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Influenza bei Alteren: spezielle Probleme

Komplikationen

Komplikationen und Komorbiditaten sind bei alteren Patienten mit
Influenza haufiger.

Diagnostische Probleme
Die Virusausscheidung ist bei Influenza stark altersabhangig.

Bei Kindern hohe Virustiter im Respirationstrakt, mit zunehmendem
Alter abfallend

Klassische Tests (Antigennachweis mit fluoreszierenden Antikérpern,
Antigenschnelltests) sind vor allem bei Kindern und Jugendlichen
evaluiert.

Impfung
Der Impfschutz ist bei Alteren schlechter als bei jingeren Patienten.
Welche Impfstrategien sind sinnvoll?
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Influenza bei Alteren:
geringe Sensitivitat von Schnelltests

Prospektive Studie in 4 Krankenhausern in Tennessee in 2 Wintern
Eingeschlossene Patienten mit Verdacht auf Influenza
1. Winter: 516
2. Winter: 128 Patienten (nur 1 Klinik)
Virusnachweise
1. Winter: Nachweis von Influenza bei 6% mit PCR (Goldstandard)
Sensitivitat der Antigenschnelltests: 3-8%
Sensitivitat der klinischen Diagnose: 69%
2. Winter: Nachweis von Influenza bei 15% in kleinerer Kohorte
Sensitivitat der Antigentests: 28-40%
Sensitivitat der klinischen Diagnose: 69%

Kommentar

Antigenschnelltests sind zur Diagnostik der Influenza bei Patienten Uber 50
Jahren aufgrund ihrer schlechten Sensitivitat nicht geeignet.
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Influenzaimpfschutz bel alteren Patienten

Hintergrund

Altere Erwachsene (ab 50 J.) erreichen einen geringeren
Influenzaimpfschutz als Kinder, Jugendliche und jingere Erwachsene

Eine Erhohung der Ansprechraten bei Alteren ware durch verschiedene
Strategien denkbar:

hohere Impfdosen
bessere Adjuvantien
bessere Applikationstechniken.

Besserer Schutz auch durch veranderte Impfung anderer Gruppen
denkbar

z.B durch verstarkte Impfung von Kindergarten- und Schulkinder
bzw. von Familienangehorigen.
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Intramuskulare versus subkutane
Influenzaimpfung

Influenzavakzinen sind in der Regel als intramuskulare Injektionen formuliert.

Generell sind Impfungen mit kleinen Volumina in den M. deltoideus leichter
intramuskular zu applizieren als in die Oberschenkelmuskulatur.

Die Applikation in den M. deltoideus kann bei Alteren durch Fettverteilung
erschwert sein:

Vergleich von Applikation in Fettgewebe vs. intramuskulare Applikation bei
133 Patienten zwischen 50 und 88 Jahren

Nach Ultraschallkontrolle (n = 66) ist die 16 mm-Nadel bei 26% der Manner
und 51% der Frauen zu kurz fur die intramuskulare Applikation.

Die Applikation in Fettgewebe ist mit einer deutlich hoheren
Lokalreaktionsrate verbunden (34% vs. 5%, p < 0,01)

Die Immunogenitat ist gleichwertig.

Kommentar

Influenzaimpfungen sind bei Applikation im subkutanen Fettgewebe mit einer hbheren
Rate an Lokalreaktionen assoziiert. Bei adipdsen Patienten sollte zur i.m.-Applikation in
den M. deltoideus eine 25 mm-Nadel benutzt werden.
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HOohere Antigendosis bel Influenzaimpfung
alterer Erwachsener

Studie

Testung einer trivalenten Vakzine mit hoherem Hamagglutinin-Anteil,
entwickelt speziell fur altere Erwachsene

Design
Randomisierte Doppelblinde

Vergleich von 15 pg (bisherige Standarddosis) versus 60 g
Hamagglutinin

2575 Probanden erhielten die erhdhte Dosis und 1262 die
Standarddosis.

Untersuchung von Antikorpertitern und Protektionsraten (bestimmt
nach definierter TiterhGohe)
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HOohere Antigendosis bel Influenzaimpfung
alterer Erwachsener

Ergebnisse

Bei Hochdosisgabe signifikant hdhere Antikorpertiter und Protektionsraten bei
allen Patienten

Protektionsraten bei vorher seronegativen Probanden (ca. 10% aller
Studienteilnenhmer) separat analysiert (Hochdosis vs. Standarddosis):

74% vs. 51% bei HIN1

96% vs. 82% bei H3N2

56% vs. 41% fur Influenza B
Lokalreaktionen waren in der Hochdosisgruppe etwas schwerer bzw. haufiger.
Insgesamt keine schweren Nebenwirkungen

Kommentar

Die Impfung mit héheren Antigendosen fiihrt bei alteren Erwachsenen zu
deutlich hoheren Ansprechraten und zu besserem Schutz vor Influenza.

Die Vertraglichkeit ist gut.

2 Falsey G-1191 © Ubersicht




Schutzen Masken vor Influenza?

|:| NATIONAL
GEOGRAPHIC

http://www.archives.gov/exhibits/influenza-epidemic/records/165-WW-269B-16-typist-l.jpg;
http://science.nationalgeographic.com/science/enlarge/influenza-fears.html
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Schutzen Masken vor Influenza?

Studie
Vergleichsstudie in drei Studentenheimen (Michigan University)
Methode
Randomisierung von Studenten nach 3 Wohnheimen:
Maske plus Handedesinfektion (n = 402)
Nur Maske (n = 441)
Kontrolle (n = 592)

Beginn der Intervention 2 Tage nach erstem Influenzafall auf dem
Campus, Dauer 6 Wochen.

Alle Gruppen: Basisinformation zu Verhalten bei Niesen, Husten und
zu Handewaschen; bei Maske plus Desinfektion Zusatzinformationen.

Aktive Untersuchung bei Influenza ahnlicher Erkrankung (Husten plus
Fieber oder fiebriges Gefiuhl oder Muskelschmerzen) mit Abstrichen
und PCR-Analyse.
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Schutzen Masken vor Influenza?

Ergebnisse

Unterschiede in der Compliance, z.B. selteneres Handewaschen aber
haufigere Desinfektion bei Studenten mit Randomisierung zu
Desinfektion plus Maske.

Unterschiede in der Dauer des Masketragens in den
Interventionsgruppen

Signifikant weniger Influenza bei Maske plus Handedesinfektion ab

Woche 4 gegenuber den anderen Gruppen (nur Maske bzw.
Kontrollen, Hazard Ratio = 0,5)

Kommentar
Regelmassige Handedesinfektion reduziert das Risiko von Influenza bei
Epidemien.

Der Beitrag der Masken ist hier nicht signifikant, aber aufgrund der
unterschiedlichen Compliance in den Interventionsgruppen nicht sicher zu
beurteilen.
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Welche Maske gegen Influenza?

Vergleichsstudie bei Patienten mit positivem Influenza-Schnelltest

Randomisierung zwischen ,chirurgischer* Maske vs. N95-Maske
(Feinstaubmaske, z.B. zur Protektion gegentber Tuberkulose-Patienten)

Patienten wurden zum Husten auf Petrischale aufgefordert, Untersuchung der
Oberflache mittels RT-PCR

Ergebnisse
9/10 positive Patienten randomisiert
Bei keinem Patienten war Virus amplifizierbar.

Kommentar

Eine chirurgische (Standard-)Gesichtsmaske fangt virale Partikel bei Patienten mit
Influenza im Laborversuch ahnlich wirksam ab wie eine Feinstaubmaske.

Offen bleibt die Frage nach der Dauer der Schutzwirkung.
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Stationar behandelte Influenza:
Klinische Wirksamkeit von Oseltamivir

Hintergrund
Zum Verlauf schwerer Influenzainfektionen existieren nur wenige Studien.
Kohortenstudie Ontario 2005-2008

698 stationar aufgenommenen Patienten mit nachgewiesener Influenzainfektion
(innerhalb eines Netzwerkes zur Surveillance invasiver bakterieller Infektionen)

Medianes Alter 76 Jahre, 65% geimpft, 18% Pflegeheimbewohner, 6% bakterielle
Koinfektionen

86% erhielten Antibiotika, 33% antivirale Therapie (davon 77% binnen 48 h nach
Aufnahme)

18% Intensivaufenthalt, 8% Mortalitat

In der multivariaten Analyse waren Intensivaufenthalt (Relatives Risiko = 10,4),
Pflegeheim (RR = 4,5) und fehlender Einsatz von Oseltamivir (RR = 3,4) signifikante
Pradiktoren flr Mortalitat.

Kommentar

Der Einsatz von Antibiotika bei nachgewiesener Influenza ist weiterhin haufig, der
Einsatz von antiviralen Substanzen dagegen selten.

Diese grol3e Kohortenstudie zeigt einen positiven Einflul3 einer antiviralen Therapie auf
die Prognose von stationar aufgenommenen Patienten mit Influenza.
© Ubersicht
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Oseltamivir-Resistenz in den USA

Hintergrund
2007/08 sind weltweit HIN1-Influenzastamme mit Mutation H274Y aufgetreten.

Studie
Alle HIN1-Stamme aus WHO-kooperierenden Labors in den USA von CDC untersucht

Gegen Oseltamivir resistent: 142/1124 Stamme (12,6%) (global ca. 16%)

Epidemiologische und klinische Daten fir 99 Patienten
Medianes Alter 21 Jahre (1 Monat bis 61 Jahre), 40% mannlich, 44% mit Komorbiditaten,
21% geimpft, 33% mit Reisen in der Anamnese
Kein Einsatz von Oseltamivir vor Influenza, auch nicht in der Familie oder bei engen
Kontakten

Kein charakteristischer Unterschied der klinischen Symptomatik im Vergleich zu
Kontrollen mit empfindlichen Stammen

Kommentar
Klinische oder epidemiologische Indikatoren flir eine Oseltamivir-Resistenz konnten in
dieser Studie nicht identifiziert werden.
Vermutlich haben Stamme mit der H274Y-Mutation unabhangig vom Oseltamivir-
Einsatz keinen Selektionsnachteil.
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Verhindert eine Influenza-Prophylaxe
die Entwicklung einer Immunantwort?

Hintergrund

Theoretisch kann eine friihe antimikrobielle Therapie dazu flhren, dass gegen
die rasch behandelte Infektion keine Immunitat entsteht.

Fur Patienten mit antiviraler Prophylaxe konnte dies bei Versagen einen
Nachteil bedeuten.

Bei therapierten Influenza-Patienten lasst sich eine Immunantwort wie nach
naturlicher Infektion nachweisen, fur eine Prophylaxe mit Neuraminidase-
Inhibitoren ist dies bisher nicht bekannt.

Studie

Auswertung zweier Prophylaxestudien zur Untersuchung der Entwicklung von
Antikorpern

Serumproben von Studie bei Jugendlichen und Erwachsenen (n = 955) und
Studie bei Kindern und Erwachsenen (n = 801) analysiert

Personen mit Influenza-Nachweis unter Oseltamivir-Prophylaxe zeigten
ahnliche Anstiege der Antikdrper wie Infizierte in der Placebogruppe.
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Verhindert eine Influenza-Prophylaxe
die Entwicklung einer Immunantwort ?

Kommentar

Personen, die sich unter Oseltamivir-Prophylaxe infizieren (Prophylaxe-Versagen),
haben ahnliche Anstiege der Influenza-Antikorper wie Infizierte im Placeboarm.

Der Einsatz von Oseltamivir bedeutet flir diese Personen damit keinen Nachteil.
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Peramivir — neuer Neuraminidase-Inhibitor

Hintergrund

Peramivir ist ein neuer Neuraminidase-Inhibitor, der auch gegen die bisher bekannten
Oseltamivir resistenten Stamme wirkt.

Studie
Randomisierte placebokontrollierte Doppelblindstudie mit Peramivir intravents

300 Patienten mit akuter Influenza und positivem Schnelltest innerhalb 48 h nach
Symptombeginn randomisiert

Peramivir 300 mg vs. Peramivir 600 mg vs. Placebo (1 x an Tag 1)
Primarer Endpunkt: Zeit bis zum Verschwinden der Influenza-Symptome
Ergebnisse

Peramivir verkirzte die Symptomdauer (Zeit bis zur Aufnahme normaler Tatigkeit 48 h
kiirzer) in beiden Dosierungen und flhrte zu einem raschen Abfall des Symptomscores
nach 24 h.

Die Virustiter nahmen rasch ab (in Peramivir-Gruppen nach 24 h ca. 1-2 log-Stufen
niedriger).

Gute Vertraglichkeit, kein Unterschied zu Placebo

Kommentar

Peramivir ist ein neuer, gut wirksamer und vertraglicher Neuraminidasehemmer.
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Evolution des Influenzavirus — nur oberflachlich?

Hintergrund

Die Evolution von Influenza ist vor allem als Antigendrift der Hamagglutinin- und
Neuraminidase-Gene untersucht.

2003/4: Antigenshift bei H3N2-Virus mit Vakzine-Mismatch und hoher Morbiditat

Im folgenden Jahr kein Antigendrift, sondern H3N2-Virus mit gleichen
Oberflachenantigenen und geringer genetischer Variation

Hypothese

Evolution in anderen Genen fiihrte zu selektivem Vorteil eines neuen Virusstamms
(NY470)

Genetische Untersuchung zeigte 10 Aminosaure-Differenzen in 4 Genen zu
Vergleichsstammen

Hohere Aktivitat der Polymerase

Bessere Viruskinetik in Zellkultur (ca. 1-2 log héhere Virustiter) und im Tiermodell
(2-3 log hohere Titer), jedoch keine hohere Pathogenitat im Tiermodell

Kommentar

Evolution in anderen Genen als den ublicherweise beobachteten Oberflachenantigenen
Hamagglutinin und Neuraminidase kann einen deutlichen Einfluss auf die
Replikationsfahigkeit und damit auf die Epidemiologie haben.
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Multiplex-PCR zur Diagnostik
respiratorischer Infektionen

Hintergrund

Das Spektrum respiratorischer Virusinfektionen ist breit, die
Differentialdiagnostik daher labortechnisch aufwendig:

Multiple Viruskulturverfahren bzw. multiple AntikGrper miissen eingesetzt
werden.

Die Benutzung von Multiplex-PCR-Methoden verspricht eine schnellere und
einfachere Diagnose

Verschiedene Methoden mit unterschiedlichem Spektrum (10-19
respiratorische Viren) sind bisher entwickelt worden.

Ein Nutzen ist vor allem bei Patienten mit hohem Komplikationsrisiko
(Immunsuppression) und fir Forschungszwecke zu erwarten.

© Ubersicht




Multiplex-PCR zur Diagnostik
respiratorischer Infektionen

Luminex-RVP

Multiplex-PCR bei Patienten mit V.a. respiratorische Virusinfektion mit
Schnellkultur und Antigennachweis

289 Proben von 245 Patienten untersucht

Vergleich Kultur/Antigen-Test versus Luminex

Diskordante Ergebnisse mittels Einzel-PCR nachuntersucht
Ergebnis

Mit Multiplex-PCR waren alle Proben positiv, die in der Kultur oder
Antigentestung positiv waren (n = 113).

Zusatzlich 82 weitere Proben positiv, in Einzel-PCR bestatigt
Duale Infektionen wurden bei 17 Patienten gefunden.

Zwei weitere Studien
Ahnliche Methodik (14 bzw. 10 Viren im Panel)

In beiden Untersuchungen sehr hohe Sensitivitat bei kultur- oder
antigenpositiven Proben

Zusatzlich ca. 10% mehr positive Proben, bestatigt durch andere Methoden

2 Won D-2252 | © Semret D-2253 | © Johnson D-2255 © Ubersicht




Multiplex-PCR zur Diagnostik respiratorischer
Infektionen bel alteren Patienten

Hintergrund

Bei alteren Patienten mit Atemwegsinfektionen sind diagnostische Probleme
haufig.

Virustiter sind haufig niedriger als bei jungeren Patienten.

Zusatzlich ist die Probengewinnung oft schwieriger (trockene Schleimhéaute).
Studie

Prospektive Studie bei Erwachsenen

Vergleich Standarddiagnostik vs. Luminex Multiplex-PCR
Ergebnisse

376 Proben bei 147 Patienten alter als 49 Jahre untersucht

26 Proben positiv

4/213 in Surveillance-Proben positiv, 16/67 bei symptomatischen Patienten und
3/15 bei engen Kontakten symptomatischer Patienten
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Multiplex-PCR zur Diagnostik respiratorischer
Infektionen bei alteren Patienten

Ergebnisse (2)
® Patienten mit Virusnachweis in mindestens 1 Methode

RSV 6/8 3/8 0/8 0/8
Influenza B 3/3 213 213 1/1
Parainfluenza 1 4/5 1/5 0/5 NA
Parainfluenza 2 212 0/2 1/2 NA
Coronaviren 5/5 5/5 ND NA
E?}Eﬁ;‘i’iren 3/3 2/3 ND NA
Sensitivitat 88% 58% 39% 11%




Multiplex-PCR zur Diagnostik respiratorischer
Infektionen bel alteren Patienten

Kommentar
Multiplex-PCRs sind sensitive und spezifische Methoden zum Nachweis
respiratorischer Virusinfektionen und ermdaglichen eine rasche Diagnose.

Die Sensitivitat von PCR-Methoden ist auch bei alteren Patienten mit respiratorischen
Virusinfektionen (Influenza und anderen) deutlich hoher als die der bisherigen
Standardmethoden.

Multiplex-PCR-Methoden kdnnen hier zur rascheren ldentifikation beitragen.

Der Einsatz der Multiplex-PCR ist bei Patienten mit hohem Komplikationsrisiko zu
erwagen, bei denen therapeutische Optionen rasch evaluiert werden mtssen.

< Johnson D-2255 | © She D-2257
< Won D-2252 | © Semret D-2253
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CMV-Impfung

Hintergrund

Eine CMV-Impfung kbnnte seronegative Personen vor Infektionen und seropositive
Personen vor Reinfektionen schiitzen und zudem die praexistente Immunitat boostern
(z.B. Patienten vor oder unter Immunsuppression).

Ubersicht Vakzinentwicklung
Ansatze fiur eine CMV-Impfung gibt es seit vielen Jahren.

Ein attenuierter CMV-Stamm (Towne-Virus, Studien seit den 70er Jahren), schitzt zuvor
seronegative Nierentransplantatempfanger vor der Erkrankung, ist aber ansonsten wenig
immunogen.

Es gibt drei immundominante Strukturen von CMV: das gB-Glykoprotein, gegen das die
meisten neutralisierenden Antikdrper gerichtet sind, das pp65- und das IE1-Protein,
gegen das die meisten T-Zell-Antworten gerichtet sind.

Klinische Studien bis Phase [l mit mehreren gB-Subunit Kandidaten bis 2002,
Wirksamkeit bisher nicht als ausreichend eingeschétzt.

Mehrere Kandidaten in klinischer Entwicklung:

gB Subunit-Vakzinen (GSK, Sanofi)

gB in ALVAC-Vektor

Aphavirus-basierte Vakzine

CMV-DNA Plasmid-Vakzine

Attenuierte Lebendvirusvakzine aus chimarem Towne/Wildtyp-Virus

< Pass 1754
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Kongenitale CMV-Infektion und CMV-Impfung

Hintergrund

Kongenitale CMV-Infektionen treten haufig bei Primar- und Reinfektionen der Mutter auf
(unzureichende Immunitat nach Priméarinfektion), seltener durch Reaktivierungen.

Eine Pravention von Neu- oder Reinfektionen ist bei jungen Muttern praktisch unmaglich:
Infektion Uber Sexualpartner oder Kinderkrippenkinder moéglich.
Die Rate von kongenitalen Infektionen in grof3en Studien ist relativ hoch (ca. 0,7%).

12,7% symptomatisch, davon >40% mit ZNS-Spatfolgen (Horschaden,
Lernbehinderungen u.a.)

87,3% asymptomatisch, davon ca. 13% mit ZNS-Spéatfolgen (meist milder)

Projektion auf US-Bevdlkerung: pro Jahr mehr als 5000 Kinder mit ZNS-Schaden
durch kongenitale CMV-Infektion

Mehr ZNS-Schaden als durch H. influenzae-Meningitis vor Einfihrung der
Hib-Vakzine

Starke miutterliche Immunitat und passive Immunisierung reduzieren das Risiko einer
kongenitalen CMV-Infektion.

Junge Mdtter sind deshalb eine Population, die von einer CMV-Impfung profitieren
konnte.

2 Pass 1754 © Ubersicht




CMV-Vakzine bel jungen Muttern

Studie

Randomisierte Doppelblindstudie zur Impfung mit der gB-Vakzine und MF50-Adjuvanz
(Sanofi) bei seronegativen jungen Miittern (12 Monate post partum)

Primérer Endpunkt: Zeit bis zur CMV-Infektion der Mutter
Randomisiert: Impfung (n = 234) vs. Placebo (n = 230)

Studienabbruch nach 42 Monaten durch Data Safety Monitoring Board, da vorher
definierter Endpunkt fur Effektivitat erreicht war

Ergebnisse
Vakzine sicher und gut vertraglich, leichte Lokalreaktionen
3,3 (Vakzine) vs. 6,6 (Placebo) CMV-Infektionen pro 100 Patientenjahre
Kein anderer Faktor aul3er Vakzine assoziiert mit Infektionsrisiko
Keine Aussage zur Protektion bei kongenitaler Infektion moglich:
98 (Vakzine) vs. 116 (Placebo) Schwangerschaften im Studienzeitraum

1,2% (Vakzine) versus 3,1% (Placebo) kongenitale CMV-Infektionen (nicht
signifikant)

Kommentar

Diese CMV-gB-Vakzine reduziert das Risiko von Neuinfektionen bei seronegativen
Frauen. Die Effektivitat von ca. 50% ist noch nicht vollstandig befriedigend.
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CMV-Vakzine mit Alphavirus-Vektor

Vakzine

CMV-Vakzine auf Basis von 2 nicht replizierenden Virus-like-Partikeln eines attenuierten
Alphavirus (AVX601)

CMV-Antigene: ein Partikel exprimiert gB, das andere ein Polyprotein aus pp65 und IE1.

Strukturprotein des VEE-Alphavirus setzt in der Wirtszelle die Expression der CMV-Antigene in
Gang (Vorteil: hohe Proteinexpression)

Studie
Phase-l/ll-Dosiseskalationsstudie mit zwei Dosisstufen (107 IU; 108 IU) und Placebo
Verabreichung von 3 Dosen (0, 2, 6 Monate) an seronegative Probanden
Ergebnisse
Gute Vertraglichkeit
Immunogenitat nach 9 und 12 Monaten
Hochtitrige neutralisierende Antikorper bei allen Probanden

94-100% in Niedrig- und Hochdosisgruppe zeigten T-Zell-Reaktionen auf pp65 oder
IE1 im Elispot-Assay

Multifunktionale CD4- und CD8-Antworten gegen CMV (Subgruppe)

Kommentar
Neuartige Vakzine mit guter Vertraglichkeit und Immunogenitat, weitere klinische

Entwicklung ist geplant.
2 Bernstein G-399 © Ubersicht




Herpes simplex Virus 2 (HSV-2) Ausscheidung:
wie haufig, wie lange?

Hintergrund

Genitale HSV-2-Infektionen rezidivieren haufig, vor allem im ersten Jahr nach
Infektion, zuséatzlich findet sich auch subklinisch eine Ausscheidung von HSV-2
(ca. 30% aller Tage).

In der Regel kommt es nach dem ersten Jahr zu einer Abnahme der
symptomatischen Episoden, tiber den Verlauf der Virusausscheidung ist sehr
viel weniger bekannt.

Aufgrund der Korrelation von HSV-2-Infektion mit einer erhéhten HIV-
Ubertragungsrate konnte dies von erheblicher Bedeutung fiir das HIV-
Infektionsrisiko sein.

Nach den Empfehlungen der Schweizer AIDS-Kommission sind HIV-
infizierte Patienten unter regelmafiig eingenommener und gut eingestellter
antiretroviraler Therapie ohne Symptome einer sexuell tibertragbaren
Erkrankung nicht als sexuell infektios einzustufen.

© Ubersicht




HSV-2-Ausscheidung: haufig noch viele Jahre
nach Erstinfektion

Studie
Therapie von HSV-2-Infektion (Valaciclovir vs. Aciclovir vs. Placebo) bei:
Patienten mit kirzlich erworbener HSV-2-Infektion (< 6 Monate; n = 27)

Patienten mit langer bestehender HSV-2-Infektion und haufigen klinischen Rezidiven
(>6/Jahr; Infektion mehr als 6 Monate zuriickliegend; n = 42)

Ergebnisse
In Placebogruppe Virusausscheidung an 40% aller Tage, 27% subklinisch

Im ersten Jahr an 32,5% aller Tage subklinische Ausscheidung, danach 11-15%, auch
bei Patienten mit mehr als 10-jahriger Erkrankungsdauer
Studie

Grol3e prospektive Analyse: 377 Patienten mit HSV-2 an insgesamt Uber 28.000 Tagen
untersucht auf klinisch apparente HSV-2-Infektion bzw. subklinische Ausscheidung

Ergebnisse

Im ersten Jahr 26% aller Tage Ausscheidung, 19% subklinisch, danach Abfall bis auf
14% bei Patienten mit mehr als 10 Jahren Infektionsdauer, davon ca. 10% aller Tage
subklinisch

Die Virusmenge lag jeweils bei ca. 4,8 log Kopien/ml Sekret und zeigte keinen Abfall tber
die Zeit.
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HSV-2-Ausscheidung: haufig noch viele Jahre
nach Erstinfektion

Kommentar

Eine HSV-2-Ausscheidung ist noch langjahrig nach der Erstinfektion nachweisbar
(haufig subklinisch und mit hohen Virustitern).

Die eventuellen Auswirkungen auf die Ubertragung anderer sexuell Ubertragbarer
Pathogene, z.B. HIV, mlssen weiter untersucht werden.

< Brennan V-3537 | 2 Phipps V-3769 © Ubersicht




HSV-2-, CMV- und HIV-Ausscheidung

Studie

Untersuchung an 57 HIV-positiven Frauen (27 bisher unbehandelt, 30 unter ART;
46 seropositiv fur HSV und CMV) in den USA

Methoden
Uber 1-3 Monate taglich genitale Abstriche, Untersuchung auf Herpesviren

Monatliche Untersuchung auf HIV in zervikovaginaler Spulflissigkeit, sowie HIV-Viruslast
im Blut.

Ergebnisse
6,3% aller Proben HSV-DNA (70% der Frauen >1 x positiv), 4,3% CMV-DNA
18,5 % aller Lavageproben enthielten HIV (42% der Frauen waren >1 x positiv)
HIV in der Lavage korrelierte mit der Ausscheidung von Herpesviren.

Nach Kontrolle fir die Viruslast im Blut und ART-Gebrauch zeigte sich, dass die HIV-
Ausscheidung am starksten mit der CMV-Ausscheidung korreliert.

Risikoerh6hung fir HIV-Ausscheidung: 1,6-fach bei nachweisbarer HSV-
Ausscheidung; 3,5-fach bei nachweisbarer CMV-Ausscheidung

Kommentar

Der Nachweis von HIV im Genitalsekret ist assoziert mit der Ausscheidung von
Herpesviren, die starkste Assoziation zeigt sich mit der Ausscheidung von CMV.

2 Casper V-3562a © Ubersicht




Herpes zoster nach Organtransplantation

Hintergrund

Die Haufigkeit des Zoster steigt mit zunehmendem Alter (Inzidenzdichte: ca. 10
pro 1000 Patientenjahre bei Patienten >70 Jahre und alter).

Immundefekte und Immunsuppression erhéhen das Risiko.
Das Langzeitrisiko nach Organtransplantation ist bisher wenig untersucht.

Altere Patienten und immunsupprimierte Patienten sind Kandidaten fur eine
Impfung mit attenuiertem Varicella-Zoster-Virus (VZV).

Studie

Retrospektive Studie bei Patienten, die Krankenhausern der Veterans Affairs
(VA) ein Organtransplantat erhielten

Methode

Untersuchungszeitraum 1997-2005; Organtransplantationen aus VA-
Datenbank identifiziert; Zosterepisoden anhand der ICD-Codes in der
Patientendatenbank identifiziert

Analyse der Zosterepisoden mittels Poisson-Verteilung, Risikofaktoren mit Cox-

Modell
2 Pergam V-3775 © Ubersicht




Herpes zoster nach Organtransplantation

Ergebnisse
1282 Patienten
Nierentransplantation (n = 582)
Lebertransplantation (n = 550)
Herztransplantation (n = 108) (plus einige kombinierte)
Altersmedian 53 Jahre
54% mit Abstol3ungsepisode
Insgesamt 19,9 Zostererkrankungen pro 1000 Patientenjahre
Deutlich héhere Inzidenzdichte als bei (alterer) Vergleichsgruppe nicht
Immunsupprimierter Personen

Weiterer Risikofaktor: ethnische Zugehorigkeit (afroamerikanisch)

2 Pergam V-3775 © Ubersicht




Herpes zoster nach Organtransplantation

Kommentar

Das Risiko von Zostererkrankungen ist bei Patienten nach Organtransplantation
deutlich erhdht.

Die Indikation flr eine Impfung und ihre Wirksamkeit sollte in Studien gepruft werden.

Die Inzidenz wurde vermutlich unterschatzt, da Diagnosen und Behandlungen
aulRerhalb des VA-Systems nicht erfasst werden.

Das Zoster-Risiko afroamerikanischer Patienten ist in anderen Untersuchungen
niedriger. Die hier beobachtete erhéhte Indidenz konnte damit zusammenhangen, dass
diese Patienten seltener auf3erhalb des VA-Systems behandelt wurden.

2 Pergam V-3775 © Ubersicht
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Monoklonaler Antikorper zur Therapie des
West-Nil-Virus

Hintergrund

Eine Therapie der haufiger werdenden West-Nil-Virus (WNV)-Infektion ist
bisher nicht moglich.

Ein muriner monoklonaler Antikorper gegen das WNV-E-Protein (Blockade der
Fusion des Virus mit der Zelle) wurde humanisiert und im Tierversuch sowie in
einer Phase-I-Studie bei gesunden Freiwilligen untersucht.

Tierexperimentelle Untersuchung

Nach Infusion des Antikbrpers im Hamster zeigt sich ein guter Schutz vor einer
sonst letalen WNV-Erkrankung.

1ICcy: 0,1 pg/ml
1ICqq: 3,1 pg/ml
ZNS-Spiegel: 1/400 der Plasmaspiegel.

2 Nordstrom V-1862a © Ubersicht




Monoklonaler Antikorper zur Therapie des
West-Nil-Virus

Phase-I-Studie

Infusion mit Dosiseskalation von 0,3 mg/kg bis 30 mg/kg bei gesunden
Probanden gut vertraglich

Lineare Pharmakokinetik, Serumhalbwertszeit 22 Tage
Keine dosislimitierende Toxizitat

Nach Pharmakokinetik berechnet wird mit 1 mg/kg die 3-fache ICyg Im
ZNS erreicht.

Kommentar

Ein humanisierter monoklonaler Antikorper gegen WNV zeigte ein gute Wirksamkeit im
Tiermodell und gute Vertraglichkeit und Pharmakokinetik bei Probanden.

Die weitere klinische Entwicklung ist geplant.

2 Nordstrom V-1862a © Ubersicht




Rekonvaleszentenserum zur Therapie bei
Chikungunya-Fieber

Hintergrund

Das Chikungunya-Fieber wurde 2005 aus Ostafrika auf die Insel La Reunion
eingeschleppt und ist nun vom Pazifik bis in den Mittelmeerraum verbreitet.

Auf La Reunion sind ca. 1/3 der Bevdlkerung infiziert (mehr als 250.000 Falle),
tber 9000 Besuche in der Notaufnahme, 235 Todesfalle.

Problemfalle: Infektionen bei alteren Patienten und vertikal Gbertragene
Infektionen.

7504 Infektionen bei Schwangeren.

Vertikale Transmission bei 19 von 39 intrapartum viramischen Muttern.
Therapieansatz

Rekonvaleszentenserum aus Blutspenden gewonnen und IgG-Fraktion isoliert

Therapie im Mausmodell (Interferon alpha-Rezeptor negative oder neonatale
Wildtyp-Mause, beide mit hohem Risiko einer ZNS-Erkrankung)

IgG schitzt im Tiermodell gut vor Chikungunya-ZNS-Infektion in beiden
Tiermodellen.

o Staikowsky V-1858 © Ubersicht




Rekonvaleszentenserum zur Therapie bei
Chikungunya-Fieber

Kommentar

Die passive Immunisierung wird entwickelt zum Schutz von Patienten mit hohem
Komplikationsrisiko.

Anwendung z.B. als postpartale passive Immunisierung bei erkrankten Muttern oder
auch therapeutisch bei Risikopatienten nach Infektion.

o Staikowsky V-1858 © Ubersicht




Noroviren: zunehmende Bedeutung

Noroviren wurden erstmals 1968 bei einem Gastroenteritis-Ausbruch beschrieben.
Noroviren lassen sich nicht kultivieren, 1990 gelang die Sequenzierung des Genoms.

5 Genotypen, viele wirtsspezifische Noroviren, am haufigsten wurde in den vergangenen
Jahren der Typ Il.4 als Ausloser von Epidemien beschrieben.

Antigenvariation durch Punktmutationen und Rekombination sind moéglich, die Immunitat
ist typspezifisch und vermutlich kurzlebig.

90% aller nicht bakteriell bedingten Diarrhoe-Ausbriiche sind durch Noroviren verursacht,
in England und Wales davon ca. 80% Health-Care-assoziiert.

Die jahrliche Fallzahl wird in den USA auf ca. 23 Millionen geschatzt, davon 50.000 mit
Krankenhausaufenthalt und 310 Todesféalle (bakterielle Diarrhoe-Episoden betreffen 5
Mio. Amerikaner und verursachen ca. 1500 Todesfélle pro Jahr).

Das klinische Bild ist variabel, die Virusausscheidung kann tber viele Wochen andauern
(besonders bei immunkompromittierten Patienten).

Sporadische Félle sind haufig und nehmen vermutlich noch zu.

Sowohl in entwickelten als auch in weniger entwickelten Landern sind 12% aller
Diarrhoeepisoden bei Kindern durch Noroviren verursacht.

Die Einflhrung der Rotavirus-Vakzine wird den Anteil der durch Noroviren
verursachten Diarrhoen vermutlich noch weiter erh6hen.

Pravention ist bisher nur durch gute Hygiene (Hande!) moglich.
Die Entwicklung einer Norovirus-Vakzine (mehrere Genotypen) sollte vorangetrieben

werden.
Green 3780 © Ubersicht




Norovirus: unbekanntes Reservoir im Wasser ?

Hintergrund

Das Reservoir fiir Noroviren ist nicht bekannt, bei Tieren sind viele
wirtspezifische Noroviren beschrieben.

Studie

Analyse von Ausbrichen in Ontario, Kanada und Korrelation mit Daten aus der
Umwelt

253 Ausbriiche mit Labornachweis (PCR und Elektronenmikroskopie)
analysiert

Klare Assoziation mit den Wintermonaten

Analyse von Umweltfaktoren im zeitlichen Zusammenhang: zwei Faktoren
signifikant

Wassertemperatur des Lake Ontario <4° C (Hazard Ratio = 5,6 fir
Ausbruch in den nachsten 7 Tagen)

Flussrate des Don River >2,5 m3/s (Hazard Ratio = 3,2 flir Ausbruch in den
nachsten 7 Tagen)

Assoziation noch starker bei Einschrankung des Zeitfensters auf 24 h

< Greer K-1440
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Norovirus: unbekanntes Reservoir im Wasser ?

Kommentar

Eine Assoziation von Ausbrtichen von Noroviren mit Umweltfaktoren (Winter,
Temperatur und Flussrate von Oberflachenwasser) wurde gefunden.

Weitere Arbeiten zur Charakterisierung eines Reservoirs sind sinnvoll.

2 Greer K-1440 © Ubersicht




Adenovirusinfektionen
bel Transplantationspatienten

Hintergrund

Systemische Adenovirusinfektionen (vor allem mit dem Typ 2) verlaufen haufig
schwer, antivirale Substanzen haben bisher keinen klinisch tUberzeugende
Wirksamkeit gezeigt.

In Pilotstudien konnte die Transfusion von Adenovirus-spezifischen T-Zellen
des Stammzelldonors als Therapieoption etabliert werden.

Studie

In einer Kohorte von 139 stammzelltransplantierten Kindern mit 170
konsekutiven Transplantationen wurde eine Uberwachungsstrategie entwickelt.

Waochentlicher quantitativer Nachweis von Adenovirus im peripheren Blut
und im Stuhl

51 Kinder (37%) hatten >1 Nachweis von ADV im Stuhl.

Viramierate: 31% bei Kindern mit Nachweis vs. 0% ohne Nachweis von
ADV im Stuhl.

Kinder mit hohem Virustiter im Stuhl (>109/g) hatten ein Viramierate von
73% vs. 0% bei niedrigen Titern (<106/g).

Das mediane Intervall zwischen dem Nachweis von hohen Titern im Stuhl
und der Virdmie betrug 10 Tage.

2 Lion 780 © Ubersicht




Adenovirusinfektionen
bel Transplantationspatienten

Kommentar

Der Nachweis von hohen Adenovirustitern im Stuhl nach Stammzell- bzw.
Organtransplantation konnte als Marker fr die Indikation zur prdemptiven Therapie
dienen.

2 Lion 780 © Ubersicht




Bocaviren

Humane Bocaviren wurden vor wenigen Jahren bei Screening-
Untersuchungen von ,gepooltem Nasensekret” identifiziert
(systematische Suche nach neuen Viren).

In der Folge Nachweis vor allem bei Kleinkindern mit respiratorischen
Symptomen

In einigen wenigen Féallen ist Bocavirus als einziges Pathogen
beschrieben, u.a. bei immunkompromittierten Patienten mit schwerem
Verlauf von Atemwegsinfektionen.

Mittlerweile ist klar, dass in den ersten Lebensjahren eine nahezu
100%ige Durchseuchung mit Bocaviren stattfindet.

Ob diese Viren pathogen sind, zur Pathogenitat anderer Erreger
beitragen oder apathogene Bystander sind, wird kontrovers diskutiert.

Mehrere Studien zur klinischen Relevanz von Bocavirus wurden
vorgestellt.

2 Martin V-4164a © Ubersicht




Bocaviren

Studie bei Kleinkindern

Untersuchung bei 86 Kindern in Kinderkrippen, jeweils bei Episoden von
oberen Atemwegsinfektionen

Bei 33% aller Infektionen Nachweis von Bocaviren, 72% davon zusammen mit
anderen Pathogenen

Studie bei Stammzelltransplantierten

192 Patienten nach Stammzelltransplantation anhand von Symptomscore und
Nasenspilung (selbst appliziertes Spulsystem) wdchentlich untersucht

Nachweis von Bocaviren und anderen respiratorischen Viren mittels PCR (40
Zyklen)

Bei 7 Patienten (4%) Nachweis von Bocaviren; insgesamt 22 Episoden (1%
aller Proben), in 2 Proben gleichzeitiger Nachweis anderer Viren

Bei 6 Patienten mit Bocavirus-Nachweis leichte Symptome der oberen
Atemwege, bei 4 Patienten Diarrhoe

1 Patient vollig asymptomatisch
Allerdings @hnliche Symptome ebenso ohne Nachweis von Pathogenen

2 Martin V-4164a | © Peck Campbell V-3777 © Ubersicht




Bocaviren

Kommentar

Bocavirus-Infektionen bei Kindern in Kinderkrippen sind héaufig und meist ohne klinische
Relevanz.

Bocaviren sind bei Patienten nach Stammzelltransplantation sporadisch nachweisbar.

Die Mehrzahl der Episoden war mit milden Symptomen einer Infektion der oberen
Atemwege assoziiert, die aber auch bei einem Teil der Patienten ohne Nachweis von
Bocaviren und anderen Viren vorhanden waren.

In dieser Studie gab keinen Anhalt daftir, dass Bocavirus ein relevantes Pathogen mit
hoher Komplikationsrate bei schwerst immunkompromittierten Patienten ist.

2 Martin V-4164a | © Peck Campbell V-3777 © Ubersicht
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Adenovirus

THOMAS LION, MD, PhD:;
Children's Cancer Res. Inst., Vienna, Austria.

Background: Disseminated adenovirus (AdV) infection is associated with high mortality in allogeneic stem cell transplant
recipients. We have demonstrated that molecular detection of AdV in peripheral blood (PB) precedes the onset of life-
threatening virus disease (Lion et al., Blood 102:1114-20, 2003). In most instances, detection of AdV in stool preceded
the onset of viremia, thus raising the possibility that intestinal infections represent a common source of virus
dissemination.

Methods: To address this question, we have investigated 170 consecutive allogeneic transplantations in 138 pediatric
patients transplanted at our center. Patients were monitored for the presence and the load of AdV in stool and in PB by a
real-time PCR approach covering the entire spectrum of known human AdV serotypes.

Results: Fifty one patients (37%) tested positive in serial stool samples, revealing adenoviruses of nearly all subgenera,
with strong predominance of serotypes 2 and 1 of species C. The overall risk of developing viremia in patients displaying
or lacking intestinal AdV infection was 31% and 0%, respectively (p<0.0001). Among patients who had maximum AdV
levels in stool £1x10E6 copies/g (n=29) neither experienced viremia during the post-transplant course, while the incidence
of viremia in individuals with peak virus levels in stool above this threshold (n=22) was 73% (p<0.0001). In contrast to
earlier observations, the recovery of T-cells including the CD4 and CD8 subsets showed no statistically significant
correlation with high AdV loads in stool, occurrence of viremia or disseminated disease (p-values for CD4 and CD8 cells:
0.5833 and 0.6313). The recovery of NK cells showed a borderline-significant correlation with the above parameters
(p=0.0442).0ur observations indicate that serial measurement of AdV levels in stool specimens by RQ-PCR provides a
parameter permitting early diagnosis of impending invasive infection. The median time span between detection of AdV
load in stool above 1x10EG6 copies/g and first observation of viremia was 10 days (range 0-191).

Conclusion: Quantitative monitoring of AdV loads in stool could therefore provide a rationale for early onset of antiviral
treatment in attempts to prevent progression to life-threatening systemic infection.
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Vaccine Prevention of Maternal and Congenital CMV Infection: An Achievable Goal

ROBERT F. PASS, MD.;
Univ. of Alabama Sch. of Med., Birmingham, AL.

Congenital CMV infection is an important public health problem because it is a leading cause of hearing loss and CNS
impairment in children. Vaccine prevention of congenital CMV infection was identified as a priority area for research and
development by an Institute of Medicine Committee in 2000 and several CMV vaccines have recently reached clinical
trials. The purpose of this presentation will be to briefly review the medical importance of congenital CMV infection and
the challenges faced in using active immunization to prevent congenital CMV disease. Multiple vaccines for CMV are now
in development and have reached clinical trials. Results of recent phase | clinical trials with novel CMV vaccines will be
considered. A phase Il, randomized, placebo controlled clinical trial showed efficacy of a subunit CMV glycoprotein B (gB)
vaccine with MF59 conjugate for prevention of CMV infection in young women. At the time of a scheduled interim efficacy
analysis, 51 CMV infections had occurred and all were confirmed by virus culture, PCR or immunoblot. CMV infection
rates were 3.3/100 person years in vaccine recipients and 6.6/100 person years in placebo recipients, an overall vaccine
efficacy of 50% (95% confidence interval = 40.1-95.1). The primary endpoint in this trial was time to CMV infection and
comparison of Kaplan Meier curves showed that CMV gB vaccine recipients were more likely to remain uninfected over a
42 month interval (P = 0.019). There were three congenital CMV infections in babies born to placebo recipients compared
with one congenitally infected baby born to a CMV gB vaccine recipient. Active elicitation of symptoms and signs of illness
for the interval of seroconversion confirmed that CMV infection in healthy young women is usually asymptomatic.
Although almost all infected subjects shed virus for months, viremia detected by real time PCR would not have reliably
detected all CMV infections. Results of this clinical trial provide valuable insight into the natural history of CMV infection in
the normal host and suggest that it will be possible to prevent maternal and congenital CMV infection using active
immunization.
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Luminex RVP Multiplex RT-PCR for the Detection of Nineteen Respiratory Viruses

S. WON, T. J. NEGA, J. STEVENS, M. K. HAYDEN, K. SINGH;
Rush Univ. Med. Ctr., Chicago, IL.

Background: The emergence of new respiratory viruses including metapneumovirus (MPV), Coronavirus (CoV) NL63
and HKU1 plus renewed interest in older viruses such as CoV 229E, OC43 and Rhinoviruses (RV) pose a challenge for
the microbiology laboratory. Multiplex RT-PCR assays allow for the detection of many difficult to culture viruses and have
greater sensitivity. The Luminex RVP is a multiplex RT-PCR with 14 specific primer pairs followed by a multiplexed target-
specific primer extension with 19 primer sets for detection of Influenza A and B virus; subtypes H1, H3, Parainfluenza
virus types 1-4, Respiratory Syncytial Virus A and B, Adenovirus, MPV, RV, CoV NL53, HKU-1, OC43 and 229E.
Methods: During the 2006-7 respiratory virus season, we performed a clinical comparison of the Luminex RVP with rapid
shell vial culture (R-mix cells, Diagnostic Hybrids, Athens, OH) and RSV antigen testing (Directigen, Becton Dickinson,
NJ). A total of 289 respiratory specimens in 245 patients submitted to the Rush University Medical Center microbiology
laboratory were tested. Discrepant analysis was performed using a second PCR and chart review.

Results: There were 109 (44.5%) females and 136 males with age range from 2 weeks to 88yo. The Luminex RVP
detected all viruses in patients that were culture/RSV antigen positive. Culture/RSV antigen detected 113 positives
(sensitivity 39.1%) and Luminex RVP detected 195 positives (sensitivity 63.3%). The RVP test detected an additional 82
positive samples including 20 culturable viruses and 62 not tested for by culture. The most common viruses detected by
RVP were RSV (60), Influenza (51), RV (45), Parainfluenza (20), MPV (10), Adenovirus (6) and CoV(3). Dual viral
infections were identified in 17 patients (6.9%). Of patients with available clinical data, 82% with RV and 71% with MPV
had evidence of lower respiratory tract infection based on CXR findings.

Conclusions: The Luminex RVP provides clinical laboratories with a rapid, practical and simple molecular detection of
multiple respiratory viruses.
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A Multiplex RT-PCR Assay for the Rapid Diagnosis of 10 Respiratory Viruses

M. SEMRET, S. FENN, D. NEWBY, J. PAPPENBURG, J. MCDONALD, V. LOO;
McGill Univ., Montreal, Canada.

Background: Respiratory infections are associated with a wide range of viral pathogens, but making a specific etiological
diagnosis in a timely and cost-effective manner is a laboratory challenge.

Methods: We developed a real time RT-PCR assay capable of detecting a broad range of respiratory viruses using
automated specimen extraction (NucliSens® Extractor, Biomerieux) and simultaneous amplification of 10 respiratory
viruses on a Lightcycler LC480® (Roche Applied Systems). We analyzed 240 respiratory specimens collected
prospectively between October 2007 and March 2008. Multiplex RT-PCR (mRT-PCR) tests were carried out for influenza
A and B (INFA and B), parainfluenza 1-3 (HPIV1-3), respiratory syncitial virus (RSV), human metapneumovirus (hMPV),
coronavirus (CoV) OC43 and 229E, and adenovirus (AdV). Specimens were also tested by direct immunofluorescent
antibody assay (DFA) and cell culture if negative by DFA.

Results: Of the specimens tested, 133 (55%) were positive by mRT-PCR, with 7 of these being positive for 2 viral agents;
in contrast 120 (50%) samples were positive by combination DFA and culture for the pathogens tested. INFA was
detected by at least one assay in 41 specimens, RSV in 40, AdV in 20, INFB in 14, hMPV in 13, HPIV1 in 5 and HPIV3 in
1 specimen. Coronaviruses and HPIV2 were not detected in any specimens. Compared with DFA/culture, the mRT-PCR
assay was able to detect a greater number of INFA (5 additional specimens), INFB (2 additional specimens), AdV (6
additional specimens) and HPIV1 (1 additional specimen). Samples that tested positive by DFA/culture also tested
positive by RT-PCR for the same viruses, with 2 exceptions: one sample tested as RSV by DFA tested as INFA by PCR,
and another tested as INFA by DFA tested as negative by PCR.

Conclusions: This mRT-PCR assay is highly accurate. If streamlined it can provide enhanced capacity for the rapid and
cost-effective detection of a broad spectrum of respiratory pathogens, while offering sufficient flexibility to be useful in both
routine and outbreak situations.
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Evaluation of a Target-enriched Multiplex-PCR for Detection of Common Respiratory Viruses

D. R.JOHNSON 1, J. E. RAY 1, S. LARSON 2, D. M. WOLKY;
1Univ. of Arizona/Bio5 Inst., Tucson, AZ, 2Univ. Med. Ctr., Tucson, AZ.

Background: Liquid microarrays are emerging as molecular detection platforms for multiplex PCR. The Luminex® 2000
system supports several commercial methods, including the ResPlex Il Panels, (version 1.0, Qiagen, Inc.). The ResPlex
technology is based on target enriched multiplex-PCR (Tem-PCR), which includes a template enrichment step, designed
to increase assay specificity by using very small amounts of gene-specific primers to reduce primer-dimer formation and
non-specific background. After template enrichment, Tem-PCR increases sensitivity by using a pair of high-concentration
super-primers with high affinity to Taq polymerase to maximize the efficiency of target amplification. This technology is
among the most rapid of the multiplex PCR platforms, with simultaneous differentiation of 12 common RNA virus strains
within five hours. The method includes an internal control to detect the presence of human nucleic acid, which is meant
to act as an indicator of sample degradation.

Methods: Forty-four respiratory specimens were tested by viral culture and/or single-target real-time PCR. Results were
compared to the ResPlex Il version 1.0 panel, performed according to manufacturer instructions (software ver. 1.1.15).
The assay was challenged with a variety of respiratory specimens that contained influenza virus, parainfluenza virus
(Types 1-3), respiratory syncytial virus, human metapneumovirus, rhinovirus, adenovirus, and enterovirus.

Results: Overall agreement of ResPlex Il results with those of viral culture and single-target real-time PCR was 97.7%.
In five samples (12%), ResPlex Il panels detected viruses that were not detected by traditional viral culture methods.
Conclusions: When compared to viral culture methods and single-target PCR, the ResPlex Il panel, version 1.0, proved
to be a rapid and accurate method for detection of common respiratory viruses. The panel can identify viruses, which
cannot be easily detected by using routine viral culture.
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Viral Respiratory Infection in Older Adults: Utility of Direct Fluorescent Antibody Stain, Rapid Antigen Testing,
Culture, and Multiplex Nucleic Acid Amplification

R. C. SHE!, C. R. POLAGE 1, E. W. TAGGART 2, W. C. HYMAS ?, L. B. CARAM 34 C. W. WOODS 34, C. A. PETTI 12
'Univ. of Utah Sch. of Med., Salt Lake City, UT, 2ARUP Lab., Salt Lake City, UT, 3VA Med. Ctr., Durham, NC, “Duke Univ.
Sch. of Med., Durham, NC.

Background: Diagnostic tests for viruses are increasingly used to diagnose respiratory tract infections (RTI). Although
their testing characteristics have been defined in diverse adult and children populations, little data exist on the optimal
diagnostic test for older adults. We seek to define the performance characteristics of 4 viral diagnostic tests in an older
adult population.

Methods: Nasopharyngeal (NP) swabs were obtained from patients with RTI or for surveillance at Durham VAMC from
Feb 2007 - Apr 2008. DFA, R-mix culture with DFA at 24 hours (Diagnostic Hybrids), rapid antigen testing for RSV and
influenza A/B (Binax NOW, Inverness Medical), and multiplex RT-PCR (XTAG RVP, Luminex Corp.) were performed.
RVP was also performed on 20 NP swabs from children with RTI presenting at an outpatient clinic from Dec 2007 - Mar
2008. Mean fluorescence intensity (MFI), a semi-quantitative measure of analytes, was compared in positive adult and
pediatric samples.

Results: 295 adult specimens were obtained from 133 patients 3 49 yr of age. RVP yielded 5/213 positive results in
surveillance samples, 16/67 in acute samples, and 3/15 in roommate samples (Table 1). Of the positives, average MFI
(1940 U) was significantly less than that from 10 pediatric cases (3309 U) (p < 0.024).

Conclusions: Our preliminary data suggest that older adult patients shed lower titers of viruses than children,
necessitating a highly sensitive assay such as PCR to reliably detect respiratory viral pathogens.

Positive results from adult cases. Denominators indicate number of specimens with a positive result.

Multiplex PCR DFA Rapid Antigen 24 hr Culture
RSV 6/7 3/7 o7 o7
Influenza B 3/3 2/3 1/1 2/3
Parainfluenza 1 4/4 0/4 NA 0/4
Parainfluenza 3 2/2 1/2 NA 1/2
Coronavirus 5/5 NA NA NA
Rhinovirus/Enterovirus 2/2 NA NA NA

Total 22/23 6/16 1/8 3/16 ) Extract
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Safety and Immunogenicity of an Alphavirus Replicon Vaccine for Cytomegalovirus (CMV) in Healthy Adults

D. I. BERNSTEIN?, A. HOEPER %, E. A. REAP 2, J. MORRIS ?, S. NEGRI 2, M. F. MAUGHAN 2, R. A. OLMSTED 2, J. D.
CHULAY ?;
1Cin Children's Hosp Med Ctr., Cincinnati, OH, ?Alpha Vax Inc., Research Triangle Park, NC.

Background: Development of a CMV vaccine remains a high priority because of the important role of CMV in congenital
infections and infections of the immunocompromised. AVX601 is a novel CMV vaccine that utilizes an alphavirus replicon
vector technology to deliver CMV proteins that are targets of humoral and cellular immunity.

Methods: In this double-blind, randomized, placebo controlled, dose escalation trial, 40 healthy CMV-seronegative
volunteers, 18-45 years of age, were given a low dose (LD; 1x107 infectious units) or high dose (HD; 1x108 IU) of vaccine
or saline placebo. The vaccine consists of 2 virus-like replicon particle (VRP) vectors derived from an attenuated
alphavirus. One VRP component expresses the CMV glycoprotein B gene and the second expresses the pp65 and IE1
genes as a polyprotein. Subjects received LD or HD of both vaccine components or placebo in separate sites by either
SC or IM inoculation, given 3 times (at months 0, 2, 6). Blood was collected following each dose and at months 9 and 12.
Results: The AVX601 vaccine was well tolerated and associated with only minor local reactogenicity. While the study
remains blinded for individual subjects, analysis of immune responses by group showed the vaccine to be highly
immunogenic. After 3 doses, CMV neutralizing antibody was detected in 15/15 subjects (GMT 110) in the LD group and
16/16 subjects (GMT 209) in the HD group. IFNg Elispot responses to IE1 and pp65 peptides were detected in 94-100%
of subjects in LD and HD groups with a maximal mean of 504 spot forming cells per 106 PBMC for pp65 and 113 SFC for
IEL. In a subset of subjects examined to date, antigen-specific multifunctional CD4+ and CD8+ T cells, expressing IFNg,
IL-2 and/or TNF-a, were induced.

Conclusions: AX601 had a favorable safety profile and induced antibody and T cell responses to the 3 major
immunogens of CMV. Further development of this vaccine is warranted.
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The Immunogenicity and Reactogenicity of Influenza Vaccine in Older Adults Based on Vaccine Deposition Site

P. K. TOSH!, M. J. NEISEN 2, R. M. JACOBSON 1, R. A. VIERKANT %, G. A. POLAND 1;
!Mayo Clinic, Rochester, MN, 2Minneapolis Vascular Physicians, Plymouth, MN.

Background: Annual immunization with trivalent influenza vaccine (T1V) is recommended for the elderly. Single dose
vials had been commonly packaged with 16 mm needles, though recently all manufacturers have recommended the use
of 25 mm needles. It is unknown if the longer needle length increases the likelihood of penetration into muscle in the
elderly or affects immunogenicity or reactogenicity.

Methods: 133 adults age 50 to 88 years were randomized to receive TIV into the deltoid muscle or into the deltoid fat
pad. Sixty-six of these subjects were randomly selected to undergo ultrasonography prior to vaccination to measure
deltoid fat pad thickness. Ultrasonagraphy results were used to determine if the intramuscular efforts succeeded. At
baseline and at 4-6 weeks, antibody titers for each of the three strains of influenza in the vaccine were measured by
hemagglutination inhibition assays. Adverse events were assessed 48-72 hours after vaccination.

Results: Based on ultrasound, a 16 mm needle would not have adequately penetrated muscle in 26% of the men and
51% of the women, whereas a 25 mm needle would not have penetrated muscle in 0% of men and 3% of women
(p=0.03). No statistically significant difference in antibody response against any of the three vaccine antigens was
detected between those receiving deltoid fat pad versus intramuscular injections. Those receiving deltoid fat pad
injections reported significantly more frequent redness or swelling following vaccination than those receiving intramuscular
injections (34% versus 5%, p<0.001).

Conclusions: On the basis of this study, the use of 25 mm needles compared to 16 mm needles increases the likelihood
of injection into muscle and reduces the reactogenicity of influenza vaccination in the elderly.
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Improved Immunogenicity After High Dose Compared to Standard Influenza Vaccine in Seronegative Adults
Aged >65 Years

A.R. FALSEY?, J. CAPELLAN ?, E. YAU ?, G. J. GORSE 3;
tUniv. of Rochester, Rochester, NY, 2sanofi pasteur, Toronto, Canada, 3Saint Louis VAMC & Univ., St Louis, MO.

Background: Serologic response and clinical efficacy of influenza vaccine are lower in the elderly compared with younger
adults. To improve response, a high dose (HD) trivalent inactivated influenza vaccine was developed for older adults.
Seronegative persons may represent an important subgroup of previous vaccine nonresponders and may be at highest
risk for severe influenza.

Methods: A Phase 3 multicenter randomized double-blind controlled study in the US compared (HD) vaccine containing
60ug hemagglutinin (HA) per strain with a licensed standard dose (SD) vaccine (15ug HA). Vaccines (2006/07
formulation) were given as a single 0.5ml IM injection. Subjects were non-institutionalized and medically stable with a
broad range of chronic conditions. The primary objective was to show immunological superiority of HD over SD based on
HAI titers.

Results: 2575 subjects received HD and 1262 received SD vaccine. Immunogenicity results met pre-defined criteria for
superiority of HD vaccine based on significantly higher Day 28 GMTs and % seroresponders. Seronegative subjects (HAI
<1:10) constituted 10%, 8% and 21% of the group for HIN1, H3N2 and B stains, respectively. A post hoc immunogenicity
analysis indicated significantly higher GMTs and rates of seroprotection (HAI >1:40) in this subset for all antigens.
Conclusions: In this trial, GMTs and seroprotection rates after HD influenza vaccination were significantly improved
compared to standard vaccine including a subset of seronegative subjects. These results strongly suggest this vaccine
will provide improved protective benefits in older adults.

Seronegative Subjects Influenza Strain HD SD
HIN1 82.8 44.6

Day 28 GMT H3N2 282.7 124.0
B 41.6 27.0
HIN1 73.6 50.8

Day 28 % of subjects H3N2 95.9 817

HAI > 1:40

B 55.6 41.0
() Extract
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Why Does the “Winter Vomiting Disease” Happen in Winter? Unravelling the Seasonality of Norovirus Outbreaks
in Toronto, Canada

A. L. GREER}Y, S. J. DREWS 234, D. N. FISMAN *2;
'Res. Inst. of the Hosp. for Sick Children, Toronto, Canada, *Ontario Publ. Hlth.Lab. Branch, Toronto, Canada, *Mount
Sinai Hosp., Toronto, Canada, “Univ. of Toronto, Toronto, Canada.

Background: Norovirus is the most common non-bacterial cause of gastroenteritis, and is thought to be the causative
agent in 68-90% of all gastroenteritis outbreaks. The wintertime seasonality of disease occurrence is sufficiently
stereotyped to result in this disease being dubbed “winter vomiting disease” but the genesis of this seasonality has been
obscure. The objective of this research was to identify environmental factors that were associated with an increased
frequency of Norovirus outbreaks in Toronto, Canada.

Methods: The dataset included outbreaks of gastroenteritis investigated by the Ontario Central Public Health Laboratory
between November 10, 2005 and March 6, 2008. We used both Poisson regression and a more novel case-crossover
approach to evaluate environmental contributions to Norovirus risk in the Toronto Area.

Results: A total of 253 outbreaks were identified based on reverse transcriptase polymerase chain reaction (rt-PCR) and
by electron microscopy. Outbreaks demonstrated marked wintertime seasonality. Case-crossover analysis indicated an
association between low Lake Ontario temperature (£ 4 degrees C) (hazard ratio [HR], 5.61 [95% CI, 2.81-11.12]) and
high flow (> 2.5m3/s) in the Don River (hazard ratio [HR], 3.17 [95% CI, 2.30- 4.36]), 1 - 7 days prior to case occurrence.
For both exposure variables, the highest hazard ratios were found 24 - 48 hours prior to case onset. Poisson regression
models provided further support for these patterns.

Conclusions: Our results demonstrate that river flow and water temperature affect the risk of Norovirus outbreaks in
Toronto. These findings suggest that a reservoir of Norovirus exists in water. We hypothesize that the reservoir may be
maintained through the discharge of wastewater containing virus particles.
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Assessing the Quantitative Efficiency of Surgical Masks (SM) vs N95 Masks (N95-M) in Filtering Respiratory
Secretions Among Patients with Acute Influenza A and B

D. F. JOHNSON!, J. DRUCE ?, C. BIRCH 3, M. L. GRAYSON %4;
tAustin Hosp., Melbourne, Australia, ?Victorian Infectious Diseases Referance Lab., Melbourne, Australia, 3Victorian
Infectious Diseases Reference Lab., Melbourne, Australia, “Univeristy of Melbourne, Melbourne, Australia.

Background: Influenza virus is a major cause of morbidity and mortality spread via respiratory secretions created during
coughing or sneezing. Although CDC Guidelines recommend Influenza infected patients and healthcare workers wear
masks to reduce transmission, there is minimal in vivo evidence to assess their efficacy.

Methods: Acutely ill patients with a presumptive diagnosis of influenza were recruited from our hospital’'s emergency
department, during the 2007 winter. Consenting patients had influenza assessed by Binax NOW® Influenza A and B point-
of-care test, followed by a nasal swab for RT-PCR for respiratory viruses. Binax-positive patients participated in a
standard protocol to assess mask efficacy. Patients sequentially coughed onto a 10cm petri dish containing 1ml viral
transport medium (VTM) wearing each of the following: no mask, N95-M, SM, no mask. The filtration efficiency of each
mask compared to no-mask controls was assessed by quantitative RT-PCR on each VTM sample.

Results: Of the 26 patients enrolled, 10 were Binax-positive and 9 were well enough to complete the protocol - all 9 were
VTM PCR-positive with no mask. Both SM and N95-M had identical filtration efficiency with 9/9 having no influenza
detected on RT PCR. Among the 19/26 patients who had influenza confirmed by nasal swab PCR (A, n=15; B, n=4) the
Binax-NOW demonstrated sensitivity/specificity of 53%/100% and 50%/100%, respectively.

Conclusions: This study is the first to assess the relative efficiency of SM vs N95-M in vivo among acutely unwell
patients with influenza - both masks appeared to be highly effective in filtering Influenza during coughing.. These
preliminary findings suggest the use of either SM or N95-M on acutely ill influenza patients is likely to reduce
transmission.




