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1 Einleitung

1.1 Das Respiratory Syncytial Virus

1.1.1 Entdeckung und Isolierung des RSV
Erstmalig isoliert wurde das Respiratory Syncytial Virus (RSV) 1956 aus einem

Schimpansen als ,,chimpanzee coryza agent", welches bei Labortieren und Pflegern
zu einer Rhinitis gefiihrt hatte. Kurze Zeit spater (1957) konnte es, als RSV be-
zeichnet, auch bei Kindern mit Atemwegsinfekten nachgewiesen werden und es
wurde offenbar, dass es sich um eine weit verbreitete Infektionskrankheit mit sehr

hoher Durchseuchungsrate handelt (1,2).

Ein Versuch in den 1960er Jahren, Kleinkinder mit einem inaktivierten RSV-
Impfstoff vor der Infektion zu schiitzen, musste wegen unerwarteter Komplikatio-
nen abgebrochen werden (s. Kap. 1.1.7) Die Entwicklung eines Impfstoffes frei

von den damals beobachteten Komplikationen ware daher wiinschenswert.

1.1.2 Klassifikation und Epidemiologie

Beim Respiratory Syncytial Virus handelt es sich um ein behilltes ss(-)-RNA-Virus.
Es gehort zur Familie der Paramyxoviridae, darin zur Gattung (Unterfamilie)

Pneumovirinae (Tabelle 1.1).



Unterfamilie = Genus Vertreter beim Menschen
Paramyxovirinae Respirovirus Parainfluenzavirus Typ 1 und 3

Rubulavirus Mumpsvirus, Parainfluenzavirus Typ 2,

4a und 4b

Avulavirus =

Morbillivirus Masernvirus

Henipavirus Hendravirus, Nipahvirus
Pneumovirinae  Pneumovirus Respiratory Syncytial Virus (RSV)

Metapneumovirus humanes Metapneumovirus

Tabelle 1.1 Einteilung der Paramyxoviridae RSV ist der einzige Vertreter des Genus Pneumo-
virus beim Menschen. Tabelle modifiziert aus: Molekulare Virologie (3) , S. 266.

Man unterteilt das Genus des Weiteren in die Untergruppen A und B, die sich vor
allem in der Struktur des Glykoprotein G unterscheiden, wahrend das Glykoprotein
F starker konserviert ist (s. Kap. 1.1.4 und 1.1.5). Zwischen den beiden Unter-

gruppen besteht eine Kreuzimmunitat (s. Kap. 1.1.4).

Der einzige nattrliche Wirt des humanen RSV (hRSV) ist der Mensch. Es ist welt-
weit verbreitet. In Deutschland ist es das zahlenmaBig bedeutendste Virus bei In-
fektionen der tiefen Atemwege bei Kindern (4). In den ersten Lebensjahren sind
Infektion und Reinfektionen aufgrund des ubiquitdren Vorkommens und der hohen
Virulenz des Virus haufig, sodass die Seropositivitdt schon bei Kindern sehr hoch
ist (5). Da neutralisierende Antikérper, die der Mensch nach Infektionen bildet,
nicht an alle zirkulierenden Wildviren binden und das immunologische Gedachtnis
fur RSV nicht dauerhaft erhalten bleibt, sind symptomatische Reinfektionen le-
benslang mdglich und gewinnen vor allem bei Immunsuppression, schwerwiegen-

der Grunderkrankung und im Alter wieder an Bedeutung (6,7).

Die Ubertragung von Mensch zu Mensch erfolgt durch Trépfchen- und Schmierin-
fektion Uber die Nasen- oder Konjunktival-, allerdings kaum {ber die Mund-
schleimhaut (8). Die Hauptinfektionszeit des Virus erstreckt sich von November bis
Marz, jedoch unterliegt dies einer groBen regionalen und saisonalen Variabilitat.
Die geradzahligen Jahre weisen in Deutschland tendenziell eine friihe Saison auf,

die ungeradzahligen eine spate (9).



1.1.3 Virion und Proteine

Das Respiratory Syncytial Virus verfugt iber insgesamt elf Proteine. In der vorlie-
genden Arbeit soll nur auf die Glykoproteine F (Fusion) und G (Glykoprotein, auch
als Attachment-Protein bezeichnet) ndher eingegangen werden, bei denen es sich

um Oberflachenproteine handelt.

Das Virus besitzt darliber hinaus das Oberflachenprotein SH (small hydrophobic),
die Matrixproteine M, M2-1 und M2-2 (M2-ORF), die Nukleokapsidproteine N (Nuk-
leo-) und P (Phosphoprotein) sowie den L-Polymerase-Komplex und die Nicht-
Strukturproteine NS1 und NS2 ((10); Fields Virology Fifth Edition, Volume Two, S.
1603 (11)).

Die Virionen messen elektronenmikroskopisch zwischen 100 und 500 nm, in fila-
mentéser Form bis zu 10 pm (12). Das helikale Nukleokapsid ist von einer Lipid-
membran umhuillt, die von der Wirtszelle stammt und mit viralen Proteinen (G, F,

SH) durchsetzt ist. Innen angelagert findet sich das M-Protein.

1.1.4 Glykoprotein F

Beim RSV-F-Protein handelt es sich um ein Transmembran-Oberfldchenprotein,
das aus einer inaktiven Vorstufe Fy gebildet wird. Diese wird vom zelluldren Golgi-
Apparat zum aktiven F-Protein gespalten, welches aus zwei (ber Disulfidbriicken
verbundenen Untereinheiten, F; und F,, besteht. Hierbei wird das Peptid p27 frei-

gesetzt, welches mdglicherweise eine Bedeutung fiir die Pathogenese hat (13).

Das F-Protein spielt eine Rolle bei der Viruspenetration der Wirtszelle, indem es an
der Verschmelzung des Viruspartikels mit der Zellmembran beteiligt ist (14). Seine
Hauptfunktion besteht jedoch darin, die Fusion infizierter Zellen mit deren Nach-
barzellen zu vermitteln, sodass eine direkte Ausbreitung von Zelle zu Zelle ermdg-
licht wird (15). Eine hydrophobe Domane der Fi-Untereinheit fihrt durch Verbin-
dung mit der Zielmembran zur Fusion. Hierbei entstehen die fiir die RSV-Infektion

typischen Synzytien. Diese Fahigkeit vermittelt das F-Protein /n vitro auch in Ab-



wesenheit der anderen envelope-Proteine, wobei /n vivo die Abwesenheit des G-
Proteins zu attenuierten Viren fiihrt (16). Zwischen den einzelnen Virusstdmmen

ist das F-Protein stark konserviert (17).

1.1.5 Glykoprotein G

Das Glykoprotein G ist ebenfalls ein Transmembranprotein, kommt aber zu etwa
20% in vitro bzw. 80% in der Zellkultur in sekretierter Form vor (18). Als das
wichtigste Bindungsprotein ist es flir die Virulenz des Virus von entscheidender
Bedeutung (19). In Abwesenheit des Proteins erfolgt /n vivo wahrscheinlich keine
Replikation (16). Je nach infizierter Zelllinie befinden sich am G-Protein verschie-
dene Kohlenhydratseitenketten, was zu einer antigenen Vielfalt und damit zu einer

reduzierten Erkennbarkeit durch das Wirtsimmunsystem fiihrt (20).

Die Virusuntergruppen A und B werden anhand der Differenzen im G-Protein un-
terschieden. Das G-Protein variiert auBerdem deutlich zwischen einzelnen Vi-
russtammen mit Ausnahme zweier stark konservierter Domanen (21). Von einer
dieser wird vermutet, dass sie die angeborene Immunabwehr gegen RSV unter-
driickt (22).

1.1.6 Pathogenese und Immunantwort

RSV zahlt zu den flr den Menschen am starksten infektiésen Viren tberhaupt. Die
Inkubationszeit betragt vier bis fiinf Tage (23). Ubertragen wird RSV durch Tropf-

cheninfektion.

Ihren Ausgang nimmt die Infektion vom Nasopharynx in Form einer Rhinopha-
ryngitis. Von hier breitet sich das Virus - bei empfanglichem Wirt - rasch bis in die
tiefen Atemwege aus und infiziert die Bronchialepithelzellen. Symptome der tiefen
Atemwegsinfektion treten nach weiteren ein bis drei Tagen auf (Fields Virology
Fifth Edition, Volume Two, S. 1619, Abschnitt Infection and Pathogenesis (11)).
Eine Ausbreitung des Virus erfolgt sowohl durch Freisetzung von Viruspartikeln,

die dann weitere Zellen infizieren, als auch von Zelle zu Zelle lber eine Verschmel-



zung der Zellmembranen, wobei die im mikroskopischen Bild typischen Synzytien
entstehen. Hierbei ist das F-Protein von entscheidender Bedeutung. Dessen Ex-

pression auf der Zelloberflache ermdglicht die Fusion mit der Nachbarzelle.

Zwischen der Viruslast und der Schwere des klinischen Bildes besteht in verschie-
denen Studien eine positive Korrelation (z.B. (24)), in anderen jedoch nicht (z.B.
(25)). Meist endet die Virusausscheidung mit der klinischen Genesung, manche
Sduglinge scheiden hingegen noch mehrere Wochen danach das Virus aus
(24,26).

Die RSV-Infektion beschrankt sich in der Regel auf die Epithelien der Atemwege.
Darliber hinaus ist Virusantigen in Leukozyten und anderen Blutzellen nachgewie-
sen worden. Dendritische Zellen, Monozyten und Makrophagen werden ebenfalls
befallen und in ihren Funktionen teilweise verandert; die Bedeutung dessen ist
jedoch noch unklar (27). Vermutet werden immunmodulatorische Effekte (28). Es
gibt Hinweise darauf, dass dendritische Zellen und Makrophagen als eine Art RSV-

Reservoir dienen, das im Kdrper persistiert (29,30).

Die RSV-Bronchiolitis ist gekennzeichnet durch Nekrose und Proliferation der respi-
ratorischen Epithelien sowie einen Untergang zilientragender Zellen (31). Hier
kann die vermehrte Expression von Genen fiir Faktoren, die flir lokale Entziin-
dungsprozesse eine Rolle spielen, z.B. Chemokine, nachgewiesen werden (32).
Das peribronchiale Gewebe wird von Abwehrzellen infiltriert und ist 6dematds ver-
dickt. Zudem kommt es zu einer vermehrten Schleimproduktion. Es resultiert eine
bronchiale Obstruktion, die besonders bei den englumigen Bronchien sehr kleiner
Kinder problematisch ist (33). Kommt es zur Pneumonie, werden die interalveola-
ren Wande durch Immunzellinfiltrate verdickt und das Lumen fiillt sich mit Flissig-
keit (31). Hieraus wird ersichtlich, dass die immunologische Reaktion des Wirtsor-

ganismus von groBer Bedeutung fiir das klinische Beschwerdebild ist.

Die wichtigste Rolle in der Krankheitsbekampfung spielt das adaptive Immunsys-
tem. Vor allem bei Reinfektionen wirken Antikdrper im Mausmodell krankheitslimi-
tierend (34). Um das Virus vollstandig zu eliminieren, ist die Anwesenheit zytotoxi-

scher T-Lymphozyten nétig (35). Beim Menschen spielen auf den Schleimhduten



vorkommende Immunglobuline der Klasse A (IgA) eine groBe Rolle in Bezug auf
die Eliminierung des Virus aus dem Respirationstrakt (36) und damit maoglicher-
weise flr die Virusausscheidung, auf die die IgG-Antikdrper kaum Einfluss haben
(37). Die Funktion der Gedachtniszellen, die zur Ausbildung einer anhaltenden

Immunitat beitragen, wird durch RSV verandert (38).

Obwohl in den ersten Lebensmonaten miuitterliche RSV-Antikdrper im kindlichen
Serum nachweisbar sind, ist eine Infektion auch in dieser Zeit moglich und sogar
ein haufiges Ereignis. Nichtsdestotrotz wird diesen Immunglobulinen ein protekti-
ver Effekt zugeschrieben, da Friihgeborene, die eine geringere Antikbrpermenge
diaplazentar erhalten haben, besonders durch teilweise schwer verlaufende Infek-
tionen gefahrdet sind (39). Auf bisher unbekannte Weise unterdriicken die mitter-
lichen Antikorper, zusatzlich zur Unreife des kindlichen Immunsystems, die korper-
eigene Antikdrperbildung beim Saugling (40,41). Insgesamt sind viele Aspekte der
Immunantwort gegen RSV bis heute nicht vollsténdig verstanden und bedirfen

der weiteren Erforschung.

Zwischen den Virusuntergruppen A und B besteht eine gewisse Kreuzimmunitat.
Diese begriindet sich vor allem durch das F-Protein, das nicht untergruppenspezi-
fisch ist (vgl. Kap. 1.1.4). Antikbrper gegen dieses Virusprotein wirken in etwa
gleich stark gegen RSV A und B (21). Der in der Prophylaxe bei Sauglingen und
Kleinkindern verwendete monoklonale Antikdrper Palivizumab (s. Kap. 1.1.7) bin-
det entsprechend an RSV A- sowie RSV B-Isolate. Auch Antikdrper gegen be-
stimmte Regionen des RSV-G-Proteins kdnnen gegen die Untergruppen A und B

gleichzeitig wirken (42).

1.1.7 Klinik, Diagnose, Therapie und Prophylaxe

Symptomatische RSV-Infektionen kénnen lebenslang immer wieder auftreten. Die
klinischen Symptome sind in ihrer Auspragung allerdings stark variabel: Je nach
Wirt reicht die Bandbreite von einer leichten Rhinorrhoe bis hin zur schweren
Pneumonie. Besonders typisch ist die Bronchiolitis im Sauglings- und Kleinkindalter

(43). Diese kann mit Fieber und Hypoxamie einhergehen und eine stationdre Be-



handlung erforderlich machen. Auch eine Otitis media, die durch bakterielle Super-

infektion noch verkompliziert werden kann, tritt haufig auf (44).

Da auch bei vorhandenen Serumantikérpern eine Reinfektion erfolgen kann (vgl.
Kap. 1.1.1 und 1.2), ist die Bestimmung des RSV-Antikdrpertiters nicht sinnvoll zur
Diagnosestellung. Als zuverlassiger hat sich der direkte Virusnachweis erwiesen,
da das Virus bei akuten Infektionen in hohen Mengen im Nasenrachenraum nach-
weisbar ist. Eine Virusanzucht in der Zellkultur ist zwar moglich, gelingt aber nicht
in allen Fallen und gestaltet sich arbeits- und zeitaufwendig. Heutzutage ist der
Nachweis Uiber eine Real-Time-PCR (rtPCR) in vielen Laboren etabliert (45). Diese
sollte nicht aus dem Serum erfolgen, da eine Viramie nicht bei jedem Patienten zu
erwarten ist (46). Sehr gut geeignet ist hingegen Material aus einem Nasen- oder
Nasenrachenaspirat oder -abstrich, das abgeschilferte Epithelzellen enthalt (47).
Im klinischen Alltag wird Ublicherweise mit Hilfe von Schnelltests tiber den erfor-
derlichen Umfang der HygienemaBnahmen bei der stationaren Aufnahme eines
Kindes entschieden. Diese Tests funktionieren meist auf der Basis eines ELISA und
erzielen zufriedenstellende Ergebnisse in Bezug auf Sensitivitat und Spezifitat,
wenn sie bei Kindern in den ersten beiden Lebensjahren mit Symptomen einer
Atemwegsinfektion zum Einsatz kommen (48). In den letzten Jahren wurden auch
Schnellteste auf molekularer Basis etabliert, die mit hoher Sensivitét das RSV
nachweisen kénnen. Beispiele daflir sind der BinaxNOW® RSV von Alere oder der
Xpert® Flu/RSV XC der Firma Cepheid.

Bis heute ist die Therapie der RSV-Infektion schwierig. Bei leichteren Fallen ist die
ambulante Behandlung mdoglich. Liegt jedoch eine schwere Infektion der unteren
Atemwege mit Atemnot, Hypoxamie oder Dehydrierung vor, muss eine stationare
Uberwachung und Therapie erfolgen. Neben supportiven MaBnahmen wie Stress-
vermeidung (minimal handling), intravendser Flissigkeitssubstitution, Antipyrese,
Absaugen des Schleims, Sauerstoffgabe und ggf. maschineller Beatmung stehen

verschiedene symptomatische medikamentdse Ansatze zur Verfligung.

Bei starker Obstruktion werden teilweise inhalative B-Sympathomimetika einge-
setzt, die allerdings nur eine begrenzte Kurzzeitwirkung haben (49) und von der

American Academy of Pediatrics (AAP) nicht mehr empfohlen werden. Auch Adre-



nalin, ebenfalls inhalativ verabreicht, ist in den aktuellen amerikanischen Leitlinien
nicht fur den routinemaBigen Einsatz empfohlen. Die Inhalation mit hypertoner
Kochsalzlésung zur Verbesserung der mukozilidaren Clearance, Verminderung der
Viskositat des Bronchialschleims und Verringerung des peribronchialen Odems
durch osmotischen Einstrom von Flussigkeit in das bronchiale Lumen wird seit ei-

nigen Jahren eingesetzt, von der AAP jedoch nur eingeschrankt empfohlen (50).

Da die Immunantwort des Wirtes fiir die Pathogenese bedeutend ist (vgl. Kap.
1.1.6), zielt ein weiterer Therapieansatz auf die Unterdriickung der Entziindungs-
aktivitdt ab. Der systemische oder inhalative Einsatz von Kortikosteroiden zeigt
jedoch nach derzeitiger Datenlage keine positiven Effekte auf Hospitalisierungsrate

oder -dauer und wird daher nicht allgemein empfohlen (51).

Die Mdoglichkeiten der kausalen antiviralen Therapie spielen bislang lediglich eine
untergeordnete Rolle. Inhalativ oder oral verabreichtes Ribavirin, ein in der Zellkul-
tur wirksames Nukleosidanalogon, das als falscher Baustein in die virale RNA ein-
gebaut wird, zeigt nur maBige Effekte auf den klinischen Verlauf und die Virusaus-
scheidung, wobei weitere Studien zur Bestatigung dieser Ergebnisse erforderlich
sind (52). Bei der inhalativen Applikation mittels Vernebelung besteht zusatzlich
das arbeitsmedizinische Problem, dass das Pflegepersonal den Aerosolen potentiell
ebenfalls ausgesetzt ist und bei Ribavirin eine teratogene Wirkung bisher nicht

sicher ausgeschlossen werden kann (53).

Immunglobuline sind zur Therapie einer manifesten RSV-Infektion ungeeignet,
spielen aber eine Rolle bei der Infektionsprophylaxe. Dabei gilt jedoch die Ein-
schrankung, dass der Einsatz sowohl beziiglich der Kosten-Nutzen- als auch der
Aufwand-Nutzen-Relation nur in Risikogruppen (v. a. bei kleinen Friihgeborenen
im ersten Lebensjahr oder pulmonal-kardiologischen Vorerkrankungen) sinnvoll ist.
Hierzu wurden in der Vergangenheit Spenderseren mit hohen Titern RSV-
neutralisierender Antikorper aufbereitet und dem Empfanger intravends verab-
reicht (IVIG, RespiGam™). Die monatliche Anwendung wahrend der Wintermonate
zeigte Erfolge bezliglich der Reduktion einer stationdaren Behandlung (54). Da es
sich jedoch um ein menschliches Produkt handelt, besteht die prinzipielle Gefahr

einer Ubertragung noch nicht identifizierter Erreger. Zudem ist der Gehalt an



Fremdprotein fiir den Empfanger hoch, was allergische Reaktionen ausldsen kann.

Auf dem deutschen Markt war das Medikament nie erhaltlich.

Seit einigen Jahren ist der monoklonale Antikérper Palivizumab (Synagis®) zur
prophylaktischen Anwendung zugelassen. Es handelt sich hierbei um einen mono-
klonalen humanisierten Mausantikdrper, der spezifisch das RSV-F erkennt und so-
mit virusneutralisierend gegen RSV A und B wirkt (vgl. Kap. 1.2). Die hohe Spezifi-
tat und Affinitat des Antikorpers bewirken eine effektive Bindung an das Virus,
weshalb eine monatliche intramuskulare Injektion ausreichend ist zur Vorbeugung

einer Infektion. Der Nutzen der Anwendung bei Risikogruppen ist belegt (55).

Der Versuch einer aktiven Impfung gegen RSV mit attenuiertem Virus ist in den
1960er Jahren gescheitert. Die mit formalininaktiviertem Virus geimpften Kinder
mussten im Vergleich mit den ungeimpften deutlich haufiger stationar behandelt
werden, woflr ein verandertes Muster der Immunantwort auf die Impfung im
Vergleich zur Wildinfektion als Ursache angenommen wird (56). Zwar konnte die
Bildung von Antikdrpern gegen RSV-F und RSV-G nachgewiesen werden, jedoch
hatten diese kaum neutralisierende Wirkung (57), was vermutlich an der protein-

denaturierenden Wirkung des Formalins lag.

An der Entwicklung glinstigerer und weniger aufwandiger Alternativen sowie einer
wirksamen Form der aktiven Immunisierung beim Menschen wird weiterhin inten-

siv geforscht.

1.2 Neutralisierende Antikorper

Als neutralisierend werden solche Antikdrper bezeichnet, die den ersten Schritt der
Virusreplikation, namlich das Anbinden des Virus an den Zellrezeptor, verhindern,
und damit bei einer Reinfektion erfolgreich vor dem Krankheitsausbruch schiitzen.
In vitro sind sie mit Hilfe des sogenannten Neutralisationstests nachzuweisen, der
mit Hilfe von Zellkulturen und replikationsfahigem Virus das Vorhandensein von

neutralisierenden Antikérpern misst (s. Kap. 2.2.5).



10

Es handelt sich dabei um Immunglobuline vom IgG-Typ. Im Fall des RSV sind dies
vor allem Antikérper gegen das F-Protein und das G-Protein (58). Das F-Protein ist
dabei deutlich starker konserviert ist als die ibrigen Antikérper-induzierenden Pro-
teine (s. Kap. 1.1.2). Da vor allem das G-Protein stark glykosyliert ist und das Im-
munsystem von Saduglingen keine Reaktion gegen Zuckerstrukturen zeigt, kbnnte
dies einer der Grinde fur die nicht anhaltende Immunitat nach RSV-Infektion in

diesem Alter sein (59).

Allerdings existieren nicht nur neutralisierende, sondern auch krankheitsverstar-
kende Antikdrper. Die gegensatzlichen Wirkungen dieser beiden Gruppen befinden
sich meist nicht im Gleichgewicht, sondern es besteht in der Summe eine Tendenz
in eine Richtung (60). Auf welchem Weg manche Antikdrper die Entziindungsant-

wort verstarken und in welchem Fall sie gebildet werden, ist unklar.

1.3 Zielsetzung der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die humorale Immunantwort gegen das RS -
Virus in einer Studienpopulation, die die ersten sechs Lebensjahre umfasst, zu un-
tersuchen. Es soll der Verlauf der Antikdrperproduktion bei Kindern im Alter von
sechs Monaten bis sechs Jahren, also vom Erléschen des mitterlichen Antikorper-
schutzes (,Nestschutz") bis ins Schulalter hinein, nachvollzogen werden, um Hin-
weise auf die immunologischen Muster in der Abwehr gegen RSV sowie die Durch-
seuchungsrate im Kleinkindalter zu erhalten. Zudem soll die Kreuzimmunitat ins-
besondere zwischen RSV Typ A und RSV Typ B in dieser Altersgruppe untersucht

werden.

Da das RSV ahnlich wie das Influenzavirus einer standigen antigenen Veranderung
(antigenic drift) unterliegt, gibt es weder flir RSV A noch fiir RSV B ein Standard-
isolat. Um dieses Problem methodisch zu beriicksichtigen und zumindest teilweise
auszugleichen, wurden in der vorliegenden Arbeit je drei verschiedene RSV A- und
RSV B-Stamme in zwei verschiedenen serologischen Testsystemen verwendet.
Damit soll die Frage beantwortet werden, ob es nach der RSV-Erstinfektion im

Kindesalter eine typenspezifische Immunantwort gibt. Flir den Patienten hieBe
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das, dass er nur einen unzureichenden Schutz vor Reinfektionen erlangt. LieBen
sich signifikante Unterschiede in der Messung von RSV-Antikérpern in Abhangig-
keit von dem verwendeten Virusisolat nachweisen, machte dies in der serologi-
schen Diagnostik eine Mixtur von RSV-Stdmmen als Antigen erforderlich, um die

antigenetische Vielfalt des Virus besser abdecken zu kdnnen.



2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Ubersicht der Arbeitsmaterialien

12

Einen Uberblick (iber die eingesetzten Arbeitsmaterialien gibt Tabelle 2.1.

Bezeichnung

Anti-human-IgG der Ziege

Bovines Serumalbumin

Dulbecco's Modified Eagle's Medium

ECC Horseradish Peroxidase linked
whole antibody (from sheep)

ELISA-Waschpuffer Konzentrat
fetales Kalberserum

Mouse Anti RSV Fusion Protein
o-Phenylendiamin-Dihydrochlorid
Penicillin-Streptomycin-Lésung

Phosphat-Citrat-Puffer mit Natrium-
Perborat

Phosphate-buffered saline solution
Phosphate-buffered saline solution

Protein Assay Dye Reagent
Concentrate

Sucrose

Tetramethylbenzidin

Tween 20

U96 Maxisorp Nunc-immunoplate
Zellkultur-Testplatte 96F

Tabelle 2.1 Arbeitsmaterialien alphabetisch sortiert

Abkiirzung Hersteller

BSA
DMEM

FKS

OPD

PBS
PBS

TMB

SIGMA
Roth
GIBCO

GE Healthcare
UK Ltd.

Dade Behring
GIBCO
serotec
SIGMA
GIBCO
SIGMA

GIBCO
OXOID
BIO-RAD

SERVA
BD
SERVA
nunc
TPP

Bestellnummer
A0293

8076.3

41966

NA 931V

10270-106
MCA 490
P8412
15140
P4922

14190
BR0014G
500-0006

35579
2234663
37470
449824
92696
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2.1.2 Humane Seren

Im Rahmen dieser Arbeit wird ausschlieBlich die Seroimmunitat der Kinder unter-
sucht, die Schleimhautimmunitat hingegen auBer Acht gelassen. Die Auswahl der

Kinder erfolgte nach mehreren Kriterien:

e Alter mindestens 0,5, maximal 6 Jahre
e keine bekannte Immunsuppression oder Immunglobulingabe

e keine bekannten Immundefekte.

Die verwendeten Seren stammen aus der Serumsammlung des Instituts flir Viro-

logie der Heinrich Heine Universitat Dlsseldorf aus den Jahren 2005 bis 2007.

Die Einteilung der Seren in Gruppen erfolgt nach Alter der Kinder in Schritten von
jeweils zwolf Monaten, die jlingste Gruppe umfasst lediglich das zweite Lebens-
halbjahr, sodass sich insgesamt sechs Blocke ergeben: ein halbes bis ein Jahr, ein
bis zwei Jahre, zwei bis drei Jahre, drei bis vier Jahre, vier bis funf Jahre und funf

bis sechs Jahre. Insgesamt wurden 102 Seren getestet.

2.1.3 Virusisolate

Alle beschriebenen Versuche wurden mit sechs Virusisolaten parallel durchgeftihrt.
Es handelt sich hierbei um zwei sogenannte Laborstémme sowie um vier Wildisola-
te aus dem Virusisolierungslabor des Instituts flir Virologie (Universitatsklinikum

Disseldorf).

In den RSV-Untergruppen A und B wurden je ein Laborstamm und zwei Wildisola-
te ausgewahlt. Beim RSV A handelt es sich um den Laborstamm Long strain von
1956 und die Wildisolate 2589 und 10615, beide aus dem Jahr 2005. Der RSV B-
Laborstamm ist B 18537, die Wildisolate stammen aus den Jahren 2002 (211) und
2007 (1365).
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2.2 Arbeitsmethoden

2.2.1 Isolierung von RSV in der Zellkultur

Zur Virusanzucht wurden ausschlieBlich HEp2-Zellen benutzt, bei denen es sich um
adhdrent als Monolayer wachsende humane Larynxkarzinomzellen handelt. Als
Nahrmedium wurde Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM; GIBCO Nr.
41966) gewahlt. Dieses erhielt stets einen Antibiotikazusatz von 1% einer Penicil-
lin-Streptomycin-Lésung (GIBCO Nr. 15140). In der Wachstumsphase waren zu-
dem 10% fetales Kalberserum (FKS; GIBCO Nr. 10270-106) enthalten. Nach der

Virusinfektion wurde dessen Anteil auf 2% reduziert.

Die Zellanzucht erfolgt bei einer Temperatur von 37°C bei 5% CO,-Gehalt der
Luft.

Bei einer Zellkonfluenz von ca. 30% wurde die Virusinfektion mit dem Uberstand
infizierter Zellen durchgefiihrt. Die Menge des Inokulums betrug hierbei 1,5ml.
Nach einer Stunde Inkubation unter Schwenken bei 37°C wurde das Medium zu-

gesetzt.

Geerntet wurde bei Vorhandensein eines deutlich ausgepragten zytopathischen
Effekts (CPE). Hierzu erfolgte das Ldsen der Zellen von der Flasche mechanisch
mittels Zellschaber. Die Zellen samt Uberstand wurden portioniert und nach Zuga-
be von 10% Sucrose (SERVA Nr. 35579) bei -80°C eingefroren. Mit dieser Losung

lieB sich die nachste Viruspassage durchflihren.

2.2.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Um den Proteingehalt einer Lésung zu messen, eignet sich die Proteinbestimmung
nach Bradford. Hierzu wird mit Hilfe von BSA-Standards (bovines Serumalbumin;
Albumin Fraktion V, Roth Nr. 8076.3), deren Proteingehalt bekannt ist, eine Kalib-
rationskurve erstellt, anhand derer sich die Proteinmenge in anderen Ldsungen
bestimmen lasst. Das messbare Spektrum erstreckt sich flir die sechs hier ver-
wendeten Standards von einer proteinfreien Losung bis 120 ug Protein/ml (je ein
Standard mit 0, 20, 40, 60, 80, 120 ug Protein/ml).
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Auf einer 96-well-Mikrotiterplatte (U96 Maxisorp Nunc-immunoplate, Nr. 449824)
wurde die Proteinbestimmung im Doppelansatz flir jede Konzentration bzw. L&-
sung durchgeflihrt. Dazu benétigte man 6x2 Cups fir die Standards sowie 2x2

Cups fir jede zu testende Losung.

In jedes Cup wurden 200 pl der Bradford-Reagenz (BIO-RAD Protein Assay Dye
Reagent Concentrate, BIO-RAD Nr. 500-0006) in einem Verhdltnis von 1:5 mit
aqua dest. gegeben. Es wurden in Cup Al und B1 je 50 pl des ersten Proteinstan-
dards pipettiert, in Cup A2 und B2 50 pl des zweiten Standards. Dies erfolgte sy-
nonym fir alle sechs Proteinstandards.

Die zu testenden Lésungen wurden auf dieselbe Art aufgetragen, wobei jede L6-
sung je einmal in einer Verdinnung von 1:20 und 1:40 mit aqua dest. geprift
wurde. Zur Veranschaulichung dient das Beispiel in Abb. 2.1, in dem eine Probe A

und eine Probe B getestet werden.

1 2 3 7 5 6 7 8 9 10 11 12
Probe B|Probe B
Al 0o | Oug | 50| 100
Probe B|Probe B
B 20k | 2009 "0 | 140

C| 40ug 409

D| 60ug 60ug

E| 80ug 80ug

F | 120ug | 120ug

Probe A|Probe A

G 1:20 1:20
H Probe A[Probe A
1:40 1:40

Abb. 2.1 Proteinbestimmung nach Bradford In den Reihen A bis F der beiden ersten Spalten
Doppelansatz der Proteinstandards zur Erstellung der Kalibrationskurve. In Reihe G und H der ers-
ten beiden Spalten sowie Reihe A und B der Spalten 3 und 4 Testung der Losungen in zwei ver-
schiedenen Verdiinnungen im Doppelansatz.

Der Farbumschlag wurde bei einer Wellenlange von 620 nm gemessen. Anhand
der Standards wurde eine Kalibrationskurve erstellt, mit Hilfe derer sich der Pro-

teingehalt jeder im Messbereich gelegenen Losung bestimmen lieB.
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2.2.3 TCIDso

Der Tissue culture infectious dosis-Test (TCIDsp)dient der Bestimmung der Virus-

menge in einer Losung.

Auf einer 96-well-Zellkulturplatte (Zellkultur-Testplatte 96F, TPP Nr. 92696) wur-
den HEp2-Zellen in einer Konzentration von 5x10* Zellen/ml DMEM (10% FKS, 1%
Penicillin/Streptomycin) in den Spalten eins bis zehn ausgesat. Diese wurden (ber
Nacht bei 37°C und 5% CO; inkubiert und sollten am nachsten Tag eine Konfluenz

von 20-30% zeigen.

Pro Platte kdnnen zwei Proben jeweils im Vierfachansatz bestimmt werden, wie in
Abb. 2.2 dargestellt. In den ersten neun Spalten wurde eine Verdiinnungsreihe der
Ldésungen nach unten stehendem Schema durchgeflihrt, die zehnte Spalte diente
als Zellkontrolle (ZK). Als Medium wurde DMEM mit 2% FKS und 1% Penicil-

lin/Streptomycin eingesetzt.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
10t [ 102 | 103 | 10* | 10° | 10® [ 107 | 108 | 10° | Z
10! | 102 | 103 | 10* | 10° | 10° | 107 | 10% | 10° | ZK
10 [ 102 | 103 | 10* | 10° | 10°® [ 107 | 108 | 10° | ZK
10 [ 102 | 103 | 10* | 10° | 10° [ 107 | 108 | 10° | ZK
10 [ 102 | 103 | 10* | 10° | 10® [ 107 | 108 | 10° | ZK
10! | 102 | 103 | 10* | 10° | 10° | 107 | 10% | 10° | ZK
10 [ 102 | 103 | 10* | 10° | 10® [ 107 | 108 | 10° | ZK
H| 10t | 102 | 10® | 10* [ 10° | 10° | 107 | 10® | 10° | Z
Abb. 2.2 TCIDs, Reihe A-D erstes Isolat, Reihe E-H zweites Isolat. Verdiinnungsreihen der beiden
getesteten Virusisolate von 10 bis 107, In Spalte 10 Zellkontrolle mit nicht infizierten Zellen (ZK).

QMmO |O|wm|>

Die Platte wurde fir drei bis sieben Tage im Brutschrank inkubiert, bis ein zytopa-
thischer Effekt (CPE) deutlich erkennbar war. Als TCIDsy wird die starkste Verdiin-
nung eines Isolates bezeichnet, bei der noch mindestens zwei der vier Cups einen

CPE aufweisen.
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2.2.4 ELISA mit humanen Seren

Zum Nachweis des Vorhandenseins von Serumantikérpern gegen RSV diente ein

Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA).

Hierzu wurden Mikrotiterplatten mithilfe eines Beschichtungspuffers mit dem Vi-
rusantigen beschichtet. Die Zellen, welche zur Virusanzucht dienten, wurden -
nach einem Waschschritt mit PBS (Phosphate-buffered saline solution; GIBCO
14190) - mittels Zellschaber mechanisch von der Anzuchtflasche geldst und in we-
nigen Millilitern PBS aufgenommen. Durch dreimaliges schnelles Einfrieren und
Auftauen wurden die Zellen zerstért und die Viruspartikel freigesetzt. Die Suspen-
sion wurde zehn Minuten bei 4000 rpm zentrifugiert und die Zellen verworfen. Der

Uberstand diente als Proteinlésung zum Beschichten der ELISA-Platten.

In dieser Arbeit wurden 96-well-Immunoplates der Firma Nunc (s. Kap. 2.2.2)
verwendet. Beschichtet wurden diese mit der oben beschriebenen Proteinlésung in
einer Konzentration von 3 pg Protein/ml in Beschichtungspuffer (pH 9,6). Die L6-
sung verblieb bei einer Temperatur von 4°C Uber Nacht auf den Platten; danach

war das Antigen an den Kunststoff adsorbiert.

Um nicht besetzte Kunststoffstellen zu blockieren, wurde eine BSA- und FKS-
haltige Lésung aufgetragen. Die Einwirkzeit betrug 60 Minuten bei Raumtempera-
tur (RT). AnschlieBend wurden die Platten mit einer Pufferlésung (Dade Behring,
20-fach-Konzentrat) gewaschen, geleert und sofort weiterverarbeitet oder flir we-

nige Tage bei 4°C gelagert.

Als erster Antikdrper dienten die humanen Seren, welche im Verhadltnis 1:50 in
Verdlinnungspuffer vorverdiinnt wurden. AuBerdem wurden auf einer Platte jeder
Charge und jedes Virusisolates als Positivkontrolle ein vorgetestetes, gut reagie-
rendes adultes Humanserum, ebenfalls in einer Vorverdiinnung von 1:50, sowie
eine Negativkontrolle (Verdliinnungspuffer) gefiihrt. Seren und Kontrollen wurden
in einer Verdinnungsreihe von 1:100 bis 1:12.800 in Verdlinnungspuffer aufgetra-
gen (Abb. 2.3). In einer feuchten Kammer wurden die Platten bei 37°C 60 Minuten

inkubiert. AnschlieBend wurde der erste Antikdrper abgewaschen.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

pos. Ko.|pos. Ko. | neg. Ko.|neg. Ko.| Serum 1{Serum 1] Serum 2|Serum 2| Serum 3|Serum 3| Serum 4|Serum 4

1:100 | 1:100 | 1:100 | 1:100 1:100 1:100 1:100 1:100 1:100 1:100 1:100 1:100
bis bis bis bis bis bis bis bis bis bis bis bis
1:12800]1:12800]1:12800]1:12800] 1:12800]1:12800] 1:12800| 1:12800 1:12800 | 1:12800] 1:12800 1:12800

To|mm|olO|xm|>

Abb. 2.3 ELISA Serumverdiinnung In Spalte 1 und 2 Positivkontrolle mit adultem Serum, in
Spalte 3 und 4 Negativkontrolle mit Verdiinnungspuffer, jeweils im Doppelansatz. In den (brigen
Spalten Testseren, ebenfalls im Doppelansatz. Verdiinnungsstufen 1:100 bis 1:12800.

Beim Zweitantikdrper handelte es sich um ein Anti-human-IgG der Ziege (SIGMA
A0293). Die Konzentration betrug 1:40.000 in Verdiinnungspuffer. Inkubations-

weise und -zeit entsprachen denen des Erstantikdrpers, es folgte ein Waschschritt.

AnschlieBend wurde ein farbiges Substrat aufgetragen. Es wurde o-
Phenylendiamin-Dihydrochlorid (OPD; SIGMA P8412) verwendet, wovon 30mg zu
einer Losung einer Kapsel Phosphat-Citrat-Puffer mit Natrium-Perborat (SIGMA
P4922) in 100 ml aqua dest. gegeben wurden. Die fertige Lésung wurde auf die
Platten aufgetragen, die Einwirkzeit betrug 20min bei Dunkelheit. Bei Bindung an
den Zweitantikdrper erfolgte ein Farbumschlag. Gestoppt wurde die Reaktion

durch das Auftragen einer einmolaren Schwefelsaurelésung (1M H,S04(aq)).

Von der flr das Substrat spezifischen Extinktion bei einer Wellenldnge von 492nm
konnte auf das Vorhandensein von Antikdrpern gegen RSV in den getesteten Se-

ren geschlossen werden.

2.2.5 Neutralisationstest (N-Test)

Mithilfe des Neutralisationstests lassen sich neutralisierende Antikérper spezifisch
nachweisen. Er wird mit lebenden Zellen durchgeflihrt, die mit einem Virus-Serum-

Gemisch inokuliert werden.

HEp2-Zellen wurden auf eine Konzentration von etwa 5x10* Zellen/ml in DMEM
mit 10% FKS und 1% Penicillin/Streptomycin verdinnt und in einer 96-well-
Zellkulturplatte ausgesit. Uber Nacht erfolgte die Inkubation bei 37°C und 5%

CO,. Die Zellen sollten am nachsten Tag eine Dichte von 20-30% haben.
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In einer Mutterplatte wurden die Verdlinnungsreihen der zu priifenden Seren und
die Virusricktitration zur Kontrolle vorbereitet. Pro Platte lieBen sich vier Seren,

jeweils im Doppelansatz, nach folgendem Verdiinnungsschema (Abb. 2.4) testen:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1:30 1:60 1:120 | 1:240 | 1:480 | 1:960 [ 1:1920 [ 1:3840 | 1:7680 |1:15360
1:30 1:60 1:120 | 1:240 | 1:480 | 1:960 | 1:1920 [ 1:3840 | 1:7680 |1:15360
1:30 1:60 1:120 | 1:240 | 1:480 | 1:960 [ 1:1920 [ 1:3840 | 1:7680 |1:15360
1:30 1:60 1:120 | 1:240 | 1:480 | 1:960 | 1:1920 [ 1:3840 | 1:7680 |1:15360
1:30 1:60 1:120 | 1:240 [ 1:480 | 1:960 | 1:1920) 1:3840 | 1:7680 | 1:15360
1:30 1:60 1:120 | 1:240 | 1:480 | 1:960 | 1:1920] 1:3840 | 1:7680 | 1:15360
1:30 1:60 1:120 | 1:240 [ 1:480 [ 1:960 | 1:1920] 1:3840 | 1:7680 |1:15360] ZK ZK
1:30 1:60 1:120 | 1:240 [ 1:480 | 1:960 [ 1:1920| 1:3840 | 1:7680 |1:15360] ZK ZK
Abb. 2.4 N-Test Serumverdiinnung Verdiinnungsreihen von 1:30 bis 1: 15360 vierer Testse-

ren, jeweils im Doppelansatz Reihe A/B, C/D, E/F, G/H. ZK=Zellkontrolle ohne Serum.

IT|IO|MmM|OO]|w@ (>

Dazu wurden erst in jedes Loch der Spalte 1 290pl, der Spalten 2 bis 10 150ul und
der Spalten 11 und 12 180ul Medium pipettiert. Hierbei wurde DMEM mit 2% FKS
und 1% Penicillin/Streptomycin verwendet. Es wurden in die Cups der ersten Spal-
te je 10pl des gewilinschten Serums hinzugefiigt. Im Anschluss wurde eine Ver-
dinnungsreihe hergestellt, indem jeweils 150ul der entstandenen Serumldsung

mittels 8-Kanal-Pipette in die nachste Spalte Gberflihrt wurden.

Von dem ausgewahlten Virusisolat wurde eine Losung in einer Konzentration des
zehnfachen des TCIDso-Ergebnisses hergestellt. Fir die Virusrlicktitration wurden
in die beiden Locher der Reihe A in den Spalten elf und zwodlf je 20 ul der Virusl6-
sung gegeben und eine Verdiinnungsserie bis Reihe F durch Ubertrag von je 20 pl
durchgefiihrt. Die Reihen G und H dieser Spalten dienten als Negativkontrolle. In
alle Cups der Spalten eins bis zehn wurden je 100ul der Viruslésung gegeben.

Abb. 2.5 zeigt dies schematisch.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Al 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 10 10"
B] 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 107 10°
C| 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 10° 10°
D| 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 10* 10*
E[ 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 107 10”
F| 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 10° 10°
G| 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 ZK ZK
H|l 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 ZK ZK

Abb. 2.5 N-Test Viruszugabe In den Spalten 1 bis 10 Zugabe von 100ul Viruslésung je Cup. In
den ersten sechs Reihen der Spalten 11 und 12 Virusriicktitration in der Verdiinnung 10 bis 10°°.
ZK=Zellkontrolle ohne Zugabe von Serum oder Viruslésung.
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Diese Mutterplatte inkubierte fiir 120 Minuten bei Raumtemperatur. AnschlieBend
wurden je 200pl, bei der Virustitration und der Negativkontrolle 180pl, auf die
Zellkulturplatte vom Vortag tbertragen. Die Platte wurde bei 37°C und 5% CO; fiir
drei bis flinf Tage inkubiert. AnschlieBend wurde das Vorhandensein eines CPE
mikroskopisch Uberprift und die Messung des RSV-F-Proteins mittels eines ELISA

nach der Beschreibung in Kapitel 2.2.4 durchgefiihrt.

2.2.6 RSV-F-ELISA

Dieser ELISA dient der Messung der Affinitat der verwendeten Seren zum RSV-F-
Protein. Hierzu wurden finf vorbereitete Platten einer spanischen Arbeitsgruppe,
beschichtet mit rekombinantem RSV-F-Protein, verwendet (61).

Als erster Antikdrper dienten die humanen Seren, die auch im RSV-ELISA unter-
sucht wurden. Jedes Serum wurde in vier Verdiinnungsstufen von 1:200 bis
1:5400 getestet, wie in Abb. 2.6 dargestellt. Die Positivkontrolle erfolgte mit dem
vorgetesteten adulten Serum, das auch beim RSV-ELISA eingesetzt wurde, die

Negativkontrolle mit Verdiinnungspuffer.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 11 12
pos. Ko. | pos. Ko. | neg. Ko. [ neg. Ko.|Serum 1|Serum 1|Serum 2[Serum 2]|Serum 3|Serum 3| Serum 4 [ Serum 4
1:200 | 1:200 | 1:200 | 1:200 | 1:200 1:200 | 1:200 1:200 | 1:200 | 1:200 1:200 1:200
bis bis bis bis bis bis bis bis bis bis bis bis
1:5400 | 1:5400 ] 1:5400 | 1:5400 | 1:5400 [ 1:5400 ] 1:5400 | 1:5400 | 1:5400 [ 1:5400 ] 1:5400 | 1:5400
Serum 5|Serum 5] Serum 6|Serum 6] Serum 7[Serum 7| Serum 8|Serum 8] Serum 9|Serum 9| Serum 10|Serum 10
1:200 | 1:200 | 1:200 | 1:200 | 1:200 1:200 | 1:200 1:200 | 1:200 | 1:200 1:200 1:200
bis bis bis bis bis bis bis bis bis bis bis bis
1:5400 | 1:5400 ] 1:5400 | 1:5400 | 1:5400 [ 1:5400 ] 1:5400 | 1:5400 | 1:5400 [ 1:5400 ] 1:5400 | 1:5400

Abb. 2.6 RSV-F-ELISA Zehn Seren werden je im Doppelansatz lber vier Verdiinnungsstufen
getestet. In den Spalten 1-4 der Reihen A-D Positiv- und Negativkontrollen.

TIT(o|mm|o(O|m|>

Als zweiter Antikdrper kam ein Ziege-anti-IgG (Mensch) zum Einsatz (Goat anti
human IgG Horseradish Peroxidase-linked, SIGMA A0293). Beim verwendeten
Substrat handelte es sich um Tetramethylbenzidin (TMB; BD 2234663), bei der
Stoplésung um 0,5M H,SO..
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Die Durchfiihrung entspricht der des ELISA mit humanen Seren, die in Kap. 2.2.4
beschrieben wird. Gemessen wurde anschlieBend die Extinktion bei einer Wellen-

lange von 450 nm.



22

3 Ergebnisse

3.1 RSV-ELISA

Der Anteil der im ELISA positiven Proben in den verschiedenen Altersgruppen
steigt tendenziell mit fortschreitendem Lebensalter (s. Tabelle 3.1 und Abb. 3.1).
Als positiv wurden in dieser Arbeit Seren gewertet, die bei der fotometrischen
Messung eine Extinktion von >0,200 zeigten. Wahrend im ersten Lebensjahr je
nach Virusisolat nur 11-22% der Kinder seropositiv sind, betragt dieser Anteil im
sechsten Lebensjahr bereits 91-100%. In der Gruppe der Drei- bis Vierjahrigen
liegt der Positivanteil - mit Ausnahme des Isolates RSV A 10615 - niedriger als bei

den Zwei- bis Dreijahrigen.

RSV Long RSV 2589 RSV 10615
n positiv. % n positiv. % n positiv. %
0,5-1Jahr| 9 1 11 9 1 11 9 1 11
1-2Jahre| 14 7 50 14 6 43 14 7 50
2-3Jahre| 15 12 80 15 12 80 15 12 80
3-4Jahre| 20 15 75 20 12 60 20 17 85
4 -5Jahre| 22 21 95 22 20 91 22 21 95
5-6Jahre| 22 22 100 22 20 91 22 21 95
RSV B RSV 211 RSV 1365

n positiv. % n positiv. % n positiv. %
0,5-1Jahr| 9 2 22 9 1 11 9 1 11
1-2Jahre| 14 6 43 14 7 50 14 7 50
2-3Jahre| 15 12 80 15 10 67 15 11 73
3-4Jahre| 20 11 55 20 12 60 20 14 70
4 -5Jahre| 22 20 91 22 20 91 22 19 86
5-6Jahre| 22 20 91 22 20 91 22 20 91
Tabelle 3.1 Anteil positiver Seren im ELISA Oben die RSV A-Stamme RSV Long, RSV
2589 und RSV 10615, unten die RSV B-Stémme RSV B, RSV 211 und RSV 1365. Dargestellt
sind die Gesamtzahlen der untersuchen Seren (n), die absoluten Zahlen der positiv geteste-
ten Seren sowie der prozentuale Anteil der positiven Seren an der Gesamtzahl.
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Abb. 3.1 Anteil positiver Seren im RSV-ELISA Prozentsatz der RSV-Antikorper-positiven Seren
gegen die einzelnen untersuchten Virusisolate, sortiert nach Altersgruppen.

In den jlingeren Altersgruppen reagieren die Seren teilweise nur mit einzelnen

Virusisolaten. Einige Beispiele zeigt Tabelle 3.2.

RSV A RSV B
Alter (d)| RSV Long 2589 10615 RSV B 211 1365
213 0 0 0 1 0 0
404 0 0 0 1 0 0
435 0 0 0 0 1 0
1354 0 0 1 0 0 0
2030 2 0 0 0 0 0

Tabelle 3.2 Beispiele fiir Seren, die im ELISA nur mit einem einzelnen Virusisolat reagie-

ren. Dargestellt sind die logarithmierten Titer.

Einige Seren zeigen keine Reaktion mit dem Laborstamm eines RSV-Typs, wah-

rend ein Titer gegen ein oder beide getesteten Wildisolate desselben Typs vor-

handen ist (s. Tabelle 3.3).



RSV A RSV B
Alter (d)|RSV Long 2589 10615 RSV B 211 1365
1160 5 3 3 0 2 3
1278 0 0 2 0 0 0
1288 0 0 2 2 1 1
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Tabelle 3.3 Beispiele fiir Seren, die im ELISA mit einem oder beiden getesteten Wildisola-
ten eines RSV-Typs reagieren, nicht jedoch mit dem Laborstamm des gleichen Typs. Dar-
gestellt sind die logarithmierten Titer. Die entsprechenden Werte sind hervorgehoben.

Es zeigt sich, dass manche Kinder tber Antikbrper gegen RSV Typ A oder B verfi-

gen, auf den jeweils anderen Typen jedoch nicht reagieren. Beispiele finden sich

in Tabelle 3.4.

RSV A RSV B
Alter (d)|RSV Long 2589 10615 RSV B 211 1365
1278 0 0 2 0 0 0
1337 2 1 1 0 0 0
1712 1 0 1 0 0 0
2033 1 0 1 0 0 0

Tabelle 3.4 Beispiele fiir Seren, die im ELISA mit einem der beiden RSV-Typen, in diesen
Fallen RSV A, reagieren und mit den RSV B-Isolaten nicht. Dargestellt sind die logarithmier-
ten Titer. Die entsprechenden Werte sind hervorgehoben.

Im ersten Lebensjahr sind die meisten getesteten Kinder noch seronegativ flir
RSV. Ein Kind weist einen positiven Titer flir den RSV B-Laborstamm, jedoch keine
Antikdrper gegen die Ubrigen Isolate auf. Ein weiteres Kind zeigt Seropositivitat
gegenuber allen verwendeten Isolaten, wobei der Titer gegen den RSV A-

Laborstamm hdher ist als gegen die anderen Stamme.

Ab dem zweiten Lebensjahr lasst sich die Tendenz erkennen, dass in Bezug auf ein
Virusisolat positive Seren auch Antikdrper gegen die anderen Isolate aufweisen.
Dies trifft jedoch nicht ausnahmslos zu. In drei Fallen der Gruppe der Zwei- bis
Dreijahrigen liegen nur Antikbrper gegen ein bis drei der sechs Isolate vor, in ei-
nem Fall ist der Titer gegen den RSV B-Laborstamm negativ, gegen die (ibrigen
getesteten Stamme positiv. Auch in h6herem Lebensalter ist dies vereinzelt zu se-

hen.
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Beim Vergleich der Gesamtimmunitat gegen die verschiedenen Virusstamme zei-
gen sich im ELISA geringe Unterschiede. Der Gesamtscore aus allen logarithmier-
ten Titern Uber alle Altersstufen fallt mit 254 Punkten am geringsten flir den RSV
B-Laborstamm, am hdchsten fiir RSV A 10625 (338 Punkte) aus (s. Abb. 3.3).

400
300 -
200 -
100
0 = T T T T
RSV RSV RSV  RSVB RSV RSV
Long 2589 10615 211 1365

Abb. 3.3 Gesamtimmunitat ELISA Score (iber alle Alterklassen. Es wurden die
logarithmierten Titer aller Seren gegen das jeweilige Virusisolat summiert.
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Auch bei der Auswertung mithilfe von Boxplots zeigt sich die Reaktivitdt gegen-

Uber den verschiedenen Stammen relativ gleichmaBig (s. Abb. 3.4).
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Abb. 3.4 Reaktivitat ELISA Ergebnis Uber alle Altersgruppen. Die graue Box umfasst die mittle-
ren beiden Quartile der Proben; der Median ist durch einen Querstrich markiert. Die Antennen um-
fassen den Bereich von 10 bis 90%. Werte auBerhalb dieses Bereichs sind als Einzelpunkte darge-
stellt.
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In der Regressionsanalyse der Titerhéhe gegen RSV A und B zeigt sich ein maBi-
ger durchschnittlicher Titeranstieg mit zunehmendem Alter. Dieser ist in etwa

gleich stark gegen RSV A und B (s. Abb. 3.5).

10
b[0] 0,5335024967
b[1] 0.7414571288
rz 0,2567656656
8 ] . = »
-
=
[
<
n
<
=
w
o
T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7
Alter (J)
& Alter (J) vs RSV-A EIA av
—— Plot 1 Regr
10
b[0] 0.2411082873
b[1]0,7212071554
r=0,2522605842
=
(1]
<
L
o
=
w
rI
T T T T T T

Alter (J)

&  Alter (J) vs RSV-B-ElAav
—— Plot 1 Reqgr

Abb. 3.5 Regressionsanalyse ELISA Oben: RSV A, unten: RSV B. Jeder Punkt stellt den Durch-
schnittstiter einer Probe gegen alle verwendeten RSV A- (n=3) bzw. B-Stamme (n=3) dar.
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3.2 Neutralisations-Test (N-Test)

Beim N-Test ist die Seropositivitat der Proben deutlich differenter zwischen den
einzelnen Virusisolaten als beim ELISA. Auch hier wurde eine Extinktion von
>0,200 bei der fotometrischen Messung als positiv gewertet. Wahrend innerhalb
der einzelnen Altersgruppen die Positivitdt flr die Gesamtantikorper gegen RSV
sehr ahnlich ist, variiert sie in Bezug auf neutralisierende Antikérper innerhalb ei-
ner Altersgruppe starker zwischen den verschiedenen Virusisolaten (s. Tabelle 3.5
und Abb. 3.6).

RSV Long RSV 2589 RSV 10615
n positiv. % n positiv. % n positiv. %
0,5-1Jahr| 9 3 33 9 3 33 8 3 38
1-2Jahre| 14 7 50 13 6 46 14 8 57
2 -3Jahre| 15 11 73 15 9 60 14 10 71
3-4Jahre| 20 20 100 19 17 89 20 17 85
4-5Jahre| 21 21 100 21 20 95 19 19 100
5-6Jahre| 22 22 100 22 13 59 22 21 95

RSV B RSV 211 RSV 1365
n positiv. % n positiv. % n positiv. %
0,5-1Jahr| 9 4 44 9 2 22 9 4 44
1-2Jahre| 14 5 36 13 7 54 14 7 50
2-3Jahre| 14 10 71 15 10 67 15 10 67
3-4Jahre| 20 17 85 20 19 95 20 17 85
4 -5Jahre| 21 19 90 20 20 100 18 11 61
5-6Jahre| 21 20 95 22 19 86 21 16 76

Tabelle 3.5 Anteil positiver Seren im N-Test Oben RSV A-Stdmme, unten RSV B-
Stamme. Dargestellt sind die Gesamtzahlen der untersuchen Seren (n), die absoluten Zah-
len der positiv getesteten Seren sowie der prozentuale Anteil der positiven Seren an der
Gesamtzahl.
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Abb. 3.6 Anteil positiver Seren im N-Test Prozentsatz der RSV-neutralisierenden Seren gegen

die einzelnen untersuchten Virusisolate, sortiert nach Altersgruppen.

Wie im RSV-ELISA lassen sich auch im N-Test bei einigen Seren Antikdrper gegen

einzelne Virusisolate messen, wahrend sie mit den Ubrigen Isolaten nicht reagie-

ren. Hierbei handelt es sich vor allem um Kinder der jlingeren Altersgruppen. Bei-

spiele finden sich in Tabelle 3.6.

RSV A RSV B
Alter (d)|RSV Long 2589 10615 RSV B 211 1365
361 0 0 0 0 0 1
378 0 0 0 0 1 0
392 0 0 0 0 6
435 0 0 1 0 0 0

Tabelle 3.6 Beispiele fiir Seren, die im N-Test nur mit einem einzelnen Virusisolat reagie-
ren. Dargestellt sind die logarithmierten Titer. Die leeren Datenfelder kennzeichnen wegen

Serummangels nicht durchgefiihrte Testungen.
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Zudem reagieren mehrere Testseren auf ein oder beide Wildisolate eines RSV-

Typs, jedoch nicht auf den verwendeten Laborstamm. Tabelle 3.7 zeigt hierzu Bei-

spiele.
RSV A RSV B
Alter (d) | RSV Long 2589 10615 | RSVB 211 1365
309 0 4 1 0 0
701 0 0 0 (] 1 1
770 0 0 0 (] 2 1
821 1 0 0 (] 3 2
925 0 1 4 8 0 6
1022 (] 1 3 0 3
1278 2 1 0 2 2
1773 6 3 7 0 4 1

Tabelle 3.7 Beispiele fiir Seren, die im N-Test mit einem oder beiden getesteten Wildiso-
laten eines RSV-Typs reagieren, nicht jedoch mit dem Laborstamm des gleichen Typs.
Dargestellt sind die logarithmierten Titer. Die entsprechenden Werte sind hervorgehoben.
Die leeren Datenfelder kennzeichnen wegen Serummangels nicht durchgefiihrte Testun-

gen.

Auch zeigt sich bei den jingeren Kindern zum Teil eine isolierte Reaktion gegen

einen der beiden RSV-Typen A oder B (s. Tabelle 3.8).

RSV A RSV B
Alter (d)|RSV Long 2589 10615 RSV B 211 1365
422 6 3 3 0 0
477 5 1 2 0 0 0
701 0 0 0 0 1 1
770 0 0 0 0 2 1

Tabelle 3.8 Beispiele fiir Seren, die im N-Test mit einem der beiden RSV-Typen reagieren,
mit dem anderen nicht. Dargestellt sind die logarithmierten Titer. Die entsprechenden Wer-
te sind hervorgehoben. Die leeren Datenfelder kennzeichnen wegen Serummangels nicht

durchgefiihrte Testungen.

Im Gesamtscore der logarithmierten Titer erzielt der RSV Long strain mit 366

Punkten einen deutlich hdheren Wert als die lbrigen getesteten Stdmme, die zwi-

schen 223 und 298 Punkten liegen (s. Abb. 3.7).
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Abb. 3.7 Gesamtimmunitat N-Test Score Uiber alle Alterklassen. Es wurden
die logarithmierten Titer aller Seren gegen das jeweilige Virusisolat summiert.

In der Boxplot-Auswertung zeigt sich jedoch eine relativ gleichmaBige Verteilung

der Reaktivitat gegen die verschiedenen Stamme (s. Abb. 3.8)
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Abb. 3.8 Reaktivitdt N-Test Ergebnis (ber alle Altersgruppen. Die graue Box umfasst die mittle-
ren beiden Quartile der Proben; der Median ist durch einen Querstrich markiert. Die Antennen um-
fassen den Bereich von 10 bis 90%. Werte auBerhalb dieses Bereichs sind als Einzelpunkte darge-

stellt.
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Die Regressionsanalyse der N-Test-Titer gegen die RSV-Untergruppen A und B
zeigt einen langsamen Anstieg der Durchschnittstiter innerhalb des untersuchten

Zeitraumes. RSV A und B unterscheiden sich hierin nicht signifikant (s. Abb. 3.9).
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Abb. 3.9 Regressionsanalyse N-Test Oben: RSV A, unten: RSV B. Jeder Punkt stellt den
Durchschnittstiter einer Probe gegen alle verwendeten RSV A- (n=3) bzw. B-Stdmme (n=3) dar.



3.3 RSV-F-ELISA

Im RSV-F-ELISA steigt der Anteil der seropositiven Proben ebenfalls mit dem Alter
und liegt ab dem vierten Lebensjahr bei 95-100% (s. Tabelle 3.5 und Abb. 3.10).

Wie bei den anderen Versuchen wurde ein Serum als positiv gewertet, wenn die

Extinktion bei der Fotometrie 20,200 betrug.

n positv = %
0,5-1Jahr| 7 1 14
1-2Jahre| 13 9 69
2 -3Jahre| 14 12 86
3-4Jahre| 18 18 100
4 -5Jahre| 22 21 95
5-6Jahre| 22 21 95

Tabelle 3.5 Anteil positiver Seren im RSV-F-ELISA Dargestellt sind die Ge-
samtzahlen der untersuchen Seren (n), die absoluten Zahlen der positiv getesteten
Seren sowie der prozentuale Anteil der positiven Seren an der Gesamtzahl.
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Abb. 3.10 Anteil positiver Seren im RSV-F-ELISA Prozentsatz der fiir Antikorper gegen das

RSV-F-Protein positiven Seren, sortiert nach Altersgruppen.
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4 Diskussion

4.1 Anstieg der RSV-Seropravalenz im Untersuchungskollektiv

Wie zu erwarten war, steigen die Antikdrpertiter gegen RSV in der ELISA-Testung
sowie im N-Test im Verlauf der ersten Lebensjahre stark an, was auf die hohe
Durchseuchung der Allgemeinbevdlkerung in Deutschland zuriickzufiihren ist. Bis
zum Ende des zweiten Lebensjahres verfligt etwa die Halfte der mittels ELISA ge-
testeten Kinder Uber RSV-Antikdrper. Dieser Prozentsatz ist auffallend gering vor
dem Hintergrund der immer wieder zitierten Annahme, dass bis zum zweiten Ge-
burtstag fast jeder Mensch Kontakt zu RSV gehabt haben soll. Die Ergebnisse des
N-Tests bestdtigen diese Abweichung von der allgemeinen Annahme. Auch hier
findet sich eine Serokonversionsrate fiir RSV bis zum zweiten Geburtstag von nur
knapp Uber 50% (vgl. Kap. 4.2).

Das flir epidemiologische Fragestellungen in Deutschland zustandige Robert Koch
Institut (RKI) schreibt dazu: ,Innerhalb des 1. Lebensjahres haben 50-70 % und
bis zum Ende des 2. Lebensjahres nahezu alle Kinder mindestens eine Infektion
mit RSV durchgemacht." (Epidemiologisches Bulletin 19/2011, RKI-Ratgeber flir
Arzte, Respiratorische Synzytial-Viren (RSV), S.159, Abschnitt ,Vorkommen" (62)).
Die US-amerikanischen Centers for Disease Control and Prevention geben im In-
ternet dhnlich Zahlen an (Centers for Disease Control and Prevention, Respiratory
Syncytial Virus Infection, Abschnitt ,Trends and Surveillance®, Zugriffsdatum

19.11.2015, http://www.cdc.gov/rsv/research/us-surveillance.html).

Ein Kritikpunkt an der vorliegenden Studie ist in der geringen untersuchten Pro-
benanzahl zu sehen. Andererseits zeigt die Rate der Seropositiven einen kontinu-
ierlichen Anstieg Uber die einzelnen Lebensabschnitte, der mit Beginn des Schulal-
ters entsprechend die 90-100%-Rate erreicht (s. Abb. 3.1 und 3.6). Dieser An-

stieg wirkt plausibel und unterstreicht die Validitat der vorliegenden Daten.

Gestitzt werden die Ergebnisse der Studie durch eine Untersuchung aus den USA
aus dem Jahr 2012, in der 282 Seren mittels RSV-F-ELISA untersucht wurden.
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Diese zeigt dhnlich niedrige Zahlen, die eine friihe vollstandige Durchseuchung mit
entsprechend hoher Seropositivitat nicht bestatigen kénnen (63). Untersucht wur-
den Kinder von der Geburt bis zum Alter von funf Jahren. Nachdem bei Geburt
Uber 80% der Kinder RSV-Antikoérper aufweisen, nimmt der Anteil innerhalb der
ersten Lebensmonate stark ab, was auf den Abbau diaplazentar tGbertragener miit-
terlicher Antikdrper zurilickgeflihrt werden kann. AnschlieBend erfolgt ab dem Ende
des ersten Lebensjahres ein Anstieg der Seropositivitat, die mit drei Jahren wieder
etwa 80% errreicht (s. Abb. 4.2).
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Estimated probabilities of seropositivity by virus and age (in
months). Logistic regression was used to model seropositivity to
HMPV (dotted) and RSV (solid) by age in months. The 95% confi-

dence intervals (CIs) are indicated as shaded regions.

Abb. 4.2 Wahrscheinlichkeit der Seropositivitit gegen RSV (und hMPV) in Abhangigkeit
vom Alter aus der Untersuchung von Dunn, Ryder et al., 2013 (63)

In einer Untersuchung aus dem Jahr 2003 an 124 gesunden thaildndischen Kin-
dern, in der die Seren via ELISA auf RSV-IgG untersucht wurden, wiesen die Kin-
der in den Altersgruppen von sechs bis 23 Monaten in maximal 60,87% der Falle
Antikdrper gegen RSV auf (64). Welcher Virusstamm bzw. ob mehrere Isolate ge-

testet wurden, geht aus der verfiligbaren Literatur nicht hervor.
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Wie die Annahme der kompletten friihen Durchseuchung zustande gekommen ist,
lasst sich schwer nachvollziehen, da viele der Arbeiten zur Grundlagenforschung in
der 1950er bis 1980er Jahren nicht mehr in den Online-Datenbanken verfiigbar
sind. Eventuell tragt die zunehmende Zahl der Ein- oder Zwei-Kind-Familien dazu
bei, dass sich die Erstinfektion mit RSV zeitlich nach hinten verschiebt. Bei fehlen-
den dlteren Geschwisterkindern werden weniger Infektionen aus Kindergarten und
Schule mit nach Hause gebracht. Die Kinder kommen somit statistisch betrachtet
erst spater mit RSV in Kontakt. Sollte hier die Ursache fiir eine spatere Erstinfekti-
on liegen, ware in den kommenden Jahren bzw. Jahrzehnten mdglicherweise eine
Verschiebung zuriick in die ersten beiden Lebensjahre durch die zunehmende Be-

treuung von Sduglingen und Kleinstkindern in Gruppeneinrichtungen zu erwarten.

Der geringe Unterschied der durchschnittlichen Immunitdt gegen die verschiede-
nen Virusisolate scheint auf den ersten Blick einleuchtend zu sein aufgrund der
bekannten Kreuzimmunitat (21). Aufschlussreich ist dabei in der vorliegenden Ar-
beit die Betrachtung einiger Ergebnisse aus den ersten Lebensjahren: Hier weisen
einige Seren lediglich Antikérper gegen einzelne Isolate oder eine der beiden Un-
tergruppen RSV A oder B auf (vgl. Abschnitte 3.1 und 3.2). Da es sich dabei ver-
mutlich um Erstinfektionen handelt, ist deutlich zu sehen, dass danach nicht mit
einer Kreuzimmunitat bzw. Kreuzprotektion gegen alle anderen RSV-Stamme aus-
zugehen ist. Mit steigendem Lebensalter kommt es entsprechend vermehrt zu Re-
infektionen, sodass die Differenzierung zwischen direkter und Kreuzimmunitat an-
hand der Serumantikoérper nicht mehr méglich ist. Vereinzelt finden sich jedoch im
gesamten untersuchten Kollektiv Kinder, die nur gegen einen Teil der Virusisolate
Antikorper aufweisen. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen somit, dass
von einer generellen Kreuzimmunitat gegen RSV nicht auszugehen ist, diese je-

doch mit der Anzahl der Reinfektionen im Laufe des Lebens zunimmt.

4.2 Neutralisationstest und ELISA im Vergleich

Insgesamt liegt der Anteil positiver Seren im N-Test in dhnlichen GréBenordnun-

gen wie im ELISA. Auch hier lasst sich, wie im ELISA, keine vollstandige Serokon-
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version des Probenkollektivs innerhalb der ersten beiden Lebensjahre beobachten,

sondern nur etwa die Halfte der untersuchten Seren weist Antikdrper auf.

Interessanterweise lassen sich neutralisierende Antikdrper im N-Test im ersten
Lebensjahr bei einem hoéheren Prozentsatz der Kinder nachweisen als Gesamtanti-
kdrper im ELISA. Dies bestatigt die hohe Sensitivitat des Neutralisationstests, der
in der RSV-Diagnostik als Goldstandard gilt.

Bei der Betrachtung der Einzelwerte im Neutralisationstest fallt auf, dass manche
Seren - vor allem bei den jlingeren Kindern - nur fiir einzelne Virusisolate positiv
sind. Aufgrund dieser hohen Spezifitat eignet sich der N-Test weniger flir Scree-
ninguntersuchungen im klinischen Alltag. Hier miisste jeder Patient mit einer Viel-
zahl von Virusstammen getestet werden, um eine zuverlassige Aussage Uber den
Antikorperstatus zu erhalten. Das bedeutet, dass die hohe Spezifitdt, die den N-
Test auszeichnet, flir epidemiologische Fragestellungen, die die Gesamtdurchseu-
chung mit RSV gemessen an der Seropositivitdt zum Gegenstand haben, zum
Nachteil wird. Eine Untersuchung an nur einem Isolat pro Virusuntergruppe kann
leicht ein falsch negatives Ergebnis liefern. Unser Vorgehen, jedes Serum an meh-
reren Virusisolaten zu testen, erweist sich hier dementsprechend als sinnvoll und
notwendig, um die Qualitat der Untersuchungen zu gewahrleisten. Es fallt zudem
auf, dass teilweise Antikdrper gegen ein oder mehrere Wildisolate vorliegen, wah-
rend dasselbe Serum nicht mit dem Laborstamm des gleichen RSV-Typs reagiert.
Auch im ELISA trifft dies zu. Da die verwendeten Laborstamme mehrere Jahrzehn-
te alt sind - RSV Long strain wurde 1956, RSV B 18537 1962 isoliert - , unter-
scheiden sie sich mdglicherweise aufgrund des stetig stattfindenden antigenic
drift, also einer schrittweisen Veranderung der Antigene Uber langere Zeit, stark
von den aktuelleren Wildisolaten. Die Ergebnisse friiherer Studien, fir die bei Ver-
wendung eines Neutralisationstests nur ein einzelner, alterer Laborstamm unter-

sucht wurde, sind folglich in ihrer Aussagekraft infrage zu stellen.
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4.3 RSV-F-ELISA

Der hohe Prozentsatz der Kinder mit positiven Serumtitern gegen RSV-F bestatigt
die Annahme, dass bei den meisten Menschen eine Ansteckung mit RSV innerhalb
der ersten Lebensjahre erfolgt. Es zeigt sich ab dem zweiten Lebensjahr ein star-
ker Anstieg des Anteils der Kinder, die bereits Antikdrper gegen das F-Protein auf-
weisen, der im 4. Lebensjahr 100% erreicht. Eine Schwache der durchgefiihrten
Untersuchung liegt in der groben Abstufung der Ergebnisse mit insgesamt lediglich
vier log-Stufen. Es fallt allerdings auf, dass der Prozentsatz der positiven Seren bis
zum zweiten Geburtstag mit 69% hdher liegt als im ELISA und N-Test mit je
knapp 50%. Da es sich um ein rekombinantes F-Protein handelt, muss dieser hohe
Prozentsatz kritisch betrachtet werden und kann nicht fiir RSV-Wildisolate ange-
nommen werden. Moglicherweise besteht auch eine geringere Spezifitdt im Ver-
gleich mit dem als Goldstandard geltenden Neutralisationstest, sodass ein Teil der

Seren falsch-positive Ergebnisse zeigt.

4.4 Weitere Ergebnisse

In der Seroimmunogenitdt der RSV A-Stdmme im Vergleich zu den B-Stdmmen
zeigen sich bei unseren Untersuchungen keine wesentlichen Unterschiede. Ob die
klinische Symptomatik zwischen den Untergruppen divergiert, wird diskutiert. Eine
australische Studie aus dem Jahr 1993 konnte keine signifikanten Unterschiede
diesbeziiglich feststellen (65). Im Gegensatz dazu zeigt sich in einer argentini-
schen Studie eine ausgepragtere Symptomatik bei Infektion mit RSV A im Ver-
gleich zu RSV B (66).



39

5 Zusammenfassung

Das Respiratory Syncytial Virus (RSV) ist der haufigste und klinisch bedeutsamste Erreger
bei tiefen Atemwegsinfektionen im Kindesalter in Deutschland. Allgemein wurde bisher
angenommen, dass innerhalb der ersten beiden Lebensjahre eine nahezu vollstandige
Durchseuchung mit dem hochkontagidsen Virus erfolgt. Eine wichtige Rolle fiir die humo-

rale Immunantwort gegen RSV spielen die Oberflachenproteine F und G.

In dieser Arbeit wurde die Entwicklung der Antikdrperantwort gegen RSV innerhalb der
ersten Lebensjahre untersucht. Hierzu wurden in den Seren von 102 Kindern im Alter zwi-
schen sechs Monaten und sechs Jahren sowohl die Gesamtantikdrper mittels ELISA als
auch die neutralisierenden Antikérper im Neutralisationstest gemessen. Als Antigen wur-
den nicht nur die allgemein Ublichen Laborstdmme verwendet, sondern auch Wildisolate
aus der jungeren Zeit. Dies geschah unter der Annahme, dass diese Wildisolate den heut-
zutage zirkulierenden RSV-Stammen antigenetisch ahnlicher sind. Zudem wurde die Anti-

kdrperantwort gegen ein rekombinantes RSV-F-Protein via ELISA ermittelt.

Es zeigt sich mit allen drei Messmethoden ein deutlicher Anstieg der Antikorpertiter tber
die ersten Lebensjahre, die aber erst im flinften bis sechsten Lebensjahr eine Seropositi-
venrate von etwa 90-100% erreichen. Bei einigen Kindern finden sich in den ersten Le-
bensjahren im Neutralisationstest (N-Test) sowie im ELISA typenspezifische Immunant-
worten nur gegen einzelne Wildisolate. Dies unterstreicht die Problematik der Untersu-
chung zur RSV-Durchseuchung in jungen Patientenkollektiven mit nur einem RSV-Stamm.
In den hoheren Altersgruppen unterscheidet sich die Reaktivitat zwischen den einzelnen
Virusstdmmen nicht mehr wesentlich, was als zunehmende Kreuzprotektion — abgebildet
in serologischen Tests als Kreuzreaktivitdt - durch Reinfektionen mit verschiedenen Vi-

russtammen im Verlauf des Lebens zu werten ist.

Die bisher allgemein angenommene vollstandige Durchseuchung mit RSV innerhalb der
ersten beiden Lebensjahre, gemessen an der Antikdrperbildung, konnte nicht bestatigt
werden. Nur etwa die Halfte der getesteten Kinder scheint bis zum zweiten Geburtstag
eine Infektion mit RSV durchgemacht zu haben. Nicht genau nachvollziehbar ist, wie es zu
dieser allgemeinen Annahme gekommen ist. Es ist denkbar, dass sich die Erstinfektion
durch sozialen Wandel hin zu kleineren Familien, in denen die Kinder ein geringeres Risiko
der Ansteckung durch édltere Geschwister haben, in den letzten Jahrzehnten zeitlich nach

hinten verschoben hat.
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