar (Kap 3.3 und Diskussion). Dennoch kann
man bei dem von uns untersuchten Kollektiv folgende Ergebnisse festhalten (Tabelle
3 und Abb. 8, die die Messwerte der Patienten Nr. 4 beispielhaft darstellt):
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Im HAH wurde der Spitzen-Messwert fruher erreicht als im f-ELISA und r-ELISA. Im
HAH wird bei den meisten Patienten nach ca. 2 Wochen (Mittelwert: 17,8 Tage, Me-
dian: 15 Tage) im Anschluss an den Spitzenwert ein Titerplateau erreicht. Sowohl im
f-ELISA als auch im r-ELISA ist hingegen eine langere Anstiegsphase mit einem spa-
teren Spitzenwert zu verzeichnen. Patient 4 erreichte seinen Spitzenwert im f-ELISA
erst am Tag 83 und im r-ELISA am Tag 75, somit am spatesten von allen Patienten
(Tabelle 3 und Abb. 8). Eine Serokoversion lasst sich jedoch lediglich im f-ELISA und
r-ELISA verzeichnen (Tabelle 3). Der Mittelwert der Spitzenwerte war beim f-ELISA
28,7 Tage (Median: 20 Tage) und beim r-ELISA 29,1 Tage (Median 18 Tage). (Tabel-
le 3) Im f-ELISA wurden héhere Antikdrperwerte und starkere Antikorper-Anstiege
erreicht als im r-ELISA und Hamagglutinations-Hemmtest (Tabelle 3), was metho-
disch bedingt zu sein scheint (siehe Diskussion). Der Abbildung 8 ist zudem der Ab-
fall der Influenza A/H1N1-Viruslast im Respirationstrakt zu entnehmen, die mit dem
Einsetzen der systemischen Immunreaktion zu korrelieren scheint. Bei diesen Abbil-
dungen muss beachtet werden, dass die Skalierungen der Y-Achse so gewahlt wur-
den, dass sich die Antikorperkinetiken eines Patienten in den 3 serologischen Me-
thoden und in der Influenza-PCR simultan darstellen lassen. Tatsachlich liegt das
Kurvenniveau beispielsweise des f-ELISA deutlich Uber dem des r-ELISA und dem
des HAH.
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3.3 Korrelation von HAH, f-ELISA und r-ELISA

Mittels Pearson-Korrelation aller Messwerte der Patientenseren wurde untersucht,
wie der HAH, der r-ELISA und der f-ELISA jeweils miteinander korrelieren (Abb. 8).
Wie zu erwarten korrelieren die drei Methoden signifikant positiv miteinander (p
<0,05). Somit ist eine signifikante positive Korrelation gegeben. Der Abbildung 9 A
bis C ist jedoch zu entnehmen, dass die quantitativen Messwerte nur malig mitei-
nander korrelieren (Korrelationskoeffizienten zwischen 0,423 und 0,64). Erwartungs-
gemal bestand die beste Korrelation zwischen den Messwerten der beiden ELISA-
Methoden (Abb. 9 C).
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4. Diskussion

Frihe Prognosemarker zu etablieren, die einen letalen Verlauf der Influenzainfektion
anzeigen konnen, ist wie in vielen Bereichen der Medizin ein winschenswertes Ziel.
Vor allem Patienten mit Risikofaktoren wie immunkompromittierenden Erkankungen
oder immunsupprimierenden Medikamenten kdnnten hiervon durch eine frih einge-
leitete antivirale Therapie und ein intensiviertes Monitoring profitieren (9). Es konnte
gezeigte werden, dass die mittels RT-PCR gemessenen Viruslast des Influenzavirus
in respiratorischen Proben nicht als Prognosemarker geeignet ist, da diese nicht
zwangslaufig mit der Schwere der respiratorischen Symptomatik korreliert (21). Da-
her hat sich die Forschung der letzten Jahre unter anderem auf die Bedeutung der

Influenza-Antikérper als Prognosemarker konzentriert (9, 11, 21).

Die Methodik der kurzlich durchgefuhrten Studie von Guihot et al. an Patienten mit
schwerer Influenzainfektion, welche darauf hindeutet, dass die Abwesenheit von Se-
rumantikérpern im HAH gegen das Influenza A/H1N1 Virus an Tag 4 nach Beginn der
respiratorischen Symptomatik als Indikator flr eine letal verlaufende Influenza-
Erkrankung dienen kann, weist Schwachen auf. Die hier zu Grunde gelegte Hypothe-
se geht davon aus, dass die influenza-spezifischen Antikorper in Antigen-Antikorper-
Komplexen in der Lunge gebunden werden und folglich nicht mehr im Serum nach-
zuweisen sind (11). Guihot et al. haben allerdings in ihrer Studie Seren untersucht,
die im Mittel von Tag 9 nach Symptombeginn stammen. Dies bedeutet, dass das Er-
gebnis der Studie aus mathematischen Berechnungen stammt (interpoliert wurde).
Im Gegensatz zu unserer Studie wurden hier keine Seren aus der frihen Erkran-

kungsphase im Labor untersucht.

Bis zum jetzigen Zeitpunkt war der Mangel an sequenziellen Serumproben aus einem
Fruhstadium der Erkrankung ein Nachteil von bisherigen oben genannten Studien.
In der vorliegenden Dissertation wurden sequenziell gesammelte Serumproben von
Patienten mit schwer verlaufender Influenza A/H1N1-Infektion untersucht, die im
Institut fur Virologie bei -20°C gelagert vorlagen. Wie es in den Tabelle 1 und 2 ge-

zeigt wird, begann die Sammlung der Proben in einem frihen Erkrankungsstadium
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und erfolgte Uber einen langen Zeitraum bis zum Tod des Patienten oder bis zur Re-

konvaleszenz.

Ein Hauptergebnis der vorliegenden Dissertation ist, dass in der untersuchten Patien-
tenkohorte ein negatives Ergebnis fur Serumantikdrper gegen das Influenzavirus
A/HIN1 im HAH am vierten Tag nach Erkrankungsbeginn nicht mit einem letalen
Verlauf der Influenza korreliert. Im Serum der Patientin, fur die die Erkrankung einen
letalen Verlauf nahm (Patientin 1), konnten im HAH keine Serumantikorper detektiert
werden (Tabelle 3). Dennoch gab es unter den insgesamt 11 verbliebenen Patienten
ohne letalen Ausgang zwei weitere Individuen, bei denen die Antikorper im HAH im
Verlauf ebenfalls negativ blieben (follow-up 20 bzw. 41 Tage). Einer dieser Patienten
war eine nicht-immunsupprimierte Patientin mit einer chronischen Hypertonie als ein-
zige Begleiterkrankung. Eine Immunsuppression als Ursache fur das Fehlen der spe-
zifischen Antikorper lag bei dieser Patientin nicht vor und scheidet somit als mogliche

Erklarung aus.

Bei sechs weiteren Patienten, die die schwere Influenzainfektion Uberlebt haben,
wurden spezifische Antikorper gegen das Influenzavirus A/H1N1 erst zwischen Tag 6
und 23 nach Symptombeginn im HAH nachgewiesen (Abb. 6). Diese Ergebnisse ste-
hen im Widerspruch zur Studie von Guihot et al., bei der das Fehlen von Antikdrpern
gegen das Influenzavirus A/H1N1 an Tag vier nach Symptombeginn als Prognose-
marker fur einen letalen Verlauf der Influenzainfektion gewertet wurde (11). Die wi-
derspruchlichen Ergebnisse kdonnten darin begrindet sein, dass in unserer Studie
Serumproben ab einer sehr frihen Phase der Influenzaerkrankung und in regelmafi-
gen und engen zeitlichen Abstanden Uber einen langen Zeitraum untersucht wurden
(siehe Tabellen 2 und 3). In der Untersuchung von Guihot et al. standen die ersten
Serumproben erst ab einem spateren Stadium der Influenzaerkrankung zur Verfu-
gung (im Mittel 9 Tage nach Symptombeginn) (11). Mit Hilfe einer mathematischen
Berechnung wurden die Ergebnisse in dieser Studie interpoliert und somit auf die
Hohe der HAH-Titer zu Beginn der Erkrankung zurtckgerechnet. Die Ergebnisse un-
serer Studie wurden hingegen in frihen Serumproben direkt gemessen.

Die Ergebnisse der Dissertation sind zudem konkordant mit den Ergebnissen einer
friheren Studie einer anderen Arbeitsgruppe, die gezeigt haben, dass 10% von im-
munologisch gesunden Influenzapatienten nur niedrige HAH-Titer (<1:40) nach der
Influenzainfektion entwickeln (21). Aufgrund dieser Vordaten war eher zu erwarten,
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dass das Fehlen bzw. die Ausbildung lediglich niedrig-positiver Influenza-
Serumantikdrper nicht als Prognosemarker fur einen letalen Ausgang der Influenza

dienen kann.

Neben der Untersuchung, ob der HAH-Titer als Prognosemarker bei schwer verlau-
fenden Influenzainfektionen dienen kann, wurden die Ergebnisse des HAH mit denen
verglichen, die mit dem f-ELISA und dem r-ELISA gemessen wurden. Diese Ver-
gleichstestung hatte den Hintergrund, dass serologische Untersuchungen bei In-
fluenzaviren hauptsachlich mit dem Ziel durchgefuhrt werden, die Immunogenitat von

Influenza-Impfstoffen in Impfkohorten zu untersuchen (22, 23).

Des Weiteren wird im Falle von pandemischen Influenzajahren untersucht, zu wel-
chen Zeitpunkten die Bevdlkerung mit dem neuen pandemischen Virus bereits in
Kontakt gekommen ist und so die ,Seropravalenz® oder ,Durchseuchung“ bestimmt
(24, 25). Der HAH wird neben dem Mikroneutralisationstest (MN) hierbei als einer der
,Goldstandard-Assays“ betrachtet (19, 20). Dies liegt im Wesentlichen daran, dass
mit diesen Methoden nur ein kleiner, aber hochspezifischer Teil der Antikérper be-
stimmt wird, eben nur der Teil, der am neutralisierenden B-Zell-Epitop bindet (MN)

bzw. die Hdmagglutination von Erythrozyten hemmt (HAH).

Bei dem HAH und dem MN handelt es sich allerdings um Methoden, welche in ihrer
Durchflhrung zeitintensiv sind. Zudem konnen sie haufig nicht in Routinelaboratorien
durchgefuhrt werden, wenn mit einem pandemischen Influenzavirus gearbeitet wird,
weil dies zumindest zu Beginn einer Pandemie nur unter Bedingungen der biologi-
schen Sicherheitsstufe 3 (BSL-3) moglich ist (26). ELISA-Methoden werden daher
als mdogliche Alternative zu den ,Goldstandard-Assays” gesehen. Hierbei wurden
ELISA-Methoden, die Antikdrper gegen rekombinantes Hamagglutinin (HA) (r-ELISA)
detektieren, bereits in fruheren Studien zur Untersuchung der Immunogenitat von
Influenzaimpfstoffen eingesetzt (17, 18, 27). Der methodische Nachteil eines re-
kombinanten ELISAs ist, dass mit dieser Methode nahezu ausschlie3lich Antikorper
nachgewiesen werden, die an das (durch Bindung an die ELISA-Mikrotiterplatte) de-
naturierte (,ungefaltete®) Hamagglutinin binden. Antikorper, die neutralisierende
Epitope des nativen (,gefalteten“) Hamagglutinin binden, werden somit nicht nach-
gewiesen (28, 29). Somit kdnnen Antikorper, die das nativ (,gefaltete“) Hamagglutinin

binden, nur dann mit einem ELISA nachgewiesen werden, wenn das Influenzavirus
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auf vorher mit Fetuin beschichtete Mikrotiterplatten fixiert wird, wodurch die native
Struktur des Hamagglutinins weitgehend erhalten bleibt (f-ELISA) (16).

Mit dem im Rahmen dieser Dissertation verwendeten f-ELISA wurden demnach
uberwiegend Antikdrper gegen nativ-konfiguriertes Hamagglutinin bestimmt, wohin-
gegen mit dem r-ELISA im Wesentlichen Antikdrper gegen denaturiertes Hamagglu-
tinin gemessen werden. Beides erfolgt allerdings in nicht genau zu definierenden
Verhaltnissen, da das Ausmal} der Denaturierung des Hamagglutinins bei beiden
Assays nicht genau bekannt ist. Auch Vergleichsmessungen zwischen HAH als
,Goldstandard“ und ELISA sind bisher in Influenza-Rekonvaleszenzseren kaum
durchgefuhrt worden. Aus diesem Grund sollte in der aktuellen Patientenkohorte die
Korrelation der Ergebnisse des f- und r-ELISA mit denen des HAH untersucht wer-

den.

Mittels Regressionanalyse und Pearson-Korrelation wurde gezeigt, dass die drei Me-
thoden signifikant positiv miteinander (jeweils p <0,05) korrelieren, die Korrelation der
quantitativen Messwerte aber nur maRig gut ist (Korrelationskoeffizienten zwischen
0,423 und 0,588) (Abb. 9). Erwartungsgemal} bestand die beste Korrelation zwischen
den Messwerten der beiden ELISA-Methoden. Die weitere deskriptive Analyse ergab,
dass eine Serokonversion zuerst im f-ELISA detektiert wird, gefolgt vom r-ELISA und
zuletzt im HAH (Tabelle 3). Dies konnte darauf zurlickzufuhren sein, dass mit den
ELISAs eine breitere (da auch nicht neutralisierende) Immunantwort nachgewiesen
wird. Mit dem f-ELISA kdnnte dies am frihesten gelingen, da aufgrund der oben be-
schriebenen Methodik mit diesem Assay potentiell sowohl neutralisierende als auch

nicht-neutralisierende Antikorper nachgewiesen werden.

Zudem lasst sich den Ergebnissen entnehmen, dass der HAH nicht alle Serokonver-
sionen erfassen kann (Tabelle 3 und Vgl. 25). So liel} sich bei den Patienten 8 und 9
(Tabelle 3) im HAH keine Serokonversion feststellen, wohingegen jedoch im ELISA
eine eindeutige Serokonversion als 4-facher Titeranstieg zu verzeichnen war. Bei
Patient 9 wurde eine Serokonversion sogar lediglich im f-ELISA erfasst. In diesen
Fallen stellte der ELISA somit eine alternative Methode dar, wodurch eine Aussage

bezlglich der Serokonversion trotz gescheitertem HAH maoglich war.

Allerdings lasst sich anhand der gemessenen Werte im ELISA keine Aussage bezlg-

lich der Seroprotektion treffen, da es in den verwendeten ELISAs keinen definierten
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Grenzwert (sog. ,cut-off‘) gibt, ab dem der Patient als ,geschitzt” einzuordnen ist. Im
HAH liegt im Gegensatz dazu die definierte Grenze, welche die Seroprotektion an-
gibt, bei 21:40 (19, 20). Auch dieser Grenzwert konnte in der vorliegenden Dissertati-
on nicht ermittelt werden, beispielsweise mit einer ,receiver operator characteristics”
(ROC)-Analyse, da die gemessene Kohorte sowohl zu klein als auch zu inhomogen

war.

Der in der vorliegenden Studie nachgewiesene Schutztiter (HAH-Titer 21:40), von
73% (Tabelle 3) ist konkordant mit Ergebnissen aus fruheren Studien: Bei der Studie
von Veguilla et al. lag der Schutztiter vier Wochen nach Symptombeginn bei 75%, bei
Hung et al. bei 90% und in den Untersuchungen von Miller et al. bei 89% (21, 24,
30). Die Tatsache, dass in diesen Studien die Seroprotektionsrate vier Wochen nach
Symptombeginn etwas hoher war als in der vorliegenden Studie ist vermutlich darauf
zurlck zu fuhren, dass in diesen Studien immungesunde Patienten untersucht wur-

den.

Bei Patient 12 war der HAH aufgrund einer unspezifischen Hamagglutination nicht
anwendbar. Im rekombinanten ELISA und im fetuin-ELISA war jedoch eine Serokon-
version nachweisbar. In diesem Fall stellte der ELISA somit eine sinnvolle alternative
Methode zum HAH dar.

Es wurde in den letzten Jahren versucht, schwer verlaufende Influenzainfektionen
nicht nur mit Neuraminidase-Inhibitoren (z.B. Oseltamivir, Zanamivir), sondern auch
mit spezifischen Immunglobulin-Praparationen oder Rekonvaleszenzseren zu be-
handeln (31). Hierflr ist es wichtig, den Zeitpunkt zu kennen, an dem bei Patienten
im Anschluss an eine Influenzainfektion typischerweise die hochsten influenza-
spezifischen Antikdrper-Konzentrationen vorliegen. Deshalb waren die in unserer
Studie untersuchten Spitzenwerte im HAH und ELISA im zeitlichen Verlauf zusatzlich
von Interesse (Tabelle 3). Hier konnte gezeigt werden, dass die Spitzentiter im HAH
im Median zu Tag 15 und im ELISA zu Tag 20 (f-ELISA) bzw. zu Tag 18 (r-ELISA)
erreicht wurden. Dem Ergebnis der HAH-Spitzentiter konnte hierbei die grofite Be-
deutung zukommen, da hiermit im Wesentlichen neutralisierende Antikdrper nachge-
wiesen werden. Diese Titer erreichen tendenziell friher ihr Plateau als die im ELISA
gemessenen Werte, und die HAH-Titer bleiben im Verlauf hierbei in der Regel auf
stabilem Niveau. Die im HAH ermittelte Antikorperkinetik ist konkordant zu den Er-

gebnissen fruherer Studien (24, 25). Der langer verlaufende Anstieg der Antikorper-
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Konzentrationen, die im ELISA nachgewiesen werden, deutet jedoch darauf hin, dass
der ideale Zeitpunkt fur die Blutabnahme tendenziell etwas spater ist, namlich ca. drei
Wochen nach Beginn der respiratorischen Symptomatik. Zu diesem spateren Zeit-
punkt liegt im Sinne einer immunologischen B-Zell-Reifung offensichtlich ein breiteres
Spektrum spezifischer Antikérper vor, die neutralisierende und nicht neutralisierende

Epitope im Influenza-Hamagglutinin binden.

Bei den in der vorliegenden Dissertation durchgefuhrten Untersuchungen muissen
Einschrankungen berucksichtigt werden: Da eine schwer verlaufende Influenzainfek-
tion relativ selten auftritt, ist es schwierig, eine suffizient grol3e Patientenkohorte zu
erhalten. Die im Rahmen der Dissertation untersuchte Kohorte ist daher inhomogen
bezuglich der vorliegenden Grunderkrankungen, dem Alter und dem Geschlecht der
Patienten. Dennoch tritt auch im klinischen Alltag eine schwere Influenzainfektion bei
den unterschiedlichsten Patienten auf, von Neugeborenen Uber schwangere Frauen
bis hin zu immunsupprimierten Patienten. Die Inhomogenitat der in der vorliegenden
Arbeit untersuchten Patienten spiegelt somit durchaus den klinischen Alltag wieder.
Eine weitere Einschrankung ist darin zu sehen, dass in der untersuchten Kohorte le-
diglich ein Todesfall zu verzeichnen war. Dieser Bias beeintrachtigt aber nicht das
Ergebnis, dass der HA-Titer an Tag 4 nicht als Prognosemarker fur einen letalen Ver-
lauf der Influenzainfektion fungieren kann, da bei Patienten ohne letal verlaufenden
Infektionsverlauf an diesem Tag positive und negative HAH-Titer ohne klare Korrela-
tion zum klinischen Ausgang nachgewiesen wurden. In Bezug auf die deskriptive
Analyse der Antikorperkinetik in den drei verwendeten Assays muss jedoch bertck-
sichtigt werden, dass die Patientenkohorte nicht einem immunologisch gesunden
Normalkollektiv entspricht. Um die Ergebnisse auf die Allgemeinbevolkerung zu uber-

tragen, ist die Kohorte zudem zu klein.

Eine weitere Einschrankung der Dissertation liegt darin, dass in Bezug auf den f-
ELISA und r-ELISA nicht ermittelt werden konnte, ab welchem Wert von einem
Schutz gegen das Influenzavirus auszugehen ist. Fur die Ermittlung eines solchen
,cut-offs®, z.B. in einer ROC-Analyse, war die untersuchte Kohorte zu klein und zu

inhomogen.
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5. Zusammenfassung:

Die im Rahmen dieser Dissertation gewonnenen Ergebnisse deuten darauf hin,
dass bei Patienten mit schwer verlaufender Influenza A/H1N1-Infektion das Fehlen
virusspezifischer Serumantikbper am Tag 4 nach Symptombeginn, gemessen im
Hamagglutinationshemmtest (HAH), nicht als prognostischer Marker fiir eine letal
verlaufende Influenzainfektion verwendet werden kann. In der untersuchten Patien-
tenkohorte fanden sich bei Patienten, die die Infektion Uberlebten, zu diesem Zeit-
punkt sowohl positive als auch negative HAH-Titer ohne klare Korrelation zum klini-
schen Ausgang. Bei der Mehrzahl der Patienten waren die Antikorper gegen Ende
der ersten Woche oder zu Beginn der zweiten Woche nach Erkrankungsbeginn
nachweisbar. Ein Uberlebender Patient wurde sogar erst am Tag 23 im HAH positiv

getestet.

Es konnte zudem gezeigt werden, dass im fetuin-ELISA und im rekombinanten-
ELISA eine Serokonversion friher nachgewiesen wird als im HAH (in beiden ELISAs
im Median 6 Tage friher). Bei einigen Patienten war zudem eine Serokonversion nur

mittels ELISA nachweisbar.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass im Falle einer Influenza-Pandemie, ELISA-
Ergebnisse zusatzliche Informationen daruber liefern kdnnten, inwieweit die Bevolke-
rung bereits mit dem neuen Influenzavirus in Kontakt gekommen ist, was als Sero-

pravalenz bezeichnet wird.

Ein weiteres wichtiges Ergebnis der Dissertation ist, dass die HAH-Titer friher ihre
Spitzenwerte erreichen -im Median an Tag 15- als in den Influenza-ELISAs, bei de-
nen der Median an Tag 18-20 erreicht wird. Fur die Herstellung influenza-
spezifischer Hyperimmunglobulin-Praparationen oder von Rekonvaleszenzseren deu-
tet dies darauf hin, dass der ideale Zeitpunkt fur die Blutabnahme bei Rekonvales-
zenten ca. drei Wochen nach Beginn der respiratorischen Symptomatik ist. Zu die-
sem Zeitpunkt liegt im Sinne einer immunologischen B-Zell-Reifung offensichtlich ein
breiteres Spektrum spezifischer Antikorper vor, die neutralisierende und nicht neutra-
lisierende Epitope im Influenza-Hamagglution binden.
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