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Zusammenfassung

Schnellverfahren zum Nachweis von Influ-
enzaviren sind vor allem fiir nationale Sur-
veillancesysteme von gro3er Bedeutung.
Kommerziell verfiigbare Teste sind aufgrund
der geringeren Sensitivitat und Spezifitat
nur bedingt einsetzbar. Wir beschreiben die
Entwicklung und Evaluierung einer TagMan-
PCR zur Typisierung und Subtypisierung von
Influenzaviren direkt aus Rachenabstrichen
von Patienten. Die Hybridisierung mit einer
fluoreszenzmarkierten Sonde und die Quan-
tifizierung des PCR-Produktes erfolgen si-
multan wahrend der PCR, so dass die auf-
wendige Produktanalyse entféllt. Die Tag-
Man-PCR ist ein sehr spezifisches Verfahren
und sensitiver als die Virusanzucht. Untersu-
chungen mit mehr als 2600 Proben wéhrend
der Saison 1999/2000 haben gezeigt, dass
diese Methode zum schnellen Nachweis ei-
ner Influenzavirusinfektion sehr sicher und
zuverldssig ist. Das Ergebnis liegt in wenigen
Stunden vor und ermdglicht eine aktuelle
Einschédtzung der epidemiologischen Situati-
on.
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Die TagMan-PCR: Schnelle
Typisierung und Subtypisie-
rung von Influenzaviren
direkt aus Patientenmaterial

Die Influenza zahlt noch immer zu den
bedeutendsten Infektionskrankheiten
des Menschen. Influenzaviren werden in
die Typen A, B und C unterteilt, von de-
nen aber nur Influenza A- und B-Viren
von epidemiologischer Bedeutung sind.
Aufgrund der antigenen Eigenschaften
der beiden Oberfldchenproteine Himag-
glutinin (HA) und Neuraminidase (NA)
werden die Influenza A-Viren in 15 HA-
und 9 NA-Subtypen untergliedert. Aus-
l6ser von Pandemien und Epidemien
waren seit 1918 die HA-Subtypen Hi, H2
und H3 sowie die NA-Subtypen N1 und
N2. Ursache fiir die stindig auftretenden
Epidemien ist die hohe Variabilitit des
Influenzavirus. Die beiden Oberflichen-
proteine des Virus unterliegen einer als
Antigendrift bezeichneten sukzessiven
Verdnderung, die durch eine Anhdufung
von Punktmutationen im Genom her-
vorgerufen wird. Bei einem Antigenshift
hingegen kommt es zu einem Reassort-
ment ganzer Gensegmente. Ein solcher
Antigenshiftlag den beiden groflen Pan-
demien 1957 und 1968 zugrunde [1]. Es
entstand ein Virus mit vollig verdnder-
ten Oberfldchenproteinen, gegen das kei-
ne schiitzenden Antikorper in der Bevol-
kerung vorhanden waren. Um neue Sub-
typen und das Entstehen von Driftvari-
anten so frith wie méglich zu erkennen,
wird weltweit eine intensive Influenza-
surveillance durchgefiihrt.

“Fiir die Influenzasurveillance
ist die klassische Virusanzucht
von Bedeutung. Diese ist
jedoch sehr zeitaufwendig!”
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Fiir den Nachweis einer Influenzavi-
rusinfektion steht eine Vielzahl von Tech-
niken zur Verfiigung. Besonders fiir die
Surveillance von Bedeutung ist die klassi-
sche Virusanzucht mithilfe von Zellkul-
turen oder im embryonierten Hiithnerei.
Eine endgiiltige Identifizierung des ange-
ziichteten Virus erfolgt gewShnlich durch
Immunfluoreszenz oder Enzymimmuno-
assay (ELISA). Der Himagglutinations-
hemmtest (HAT) wird zur Subtypisie-
rung von Influenza A-Viren, aber vor al-
lem fiir die serologische Feincharakteri-
sierung eingesetzt. Diese Methoden sind
sehr sensitiv, bedingen aber fiir die Virus-
kultivierung das Vorhandensein vermeh-
rungsfihiger Partikel in der Patienten-
probe. Da die Virusanzucht sehr zeitauf-
wendig ist und zwei bis drei Wochen in
Anspruch nehmen kann, werden alterna-
tiv oder zusétzlich Schnellteste wie Im-
munfluoreszenz oder ELISA direkt aus
Patientenmaterial durchgefiihrt [2, 3, 4].
Diese Techniken besitzen jedoch eine ge-
ringere Sensitivitdt und Spezifitit. Die Po-
lymerasekettenreaktion (PCR) ist eine
sehr sensitive und spezifische Methode,
die sowohl fiir die Typisierung als auch
fiir die Subtypisierung von Influenzavi-
ren beschrieben wurde. Eine Charakteri-
sierung der amplifizierten Genregion er-
folgte tiberwiegend mittels Gelelektro-
phorese [5,6,7,8]. Andere Gruppen wahl-
ten fiir den spezifischen Nachweis des
PCR-Produktes (Amplifikat) Sondenhy-
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A TagMan-PCR for rapid typing and
subtyping of influenza viruses in clinical
specimens

Abstract

Procedures for rapid detection of influenza
viruses are especially important for national
surveillance programs.The application of
available rapid tests is restricted because of
their limited sensitivity and specificity.
Therefore a TagMan-PCR was developed for
typing and subtyping of influenza viruses in
respiratory samples. Time-consuming post-
PCR analysis is avoided since hybridization
with a fluorogenic probe and quantification
of the amplified product is performed simul-
taneously during PCR cycling.The TagMan-
PCR was much more sensitive than virus cul-
ture and revealed an excellent correlation for
typing and subtyping of influenza viruses
when samples were positive by both meth-
ods. Surveillance work during the season
1999/2000 with more than 2,600 throat
swabs proved the reliability of the new
method for rapid detection of influenza
viruses. Results are available within a few
hours allowing a more relevant evaluation of
the current epidemiological situation.
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Tabelle 1

Primer und Sonden fiir die Typisierung und Subtypisierung von Influenzaviren

Typ/Subtyp  Primer/Sonde Sequenz Koordinaten
A AM-151 5’ CATGGAATGGCTAAAGACAAGACC 151-174
AM-397 5" AAGTGCACCAGCAGAATAACTGAG 374-397
Sonde AM-245 5’ CTGCAGCGTAGACGCTTTGTCCAAAATG 245-272
A/H1 HA1-583 5" GGTGTTCATCACCCGTCTAACAT 583-605
HA1-895 5" GTGTTTGACACTTCGCGTCACAT 873-895
Sonde HA1-783 5" TGCCTCAAATATTATTGTGTCCCCGGGT 756-783
A/H3 HA3-115 5’ GCTACTGAGCTGGTTCAGAGTTC 115-137
HA3-375 5" GAAGTCTTCATTGATAAACTCCAG 352-375
HA3-399 5" ATTCTGAGCGACTCCAGTCC 380-399
Sonde HA3-208 5’ CTATTGGGAGACCCTCATTGTGATGG 208-233
A/N1 NA1-1078 5’ ATGGTAATGGTGTTTGGATAGGAAG 1078-1102
A NA1-1352 5" AATGCTGCTCCCACTAGTCCAG 1331-1352
Sonde NA1-1138 5’ TGATTTGGGATCCTAATGGATGGACAG 1138-1164
A/N2 NA2-560 5’ AAGCATGGCTGCATGTTTGTG 560-580
NA2-858 5" ACCAGGATATCGAGGATAACAGGA 835-858
Sonde NA2-821 5’ TGCTGAGCACTTCCTGACAATGGGCT 796-821
B BHA-188 5" AGACCAGAGGGAAACTATGCCC 188-209
BHA-347 5’ CTGTCGTGCATTATAGGAAAGCAC 324-347
Sonde BHA-273 5" ACCTTCGGCAAAAGCTTCAATACTCCA 273-299
bridisierung [9, 10], Nested-PCR [11, 12] Material und Methoden

oder PCR-Enzymimmunoassay [13,14].

Der Einsatz der PCR und der sich an-
schliefenden Methoden zur Amplifikat-
analyse in diagnostischen Laboratorien
erfordert, dass diese Techniken einfach,
schnell und reproduzierbar durchfiithrbar
sind. Ein solches Verfahren ist die Taq-
Man-PCR basierend auf der 5’-3>-Nuclea-
se-Aktivitit der Tuqg DNA-Polymerase
[15,16,17]. Das spezifische Amplifikat wird
mit Hilfe einer fluoreszenzmarkierten
Sonde bereits wihrend der PCR durch
Online-Messung detektiert, so dass eine
anschlieBende Produktanalyse entféllt. In
dieser Arbeit wird die Anwendung des
TagMan-Prinzips fiir die Entwicklung ei-
ner PCR zur Typisierung und Subtypisie-
rung von Influenzaviren beschrieben. In-
fluenza A- und Influenza B-spezifische
Primer/Sonden-Sets ermdglichen einen
schnellen Nachweis von Influenzaviren
im Patientenmaterial. Influenza A-positi-
ve Proben werden mit HA- und NA-spe-
zifischen Systemen weiter differenziert.
Das hier vorgestellte PCR-Verfahren zur
Typisierung und Subtypisierung von In-
fluenzaviren ist besonders attraktiv, da
viel Zeit eingespart und somit ein hohe-
rer Probendurchsatz moglich wird. Ein
weiterer Vorteil dieser Methode ist die
Vermeidung von Kontaminationen, da
jeglicher Umgang mit Amplifikaten ent-
fallt.

Bundesgesundheitsbl - Gesundheitsforsch - Gesundheitsschutz 10-2000 ‘ 789

Virusstamme und Patienten-
material

Alle eingesetzten Influenzavirus-Refe-
renzstimme sind in Tabelle 2 zusam-
mengefasst. Die Vermehrung dieser Vi-
ren erfolgte im embryonierten Hiih-
nerei. Rachenabstriche von Patienten
mit influenzaverdichtiger Symptomatik
wurden in ein R6hrchen mit Transport-
puffer tiberfithrt und auf dem Postweg
an unser Labor geschickt. Die Abstriche
wurden iiberwiegend von Arzten ent-
nommen, die im Sentinel der Arbeitsge-
meinschaft Influenza [18] mitwirken.
Mit dem Patientenmaterial wurde so-
wohl eine PCR als auch eine Viruskulti-
vierung durchgefiihrt. Die Virusanzucht
erfolgte auf MDCK-Zellen, einer perma-
nenten Hundenierenzelllinie. Zur Iden-
tifikation der angeziichteten Viren wur-
de die Immunfluoreszenz und zur wei-
teren CharakterisierungderInfluenzavi-
ren der Hamagglutinationshemmtest
eingesetzt [19].

RNA-Extraktion, reverse Transkription
und PCR

Die virale RNA wurde mithilfe eines
kommerziellen Kits (QIAamp Viral RNA
Kit, Qiagen, Hilden) extrahiert und an-
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Tabelle 2
Evaluierung der Spezifitdt der TagMan-PCR mit Influenzavirus-Referenzstimmen
Virusstamm DeltaR,

Typ B-PCR Typ A-PCR Subtyp A Subtyp A

H1-PCR H3-PCR

Influenza A/H1IN1
A/PR/8/34 0 1.800 1.600 0
A/Singapore/6/86 0 1.650 1.600 0
A/Taiwan/1/86 0 1.750 1.950 0
A/Texas/36/91 0 1.800 1.900 0
A/Bayern/7/95 0 1.900 2.150 0
A/Beijing/262/95 0 2.000 2.200 0
Influenza A/H3N2
A/Leningrad/360/86 0 1.950 0 2.000
A/Sichuan/2/87 0 1.850 0 2.000
A/Shanghai/11/87 0 2.250 0 2.150
A/England/427/88 0 2.500 0 2.400
A/Guizhou/54/89 0 1.950 0 1.800
A/Beijing/353/89 0 2.600 0 2.300
A/Beijing/32/92 0 2.100 0 2.000
A/Shangdong/9/93 0 2.400 0 2.200
A/Johannesburg/33/94 0 2.500 0 2.550
A/Wuhan/353/95 0 2.150 0 2.250
A/Nanchang/933/95 0 1.950 0 2.100
A/Sydney/5/97 0 2.300 0 2.500
A/Moscow/10/99 0 2.500 0 2.400
Influenza B
B/USSR/100/83 2.350 0 0 0
B/Ann Arbor/1/86 1.900 0 0 0
B/Victoria/2/87 2.300 0 0 0
B/Yamagata/16/88 2.100 0 0 0
B/Panama/45/90 1.950 0 0 0
B/Quindao/102/91 2.200 0 0 0
B/Beijing/184/93 2.000 0 0 0
B/Harbin/7/94 2.400 0 0 0
B/Belarus/1/95 2.500 0 0 0
B/Yamanshi/166/98 2.300 0 0 0

Die PCR lief jeweils 45 Zyklen mit den fiir die Typisierung und Subtypisierung spezifischen
Primer/Sonden-Systemen. DeltaR,,: Reporterfluoreszenz

schlielend revers transkribiert. Die PCR
wurde als Nested-PCR (12, 14) oder als
TagMan-PCR durchgefiihrt:

Nested-PCR. Zum Nachweis von Influenza
A-und Influenza B-RNA sowie zur Diffe-
renzierung des HA-Gens von Influenza
A-Viren wurden Primer eingesetzt, die an
das M-Gen sowie an das HA-Gen dieser
Viren binden [12]. Fiir die Differenzie-
rung der NA-Subtypen wurde ein PCR-
DNA-Enzymimmunoassay gewéhlt [14].
TagMan-PCR. Die zur Typisierung und
Subtypisierung eingesetzten Primer und
Sonden sowie deren Bindungsstellen am
viralen Genom sind in Tabelle 1 zusam-
mengestellt. Der PCR-Mix entsprach

dem der Nested-PCR, ausgenommen
4 mM MgCl, und der jeweils spezifi-
schen Sonde in einer Konzentration von
200 nM. Die Sonden bestanden aus ei-
nem fluoreszenzmarkierten Oligonu-
kleotid, das am 5’-Ende den Reporter-
farbstoff FAM (6-Carboxy-Fluorescein)
und intern den Quencherfarbstoff
TAMRA (6-Carboxy-Tetramethyl-Rho-
damin) besitzt. Die TagMan-PCR lief in
einer Mikrotiterplatte im 96-Lochplat-
ten-Format iiber 45 Zyklen. Zur Verhin-
derung einer eventuellen Kontaminati-
on wurde zusétzlich vor jeder PCR eine
Uracil-N-Glykosylase (UNG)-Behand-
lung durchgefiihrt.
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Die Auswertung der TagMan-PCR
erfolgte mit Hilfe des ABI Prism 7700
Sequence Detector (Applied Biosystems,
Foster City, Calif.). Die Analyse der Plat-
te wurde bei einer Wellenldnge von
518 nm (FAM) und 582 nm (TAMRA)
vorgenommen. Zur Normierung des Re-
portersignals (R,) diente die passive Re-
ferenz ROX. Die Messwerte wurden als
DeltaR, und Cr ausgewiesen. DeltaR,
gibt die Differenz zwischen einer alle
Reagenzien und das Template enthalten-
den Probe und einer alle Reagenzien
enthaltenden Negativprobe an. Der Cr
(threshold cycle)-Wert gibt den Zyklus
an, bei dem erstmals ein positives Re-
portersignal gemessen wird.
Sequenzanalyse. Eine 548-Basenpaar-Re-
gion (Nt 43-Nt 501) der HA1-Doméne
des HA-Gens wurde mittels PCR ampli-
fiziert, das PCR-Produkt gereinigt und
direkt mit dem Big Dye Terminator-Se-
quenzkit (Applied Biosystems, Warring-
ton, UK) einer zyklischen Sequenzie-
rung unterworfen. Auftrennung und
Analyse der Produkte erfolgten mithilfe
eines automatisierten Systems (Applied
Biosystems).

Ergebnisse
Entwicklung von Primer/Sonden-Sets

Zur Differenzierung der Influenzaviren
in die Typen A und B wurden zwei Pri-
mer/Sonden-Systeme aufgebaut. Zur
Subtypisierung von Influenza A-Viren
wurden vier weitere Systeme fiir den
Nachweis der HA-Subtypen H1 und H3
sowie der NA-Subtypen N1 und N2 ent-
wickelt. Eine Zusammenstellung der Pri-
mer und Sonden mit den entsprechen-
den Bindungsstellen am viralen Genom
gibt Tabelle 1. Zum Nachweis von Influ-
enza A-Viren wurde das Matrix(M)-Pro-
tein gewdhlt. Hochkonservierte Regio-
nen fiir das Design von Sonde und Pri-
mer wurden nach Sequenzvergleich von
zwolf Influenza A-Stdmmen ermittelt.
Diese Stdmme représentierten die Sub-
typen HiN1, H2N2 und H3N2. Die Se-
quenzen wurden der Datenbank ent-
nommen ebenso wie die fiir einen hoch-
pathogenen Gefliigelstamm des Subtyps
HyN7. Das Primerpaar AM-151/AM-397
und die Sonde AM-245 zeigten 100% Ho-
mologie mit allen verfiigbaren Sequen-
zen, ausgenommen einer Mutation am
5’-Ende des Stammes A/Singapore/1/57
(H2N2). Fiir das Design des Sonden/Pri-



565  A/Guizhou/54/89 CATCAGGCAC CICTGGAGTTT ATCAATGAAG GCTTQAATT|G GACTGGAGTC GCTCAGAGT|G GGGGRAGCTA
566  A/Beijing/353/89 —-RA.

567  A/Hongl 34/90 --AA

568  A/Beijing/32/92 GA--

569  A/Guandong/32/92 GA--

570 A/Sh d 9/93  —mmm e e e e e —me GA—— ——————————
571 A/Wuhan/353/95  -—--C-——-— -C A-— -AAC

572 A/Sydney/5/97 ————C————- = A A-- -AAC

573 A/Moscow/10/99 momelemme= ~A A = =R

574 0105-97/98 = A-- -AAC

575 0180-97/98 = ~—-—mm——mm —mm—m————— - C———A———— ~- -RAAC

576 0625-97/98 -A A A-- -AAC

577 0863-98/99 -A A A-- -AAC

578 1317-98/99 A A - -RAAC

579 1805-98/99 A = A A-- -AAC:

580 0139-99/00 A -A A A-- -AAC

581 1115-99/00 A -A: A A-- ~-RAC

582 - 1702-99/00 A -A A e el T G
583 1913-99/00 A -A A A-- -AAC

584 2251-99/00 A -A~ A A-- -AAC

585

586

587 Primer HA3-375 Primer HA3-399

588

Abb.1 A Sequenzanalyse einer Region des HA1-Gens zum Nachweis von Influenza A-Viren des Subtyps

H3N2. In das Alignment wurden verschiedene Referenzstamme sowie in Deutschland isolierte Influ-
enza A-H3N2-Viren aus der Saison 1997/1998,1998/1999 und 1999/2000 integriert. Die Referenz-
stamme A/Wuhan/359/95, A/Sydney/5/97 und A/Moscow/10/99 wurden am Robert Koch-Institut
sequenziert. Die Sequenzen der dlteren Referenzstimme wurden der Datenbank entnommen. Die
Darstellung enthdlt nur die Region, die relevant ist fiir die Bindung der Reverse-Primer HA3-375 und
HA3-399. Die direkte Region fiir die Bindung der Primer ist eingerahmt und unterstrichen

mer-Sets fiir Influenza B wurden 20 Typ
B-Stimme in einen Sequenzvergleich
(Alignment) integriert. Der Primer BHA-
347 und die Sonde BHA-273 waren abso-
lut homolog mit allen Stdimmen. Der Pri-
mer BHA-188 zeigte 100% Homologie
mit 17 Stimmen, bei drei Stimmen war
eine mutierte Base in unmittelbarer Ni-
he des 5°-Endes nachweisbar.

Zur Entwicklung von Systemen fiir
die Subtypisierung wurde ein Alignment
von neun Subtyp N1-Stimmen sowie je-

weils 16 Staimmen der Subtypen N2, H1
und H3 durchgefiihrt. Eine 100%ige Ho-
mologie fiir alle Primer und Sonden
konnte fiir 9o bis 94% der Stamme ge-
zeigt werden. Divergenzen betrafen nur
eine der ersten drei Basen am 5’-Ende.

Sequenzanalyse aktueller Influenza
A-Viren des Subtyps H3N2

Wihrend des Primerdesigns standen
uns fiir das HA-Gen des H3-Subtyps
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Abb.2 A Online-Messung wéhrend der TaqMan-PCR. Evaluierung der Sensitivitdt der TagMan-PCR
durch eine serielle Verdiinnungsreihe (1.0E+1 bis 1.0E-9) und Nachweis von Influenzavirus-RNA in
Rachenabstrichen wéahrend der Saison 1999/2000 (00-0520, 00-1525, 00-2487). Die Analyse
erfolgte mit dem Primer/Sonden-System zum Nachweis von Influenza A-H3N2-Viren
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nur Sequenzdaten bis 1994 zur Verfii-
gung. Da fiir Influenza A-Viren des Sub-
typs H3N2 eine groflere Variabilitédt
nachgewiesen wurde als fiir den Subtyp
HiN1 oder Influenza B-Viren, sollten
auch aktuelle Sequenzdaten in die Eva-
luierung fiir die H3-Subtyp-PCR inte-
griert werden. Neben den Referenzstim-
men A/Wu-han/359/95, A/Sydney/s/97
und A/Moscow/10/99 wurde das HA-
Gen von 50 aktuellen H3N2-Stimmen,
die wihrend der vergangenen drei Jahre
in Deutschland isoliert wurden, sequen-
ziert. Der Primer HA3-115 und die H3-
spezifische Sonde waren homolog zu
den Referenzstimmen und unseren Iso-
laten. Die Ergebnisse der Sequenzanaly-
se fiir dieRegion,woderReverse-Primer
HA3-375 bindet, sind in Abb. 1 darge-
stellt. Alle untersuchten A/Wuhan/359/95-
like Isolate von 1997/98 hatten an Posi-
tion11vom3’-Ende des Primers HA3-375
ein Cytosin anstelle eines Thymins. Die-
se Position war ebenfalls bei dem Stamm
A/Sydney/5/97 mutiert. Eine weitere Di-
vergenz war an Position 19 vom 3’-Ende
nachweisbar. Fiir alle analysierten Syd-
ney/s/97-like Viren scheint somit eine
Mutation an Position 11 und 19 charakte-
ristisch zu sein. Obwohl eine Divergenz
in dieser Entfernung vom 3’-Ende des
Primers sehr gut toleriert wird, haben
wir HA3-399 als neuen Primer in unse-
re Studien integriert. Untersuchungen
mit Rachenabstrichen wihrend der Sai-
son 1998/1999 ergaben vergleichbare Er-
gebnisse fiir die Primer HA3-375 und
HA3-399. Der Primer HA3-399 wurde
wihrend der letzten Saison 1999/2000
umfassend evaluiert. Die Sequenzanaly-
sen des HA-Gens vom Referenzstamm
A/Moscow/10/99 sowie der in der letz-
ten Saison zirkulierenden Influenza A-
H3N2-Viren ergaben eine gréfiere Ho-
mologie dieser Sydney- und Moscow-li-
ke-Viren mit dem Primer HA3-399. Alle
analysierten Stimme sind charakteri-
siert durch eine Divergenz unmittelbar
am 5’-Ende des Primers.

Evaluierung der Spezifitat und der
Sensitivitdt der TagMan-PCR

Die Spezifitdt der einzelnen Primer/Son-
den-Systeme wurde mit einer Vielzahl
von Referenzstimmen untersucht. Jedes
PCR-System zur Typisierung und Sub-
typisierung wurde insgesamt mit 28 Re-
ferenzstimmen, davon zehn Influenza
B-Stdmmen, sechs Influenza A Subtyp



Tabelle 3

Originalien und Ubersichtsarbeiten

Saison 1999/2000: Typisierung und Subtypisierung von Influenza A-Viren

aus Rachenabstrichen

Patientenprobe Influenza A-PCR H3-spezifische PCR Anzucht
DeltaR, G DeltaR, Cr
00-0064 1.700 26 3.500 25 +
00-0358 0.900 34 1.100 35 -
00-0460 1.400 28 2.400 26 +
00-0533 0.800 35 0.200 33 -
00-0623 0.280 36 0.500 35 -
00-0687 0.400 35 0.250 33 -
00-0705 0.250 32 0.300 34 +
00-0831 1.100 30 1.400 30 +
00-1048 0.100 37 0.200 35 -
00-1071 0.150 36 0.300 34 +
00-1314 0.100 37 0.250 35 -
00-1454 0.750 31 0.900 30 +
00-1549 0.700 32 0.700 33 +
00-2371 0.250 38 0.100 39 -
00-2384 1.700 25 2300 23 +
00-2415 2.200 24 2.500 23 +
00-2418 0.400 34 0.700 33 -
00-2432 0.800 31 1.200 32 -
00-2435 1.000 31 1.200 32 -
00-2449 2.200 24 1.800 25 +
00-2456 0.500 38 0.190 36 -
00-2474 1.700 30 2.200 24 +
00-2477 0.300 35 0.400 32 +
00-2503 0.600 33 0.800 33 +
00-2540 0.600 36 0.400 33 -
00-2568 0.400 33 0.500 32 +
A/Sydney/5/97 2.500 22 2.600 21
A/Beijing/262/95 0 - 0 -
B/Yamanashi/166/98 0 - 0 -
Negativkontrolle 0 - 0 -

+: positiv; —: negativ

HiN1-Stimmen und 13 Influenza A Sub-
typ H3N2-Stimmen, evaluiert. Fluores-
zenzsignale und somit positive Ergeb-
nisse wurden nur fiir das jeweils homo-
loge Virus gemessen. Die in Tabelle 2
dargestellten Ergebnisse zeigen eine
korrekte Typisierung und Subtypisie-
rung dieser Stimme. Die Sensitivitdt der
TagMan-PCR wurde fiir jedes Pri-
mer/Sonden-System zur Typisierung
und Subtypisierung evaluiert. Dazu
wurde zuerst die Viruskonzentration er-
mittelt und eine serielle Verdiinnungs-
reihe der Stimme A/Nanchang/933/95
(H3N2), A/Bayern/7/95 (HiN1) und
B/Belarus/1/95 mit der TagMan-PCR
analysiert. Eine Virusverdiinnung von
0,1 TCID;, war positiv fiir alle typ- und
subtypspezifischen PCR-Systeme (Abb.

2). Die Sensitivitdt der TagMan-PCR
wurde des weiteren mit der Nested-PCR
verglichen. Uber 100 Rachenabstrich-
proben aus der Saison 1996/97 wurden
retrospektiv mit der TagMan-PCR ana-
lysiert. Aus 56 dieser Proben wurden In-
fluenzaviren angeziichtet. Die TaqgMan-
PCR war positiv fiir 73 Abstriche vergli-
chen mit 74 positiven Ergebnissen in der
Nested-PCR. Die weitere Subtypisierung
von 48 Influenza A-positiven Proben er-
gab identische Resultate fiir TagMan-
PCR und Nested-PCR.

Einsatz der TagMan-PCR fiir die
Influenzasurveillance

Im Rahmen der virologischen Surveillan-
ce entnehmen Arzte stichprobenmifig
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Rachenabstriche von Patienten mit influ-
enzaverdichtiger Symptomatik. Zum
Nachweis von Influenzaviren wurden die
Abstriche sowohl fiir die Viruskultivie-
rung als auch fiir die PCR aufgearbeitet.
Die TagMan-PCR wurde erstmals fiir die
Surveillance in der Saison 1997/98 einge-
setzt. Zuerst wurde eine PCR mit typ-
spezifischen Primer/Sonden-Systemen
durchgefiihrt. Das Ergebnis dieser PCR ist
nach wenigen Stunden verfiigbar im Ge-
gensatz zur Virusanzucht, die bis zu zwei
Wochen in Anspruch nehmen kann. Wur-
dein einem Rachenabstrich Influenza A-
RNA nachgewiesen, so folgte eine weitere
TaqMan-PCR zur Bestimmung des HA
(H1, H3)- und des NA (N1, N2)-Subtyps.

“Durch Einsatz der TagMan-PCR
sind - im Gegensatz zur
Virusanzucht - die Ergebnisse
bereits nach wenigen Stunden
verfiigbar.”

Wihrend der Saison 1997/1998 wur-
den 705 Rachenabstriche untersucht.
Aus 125 dieser Abstriche wurden Influ-
enzaviren angeziichtet. Dariiber hinaus
konnte in weiteren 70 Proben mittels
TagMan-PCR Influenza A-RNA nachge-
wiesen werden. Alle 195 PCR-positiven
Proben enthielten nur Influenza A-Vi-
ren, davon reprisentierten elf den Sub-
typ HiN1 und alle anderen den Subtyp
H3N2 (Tabelle 4).

Die virologische Surveillance wur-
de in den vergangenen beiden Jahren
weiter ausgebaut. Wahrend der Saison
1998/1999 erhielten wir 1840 Rachenab-
striche. Influenza A-Viren wurden aus
Abstrichen von 250 Patienten isoliert.
Mit Hilfe der TagMan-PCR konnten wir
zeigen, dass insgesamt 440 dieser 1840
Patienten mit Influenza A-Viren des
Subtyps H3N2 infiziert waren. Influenza
B wurde durch die PCR in 85 Proben
nachgewiesen, die Virusanzucht gelang
aus 31 Abstrichen (Tabelle 4).

Wihrend der letzten Influenzasai-
son 1999/2000 wurden 2613 Rachenab-
striche an das Robert Koch-Institut ein-
geschickt. Typische Ergebnisse fiir die
Online-Messung wihrend der TagMan-
PCR sind in Abbildung 2 dargestellt. Die
Hohe fiir die gemessene Reporterfluo-
reszenz und der Cr-Wert, der Zyklus, bei
dem erstmals ein positives Signal regis-
triert wird, sind abhéngig vom Virusge-
halt im Patientenmaterial. Tabelle 3 zeigt



in einer Gegeniiberstellung die Hohe des
Reportersignals und den Cr-Wert fiir ei-
ne reprisentative Auswahl von anzucht-
positiven und anzuchtnegativen Ra-
chenabstrichen. Von den insgesamt 2613
Abstrichen waren 729 PCR-positiv fiir
Influenza A. Aus 506 Patientenmateriali-
en konnten Influenzaviren angeziichtet
werden. Auch in dieser Saison dominier-
te der Subtyp H3Na2. Der Subtyp HiN1
wurde zweimal und Influenza B nur in
einer Patientenprobe nachgewiesen (Ta-
belle 4).

Diskussion

Die Diagnostik einer Influenzavirusin-
fektion iiber den Weg der klassischen Vi-
rusanzucht wird Speziallaboratorien
vorbehalten bleiben. Die Virusisolierung
mit anschlieffender serologischer und
molekularbiologischer Feincharakteri-
sierung ist eine der Hauptsdulen zur
Uberwachung der Influenza. Fiir eine
patientenbezogene Diagnostik ist die Vi-
rusisolierung als sehr zeitaufwendiges
Verfahren ungeeignet. Kommerziell ver-
fiigbare Antigenteste wie Immunfluores-
zenz- und ELISA-Teste konnen inner-
halb weniger Stunden im Labor durch-
gefiihrt werden. Gut evaluierte ELISA-
Teste sind bisher nur fiir Influenza A be-
kannt [20, 21]. Seit dem vergangenen
Jahr steht ein optischer Immunoassay
zur Verfiigung, mit dem Influenza A-
und B-Viren nachgewiesen werden kon-
nen. Die Sensitivitdt von Immunfluores-
zenztesten hingt davon ab, dass ausrei-
chend Zellen in der Patientenprobe vor-
handen sind und diese sehr schnell das
Labor erreicht.

“PCR-Verfahren sind gerade in
der Influenzasurveillance von
Interesse, da sie einen
geringen Zeitaufwand
erfordern und die Gefahr der
Kontamination maximal
reduzieren.”

Die Einschrinkungen dieser Ver-
fahren, insbesondere die geringere Sen-
sitivitit, motivierten die Suche nach
neuen Schnelltesten fiir die Influ-
enzadiagnostik. Es wurden verschiede-
ne PCR-Verfahren beschrieben, die nur
zur Detektion des jeweiligen Subtyps [9,
10,11,12,13] oder auch zur weiteren Sub-

Tabelle 4

Nachweis von Influenzaviren durch TagMan-PCR und klassische Virusanzucht
wahrend der Saison 1997/1998, 1998/1999 und 1999/2000

Material, Typisierung/ 1997/98 1998/99 1999/00
Subtypisierung

Untersuchte Rachenabstriche 705 1840 2613
Virusisolierung

Influenza A 125 250 506
Influenza B 0 31 1
TagMan-PCR

Influenza A 195 440 729
Subtyp H3N2 187 440 727
Subtyp HIN1 8 0 2
Influenza B 0 85 1

typisierung von Influenza A-Viren ein-
gesetzt wurden [5,7,8,12]. All diese PCR-
Systeme waren mit Hilfe von Referenz-
stimmen etabliert worden. Es gibt nur
wenige Berichte iiber die breite Evaluie-
rung mit klinischen Proben [7, 22] oder
im Rahmen der Influenzasurveillance
[23]. Aufgrund des grofien Probenauf-
kommens wihrend der Influenzasaison
sind PCR-Verfahren von Interesse, die
weniger zeitaufwendig sind und die Ge-
fahr der Kontamination maximal redu-
zieren. Diesen Anforderungen wird die
TagMan-PCR gerecht.

Die in dieser Arbeit vorgestellte Me-
thode ist so sensitiv, dass eine Nested-
PCR entfillt. In einer retrospektiven Stu-
die konnte fiir die TagMan-PCR und die
in unserem Labor gut evaluierte Nested-
PCR eine vergleichbare Sensitivitit ge-
zeigt werden. Analysen serieller Verdiin-
nungsreihen von titrierten Virusstocks
ergaben ein positives Resultat fiir Pro-
ben mit einer Viruskonzentration von
0,1 TCIDs,. Dies entspricht einem Nach-
weis von etwa zehn Viruspartikeln,
wenn man eine Partikelrate von 100:1
voraussetzt. Die Nachweisgrenze ande-
rer PCR-Systeme lag zwischen 100 und
200 Partikeln [9,12,13,23]. Wurde auf ei-
ne Hybridisierung oder eine Nested-
PCR verzichtet und das Amplifikat nur
mittels Agarosegel analysiert, so beweg-
te sich die Detektionsrate zwischen 600
bis 5000 Partikeln [7].

Ein PCR-Protokoll ohne Nested-
PCR oder aufwendige Produktanalyse
hat neben der Zeitersparnis noch einen
weiteren Vorteil: die Kontaminationsge-
fahr durch Amplifikate ist ausgeschlos-
sen, da die Rohrchen geschlossen blei-
ben, und eine weitere Analyse der PCR-
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Produkte entfillt. Eine Praventivmaf-
nahme ist das Einfiigen eines Uracil-N-
Glykosylase (UNG)-Schrittes vor dem
Start der PCR, um so einer Kontamina-
tion durch frithere PCR-Produkte vor-
zubeugen. Die Methode garantiert je-
doch nicht immer absoluten Erfolg,
falsch-positive Ergebnisse wurden trotz
UNG-Behandlung berichtet [24, 25].
Deshalb ist es bei einem grof3en Proben-
durchsatz sehr wichtig, interne und ex-
terne Qualitdtskontrollen durchzufiih-
ren. Dazu gehdren getrennte Rdume fiir
Probenaufarbeitung, RNA-Extraktion,
cDNA-Synthese, Mixvorbereitung, PCR-
Lauf und alle Schritte der Produktana-
lyse. Obwohl bei der TagMan-PCR die
Produktanalyse entfillt, ist in unserem
Protokoll ein UNG-Schritt enthalten.
Des weiteren sind Negativkontrollen
iiber die ganze Platte verteilt, so dass ein
Lauf 20% Negativkontrollen enthilt. Die
erhaltenen Ergebnisse belegen, dass die
Stabilitdt von Genomregionen bei In-
fluenzaviren mit besonders hoher Va-
riabilitit iiberwacht werden sollte. Zum
Nachweis von H3-Subtyp-spezifischen
Sequenzen wurde das Primerpaar HA3-
115/HA3-375 aus einer hochkonservier-
ten Region des HA-Gens gewdhlt. Fiir
die in den Sequenzvergleich integrierten
Stamme konnte eine perfekte Korrelati-
on fiir den Zeitraum 1987 bis 1993 ge-
zeigt werden. Alle A/Wuhan/359/95-like-
Isolate, die spdter von uns isoliert wur-
den, waren homolog mit dem Primer
HA3-115. Die Homologie der Isolate mit
dem Reverse-Primer HA3-375 betrug
zwischen 92% und 96%. Charakteris-
tisch fiir alle Wuhan-like-Viren war eine
Mutation an Position 11 und 19 vom 3’-
Ende des Primers. Es ist bekannt, dass



Mutationen, die nicht direkt die ersten
Basen vom 3’-Ende des Primers betref-
fen, gut toleriert werden [26]. Obwohl
die Resultate der Saison 1997/1998 und
1998/1999 die Amplifizierbarkeit beleg-
ten und eine hohe Detektionsrate nach-
weisbar war, wurde HA3-399 als neuer
Reverse-Primer entwickelt und getestet.
Eine umfangreiche Evaluierung fiir die-
sen Primer wurde in der Saison
1999/2000 vorgenommen. Neben einer
hohen Sensitivitdt und Spezifitdt konn-
ten fiir den neuen Primer auch eine
100%ige Homologie, das unmittelbare
5’-Ende ausgenommen, gezeigt werden.

Da es bisher nur einige Studien gibt,
in denen die PCR fiir die breite Uberwa-
chung wahrend der Influenzasaison ein-
gesetzt wurde, sollte die TagMan-PCR
auch in einer prospektiven Studie evalu-
iert werden. In der Saison 1997/1998 er-
hielten wir 705 Rachenabstriche. Aus 125
(18%) der Abstriche wurden Influenza A-
Viren angeziichtet, 195 (28%) der Proben
waren Influenza A-positiv mit der Taq-
Man-PCR. Davon entfielen 4% auf den
Subtyp HiN1 und 96% auf den Subtyp
H3N2.Influenza B wurde in unseren Pro-
ben nicht nachgewiesen. Die Saison
1997/1998 war charakterisiert durch eine
intensive Zirkulation von Influenza A-
Viren, es gab nur drei Influenza B-Isola-
te wihrend der gesamten Saison. Die
prospektive Studie wurde wihrend der
Saison 1998/99 fortgefiihrt. In 440 (24%)
von insgesamt 1840 Rachenabstrichen
wurde Influenza A-H3N2-RNA nachge-
wiesen. Aus den von uns untersuchten
Patientenproben wurden 31 (1,7%) Influ-
enza B-Viren isoliert. Influenza B-RNA
wurde in 85 (4,6%) von 1840 untersuch-
ten Proben nachgewiesen.

Die wihrend der Saison 1997/1998
und 1998/1999 mit einer sehr groflen
Probenanzahl evaluierte TagMan-PCR
hat sich als sicher und zuverléssig erwie-
sen. Die Virusanzuchtrate lag zwischen
15 bis 18% und die Positivenquote der
PCR bei 28/29%.In jeder Saison wurden
mit der TagMan-PCR etwa 12% mehr In-
fluenzaviren nachgewiesen als durch die
Virusanzucht. Analysiert man den Peak
- die Zeit mit der hochsten Influenzaak-
tivitdt - separat, so betrigt die Quote fiir
die Virusisolierung 21% und die der PCR
44%. Wihrend der sechs Wochen mit
der hochsten Influenzaaktivitit Ende Ja-
nuar bis Mitte Mirz 1999 wurden mit
der TagMan-PCR etwa 26% mehr Influ-
enzaviren nachgewiesen als durch die

Originalien und Ubersichtsarbeiten

Anzucht. Dieser Anstieg in der Detekti-
onsrate ist vergleichbar mit den Ergeb-
nissen fiir die Influenzaiiberwachung in
England und Wales. Dort wurden mit
Hilfe einer Nested-PCR wihrend der
Peakphase 20% mehr Viren detektiert
als mit der klassischen Viruskultivie-
rung [23].

Die Virusanzucht ist eine sensitive
Methode. Sie ist allerdings sehr anfillig
und abhéngig von einer Reihe verschie-
dener Faktoren. Dazu zdhlen ein optima-
ler Zustand der Zellkultur zum Zeit-
punkt der Infektion, die Qualitét des Ra-
chenabstriches und der Entnahmetag
nach Auftreten der ersten Symptome so-
wie die Art und Weise des Transportes.
Im Rahmen unserer virologischen Sur-
veillance erhalten wir ungekiihltes Pati-
entenmaterial, das oft nur einen, aber
auch zwei bis drei Tage unterwegs ist.
Der Vorteil der PCR besteht darin, dass
auch nicht mehr vermehrungsfihige Vi-
rennachgewiesen werden konnen. Es ist
beschrieben, dass die Chance einer posi-
tiven Virusisolierung ab dem vierten Tag
nach Infektion zunehmend geringer
wird, aber ein Nachweis mit der PCR
noch sehr erfolgreich gefiithrt werden
kann [4].

“Die TagMan-PCR zum
Nachweis einer Influenza-
virusinfektion kann sicher,

zuverldssig und dabei

sensitiver und schneller als die
Virusanzucht sein.”

Die mit mehr als 2500 Patientenma-
terialien evaluierte TagMan-PCR wurde
auch in der Saison 1999/2000 fiir die In-
fluenzasurveillance eingesetzt. In die-
sem Zeitraum wurden 2613 Rachenab-
striche aus allen Gebieten der Bundes-
republik untersucht. Mit der TagMan-
PCR wurde in 730 (28%) Abstrichen In-
fluenza-RNA nachgewiesen, die Virusi-
solierung gelang aus 507 (19%) Patien-
tenproben. Der positive RNA-Nachweis
mit der TagMan-PCR ist somit relativ
konstant geblieben. Er lag 1997/98 bei
28%,1998/99 bei 29% und 1999/2000 bei
28%. Die Nachweisrate bei der Virusiso-
lierung lag 1997/98 bei 18%, 1998/99 bei
15% und 1999/2000 bei 19%. Das Verhilt-
nis zwischen positiver PCR und Virus-
anzucht unterlag gréf3eren Schwankun-
gen, die auf Storfaktoren bei der Virus-
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kultivierung zurtickzufiihren sind. Die
Ergebnisse wihrend der letzten Influ-
enzasaison bestdtigen die gute Sensiti-
vitdt und Spezifitit der PCR. Es gab eine
vollstindige Ubereinstimmung zwi-
schen Typisierung und Subtypisierung
durch die TagMan-PCR und der Virus-
anzucht, wenn die Proben sowohl PCR-
als auch anzuchtpositiv waren.

Schlussfolgerung

Die hier vorgestellte TagMan-PCR zur Typi-
sierung und Subtypisierung von Influenza-
viren ist ein sensitives und spezifisches
Verfahren, das im Rahmen der Influenza-
surveillance evaluiert wurde. Unsere Un-
tersuchungen wahrend der Saison
1999/2000 mit mehr als 2600 Patienten-
proben haben gezeigt, dass diese Methode
zum schnellen Nachweis einer Influenzavi-
rusinfektion sicher und zuverldssig ist. Die
TagMan-PCRist sensitiver und schneller als
die Virusanzucht; das Ergebnis steht noch
am Tag des Materialeingangs zur Verfii-
gung.Dieses neue Verfahren zur Schnell-
diagnostik ermdglicht vor allem wéahrend
der Influenzasaison eine stets aktuelle
Analyse der epidemiologischen Situation
einschlieBlich der Differenzierung in Typen
und Subtypen.
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