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Verfahren zum Nachweis von [nfluenza A/B-Viren

Die Erfindung betrilt ein Verfahren fir den Nachweis von Tnfloenza A/B-Viren, einen
entsprechenden L'estkit sowie dic Verwendung von Speichel als Probenmaterial fiir den

Nachweis von [nflnenza A/B-Viren.

Grippe ist eine haufig wnterschitete Infekiionskrankheit, die inshesondere bei ilteren
Menschen vnd bei Risikopatienten zn einer hohen Morbiditits- und Mortalititsrate fithren
kann. Influenza A- und/oder Influenza B-Viren (im Holgenden auch kurz: Influenza A/B-
Viren) sind verantwortlich fiir die echte Virusgrippe, an der weltweit jihrlich mehirere 100
Millionen Menschen exkranken. e [nfluenza A- und B-Viren befallen dabel primir den
Nasen-, Mund- znd Rachenraum und verursachen beim Betroffenen zunichst aligemein

respirztorische Symptorne.

Selbst dem erfabrenen Mediziner ist es oicht moglich, ausschlieflich aufgrund der Minischen
Symptomatik des Paitenten die Grippe mit heher Sicherheit zu diagnostizieren, da auch
andere, den Masen- oder Rachenraum befallende Viren wie etwa Adenoviren,
Parainfluenzaviren oder Respiratory Syncitial-Viren (RS-Viren) eine vergleichbare
Symptomatik verursachen.

Aufgrund der hohen medizinischen Bedeutung der Influenuainfektion (Grippe) verfigt
inzwischen nahezu jedes Land der Erde ither ein national organisiertes
Grippetiberwachungssystem. Dabel werden von niedergelassenen Arzten Verdachtspatienten
MNasen- undfoder Rachenabstriche entnommen und diese an das jewsilige nationale
Referenzeentrum eingeschicke. Der Nachweis der Ynfluenza A/B-Vireo erfolgt dann
iblicherweise durch Flution des Abstrichtupfers und anschliefender Kultivierung der
Patientenproben auf Saugetierzellen, beispiclsweise MDCEK-Zellen (Madin-Darby Canine
Kidney-Zdlen).

Die Kultivierang in dicsen Speziallabrors kann bis 2ut 14 Tage in Aaspruch nebmen und jst
dzher als Diagnasc fitr den einzeinen Patienten nicht von unmittelbarer Relevanz. Vielmehs

besteht die Aufgabe der nationalen Referenzzentren darin, die kultivierten Viren zu typisieren
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und zu subtypisieren, und die Ergebnisse an die Weltgesundheitsorganisadon (WHOQ) zu
melden. Aufgabe der Tenpfitoffhersteller ist es dann, aufgrond der jihrlichen Empfehlung der
WHO die nachsiihrigen Grippeimpfstoffe an die zuletzt zirkulierenden Virusstimme

AnZUpassen.

Der Grund der hohen genetischen und damit verbundenen immunologischen Variabilitit,
insbesondere bei Inlluenza A-Viren, liegt darin, daft es neber der gewtthnlichen genetischen
Drift {Punktmutation) in seltenen Fillen auch zu einem genetischen Shift (,Reassortment”,
d.b. Neusortierung der Virusgene) kommen kann. Dies wird bedingt durch die Tatsache, daf}
das Genom der Influenza-Victen im Gegensatz 7 anderen Viren segmentiert vosliegt und da

Influenza A sowohl human- als auch tierpathogen ist.

Die an der Oberfliche des Virns sitzenden immundominanten Antigene sind das
Flamagglutinin (H) und die Neuraminidase (N). Bei Influenza A sind derzeit 15 Subiypen des
Hamagglutinios (1 — H15) und 9 Subtypen der Neuraminidase (N1 —N%) bekannt.

Beaspielsweise kann ¢s bei der Coinfektion eines Wirtes (z. B. cines Schweines) mit einem
humanpathogenen Infuenzavirus vom A-Typ und einem Influenza A-Vogelvirus zu einer
Newsortierung {,Reassortment”) des Virusgenoms und damit xu sinem neaen Influenza A-
Virus-Subtyp komraen, der dann bei Rilcktbertragung auf den Menschen dessen
Tmmupsystem vollkommen unterliuft, fiingstes Beispiel dafiir war das Auftreten der
sogenannten Vogelvirusgrippe im Mai 1997 in Hong Kong (Typ A/HSN1/Hong
Kong/156/57), bei der trotz friihzeitigen Frkennens und intensivimedizinischer Behandlung
6 der 18 erkrankien Patienten verstarben,

Um jedach zu einer grisBeren Upidemie oder sogar zn einer weltweiten Pandemie zu filhren,
muf cin neuer Influenza-Virus-Subtyp direkt von Mensch zu Mensch iibertragbat sein, wic es
etwa 1918/19 bel dem erstmaligen Auftreten des Subtyps HINI (Spanische Grippe, weltweit
ca. 50 Millicnen Tote), 1957 (H2N2, Asintische Grppe, ca- 1 Million Opfer) und 1968 (H3N2Z
Heong Keng Grippe, ca. 1 Million Cpfer) der Fajl war,

Seit lasrzem jst eine neue Generation von Grippemiiteln verfiigbar, die sogenannten
Nenraminidascinhibitoren, die crstmals sine kausale Therapie der Grippe ermdglichen und
daher in Expertenkreisen als echter Durchbruch in der Grippatherapie angesehen werden,
Klinische Studien bei der Zulassung dicser neuen Substanzldasse haben geseigt, dafl der
Therapieerfolg maBgeblich. von einem frilken Therapiebeginn nach Auftreten der ersten
Hinischen Symptome abhingt. Aufgrund dieser neuen therapeutischen Qption, der
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Motwendigkeit cines frithen Therapiebeginns eincrseits und der relativ unspezifischen
Klintschen Symptomatik andererseits erscheint eine schneile Individualdiagnose als
I'herapicentscheidung hilizeich.

Daher haben vor kurzen einige Diagnostikabersteller immunologische Grippeschneliteste auf
Basis eines Antigennachweises entwickelt, wobei diese Schnellteste suf Nasen- und/oder
Rachenabstriche bzw. auf durch Nasenspiilungen gewonnene Flassigkeit als Probenrnaterial
zuriickgreifen. Beispiele fir solche Grippeschnellteste sind der Influenza A/B Rapid Test der
Firma Roche Dizgnostics GrbH, Quick Vue von Qnidel und AR FLU OTA von Biostar.

Ein besonderes Problem bei der Probengewinonng bestcht darin, aus dem befallenen Bereich
des Nasen- und Rachenraumes Probenmaterial zn entnelumen, das filr einen Nachweis
ausreichende Mengen an Influenza A- und/oder Influenza B-Viren (in Folgenden kurz:
Intluenza .A/B—eren] enthilt. Die Qualitit der Probennahume hat somit einen vnmitielbaren
Einfluf unf die Positivititsrate der Schnellteste, deren Hinische Sensitivitit itbYcherweise bet
etwa 70 % legt, d. h. in 7% % aller durch die Referenzinethode {Zellkultur) als Influenza-
positiv beurteilten Proben ist auch der immunclogische Schnelltest positiv. Die
Diagnostikahersteller weisen daber in den Beipackzetteln ihwer Influenza-Schnellteste darauf
Tiin, daf die Probennahme nur von speziell geschultem medizinischen Personal durchgefiihrt
werden sollte, um zu gewihrleisten, dass des gewonnene Probenmaterial tatséchlich
ausreichende Mengen en Influenza AIB-Viven enihilt.

Desweiteren kommt erschwerend hinzu, daf die im Rachenraum abzustreichenden Bezirke
{Rachenhinterwand, Pharynx, 'Uonsillen) sich je nach vorliegendem Virusinfekt durchaus
unterscheiden kionnen. Dies bedeutet zum Beispiel, dafl zum Machweis siner
Streptokokkeninfektion andere Rachenbezirke abgestrichen werden missen als etwa zom
Nachwess von lofluenza A/B-Vicen.

Di¢ Entnahme cines Masen-/Rachenabstriches ist fur den Patienten unangenehm und
insbesondere bei (kleinen) Kindern problematisch. Kinder sind andererseits zumindest in der
Trithphase einer Influenzaepidemie aufgrand ihrer sozialen Kontakte {Kindergarten, Schule)
ued des ofimals noch micht voll ausgeprigten Lmmunsysiems dic Hauptiibertcéger der
Virusgrippe.

Da Masen- und Rachenabstriche kein homogenes Probenmaterial davsiellen, wicd die
Positivititsrate eines Influenze-Nachweizes neben der Qualitit des Abstriches auch durch dic
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kovrekie Elution, dh. Ubsesfiihrung des Abstrichmaterials in die Flissigphase, die dem
nachgeschalteten Test als eigentliches “Probenmaterial’ dient, mithestimmt.

Inshesondere aufgrand der nevwen thetapeutischen Option {Neuraminidaseinhibitoren) wird
zukinftig ein stark zonefumender Bedar{ am Nachweis von Grippeviren (Influenna A/B-
Viren) beim niedergelassenen Azit oder vorm Patignten selbst vorlieger, der bei dem hisher
verwendeten Probenmaterial {(Abstrich, Nasenspiilung) mit der Notwendigkeit der
Probennehme durch geschultes {medizinisches) Personal nicht in Einflang 2y bringen jst.

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, die Nachteile des Standes der Technik zu
heseitigen. Insbesondere hesteht die der Erfindung zugrunde liegende Aufgabe darin, ein
Verfahren zum Nachweis einer Influenza A- und/oder Influgnza B-Virus-Infektion
bereitzustellen, das von nngeschuliem Personal oder idealerweise dem Patienten selbst einfach
durchzufiihren ist. Vor allem ist Aufgabe der Bifindung, ein von ungeschultem Personal oder
idealerweise demn Putienten sefbst einfach und problentlos zu gewinnendes, idealerweise
homogenes Probenmaterial zu fnden, any dem zoverkisslich Influenza A- und/oder Influenza

B-Viren nachgewiesen werden knnen.

Diese Aufgabe wird durch den Gegenstand der Erfindung, wie er in den unabhingigen
Patentanspritchen charakterisiert ist, gelost, Bevorzugle Ausfiibrungsformen der Friindung

sind in den abhingigen Anspriichen angegeben.

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zum Nachsveis einer Infektion mit dem Influenza
A-undfoder Influenza B-Virus umfassend die Schritte

i) Gewinnung einer Speichelprobe des zu untersuchenden Individuums

i) Vorbereitung der Speichelprobe fiir den Nachweis bzw. eine MNachweisrealtion; und
ifi)  Nachweis des Influenza A- und/oder Influenza B-Virus in der Speicheiprobe.

‘Weiterhin ist Gegenstand der Exfindizng ein Testkit zura Nachsweis einer Infektion mit dem
Influenza A- und/eder [nflusnza B-Virus enthaltend

i} eine Vorrichtung zum Sammeln einer Speichelprobe; und

i) Reagenzier und Hilfsmittel zum Nachweis von lnfluenza A und/oder Influenza B-

Viren.

Schlictilich ist Gegenstand der Erfindung die Verwendung von Speichel als Probenmaterial

zum Nachweis einer Infeltion mit dem Influenza A- und/oder Infuenza B-Viros.
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Unerwarteterweise wurde gefunden, daf aus Speichel als Probenmatesial mit etablierten
diagnostischen Verfahwen <in zoverlissiger Nachweis vor Influenza A/B-Viren maglich ist.

lnsbesondere erstaunlich ist, dass in ciner bevorzugten Ausfiihropgsform der Brindupg der
Nachieis von Intluenza A/B-Viren aus Speichel méplich ist, ohne dass die Viren bei der
Probennahme im Speichel angereichert werden miissen, sondern dass vielmetr spontan
gehildeter Speichel als Probenmaterial fiir den Nachieis von Influenza A/B-Viren genigt.
Unter "spentan gebildeter Speichel” soli fiir die vorliegende Rrfindung verstanden werden,
dass fitr den Nachweis von Influenza A/B-Viren bei der Probennahime der Speichelprobe
keine Anreicherung der Influenza A/B-Viren in der Probe erfolgt. Es wird lediglich der sich
spontan im Mundrzum befndliche Speichel gesammelt und beispielsweise in ein
Speichelsammelgefs tberfithrt (2. B. durch Spudken o. 4.). Es ist auch maglich, die
Speichelprobe mit Hilfe eines saugfihigen Materials, beispielswetse eines Baurmwollvlicses
(Tupfer}, im Mundraum yo sammeln oder dem Fachmann gelinfige
Speichelsammelvorrichtungen (wie z. B. die sogenanaten Saliverten der Firma Sarstedt oder
das OraSure Specimen Collection Device der Fixma Epitope Ine. Beaverton, OR 97008, USA}
zum Summeln der Speichclprobe 2u verwenden,

Selbstverstandlich ist es auch erfindungsgemid miglich, Speichel als Probenmaterial fiir den
Nachweis von Influenza A/B-Viven einzusetzen, in dem sine Anreicherung (Konzentrierung)
der Viren bei der Probennahune oder in nachfolgenden Verarbeitungsschritten stattgefunden
hat.

Das erfindungsgemiBe Probenmaterial Speichel und die einfache Axt der Probengewinnung
erméglicht im Gegensatz 2u den bisher in der Influenza-Diagnostik bekannten
Prabenmaterialien Nasen-/Rachenabstrich und durch Nasenspilung gewennene Flissigheit
eine standardisierte Probengewinnung ven ungeschulten Personen bzw, dem Patienten selbst
und iriigh damit zu efner hdheren diagnostischen Sicherheit der influenza A/B-Viren-Teste
bei. Zudem ist Speichel als Probenmaterial homogener als die anderen, bislang verwendeten

Materialien, was ebenfalls zur diagnostischen Sicherheit beitcigl,

Im erfindungsgemiBen Verfahren wird zundchst eine Speichelprobe gewonnen.
Beispiclsweise karn dies - wie obes bereits beschrieben - durch Spucken in ein Gefsft,
Aufsaugen einer Speichelprobe mittels sines seopfihigen Materials, beispielsweise sincs
Baumwolltupfers oder dhnlichem, im Mundraum oder unter Begutzong eines
herkammilichen Speichelgewinnungsdevices exfoigen.
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Je nach anzuwendender Wachweismethode (immunclogischer Machweis oder Nachweis iber
entsprechende Noklewssiuren) wizd die Speichelprobe anscllieRend fiir die Nachweisreaktion

aufbereitet:

Bitr den immunologischen Nachweis wird aus der Speichelprobe beispielsweise das virale
Nukleoprotein von influenza A/li-Viren durch Lysereagenzien freigesetzt. Solche Reagenzien
sind dem Fachimann bekannt und kdnnen beispiclsweise als witksame Bestandteile fiir die
Lyse Salze ader Netzmitte] enthelten. Lysereagenz 2o Nachweis von Influenza-Viren enihilt
vorrugsweise ein Netzmittel (beispielsweise hat sich Triten® X 100, Tween® 20 oder beta-
Cetylglycopyranesid bewihrt), ein mildes Reduktionsmittel {bsp, N-Acetyl-L-Cystein oder
DTT = Dithiothreitol), physiologischges Kochsalz {d.h. 0.9 Gew% NaCl in 20-50mhd
Phosphatpufer), ein Konservierungsmittel (bspw. 0,09 Gew% NalN3) und gegebenenfalls ein
Protein zur Vernzinderung der unspezifischen Bindung (bsp. RSA = Rindersermmalbumin
oder RPLA = Rinderplasmualburmm). Der immunclogische Nachweis kaon auler dem viralen
MNuldeoprotein beispielsweise das virale Matrixprotein oder die viralen Polymerasen
pachweisen, Moglich ist auch der Nachweis des Himagglntining oder der Neeraminidase der
Tafluenza A/B-Viren, woza dann - da diese Virusbestandteile auf dex Virusoberfliiche sitzen -

keine Lyse erforderlich ist.

Pitr den Nachweis diber cine Nukleinsdure wird beispielsweise virale Nukleinsiure (RNA)
gewonnen, gereinigt und entsprechend in Gegenwart der fiir den Nachweis erforderlichen
Primer amplifiziery, vorzogsweise mittels der Reversed Transkriptase-
Polymerasekettenreakiion (R1-PCR). Diese Schritte sind dem Fachmann bekannt, ebenso wie
Nokleinsinrenachweise ohne vorherige Amplifikation.

Der Nachweis der Influenza A/B-Viren in der Speichelprobe erfolgt nach an sich bekannten
Verfaliren.

Beim immunologischen Hachweis beispielsweise des viralen Nukleoproteins kann ein
Sandwichkomplex mit entsprechend markicrien Antikdrpern gebildet und nachgewiesen
werden. Selbstverstindlich sind jedoch auch kompetitive Nachweisformate moglich. Obwahl
der Nachweis rittels eines visuell zuszuwertenden, immunachromatographischen
"Teststreitens als Schnelltzst bevoraugt ist, kann der Machweis iiber alle iiblichen
immunologischen Verfahren, beispielsweise ELISA, Agglutinatinnstests, turbidimetrische

Tests ete. erfolgen.
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Beim Machweis der Influenza A/B-Viren iiber Nukleinsiuren wie RNA wird bevorzugt das
Produkt der RT-PCR mittels eines markierten Primers markiert und die Markienumg des
Prirers (7. B. ein Brzym- oder Fluoteszenzlabel) jo pach Natur der Markierong {Label)
detelctiext.

Ein Testkit fiir die Durchfithrung des erfindungsgemifien Verfahrens ist ebenfalls Gegenstand
der Erfindung. Der Testkit enthilt als wichtigen Bestandieil zunichst eine Vorrichtung rum
Sammeln einer Speichelprobe, beispivsweise cin Gefi zum Kineinspucken, ¢inen oder
mehrere saugfahige Wattebausche, oder cine handelatibliche Speichelgewinnungsvorrichiung,
7. B. eine Salivette der Fa. Sarstedt oder ein OraSure Specimen Collection Device der Fa.
Epitope. Weiterhin enthillt der Testhkit simtliche Reagenzien und Hilfsmittel fir den Nachweis
der Influenza A/B-Viren in der Speichelprobe. Fiir einen immunologischen Nachweis sind
dies beispielsweise ein Lysepuffer zum Freisetzen der viralen Nokleoproteine, gegebenenfills
markierts Antikérper und gegebenenfalls ein Reaktionsmedium (Teststreifen,
Mikrotiterplatte, Reaktionsrohrchen (Tube)) fiir die Durchfithrung des immunologischen
Wachweises. Die entsprechenden Reagenzien und Hilfsmittel sind dem Fachmann in einer
Vielzahl von Ausfahrungsformen bekanut. Far den Nuldeinsiurenachweis gilt das selbe. Hier
enthélt der Kt beispielsweise die notwendigen POR-Reagenzien und -Realtionsgefibe.

Die Erfindung wird durch das nachfelgende Beispiel naher erlautert:

Beispiel
1. Machweis einer Influenza-Virus-Infektion aus Speichel als Probenmaterial

Zum Beleg der Bignung von Speichel als Probenmaterial zum Nachweis von Influenza-Viren
wurden bei 10 Personen mit Verdacht auf Influenza und bei 4 Personen ohne alten
Tnfluenzaverdacht jeweils zwei Rochenabstriche und eine Speichelprobe entnommen, Das aus
den Rachenabstrichen gewonnene Probenmaterial wurde zu Vergleichsewecken gesammelt
und auf eine Influenza A/B-Viren-Infektion untersucht. Die Frgebnisse dieser
Untersuchungen wurden mit den Ergebnissen verglichen, die mit Speichel als Probenmaterial
gewonnen wurden. Tzbelle 1, die im Anschlufl an den experimentcllen Teil des Beispiels

wiedergegeben ist, zeigt die Vergleichsergebnisse im Uberblicle.
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.1, Probengewinnung
L.1.t. Rachenabstriche

Die Ruchenabstriche wurden mittels steciler Einwegbaumwollabstrichtupfer der Firma Copan
Inalia (I-25125 Bresciay Best.-INr. 16705010 i der dem Fachmann gelaufigen Art und Weise
entnommen. Die jeweils zwei von einem Patienten entnommenen Rackenabstriche wurden
durch einmaliges Abstreichen des Rachens mit einem Abstrichtupfer mit zwei unmittetbar
nebeneinander angeerducten Baumwollkissen erhalten. Dadurch wurde eine weitgehende
Vergleichbarkeit der beiden Abstriche gewihrleister,

1.1.2. Speichelprobe

e Speichelprobe wurde von den Patienten selbst gewonnen, indem sie jeweils ca, 0,5 ml
sponian gebildeien Speichel in einem kleinen Einweghunststoffréhrchen mit
Schraubverschlufs (Best.-MNr. 62,559.001 der Firma Sarstedt) auffingen. Auf die Verwendung
von dem Fachmann bekannten Speichelgewinnungsverfahren/-devices {wie etwa die
Salivetten der Firma Sarstedt oder das Oraure Specimen Collection Device dex Firma
Epitope Ine. Beaverton, QR §7008, USA) wurde bewoBt verzichtet um zu zeigen, daff ohne
vorherige Konzentrierung oder Speichelprozessierung ein Machweis von Influenza-Viren
maoglich ist. Selbstverstandlich ist aber die Benutzung solcher Speichelgewinnungsverfahren/-
devices erfindungsgemif geoavso moglich.

L.2. Nachweis von Influenza A/B-Viren aus Rachenabsirichen {nur zum Vergleich}
1.2.1. Nachweis aus Rachenabsirichen mittels Zellkultuy

Jeweils der erste Abstrichiupfer wurde unmitielbar nach der Entvahme in ein Rohrchen mit
1,5 m! Influenza- Virus- Transportmediwm der Firma Virotest (Rosenbergstr, 85, D-70193
Stuttgart, Cat.-No. 0500300) iberfithut und auf MDCK-Zeller: (Madine-Darby Canine
Kidney-Zellen) kultiviert. Die Kuoltivierung dex Proben erfolgie gemal dem in der Literatur
beschriebenen Verfahren{ Mikrobiclogische Diagnostik, Gearg Thieme Verlag, Stuttgart, New
Yorls, 1992, Herausgeber Friedrich Burkhardt, Seite 3717, Die Ergebnisse sind in Tabelle 1

"

wiedergegeben, wobei " einen positiven Befund und "-" einen negativen Befund

symbalisiert.
1.2.2. Machweis aus Rachenabstrich mitteis cines immunologischen Schnelltests

Dier jeweils zweite Abstrichtupfer wurde unmittelbar nach der Entnahme der Probe aus dem

Rachenratin des Patienten mittels eines immunclogischen Antigenschnelltestes aunf
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Answesenheit von Influenza-Viren {Influenza A/B-Repid Test der Firma Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Deutschland, Kai.-Ne. 2 158 663) gepriift. Der dabei verwendete
Schnelltest entspricht im Wesentlichen dem als Beispiel 2 in EP-A 0 926 498 beschriebenen
immunolegischen Schnebltest. Auf dieses Dokument wird hierzu ausdriicklich Bezug

genommen.

Meben der visuellen Bewertung der Teststreifen wurde die Intensitit der Nachweislinie nach
beendeter Chromatographie mittels eines remissionsphotemettischen MeBgerites
(Ringbeleuchtung mittels 24 griveer LEDs der Wellenldnge 555 nm und CCD-Kumera mit
Objektiv) quantitativ vermessen. Dabei wurde die Intensitit des Nachweisstrichsignals in
Prozenter der Remission (% Rem; bezogen auf cinen "weilen" Bezirk des Teststreifens, dem
die Remissian 100 % zugeordnet wurde) untersucht: Remissionswerte ab 98,5 % werden vom
Benutzer als negatives Signal erkannt; Remissionswerte zwischen 96 %h und 98,5 % werden als
schwach positives Signal erkunnt; Remissionswerte von weniges als 96 % werden als eindentig
positives Signal erkannt. Die Ergebnisse sind in Tabeile 1 wiedergegeben, wobei "+" ein

postiives Sigpal, "(+)" ein schwach positives Signal, un «in negatives Signal bedeatet.

1.3. Nachweis von Influenzz A/B-Viren aus Speichel
1.3.1. Machweis von viraler NMucleinsdure im Speichel mittels RT-PCR

Lrie Speichelproben wurden mittels RT-PCR (Reversed Transkriptase-Polymerase Chain
Reaction) ant Anwesenheit viraler Influenza-Nudemsiure (hier: Ribonukleinsiure, RNA)
gepriift. Der Analysengang setzte sich aus den drei in der Nucleinsdurediagnostik itblichen
Teilschritten Probenvorbereitung {zur Abtrennung von Inhibitoren), Amplifikation und
Machweis der Mucleinsdure zusammen (vgl. nachfolgend unter 1.3.1.a bis 1.3.1.¢). Dabet

wurde wie folgl vorgegangen:
1.3.1.a Probenvorbereitung

Zur Jsolierang der viralen Influenza-RNA wurde der water der Best.-Nr. 1 858 882 von Rochke
Molecular Biochemicals {Sandhofer Strafie 116 in 12-63305 Mannheim/Deutschiand)
kemmerziell erhiltiche ,High Pure Viral RNA Kit® verwendet, Dic Durchfiihrung exfulgte
gemifl dern in der Produktbeschreibung aufyefithrten Standard-Protokell, indem zunichst
jeweils 200 1 Speichel pro Reaktionsgefif (Filtertubej in Anwesenheit von Bindepuffer an
das Glasvlics des Filtertubes gebunden wurde und nach Entfernen evil, anwesender
Inhibitoren durch zwei Waschschritte die virale Nucleinsaure in 200 pd Elutionspuffer eluiert

wirde. Dabei wurde darauf geachtet, dass das Probeavelumen vor (Speichel} und nach
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(Eluat) der Probenvorbereitung identisch war, so dass keine Konzeptrierung der Influenza-
Viren stattgefunden hat. Natiirlich ist es erfindungsgemaf auch miglich, den Flutionsschritt
mit weniger als der der Speichelmenge entsprechenden Elutionspuffermenge dorchzufithren

und 5o die Influenza-Viren im Bluat anfzukonzentrieren baw. anzureichern.
131§ RTPCR

Siimtliche Reagenzien wurden, soweit nicht anders avfgclistet, ober Roche Molecular

Biochemicals {s. 0.) bezogen.

Dias Ansatevolumen pro PCR-Realdtionsgefif betrug 50 1. Darin waren 10 pl Probenvalumen
(Eluat aus der Probenvorberertuny) sowie 19 pl Bicine-Puffer (5 x RT-PCR-Puffer] enthalten.
Die weiteren Komponenten des Mastermixes waren in folgender Endkonzentration enthalten:
2,5 mmolar Mangan-acetal, jeweils 0,2 inmolar dATP (2'-Desoxy-adenosin-5'-triphosphat),
dCTF (2'-Desoxy-cytidin-5'-triphaspbat), ¢CTP (2'-Desoxy-guanosin-5'-triphosphat) und
dUTT (2'-Desoxy-uridin-3-triphosphat) sowie 0,05 mmolar dTTP (2-Desoxy-thymidin-5'-
triphosphat]; 5,01 U/ul UNG (Uracil-DNA-Glycosylase); 0,2 Ufpl Tth-Polymerase ans
Therirus dermophihs FIBS; 0,8 U/l RiNase-lohibitor sowie jeweils 1,0 pmelar Forward- und
Reverse Primer.

Die Sequenz der Primer worde der Literatur entnomenen (James C. Doncfrio et al., Detection
of Influenza A and B in Respiratory Secretions with the PCR, 1992, PCR Methods and
Applications i, Seite 263-268). Die Primer sind typspezifisch firr Influenza A und weisen ein
212 Bagenpaar langes hoch konserviertes Gensegment (Position 101 bis 312) des Mairixgens
nach. Der Reverse Primer war zurn anschlieBenden Nachweis des Amplifikationsprodizkies in
der Mikrotiterplatte am 5°-Ende Biotin-markiert. Typspezifische Primer tiir Influenza B sind
ebenfalls in der Literatur bekannt (James C. Donofrio et al., Detection of Tnfluenza A and B in
Respiratory Secretions with the PCR, 1992, PCR Methods «nd Applications 1, Scite 263-268).

Dic Ampiifikation des Mastexmixes erfolgte in cinem Perkin Elmer 9600 Thermocycler mit
dem nachfolgenden Temperaiurprofil: 20 Minuten Raumtemperatur nach UNG-Zugabe +
45 Minuren 50° C + 2 Minuten 94° C + 10 Zyklen {30 Sekunden 94° C + 60 Sekunden 5¢° C +
90 Sekunden ¢8° C) + 35 Zylkden (30 Sekunden 94° C + 60 Sekunden 60° C + 90 Sekunden 68°
C) + 7 Minuten 68° C.
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L.3.7.c Hybridisierung vind Detekiion

Dier Nachweis der aus der mittels RT-PCR amplifizierten Nucleinsiure erfolgte unter
Verwendong des PCR ELISA (DIG Detection) der Firma Roche Molecular Biochernicals Cat.-
Ne. 1 636 111, Mit Ausnahme der Pipettiervolumina wurden simtliche Schritte pemiat
Beipackzettel ausgefithrt.

19 pl des Amplifikationsproduktes warden out 24 pl Denaturierungslosung in einem 1,5 ol
Reaktionsgefil gemischi und fiir 10 Minnfen bei Raumternperatur inkubiert, Danach wurden
250 1 einer Digoxigenin-ntarkierten Hybridisierungssande zugegeben. Die Konzentration
der Hybridisterungssonde betrag 70 ng/iml.

Die Sequenz der Hybridisierungssonde wurde der Literatur entnomemen (James C. Donofrio
et gl., Detection of Influenza A and B in Respiratory Secretions with the PCR, 1992, PCR
Methods and Applications 1, Seite 263-268). Die Sonde ist gegen die Pusiifon 177 — 205 des
Matrixgenes (Segment 7) von Influenza A gerichtet, Entsprechende Senden fiir Influenza B
sind ehenfalls in der Literatir belcannt {James C. Donofrio et al., Detection of Inflnenza A and
B in Respiratory Secretions with the PCR, 1992, PCR Methods and Applications 1, Seite 263-
263).

200 pl des Reektionsgemisches wurden in eine Vertiefung ("“well"] einer mit Streptavidin
beschichteten Mikrotiterplatte fiberfithrt und auf einem Schiittier fifr 1 Stunde bei 37° C
inkubiert. Nach Bindung des Hybridisierungsprodukres an das Strepravidin der
Mikrotiterplattenwand wird der Inhalt des wells sbgesaugt und 3 mal mit jeweils 300 pl
Waschldsung gewaschen. Danach wurden 200 pt Anti-Digoxigenin-Peroxidase-Substrat
(Anti-DIG-FOD-Konfugat} in das well gegeben und die Losnng fir 30 Minuten bei 37° C auf
cinem Schiittler inknbiert. Nach Bindung des POD-Konjugates wurde der [nhalt des wells
abgesaugt, 3 mat it 300 yl Waschlésung gewaschen und anschlieflend 200 pl 2,2"-Azino-di-
[3-ethylbenzthizzolin sulfonat (6)] Diammoniumsalz-Substrat (ABTS-Substrat) zugegeben.
Nach abschlieRender Inkubation fir 30 Minuten bei 37° C wurde die Farbentwickinpg bei 405
nnt an einem Mikrotiterplattenteader gemessen.

Bei jeder PCR-Bestimmung von Speichelproben wurden. paraliel mehrere Negativkontrollen
(DEMC-Wasser {Art, Nr. 16-001Y "Accu Gene Water, molecular biology grade, autoclaved”
des Herstellers Bio Whittaker Burope S.p.r.l. {Parc Industriel de Petit-Rechain, B-4800
Verviers, Belgium) zum Ausschluf falsch positiver Werte durch Kontamination} sowie

mehrere Positivhontrollen (Verdiinnungsrethen von infiuenzahaltigen MDCK-
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Kulturitberstinden) mittels Probenvorbereitung und RT-PCR mitbestimmt Zusitzlich wurde
2ur Kontrolle der Detektionsteagenzien auf der Mikrotiterplatte eine kitinterne
Positivkontrelle mitgetiibrt.

Die Extinktionswerte der mitgefibrten Negativkonerollen in dex Mikrotiterplatte lagen
ublicherweise bei 100 — 150 mE. Die Werte der mitgetithrten kitinternen Positiviontrolle
lagen ublicheweise bei 1000 — 1500 mE.

Als Positivsignal fir Patientenproben wurden Extinktionswerte > 300 mE definiert, was
einemm Signal grofer dem 2fachen Leerwert/Nullwert entspricht, Die Ergebnisse finden sich in

Tabelle J, wobei “+" cinen positiven Befand und "-" einen negativen Befund symbolisiert.

1.3.2. Nachweis eines viralen Antigens im Speichel mittcls eines immunolegischen
Schnelltestes

Znm Nachweis der Influenza A/B-Viren aus Speichel warde der Influenza A/1i-Rapid Test der
Firma Roche Diagnostics Cat.-No. 2 158 663 verwendet. Der dabei verwendete Schnefltest
entspricht im Wesentlichen dent als Beispiel 2 in EP-A U 926 498 beschriebenen
immunologischen Schnelltest. Auf dieses Dokument wird biersu ausdricklich Bezug
genonunen.

Tier Test wird normalerweise dagu verwendet, das typsperifische virale Nueleoprotein aus
Rachenabstiichen mittels eines immunalogischen Chromatographieteststreifens
nachzuweisen. Der Test differenziert dabei nicht zwischen Influenza A- und Influenza B~

Viren.

U eine gute Chromatograpkie des Teststreifens mit Speichel als Probenmaterial zu
pewihrleisten, wirde ein spezieller Lyse/Elutionspuffer verwendet, der nicht Bestandteil der
Testpackung ist. Der spevielle Lyse/Elutionspuffer setzte sich wie folgt zusammen:

0,9 Gew.-% NaCl, 2 mM KHzPO,, 10 mM Na,HPO,, 0,095 Gew.-% Nals, 10 mM EDTA,
1,5 Gew.-% Rinderserumalburmin (RSA), 1,5 Gew.-% Uriton® X-100,

Der Test wurde wie fulgt durchgefuhrt:

Anstatt wie im Beipackzettel begchrieben zundchst einen Rachengbstrichtupfer als
Patientenprobe mit 3 Portionen (= 800 pl) des im Testkit enthaltenen Lyse/Elutionspuffers zu
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eluieren, wurden 300 pl Speichel und 500 ul des spezzellen Lyse/Elutiongpuffers in ein
Reaktionsgefift gegeben und gemischt.

Die weitere Testdurchiiihrung erfolgte gemi® den im Beipackzette]l beschriebenen Schritien.
Dies beinhaltete zunichst die Zugabe von 2 Tropfen Antikérperldsung 1 (enthélt biotinylierte
moncklonale Antikérper gegen Nucleoprotein A und Nudeoprotein B), die Zugabe von 2
Tropfen Antikdrperlosuny 2 (enthilt digoxigenylierte mopoklonale Antikarper gegen
Nucleoprotein A und Nucleoprotein B) sowic die abschlieBende Chromatographie dieses
Reaktionsgemisches iber einen Teststreifen.

Wic aus EP-A ( 926 498 bekannt ist enthalt der T'eststreifen cin Konjugatvlies, das mit einem
in Probenfliissigheit ablésharern Goldkenjagat reversibel imprégniert ist. Die Goldpartikel
sind dabel adsorptiv mit einemn monokionalen Antikdrper gegen Digoxigenin beladen.

Ir: einer weiteren Zone des Teststeeifens in Chromatographierichtiung Hultabwirts befindet
sich ene Nitrgcellulosenenbran, auf der Polystrepiavidin als Nachweislinie und ein
pelyldonaler Antikérper PAKSMans Fey>S-1pG als Kontroll-Linie irreversibel impragniert

sind.

Der in Anwesenheit des Analyien {m ReaktionsgefaR gelnldete Sandwichkomples aus
biotinyliertem Antkorper/Nucleoprotein/digoxigenylisriem Antikérper chromatographiert
itber den Teststreifen, bindet nach Anlosen des Goldkonjugates dieses Gber den Anti-
Digoxigenin-Antikirper an den digoxigeninmarkierten Anti-Tnfluenza-Antikirper des
Sandwich-Komplexes und wird anschliefend am Polystreptavidinstrich iiber den
biotinmarkierten Anti-Influenza-Antikorper des Sandwich-Komplexes an der
Nitrocellulosemembran abgefangen. Dabei wird ein roter Strich auf der

Nitrocellulosemernbran sichibar, der ein positives Testsignal darstellt.

Uberschiissiges Goldkonjugat chromatographiert Buflabwiirts und wird am Kontrollstrich der
Nitrocellulosermernbran als weltere, sichthare rote Linie mittels PAK<Maus Fey>3-1gG

abyefangen.

Neben der visuelien Bewertung der Teststreifen warde die Intensitat der Nachweislinie nach
beendeter Chromatagraphie mittels eines resussionsphotornetrischen Mefigerites
(Ringbelevchtung mittels 24 griimer LEDY's der Wellenldnge 555 nm und CCD-Kamera mit
Objekily) quantitativ vermessen. Dabei wurde die Intensitit des Nachweisstichsignals in
Prozenten der Remission {% Rem.; bezogen auf einen “weiflen” Bezirk des Teststreifens, dem
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dic Remission 100 % zugeordnet worde) untersucht: Remissionswerte ab 98,5 % werden vom
Benutzer als negatives Signal erkannt; Remissionswerte zwischen 96 % und 98,5 % werden als
schwach positives Signal erksnnt; Remissivnswerte von weniger als 96 96 werden als eindeutig
positives Signal erkannt. Die Ergebmnisse sind in Tabelle 1 wicdergegeben, wobei “+" ein

positives Signal, "(+) ein schwach positives Signal und "-" ein negatives Signal darstellt.
1.4. Ergebnisse

MNachfolgend sind eirige mit Patientenproben erhaltene Ergebnisse beispizihaft anfgefiihrt
{Tabelle 1).

Die aufgefithrten Hrgebnisse beziehen sich ausschlieflich auf den Nachweis von Infoenza A-
Viren, de znm Zeitpunkt der Probennahome ausschlieBlich Influenza A vorherrschte und keine
Patientenproben mit Influenza B gefunden wurden. Den Experten ist bekannt, dafl

Toflwenza B ine Gegensatz zu Influeaza A nicht ia jeder Wintersaison zirkuliert und dafl sclbst
bei einern gemeinsamen Avficeten von [nfluenca A/B-Viren in giner Wintersaisen Influenza B

immer mit ¢iner deutlich niedrigeren Privalenz verireten ist.

Es soll hier nicht unerwilint bletben, dass klinstlich hergestellte Influenza B-positive
Speichelproben {gepoolte Speichelproben, die mit Kuolturiiberstand aus Influenza B-Viren
aufgestockt {"gespiket™) waren) sowohl im Nukleinsiuretest als auch im immunoclogischen
Test ebenfalls rum Nachweis von Influenza-Viren aus Speichel geeignet waren. Die
anfgefithrten Ergebnisse stellen daber keine Limitation im Sinne der Erfindung zum separaten
oder gemeinsamen Macliweis von Intluenza 13- Viren neben Influenza A-Viren aus Speichel
dar, Viclmehr ist Speichel als Probenmaterial zum Nachweis von Influenza A/B-Viren

geeignet,
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Tabelle 1
e v Speichelproben
VPerson No.* smmunolegischer immunologischer
Kulter® Schnelltest PCbR'. v Schnefltest |
visuell” [photometrisch” Ergebuis visuell® | photometrisch”
i + + + + + +
z T S Y T
3 + +) {+) 1 + + +
4 + + + i + + +
E + + + + + +
[ + (+) (+] ] + + +
7 + - - | 3 (+) -+
& + - - + (+) 3]
3] - _ - - - -
10 - B . B E -
i1 - - f“"L;”?”* R T
12 - - - - _ _
13 - - - - - -
—: S - : - :

A:  Beiden Personen Nr. [ - 10 handelte es sich um Personen mit influenzaartiger
Symptomatik. Bei den Personen Nr. 11 — 14 bandclte es sich um Personen ohne akute
respiratorische Symptornakil

B:  Kultiviernng anf MDCEK-Zellen (vgl. vater 1.2.1. oben); + positiv; - negativ

€ Schuelltestdurchfishrung wie unter 1.2.2, und 1.3.2. beschricben (siche oben);
+ positiv {+) schwach positiv; - negativ

D: ° Quantitative Bestimnung der Intensitit des Nachweisstriches mittels eines
remissionsphotometrischen Mefgerites (vgl. unter 1.2.2. und 1.3.2. abep);
wiedergegeben sind bier rrur die relativen Ergebnisse (+ positiv; (+) schwach posttiv;

- negativ), die sich gemifd der im Text angegebener Skala ergeben.

E:  Gemessen wurden dic Extinkiionswerte der Mikrotiterplatte bei 405 nm {vgl. unter
1.3.1. oben); wiedergegeben sind hier nur die relativen Exgebnisse (+ positiv; - negativ),
die sich gemaR der im Text angegebenen Skala ergeben.
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Aus den Brgelmissen, die in Tabelle 1 wiedergegeben sind, witd folgendes sichtbar:

s Nichi alle aufgrund der idinischen Symptomatik als Influenzapatienten eingestuften
Personen (Nr. T — 10} waren tatsichlich Influenza-posiiiv. Person Nr. 9 und 1) waren
sowohl in der Kaltur aus Rachenabatrich, als auch in der PCR aus Speichel als auch mit
dern Schreelltest aus Speichel und Rachenabstrich negativ. Dies verdeatlicht die einleitend
gemachte und in Espertenluyeisen bekannte Aussage, daB8 eine definitive Diagnose auf
Influenza ausschlieBlick aufgrund der Klinischen Symptomatik nicht miglich ist.

s Die Rachenabstriche und Speichelproben von asymptomatischen Personen (MNr. 11 - 14)
waren mit allen zufgelisteten; Testnethoden negativ und verdentlichen darnit die Klinische
Spezifitiit dieser Methaden,

= Von den 8 éber Rachenabstriche mittels Zellkuitar Influcnza A-positiv gefundenen
Personen (Nr. 1 — 8; sug. kalturpositive Patienten) wurden mit dem immunologischen
Schnelltest aus Rachenabstrichen 6 Persunen ebenfalls als positiv diagnostiziert, Dies
verdeutlicht, daff die kinische Seasitivitit dieser bisher verfiigbaren Schunellteste aus
Abstrichen als Probenmaterial unter der zur Zeit als Goldstandard anerkannten Zeliknltur
liegt (kiinische Sensitivititen verschiedener immunclogischer Schnellteste gemifd
Beipackeeitel der jeweiligen Hersteller; Quidel 73 % fur Nasenabstrich, Roche 70 % fir
Rachenabstrich, Biostar 62 % fur Rachenabsirich und 83 % fir Nasopharyngealabsirich).

s Hingegen wurden die zugehdrigen Speichelproben aller 8 kultnrpositiven Patienten mit

dem mmunologischen Schielltest positiv gefunden.

«  Deyweiteren geht aus dem Vergleich der Rernissionswerte (in der Tabelle nicht gezeigt)
hervor, daf die Nachwelssirichinfensititen avf dem immunologischen Schoellteststreifen
mit Speichelprabe etwwas intensiver weren als die zugehérigen Nachweisstrichintensititen
hei Verwenduny vwon Rachenabstrichen.

e Die Schnelltestergebaisse aus Speichel decken sich dabei mit den zogehirigen PCR-
Brpebnissen aus Speichel und belegen damit, dafl aus Speichel als Probenmaterial auch
ohne vorherige Anreicherung bei der Probengewinnung Influenza A/B-Viren zuverlassig
nachgewiesen werden kdnnen.
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Patentapspriiche

Verfahren zum MNachweis einer Infektion mit dem Influenza A- und/oder Influenza B-
Virns umfassend die Schritte

i)  Gewinnung einer Speichelprobe;

ii) Vorbereitung der Speichelprobe fir den Machweis; und

) Nachweis des Influenza A- und/oder Influenza B-Virus in der Speichelprobe,

Vertahren gemaf Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Speichelprobe, die in
Schritt i) gewonnen wird, sponten gebildeter Speichel ist,

Verfahren gemif Anspruch 1, dadurch gekennzeich net, dass die Speichelprobe in
Schriit i) mit cinem Speichelgewinaungsdevice ohne virusspezifische Anreicherung

gewonnen wird.

Verfahren gemif einem der Anspriiche [ bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass in Schritt
ii) aus der Speichelprobe virale Influenza A~ und/oder Influenza B-RNA gewonnen
wird, diese mittels RT-PCR arnplifiziert und in Schritt iii) nachgewiesen wird.

Verfahren gemifi cinemn der Anspriiche [ bis 3, dadurch gekenpzeichnet, dass die
Speichelprobe in Schritt 1ii) immunclogisch auf Vorhandensein von Influenza A-

und/oder Influenza B-Viren untersucht wird.

Verfthren gemif Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass die Speichelprebe in
Schritt ii) mit einem Lyscpuffer behandelt wird, so dass virales Nukleoprotein des
Influenza A- undfoder Influenza B-Virus freigesetzt wird und dieses Nukleoprotein in
Schritt iii) immunologisch nachgewiesen wird.

Testhit zum Nachweis einer Infeldtion mit dem Influenza A- und/eder Influenya B-
Virus enthaltend

i) eine Vorrichtung zuem Szmmeln einer Speichelprobe; und

i) Reagenzien und Hilfsmittel zam Nachwels von Influenza A und/oder [nfluenza B-

Viren.

Verwendung von Speichel als Probenmaterial zum Nachweis einer infektion mit dem

Influenza A- und/eder Intluenza B-Virvs.
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Verwendung von Speichel gemil3 Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass der
Speichel spontan gebildeter Speichel ist

Verwenduny von Speichel gemifd Ansproch 8, dadnrch gekennzeichnet, dass die
Speichelprobe mit einem Speichelgewinnungsdevice ohne vivusspezifische

Anreicherung gewonnen wird.

Verwendung von Speichel gemaf einem der Anspriiche 8 bis 10, dadurch
gekennzeichnet, dass der Machoweis einer Infektion mit dem Influenza A- und/ader
Influenza B-Virus mitrels eines immunologischen Tests erfolgt.

Verwenduny von Speiche] gemil einem der Anspriiche 8 bis 10, dadurch
gekennzeichnet, dass der Nachweis eincr Infekition mit dem Influenza A- end/oder

Influenza B-Virus miitels sines Mokleinsdurenachweises erfolgt.
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