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1. Einleitung

1.1. Geschichte der Dengue-Virus-Infektion

Vielen Menschen ist heutzutage das Denguefieber (DF) als eine in tropischen Landern verbreitete
Infektion bekannt. Die erste schriftiche Erwdhnung des Denguefiebers in der westlichen Welt, eine
Beschreibung auf Englisch als ,break bone fever’, war die Beschreibung einer Epidemie in
Philadelphia im Jahre 1780. Ausbriiche waren in den USA noch bis in den ersten Jahrzehnten des
letzten Jahrhunderts haufig, der letzte gro3e 1934 in Florida und New Orleans 1945. Beschreibungen
von komplizierten Verlaufen des Denguefiebers (Hamorrhagien, Schock, Todesfélle) kamen 1897 aus
Australien, aber auch aus Europa (1928 aus Griechenland und 1931 aus Formosa). 1903 konnte
nachgewiesen werden, dass Denguefieber durch Stechmiicken der Gattung Aedes aegypti Gibertragen
wird. 1906 wurde die virale Atiologie bewiesen. Sabin konnte 1946 nachweisen, dass 2 virale Stamme
keine anhaltende Kreuzprotektion beim Menschen hervorrufen, und konnte somit die Existenz von
verschiedenen Serotypen beweisen. 1956 entdeckte Hammond zwei weitere Serotypen des Dengue-
Virus.

Nach dem zweiten Weltkrieg begann in Suidostasien eine Pandemie mit intensivierter Ubertragung von
multiplen Serotypen, was zu Ausbriichen von Dengue Hamorrhagischem Fieber (DHF) und Dengue-
Schock-Syndrom (DSS) fuhrte. In den letzten 25 Jahren zeigte sich ein &ahnliches Muster an
intensivierter viraler Transmission und steigender DHF-Inzidenz in Stdwestasien, Lateinamerika, der
Karibik und Ozeanien, noch gesteigert durch hohe Urbanisationsraten, Bevdlkerungswachstum und
Zunahme der Mobilitat [1].

1.2. Andere Flaviviren

Das Dengue-Virus gehért zu den Flaviviren. Die Flaviviridae sind behillte Viren, mit einstrangiger RNA
und einer GroRe von 40-60nm. Der Name stammt, historisch gesehen, vom wichtigsten Vertreter
dieser Gruppe, dem Gelbfieber-Virus (von lat. flavus = gelb). Zur Familie der Flaviviridae zahlen die
Gattungen Flavivirus, Pestivirus und Hepacivirus.

Alle Viren der Gattung Flavivirus sind serologisch miteinander verwandt. Die Lipidhlle ist dicht mit je
180 Kopien der M- (fir Membran) und E-Glykoproteine (envelope) bedeckt. Die positive RNA (11
Kilobasen) beinhaltet einen 10-Kilobase Code fur ein einziges ,polyprotein precursor“-Protein.

Das E-Protein erfullt wichtige biologische Funktionen, z.B. die Adhé&sion des Virus an die Zellen, die
endosomale Fusion sowie die Prasentation von Abschnitten, welche eine Rolle bei der
Hamagglutination und der viralen Neutralisation spielen.

Neben dem M-Protein, dessen precursor preM- sowie dem E-Protein gibt es 7 Nichtsstruktur-Proteine,
welche Funktionen im Replikationsprozess tbernehmen: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5.
Flaviviren kdnnen sich in einer Vielzahl von Insekten-, Zecken- und Vertebratenzellen vermehren.
Durch Kreuzneutralisationstests kann man die Gattung Flavivirus in 8 Antigengruppen einteilen.
Hierzu gehéren die Japanische-Enzephalitis-Virus-Gruppe (JE, StLE, WNV, MVEV), die Dengue-



Virus-Gruppe (DENV1-DENV4), die Gelbfieber-Virus-Gruppe sowie die Gruppe der durch Zecken

Ubertragenen Flaviviren (FSME, RSSE, louping ill, Powassan, Kyanasur Forest disease, Omsk HFV).

Es gibt mehrere Dutzend verschiedene vorwiegend tber Insekten und Zecken Ubertragene Viren
(Arboviren) des Genus Flavivirus (zoonotische Flaviviren), von denen 30 erwiesenermalfen
humanpathogen sind [1]. Die wichtigsten davon sind: Gelbfieber, Frihsommer-Meningoenzephalitis,
Japanische Enzephalitis, West Nile Virus und St. Louis Enzephalitis, die im Einzelnen kurz vorgestellt

werden.

1.2.1. Gelbfieber

Obwohl afrikanischen Ursprungs wurde die Gelbfieber-Erkrankung zunéchst in der so genannten
neuen Welt, nach einem Ausbruch in New York 1648, beschrieben. 1878 fuhrte eine Epidemie im
Mississippi Valley zu circa 100.000 Fallen und verursachte Kosten in Hohe des gesamten
Jahresbudgets der Vereinigten Staaten. 1793 starben circa 10% der Bevodlkerung von Philadelphia
wahrend einer Epidemie. Aber auch 1905 gab es in St. Louis noch Hunderte Todesfélle. Die
Ubertragung durch Miicken wurde erst 1881 durch den kubanischen Arzt Finlay nachgewiesen, das
Virus selbst 1928 isoliert. Die Entwicklung eines Impfstoffes in den 1930er Jahren brachte Theiler den
Nobelpreis [1].

In Stidamerika traten in den letzten 25 Jahren durchschnittlich 100 Meldefélle jahrlich auf. In Afrika
werden einige Tausend Félle jahrlich gemeldet, obwohl einige Experten die wahre Anzahl der
Betroffenen auf bis zu 50-mal héher einschatzen (WHO-Schatzungen: Jahrlich circa 200.000 Falle
und 30.000 Todesfélle [86]).

Die ,attack rate“, also die Anfallsrate wahrend Epidemien, kann bis zu 30 von 1000 betragen, die
Letalitat 20-50%.

1.2.2. Frihsommer-Meningoenzephalitis (FSME)

Obwohl eine Virusisolierung erst 1948 gelang, gibt es seit den frilhen 30er Jahren in Osterreich die
Beschreibungen einer Krankheit, welche mit FSME kompatibel ist. Ahnliche Falle wurden zum
gleichen Zeitpunkt im 6stlichen Russland beschrieben und Russian Spring-Summer Encephalitis
(RSSE) genannt. Das fur diese Erkrankung verantwortliche Virus konnte bereits 1937 aus
Patientenblut und dem Vektor isoliert werden. Mittlerweile wei3 man, dass drei eng verwandte
Subtypen des FSME-Virus existieren. Die Inzidenz von FSME variiert je nach geographischer Lage,
Jahreszeit und Impfstatus der Bevdlkerung [1]. In Deutschland, wo sich das FSME-Risikogebiet stetig
vergréRert, erkranken jahrlich einige Hundert Menschen an FSME. Obwohl die Erkrankung in der
Mehrzahl der Falle milde verlauft, kann es zu komplizierten Verlaufen mit Todesfallen oder bleibenden

neurologischen Schadigungen kommen.

1.2.3. Japanische Enzephalitis
Dieses nur in Asien vorkommende Virus wurde erstmals 1934 in Japan isoliert und die Ubertragung
durch Micken 4 Jahre spater nachgewiesen. Das wichtigste Erregerreservoir bilden Schweine und

wildlebende Vdgel. Die seit den 60er Jahren in vielen Landern durchgefiihrte Impfung fuhrte dort zu
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einem deutlichen Rickgang der Inzidenz. In Landern ohne entsprechende Impfpraktiken allerdings
kam es zu einem Anstieg der Inzidenz; derzeit geht man von 125.000 Féllen pro Jahr aus. Die Letalitat

betragt circa 25%. Bei 45% der Uberlebenden bleiben neurologische Ausfalle zuriick [1].

1.2.4. West Nile Virus

Seit dem letzten Jahrzehnt des vergangenen Jahrtausends hat sich die Epidemiologie des 1937
erstmalig von einer Fieberpatientin aus der westlichen Nilregion in Uganda isolierten WNV geéndert.
So kommt es haufiger zu Ausbriichen in Siideuropa, Russland und dem Mittleren Osten sowie seit
kurzem zu einer Ausbreitung tGber den gesamten nordamerikanischen Kontinent. Diese Ausbriiche
gehen mit einer gesteigerten Morbiditat und Mortalitéat einher. Bei der Verbreitung spielen Zugvégel
eine zentrale Rolle. Rezente Ausbriiche gab es z.B. in Ruménien im Jahr 1996 (393 Félle mit 17
Todesfallen) und in Israel im Jahr 2000 (233 Fallen, davon 33 mit letalem Ausgang). In den USA
hatten im Jahr 2002 4.156 Personen eine nachgewiesene Infektion, woran 264 verstarben. In einigen
Gegenden kiindigten sich Ausbriiche durch tot vom Himmel stiirzende Vogel an [1]. Ahnliches
passierte vor iber 2000 Jahren, kurz nachdem Alexander der Gro3e Babylon betrat: Eine Gruppe
Raben zeigte ein ungewdhnliches Verhalten, um kurz darauf vor seinen Fiissen zu versterben. Somit
kénnte der Tod von Alexander dem GroRen, der wenig spater nach 2-wochiger fieberhafter
Erkrankung verstarb, durchaus auf eine WNV-Infektion zuriickzufihren sein [2].

Eine Untersuchung in Sevilla und Umland, in einer Gegend mit zahlreichen Feuchtgebieten und
Zugvogelpopulationen, ergab eine Seroprédvalenz von circa 1%. Bei nur 3 konnten jedoch
neutralisierende Antikdrper nachgewiesen werden (0,6%). Bernabeu-Witte et al. hatten zuvor
Pravalenzen in Spanien von bis zu 8% gemeldet, allerdings verwendeten sie weniger spezifische
Untersuchungen. In anderen endemischen Regionen wurden sogar Seropravalenzen von 15%
berichtet [3].

1.2.5. St. Louis Enzephalitis

1933 kam es in der Umgebung von St. Louis, Missouri, zu einer Enzephalitis-Epidemie unbekannter
Atiologie, mit (iber 1000 Fallen. Das im Rahmen dieser Epidemie erstmals isolierte Virus war bis zum
Auftauchen des WNV die wichtigste epidemische virale Enzephalitis in den USA. Die meistens
inapparent verlaufende Erkrankung kann bei wenigen Prozent der Infizierten zu einer Meningitis oder

Enzephalitis fihren, deren Letalitat bis zu 20 % betragen kann [1].

1.3. Epidemiologie, klinische Manifestationen, Diag nose und
Therapie der Dengue-Virus-Infektion

1.3.1. Der Vektor

Stegomyia aegypti (friher: Aedes aegypti) ist der Hauptvektor, auch wenn Aedes albopictus, Aedes
polynesiensis und andere Spezies unter gewissen Umstanden das Dengue-Virus Ubertragen kénnen.
Stegomyia aegypti ist sehr gut an das Leben in und um menschliche Behausungen angepasst. Die

Miicke legt ihre Eier in unbedeckten Wasseransammlungen ab und ist hierbei nicht wahlerisch: Vasen,
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Autoreifen, Dosen, Kokosnussschalen oder andere weggeworfene Objekte, in denen sich ein wenig
Wasser sammelt, erfullen ihren Zweck ebenso wie origindre Trinkwasserbehdlter, Pfutzen oder
Tumpel. Die Micke sucht ihre Blutmahlzeit bevorzugt in den Behausungen und dies mehrmals pro
Tag (v.a. in den Morgenstunden und Spatnachmittags).

In den 50- und 60er Jahren des letzten Jahrhunderts konnten viele lateinamerikanische L&nder
Stegomyia aegypti, als Folge der durch die Panamerican Health Organization koordinierten
Gelbfieberbekdmpfung, nahezu vollstandig eradizieren. Nachdem dieses Programm in den 1970er
Jahren beendet wurde, konnten die Micken ein bemerkenswertes Comeback starten und mehr als

nur verlorenes Terrain wiedererobern [4].

1.3.2. Der Zyklus

Die Ubertragung erfolgt fast ausschlieRlich im Rahmen eines vorwiegend urbanen Zyklus zwischen
Stegomyia aegypti und dem Menschen. Im Gegensatz zu anderen Flaviviren spielt beim Dengue-Virus
der sylvatische Zyklus zwischen nichtmenschlichen Primaten und Mucken des Genus Stegomyia
(Aedes) keine epidemiologisch relevante Rolle.

Nach Aufnahme von infiziertem Blut durch die weibliche Miicke vermehrt sich das Virus in der so
genannten extrinsischen Inkubationsperiode binnen eines obligatorischen Zeitraumes von 10 bis 12
Tagen. Erst nach dieser Replikation kann das Virus wahrend einer weiteren Blutmahlzeit Gbertragen
werden. Danach vermehrt sich das Virus zunéchst in lokalen Lymphknoten und disseminiert innerhalb
2-3 Tagen uber das Blut- und Lymphsystem verschiedene Organe. Die Replikation findet auch in der
Haut, der Milz und in Makrophagen statt. Im Blut bleiben die Viren in der Regel 5 Tage nachweisbar,

vorwiegend in Monozyten, Makrophagen sowie B- und T-Zellen [1].

1.3.3. Epidemiologie

Graphik 1: Dengue-Virus-Endemiegebiete

Dengue, countries or areas at risk, 2010

Countries or areas where .
dengue has been reported The contour lines of the January and July isotherms indicate areas at risk, defined by the geographical limits ofthe northem and
southem hemispheres for year-round survival of Aedes aegypti, the principal mosquito vector of dengue viruses

The boundaries and names shown and the designations used on this map do not imply the expression of any opinion whatsoever  Data Source: World Health Organization @)y World Health

onthe part of the World Health Organization concerning the legal status of any country,teritory, ity o area or of it authoriies,  Map Production: Public Health Information %% Organization

or conceming the delimitation of s fronties or boundaries. Dotted lines an maps represent approximate border nes for which  and Geographic Informaion Systems (GIS)

thers may not yet be full agreement World Health Organization ©WHO 2010. All rights reserved.
(Quelle WHO)

10



Mehr als die Hélfte der Weltbevolkerung lebt in Gebieten, in denen das Dengue-Virus ubertragen
werden kann (siehe Karte). Jedes Jahr kommt es zu geschéatzten 50-100 Millionen Erkrankungen mit
circa 250.000 bis 500.000 komplizierten Verlaufen (Dengue Hamorrhagisches Fieber (DHF) und
Dengue Schock Syndrom (DSS)). Die Zahl der tddlichen Verlaufe wird auf 25.000 bis 50.000
geschatzt. Nachdem die erste Epidemie mit DHF 1953 in Manila stattfand, war das Auftreten dieser
Komplikation zundchst auf Siidostasien beschrankt. In den 80. und 90er Jahren des letzten
Jahrhunderts kam es dann jedoch zu einer Ausbreitung auf andere asiatische Lander. Seit 1997 traten
kleine und grolRere Epidemien der komplizierten Verlaufe jedoch auch auf dem amerikanischen

Kontinent auf.

Inzidenz und Pravalenz unterliegen starken regionalen und saisonalen Schwankungen. Bei einer
prospektiven Studie Uber Kindern im Alter von 4 bis 9 Jahren in Yogyakarta, Indonesien, lag die
Pravalenz von Dengue-Antikbrpern bei 56%. Bei den 4-Jahrigen waren es bereits 37%. Die
Infektionsrate lag in der Beobachtungszeit von 12 Monaten bei 29% (circa 2,5% pro Monat) und das in
einer partiell immunen Population [5]. Das Ziel dieser Studie war, Mechanismen zu identifizieren,
welche zu einem komplizierten Verlauf fihren. Der Studienort Yogyakarta wurde nicht zuletzt gerade
wegen seiner seit Jahrzehnten hohen Inzidenzen an DHF und DSS ausgewahlt. Somit ist die

Pravalenz und Inzidenz in anderen Teilen Indonesiens und Asiens sicherlich als geringer einzustufen.

In einer Uber 3 Jahre prospektiv untersuchten Kohorte von Uber 2119 Kindern in Thailand war die
Inzidenz von inapparenten Dengue-Virus-Infektionen 4,3%, 3,2% und 1,2% pro Beobachtungsjahr.
Apparente Infektionen traten bei 3,6%, 3,3% bzw. 0,8% der Kindern jahrlich auf [6]. In Thailand stieg
die Inzidenz von 9 von 100.000 gemeldeten Denguefieber-Fallen pro Jahr im Jahre 1958 auf 189 von
100.000 im Jahr 1998. Bei einer Epidemie 1987 waren es 325 von 100.000 [7].

Die genaue Einschatzung der Inzidenz der Dengue-Erkrankung bei Reisenden ist schwierig. Laut
Daten vom GeoSentinel Network liegt die Serokonversionsrate bei Reisenden in Stidostasien bei 200
von 100.000. Denguefieber ist mittlerweile in allen tropischen Regionen, Schwarzafrika

ausgenommen, haufiger Ursache von fieberhaften Erkrankungen als Malaria [8].

Von insgesamt 20.000 in Haiti im Jahr 1994 stationierten amerikanischen Soldaten litten 101 in den
ersten 6 Wochen an Fieber: Bei 30 wurde eine Dengue-Virus-Infektion festgestellt. Die Autoren

schéatzten die Inzidenz auf 1 von 1000 Tropenreisenden pro Monat [9].

Bei einer in Frankfurt durchgefihrten Studie wurden 149 Tropenrlickkehrer mit unterschiedlichen
Antikorpersuchtests (antibody assays) untersucht. Bei 8,7 bis 19,5% konnte Dengue-lgG-Antikdrper
nachgewiesen werden. Die Autoren gehen davon aus dass Dengue-Virus-Infektionen bei Reisenden

haufig ibersehen werden [10].

In einer englischen Studie hingegen wurde eine Dengue-Virus-Infektion nur bei 16 von 250
hospitalisierten Tropenriickkehrern nachgewiesen (6,4%). 10 von diesen 16 waren in Asien gereist
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[11]. Da von den 16 Patienten 2 DHF und 1 DSS hatten, wurde von einer hohen Zweitinfektionsrate

der untersuchten Patienten ausgegangen (a.e. sogenannte ,visiting friends and families®).

Wenn das Virus in eine empfangliche Population eingefiihrt wird, dann kann die Anfallsrate 50-70%

erreichen [1].

Zusammenfassend hangt das Risiko einer Dengue-Virus-Infektion neben individuellen Schutz-

MaRnahmen stark von Reiseziel und der Reisesaison bzw. -dauer ab.

1.3.4. Klinische Manifestationen

1.3.4.1. Klassisches Denguefieber

Das Denguefieber verlauft hdufig asymptomatisch. Die Symptome einer klassischen Dengue-Virus-
Infektion treten nach einer Inkubationszeit von 4 bis 7 Tagen (3 bis 14 Tage) auf. Die haufigsten
Beschwerden sind Fieber, Kopfschmerzen, muskuloskelettale Schmerzen und Hautausschlag.
Appetitlosigkeit, Ubelkeit, Erbrechen, Hyperasthesie und Dysgeusie sind weitere haufige
Beschwerden. Jedoch sind auch véllig unspezifische Verlaufe mit Fieber, Unwohlsein, Halsschmerzen
oder Durchfall mdglich. Dabei sind die Schwere der Symptome und die klinischen Manifestationen
auch altersabhéngig. Kinder und &altere Menschen zeigen die schwereren Verlaufe. Nach den akuten
Beschwerden koénnen leichte Ermudbarkeit, Antriebslosigkeit, und depressive Episoden wahrend
Monaten persistieren.

Leichte Schleimhautblutungen treten haufig auf, verlaufen in aller Regel jedoch unproblematisch und
missen von den komplizierten Formen DHF/DSS unterschieden werden.

Eine Begleithepatitis tritt bei circa 10% auf. Weitere atypische und zum Teil fulminant verlaufende

Symptome, wie Myokarditis oder Enzephalitis, sind deutlich seltener [1].

1.3.4.2. Hamorrhagisches Dengue und Dengue-Schock S yndrom

Die bei einer Dengue-Virus-Infektion entstehende Immunreaktion fiihrt zu einer wenige Monate
andauernden Kreuzimmunitat gegen alle 4 Serotypen. Im weiteren Verlauf besteht jedoch ein
lebenslanger Schutz nur gegen den fir die Infektion verantwortlichen Serotyp. Kreuzreagierende, aber
nicht neutralisierende Antikérper, kdnnen bei einer spéateren Infektion mit einem anderen Serotypen
Uber einen noch nicht geklarten Mechanismus zu einer erhdhten Anzahl von infizierten Zellen und
somit einer UberschieBenden Immunantwort fiihren [12]. Diese kann 2 bis 7 Tage nach Entfieberung
durch eine erhdhte vaskuldre Permeabilitdt zu Blutungen und zum hypovolédmischen Schock fiihren
[12]. Hierbei sind die Initialen klinischen Symptome nicht von denen bei unkomplizierten Verlaufen zu
unterscheiden. Die Letalitat liegt in Gegenden mit mangelnder medizinischer Versorgung bei bis zu

50%, bei guter medizinischen Versorgung sterben jedoch weniger als 1% der Infizierten [1].

Das DHF wird definiert als akuter fieberhafter Infekt mit kleinen oder gro3en Blutungen, einer
Thrombozytopenie (<100.000/ul) und dem Nachweis einer erhéhten Durchlassigkeit der

Blutgefalwande, dem so genannten ,plasma leakage“, dokumentiert durch Hamokonzentration,
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Pleura- oder anderen Ergussen, Hypoalbumindmie oder Hypoproteindmie. Dieser intravasale
Flissigkeitsverlust entstent durch Licken im Endothelium ohne mikroskopisch nachweisbare
Nekrosen oder Entziindung. Uber 50% der Patienten zeigen Petechien, leichte Verletzlichkeit der
Haut, subkutane Blutungen an Venenpunktionsstellen sowie einen positiven Tourniquet-Test. Dieser
gilt als positiv. wenn mehr als 10 Petechien am Oberarm nachweisbar sind, nachdem eine
Blutdruckmanschette wahrend 5 Minuten auf einen Druck zwischen diastolischem und systolischem
Blutdruck aufgeblasen wurde.

Ein DHF ist ein Warnzeichen fur ein méglicherweise bevorstehendes DSS, welches meistens 3 bis 7
Tage nach akutem Beginn der Dengue-Virus-Infektion, also mit Entfieberung, eintritt. Fallende
Thrombozytenzahl sowie steigender Hamatokrit sind ernstzunehmende Warnsignale. Klinisch kindigt
sich der Schock oftmals durch starke Bauchschmerzen, Erbrechen, Nervositat oder Lethargie sowie
plétzliches Absinken der Kérpertemperatur bei gleichzeitig vermehrter Transpiration an.

Die Mortalitat eines DHF bei Behandlung in einem Krankenhaus, welches in der Betreuung von DHF-
Patienten Erfahrung hat, betragt 0,2%. Sie steigt bei schon eingetretenem DSS auf 12 bis 44%.

Die wichtigsten Risikofaktoren fur einen schweren Verlauf sind Einfuhr eines neuen Serotypens in eine
Population bei bereits vorbestehender Immunitdt gegen andere Serotypen. Mangelernahrung und

afrikanische Herkunft scheinen hingegen protektiv zu wirken [4].

1.3.5. Diagnose

Ein direkter Virusnachweis kann in den ersten 5 Tagen nach Beginn der Beschwerden gelingen. Daflr
gibt es funf verschiedene Mdglichkeiten:

1. Die intrazerebrale Inokulation bei Mausen sollte wegen niedriger Sensitivitat, hohen Kosten und
langem Zeitraum bis zur Isolierung nicht mehr angewendet werden.

2. Die Kultivierung auf Saugetierzellen (mammallian cell culture) hat die gleichen Nachteile wie die
intrazerebrale Inokulation.

3. Die am seltensten angewandte, aber sensitivste Methode ist die Inokulation in Micken. Hierbei
vermehrt sich das Dengue-Virus innerhalb 4 bis 5 Tage stark (106 bis 107 MID50). In der Regel wird
das Virus dann mit IFA-Technik (indirekter Immunfluoreszenz Assay) in Mickengewebe, meistens in
der Speicheldriise oder im Gehirn, nachgewiesen. Allerdings ist diese Technik sehr aufwendig.

4. Die neueste Methode ist die Zellkultur auf Mickenzellen. Am haufigsten wird hierbei die C6/C3
Zelllinie von Aedes albopictus verwendet. Obwohl nicht ganz so sensitiv wie die kompliziert
durchzufihrende Muckeninokulation, ist diese Methode mittlerweile zur Standardmethode des direkten
Virusnachweises geworden [13].

5. Immer haufiger angewandt wird auch die Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction
= PCR), die einen schnelleren Virusnachweis ermdglicht. Allerdings ist auch diese Methode teuer und
nicht flachendeckend und routinemaf3ig anwendbar.

Die serologische Diagnose ist kostenguinstiger und einfacher durchfihrbar. Sie wird allerdings dadurch
erschwert, dass alle Flaviviren (ber Antigene verfiigen, welche bei serologischen Tests zu
Kreuzreaktionen fihren kénnen. Des Weiteren sind Antikdrper in den ersten Tagen normalerweise
nicht nachweisbar. Die Standardmethode zum Nachweis von IgM (in der Regel circa 3 Monate lang

nachweisbar) und IgG (viele Jahre nachweisbar) ist mittlerweile der ELISA. Vor allem bei Personen

13



welche langere Zeit in Dengue-Virus-Endemiegebieten gelebt haben oder aber solchen, welche
andere Flavivirus-Infektionen durchgemacht bzw. Flavivirus-Impfungen erhalten haben, sollten 2
Serumproben im Abstand von 2 Wochen gewonnen werden, um die Diagnose zu bestéatigen.
Ublicherweise spricht man bei einer einmaligen Untersuchung in der Rekonvaleszenzphase im Falle
eines positiven IgM-ELISA von einer ,wahrscheinlichen” Infektion. Eine gesicherte Infektion liegt vor,
wenn des Virus isoliert in Autopsiematerial nachgewiesen oder ein vierfacher Titeranstieg mit einem
Typ-spezifischen PRNT (Neutralisationstest) nachgewiesen wurde [4]. Bei europaischen
Reisertickkehrern gelingt diese Diagnosesicherung selten, da sich genesene Patienten oftmals nur
einmal vorstellen sowie der Neutralisationstest recht aufwéndig ist und nicht standardmaRig

durchgefuhrt wird.

1.3.6. Therapie und Prévention

Die Behandlung einer Dengue-Virus-Infektion ist im Wesentlichen rein symptomatisch. Bei
unkomplizierten Verlaufen besteht sie aus Bettruhe, ausreichender Flissigkeitszufuhr und
gegebenenfalls fiebersenkenden MalRnahmen. Hierbei sollte Paracetamol dem Aspirin aufgrund
dessen Thrombozytenfunktionsbeeintrachtigung, vorgezogen werden. Steroide helfen nicht. Das
Wichtigste bei der Behandlung eines Denguefieber-Patienten ist, die Zeichen eines sich anbahnenden
DHF oder DSS frih zu erkennen und dem intravasalen Flissigkeitsverlust entgegenzuwirken,

gegebenenfalls mit intravendsen Flussigkeitsgaben [4].

Zur Pravention stehen derzeit nur Malinahmen zum Muickenschutz und zur Vektorbekdmpfung zur
Verflgung. Seit 30 Jahren werden verschiedene Impfstoffkandidaten entwickelt. Obwonhl einige bereits
in klinischer Erprobung sind, ist derzeit noch keine allgemein zugangliche Impfung verfligbar. Die
Tatsache, dass es ,enhancing antibodies”, also die Krankheit verstarkende Antikdrper nach
durchgemachter Infektion gibt, sowie eine hohe T-Zell-Aktivierung wahrend einer sekundaren
Infektion, was zu den komplizierten Verlaufen DHF und DSS fiihren kann, erschwert die Entwicklung
eines Impfstoffes. Ein spezielles Problem ist hierbei das potenzielle Risiko, dass ein Impfstoff das
Immunsystem zur Produktion der falschen, nicht-neutralisierenden, sondern die Krankheit
verstarkenden Antikdrpern fihren koénnte, und so die Inzidenz von DHF/DSS erhdht anstatt gesenkt

werden kdnnte.
1.4. Pathogenese von DHF/DSS und Bedeutung der Anti  korper

Alle 4 Dengue-Serotypen konnen bei Infektion zu komplizierten Denguefieber-Verlaufen fuhren, je
nach Immunstatus und Alter. Die meisten DHF-Falle treten bei Kindern und Jugendlichen unter 16
Jahren auf. Epidemiologische Beobachtungen, in vitro Studien sowie Studien an Affen fihrten
Halstead zu der Annahme dass, bei einer Dengue-Virus-Reinfektion mit einem zweiten Serotypen
praexistierende Antikérper nicht zur Neutralisation des Virus fuhren, sondern zu einer vermehrten
Aufnahme und Replikation des Virus in den mononukledren Phagozyten (lImmune enhancement'-
Hypothese). Diese kdnnen dann Ziele von Immuneliminationsmechanismen werden, welche die

Produktion von Mediatoren triggern mit Aktivierung der Komplement- und Gerinnungskaskade, was
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schlussendlich zu DHF fuhrt [14]. Spatere Untersuchungen zeigten, dass auch die Sequenz der
involvierten Serotypen sowie die Zeitspanne zwischen beiden Infektionen eine wichtige Rolle spielen
[15] [26].

Seit Kurzem ist jedoch bekannt, dass neben den Antikdrpern auch die T-Zellen zur Pathogenese des
komplizierten Denguefiebers beitragen. So zeigten diese bei einer Dengue-Virus-Zweitinfektion eine
paradoxe Reaktion mit niedriger Affinitat zu dem aktuellen Virus, aber hdherer Affinitat zu einem
anderen Dengueserotypen. Dies fiihrte zu einer verspateten Elimination des zur aktuellen Infektion
fuhrenden Serotypen und somit zu einer héheren Viruslast [17].

DHF wird selten bei Personen afrikanischer Abstammung beobachtet [18]. Eine genetische
Komponente und die Virulenz des Serotypen spielen bei der im Detail noch immer nicht geklarten

Pathogenese der komplizierten und lebensbedrohlichen Denguefieber-Manifestationen eine Rolle [19].
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2. Problemstellung und Zielsetzung

Denguefieber ist eine global zunehmende Infektionskrankheit (emerging infectious disease). Die
Ursachen hierfir sind vielfaltig. Neben Bevélkerungswachstum, Urbanisierung und Globalisierung
spielt auch die Vektorékologie eine Rolle. Wichtige Griinde fiir die Zunahme der Vektoren sind neben
der Klimaverédnderung die Unterbrechung der friher im Rahmen der Gelbfieber- und
Malariabekdmpfung durchgefuhrten Moskitokontrollprogramme, die Zunahme von Brutplatzen durch
menschlichen Einfluss (men-made breeding sites) sowie die Ausbreitung und Anpassung neuer
Vektoren wie Aedes albopictus.

Auch bei Reisenden wird eine Zunahme von Denguefieber-Féallen beobachtet, was neben der
Ausdehnung des Endemiegebietes vor allem auf vermehrte Tropenreisen durch veranderte
Urlaubsgewohnheiten und die Globalisierung (Geschéftsreisen) zurtickzufiihren ist. Zudem birgt die
Zunahme von Importinfektionen in Denguefieber-freien Gebieten die Gefahr der autochthonen
Verbreitung in Regionen mit geeigneten Vektoren (z.B. Studeuropa).

Schon jetzt ist Denguefieber haufiger Ursache von fieberhaften Infektionen bei Reiseriickkehrern aus
tropischen Landern als Malaria, das tropische Afrika ausgenommen. In Zukunft werden vermutlich
auch die bislang bei Reiseriickkehrern seltenen komplizierten Verlaufe haufiger auftreten. Eine
korrekte und schnelle Diagnosestellung ist somit wichtig und gewinnt an Bedeutung. Direkte
Nachweismethoden, wie Kultur oder PCR, stehen oft nicht zur Verfiigung und funktionieren nur
wahrend der ersten Krankheitstage. Die Diagnosestellung beruht somit in der Regel auf einer
Serodiagnostik. Durch vorhergehende Flavivirus-Infektionen (Dengue, Gelbfieber, Frihsommer-
Meningoenzephalitis, Japanische Enzephalitis) sowie Impfungen gegen diese kann es jedoch zu
Kreuzreaktionen kommen [26, 41, 42, 43]. Die Beeintrdchtigung der Serodiagnostik kann zu falsch
positiven und falsch negativen Testergebnissen fiihren: Bei einigen Reiseriickkehrern wird
falschlicherweise Denguefieber diagnostiziert und eventuell eine andere behandlungsbedurftige
Infektion Ubersehen. Bei anderen hingegen wird das Denguefieber nicht diagnostiziert und somit nicht

adaquat behandelt.

Es gibt nur wenige Daten Uber die Haufigkeit, den Verlauf (incl. Komplikationen) sowie die Diagnostik
von Denguefieber-Féllen bei Reiseriickkehrern. Noch weniger untersucht ist der Einfluss von
Flavivirus-Impfungen auf die Symptomatik und serologische Diagnosestellung des Denguefiebers. Die

Zielsetzung der vorliegenden Dissertation war daher
e Die Untersuchung der Epidemiologie und des klinischen Verlaufs von importierten
Denguefieber-Erkrankungen unter besonderer Bericksichtigung mdglicher persistierender

Symptome und des Einflusses vorausgegangener Flavivirus-Impfungen.

» Die Untersuchung der Dynamik der Bildung und Persistenz spezifischer Antikérper der IgG

und IgM-Klassen sowie des Einflusses vorausgegangener Flavivirus-Impfungen.
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Da Deutschland kein Dengue-Virus-Endemiegebiet ist, eignen sich nach Deutschland zurtickkehrende
Tropenreisende besonders gut fur diese Untersuchung, da man bei lhnen, sofern keine weiteren
Tropenaufenthalte vorliegen, von einer Dengue-Primérinfektion ausgehen kann. Dies ist besonders im
Hinblick auf die Dynamik der Antikérperbildung wichtig, da sich diese bei Zweitinfektionen ganz anders
darstellt. Auch im Hinblick auf die Untersuchungen des Kklinischen Verlaufes ist ein sicheres

Unterscheiden zwischen Erstinfektion und Folgeinfektionen ein grof3er Vorteil.
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3. Patienten und Methoden

3.1. Patienten

In der Datenbank der Abteilung fir Infektions- und Tropenmedizin wurden die Patienten
vorselektionniert, bei denen in den Jahren von 1998 bis 2007 die Diagnose Denguefieber gestellt
wurde. Die Arztberichte wurden eingesehen und ausschlie3lich diejenigen Patienten berticksichtigt,
bei denen sowohl das Krankheitsbild, das Reiseland als auch die Inkubationszeit tatsachlich mit der
Diagnose eines Denguefiebers vereinbar waren. Die Arzte stiitzten sich bei der Diagnosestellung
neben der Anamnese und des klinischen Erscheinungsbildes auf laborchemische Untersuchungen
(v.a. Blutbild) sowie auf die Dengueserologie. In einigen Fallen konnte die Diagnose aufgrund
wiederholter Blutentnahmen mit dokumentiertem Antikérperanstieg, positiver Viruskultur bzw. Dengue-
PCR gestellt und gesichert werden. In den Arztbriefen konnte die Diagnose mit den Zusatzen
»Zustand nach”, ,Verdacht auf* bzw. ,Ausschluss von“ prazisiert werden. In diese Arbeit wurden nur
Patienten eingeschlossen, deren Diagnose ohne Zusatz versehen war, d.h. aus der Sicht des
behandelnden Arztes eine gesicherte Dengue-Virus-Infektion vorlag.

Diese Patienten erhielten dann ein Schreiben mit der Bitte um eine Wiedervorstellung zu einer
Kontrolluntersuchung der Dengue-Antikérper-Spiegel sowie einen Fragebogen, der im Anhang
aufgefuihrt ist. Bei Ruckantwort wurde telefonisch oder per E-Mail ein Termin vereinbart. Bei
ausbleibender Rickantwort wurde nach circa 2 Monaten ein erneutes Schreiben zugesandt und um
Kontaktaufnahme gebeten. Denjenigen Patienten, die prinzipiell Interesse bekundeten, aber aus
zeitlichen oder geographischen Grinden nicht in unsere Ambulanz kommen konnten, wurde ein
frankiertes Kuvert mitsamt Serumréhrchen zugeschickt; die Blutentnahme wurde dann vom Hausarzt
durchfuihrt und die Proben gelangten auf postalischem Wege zu uns. Hierbei durften die Proben
maximal 24 Stunden unterwegs sein; andernfalls wurden sie verworfen und der Patient von der
Auswertung ausgeschlossen. Bei den aus Griinden von Wohnortwechsel nicht erreichbaren Patienten

wurde eine Kontaktaufnahme per Telefon oder E-Mail versucht.

3.2. Methoden

3.2.1. Untersuchungsablauf

Die Patienten stellten sich mit schon unterschriebener Einverstandniserklarung und dem ausgefuliten
Fragebogen in der AITM vor, oder schickten diese Dokumente mitsamt der vom Hausarzt
abgenommenen Serumprobe. Der Fragebogen wurde dann durchgelesen und Unklarheiten geklart,
wie zum Beispiel unlesbare Passagen. Danach wurde ein 7,5ml Serumrdhrchen Blut abgenommen.
Nach Zentrifugation (2.500 g Uber 5 Minuten, Rotina 35 R Firma Hettich Zentrifugen) wurde das
Serum dann in zwei kleine Monovetten von je 2ml Fassungsvolumen umgefillt und bei -25°C
eingefroren.

Des Weiteren wurde die Serumbank dahingehend uberprift, ob noch von der zur Denguefieber-
Diagnose fuhrenden Vorstellung Serum vorhanden war. In der Serumbank der Abteilung werden bei

Vorliegen einer schriftlichen Einverstéandniserklarung Ruckstellproben bis zu 10 Jahre bei -20°C
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aufbewahrt (genehmigt durch Votum der Ethikkommission des Klinikums der Ludwig-Maximilians-
Universitat).

Nachdem alle Seren gewonnen waren, wurden die ELISA-Untersuchungen sowohl der im Rahmen
der vorliegenden Untersuchung abgenommenen Proben (P-Proben) als auch, sofern vorhanden, der

bereits bei Erstvorstellung eingefrorenen Proben (V-Proben) durchgefihrt.

3.2.2. ELISA

Die serologischen Untersuchungen wurden mit den Novagnost TM Dengue IgM bzw. -1gG Testkits
durchgefuhrt. Diese wurden uns freundlicherweise kostenlos von der Firma NovaTec
Immundiagnostica GmbH zur Verfiigung gestellt. Es handelt sich dabei um Enzymimmunoassays zur
gualitativen bzw. semi-quantitativen immunenzymatischen Bestimmung von spezifischen IgM- bzw.
IgG-Antikdrpern gegen Dengue-Virus in Humanserum.

Die Proben wurden im Verhaltnis 1 zu 100 verdinnt (10ul Probe plus 1.000ul IgM- bzw. IgG-
Verdinnungspuffer) und je 100ul in die entsprechenden, mit gereinigtem Dengue-Virus-Antigen
beschichteten, Mikrotiterplatten (Wells) pipettiert. Des Weiteren wurden je drei Kontrollseren (positiv,
negativ und Cut-off Kontrollseren) hinzugegeben. Die Mikrotiterplatten inkubierten dann 60 Minuten
bei 37°C, um eventuell vorhandenen, spezifischen Antikdrpern in der Probe Zeit zu geben, an die
immobilisierten Antigene binden zu kdnnen. Danach wurde mit verdinnter Waschlésung dreimalig
gewaschen, gut ausgeklopft und 100ul Konjugat dazugegeben. Um eine Bindung der gegen humane
IgM bzw IgG gerichtete Antikdrper (vom Kaninchen) an die Antigen-Antikérperkomplexe auf der
Festphase zu ermdglichen, erfolgte eine weitere Inkubation von 30 Minuten bei 25°C. Darauf folgte ein
erneutes dreimaliges Waschen mit verdiinnter Waschlésung, Ausklopfen sowie Zugabe von je 100ul
TMB Substrat (Tetramethylbenzidin plus Wasserstoffperoxid). Es folgte eine lichtgeschitzte, 15-
mindtige Inkubation bei 25°C, wahrend der die TMB-Substratldsung unter Bildung einer blauen Farbe
vom Enzymanteil der entstandenen Immunkomplexe umgesetzt wird. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von 100pul Stopplésung beendet. Die Intensitat der gebildeten gelben Farbe, welche mit der in
der Probe enthaltenen Konzentration an anti-Dengue-Virus IgM- bzw. IgG-Antikdrpern proportional ist,
wurde mit einem ELISA-Reader bei 450nm gemessen. Wir verwendeten hierfir den TECAN Spectra
Reader der Firma Tecan, ein vollautomatisches, mikroprozessorgesteuertes Photometer.
Antikorper-Einheiten (antibody units = AU) wurden mithilfe von Kontrollseren berechnet. Sowohl fir
IgM als auch 1gG wurde der Trennwert bei 12 AU festgelegt. Werte von 12 oder héher galten als
positives, Werte von 8 oder niedriger als negatives und die Werte 9, 10 und 11 als grenzwertiges
Testergebnis. Bei einigen Berechnungen werden positive (AU>/=12) Ergebnisse mit den anderen

Ergebnissen verglichen (AU<12), also nicht mehr zwischen grenzwertig und negativ differenziert.

3.2.3. Statistische Verfahren

Die Daten wurden mit Microsoft Excel verwaltet. Ein Teil der deskriptiven Statistik wurde mit dem
gleichen Programm durchgefiihrt. Die analytische Statistik (CHI2-Tests, T-Tests, lineare und
logistische Regressionen) wurde mit SPSS 17.0 erstellt. Signifikante Unterschiede wurden definiert als

p-Werte unter 0,05 oder als nicht-Uberlappende 95%-Konfidenzintervalle (95%KiI).
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Patienten mit fehlenden Werten (missing values) wurden bei allen Analysen bericksichtigt, bei denen

diese Werte irrelevant waren, und von allen anderen Analysen ausgeschlossen.
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4. Ergebnisse

4.1. Patienten

Von insgesamt 251 kontaktierten Patienten waren 73 (29%) nicht mehr erreichbar. Von 80 Patienten,
die antworteten (Response Rate 32%), erfiillten 66 Patienten alle Einschlusskriterien (inklusive
Vorstellung zur Blutabnahme oder Ubersendung einer adaquaten Blutprobe). Ihr Durchschnittsalter
bei Erstvorstellung war 37 Jahre (16 bis 69 Jahre, Median 34 Jahre). 59,1% waren Frauen.

4.2. Reiseland und Reisedauer

69,7% der 66 Patienten erwarben die Dengue-Virus-Infektion in Asien, 27,3% in Lateinamerika und
3,0% in Afrika. Der Medianwert der Reisedauer betrug 4 Wochen. Der Mittelwert lag bei 5,95 Wochen
(1 bis 36).

Asien:

21 Patienten (43,8%) waren in Sudostasien (Thailand, Kambodscha, Laos, Myanmar oder Vietnam),
16 Patienten (33,3%) auf dem indischen Subkontinent (11 in Indien, 5 in Sri Lanka) und 11 (22,9%) in
anderen asiatischen Landern unterwegs. 2 bereisten mehrere dieser Zonen. Von den 21 Patienten,
welche in Sidostasien reisten, waren 20 zumeist ausschlie3lich in Thailand unterwegs. Die restlichen
Reiselander waren Indonesien (7), Philippinen (3) und Malaysia (1).

Amerika:

Von den 18 Patienten, welche auf dem amerikanischen Kontinent unterwegs waren, reisten 9 in
Siudamerika (2 Brasilien, 2 Venezuela, 2 sowohl in Panama als auch in Kolumbien, sowie jeweils einer
in Bolivien, Ecuador und franzésisch Guyana), 5 in der Karibik (2 in Kuba bzw. der Dominikanischen
Republik, einer auf Martinique) sowie 4 in Mittelamerika (je 1 in El Salvador, Nicaragua, Mexiko, Costa
Rica). 2 waren in 2 dieser Regionen unterwegs.

Afrika:

2 Patienten waren in Tansania (1 Festland, 1 Sansibar).

4.2.1. Weitere Reisen in Dengue-Virus endemische La nder

Vor der zur Infektion fihrenden Reise, waren 42 der 66 Probanden (62,1%) in Dengue-Virus
endemischen Landern unterwegs. Insgesamt dauerten diese Reisen (sofern es mehrere waren, wurde
ihre Dauer addiert) im Median 10 Wochen. Zwischen der Erstvorstellung (V1) in der Abteilung fir
Infektions- und Tropenmedizin (AITM) und der Kontrolluntersuchung (P1) waren 32 Reisende erneut
in Dengue-Virus endemischen L&ndern unterwegs (48,5%). Insgesamt dauerten diese Reisen im
Median 8 Wochen.

4.2.2. Verteilung je nach travel group (tg.)  (siehe Begriffserklarung Seite 81)
e tg.1:19,7% (n =13)
e 1g.2:18,2% (n=12)
 tg.3:31,8% (n=21)
e tg.4:30,3% (n =20)
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tg. 1-2 sind diejenigen Patienten ohne Tropenreisen vor der zur Infektion fihrenden Reise: 37,9%

gehorten dieser Gruppe an.

4.2.3. Verteilung je nach Reisescore (Rsc.) (siehe Begriffserklarung Seite 81)
* Rsc. 0:34,9% (n =23)
* Rsc. 1:28,8% (n=19)
* Rsc. 2:36,4% (n =24)

4.3. Zeitspanne zwischen Symptombeginn und Vorstell ung im AITM

4.3.1. Zeitspanne zwischen Symptombeginn und Erstvo  rstellung (V1)

Der Medianwert der Zeitspanne zwischen den ersten Beschwerden und der Erstvorstellung in der
Ambulanz der AITM liegt bei 10 Tagen (1 bis 240 Tage). 30 Patienten (45,5%) stellten sich innerhalb
der ersten Woche (<8Tage) nach Symptombeginn vor, 9 weitere (13,6%) innerhalb der zweiten
Woche (>7<15Tage) und 14 (21,2%) innerhalb der dritten Woche (<22Tage). Die restlichen 13
(19,7%) kamen nach 28 oder mehr Tagen (>27 Tage) zur Vorstellung.

Tabelle 1: Anzahl der Patienten welche sich zu bestimmten Zeitpunkten vorstellten

Vorstellung in  Ambulanz innerhalb innerhalb innerhalb Nach 28 oder
nach Beschwerdebeginn 1.Woche 2.Woche 3.Woche mehr Tagen
Anzahl Patienten 30 8 14 14

4.3.2. Zeitspanne zwischen Symptombeginn und Zweitv  orstellung (P1)
Median 2,3 Jahre; Mittelwert 3,8 Jahre (64 Tage bis 15 Jahre).
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Graphik 2: Darstellung der Zeitspannen zwischen Symptombeginn, Erstvorstellung in unserem Institut,

Wiedervorstellung sowie eventuell weiterer durchgefiihrter Tropenreisen (Medianwerte)

Zeitspanne zwischen Symptombeginn und Erst- bzw.
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V1 = Erstvorstellung, P1 = Wiedervorstellung

Definition ,weitere Tropenreisen“: Reisen in Dengue-Virus endemische L&nder aufler der Reise,
wahrend der die Dengue-Virus-Infektion erfolgte

4.4. Impfstatus

4.4.1. Impfscore (siehe Begriffserklarung Seite 81)

Tabelle 2: Haufigkeitsverteilung der Impfscore-Gruppen (bei V1 beziehungsweise P1)

Impfscore 0 1 2 3 4 5 6

Anzahl Patienten (V1) | 29 12 18 4 1 1 1

Anzahl Patienten (P1) | 29 13 17 4 7 1 0

Der Impfscore kann Werte von 0 bis 6 annehmen. Je mehr Flavivirus-Impfungen erfolgten und je kurzer diese

zuriickliegen, desto héher der Wert (siehe Begriffserklarung).

Somit haben 29 der 66 Patienten (43,9%) bei Erstvorstellung keinerlei Flavivirus-Impfung erhalten und

waren auch nie wissentlich an einer Flavivirus-Infektion erkrankt.

4.4.2. Gelbfieber-Impfung

Insgesamt haben 26 der 66 Probanden (39,4%) mindestens eine Gelbfieber-Impfung in ihrem Leben

erhalten.
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4.4.3. Japanische Enzephalitis-impfung

Insgesamt waren 7 der 66 Probanden (10,6%) gegen die Japanische Enzephalitis grundimmunisiert.

4.4.4. FSME-Impfung

Insgesamt waren 24 der 66 Probanden (36,4%) gegen die FSME grundimmunisiert.

4.4.5. Einfluss des Geschlechtes auf das Impfverhal ten

Tabelle 3: Einfluss des Geschlechtes auf Verteilung der Impfscore-Gruppierung bei Erstvorstellung

(Anzahl der Patienten)

Impfscore 0 1-6
Mannlich 13 14
Weiblich 16 23

* CHI2-Test; p=0,57
e Der Impfscore kann Werte von 0 bis 6 annehmen. Je mehr Flavivirus-Impfungen erfolgten und je

kurzer diese zuriickliegen, desto hoher der Wert (siehe Begriffserklarung).

Tabelle 4: Einfluss des Geschlechtes auf Verteilung der Impfscore-Gruppierung bei Wiedervorstellung

(Anzahl der Patienten)

Impfscore 0 1-6
Mannlich 12 15
Weiblich 14 25

e CHI2-Test; p=0,48
e Der Impfscore kann Werte von 0 bis 6 annehmen. Je mehr Flavivirus-Impfungen erfolgten und je

kurzer diese zuruckliegen, desto hoher der Wert (siehe Begriffserklarung).

4.4.6. Einfluss des Reisestatus auf das Impfverhalt en

Tabelle 5: Untersuchung der Korrelation zwischen Impfscore und Reisescore

Impfscore 0-1|2-6
Reisescore 0 15 8
Reisescore 1 12 7
Reisescore 2 14 10
Reisescore 0-1 27 15

« CHI2-Test; p (0/1/2) = 0,88

e CHI2-Test; p (0-1/2) = 0,63

» Der Impfscore kann Werte von 0 bis 6 annehmen. Je mehr Flavivirus-Impfungen erfolgten und je
kurzer diese zuruckliegen, desto hoher der Wert (siehe Begriffserklarung).

e Der Reisescore kann die Werte 0, 1 und 2 annehmen, je nach Risiko vorheriger, unbemerkter
Dengue-Virus-Infektionen (null/vernachlassigbar, gering, gegeben) (Siehe Begriffserklarung Seite
81).
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Auch beim Vergleich zwischen Nichtgeimpften und Geimpften (also Impfscore = 0 gegen Impfscore 1-
6 und nicht Impfscore = 1 gegen Impfscore 2-6 wie hier gezeigt) konnte kein Einfluss des Reisestatus

gefunden werden.
4.5. Symptomatik

95,4% der Patienten litten unter Fieber. Lediglich drei Patienten gaben dieses Symptom nicht an.
Kopfschmerzen traten bei 71,2% (47 von 66) der Patienten auf.

Danach folgten Appetitlosigkeit (57,3%), Hautbeschwerden (54,6%), Gelenkschmerzen (53,0%),
Muskelschmerzen (47,0%) sowie Ubelkeit (30,3%).

Graphik 3: Haufigkeit der akuten Beschwerden (in %)
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An anderen Symptomen, die sich nicht auf der Liste der im Fragebogen ankreuzbaren Beschwerden
befanden, wurden angegeben:

» Leistungsminderung: n = 29 (43,9%)

+  Weitere gastroenterologische Beschwerden (auf3er Ubelkeit): n = 12 (18,2%)

* Neurologische Beschwerden: n = 11 (16,7%)

» Dermatologischen Beschwerden: n =9 (13,6%)

e Psychologische Beschwerden: n = 6 (9,1%)

» Sonstige Beschwerden: n = 11 (16,7%)
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4.5.1. Dauer der Symptome

Die Dauer der Beschwerden (akut oder chronisch) betrug im Durchschnitt 38,8 Tage, bei einem
Medianwert von 18,5 Tagen (4 bis 270 Tage).

Die Dauer der akuten Beschwerden betrug im Durchschnitt 14,9 Tage (2 bis 90); ohne die beiden
Extremwerte (70 bzw. 90 Tage akute Beschwerden) sank dieser Wert auf 12,9 Tage. Die mediane
Dauer betrug 14 Tage.

26 Patienten (39,4%) hatten noch nach 30 oder mehr Tagen Beschwerden. 9 Patienten hatten nach
einer Zeitspanne von Uber 60 Tagen noch Beschwerden (13,6%).

Die Dauer der langer andauernden Beschwerden betrug im Durchschnitt 69,5 Tage (14 bis 270).
Wurden die beiden Extremwerte nicht mit bertcksichtigt (1 Patientin mit 9-monatiger Depression
sowie ein Proband mit 6-monatiger Infektanfalligkeit), dann fiel dieser Wert auf 60,3 Tage. Der

Medianwert aller ,langer andauernden” Beschwerden betrug 60 Tage.

Graphik 4: Dauer der Symptome

Dauer der Symptome ( Medianwerte , Mittelwerte)
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79% 21%

\/

14 bzw. 12,9 Tage (14,9%)

akut

39% (bzw%%*) chronisch 60 bzw. 69,5 Tage

* Ohne Herausrechnen der beiden Extremwerte (Dauer akute Beschwerden 70
bzw. 90 Tage)

Dass bei einigen Patienten die akuten Beschwerden langer bestanden als bei anderen die chronischen
Beschwerden, erklart sich folgendermalRen: Die Patienten wurden in dem Fragebogen zunachst zur Dauer und
Natur der akuten Beschwerden befragt. Dann wurde gefragt ob es Beschwerden gab, welche noch iber einen
langeren Zeitraum anhielten. Somit entschieden die Probanden selbst, wie lange die akuten und, sofern
vorhanden, die langer andauernden Beschwerden bestanden. Wenn initial mehrere Beschwerden gleichzeitig
bestanden, wie z.B. Fieber, Kopfschmerzen und Gelenkschmerzen, und diese nach wenigen Tagen abklangen,
allerdings eine Leistungsminderung noch einige Tage langer bestand, dann wurde diese von den Patienten als
Janger andauernde Beschwerden“ angesehen. So gaben die drei Patienten, welche die Dauer der langer
andauernden Beschwerden mit 14 Tagen notierten, nur eine sehr kurze Dauer der akuten Beschwerden an (2, 7,
bzw. 10 Tage). AnschlieRend bestanden noch einige Tage lang eine Appetitlosigkeit, Petechien bzw. Mudigkeit;
diese wurden dann als langer andauernde Beschwerden bezeichnet.
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Hiervon zu unterscheiden sind die als ,chronische Beschwerden“ bezeichneten Symptome, welche per
definitionem 30 Tage oder langer anhielten.

Umgekehrt wurden einige Beschwerden von den Probanden als ,akut eingestuft, welche auch unsere Definition
von chronischen Beschwerden erfiillen. So gaben 2 Probanden an unter 70 bzw. 90 Tage andauernden, akuten
Beschwerden zu leiden. Ein Proband konnte ab Erkrankungsbeginn drei Monate lang aufgrund von Erschépfung
und Depression nicht arbeiten und gab dies verstandlicherweise als Dauer der akuten Beschwerden an. Die
psychischen Probleme, ob nun wirklich durch Dengue ausgeldst oder nicht, bestanden dann noch 6 weitere
Monate (d.h. Dauer der chronischen Beschwerden 270 Tage). Ein weiterer Proband litt 70 Tage lang unter
Halluzinationen, Atemwegsheschwerden und Leistungsminderung, weswegen sogar ein 2-monatiger
Krankenhausaufenthalt notwendig war. Anschliel3end bestand eine abgeschwéachte Leistungsminderung noch fur

weitere 30 Tage (d.h. Dauer der chronische Beschwerden = 100 Tage)

4.5.2. Einfluss von Flavivirus-Impfungen auf Art un d Dauer diverser
Beschwerden

Die Wahrscheinlichkeit des Auftretens der diversen Symptome wurde mit einfachen logistischen
Regressionen untersucht: Das Outcome war die Wahrscheinlichkeit des Auftretens des jeweils
untersuchten Symptoms, die EinflussgroRe war jeweils der Impfscore oder die dichotomisierte
Variable Impfscore 0 gegen Impfscore 1-6, der Gelbfieber-Impfscore oder das Durchfihren der
Gelbfieber-Impfung (idem beziglich FSME). Aufgrund der geringen Anzahl an Patienten mit einer
Impfung gegen die Japanische Enzephalitis konnte der Einfluss der JE-Impfung nicht gesondert

untersucht werden. Im Folgenden eine Ubersichtstabelle:
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Tabelle 6: Untersuchung des Einflusses diverser Variablen (Impfscore, Impfscore-Gruppierung,

jeweilige Flavivirus-Impfungen) auf die Wahrscheinlichkeit des Auftretens verschiedener Symptome:

p-Wert (falls < 0,05) und OR der verschiedenen Variablen (in bold wenn OR>3) ermittelt mit einfachen

logistischen Regressionen

Einflussvariable Impf- Isc. 0/1-6 YF-Sc. YF-Impf. | FSME-Sc. FSME-
Outcomevariable SCore Jalnein Imf.
Ja/nein

Fieber - - - - p=0,06 -
Kopfschmerzen - - - - - -
Muskelschmerzen - - - - - -
Gelenkschmerzen - - - - - -
Gelenkschmerzen
> 30 Tage ) ) ) ) ) )
Hautbeschwerden p=0,01 p=0,01 p=0,01 p = 0,050

OR=2,0 ) OR=34 | OR=50 ) OR=29
Exanthem p = 0,053 p=0,01 p=0,01

OR=15 ) OR=24 | OR=45 ) )
Juckreiz p =0,02 p=0,04

OR=18 ) OR=2,2 ) ) )
Uberempfindlichkeit - - - - - -
Appetitlosigkeit - - - - - -
Ubelkeit - - - - - -
Leistungsminderung p=0,02 p = 0,050

) OR=35 | OR=18 ) ) _

Leistungsminderung p=0,06 p=0,04
> 30 Tage OR=1,5 ) OR=2,0 ) ) )
Beschwerdedauer p=0,02
> 30 Tage ) ) ) ) OR=23 )

Impfsc. = Impfscore, stetige Variable mit Werten von 0 (gar keine Flavivirus-Impfung erhalten) bis
6 (gegen alle drei Flaviviren (YF, JE, FSME) regelhaft geimpft.

Isc. 0/1-6: Dichotomisierte Variable, welche den Flavivirus-Impfstatus beschreibt: gegen
zumindest eine Flavivirus-Erkrankung geimpft oder nicht geimpft (siehe Begriffserklarungen).
YF-Sc./FSME-Sc.: Mégliche Werte sind 0 = wenn keine Impfung vorliegt; 1 = wenn eine Impfung
vorliegt, aber diese langer als die maximal empfohlene Zeitspanne bis zu einer empfohlenen
Auffrischimpfung zurtickliegt; 2 = Impfung erfolgte im empfohlenen Zeitrahmen.

YF/FSME ja/nein: Dichotomisierte Variable, die Geimpfte (gegen YF oder FSME) mit den Nicht-

Geimpften vergleicht.
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Tabelle 7: Mittelwerte der Dauer der verschiedenen langer andauernden Beschwerden in Tagen

Dauer der... Isc. 0 Isc.1-6 YF nein YF ja FSME nein FSME ja
Beschwerden 34,0 42,7 43,9 29,3 33,6 48,7
Beschwerden falls langer
als akute 68,6 70,0 85,0 449 66,1 73,6
Beschwerdedauer
Leistungsminderung 13,4 18,6 15,6 17,6 14,6 19,5
Leistungsminderung

84,0 51,2 75,9 46,0 69,4 51,6

> 30 Tage

e Isc. 0: Personen welche nie gegen eine der drei (YF, JE, FSME) Flavivirus-Infektionen geimpft

wurde.

* Isc. 1-6: Personen welche zumindest gegen eine der drei (YF, JE, FSME) Flavivirus-Infektionen

zu einem beliebigen Zeitpunkt wirksam geimpft waren.

* YF/FSME ja: Zumindest eine Impfung gegen die besagte Flavivirus-Infektion wurde durchgefihrt.

* YF/FSME nein: Die Person wurde niemals gegen die besagte Flavivirus-Infektion geimpft.

Per T-Test fur Mittelwertvergleich wurden die Beschwerdedauern der verschiedenen Gruppen

verglichen (Geimpfte gegen Nichtgeimpfte):

Es ergaben sich keine statistisch signifikanten

Unterschiede zwischen den Mittelwerten. Bei der langer andauernden Leistungsminderung fiel jedoch

die Tendenz auf, dass die Geimpften weniger lang an Beschwerden litten als die Nicht-Geimpften.

Tabelle 8: Untersuchung des Einflusses von Gelbfieber-Impfungen auf die Beschwerdedauer

Gelbfieber-Impfscore 0 1 2
Anzahl mit Beschwerden > 30 Tage 27 6 7
Anzahl mit Beschwerden < 30 Tage 16 1 9

» Gelbfieber-Impfscore: Mdgliche Werte sind 0 = wenn keine Impfung vorliegt; 1 = wenn eine

Impfung vorliegt, diese aber langer als 10 Jahre zuriickliegt; 2 = Impfung erfolgte innerhalb der

letzten 10 Jahre.

e CHI2-Test: p (0/1/2) =0,15
p (0/1-2) = 0,62
p (0-1/2) = 0,11

Tabelle 9: Untersuchung des Einflusses von Gelbfieber-Impfungen auf die Beschwerdedauer (Tage)

Gelbfieber-Impfscore 0 1 2 1-2
Anzahl Patienten 43 7 16 23
Summe Beschwerdedauer 1889 142 532 674
Mittelwert (Tage) 43,93 20,29 33,25 29,30
61,56 34,04 44 .87 38,58
Konfidenzintervall
26,30 6,53 21,63 20,03
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» Gelbfieber-Impfscore: Mdgliche Werte sind 0 = wenn keine Impfung vorliegt; 1 = wenn eine
Impfung vorliegt, diese aber langer als 10 Jahre zurlckliegt; 2 = Impfung erfolgte innerhalb der
letzten 10 Jahre.

+ Uberlappende Konfidenzintervalle, also sich nicht statistisch signifikant voneinander

unterscheidende Mittelwerte. Tendenz: Je hoher der Impfscore, desto kirzer die Beschwerden.

Die gleichen Untersuchungen mit dem FSME-Impfscore anstelle des Gelbfieber-Impfscores bringen
ein ahnliches Resultat: Tendenziell kirzere Beschwerden bei héherem Impfscore, jedoch ohne

statistische Signifikanz.

Tabelle 10: Vierfeldertafel zum Untersuchen des Einflusses des Alters auf die Beschwerdedauer

(Anzahl Patienten)

Beschwerdedauer > 30 Tage ja nein
Alter < 35 Jahre 14 21
Alter > 35 Jahre 12 19

e CHI2-Test;p=0,91

» Kein Einfluss des Alters auf Beschwerdedauer.

Tabelle 11: Vierfeldertafel zum Untersuchen des Einflusses des Geschlechtes auf das Auftreten von

langer andauernden Beschwerden, wenn diese >/= 30 Tage andauern (Anzahl Patienten)

Beschwerden > 30 Tage Ja nein
Mannlich 8 19
Weiblich 18 21

* CHI2-Test; p=0,18

» Kein Einfluss des Geschlechtes auf Beschwerdedauer.

Logistische Regression: Outcome = Wahrscheinlichkeit des Auftretens von Beschwerdedauer > 30

Tage. Variablen = Impfscore bei V1/ Alter / Geschlecht

» Backward elimination (bedingt), keine Variable verblieb im Modell.

4.5.3. Genauere Symptombeschreibung und - Analyse

4.5.3.1. Leistungsminderung

Tabelle 12: Vierfeldertafel zum Untersuchen des Einflusses des Alters auf das Auftreten von

Leistungsminderung (Anzahl Patienten)

Leistungsminderung Ja nein
Alter < 35 Jahre 16 19
Alter > 35 Jahre 13 18

CHI2-Test; p = 0,76
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Tabelle 13: Tabelle: Vierfeldertafel zum Untersuchen des Einflusses des Alters auf das Auftreten einer

langer andauernden Leistungsminderung (d.h. > 30 Tage) (Anzahl Patienten)

Leistungsminderung > 30 Tage Ja Nein
Alter < 35 Jahre 9 26
Alter > 35 Jahre 6 25

CHI2-Test; p = 0,54

Wie die nachfolgenden Tabellen zeigen, hat das Geschlecht, analog zum Alter, keinen Einfluss auf

das Auftreten oder die Dauer von Leistungsminderung.

Tabelle 14: Vierfeldertafel zur Untersuchung des Einflusses des Geschlechtes auf das Auftreten von

Leistungsminderung (Anzahl Patienten)

Leistungsminderung Ja Nein
Ménnlich 11 16
Weiblich 18 21

CHI2-Test; p = 0,66

Tabelle 15: Vierfeldertafel zur Untersuchung des Einflusses des Geschlechtes auf das Auftreten von

langer andauernder Leistungsminderung ( > 30 Tage) (Anzahl Patienten)

Leistungsminderung > 30 Tage Ja nein
Mannlich 5 22
Weiblich 10 29

CHI2-Test; p = 0,36 (Fisher)

Tabelle 16: Einfluss der Impfscore-Gruppierungen auf das Auftreten von Leistungsminderung (Anzahl

Patienten)

Impfscore 0 1-6
Leistungsminderung: ja 8 21
Leistungsminderung: nein 21 16

» Der Impfscore kann Werte von 0 bis 6 annehmen. Je mehr Flavivirus-Impfungen erfolgten und je
kurzer diese zurlickliegen, desto hoher der Wert (siehe Begriffserklarung).
» Vergleich Impfscore-Gruppe 0/1-6: p = 0,02; RR = 0,49 (K1 0,25 - 0,93).

»  Geimpft sein erhoht die Wahrscheinlichkeit an Leistungsminderung zu leiden!
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Tabelle 17: Einfache Logistische Regressionen mit dem Outcome ,Auftreten von
Leistungsminderung”: Prasentation der p-Werte und OR verschiedener Einflussvariablen
) ) Isc 0 bzw. FSME-
Einflussvariablen Impfscore YF-Score YF +/- FSME +/-
1-6 Score
p-Wert 0,14 0,02 0,050 0,07 0,51 0,45
OR (falls p signif.) - 3,4 1,8 1,8 - -

» Impfsc. = Impfscore, stetige Variable mit Werten von 0 (gar keine Flavivirus-Impfung erhalten) bis

6 (gegen alle drei Flaviviren (YF, JE, FSME) regelhaft geimpft.

e Isc. 0/1-6: Dichotomisierte Variable welche den Flavivirus-Impfstatus beschreibt: Flavivirus geimpft

bzw. nicht geimpft (siehe Begriffserklarungen).

* YF-Sc./FSME-Sc.: Mdgliche Werte sind 0 = wenn keine Impfung vorliegt; 1 = wenn eine Impfung

vorliegt, aber langer als die maximal empfohlene Zeitspanne bis zu einer empfohlenen

Auffrischimpfung zurtickliegt; 2 = Impfung erfolgte im empfohlenen Zeitrahmen.
e YF/FSME +/-: Dichotomisierte Variable, die Geimpfte (gegen YF oder FSME) mit den Nicht-

Geimpften vergleicht.

Die Wahrscheinlichkeit einer Leistungsminderung steigt bei Flavivirus-Geimpften im Vergleich zu

Nichtgeimpften: Den starksten Einfluss haben hierbei die Gelbfieber-Impfungen.

Tabelle 18: Einfluss der Impfscore-Gruppierungen auf die Leistungsminderungsdauer (Anzahl

Patienten)

Impfscore 0 1-6
Leistungsminderung > 30 Tage 4 11
Leistungsminderung < 30 Tage 4 10

» Der Impfscore kann Werte von 0 bis 6 annehmen. Je mehr Flavivirus-Impfungen erfolgten und je

kurzer diese zurlickliegen, desto hoher der Wert (siehe Begriffserklarung).

» Vergleich der Impfscore-Gruppen 0/1-6: p = 0,64 (Fischer exakt).

» D.h. kein signifikanter Unterschied der Haufigkeitsverteilung auf dem 5%-Niveau.

Tabelle 19: Durchschnittiche Dauer (in Tagen) der Leistungsminderung (falls vorhanden) in

Abhéngigkeit vom Impfscore

Impfscore 0 1 2 4 5 1-6 2-6
Anzahl Patienten 8 6 13 1 0 21 15
84,52 36,65 52,19 43,80 51,2
Konfidenzintervall
12,73 4,68 21,5 21,82 24,2

e Der Impfscore kann Werte von 0 bis 6 annehmen. Je mehr Flavivirus-Impfungen erfolgten und je

kurzer diese zuruckliegen, desto hoher der Wert (siehe Begriffserklarung).

» Uberlappende Konfidenzintervalle
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Multiple  logistische  Regression:  QOutcome = Wabhrscheinlichkeit des  Auftretens  von

Leistungsminderung. Variablen = Impfscore bei V1 / Alter / Geschlecht.

» Backward elimination (bedingt); keine Variable blieb im Modell.

» Der Impfscore hatte bei Mitberiicksichtigung anderer Faktoren keinen Einfluss auf das
Auftreten der Leistungsminderung, im Gegensatz zu den weiter oben berichteten
Ergebnissen.

* Nahm man den Gelbfieber-Impfscore anstelle des Impfscores, so blieb dieser im Modell (p =
0,05; OR = 1,8). Gelbfiebergeimpfte hatten auch in diesem multiplen Regressionsmodell ein
erhéhtes Risiko an Leistungsminderung zu leiden.

» Bei der gleichen Untersuchung mit der Variablen FSME-Impfscore verblieb keine Variable im
Modell.

Multiple  logistische  Regression: Outcome = Wahrscheinlichkeit des  Auftretens  von

Leistungsminderung > 30 Tage. Variablen = Impfscore bei V1 / Alter / Geschlecht.

» Backward elimination (bedingt): Lediglich der Impfscore blieb im Modell (p = 0,051; OR =1,5)

» Durchfuhrung des gleichen Modells mit dem YF-Impfscore bei V1 anstelle des Impfscores:
Lediglich der YF-Impfscore blieb im Modell, allerdings mit einem besseren p-Wert (0,04) und
einer OR von 2,0. Gelbfiebergeimpfte hatten somit ein hoheres Risiko an einer
Leistungsminderung von einer Dauer > 30 Tage zu leiden.

» Bei der gleichen Untersuchung mit der Variablen FSME-Impfscore verblieb keine Variable im

Modell.
Multiple  logistische  Regression:  QOutcome = Wabhrscheinlichkeit des  Auftretens  von
Leistungsminderung. Variablen = Fieber / Kopfschmerzen / Muskel- / Gelenkschmerzen /

Hautbeschwerden / Appetitlosigkeit / Ubelkeit.

« Backward elimination; keine Variable verblieb. LM nicht anhand der akuten Beschwerden

vorhersagbar.

Multiple  logistische  Regression:  QOutcome = Wabhrscheinlichkeit des  Auftretens  von

Leistungsminderung > 30 Tage. Variablen = Fieber / Kopfschmerzen / Muskel- / Gelenkschmerzen /

Hautbeschwerden / Appetitlosigkeit / Ubelkeit.

« Backward elimination; drei Variablen verblieben im Modell, konnten also helfen, eine langer
andauernde Leistungsminderung vorherzusagen:
o0 Muskelschmerzen: p = 0,06; OR =4,5
o0 Gelenkschmerzen: p = 0,02; OR = 0,15 (d.h. ,protektiver* Effekt)
o Hautbeschwerden: p = 0,03;0R =5,3
+ Nach Ersetzen der Hautbeschwerden durch Exanthem, Juckreiz oder Uberempfindlichkeit
verblieben nur zwei Variablen: Exanthem mit p = 0,04; OR = 3,9 sowie Gelenkschmerzen,
allerdings mit p = 0,09 und OR =0,32.
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4.5.3.2. Gastroenterologische Beschwerden

Appetitlosigkeit und Ubelkeit traten bei 57,3% bzw. 30,3% auf. Des Weiteren wurden insgesamt 12
weitere gastrointestinale Beschwerden berichtet: Erbrechen (5 Patienten), Bauchkréampfe und
Durchfall (je 2), und je einmal extreme Appetitlosigkeit mit absoluter Nahrungskarenz, lkterus sowie
Unwohlsein.

Insgesamt berichteten 41 von 66 Patienten (62,1%) von mindestens einem gastrointestinalen
Symptom. Von diesen 41 gaben je 18 Probanden an, an einem bzw. 2 GI-Symptomen zu leiden. Bei 4
Probanden bestanden 3 Symptome, bei einem sogar 4. Keine dieser Beschwerden bestand langer als
14 Tage.

Logistische Regression: Outcome = Wahrscheinlichkeit des Auftretens von Appetitlosigkeit.

Variablen = Impfscore bei V1 / Alter / Geschlecht.
* Nur die Variable Geschlecht blieb im Modell (p = 0,02; OR = 3,3). Weibliches Geschlecht

erhohte das Risiko, an Appetitlosigkeit zu leiden.

Logistische Regression: Outcome = Wahrscheinlichkeit des Auftretens von Ubelkeit.

Variablen = Impfscore bei V1 / Alter / Geschlecht.

» Keine Variable blieb im Modell.

4.5.3.3. Dermatologische Beschwerden

Von den 36 Patienten, welche Hautbeschwerden ankreuzten, hatten 27 (75,0%) eine Hautrétung, 11
(30,6%) Juckreiz und 9 (25,0%) eine Uberempfindlichkeit. Bei 22 Probanden (61,1%) bestand eine,
bei 8 (22,2%) bestanden 2, bei 3 (8,3%) sogar alle drei der ankreuzbaren Hautbeschwerden. Bei 2
Probanden trat Juckreiz alleine auf, ohne sichtbare Veranderungen. Des Weiteren gab ein Proband
petechiale Blutungen an den Unterschenkeln an, bei zwei weiteren wurde nicht genauer erklart, was
unter Hautbeschwerden verstanden wurde.

Ein Exanthem trat bei 17 von 27 Patienten ohne weitere Hautbeschwerden auf, bei weiteren 8 mit
begleitendem Juckreiz. Von diesen 8 Patienten litten 3 zusétzlich an Uberempfindlichkeit. Die
Uberempfindlichkeit trat hingegen nur bei 3 der 9 (33,3%) Patienten, die sie erwahnten, alleine auf.
Des Weiteren wurden von 9 Patienten dermatologische Beschwerden bei der offenen Symptomfrage
angegeben. Dies waren: Haarausfall 2 bis 3 Monate nach Symptombeginn (3 Patienten),
Allergieanfalligkeit (2), lang sichtbare Hautverfarbungen (insgesamt 3: Petechien (2), nicht genauer
definiert (1)), sowie Gesichtsschwellung.

Diese dermatologischen Beschwerden wurden meistens den akuten Beschwerden zugeordnet.
Lediglich die nicht genau definierte Hautverfarbung an der Innenseite der Oberschenkel und die

Allergieanfalligkeit bestanden 3 beziehungsweise 6 Monate lang.

Logistische Regression: Outcome = Wahrscheinlichkeit des Auftretens von Hautbeschwerden.

Variablen = Impfscore bei V1 / Alter / Geschlecht.
» Die Variable Impfscore bleibt im Modell (p = 0,01; OR = 2,0).
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» Nach Ersetzen des Impfscores durch den Gelbfieber-Impfscore bei V1 blieb der Gelbfieber-
Impfscore im Modell (p =0,01; OR = 3,7).
» Ersetzte man im gleichen Modell den Gelbfieber-Impfscores durch die FSME-Impfung (binar),

dann verblieb diese als einzige Variable im Modell (p = 0,048; OR 2,9)

4.5.3.4. Psychologische Beschwerden

Insgesamt wurden von 6 Probanden psychologische Beschwerden berichtet. Die 8 berichteten
Beschwerden waren: Depressive Veranderungen (3), Antriebslosigkeit (2) und je einmal
Stimmungsschwankungen, Albtrdume, Schlafstérung sowie Halluzinationen.

Diese Beschwerden wurden, von einer Ausnahme abgesehen, als akut eingestuft; lediglich ein
Proband litt 9 Monate lang an der medikamentds behandelten Depression.

Das Verhaltnis Frauen zu Mannern betrug 2 zu 4, was in etwa das umgekehrte Geschlechterverhéltnis

aller Studienteilnehmer darstellte.

4.5.3.5. Neurologische Beschwerden

Neben den haufigen Kopfschmerzen, unter denen 71,2% der Patienten litten, wurden 11 weitere
neurologische Beschwerden berichtet. Dies waren: Augenschmerzen (5), Lichtempfindlichkeit (2),
Gleichgewichtsstorung, Gesichtslahmung, Geschmackverlust und metallener Geschmack (je 1). Bis
auf eine Ausnahme litten all diese Patienten auch an Kopfschmerzen.

Diese neurologischen Beschwerden, an denen somit, Kopfschmerzen inklusive, 72,7% litten, wurden
meistens den akuten Beschwerden zugeordnet. Lediglich bei 3 Probanden bestanden sie Uiber einen
langeren Zeitraum: 2 Probanden hatten 30 bzw. 60 Tage lang Kopfschmerzen. Die

Gleichgewichtsstorung hielt 42 Tage lang an.

4.5.3.6. Gelenkbeschwerden

Insgesamt gaben 51,5% der Patienten an, unter Gelenkschmerzen zu leiden. Die mediane Dauer der
Gelenkschmerzen betrug 14 Tage (2 bis 180 Tage, Durchschnitt 25 Tage).

Bei 6 Patienten dauerten diese Beschwerden langer als die akute Phase an, im Schnitt 79,2 Tage (25
bis 180, Median 75 Tage). Das Durchschnittsalter dieser Patienten betrug 39,9 Jahre, wobei das
Durchschnittsalter aller an Gelenkschmerzen Leidenden 35,2 Jahre betrug (Konfidenzintervalle

Uberlappend).

Tabelle 20: Einfluss des Alters auf das Auftreten von Gelenkschmerzen: Vierfeldertafel (Anzahl der

Patienten)

Gelenkschmerzen ja nein
Alter < 35 Jahre 22 13
Alter > 35 Jahre 13 18

 CHI2-Test; p=0,09

e Tendenziell haben Jungere haufiger Gelenkschmerzen
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Tabelle 21: Einfluss des Alters auf das Auftreten von langer andauernden Gelenkschmerzen (> 30

Tage): Vierfeldertafel (Anzahl der Patienten)

Gelenkschmerzen > 30 Tage ja Nein
Alter < 35 Jahre 2 33
Alter > 35 Jahre 4 27

e CHI=-Test; p = 0,28 (Fisher’s exakter Test)

» Keine Tendenz erkennbar.

Tabelle 22: Durchschnittsalter je nach Gelenkschmerz-Gruppe

Gelenkschmerzen > 30 Tage ja nein
Anzahl Patienten 6 60
Mittelwert 39,83 36,70
. . 47,97 40,12
Konfidenzintervall
31,70 33,28

Nahezu identische und somit tiberlappende Konfidenzintervalle.

Tabelle 23: Einfluss des Geschlechtes auf das Auftreten von Gelenkschmerzen: Vierfeldertafel
(Anzahl der Patienten)

Gelenkschmerzen ja Nein
Ménnlich 11 16
Weiblich 24 15

* CHI2-Test; p=0,10

» Tendenziell leiden Frauen haufiger an Gelenkschmerzen (nicht statistisch signifikant).

Tabelle 24: Einfluss des Geschlechtes auf das Auftreten von langer andauernden Gelenkschmerzen,
d.h. >/= 30 Tage: Vierfeldertafel (Anzahl der Patienten)

Gelenkschmerzen > 30 Tage ja nein
Ménnlich 1 26
Weiblich 5 34

p = 0,39 (Fisher exakter Test, two-tail)

Logistische Regression: Outcome = Wahrscheinlichkeit des Auftretens von Gelenkschmerzen > 30

Tage. Variablen = Impfscore bei V1 / Alter / Geschlecht.

» Backward elimination (Wald): Keine Variable verblieb im Modell.

Logistische Regression: Outcome = Wahrscheinlichkeit des Auftretens von Gelenkschmerzen.

Variablen = Impfscore bei V1 / Alter / Geschlecht.

» Backward elimination (Wald): Keine Variable blieb im Modell.
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4.5.3.7. Sonstige Beschwerden
Gewichtverlust (4), Schweiausbriche, Hitzewallungen, Schittelfrost, Atemwegsbeschwerden,

Nasenbluten, Kreislaufschwéche, Infektanfalligkeit (je 1 Patient)

4.5.4. Verlauf und Persistenz der chronischen Besch ~ werden

26 Patienten litten an chronischen Beschwerden, d.h. Beschwerden, welche mindestens 30 Tage lang
bestanden (siehe Begriffserklarung). Am haufigsten war die Leistungsminderung, unter der 17 von 26
der ,chronischen” Patienten litten (65,4%), gefolgt von Gelenkschmerzen (23,1%) und neurologischen
Beschwerden (15,4%: Kopfschmerzen, Schwindel). Bei 30,8% bestanden andere chronische
Beschwerden. Es sei angemerkt, dass einige der Patienten mit langer andauernden Beschwerden an
mehr als einem Symptom litten, weswegen die Summe nicht 100 ergibt. Unter den anderen
Beschwerden waren Muskelschmerzen (bei 3 Patienten) und allergische Beschwerden (2) am
haufigsten. Von jeweils einem Patienten wurden Infektanfélligkeit, Depression sowie Hautverfarbung

genannt.

Graphik 5: Verteilung der langer andauernden Beschwerden

Beschwerdedauer > 30 Tage Beschwerdedauer > 60 Tage
n=26 n=16

Beschwerdedauer > 90 Tage
n=9

Leistungsminderung

Gelenkschmerzen

Neurologische Beschwerden

00 0®

Andere Beschwerden

« Unter sonstige Beschwerden fallen Muskelschmerzen, Allergien, Infektanfalligkeit, Depression und
Hautverfarbung. Nicht hier genannt sind die 2 Personen, welche 2 Monate nach Infektionsbeginn

einen Haarausfall erlitten.
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4.6. Verlauf der Dengue-Antikorper

4.6.1. Serologie bei Erstvorstellung (V1)

4.6.1.1. Uberblick

Von 59 der 66 Patienten konnte in unserer Serumbank Serum von der Erstvorstellung, d.h. der
Vorstellung, welche zur Diagnosestellung ,Denguefieber* gefuhrt hatte (Serum V1), gefunden werden.
Bei Erstvorstellung waren Dengue-Virus-IgM-Antikérper bei 42,4% nachweisbar, Dengue-Virus-1gG-
Antikorper bei 88,1%. Grenzwertige Ergebnisse lagen bei 6,8 bzw. 1,7% vor, negative bei 50,9 bzw.
10,2%.

4.6.1.2. Einflussfaktoren auf den IgG-Antikdrper-St  atus bei Erstvorstellung

4.6.1.2.1. Zeitpunkt der Vorstellung

Graphik 6: Prozentsatz der Patienten mit positivem IgG-ELISA in Abh&ngigkeit vom Zeitpunkt der
Vorstellung nach Symptombeginn
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Obwohl sich insgesamt 38 Patienten innerhalb von 14 oder weniger Tagen nach Symptombeginn
vorgestellt hatten, zeigt diese Graphik die hohe Anzahl der positiven 1gG-ELISA-Ergebnisse bei V1.
Bei 34 von diesen Patienten gab es Serum zu V1. 25 stellten sich innerhalb der ersten Woche vor (<8
Tage), 9 weitere innerhalb der zweiten Woche (>8<15 Tage). Dabei war der IgG-ELISA bei 27
Probanden, welche sich innerhalb der ersten 2 Wochen (<15 Tage) nach Symptombeginn vorstellten,
positiv (79,4%). Bei 18 von 25 (72,0%) Probanden, welche sich innerhalb der ersten Woche

vorstellten, war dies der Fall sowie bei 9 von 9 (100%) innerhalb der zweiten Woche.
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Tabelle 25: Ergebnis des IgG-ELISA in Abhangigkeit vom Zeitpunkt der Blutenthnahme nach Beginn

der Symptome (S-V1): Anzahl der Patienten mit positivem (AU > 12) bzw. negativem (AU < 12)

Ergebnis

S-V1 IgG positiv IgG negativ
<7 Tage 18 7

> 8 Tage 34 0

Fishers exakter Test (da eine Zelle 0): p = 0,01; RR = 0,72 (0,56-0,92)

IgG-AU bei V1, je nach Zeitspanne S-V1 (Trennwert 8 Tage)

* S-V1>8Tage lgG = 35,6; S-V1 <8 Tage IgG = 25,5
« Mittelwertvergleich mit T-Test (unverb. Stichproben)
* p=0,01, d.h. Mittelwerte unterschiedlich: je gréRer S-V1, desto héher die 1gG-AU

4.6.1.2.2. Einfluss vorheriger Flavivirus-Impfungen

auf den IgG-Antikorper-Status

Graphik 7: Einfluss des Flavivirus-Impfstatus (hier: Impfscore) auf das Ergebnis des IgG-Dengue-
ELISA (AU)
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Probability (two-tailed) p = 0,02; R2 = 0,10 (lin.). Ein Zusammenhang zwischen dem Impfscore und

den IgG-AU scheint zu bestehen.
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Tabelle 26: Einfluss des Impfscores auf das Dengue-IgG-ELISA-Ergebnis (Anzahl der Patienten)

Impfscore IgG positiv IgG negativ
0 19 6
1-6 33 1

 p=0,02;,RR =1,28 (1,02 - 1,60). Ein Zusammenhang zwischen Positivitat des IgG-ELISA und der
Impfscore-Gruppierung kann gezeigt werden (auf 5%-Niveau).
e Der Impfscore kann Werte von 0 bis 6 annehmen. Je mehr Flavivirus-Impfungen erfolgten und je

kurzer diese zuruckliegen, desto hoher der Wert (siehe Begriffserklarung).

Gleiches zeigte sich bei einer logistischen Regression. Die Wahrscheinlichkeit eines positiven 1gG-
ELISA-Ergebnisses bei V1 stieg bei Vorliegen von zumindest einer Flavivirus-Impfung (Impfscore 0
gegen Isc. 1-6: p = 0,04; OR 10,4).

Allerdings konnten die Untersuchungen der einzelnen Flavivirus-Impfungen (YF und FSME) hier
keinen statistisch relevanten Zusammenhang zwischen der Wahrscheinlichkeit eines positiven 1gG-

Testergebnisses und der jeweiligen Impfung zeigen.

Tabelle 27: Hohe der Dengue-lgG-Antikdrper Units (AU) bei V1, in Abhangigkeit vom Flavivirus-
Impfstatus (hier Impfscore-Gruppierung)

Impfscore 0 1-6 0-1 2-6
N total 29 37 41 25
N ohne IgG-Bestimmung 4 3 5 2
N mit IgG- Bestimmung 25 34 36 23
Mittelwert 1I9G-AU 24,92 36,06 29,17 34,74
Konfidenzintervall 3050 3961 33,86 39,24
19,34 32,51 24,47 30,24
Zeitpunkt (S-V1) <15 Tage 18 16 25 9
Zeitpunkt (S-V1) >14 Tage 7 18 11 14

» Der Impfscore kann Werte von 0 bis 6 annehmen. Je mehr Flavivirus-Impfungen erfolgten und
je kurzer diese zurickliegen, desto héher der Wert (siehe Begriffserklarung).

» Vergleich der Impfscore-Gruppierung 0 mit Isc-Gruppe 1-6: Nicht-uberlappende
Konfidenzintervalle und somit Nachweis eines Unterschiedes der Mittelwerte der IgG-
Antibody-Units in beiden Gruppen (24,9 bzw. 36,1).

Die gleiche Untersuchung wurde mit den Gruppen: Gelbfiebergeimpfte bzw. Nichtgeimpfte (bzw.
FSME-Impfung ja/nein) durchgefihrt. Die Mittelwertvergleiche mit T-Tests fir unverbundene
Stichproben zeigten:

» Gelbfiebergeimpfte hatten héhere IgG-AU bei V1 (36,4 bzw. 27,9); p = 0,01

*  FSME-Geimpfte hatten hdhere IgG-AU bei V1 (36,2 bzw. 28,7); p = 0,02

Da die Zeitspanne S-V1 den IgG-Wert beeinflusst, kénnte hier ein confounding vorliegen. Deswegen

ist das Durchfiihren einer multiplen logistischen Regression sinnvoll:
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Outcome: Resultat des IgG-ELISA (pos. oder neq.) bei V1. Die Einflussvariablen sind: Impfscore (0
gegen 1-6) und S-V1.
* P-Werte fur S-V1 bzw. Isc. 0/1-6: 0,76 bzw. 0,09. Das heil3t der fur S-V1 adjustierte Parameter

der Variablen Impfscore hatte einen p-Wert >0,05 und verlor somit auf dem 5%-Niveau seine

Signifikanz.
» Die Zeit S-V1 muss also durchaus als Confounder betrachtet werden.
» Die gleichen Untersuchungen zur Untersuchung des Einflusses der Gelbfieber bzw. FSME-

Impfungen (ja/nein) auf die Positivitat des IgG-ELISAs zeigten allesamt p-Werte >0,05.

4.6.1.2.3. Einfluss vorheriger Reisen

Tabelle 28: Ergebnis des Dengue-IgG-ELISA bei V1, je nach Reisescore (Anzahl Patienten)

Reisescore | IgG-ELISA positiv | IgG-ELISA negativ*
O 20 1
1 14 3
2 18 3

e *AU<12

e CHI2 aufgrund Zellen mit <5 nicht korrekt anwendbar.
* p=0,21 (Rsc. 0 gegen Rsc 1-2 mit Fischer exaktem Test)
» Der Reisescore kann die Werte 0, 1 und 2 annehmen, je nach Risiko vorheriger, unbemerkter

Dengue-Virus-Infektionen (null/vernachlassigbar, gering, gegeben). Siehe Begriffserklarung.
Die IgG-AU korrelierten nicht mit der insgesamt in den Tropen verbrachten Zeit. Dies ist ein Indiz
dafir, dass die meisten Leute, trotz mehrerer Tropenreisen, nur eine Flavivirus-Infektion durchlitten,

namlich die zur Vorstellung in unserem Institut fihrende.

Tabelle 29: IgG-ELISA bei V1 je nach travel group-Gruppierung (Anzahl Patienten)

Travel group | IgG-ELISA positiv | IgG-ELISA negativ*
1-2 22 2
3-4 30 5

» Fischer-Test (da Zellen <5): p = 0,34

e *AU<12

» Patienten der travel groups 1 und 2 haben keinerlei andere Tropenreisen vor der zur Dengue-
Virus-Infektion flihrenden Tropenreise unternommen. Die Patienten in travel groups 3 oder 4

schon (siehe Begriffserklarung).
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Tabelle 30: H6he der IgG-Units (AU) bei V1 in Abh&angigkeit von travel group-Gruppierung

Travel group 1-2 3-4 1 2-4

Anzahl der Patienten mit IgG-
24 35 13 46
Messung

36,70 35,81 40,19 34,75
Konfidenzintervall

25,88 26,92 25,96 26,94

S-V1 < 15 Tage (Anzahl Patienten) 15 19 11 23

S-V1 > 15 Tage (Anzahl Patienten) 9 16 2 23

» Patienten der travel groups 1 und 2 haben keinerlei andere Tropenreisen vor der zur Dengue-
Virus-Infektion flihrenden Tropenreise unternommen. Die Patienten in travel groups 3 oder 4
schon (siehe Begriffserklarung).

« Samtliche Konfidenzintervalle tiberlappen sich; kein signifikanter Unterschied der Mittelwerte.

 Es gab keinen Unterschied in der Hohe der IgG-AU zwischen denjenigen, die nicht vor der zur
Infektion fuhrenden Reise in den Tropen waren und denjenigen, die zuvor schon die theoretische

Mdglichkeit einer Dengue-Virus-Infektion hatten.

4.6.1.2.4. Weitere mdgliche Einflussfaktoren
Vergleich der IgG-AU-Mittelwerte je nach Geschlecht per T-Test fir unverbundene Stichproben:
Die Mittelwerte der IgG-Units waren gleich (31,8 Manner; 31,0 Frauen; p = 0,66).

4.6.1.2.5. Untersuchung des Einflusses diverser Var iablen auf die Dengueserologie anhand
multipler logistischer Regression

Outcome: IgG ELISA-Ergebnis (positiv oder negativ). Einflussvariabeln: Zeitpunkt der Vorstellung (S-

V1), Impfstatus (Isc. bei V1: 0 bzw. 1-6) sowie Reisestatus (tg 1-2 bzw. 3-4 oder Rsc.).

» Backward elimination (Wald).

» Zwei Variablen verblieben im Modell, waren aber beide knapp nicht statistisch signifikant: S-
V1 (p = 0,08; OR 1,23); Impfscore (p = 0,09; OR 7,4).

« Hier zeigte sich der confounding-Effekt von S-V1 (denn das gleiche Modell ohne S-V1 ergab
fur die dichotomisierte Variable Flavivirus-Impfungen einen p-Wert von 0,04 bei einer OR von
10).

4.6.1.3. Einflussfaktoren auf IgM-Antikérper-Status bei Erstvorstellung

4.6.1.3.1. Zeitspanne zwischen Symptombeginn und Pr  obenentnahme

IgM konnte bei 15 Patienten, die sich innerhalb weniger als 15 Tagen nach Symptombeginn
vorstellten, nachgewiesen werden (44,1%). Bei 9 von 25 (36,0%) Patienten, welche sich innerhalb der
ersten Woche (<8 Tage) vorstellten, war dies der Fall, sowie bei 6 von 9 (66,7%) innerhalb der

zweiten Woche.
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Graphik 8: Prozentsatz der Patienten mit positivem IgM-ELISA-Ergebnis in Abhangigkeit
Zeitpunkt der Vorstellung nach Symptombeginn
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Tabelle 31: Hohe der Dengue-lgM-Antikérper Units (AU), in Abhangigkeit vom Zeitpunkt der

Probenentnahme (d.h. Zeitspanne S-V1)

S-vi <7 Tage >7<15 >14 Tage <15 Tage
Tage
Anzahl Patienten (N) 29 9 28 38
IgM nicht bestimmt 4 0 3 4
Anzahl Patienten mit IgM-
25 9 25 34
Messung
Mittelwert (AU) 14,96 20,33 15,16 16,38
20,75 29,73 21,12 21,30
Konfidenzintervall
9,17 10,94 9,20 11,46
Impfscore 0 (Anzahl Patienten) 16 4 9 20
Impfscore >0
) 13 5 19 18
(Anzahl Patienten)

» Der Impfscore kann Werte von 0 bis 6 annehmen. Je mehr Flavivirus-Impfungen erfolgten und

je kurzer diese zurickliegen, desto héher der Wert (siehe Begriffserklarung).

* Nahezu identische Mittelwerte und Konfidenzintervalle.

Tabelle 32: Ergebnis des Dengue-IgM-ELISA bei V1,

Probenentnahme nach Symptombeginn (Anzahl Patienten)

S-V1 IgM-ELISA positiv | IgM-ELISA negativ*
<7 Tage 9 16
>7 Tage 16 18

in Abhéangigkeit vom Zeitpunkt der
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* CHI2-Test; p=0,40

«  *AU<12

Tabelle 33: Ergebnis des Dengue-IgM-ELISA bei V1,

Probenentnahme nach Symptombeginn (Anzahl Patienten)

S-V1 IgM-ELISA positiv | IgM-ELISA negativ *
< 14 Tage 15 19
> 14 Tage 10 15

* CHI2-Test; p=0,75

+  *AU<12

4.6.1.3.2. Einfluss vorheriger Flavivirus-Impfungen

in Abhéangigkeit vom Zeitpunkt der

Graphik 9: Graphik: Einfluss des Flavivirus-Impfstatus (hier: Impfscore) auf das Ergebnis des IgM-
Dengue-ELISA (AU)
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* p=0,04 (two-tailed); R2 (linear) = 0,07

e Der Impfscore kann Werte von 0 bis 6 annehmen. Je mehr Flavivirus-Impfungen erfolgten und je

kurzer diese zuruckliegen, desto hoher der Wert (siehe Begriffserklarung).

Tabelle 34: Ergebnis Dengue-IgM-ELISA in Abhéangigkeit vom Flavivirus-Impfstatus (Anzahl der

Patienten)
Impfscore-Gruppierung IgM positiv IgM negativ
15 10
1-6 11 24

- p=0,03;RR=1,91(1,06-3,43)
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» Der Impfscore kann Werte von 0 bis 6 annehmen. Je mehr Flavivirus-Impfungen erfolgten und je

kurzer diese zuruckliegen, desto hoher der Wert (siehe Begriffserklarung).

e Ein Zusammenhang zwischen Positivitat des IgM-ELISA und der Impfscore-Gruppierung konnte

gezeigt werden (auf dem 5%-Niveau). Hierbei zeigten die Nicht-Geimpften eine hohere

Wahrscheinlichkeit eines positiven IgM-Ergebnisses.

Tabelle 35: Einfluss des Flavivirus-Impfstatus auf die Hohe der IgM-Antikérper-Einheiten (AU) bei

Erstvorstellung

Impfscore 0 1-6 0-1 2-6
N total 29 37 41 25
IgM nicht bestimmt 4 3 5 2
N mit IgM-Messung 25 34 36 23
Mittelwert 22,96 10,65 18,61 11,57
Konfidenzintervall 29,63 i 2382 1638
16,29 7,19 13,41 6,75
Zeitpunkt (S-V1) < 14 Tage 18 15 25 9
Zeitpunkt (S-V1) >14 Tage 7 18 11 14

» Der Impfscore kann Werte von 0 bis 6 annehmen. Je mehr Flavivirus-Impfungen erfolgten und

je kurzer diese zurickliegen, desto héher der Wert (siehe Begriffserklarung).

» Die Konfidenzintervalle zwischen den Nichtgeimpften (Isc. 0) und geimpften Personen

Uberlappen sich nicht, d.h. die Mittelwerte der IgM-Units sind unterschiedlich (auf dem 5%-

Niveau); hierbei haben die Nicht-Geimpften hoéhere IgM-AU als die Geimpften (23,0 bzw.

10,7). In letztgenannter Gruppe waren auch etwas mehr Patienten mit Probenentnahme nach
14 Tagen (p = 0,04; RR = 1,58; KI = 1,01-2,48). Somit kdnnte die Zeitspanne S-V1 einen

confounder darstellen.

4.6.1.3.3. Einfluss vorheriger Reisen

Tabelle 36: Einfluss von Tropenreisen (Reisescore) auf das Ergebnis des Dengue-IgM-ELISA bei

Erstvorstellung V1 (Anzahl der Patienten)

Reisescore IgM-ELISA positiv | IgM-ELISA negativ
0 9 12
1 7 10
2 9 12

* CHI2-Test; p=0,99

» Der Reisescore kann die Werte 0, 1 und 2 annehmen, je nach Risiko vorheriger, unbemerkter

Dengue-Virus-Infektionen (null/vernachlassigbar, gering, gegeben). Siehe Begriffserklarung.
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Tabelle 37: Einfluss von Tropenreisen (travel group) auf das Ergebnis des Dengue-lgM-ELISA bei

Erstvorstellung V1 (Anzahl der Patienten)

Travel group | IgM-ELISA positiv | IgM-ELISA negativ*
1-2 12 12
2-3 13 22

* CHI2-Test; p=0,33

+  *AU<12

» Patienten der travel groups 1 und 2 haben keinerlei andere Tropenreisen vor der zur Dengue-
Virus-Infektion flihrenden Tropenreise unternommen. Die Patienten in travel groups 3 oder 4

schon (siehe Begriffserklarung).

Tabelle 38: Hohe der Dengue-lgM-Antikdrper-Units (AU) bei V1 in Abhéngigkeit von Tropenreisen

(travel group-Gruppierung)

Travel group 1-2 3-4 1 2-4
Anzahl Patienten (N) 25 41 13 53
Patienten ohne IgM_Bestimmung 1 6 0 7
Patienten mit IgM-Messung 24 35 13 46
Mittelwert (AU) 18,04 14,37 16,08 15,8
23,82 19,34 24,17 20,11
Konfidenzintervall
12,27 9,40 7,99 11,5
Zeitpunkt (S-V1) < 14 Tage (Anzahl
) 15 19 11 23
Patienten)
Zeitpunkt (S-V1) >14 Tage (Anzahl
} 9 16 2 23
Patienten)

« Patienten der travel groups 1 und 2 haben keinerlei andere Tropenreisen vor der zur Dengue-
Virus-Infektion fihrenden Tropenreise unternommen. Die Patienten in travel groups 3 oder 4
schon (siehe Begriffserklarung).

» Alle Konfidenzintervalle tGiberlappen sich; somit keine signifikanten Mittelwertunterschiede.

4.6.1.3.4. Multifaktorielle Analysen
Outcome: IgM ELISA-Ergebnis (positiv bzw. negativ). Einflussvariabeln: Zeitpunkt der Vorstellung (S-

V1), Impfstatus (Isc. bei V1) sowie Reisestatus (tg 1-2 bzw. 3-4) oder Rsc..

*  Nur der Impfscore blieb im Modell (p = 0,07; OR = 0,64). Das gleiche Modell mit Impfscore 0
bzw. Isc. 1-6 (d.h. binar anstatt ordinal) belie ebenfalls den Isc. im Modell (p = 0,02; OR =
0,28). Der Impfstatus, adjustiert fur die Zeit S-V1, hat einen signifikanten Einfluss auf das
Ergebnis des IgM-ELISA.

« Bei der Durchflihrung des gleichen Modells mit YF bzw. FSME-Impfscore (ordinal oder binar)

waren alle p-Werte > 0,05 (leeres Modell).
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4.6.2 Serologie bei Zweitvorstellung (P1)

4.6.2.1. Einflussfaktoren auf den IgG-Antikdrper-St  atus bei Zweitvorstellung
Bei Wiedervorstellung (P1) war das IgG nur bei einem Probanden negativ (d.h. in 98,4% der Falle

positiv).
4.6.2.1.1. Zeitspanne zwischen Symptombeginn und Zw  eitvorstellung (S-P1)

Graphik 10: Einfluss der Zeitspanne zwischen DF-Infektion und Untersuchung (S-P1) auf die Héhe der
Dengue-lgG-AU
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Dieses Punktwolkendiagramm zeigt, dass die Hohe der IgG-AU nicht relevant im Laufe der Jahre
variierte. Bis auf eine Ausnahme war der IgG-ELISA bei allen Patienten positiv. Die Hohe der AU
schwankte kaum (der Patient mit negativem IgG-ELISA hatte auch bei V1 schon negative IgG- bzw.

IgM-Testergebnisse gehabt — mdglicherweise war dieser Patient nie an einer Dengue-Virus-Infektion

erkrankt).

Logistische Regression: Outcome = IgG-ELISA-Ergebnis; Variable = S-P1:
e p=0,07;0R=0,66

Lineare Regression: Outcome = IgG-AU; Variable = S-P1:

* p>>0,05

IgG-AU bei P1, in Abhéngigkeit von der Dauer S-P1 (Trennwert 5 Jahre):

» Mittelwertvergleich mit T-Test (unverbundene Stichproben)

a7



e p=0,17 (<5 Jahre 1gG =32,7; >5 Jahre IgG = 36,1)

IgG-AU bei P1 in Abhangigkeit von der Dauer S-P1 (Trennwert 4 Jahre):

» Mittelwertvergleich mit T-Test (unverb. Stichproben)
e p=0,09 (<5 Jahre 1gG =32,1; > 5 Jahre IgG = 36,1)

IgG- AU bei P1 in Abhangigkeit von der Dauer S- P1 (Trennwert 3 Jahre):

» Mittelwertvergleich mit T-Test (unverb. Stichproben)
e p=0,24 (<5 Jahre IgG =32,3; >5 Jahre IgG = 35,1)

4.6.2.1.2. Einfluss anderer Flavivirus-Impfungen (I  mpfscore 2)

Graphik 11: Hohe der IgG-AU bei P1 in Abhéngigkeit vom Flavivirus-Impfstatus (Impfscore)
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Tabelle 39: Hohe der IgG-AU bei P1 in Abhéngigkeit vom Flavivirus-Impfstatus (hier: Impfscore-

Gruppierung)
Impfscore 0 1-5 0-1 2-5 0-2 3-5
Anzahl 26 40 37 29 54 12
Mittelwert 32,77 34,45 34,68 32,66 33,69 34,25
) . 35,77 37,75 38,52 34,54 36,45 36,73
Konfidenzintervall
29,77 31,15 30,83 30,77 30,92 31,77

e Der Impfscore kann Werte von 0 bis 6 annehmen. Je mehr Flavivirus-Impfungen erfolgten und je
kurzer diese zurlickliegen, desto héher der Wert (siehe Begriffserklarung). Der Impfscore 2
beschreibt den Impfscore zum Zeitpunkt der Wiedervorstellung.

» Konfidenzintervalle Uberlappen sich allesamt, bei nahezu identischen Mittelwerten.
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4.6.2.1.3 Flavivirus-Impfungen zwischen V1 und P1

Insgesamt wurden 11 Patienten zwischen der Erstvorstellung (V1) und der Wiedereinbestellung (P1)
gegen eine Flavivirus-Erkrankung geimpft. Dies hatte jedoch keinen messbaren Einfluss auf die Hohe
der Antibody-Units (IgG oder IgM). Die Hohe der Mittelwerte war nahezu identisch.

Tabelle 40: Einfluss von Flavivirus-Impfungen, welche zwischen der DF-Infektion und der
Probeentnahme bei Wiedereinbestellung (P1) erfolgten, auf die Hohe der Antikérper-Einheiten (AU)
von IgG und IgM

Patienten ... Mittelwert 1gG-AU Mittelwert IgM-AU
mit mindestens 1 Flavivirus-Impfung zwischen V1
34,7 5,6
und P1 (n =11)
ohne Flavivirus-Impfung zwischen V1 und P1
33,6 5,0

(n=55)

4.6.2.1.4. Andere Tropenreisen und weitere mogliche  Einflussfaktoren
Die Suche nach weiteren Einflussfaktoren eribrigt sich aufgrund der uniformen Verteilung der IgG-
Antibody-Units.

4.6.2.1.5. Multifaktorielle Analyse

Logistische Regression: Outcome = IgG-ELISA-Ergebnis (positiv_oder negativ), Einflussvariablen:

Alter, Geschlecht, S-P1, Reisestatus (Reisescore oder travel group) und Impfscore.

« Backward elimination (Wald). Nur eine Variable verblieb im Modell, allerdings ohne Signifikanz
auf dem 5%-Niveau: S-P1 mit p = 0,07 und OR =1,5.
» Ein Identisches Resultat (d.h. keine statistische Signifikanz) zeigte sich bezuglich des YFV-

bzw FSME-Impfscores.

4.6.2.2. Einflussfaktoren auf IgM-Antikdrper-Statu s bei Zweitvorstellung

Der IgM-ELISA war nur bei 1 von 66 Probanden positiv, bei 11 grenzwertig, bei den restlichen 54
Probanden negativ. Somit war eine weitere Untersuchung méglicher Einflussfaktoren analog zum IgG-
Verlauf, nicht sehr Erfolg versprechend.
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4.6.2.2.1. Zeitspanne zwischen Symptombeginn und Zw  eitvorstellung (S-P1)
Graphik 12: Einfluss der Zeit zwischen Dengue-Virus-Infektion und Untersuchung (S-P1) auf die H6he

der Dengue-IgM- AU
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R2 = 0,12. Somit konnte die Tendenz zu fallenden IgM-AU mit zunehmender Dauer zwischen
Symptombeginn und Abnahme (64 Tage bis 15 Jahre) gezeigt werden. Zu beachten ist dabei jedoch,

dass nur ein Wert als positives Testergebnis einzustufen ist!

IgM-AU bei P1 in Abhangigkeit von der Dauer S-P1 (Trennwert 4 Jahre).

» Mittelwertvergleich mit T-Test (unverb. Stichproben)

e p=0,01(<4Jahre IgM = 4,3; > 4Jahre -> IgM = 6,5)

Logistische Regression: Outcome = IgM-ELISA-Ergebnis; Variable = S-P1.
e p>>0,05

Lineare Regression: OQutcome = IgM-AU; Variable = S-P1.
e p=0,02; 3 =-0425, Konstante = 7,142

» Jelanger die Erstvorstellung zuriicklag, desto niedriger waren die IgM-Units.
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4.6.2.2.2. Andere Flavivirus-Impfungen

Graphik 13: Graphik: H6he der IgG-AU bei P1 in Abh&angigkeit vom Flavivirus-Impfstatus (Impfscore)
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R2 (linear) = 0,06; R2 (expon) = 0,07. Diskrete Tendenz zu kleineren IgM-Units bei zunehmenden

Flavivirus-Impfungen.

IgM- AU bei P1 in Abh&angigkeit vom Impfscore (0 bzw. 1-6).

» Mittelwertvergleich mit T-Test (unverb. Stichproben)
* p=0,01(lsc.0IgM=7,0;lsc.1-6IgM =4,4)

» Es besteht ein signifikanter Unterschied der Mittelwerte

Lineare Regression: IgM-AU ~ Impfscore P1.

* p=0,053; 3 =-0,648, d.h. Tendenz: Je hoher der Impfscore, desto niedriger die IgM-Units.

Lineare Regression: IgM-AU ~ Impfscore V1
e p=0,03;R8=-0,785

» Je mehr Impfungen, desto niedriger waren die IgM-AU. Hierbei war der Impfscore bei Infektion

wichtiger als der bei Blutentnahme.

Tabelle 41: IgM bei P1 ~ Impfscore V1

IgM positiv oder grenzwertig IgM negativ
Impfscore 0 9 20
Impfscore 1 - 6 3 34

Der Impfscore kann Werte von 0 bis 6 annehmen. Je mehr Flavivirus-Impfungen erfolgten und je

kurzer diese zurtckliegen, desto hoher der Wert (siehe Begriffserklarung).
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In der Gruppe der positiven bzw. grenzwertigen IgM-AU sind statistisch signifikant mehr Nicht-

Geimpfte als in der Gruppe mit negativem IgM (Fisher exakter Test, p = 0,024).

4.6.2.2.3. Multifaktorielle Analyse

Logistische Regression: Outcome = IgM-Dengue-ELISA-Ergebnisses bei P1 (positiv oder negativ).

Einflussvariablen: Alter, Geschlecht, S-P1, Reisestatus (Reisescore oder travel group) und Impfscore.

» Backward elimination (Wald). Keine Variable verbleibt im Modell.

» ldentisches Resultat mit YF- bzw. FSME-Impfung.
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5. Diskussion

5.1. Diskussion der Methodik
5.1.1. Diskussion: Einschlusskriterien

Die relativ niedrige Rate an Rickmeldungen von 32% aller kontaktierter Patienten kann zumindest
teilweise durch die lange Zeit zwischen Vorstellung in der Abteilung fiir Infektions- und Tropenmedizin
und Kontaktierung beziglich Studienteilnahme erklart werden. Diese betrug bis zu 10 Jahre. Bei circa
einem Drittel der Kontaktierten war die Adresse nicht mehr aktuell und der Fragebogen postalisch

nicht zustellbar. Eine Verfélschung der Studienergebnisse hierdurch ist nicht zu erwarten.

Von einer gesicherten Denguefieber-Diagnose spricht man in der medizinischen Literatur entweder bei
vorliegender Virusisolierung aus Patientenmaterial, bei Virusnachweis mittels PCR, bei
immunohistochemischem Nachweis in Autopsiematerial oder bei einem Titeranstieg von
neutralisierenden Antikdrpern (2 Serumabnahmen in akuter Phase mit Abstand von 2 Wochen). Von
einer wahrscheinlichen Infektion spricht man dann, wenn ein positiver IgM-Antikérper-Nachweis
vorliegt. Mdégliche Diagnosen beruhen auf Anamnese, korperlicher Untersuchung und eventuell
einigen hinweisenden aber unspezifischen Laborparametern (Leukopenie, Thrombopenie,
Transaminasenerhdhung).

In der vorliegenden Arbeit galt jedoch als ,gesicherter* und somit in die Studie aufnehmbarer
Denguefieber-Patient derjenige, der im Arztbrief die Diagnose Denguefieber erhalten hatte, ohne
weitere laborchemischen Bedingungen. Es stellt sich somit die Frage, ob viele Patienten ohne
Denguefieber falschlicherweise eingeschlossen wurden (,falsch positive").

Die Diagnosestellung erfolgt in der AITM, je nach Zeitpunkt der Vorstellung, aus einer Kombination
von entsprechender Reiseanamnese, hinweisender klinischer Symptomatik, Thrombo- bzw.
Leukopenie sowie einer positiven Serologie (ELISA) und selten auch basierend auf PCR-Resultaten.
Die Arztbriefe werden in der AITM per Computer erstellt; hierbei sucht sich der Arzt die passende
Diagnose aus einer Liste raus und kann per Tastenklick den Zusatz ,Verdacht auf‘ bzw. ,Ausschluss
von* vor die Diagnose setzen. Bei einer nur vermuteten Dengue-Virus-Infektion geben die Arzte als
Diagnose nicht Dengue-Virus-Infektion, sondern ,Verdacht auf Dengue-Virus-Infektion“ an. Auf diese
Weise kodierte Patienten wurden jedoch bei der initialen Auswahl nicht mit beriicksichtigt, aus Angst
vor einer zu grof3en Zahl falsch positiver Probanden. Der sich daraus ergebende Nachteil war eine
geringere Anzahl an Studienteilnehmern, was sich wiederum unginstig auf die statistische
Aussagekraft auswirkt. Die Diagnose ,Zustand nach Dengue-Virus-Infektion® wird bei Patienten
gestellt, welche sich nicht mit einer akuten Dengue-Virus-Infektion in der AITM vorstellten (z.B.
Tropentauglichkeitsuntersuchung, ,Check-Up“ nach langerem Tropenaufenthalt, andere akute
Infektion). Sie wurden nicht in die Studie aufgenommen, da sich bei ihnen kein genauer

Infektionszeitpunkt bestimmen liel3.

Ein einzelnes positives Dengue-ELISA-Ergebnis hat einen geringen positiven pradiktiven Wert und

nach Wichmann et al. eine falsch positive Rate von 42,5%. In Zusammenschau mit anderen
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Laborwerten (Thrombo- und Leukopenie) wird jedoch ein positiver pradiktiver Wert von tber 90%
erreicht [20]. Die Einschlusskriterien der vorliegenden Studie, welche nicht die zu einer sicheren
Denguediagnose fuhrenden Kriterien enthalten, kdénnen als weich bezeichnet werden. Sie
ermoglichen den Einschluss einer gewissen Anzahl von falsch positiv Diagnostizierten. Die Gruinde fir
die Festlegung auf solch ,weiche" Einschlusskriterien waren vielfaltig. Im klinischen Alltag stellen sich
nur wenige Patienten innerhalb der ersten 4-5 Tage vor. Somit sind Virusisolierung und PCR-
Nachweise, selbst wenn diese routinemaRig bei jedem Verdachtigen praktiziert wirden, ein seltener
Befund. Diese Nachweismethoden als Einschlusskriterium zu wéahlen, hiel3e eine so niedrige Fallzahl
in Kauf zu nehmen, dass statistisch verwertbare Aussagen nicht mehr méglich wéaren.

Auf das Kriterium eines nachgewiesenen Titeranstieges wurde aus zwei Griinden verzichtet. Zum
einen ist der klinische Verlauf bei vielen Patienten sehr giunstig, so dass diese nach Genesung den
oftmals weiten Weg zur Wiedervorstellung nicht antreten. Somit wéare auch hier die Fallzahl deutlich
geringer ausgefallen und eine statistische Signifikanz nicht erreicht worden. Der zweite und mit
Abstand wichtigste Grund ist jedoch der, dass in der vorliegenden Arbeit der Einfluss von Flavivirus-
Impfungen auf die Dengue-Virus-Antikdrperproduktion untersucht werden sollte. Falls per definitionem
nur Patienten mit einem gewissen Antikdrperverhalten eingeschlossen wiirden, dann wére eine solche
Untersuchung nicht mehr sinnvoll méglich gewesen.

Aus oben genannten Grinden wurden die Einschlusskriterien wie beschrieben gewahlt und der
mdogliche Einschluss einzelner, falsch positiv diagnostizierter Patienten toleriert. Nur so war eine
sinnvolle Untersuchung des Einflusses von Flavivirus-Impfungen auf die Bildung von Dengue-

Antikérper moglich.

Die ideale Studienpopulation wéren Reisende gewesen, die sich bei ihrer ersten und einzigen
Tropenreise mit dem Dengue-Virus infizierten und somit, aufgrund ihrer Reiseanamnese, gesichert
eine Dengue-Virus-Erstinfektion hatten. Dies war jedoch nicht méglich, da sich ein groRer Teil der
Patienten mehrfach in den Tropen aufgehalten hatte. Sofern die Patienten anamnestisch Uber
ungeklarte, mit Denguefieber vereinbare Symptome wahrend einer anderen Reise berichteten, wurden
sie ausgeschlossen. Da die meisten Zweitinfektionen symptomatisch verlaufen, konnte so mit
ausreichender Sicherheit vermieden werden, Patienten in die Studie einzuschlieen, welche zwischen
V1 und P1 eine Zweitinfektion erlitten hatten.

Diejenigen, welche sich vor V1 und der zur Vorstellung in unserem Institut filhrenden Reise bereits in
den Tropen aufgehalten hatten, sind problematischer, da eine Erstinfektion in der Regel nicht
symptomatisch verlauft. Dies waren immerhin 62,1% der Patienten. Allerdings betrug die
durchschnittliche mediane Reisedauer 10 Wochen; somit ist es statistisch gesehen nicht sehr
wahrscheinlich, dass eine relevante Anzahl der Reisenden in dieser Zeitperiode eine
asymptomatische Dengue-Virus-Infektion erlitt.

Des Weiteren wurden Tropenreisen bei der statistischen Auswertung als mégliche Einflussvariable
berticksichtigt (travel group, Reisescore). Diese Variable erwies sich bei keiner Untersuchung als
signifikant. Somit ist es sehr unwahrscheinlich, dass sich im untersuchten Kollektiv eine relevante

Anzahl an Zweitinfizierten befindet.
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5.1.2. Diskussion: Dengue-ELISA

Wichmann et al. zeigten, dass ein einzelnes positives Dengue-ELISA-Ergebnis nur einen geringen

positiven pradiktiven Wert hat [20]. So gelten z.B. die Neutralisationstests als spezifischere

serologische Nachweismethode. Die folgende Tabelle

verschiedenen serologischen Nachweismethoden.

liefert eine kurze Ubersicht Uber die

Tabelle 42: Ubersicht der verschiedenen serologischen Nachweismethoden

Hamagglutination-Inhibitions-Test (HI)

» Standardmethode wahrend vieler Jahre

* hohe Sensitivitat

* Antikorper bis 48 Jahre oder mehr
nachweisbar (gut far
seroepidemiologische Studien und um 1.
von 2.-Infektionen zu unterscheiden

»  Erstinfektion: Antikdrper ab Tag 5 oder 6
nachweisbar, niedrige Titer

» Zweit-Infektion deutlich hohere Titer

(somit sind hohe Antikdrper-Titer in
akuter Phase Hinweis auf eine
Zweitinfektion

Nachteile:

e wenig spezifisch (stark kreuzreagierend)
* Notwendigkeit von gepaarten Proben

» kann Serotypen nicht unterscheiden

e kompliziert in der Durchfiihrung

Komplementfixationstest (CF)

e Antikorper erscheinen etwas spater als
HI-Antikodrper

* Antikdrper weniger lang nachweisbar als
HI-Antikorper

e somit: weniger sinnvoll far
seroepidemiologische Studien

« hohe Spezifitat bei Primarinfektionen

e Serotyp bestimmbar

Nachteile:

e schwierig in Durchfihrung, benétigt
hochqualifiziertes Personal um préazise
Ergebnisse zu erzielen

e selten angewandt

Neutralisationstest (NT)

» hdchste Sensitivitat und Spezifitat
* lange Nachweisbarkeit
e Serotyp bei Priméarinfektion zuverlassig

bestimmbar
e Dbei Zweit- oder Drittinfektionen
Serotypbestimmung nicht  zuverlassig
maglich
Nachteil:
» hohe Kosten
e komplizierte und zeitaufwendige

Durchfuihrung

ELISAs

Der beste Test in Bezug auf:

* hohe Sensitivitat

» einfache Durchfihrbarkeit

e IgM-ELISA: IgM meist innerhalb von 5

Tagen nachweisbar, keine zweite
Serumprobe zur Diagnosestellung
notwendig

* IgM deutlich hoéher bei Erst-Infektion
gegeniber Zweit-Infektion
e Spezifitat vergleichbar mit der von HI bei

Erst- und Zweit-Infektionen

Nachteile:
* ELISA weniger sensitiv als HI-Test bei
gepaarter Serumanalyse bei akuter
Erkrankung.

e Serotypisierung nicht moglich.

e lgG-ELISA: kann helfen Erst- von Zweit-
Infektionen zu unterscheiden; Geringe
Spezifitdt, Kreuzreaktion mit Flaviviren
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Wie die Untersuchung von Donoso Mantke et al zeigen ist die serologische Diagnosestellung nicht
banal. Sie fuhrten eine Qualitdtskontrolluntersuchung bezuglich der Dengueserologie in Deutschland
durch. 71% der teilnehmenden Labors meldeten korrekte Resultate bei IgG positiven Proben, 89% bei
IgG negativen Proben. Bei IgM positiven Proben waren es nur 58%, bei IgM negativen 97% [22]. Dies
unterstreicht die Wichtigkeit des Einsetzens eines Testes, der im klinischen Alltag der AITM verwendet

wird.

Wie gut sind ELISAs in der Lage Dengue-Antikérper nachzuweisen? Hierzu gibt es einige

Untersuchungen.

Hunsperger et al. untersuchten 9 verschiedene Dengue-lgM nachweisende Tests (5 ELISAs, 4
Schnelltests). Die Untersuchungen von 350 gut definierten, unterschiedlichen Seren (Dengue IgM
positiv und negativ, von Primar- und Sekundarinfektionen, Seren von Patienten mit durchgemachten
Flavivirus-Infektionen, fieberhaften Infekten, Malaria, Rheumafaktor, SLE etc.) erfolgten in 7
verschiedenen Labors in Asien und auf dem amerikanischen Kontinent. Als Referenz galt ein
Standard-ELISA, welcher vom CDC in Atlanta sowie dem Armed Forces Research Institute of Medical
Science in Bangkok benutzt wurde. Insgesamt gab es wenig Unterschiede zwischen den
verschiedenen teilnehmenden Labors. Die Durchschnittssensitivitdéten der ELISA waren 61,5 bis 99%,
die Spezifitaten 79,9 bis 97,8%, wobei der am wenigsten sensitive Test gleichzeitig der spezifischste
war. Die RDTs (Schnelltests) zeigten durchschnittliche Sensitivitaiten von 20,5 bis 97,7% und
Spezifitaten von 76,6 bis 90,6%. Keine dieser 9 Tests hatte einen ausreichenden Kappa Wert im

Vergleich zu den Referenzmethoden [26].

Neuere RDT-Methoden machen vom lateral flow Prinzip Gebrauch mit dem Vorteil, dass die Probe
direkt mit einer Pufferldsung auf den Teststreifen gebracht werden kann. Tran Thi Thanh Nga et al.
verglichen zwei solcher Tests (PanBio Duo cassette und SD Bioline strip test) bei 200 febrilen,
vietnamesischen Patienten. Hierbei schnitt PanBio besser ab, mit einer Sensitivitat von 54,3% bei
einer Spezifitat von 69,7% (IgM-Nachweis) bzw. 70,0% und 88,3% (IgG-Nachweis) [27].

In einer anderen Studie schnitt der kommerzielle capture ELISA (Pan Bio Dengue Duo) fir spezifische
IgM und 1gG deutlich besser ab: Hier war die Sensitivitat 99% (n=78) bei Seren welche bei Entlassung
aus dem Krankenhaus abgenommen wurden. Der ELISA konnte 79,5% der Denguefieber-Diagnosen

bei Aufnahme stellen [28].

In einer in Nicaragua von Balmaseda et al. durchgefuhrten Studie an 147 Patienten mit Denguefieber
verdachtiger Symptomatik konnten bei 67 von 72 Fallen mit nachgewiesenen IgM-Antikdrpern im
Serum auch IgM-Antikérper in der Speichelflissigkeit nachgewiesen werden. Des Weiteren war die
Speichelprobe bei 6 der 75 Serum-negativen Proben positiv auf IgM-Antikorper getestet worden. In
der Kontrollgruppe gab es keine positiven Speichelproben. Insgesamt zeigte der IgM-Antikérper-
Nachweis im Speichel einen positiven pradiktiven Wert (PPW) von 91,5% und einen negativen
pradiktiven Wert (NPW) von 90,8% und war in 91,2% konkordant mit der Serumprobe [29].
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Wie die soeben erwdhnten Studien bereits andeuten spielt der Zeitpunkt der Untersuchung eine grol3e
Rolle.

Eine Studie an 57 schwedischen Reisertickkehrern, bei denen per Anamnese, kérperlicher
Untersuchung sowie serologisch (gepaarte Seren) eine Dengue-Virus-Infektion diagnostiziert wurde,
zeigte, dass bei 75,4% der Patienten IgM-Antikérper nach 5 oder mehr Tagen nachweisbar waren,
jedoch nur bei 14,0% innerhalb der ersten 4 Tage [23]. Eine Studie an 23 viethamesischen und 20
deutschen Patienten, allesamt rekrutiert nach den Kriterien Dengue-PCR Positivitdt und
Vorhandensein von konsekutiven Serumproben, zeigte, dass bei keinem Patienten mit Erstinfektion
innerhalb der ersten 3 Tage IgM-Antikdrper nachgewiesen werden konnten. Wéhrend der Tage 4 bis 7

und nach dem 7. Tag wurden bei 55% bzw. 94% IgM Antikdrper nachgewiesen [24].

Wie sehr der Zeitpunkt der Untersuchung die Sensitivitat der Mel3methode beeinflusst, demonstriert
zusatzlich eine kolumbianische Studie zur Evaluierung der Denguefieber-Diagnose per IgM-
Antikoérper-Nachweis mittels ELISA. In die Studie eingeschlossen waren 167 Patienten mit akutem
Denguefieber und 225 mit akutem febrilem Syndrom. Die Sensitivitat betrug hier lediglich 29,9%, die
Spezifitat lag bei 99,1%, der PPW bei 96,2%, der NPW bei 65,6%. Die geringe Sensitivitat erklart sich
durch den frilhen Zeitpunkt der Blutentnahme: Die Seren wurden bereits innerhalb der ersten 96
Stunden nach Symptombeginn abgenommen. Die serologische Diagnosestellung bendétigte somit in

den allermeisten Féllen eine zweite Blutentnahme zu einem spéateren Zeitpunkt [25].

Der ELISA hat sich international als Standardmethode zum Nachweis von Dengue-Antikdrpern
etabliert. Des Weiteren wird er in der AITM routinemal3ig angewendet. Somit wurde die vorliegende
Arbeit selbstverstandlich mit diesem Testverfahren durchgefiihrt, da die Ergebnisse einen Bezug zum
klinischen Alltag haben sollten. Die Spezifitdt und Sensitivitat des ELISAs variiert je nach Hersteller,
Studie, Vorinfektionen des Patienten und natirlich dem Zeitpunkt der Untersuchung nach
Symptombeginn. In absehbarer Zukunft werden sicherlich noch bessere Verfahren zur Verfligung
stehen.

Da sich die Mitarbeiter der AITM bei der Diagnosestellung nicht nur auf ein positives ELISA-Ergebnis
stiitzen, sondern die Anamnese und weitere Laboruntersuchungen mit einbeziehen, ist bei dem hier

untersuchten Patientenkollektiv von keiner groRen Anzahl falsch positiver Befunde auszugehen.

5.2. Patienten / Inzidenz / Reiseland

Insgesamt erfillten 66 Patienten die Einschlusskriterien. Das Durchschnittsalter bei Erstvorstellung
war 37 Jahre, 59,1% waren Frauen. Zwischen Symptombeginn und Erstvorstellung in unserem Institut
vergingen im Median 10 Tage. Circa 60% der Patienten wurden innerhalb der ersten 2 Wochen nach
Symptombeginn vorstellig. Die Zweitvorstellung zwecks Studie erfolgt im Median nach 2,3 Jahren (64
Tage bis 15 Jahre, Mittelwert 4 Jahre).

43,9% der 66 Probanden hatten bei Erstvorstellung noch nie eine Flavivirus-Impfung im Laufe ihres

Lebens erhalten und waren auch nie wissentlich an einer Flavivirus-Infektion erkrankt. 39,4% hatten
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mindestens eine Gelbfieber-Impfung in ihrem Leben bekommen, 36,4% waren gegen FSME und
10,6% gegen die Japanische Enzephalitis geimpft.

Alle Patienten der AITM werden bei Ihrer Aufnahme zu bestimmten Themen befragt (z.B. Reiseziel,
Reisedauer, vorherige Reisen, Allergien und Impfungen). Anhand dieses Selbstauskunfts-
Fragebogens koénnen Impfraten ermittelt werden. In der vorliegenden Studie wurde jedoch der
Impfstatus sehr griindlich evaluiert, und sich nicht nur auf die Impfanamnese verlassen. Die
Durchsicht des Impfpasses ermdglichte ein genaues Erfassen der tatsachlich erhaltenen Impfungen.
Die reale Impfrate lag deutlich Uber der aus den Selbstauskiinften errechneten.

Frauen waren etwas 0Ofters geimpft als Manner; dieser Trend war jedoch statistisch nicht signifikant.
37,9% der Patienten hatten sich vor der zur Dengue-Virus-Infektion filhrenden Reise nie in den
Tropen aufgehalten, wéhrend 30,3% sowohl vor als auch nach Erstvorstellung, in den Tropen

unterwegs gewesen waren.

70% der Patienten bekamen ihre Dengue-Virus-Infektion wahrend einer im Median 4 Wochen
dauernden Reise in Asien, 27,3% in Lateinamerika, 3,0% in Afrika. In Asien waren die drei am meisten
bereisten Lander Thailand (30,3% aller Reisenden), Indischer Subkontinent (24,2%) und Indonesien
(10,6%).

Daten von TropNetEurope aus den Jahren 1999 his 2001 zeigten eine vergleichbare geographische
Verteilung. So erwarben circa 23,3% ihre Denguefieber-Infektion in Sudostasien, 22,9% auf dem
indischen Subkontinent, 6,5% in Indonesien. 38,5% infizierten sich in Lateinamerika oder der Karibik
[47]. Es ist dennoch schwierig, das in den einzelnen Landern vorherrschende Risiko einer Dengue-
Virus-Infektion aus diesen Daten abzuschéatzen, da keine genauen Angaben bestehen, wie viele Leute
in Dengue-Endemiegebiete reisten. Berichte von der World Tourism Organisation zeigen, dass in etwa
2-3mal mehr Menschen in Sudostasien als auf dem indischen Subkontinent ihren Urlaub verbringen,
obwohl die Anzahl an Denguepatienten aus letztgenannter Region nur geringfuigig kleiner ist, so dass
das Risiko hier als hoher eingestuft werden muss, zumindest in der Zeitspanne von 1999 bis 2001
[48]. Das Risiko einer Infektion kann jedoch saisonal und von einem Jahr aufs andere sehr stark

schwanken.

Generell gilt jedoch Sudostasien als die am starksten betroffene Region weltweit. So ist in Vietham die
Inzidenz von Priméarinfektionen héher als 10% [49]. Einige Autoren schreiben, dass Reisende in
Sidostasien ein hoheres Risiko haben an Denguefieber zu erkranken als in anderen Gegenden. Bei
Tropenrickkehrern mit Fieber liegen bei 7 bis 45% serologische Hinweise auf eine akute Dengue-
Virus-Infektion vor [50] [51] [47] [52].
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5.3. Verlauf der Dengue-Antikorper

Von 59 der 66 Patienten konnte asserviertes Serum der Erstvorstellung (Serum V1) gefunden werden
und somit nach Einflussfaktoren auf das ELISA-Ergebnis und die Hohe der IgM- und 1gG-AU gesucht

werden.

Bei Erstvorstellung war der IgM-ELISA bei 42% positiv, der IgG-ELISA bei 88%.

Zunachst Uberrascht der hohe Prozentsatz positiver IgG-Ergebnisse bei V1, vor allem in Anbetracht
der Tatsache, dass sich insgesamt 58% dieser Patienten innerhalb von 14 oder weniger Tagen nach
Symptombeginn, 42% sogar innerhalb der ersten 7 Tage vorgestellt hatten.

Dabei war der IgG-ELISA bei 79% der Patienten mit Vorstellung innerhalb der ersten 14 Tage nach

Symptombeginn positiv und bei 72% derjenigen, welche sich innerhalb der ersten Woche vorstellten.

Der IgM-ELISA hingegen war nur bei 44% der Patienten, die sich innerhalb der ersten zwei Wochen
nach Symptombeginn vorgestellt hatten, positiv. Bei Vorstellung innerhalb der ersten Woche sank
diese Zahl auf 36%.

Die Zeitspanne zwischen Symptombeginn und Probenentnahme war, neben dem Impfscore, wie im
folgenden Kapitel dargestellt, der wichtigste Einflussfaktor auf den IgG-Antikdrper-Status bei
Erstvorstellung (V1). 1gG war statistisch signifikant haufiger positiv, wenn der Erkrankungsbeginn mehr
als eine Woche zuriickliegt (p = 0,01; RR = 1,4). Des Weiteren waren die IgG-AU signifikant hoher,
wenn der Erkrankungsbeginn mehr als 7 Tage zuriicklag, als wenn dies nicht der Fall war (36 bzw. 26
AU).

Die 1gG-ELISA-Ergebnisse oder die Hohe der IgG-AU korrelierten nicht mit dem Reisescore oder der
travel group. Die Hohe der IgG-AU korrelierte also nicht mit der insgesamt in den Tropen verbrachten
Zeit. Dies deutet darauf hin, dass die meisten Leute trotz mehrerer Tropenreisen nur eine Dengue-
Virus-Infektion bekommen hatten, namlich die, welche zur Vorstellung in unserem Institut fihrte. Alter

und Geschlecht hatten ebenfalls keinen Einfluss auf das Ergebnis.

Die IgM-Antikérper-Bildung korrelierte lediglich mit dem Impfscore, wie im folgenden Kapitel genauer
dargestellt, wobei stattgefundene Flavivirus-Impfungen zu einer signifikant geringer ausgepragten
Dengue-Virus-lgM-Produktion fiihrten. Dass die Zeitspanne S-V1 keinen signifikanten Einfluss auf den
IgM-Antikorper-Status hatte, liegt zum einen an den vielen Patienten mit Flavivirus-Impfungen und
zum anderen wahrscheinlich daran, dass sich 13 Patienten entweder sehr frih (< 3 Tage) bzw. sehr
spat (> 120 Tage) nach Symptombeginn vorstellten und somit eine IgM-Immunantwort noch nicht bzw.
nicht mehr stattfand. Mehrfache Tropenreisen, Alter und Geschlecht hatten auch hier keinen Einfluss

auf das Ergebnis.

Bei Wiedervorstellung (P1) nach im Median 2,3 Jahren (Mittelwert 3,8 Jahre) war der IgG-ELISA nur
bei einem Probanden negativ, d.h. in 98% der Falle positiv. Mdglicherweise handelte es sich bei

diesem Probanden um eine falsch positiv diagnostizierte Dengue-Virus-Infektion, da bei Ihm auch bei
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Erstvorstellung keinerlei Antikdrper nachweisbar waren. Des Weiteren schwankte die Hohe der AU
kaum: Somit waren Einflussfaktoren auf den Verlauf des IgG im von der vorliegenden Studie
Uberblickten Zeitrahmen, nicht auszumachen. Weder die Zeitspanne S-P1 noch der Flavivirus-
Impfstatus (Impfscore oder die einzelnen Impfungen), das Alter, das Geschlecht, die Hohe der AU bei
V1 noch andere Tropenreisen beeinflussten die Héhe der IgG-AU bei P1.

Somit kann lediglich die Aussage getroffen werden, dass die 1gG-AU, abgesehen von einer
Ausnahme, bei allen untersuchten Personen positiv waren und dass die Hohe der AU unabhéangig von
anderen Einflussfaktoren war. Die untersuchte Zeitspanne reichte hierbei von 64 Tagen bis 15 Jahre

nach Erstinfektion.

Dass Dengue-Antikdrper nach einer einmaligen Exposition eine lange Zeit persistieren kénnen, wurde
bei einer Untersuchung von 7 Probanden nachgewiesen, welche Symptome wahrend einer Dengue-
Virus-Epidemie auf Hawaii im Jahre 1943 prasentierten, welche mit Denguefieber zu vereinbaren
waren. Bei 4 von ihnen konnten im Jahre 2007, also mehr als 60 Jahre spéter, Dengue-1 spezifische
IgG-Antikdrper nachgewiesen werden (Neutralisationstest) [46]. Wie Guzman et al. zeigten, verandert
sich die Zusammensetzung der produzierten Antikdrper im Laufe der Zeit. So nimmt der Titer von
heterologen neutralisierenden Antikorpern (d.h. mit anderen DENV-Serotypen kreuzreagierend) ab,
wohingegen der Titer der homologen neutralisierenden Antikérper zunimmt [45]. Aufgrund fehlender
labortechnischer Mdglichkeiten konnten bei vorliegender Arbeit keine neutralisierenden Antikoper
bestimmt werden und somit konnte nicht zwischen homolog und heterolog neutralisierenden

Antikorpern differenziert werden.

Das IgM war nur bei 1 von 66 Probanden bei Wiedervorstellung (P1) positiv, bei 11 grenzwertig, bei
den restlichen 54 Probanden negativ. Eine lineare Regression zeigte einen statistisch signifikanten,
inversen Zusammenhang zwischen Zeitspanne S-P1 und Hohe der IgM-AU. Die Mittelwerte der IgM-
AU waren in der Gruppe der weniger als 4 Jahre nach Symptombeginn Untersuchten hoher als bei
denen, die mehr als 4 Jahre nach Erkrankung untersucht wurden (6,5 bzw. 4,3; p = 0,01). Hierbei
muss allerdings beachtet werden, dass dieser Unterschied zwar statistisch signifikant ist, aber ohne

klinische Relevanz, da beide Werte, bei einem Trennwert von 12, als negativ einzustufen sind.

Ebenso waren die IgM-Mittelwerte bei den Nicht-Geimpften hoher als bei denen mit mindestens einer
Flavivirus-Impfung (7,0 bzw. 4,4; p = 0,01). Auch dieser Unterschied ist zwar statistisch signifikant,
aber nicht relevant, da beide Werte erneut als negatives Testergebnis zu interpretieren sind. Hierbei
war der Impfstatus bei Erstvorstellung (V1) ausschlaggebend und nicht derjenige bei Zweitvorstellung
(P1). Je héher der Impfscore bei V1, desto niedriger waren die IgM-AU. Die gleichen Untersuchungen
mit dem Impfscore bei P1 ergaben zwar den gleichen Trend, waren aber nicht mehr signifikant. Des
Weiteren konnte kein Einfluss der Impfungen, welche zwischen V1 und P1 gegeben wurden, auf die
Hohe der IgM-AU gezeigt werden. Allerdings hatten nur 11 Patienten zwischen V1 und P1 weitere
Flavivirus-Impfungen erhalten. Zusammenfassend konnte also gezeigt werden, dass die Hohe der
IgM-AU im Laufe der Zeit kontinuierlich abnahm und dass dies, anders als bei 1gG, vom Flavivirus-
Impfstatus des Infektionszeitpunktes beeinflusst wird, wobei Geimpfte weniger IgM bildeten als

Ungeimpfte.
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5.4. Kreuzreaktionen mit anderen Flavivirus-Antikor ~ pern

Es ist aus einigen Untersuchungen bekannt, dass Antikérper, welche nach einer Flavivirus-Infektion
gebildet wurden, mit verwandten Flaviviren kreuzreagieren kénnen.

Bei einer Untersuchung beispielsweise hatten 45% der Patienten mit Japanischer Enzephalitis ein
positives Dengue-lgG-ELISA-Ergebnis. IgM war jedoch nicht erhéht [28]. Houghton et al zeigten, dass
bei 10 von 13 (76%) Patienten mit Gelbfieber-Infektion auch Dengue-lgG Antikérper im ELISA
nachweisbar waren und bei 6 IgM-AK (42%). Umgekehrt wiesen 85% der Patienten mit

durchgemachter Dengue-Virus-Infektion neutralisierende Gelbfieberantikdrper auf [21].

Untersuchungen von Dobler et al. zeigten bei 20 Patienten mit akuter Dengue-Virus-Infektion im
Immunfluoreszenztest (nicht jedoch im Neutralisationstest) eine erhebliche Kreuzreaktivitdt mit dem
FSME-Virus [40]. Auch wurde deutlich, dass Flavivirus-Geimpfte eine Immunantwort zeigen, welche
deckungsgleich mit der Immunreaktion bei einer Dengue-Zweitinfektion ist (secondary immune

response).

Die Gelbfieber-Impfung fihrte bei einer Untersuchung von Houghton et al bei 8 von 19 Patienten zu

einer Serokonversion des Dengue-IgM ELISA (gemessen 21 Tage nach Impfung) [21].

Ein vergleichbares Resultat zeigte Holzmann et al.. Seine Forschungsgruppe untersuchte Seren von
Patienten mit Dengue-Virus-Infektion oder Gelbfieber-Impfung und stellte signifikante Spiegel von
Antikérpern im FSME-ELISA und HI-Test fest. Neutralisierende Antikdrper gegen FSME konnten

jedoch nicht nachgewiesen werden [41].

Allwinn et al. untersuchten den Einfluss von FSME bzw. Gelbfieber-Impfung auf Dengue-Antikdrper-
Tests (n=80). Diese zeigten eine Kreuzrektion bei 15,1% der Gelbfiebergeimpften sowie bei 9,5% der
FSME-Geimpften. Die Proben von an FSME-Erkrankten zeigten nicht nur die héchsten FSME-

Antikorper-Titer, sondern waren auch hoch kreuzreagierend gegen Dengue-Virus-Antigen [42].

Kayser et al. untersuchten die Antikdrper-Antwort gegen diverse Flaviviren nach Applikation einer
FSME-Impfung mit verschiedenen serologischen Methoden (HI, ELISA, PRNT). Hierbei wurden zwei
Gruppen unterschieden: Solche mit vorangegangener Gelbfieber-Impfung und solche ohne. In der
Gelbfieber-Gruppe erschienen die Antikérper, welche vorwiegend gegen FSME reagierten (FSME-
IgG), friher und in hdheren Titern als bei der Kontrollgruppe. Heterologe, mit der WNV-Gruppe der
Flaviviren kreuzreagierende HI-Antikdrper konnten vor homologen HI-Antikbrper nachgewiesen
werden. Eine gegen viele Flaviviren kreuzreagierende, breite HI-Antwort wurde nachgewiesen und in
circa der Halfte der Falle zeigten sich niedrigtitrige heterotype DENV-2 neutralisierende Antikdrper
[43].

Eine Untersuchung in Sevilla und im Umland beziglich der WNV-Pravalenzuntersuchung zeigte bei 5

von 504 Personen IgG Antikdrper gegen West Nile Virus (ELISA). 3 davon zeigten eine Kreuzreaktion

61



mit Dengue-ELISA, obwohl keinerlei Reisen in Dengue-Virus-endemische Gebiete stattgefunden

hatten. Eine IgG Antwort gegen FSME-Virus konnte jedoch bei keinem nachgewiesen werden [3].
Bei 82 gegen JE oder Gelbfieber geimpften israelischen Reisenden war der IgM-ELISA in jedem Fall
negativ und somit sehr spezifisch. Der IgG-ELISA allerdings war bei 11-17%, bzw. 15-44% der JE

bzw. Gelbfiebergeimpften positiv [44].

Tabelle 43: Nachweisbarkeit von Dengue-Antikdrpern bei Flavivirus-Infizierten oder -Geimpften

(3], [21], [28], [40], [42], [87])

Antikorper Dengue-IgM Dengue-IgG
Probanden mit...

YF-Impfung 0-42,1% 15.1 - 44%
YF-Infektion 42% 76%
JE-Impfung 0% 11-17%
JE-Infektion 0-13% 45%
FSME-Impfung - 9.5%
WNV-Infektion - 60%

Zusammenfassend zeigen diese Studien, dass Infektionen mit bzw. Impfungen gegen YF, FSME und
JE sowie auch die WNV-Infektion die Bildung von Antikérpern anregen, welche mit Dengue-Antigen
kreuzreagieren kdnnen. Des Weiteren zeigen die Studien, dass auch eine Dengue-Virus-Infektion zur

Bildung kreuzreagierender Antikérpern fuhrt (z.B. mit FSME-, YF- und JE-Antigen).

Die Auswirkung dieser Kreuzreaktionen auf den klinischen Alltag ist jedoch wenig untersucht. In
vorliegender Arbeit wurde jedoch deutlich, dass die Diagnosestellung einer Dengue-Virus-Infektion

durchaus beeinflusst werden kann durch vorherige Flavivirus-Impfungen.

Bei der Untersuchung von mdglichen Einflussfaktoren auf die Ergebnisse des IgG-ELISA bei
Erstvorstellung zeigte sich, dass bei Patienten, die gegen mindestens eine Flavivirus-Art geimpft
waren (Isc. 1-6), der IgG-ELISA signifikant haufiger positiv war, als bei solchen ohne Flavivirus-
Impfung (Isc. 0) (p = 0,02; RR = 1,3). Gleiches zeigte sich bei einer logistischen Regression. Die
Wahrscheinlichkeit eines positiven IgG-ELISA-Ergebnisses bei V1 stieg bei Vorliegen von zumindest
einer Flavivirus-Impfung (p = 0,04; OR = 10,4). Diese hohe OR reduzierte sich bei einer
multifaktoriellen Analyse auf 7,4 (allerdings war der p Wert leicht gré3er als 0,05).

Die gleichen Untersuchungen bezuglich der einzelnen Flavivirus-Impfungen (YF und FSME) konnten
zwar den gleichen Trend, aber keinen statistisch relevanten Zusammenhang zwischen

Wahrscheinlichkeit eines positiven IgG-ELISA und jeweiliger Impfung nachweisen.

Des Weiteren zeigten Mittelwertvergleiche der Flavivirus-Geimpften mit den Nichtgeimpften (Isc. 1-6
bzw. Isc. 0), dass Ungeimpfte signifikant niedrige IgG-AU hatten (25 bzw. 36; p = 0,01). Gleiches gilt
fur Gelbfieber- und FSME-Impfungen; auch hier zeigten die Nicht-Geimpften niedrigere IgG-AU (YF:
28 bzw. 36, p = 0,01; FSME: 29 bzw. 36; p = 0,02).
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Dieser Zusammenhang beruhte teilweise auf einem Confounding-Effekt durch die Zeitspanne
zwischen Symptombeginn und Erstvorstellung (S-V1); so waren in der Gruppe der Flavivirus-

Geimpften mehr Patienten, die sich 14 Tage oder spéater nach Symptombeginn vorstellten.

Bezlglich der Ergebnisse des IgM-ELISA bei Erstvorstellung zeigte sich ein umgekehrter
Zusammenhang zwischen Positivitat des IgM-ELISA und der Impfscore-Gruppierung. Die Nicht-
Geimpften hatten eine hdhere Wahrscheinlichkeit eines positiven IgM-Ergebnisses (p = 0,03; OR =
3,3). Auch hier war ein gewisser, wenngleich geringer ausgepragter Confounding-Effekt von S-V1
auszumachen. Die Untersuchungen des Einflusses der Gelbfieber bzw. FSME-Impfungen auf die

Positivitat des IgG-ELISAs zeigten den gleichen Trend jedoch keine statistische Signifikanz (p > 0,05).

Die Mittelwerte der IgM-AU waren bei den Nicht-Geimpften hdher als bei den Geimpften (23 bzw. 11;
p = 0,01). Die Nicht-Geimpften Denguefieber Patienten zeigten also einen IgM Mittelwert, der
eindeutig positiv war. Die Geimpften hingegen hatten einen als grenzwertig einzustufenden IgM-AU-
Mittelwert.

Betrachtete man nur die Gelbfieber-Impfung bzw. die FSME-Impfung, dann sah man zwar den
gleichen Trend, aber keinen statistisch relevanten Unterschied der IgM-AU-Mittelwerte (Gelbfieber,

p = 0,30; FSME p = 0,13).

Die multiple logistische Regression zeigte, dass dieser Zusammenhang zwischen Impfung und IgM-
ELISA-Ergebnis auch nach Adjustierung fur Zeitpunkt der Vorstellung, friihere Tropenreisen, Alter und

Geschlecht signifikant blieb.

Tabelle 44: Durchschnittliche ELISA-Ergebnisse bei V1 je nach Flavivirus-Impfstatus

Ohne Flavivirus-Impfung Mit Flavivirus-Impfung
IgM-AU 23 = positiv 11 = grenzwertig
IgG-AU 25 = positiv 36 = positiv

Im klinischen Alltag kann, bei Verdacht auf eine Dengue-Virus-Infektion aus verschiedenen Griinden
(Symptombeginn liegt langer als 5 bis 7 Tage zurlck, logistische oder finanzielle Erwagungen etc.)
nicht immer eine Viruskultur oder PCR-Untersuchung erfolgen. Somit stiitzt sich die Diagnose neben
Anamnese, Klinik und Laborparametern (v.a. Blutbild) vor allem auf die Serologie. Wie die Tabelle 44
zeigt, muss der Flavivirus-Impfstatus bei der Interpretation der Dengue-ELISA-Ergebnisse
berlicksichtigt werden. Dies kann man zum Beispiel anhand eines Patienten illustrieren, der sich 5
Tage nach Symptombeginn untersuchen lasst und ein negatives IgM- und ein schwach positives 1gG-
ELISA-Ergebnis aufweist. Wenn bekannt ist, dass dieser Patient noch keine Flavivirus-Impfung
erhalten hatte und auch noch nie an einer Flaviruserkrankung erkrankte, wiirde man aufgrund des
fehlenden IgM das serologische Ergebnis wohl eher als Dengue-Virus-Zweitinfektion oder als
unspezifisches serologisches Ergebnis ansehen. Man wirde sicherlich eine Wiederholung der
serologischen Untersuchung 1 bis 2 Wochen spater anstreben. Wenn dieser Patient jedoch bereits
gegen Flaviviren geimpft wurde, dann ist auch ohne weitere Untersuchungen sehr wahrscheinlich,

dass es sich um eine Dengue-Virus-Erstinfektion handelt.
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Bei vorliegender Studie hatten 18 Patienten ein positives IgG, obwohl sie sich zu einem friihen
Zeitpunkt vorstellten (weniger als 8 Tage nach Symptombeginn). Von diesen 18 Patienten hatten
jedoch Uber die Halfte (10) einen positiven Flavivirus-Impfstatus. Von den 7 Patienten, die sich
ebenfalls weniger als 8 Tage nach Symptombeginn mit jedoch negativem IgG-ELISA vorstellten, hatte
nur einer zuvor eine Flavivirus-Impfung erhalten. Aufgrund der kleinen Fallzahl ist der Unterschied

zwar statistisch nicht signifikant (Fisher exakter Test, p = 0,08), aber der Trend ist eindeutig.

Somit untermauern die vorliegenden Ergebnisse die Resultate eben zitierter Studien: Bei vorherigen
Flavivirus-Impfungen ist mit einem friheren und héheren Anstieg von Dengue-lgG zu rechnen. Die

IgM-Ergebnisse sind hingegen bei den Flavivirus-Geimpften seltener positiv und die IgM-AU niedriger.

Zwar fiihrte bei einer Untersuchung von Houghton-Trivino et al. die Gelbfieber-Impfung bei 8 von 19
Patienten zu einer Serokonversion des Dengue-IgM-ELISA: Allerdings wurden die Antikérper hierbei
bereits 21 Tage nach der Impfung bestimmt [21]. Vor allem Reiseriickkehrern aus Siidamerika wurden
nicht selten vor Reiseantritt gegen Gelbfieber geimpft. Es ist ohne Zweifel wichtig, dass der Flavivirus-
Impfstatus eruiert und bei der Interpretation der ELISA-Ergebnisse mit berticksichtigt wird. Dies betrifft
nicht nur die Gelbfieber-Impfung. Zu bedenken ist, dass in den letzten Jahren, aufgrund der
zunehmenden geographischen Verteilung und Inzidenz der FSME, vermehrt gegen das FSME-Virus
geimpft wird.

Somit wird die Impfanamnese nicht selten positiv ausfallen. Mit der Kenntnis der eben besprochenen
Kreuzreaktionen kdnnen falsch negative Diagnosen verhindert werden und somit die Sensitivitat der
ELISA-Untersuchung erhdht werden.

Inwieweit die Symptome der Dengue-Virus-Infektionen durch vorherige Flavivirus-Impfung beeinflusst

werden, wird im nachfolgenden Abschnitt besprochen.

5.5. Symptome des Denguefiebers

5.5.1. Uberblick der Beschwerden

Einige Studien aus Dengue-Virus-Endemiegebieten belegen, dass 14 bis 87% aller Dengue-Virus-
Infektionen mit wenigen oder atypischen Symptomen einhergehen [53] [54] [55]. Untersuchungen in
Kuba zeigten gar, dass nur 3% von DENV2 Primérinfizierten klinische Beschwerden aufwiesen,
wohingegen 4% der DENV2 Sekundarinfizierten ein DHF oder DSS erlitten [16].

In einer Uber 3 Jahre prospektiv beobachteten Kohorte von circa 2.000 Schulkindern in Thailand war
die Inzidenz von inapparenten Dengue-Virus-Infektionen (4,3%; 3,2% bzw. 1,2% fur die Jahre 1, 2
bzw. 3 der Beobachtungszeit) héher als die Inzidenz apparenter Verlaufe (3,6%; 3,3% bzw. 0,8% flr
oben genannten Zeitraum), wobei nicht angegeben wurde, wie haufig Erst- bzw. Zweitinfektionen
waren. Des Weiteren kam in der Gegend zu dem gegebenen Zeitraum vorwiegend DENV3 vor [6].

Neben vorhergehenden Dengue-Virus-Infektionen beeinflusst auch das Alter den klinischen Verlauf.

64



Es kommt bei Personen Uber 65 Jahren, unabhangig vom Serotypen, haufiger zu Hospitalisation und
letalem Ausgang als bei jungeren Erwachsenen und Kindern [61]. AuBerdem héngt der Schweregrad
einer Erkrankung bzw. die Wahrscheinlichkeit eines komplizierten Verlaufes vom Erndhrungszustand
des betroffenen Patienten ab. So waren in einer retrospektiven Studie bei 4.532 jungen Denguefieber-
Patienten Kinder mit Mangelernahrung im Vergleich mit einer Gruppe von an anderen Erkrankungen
leidenden Kindern, unterreprasentiert. Des Weiteren hatten tibergewichtige Kinder ein héheres Risiko,
an komplizierten Verlaufen der Dengue-Virus-Infektion zu erkranken. Der klinische Verlauf war bei
einer Untersuchung der drei Gruppen (mangelernéhrte, Ubergewichtige und normalgewichtige Kinder)
ansonsten recht ahnlich [62].

Das Auftreten einer Schocksymptomatik ist allerdings bei Mangelernahrten haufiger. Ubergewichtige
Kinder neigen hingegen eher zu insgesamt seltener beobachteten Verlaufen, wie Enzephalopathie
und konkommittierende Infektionen. Die Letalitdit war in der Gruppe der Normalgewichtigen am
niedrigsten [62].

Bei Kindern ist die Unterscheidung von anderen fieberhaften Erkrankungen oft schwierig. Haufiger, im
Vergleich zu sonstigen Infektionskrankheiten, treten bei Denguefieber-Patienten Hauterscheinungen
auf. Vergleichsweise seltener hingegen sind Symptome wie Kopfschmerzen, Rhinorrhoe, Husten und
Durchfall. Dennoch sind Kopfschmerzen (64%) und Husten (42%) auch bei der Dengue-Virus-

Infektion im Kindesalter, die am haufigsten beobachteten Symptome [6].

Die im Folgenden berichteten Haufigkeiten diverser Symptome von Patienten mit Denguefieber sind
somit die Haufigkeiten bei klinisch apparenten Verlaufen und nicht bei Dengue-Virus-Infektion

generell, da diese, wie geschildert, oftmals inapparent verlauft.

Die folgende Tabelle zeigt eine Ubersicht von verschiedenen Studien zum Thema Symptomatik der

akuten Dengue-Virus-Infektion.

Tabelle 45: Symptome bei akuter Dengue-Virus-Infektion: Resultate verschiedener Studien

Walentiny | Jelinek Wichmann | Gascon Teichmann | Endy Sung
Untersuchte Reisende | Reisende | Reisende | Reisende | Reisende Schulkinder | Reisende
Anzahl Untersuchte 66 250 69 57 71 2119 19
Fieber 95,5 86 81 100 100 - 100
Kopfschmerzen 71,2 59,2 62 98 86 64 68
Augenschmerzen 7,9 - - 65 - -
Leistungsminderung 43,9 43,2 - 100 100 32 -
Myalgien 47,0 424 - 84 48 23 79
Arthralgien 53,0 ' 50 72 79 15 -
Exanthem 40,9 29,2 23,5 61 66 5 74
Ubelkeit 30,3 - - 19 37
Erbrechen 7,6 8,0 - - - 20 -
Diarrhoe 3,0 20,4 - - - 4 37
Respiratorisch - 6 - - - 42 -
Neurologisch 18,2 2,4 - - - - -
Psychisch 9,1 2 - - - - -
Andere 16,7 - - - - - -
Otitis media - 8,8 - - - - -

Quellen: [6], [48], [56], [57], [58], [59].
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Bei der vorliegenden Arbeit litten 95% der Patienten unter Fieber, welches somit analog zu den
zitierten Studien das haufigste Symptom war. Lediglich drei Probanden gaben dieses Symptom nicht
an. Kopfschmerzen waren das zweithdufigste Symptom; sie traten bei 71% der Patienten auf. 5
Patienten berichteten Gber Augenschmerzen, 2 weitere Uber Lichtempfindlichkeit. Danach folgten
Appetitlosigkeit (57%), Hautbeschwerden (Exanthem, Juckreiz, Uberempfindlichkeit) (55%),
Gelenkschmerzen (53%), Muskelschmerzen (47%) sowie Ubelkeit (30%). An weiteren, sich nicht auf
der Liste der ankreuzbaren Beschwerden befindend, wurden angegeben: Leistungsminderung (auch
als Schlappheit, Mudigkeit oder Abgeschlagenheit bezeichnet) (44%), gastroenterologische
Beschwerden (18%), neurologische Beschwerden (17%), andere dermatologische Beschwerden

(14%), psychologische Beschwerden (9%) und sonstige Beschwerden (17%).

Sung et al. untersuchten 696 Reiseriickkehrer, von denen 19 eine Dengue-Virus-Infektion und 20 eine
Denguefieber ahnliche Erkrankung, wie z.B. Malaria, Typhus oder Rickettsiose, auf ihrer Reise
akquiriert hatten. Die haufigsten Symptome der Denguefieber-Patienten waren Fieber,
Muskelschmerzen, Hautausschlag, Kopfschmerzen, Ubelkeit und Diarrhd. Im Vergleich zu den Nicht-
Denguefieber-Patienten waren bei den Denguefieber-Patienten Muskelschmerzen und Temperaturen
von <39°C haufiger. Des Weiteren war eine Dengue-Virus-Infektion 18 mal haufiger bei Fieber und
Leukopenie, 71 mal haufiger bei Fieber und Hautausschlag sowie 230 mal haufiger bei Fieber,
Hautausschlag und Leukopenie [60]. Auch O. Wichmann kam zu diesem Ergebnis bei seinen
Untersuchungen von infizierten Tropenriickkehrern: Die Kombination von Leuko- und
Thrombozytopenie lag bei 40,4% der bestatigten Félle von Denguefieber und nur 6,1% der falsch
Positiven vor. Die Kombination von einer positiven Serologie bei gleichzeitig vorliegender Leuko- und
Thrombozytopenie erhdhte den positiven pradiktiven Wert auf 90,5%. Hautausschlag (vorhanden bei
23,5% der Denguefieber-Patienten — aber nur 9% der anderen Tropenriickkehrern) war das einzige

Symptom, welches bei Denguefieber-Patienten statistisch signifikant haufiger vorkam (p = 0,01) [20].

In oben genannten Studien Uber Reiseriickkehrer wurden nur symptomatische Patienten untersucht.
In der Regel wird man einen Reiseriickkehrer nur dann auf Denguefieber hin untersuchen, wenn er
vermeintlich typische Beschwerden wie Fieber, Kopf- Muskel- und Gelenkschmerzen oder
Hauterscheinungen hat, oder aber typische Laborveranderungen vorliegen. Daten aus
Endemielandern zeigen jedoch, dass nur ein kleiner Teil der Denguefieber-Patienten Uberhaupt an
Beschwerden leidet [16]. Die exakte Haufigkeit der verschiedenen Beschwerden bei symptomatischen
Reisertickkehrern kann mit der vorliegenden Studie (und gleiches gilt fiir die zuvor zitierten Studien an

Reisertickkehrern) somit nicht ermittelt werden.
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5.5.2. Symptomdauer

Die Dauer der Beschwerden betrug 19 Tage (Median). Die durchschnittiche Dauer der akuten
Beschwerden lag bei 14 Tagen (Median), die der ,langer andauernden” Beschwerden bei 60 Tagen.
39% der Patienten hatten Beschwerden welche 30 oder mehr Tage anhielten, 14% litten sogar 3
Monate oder langer an Symptomen, wobei erwahnt werden muss, dass all diesen Zahlen das Manko

der retrospektiven Erhebung anhaftet.

5.5.3. Diskussion einzelner Symptome

Gastroenterologische Beschwerden

Insgesamt litten 62% der Patienten an mindestens einem gastrointestinalen Symptom, wobei diese
gastroenterologischen Beschwerden nie langer als 14 Tage anhielten. Am haufigsten waren
Appetitlosigkeit und Ubelkeit (57% und 30%). Frauen litten signifikant haufiger an Appetitlosigkeit als
Méanner (OR = 3,3). Ein Einfluss von Alter oder Impfscore auf das Auftreten von gastroenterologischen

Beschwerden konnte nicht gefunden werden.

Dermatologische Beschwerden

55% der Patienten berichteten von Hautbeschwerden. Dies waren in 75% der Falle Hautrétungen,
gefolgt von Juckreiz (31%) und Uberempfindlichkeit (25%). Ein Exanthem trat bei 17 von 27 Patienten
ohne weitere Hautbeschwerden auf. Weitere dermatologische Beschwerden waren Haarausfall, der
typischerweise 2 bis 3 Monate nach Symptombeginn folgte (bei 3 Patienten), Allergieanfalligkeit (bei 2
Patienten), Hautverfarbung welche langer sichtbar waren (bei 3 Patienten), davon Petechien (bei 2
Patienten) sowie einmal eine nicht genauer definierte Gesichtsschwellung (1).

Diese dermatologischen Beschwerden wurden fast immer den akuten Beschwerden zugeordnet, mit
einer medianen Dauer von 14 Tagen. Lediglich eine nicht genauer beschriebene Hautverfarbung an
der Innenseite der Oberschenkel und eine Allergieanfalligkeit bestanden 3 bzw. 6 Monate lang.

Der Haarausfall trat 2 bis 3 Monate nach Beschwerdebeginn auf und war in allen Fallen reversibel.

Die Wahrscheinlichkeit des Auftretens von Exanthem oder Juckreiz korrelierte signifikant mit vorher
durchgefiihrten Gelbfieber-Impfungen (p = 0,02; OR = 3,7) oder FSME-Impfungen (p = 0,05; OR =
2.9).

Bei vorliegendem Exanthem war die Wahrscheinlichkeit des Auftretens einer 30 Tage oder langer

andauernden Leistungsminderung erhéht (p = 0,04; OR = 3,9).

Psychologische Beschwerden

Psychologische Beschwerden waren im Fragebogen nicht aufgezahlt; sie konnten lediglich bei der
Frage nach weiteren Symptomen angegeben werden (siehe Fragebogen im Anhang).

Insgesamt berichteten 6 Probanden von psychologischen Beschwerden. Dies waren depressive
Episoden (bei 3 Patienten), Antriebslosigkeit (2) und je einmal Stimmungsschwankungen, Albtrdume,
Schlafstérung oder Halluzinationen.

Diese Beschwerden wurden, abgesehen von einer Ausnahme, als akut eingestuft. Ein Proband litt 9

Monate an einer medikamentds behandelten Depression.
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Das Verhaltnis Frauen zu Mannern betrug 4 zu 2, was in etwa das umgekehrte Geschlechterverhéltnis
aller Studienteilnehmer darstellt. Bei der kleinen Fallzahl sind statistisch signifikante Aussagen jedoch
nicht moglich.

Psychologische Beschwerden bei Denguefieber-Patienten wurden bislang wenig untersucht,

ausgenommen das Symptom Leistungsminderung (siehe unten).

Neurologische Beschwerden

Kopfschmerzen waren das einzige neurologische Symptom, welches im Fragebogen aufgelistet war
(siehe Fragebogen im Anhang).

In der hier vorgestellten Untersuchung traten Kopfschmerzen bei 71% der Patienten auf. Sie waren
somit das haufigste neurologische Symptom und nach Fieber das am zweithdufigsten berichtete
Symptom insgesamt. Neben Kopfschmerzen wurden 11 weitere neurologische Beschwerden
berichtet. Dies waren: Augenschmerzen (in 5 Fallen), Lichtempfindlichkeit (in 2 Fallen) sowie
Gleichgewichtsstdrung, Gesichtslahmung, Geschmackverlust und metallener Geschmack je einmal.
Bis auf eine Ausnahme litten all diese Patienten aulerdem an Kopfschmerzen. Diese neurologischen
Beschwerden, an denen somit 73% litten, wurden bis auf 2 Ausnahmen den akuten Beschwerden
zugeordnet (mediane Dauer 14 Tage). Bei 2 Patienten bestanden sie 30 bzw. 60 Tage lang. Die
Gleichgewichtsstorung hielt 42 Tage lang an. Ein Einfluss von Alter, Geschlecht oder Impfscore auf
die Wahrscheinlichkeit neurologische Beschwerden zu erleiden, konnte nicht gefunden werden.

Schwerwiegende neurologische Beschwerden traten bei vorliegender Untersuchung nicht auf.

Wie in Tabelle 45 gezeigt, gehdren Kopfschmerzen zu den haufigsten Symptomen eines
Denguefieber-Patienten. Interessanterweise war die Intensitat der Kopfschmerzen in einer Studie bei
Denguefieber-Patienten mit klassischem Verlauf starker als bei den Patienten mit DHF [69].

Das Auftreten weiterer neurologischer Symptome bei Dengue-Virus-Infektionen ist wenig untersucht.
Eine prospektive Studie aus dem Jahr 2006 untersuchte Patienten, welche auf einer neurologischen
Station in Indien zwischen 2003 und 2005 aufgenommen wurden, und Dengue-IgM positiv waren. Von
17 Patienten zeigten 11 eine Enzephalopathie und 6 eine akute Muskelschwache. Von den
Enzephalopathiepatienten zeigten 3 epileptische Anfélle, einer einen Myoklonus, 8 eine Pleozytose im
Liquor und eine EEG Verlangsamung sowie jeweils ein Patient einen Globus pallidus bzw. eine
Ruckenmarkbeteiligung in der Magnetresonanztomographie. Von den Patienten mit Muskelschwéche
hatten 5 eine CK-Erhdhung: Bioptisch und per EMG konnte bei jeweils einem eine Myositis

nachgewiesen werden [65].

In einer brasilianischen Studie entwickelten von 41 Dengue-Patienten mit neurologischen Symptomen
25 eine Beteiligung des Gehirns, 14 des peripheren Nervensystems und 2 des Myelons. Insgesamt
waren die Beschwerden vielfaltiger Natur: Epileptische Anfélle (8), Enzephalitis (7), intrazerebrale
Blutungen (3), Meningoenzephalitis (3), Subarachnoidealblutung (2), persistierende Kopfschmerzen
(1). Periphere Beschwerden waren: Transverse Myelitis (2), Guillain-Barré Syndrom (7), akute
Polyradikuloneuritis (2), Faszialisparese (2), Polyneuropathie, Optikusneuritis, Gesichtsspasmen (je
1). Die Pravalenz von neurologischen Komplikationen wurde auf 17,4 von 100.000 im Jahre 1997

sowie 44,8 von 100.000 im Jahre 2002 geschéatzt [66].
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Neurologische Beschwerden missen nicht unbedingt mit anderen, Denguefieber-typischen,
Symptomen einhergehen, wie eine Untersuchung in einem Referenzkrankenhaus in Vietham zeigt.
1995 wurden alle Patienten mit Verdacht auf eine ZNS-Infektion auch auf Dengue hin untersucht, um
dessen Stellenwert bei ZNS-Infektionen zu erforschen. Hierbei waren von 378 Patienten 16 (4,2%)
PCR-positiv (in Abwesenheit von ZNS-Infektionen anderer Atiologien). Hingegen waren nur 1,4% der
Kontrollpatienten positiv. Spater wurden noch 5 weitere Patienten mit ZNS-Beteiligung untersucht.
Von den insgesamt 21 Patienten hatten 12 keine fir eine Dengue-Virus-Infektion charakteristischen
Symptome bei Krankenhausaufnahme. In 7 Fallen handelte es sich um eine Erstinfektion, bei den
anderen um eine Denguefieber-Zweitinfektion. Die haufigsten Beschwerden waren epileptische

Anfélle sowie Vigilanzstdrungen [70].

Bei einer Untersuchung von Soares wurde der Liquor von 13 Denguefieber-Patienten, die
neurologische Komplikationen entwickelt hatten, untersucht. Hierbei wurden bei 4 von 7 Patienten mit
Enzephalitis keine Liquorveranderungen nachgewiesen. Die 4 Guillain-Barré-Syndrom Patienten

sowie die 2 mit Myelitis hatten hingegen allesamt eine Blut-Liquor-Schrankenstdrung entwickelt [68].

Die ZNS Beteiligung bei Denguefieber-Erkrankten bzw. an DHF Erkrankten wurde lange Zeit als
Enzephaloptahie beschrieben und die vielfédltigen Symptome pathophysiologisch als sekundéar zu
einer Vaskulitis mit resultierender Fliissigkeitsextravasion (zerebrales Odem) angesehen bzw. einer
Hypoperfusion, Hyponatriamie, einem Leber- oder Nierenversagen zugeschrieben. Weitere
pathophysiologische Erklarungen waren intrazerebrale Blutungen, mikropapilare Blutungen und
Freisetzung von toxischen Metaboliten. Zunachst ging man davon aus, dass die Anti-Dengue-
Antikorper selbst fir neurologische Symptome urséchlich waren. Allerdings wurden Antigene im Liquor
und somit eine zerebrale Invasion nachgewiesen. Lum et al. konnten bei 5 von 6 Dengue-Enzephalitis
Patienten Viren im ZNS nachweisen (Methodik: 4 Kulturen, 1 PCR) sowie bei einem eine lokale IgM
Produktion. Einige Autoren gehen somit davon aus, dass vor allem DENV 2 und DENV 3 eine

Neurovirulenz, ahnlich der anderer Flaviviren, besitzen [67].

Gelenkschmerzen

Gelenkschmerzen waren im Fragebogen aufgezahlt (siehe Fragebogen im Anhang).

Insgesamt gaben 52% der Patienten Gelenkschmerzen an, was diese zum vierthaufigsten Symptom
macht (nach Fieber, Kopfschmerzen und Appetitlosigkeit). Diese Zahl ist nahezu identisch mit der aus
anderen Untersuchungen [71]. Die mediane Dauer der Gelenkschmerzen betrug 14 Tage (2 bis 180
Tage, Durchschnitt 25 Tage)

Bei 6 Patienten dauerten diese Beschwerden langer als die akute Symptomatik an, im Schnitt 79,2
Tage (25 bis 180 Tage, Median 75 Tage).

Taubitz et al. zeigten bei Chikungunya-Patienten, dass das Auftreten von lang dauernder Arthropathie
altersabhanig ist [63]. Aufgrund der groRen Ahnlichkeit des klinischen Verlaufes sowie von Teilen der
dreidimensionalen Struktur zwischen dem Dengue-Virus und dem Chikungunya-Virus hatte man einen
Einfluss des Alters auf die Dauer der Arthropathien auch bei Denguefieber-Patienten erwarten

kénnen. Bei der vorliegenden Untersuchung konnte jedoch ein statistisch signifikanter Einfluss des
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Alters weder auf das Auftreten von Gelenkschmerzen noch auf deren Persistenz Uber einen langeren

Zeitraum, ausgemacht werden. Dies gilt gleichermalfen fir das Geschlecht und den Impfscore.

Sonstige Beschwerden

Gewichtverlust (bei 4 Patienten), Schweilausbriiche, Hitzewallungen, Schittelfrost, Atemwegs-

beschwerden, Nasenbluten, Kreislaufschwache, Infektanfalligkeit (in je einem Fall)

5.5.4. Leistungsminderung

Die von den Patienten berichteten Symptome Schlappheit, Mudigkeit oder Abgeschlagenheit wurden
alle als Leistungsminderung zusammengefasst. Leistungsminderung konnte im Fragebogen nicht
angekreuzt, sondern lediglich bei der offenen Frage nach Symptomen angegeben werden. Dennoch
gaben 44% aller Befragten an, eine Leistungsminderung bemerkt zu haben. Bei 23% aller Patienten
dauerte diese Einschrankung 30 oder mehr Tage an, bei 15% sogar langer als 60 Tage. Die
Leistungsminderung dauerte durchschnittliche 37 Tage (Median 30). Sofern die Leistungsminderung
die 30-Tages-Grenze erreichte, erhdhte sich die durchschnittliche Dauer auf 60 Tage (Median 56).
Alter und Geschlecht hatten keinen signifikanten Einfluss auf das Auftreten oder die Dauer der
Leistungsminderung.

Patienten mit mindestens einer vorhergehenden Flavivirus-Impfung litten signifikant haufiger an
Leistungsminderung als Patienten ohne Impfung (OR = 3,4; p = 0,02). Des Weiteren litten sie auch
haufiger an einer langer als 30 Tage andauernden Leistungsminderung als Ungeimpfte (OR =1,5; p =
0,051). Bei den einzelnen Impfungen (Gelbfieber, FSME oder Japanische Enzephalitis) bestand eine

statistische Signifikanz lediglich fiir die Gelbfieber-Impfung.

Folgende akute Symptome korrelierten mit einem langeren Bestehen der Leistungsminderung:
Muskelschmerzen (p = 0,06; OR = 4,5), Gelenkschmerzen (p = 0,02; OR = 0,15), Hautbeschwerden (p
= 0,03; OR = 5,3). Von den Hautbeschwerden hatte jedoch nur das Exanthem eine prognostische
Bedeutung (p = 0,04; OR = 3,9).

Somit hatten Erkrankte mit Gelenkschmerzen in der akuten Phase einer Dengue-Virus-Infektion eine
geringere Wahrscheinlichkeit, an langer andauernder Leistungsminderung zu erkranken, als solche
ohne. Ein Exanthem oder Muskelschmerzen hingegen erhéhen die Wahrscheinlichkeit, 30 Tage oder

langer an Leistungsminderung zu leiden.

In einer australischen Studie von Hickie et al. waren neben Irritabilitéat, neurokognitiven Stérungen und
Mudigkeit ebenfalls Muskelschmerzen, nicht aber Hauterscheinungen, mit einem chronic fatigue
syndrome nach diversen Infektionserkrankungen (EBV, Coxiella burnetii bzw. Ross River Virus)
assoziiert. Alter und Geschlecht korrelierten auch hier nicht mit langer andauernder Midigkeit (in
dieser Studie aber als seit mindestens 6 Monaten bestehende Midigkeit, welche nicht auf Ruhe

anspricht, definiert) [64].
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Seet et al. untersuchten das Auftreten von postinfektiossem Mudigkeitssyndrom nach Dengue-Virus-
Infektion (n=127). Hierbei war weibliches Geschlecht, hdheres Alter, Schuttelfrost sowie die
Abwesenheit eines Exanthems signifikant mit einem 2 Monate nach akuter Erkrankung bestehendem
Mudigkeitssyndrom assoziiert. Eine Assoziation mit dem Schweregrad der Dengue-Virus-Infektion
oder anderen Symptomen, wie z.B. Muskelschmerzen, bestand nicht [72]. Somit erbrachte diese
Studie beziglich des Exanthems gegenteilige Ergebnisse. Ein Einfluss von Geschlecht und Alter
konnte in vorliegender Arbeit nicht gefunden werden, was auch an der geringeren Fallzahl liegen

koénnte. Schittelfrost wurde in der vorliegenden Arbeit nicht explizit erfragt.

Studien zum Thema postinfektiose Midigkeit bzw. chronic fatigue syndrome (CFS) nach einer
Dengue-Virus-Infektion gibt es nur wenige. Hingegen existieren zahlreiche Studien, welche das
Auftreten von postinfektiosem Mudigkeitssyndrom nach EBV-Infektion untersuchen. In einer britischen
Kohortenstudie (1.438 Falle), welche das Auftreten eines postinfektiosen Mudigkeitssyndroms nach
EBV Infektion untersuchte, mit den Vergleichsgruppen Influenza- bzw. Tonsillitispatienten, waren
sowohl weibliches Geschlecht als auch vor der akuten Infektion bestehende Affektstérung (OR = 2,3)

Risikofaktoren fur die Entwicklung eines CFS, Alter oder Atopieneigung hingegen nicht [73].

Tabelle 46: Auftreten und Dauer von postinfektiéser Leistungsminderung bzw. chronischer Midigkeit

(nach diversen Studien).

Walentiny Seet Petersen White Hickie Hotopf
Virale Meningitis,
EBV bzw. EBV. Coxiella andere virale,
Infektion Dengue Dengue Influenza bzw. | EBV bzw. HWI o ’ | nicht ZNS- oder
P Ross River g
Tonsillitis Enterovirus-
Infektionen
Auftreten 12,5% bzw .
: ’ ' 47% bzw. 35% in
- 0 0,
Le_|stungs 44% 2,9% bzw. 20% Woche 6 12,5%
minderung 1,9%
Dauer
Leistungs- 8 bzw. 3
. ?
minderung 30 Tage 2 Monate (?) Wochen
(Median)
3% (von allen), Tel. Abfrage 0
'é'\ﬂ/lnac? 6,9% (Pat. mit nach 2 9'2%/:352""' 12%
onaten LM) Monaten o7
Weibliches Muskuloskel.
Flavivirus-Imp- Geschlecht, Affektstérun Sl\;hug]ierkze?tn' Lange der
Risiko- fung, Alter, Schiittel- S 9 gket, Krankschreibung,
weibliches neurokognitve o
faktoren Exanthem, frost, . Psychiatrische
. Geschlecht Storung, (Alter
Muskelschmerz Abwesenheit fiir ak Erkrankung
von Exanthem nur fura ute
Mudigkeit)
Gelenkschmer- Psycholog./
Kein zen (protektiv), Alter, Psychlatrlsche Dauer akute
Risikofaktor Alter, Exanthem Atopieneigung Storung, Erkrankung
Geschlecht Alter,
(kein Einfluss Geschlecht

Wie aus dieser zusammenfassenden Tabelle hervorgeht, sind die Ergebnisse dieser Studien
unterschiedlich. So ist bei Hickie et al. und Petersen et al. das Alter ebenfalls kein Risikofaktor, bei
Hickie et al. auch das weibliche Geschlecht nicht, welches jedoch von Petersen et al. und Seet et al.

als Risikofaktor fir das Auftreten einer chronischen Leistungsminderung angesehen wird.
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Hotopf et al. untersuchte 83 Patienten nach Uberstandener viraler Meningitis Giber einen Zeitraum von
6 bis 24 Monaten und verglich sie mit 76 Patienten, welche virale Infektionen hatten, die nicht das
ZNS befielen. Insgesamt war bei den 159 Patienten die Pravalenz eines CFS 12,6%, wobei die
Pravalenz in der Meningitisgruppe leicht héher war (nicht signifikant da KI = 0,5-3,6; OR = 1,4). Der
beste Pradiktor fir das Auftreten eines CFS war die Lange der Krankschreibung nach akuter
Erkrankung! Der zuverlassigste Pradiktor fir eine schwere CFS war eine psychiatrische Erkrankung in
der Vorgeschichte. Die Dauer der akuten Phase, gemessen in stationaren Tagen, korrelierte nicht mit
dem Auftreten von CFS [75].

Auch bei Cope et al. wurden 618 Patienten mit der Diagnose einer viralen Erkrankung untersucht.
Auch hier war das Vorliegen einer Arbeitsunféhigkeitsbescheinigung ein signifikanter Pradiktor eines
CFS. Weitere signifikante Pradiktoren waren interessanterweise der ,somatic attributional style* und
eine unsichere Diagnose durch den Allgemeinarzt. Die CFS Symptome korrelierten demnach eher mit
dem éarztlichen Verhalten und der Einstellung des Patienten, als mit dem klinischen Erscheinungsbild
bei akuter Infektion [76].

Insgesamt konnen jedoch nicht nur virale Infektionen zu léanger andauernder postinfektioser
Leistungsminderung fuihren [64]. In einigen Studien sind weibliches Geschlecht, héheres Alter und
eine Vorgeschichte von psychiatrischen Erkrankungen Risikofaktoren fir das Entstehen einer
postinfektiosen Leistungsminderung. Des Weiteren konnen Schittelfrost, Muskelschmerzen,
Gelenkschmerzen oder Exantheme in der akuten Phase einen pradiktiven Wert fir das Auftreten von
langer andauernder Leistungsminderung haben. Im Falle einer Dengue-Virus-Infektion ist es mdaglich,
dass vorhergehende Flavivirus-Impfungen den klinischen Verlauf und somit auch die
Wahrscheinlichkeit einer Leistungsminderung sowie deren Dauer beeinflussen. Allerdings sind hier

weitere Untersuchungen notwendig, um genauere Aussagen treffen zu kénnen.

5.5.5. ,Chronische" Beschwerden

Chronische Beschwerden werden hier definiert als Beschwerden, die 30 Tage oder langer anhielten

(siehe auch Kapitel 8. Begriffserklarung).

39% der Patienten litten unter 30 oder mehr Tage andauernden Beschwerden. Daten zur Dauer der
Symptome eines Denguefiebers oder zur Haufigkeit von langer andauernden, ,chronischen”
Beschwerden nach einer Dengue-Virus-Infektion von Reisenden fehlen bislang weitgehend
(Ausnahme Leistungsminderung bzw. CFS, siehe unten).

Die haufigsten chronischen Beschwerden waren Leistungsminderung (63%), Gelenkschmerzen (23%)
und neurologische Beschwerden (15%; je ein Patient litt an Gleichgewichtstérung, Kopfschmerzen
und Depression). Des Weiteren traten auf: Muskelschmerzen (bei drei Patienten), sowie bei je einem
Patienten Infektanfalligkeit, Allergieanfalligkeit und eine lang anhaltende Hautverfarbung. Au3erdem

berichteten 2 Patienten von massivem Haarausfall 2 bis 3 Monate nach Dengue-Virus-Infektion.
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Fur den Patienten wéare es von Vorteil, wenn ein bestimmtes akutes Beschwerdemuster oder aber der
Flavivirus-Impfstatus eine Vorhersage zur Dauer der Symptome ermdglichen wirden. So scheinen ein
Exanthem und/oder Muskelschmerzen die Wahrscheinlichkeit einer chronischen Leistungsminderung
zu erhohen, wohingegen akute Gelenkschmerzen diese senken. Alter und Geschlecht scheinen die
Dauer der Beschwerden nicht zu beeinflussen. Allerdings war die in der vorliegenden Studie
untersuchte Fallzahl zu klein und die statistische Gite in Abwesenheit von Kontrollgruppen zu gering,
um im klinischen Alltag brauchbare Vorhersagen zu ermdéglichen. Ob und wie der Impfstatus die

klinische Symptomatik beeinflusst, wird im nachsten Kapitel besprochen.

5.5.6. Einfluss von Flavivirus-Impfungen auf Sympto  me

Da nur wenige Prozent der Dengue-Virus-Erstinfektionen symptomatisch verlaufen, aber die Mehrzahl
der Zweitinfektionen mit Beschwerden einhergehen, ist die Tatsache, dass Dengue-Antikérper die
klinische Auspragung einer Infektion mit beeinflussen, unumstritten. Diverse Untersuchungen zeigen,
dass der Verlauf einer bestimmten Flavivirus-Erkrankung durchaus durch bereits vorhandene
Antikorper gegen ein anderes Flavivirus beeinflusst wird.

So zeigten Price et al., dass Hamster, die mit einem der 4 DENV-Serotypen ,immunisiert* wurden,
eine niedrigere WNV-Konzentration im Gehirn hatten und weniger Neuropathologien aufwiesen als
.Nichtimmunisierte* [31]. Auch bei Mausen, welche zuvor mit Dengue-Virus infiziert wurden, war nach
Infektion mit JE-Virus oder St. Louis Enzephalitis-Virus die Viramie deutlich geringer und die
intrazerebrale Virusreplikation signifikant niedriger als bei den Kontrollmausen [32].

Aber auch beim Menschen zeigten sich solche Kreuzprotektionen:

Eine Untersuchung des klinischen Outcomes von 85 Kindern mit akuter Japanischer Enzephalitis in
Thailand zeigte, dass die Abwesenheit einer vorhergehenden Flavivirus-Infektion ein Risikofaktor fur

ein negatives Outcome war [33].

Die epidemiologische Untersuchung einer St. Louis Enzephalitis Epidemie in Tampa Bay in Florida im
Jahre 1962 fand die héchsten Raten an manifesten Erkrankungen in einem County, in dem vor allem
kurzlich aus den nérdlicheren Staaten emigrierte Menschen wohnten. Die niedrigsten Raten zeigten
Menschen, welche schon vor 1934, also in einer Zeit rezidivierender, gro3er Dengue-Epidemien, in
der Region lebten. Dies deutet auf eine Kreuzprotektivitdt hin, welche sogar noch nach 30 Jahren
anhalt [34].

Diese Kreuzreaktionen kdnnen aber auch nachteilige Wirkungen haben. So zeigten Gomez et al.,
dass Dengue-Antikdrper das zur Gelbfieber-Impfung verwendete YF 17 D Virus neutralisierten. Diese
Kreuzreaktionen fihrten dazu, dass 31% der Kinder und 10% der Erwachsenen mit nachgewiesener

Gelbfieber-Impfung keinen ausreichenden Schutz hatten [35].

All diesen Beispielen gemeinsam ist eine Dengue-Virus-Infektion, die zu einer Immunantwort fihrte,
welche den Verlauf einer spéateren Flavivirus-Infektion gunstig beeinflusste. Ob umgekehrt auch zutrifft
dass nach einer Flavivirus-Infektion (ausgenommen Denguefieber) gebildete, mit DENV

kreuzreagierende Antikorper, den Verlauf einer Dengue-Virus-Infektion beeinflussen, ist unklar. Vor
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allem ist die Frage, ob das Vorhandensein von kreuzreagierenden, verwandten, Nicht-Dengue-

Flavivirus-Antikorpern auch zu DHF und DSS pradisponiert, entscheidend.

Es gibt bis dato wenige Erkenntnisse in Bezug auf die Frage, ob und wie sich Flavivirus-Infektionen,

ausgenommen Denguefieber, auf eine nachfolgende Dengue-Virus-Infektion auswirken.

Fagbami et al. fanden 1988 durch serologische Untersuchungen (hauptsachlich mittels
Neutralisationstests) bei 19 Nigerianern Hinweise auf ungunstige Einflisse von kreuzreagiernden
Flavivirus-Antikorpern. So waren in 11 Seren neutralisierende WNV-Antikorper nachweisbar, 17
jedoch zeigten ,infection-enhancing®, also eine Infektion beginstigende Eigenschaften. Insgesamt
waren bei 17 der 19 Seren Flavivirus-neutralisierende-Antikdrper nachweisbar, wovon 11 alle drei
untersuchten Flaviviren (YF, DENV, WNV) neutralisierten. Allerdings zeigten ebenfalls 17 Seren
DENV2-stimulierende Antikdrper (enhancing) [36]. Ob diese serologischen Ergebnisse ein klinisches

Korrelat haben, ist nicht bekannt.

Diese Frage, d.h. die Frage ob durch Flavivirus-Impfungen induzierte Antikérper zu komplizierten
Verlaufen bei einer Dengue-Virus-Infektion pradisponieren, ist auch fir europaische Tropenreisende
relevant, von denen eine zunehmende Zahl z.B. gegen FSME geimpft ist. Allerdings gibt es hierzu
keine Daten. Die Schwierigkeit, diese Frage zu beantworten liegt unter anderem darin, dass DSS und
DHF bei Reisenden sehr selten auftritt und somit Kohortenstudien nicht realisierbar sind. Auch Fall-
Kontroll-Studien sind problematisch: So suchten Wichman et al. zwar bei Gber 200 Tropenriickkehrern
mit Dengue-Virus-Infektion nach komplizierten Verlaufen, schlossen aber explizit Flavivirus-Geimpfte
von ihrer Analyse aus. Dieser Ausschluss sollte ermdglichen, Dengue-Erst- von Zweitinfektionen
unterscheiden zu kdnnen. Nach Flavivirus-Impfung ist diese Unterscheidung aufgrund einer

.secondary immune response” nicht mehr maglich [37].

Zusammenfassend gibt es somit es eine solide theoretische Basis fur die Hypothese, dass Reisende
mit Flavivirus-Impfungen im Falle einer Dengue-Virus-Infektion haufiger symptomatisch sein kénnten
als Impfnaive. Hingegen sind aber auch protektive Eigenschaften von Flavivirus-Impfungen méglich,
wie die oben zitierte Studien nahe legen. Um die Frage beantworten zu kénnen, ob und in welchem
Ausmalie und in welcher Weise Flavivirus-Impfungen den klinischen Verlauf einer Dengue-Virus-
Infektion beeinflussen, misste man idealerweise in einer prospektiven Kohortenstudie mit geimpften
und nicht geimpften Reisenden genauer untersuchen. Alternativ ware eine restrospektive Analyse des
Impfstatus von Denguepatienten und einer Kontrollgruppe durchfiihrbar. Beides beinhaltet die
vorliegende Arbeit nicht. Es konnten jedoch die im Folgenden zusammengefassten Hinweise auf eine
Beeinflussung des klinischen Verlaufes durch Flavivirus-Impfungen nachgewiesen werden. Es handelt
sich hierbei wohlgemerkt um Hinweise, da vor allem die geringe Anzahl an Patienten, die Abwesenheit
einer Kontrollgruppe und das Studiendesign generell aussagekraftige ,Beweise" nicht erlauben. Des
Weiteren kann nicht ausgeschlossen werden, dass einige der im Folgenden dargelegten
Zusammenhéange zwischen Klinik und Impfstatus auf multiplem Analysieren beruhen und nicht auf

tatséchlichen Zusammenhéangen.
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Die meisten Beschwerden bei dem untersuchten Kollektiv von symptomatischen Patienten traten
unabhéngig vom Flavivirus-Impfstatus auf. Allerdings gab es eine statistisch signifikante Korrelation
zwischen Flavivirus-Impfungen und dem Auftreten von Hauterscheinungen, Leistungsminderung und
Beschwerdedauern von 30 Tagen oder mehr. Fir diese Symptome konnte nachgewiesen werden,
dass sie umso wahrscheinlicher auftraten, je haufiger vor Dengue-Virus-Infektion gegen Flaviviren

geimpft wurde.

Es ergab sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen Geimpften und Ungeimpften in
Bezug auf die Dauer der Erkrankung insgesamt. Dies gilt auch fir die Dauer der Leistungsminderung
und Gelenkschmerzen und betrifft sowohl den Flavivirus-Impfscore als auch die einzelnen Flavivirus-

Impfungen.
Diese Ergebnisse sind schwer zu interpretieren: Einerseits erhéhten Impfungen die Wahrscheinlichkeit

langer andauernder Beschwerden oder langer andauernder Leistungsminderung, und andererseits

waren diese Beschwerden dann aber bei den Geimpften kirzer als bei den Nichtgeimpften.
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6. Schlussfolgerung

Nach einmaliger Dengue-Virus-Infektion waren spezifische 1gG-Antikorper in iber 98% der Falle auch
nach Jahren noch nachweisbar. Die Hohe der IgG-AU war dabei nicht von Faktoren wie Zeitpunkt
nach Infektion, Alter des Infizierten, Geschlecht oder Flavivirus-Impfstatus abhangig. Der IgM-ELISA
war hingegen nach einer Infektion schon nach wenigen Wochen negativ, wobei die AU umso niedriger
waren, je langer die Infektion zurticklag und je hdher der Flavivirus-Impfscore.

Ganz anders sah es bei der akuten Diagnosestellung aus. Hier hatte neben der Zeitspanne von
Symptom bis zur Blutentnahme (S-V1), der Flavivirus-Impfstatus einen starken Einfluss auf die Hohe
der IgM- bzw. IgG-AU. Obwohl S-V1 einen gewissen confounding-Effekt austibte, zeigte sich deutlich,
dass Flavivirus-Geimpfte niedrigere IgM-AU, dafiir aber héhere IgG-AU hatten als Ungeimpfte. Um die
serologischen Ergebnisse besser beurteilen und somit die Diagnose einer akuten Dengue-Virus-
Infektion akkurater stellen zu konnen, ist eine genaue Erhebung des Flavivirus-Impfstatus
unabdingbar. Weitere Untersuchungen sind notwendig, um einen neuen cut-off-point des ELISA fir
Flavivirus-Geimpfte zu ermitteln. Bei Geimpften ist es zudem unmaglich, per ELISA zwischen Dengue-

Virus-Erst- und Zweitinfektion zu unterscheiden.

Eine weitere Erkenntnis der vorliegenden Untersuchung ist die bemerkenswerte, bislang so nicht
beschriebene Haufigkeit von lang dauernden Beschwerden bei Dengue-Virus-Infizierten. So litten 39%
an Beschwerden, welche 30 Tage oder mehr andauerten. Hierbei waren Leistungsminderung und
Gelenkschmerzen am haufigsten. Ein massiver Haarausfall 2 bis 3 Monate nach Infektionszeitpunkt

wurde von knapp 5% der Probanden beschrieben.

Flavivirus-Impfungen, die einer Dengue-Virus-Infektion vorausgehen, scheinen den klinischen Verlauf
bei symptomatischen Dengue-Erkrankungen zu beeinflussen. So traten bei Flavivirus-Geimpften
Hautbeschwerden und Leistungsminderung haufiger auf. Besonders im Hinblick auf die Pathogenese
der komplizierten Dengueverlaufe (DHF/DSS), bei der kreuzreagierende Antikdrper eine zentrale Rolle
spielen, ist diese Feststellung bemerkenswert. Das Design der vorliegenden Studie ist jedoch nicht
geeignet, exakte Aussagen beziglich des Einflusses von Flavivirus-Impfungen auf den klinischen
Verlauf eines Denguefiebers zu machen, nicht zuletzt weil die Zahl der insgesamt Untersuchten zu
gering war und Denguefieber-Patienten mit asymptomatischem Verlauf in dieser Arbeit

unbericksichtigt blieben.
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7. Zusammenfassung

Denguefieber ist eine global zunehmende Infektionskrankheit (emerging infectious disease). Auch bei
Reisenden wird ein Anstieg der Haufigkeit von Denguefieber-Erkrankungen beobachtet, was neben
der Zunahme der Ausdehnung des Endemiegebietes vor allem auf vermehrte Tropenreisen,
veranderte Urlaubsgewohnheiten und die Globalisierung zurlickzufihren ist. Aktuell ist das
Denguefieber haufiger Ursache von fieberhaften Infektionen bei Reiserlickkehrern aus tropischen
Landern, tropisches Afrika ausgenommen, als Malaria. In Zukunft werden voraussichtlich auch die
bislang seltenen, komplizierten Verlaufe bei Reisertickkehrern haufiger auftreten. Eine korrekte und
schnelle Diagnosestellung ist somit von zunehmender Bedeutung. Direkte Nachweismethoden wie
Kultur oder PCR stehen oft nicht zur Verfugung und funktionieren nur wahrend der ersten
Krankheitstage. Die Diagnosestellung beruht somit in der Regel auf einer Serodiagnostik. Durch
vorhergehende Flavivirus-Infektionen (Dengue, Gelbfieber, Friihsommer-Meningoenzephalitis,
Japanische Enzephalitis), sowie Impfungen gegen diese, kann es jedoch zu Kreuzreaktionen
kommen. Die Beeintrachtigung der Serodiagnostik kann folglich zu falsch positiven und falsch
negativen Testergebnissen fuhren: Bei einigen Reisertickkehrern wird falschlicherweise Denguefieber
diagnostiziert und eventuell eine andere, behandlungsbedirftige Infektion Ubersehen. Bei anderen

hingegen wird das Denguefieber nicht diagnostiziert und somit nicht adaquat behandelt.

Es gibt nur wenige Daten Uber die Haufigkeit, den Verlauf (inkl. Komplikationen) sowie die Diagnostik
von Denguefieber-Fallen bei Reiseriickkehrern. Noch weniger untersucht ist der Einfluss von
Flavivirus-Impfungen auf die Symptomatik und die serologische Diagnosestellung des Denguefiebers.
Die Zielsetzung der vorliegenden Dissertation war daher

» Die Untersuchung der Epidemiologie und des klinischen Verlaufs von importierten
Denguefieber-Erkrankungen unter besonderer Berlcksichtigung mdglicher persistierender

Symptome und des Einflusses vorausgegangener Flavivirus-Impfungen.

e Die Untersuchung der Dynamik der Bildung und Persistenz spezifischer Antikérper der IgG

und IgM-Klassen sowie des Einflusses vorausgegangener Flavivirus-Impfungen hierauf.

Weil Deutschland kein Dengue-Virus-Endemiegebiet ist, eignen sich nach Deutschland
zuriickkehrende Tropenreisende besonders gut fiir diese Untersuchung, da man bei lhnen im Falle
eines Denguefiebers von einer Dengue-Virus-Primarinfektion ausgehen kann. Dies ist besonders im
Hinblick auf die Dynamik der Antikoérperbildung wichtig, da sich diese bei Zweitinfektionen
unterschiedlich darstellt. Auch im Hinblick auf die Untersuchung des klinischen Verlaufs ist ein

sicheres Unterscheiden zwischen Erstinfektion und Folgeinfektionen notwendig.

Aus der Datenbank der Abteilung fur Infektions- und Tropenmedizin der LMU Minchen wurden
Patienten ausgesucht, bei denen in den Jahren von 1998 bis 2007 die Diagnose Denguefieber gestellt

wurde. Die Arztbriefe wurden eingesehen und nur diejenigen Patienten bertcksichtigt und in die
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Studie aufgenommen, deren Reiseziele und Inkubationszeiten tatsachlich mit der Diagnose eines
Denguefiebers vereinbar waren. Diese Patienten erhielten dann ein Schreiben mit der Bitte um eine
Wiedervorstellung, zwecks erneuter Bestimmung der Dengue-Antikdrper-Spiegel, sowie einen
Fragebogen (siehe Anhang).

Die Patienten kamen mit unterschriebener Einverstandniserklarung und dem ausgefiillten Fragebogen
in unsere Ambulanz. Ein 7,5 ml Serumréhrchen Blut wurde abgenommen. Dartber hinaus wurde die
Serumbank dahingehend Uberprift, ob noch von der zur Denguefieber-Diagnose fiihrenden
Untersuchung Serum vorhanden war. Nachdem alle Seren abgenommen waren, wurden die ELISA-
Untersuchungen mit Novagnost TM Dengue IgM bzw. IgG Testkits durchgefiihrt. Dies geschah sowohl
mit den im Rahmen der vorliegenden Untersuchung abgenommenen Proben (P-Proben) als auch mit
den bereits bei der Erstvorstellung eingefrorenen Proben (V-Proben). Es handelt sich dabei um
Enzymimmunoassays zur qualitativen bzw. semi-quantitativen immunenzymatischen Bestimmung von
spezifischen IgM- bzw 1gG-Antikérpern gegen Dengue-Virus in Humanseren.

Antikorper-Einheiten (antibody units - AU) wurden mithilfe von Kontrollseren berechnet. Sowohl fir
IgM- als auch IgG-Antikdrper wurde der Trennwert bei 12 AU festgelegt.

Die Daten wurden mit Microsoft Excel verwaltet. Ein Teil der deskriptiven Statistik wurde mit dem
gleichen Programm durchgefiihrt. Die analytische Statistik wurde mit SPSS 17.0 erstellt. Signifikante
Unterschiede wurden als p-Werte unter 0,05 oder als nicht-Uberlappende 95%-Konfidenzintervalle

definiert.

Insgesamt erflillten 66 Patienten die Einschlusskriterien. Ihr Durchschnittsalter bei Erstvorstellung war
37 Jahre, 59,1% waren Frauen. Zwischen Symptombeginn und Erstvorstellung in unserem Institut
vergingen im Median 10 Tage. Circa 60% der Patienten wurden innerhalb der ersten 2 Wochen nach
Symptombeginn vorstellig. Die Zweitvorstellung zwecks Studie erfolgt im Median nach 2,3 Jahren (64
Tage bis 15 Jahre; Mittelwert 3,8 Jahre).

43,9% der Patienten hatten bei Erstvorstellung noch nie eine Flavivirus-Impfung im Laufe ihres

Lebens erhalten und waren auch nie wissentlich an einer Flavivirus-Infektion erkrankt.

Von 59 der 66 Patienten war in unserer Serumbank Serum der Erstvorstellung vorhanden. Der IgM-
ELISA war bei 42,4%, der IgG-ELISA bei 88,1% positiv.

Bei der Untersuchung von Einflussfaktoren auf die Ergebnisse des IgG-ELISA bei Erstvorstellung
zeigte sich, dass Patienten, die gegen mindestens ein Flavivirus geimpft waren, signifikant haufiger
einen positiven IgG-ELISA aufwiesen als solche ohne Flavivirus-Impfung. Des Weiteren hatten
Nichtgeimpfte signifikant niedrigere 1gG-AU als Geimpfte (25 bzw. 36). Gleiches gilt fir Gelbfieber-
und FSME-Impfungen: Auch hier zeigten die Nicht-Geimpften niedrigere 1gG-AU.

Es zeigte sich ebenfalls ein inverser Zusammenhang zwischen dem Resultat des IgM-ELISA bei
Erstvorstellung (=Diagnosestellung) und der Impfscore-Gruppierung. Die Nicht-Geimpften hatten eine
hohere Wahrscheinlichkeit eines positiven IgM-ELISA-Ergebnisses und hohere AU-Mittelwerte als
Geimpfte (23 bzw. 11). Der gleiche Trend bestand beziglich des Einflusses der Gelbfieber- bzw.
FSME-Impfungen.
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Bei Wiedervorstellung war der Verlauf der 1IgG-Antikorper in bemerkenswerter Weise unabhangig von
weiteren Einflussfaktoren wie Alter, Geschlecht oder Flavivirus-Impfstatus. Von einem Patienten
abgesehen, zeigten alle (d.h. >98%) nach einer Zeitspanne von 0,3 bis 15 Jahren (Median 2,3 Jahre)
noch einen positiven IgG-ELISA. Eine einmalige Dengue-Virus-Infektion fiihrte also zu einer lang
andauernden Immunantwort.

Der IgM-ELISA war nur bei einem von 66 Probanden bei Wiedervorstellung positiv. Ein statistisch
signifikanter, inverser Zusammenhang zwischen Zeitspanne S-P1 und Hoéhe der IgM-AU konnte somit
gezeigt werden. Des Weiteren waren die IgM-AU-Mittelwerte bei den Nicht-Geimpften signifikant
hoher als bei den Patienten mit mindestens einer Flavivirus-Impfung — bei beiden Gruppen war der

Wert jedoch deutlich unter dem Trennwert von 12 und das Resultat somit als negativ einzustufen.

Bei der vorliegenden Arbeit litten 95,4% der Patienten unter Fieber, welches somit analog zu anderen
Studien das haufigste Symptom der Dengue-Virus-Infektion darstellte. Lediglich drei Probanden
gaben dieses Symptom nicht an. Kopfschmerzen waren das zweithdufigste Symptom und traten bei
71,2% der Patienten auf. Danach folgten Appetitlosigkeit (57,3%), Hautbeschwerden (Rétung,
Juckreiz, Uberempfindlichkeit) (54,6%), Gelenkschmerzen (53,0%), Muskelschmerzen (47,0%) sowie
Ubelkeit (30,3%). An weiteren Beschwerden, die sich nicht auf der Liste der zu markierenden
Beschwerden befanden, wurden angegeben: Leistungsminderung (43,9%), gastroenterologische
Beschwerden (18,2%), neurologische Beschwerden (16,7%), andere dermatologischen Beschwerden

(13,6%), psychologische Beschwerden (9,1%) und sonstige Beschwerden (16,7%).

Die Beschwerden dauerten im Median 19 Tage. Die Dauer der akuten Beschwerden betrug
durchschnittlich 14 Tage (Median), die ,langer andauernden“ Beschwerden 60 Tage. 39% der
Patienten hatten Beschwerden, welche 30 oder mehr Tage lang anhielten und 14% litten sogar 3
Monate oder langer an Symptomen. Die haufigsten chronischen Beschwerden waren hierbei
Leistungsminderung (65,4%), Gelenkschmerzen (23,1%) und neurologische Beschwerden (15,4%).
Ein Exanthem und Muskelschmerzen in der akuten Phase erhéhten die Wahrscheinlichkeit einer
chronischen Leistungsminderung, wohingegen akute Gelenkschmerzen diese senkten.

Die meisten Beschwerden traten unabhangig vom Flavivirus-Impfstatus auf. Allerdings gab es eine
statistisch  signifikante Korrelation zwischen solchen Impfungen und dem Auftreten von
Hautbeschwerden und Leistungsminderung.

Ein Einfluss des Flavivirus-Impfstatus auf die Dauer der Beschwerden ist wahrscheinlich. Allerdings
gab es hier paradoxe Ergebnisse. So hatten Flavivirus-Geimpfte einerseits signifikant haufiger eine
langer andauernde Leistungsminderung, andererseits dauerte diese, sofern die 30-Tages-Grenze

erreicht oder Uberschritten war, weniger lang an als bei Nichtgeimpften.

Die vorliegende Arbeit zeigt die Bedeutung einer korrekten Erhebung des Flavivirus-lImpfstatus. Nur so
ist es moglich eine Dengue-Virus-Infektion mit serologischen Methoden korrekt zu diagnostizieren.
Des Weiteren zeigt sie, dass IgG-Antikérper nach einer einmaligen Infektion Uber einen sehr langen

Zeitraum persistieren kénnen und die H6he der AU unabhangig vom Flavivirus-Impfstatus und sogar
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dem Zeitpunkt der Infektion ist. Die IgM-AU hingegen nehmen mit zunehmendem Abstand zum

Infektionszeitpunkt ab, und dies umso schneller, je héher der Flavivirus-Impfscore.

Ob durch Flavivirus-Impfungen induzierte, mit Dengue-Virus-Antigenen kreuzreagierende Antikdrper,
den Verlauf eines Denguefiebers glnstig beeinflussen, oder, analog zu kreuzreagierenden
Antikoérpern nach einer Dengueprimarinfektion, zu komplizierten Dengue-Verlaufen pradisponieren, ist
nicht bekannt. Bei der vorliegenden Untersuchung konnte ein gewisser Einfluss des Impfstatus auf
den Kklinischen Verlauf gezeigt werden. Allerdings sind weitere Untersuchungen mit grof3eren

Fallzahlen und Kontrollgruppen notwendig, um detaillierter Aussagen treffen zu kénnen.

80



8. Abklrzungen und Begriffserklarungen

8.1. Abkirzungen

AITM: Abteilung fir Infektions- und Tropenmedizin der LMU

AU: Antibody Unit = Antikérper-Einheit. Diese Einheiten sind proprtional zur
Konzentration der Antikérper im Serum.

CFs: chronic fatigue syndrome

DENV: Dengue-Virus

DF: Denguefieber oder Dengue-Virus-Infektion

DHF: Dengue Hamorrhagisches Fieber

DSS: Dengue Schock Syndrom

EBV: Epstein-Barr-Virus

ELISA: Enzyme linked Immunofluorescrence assay

FSME: Frihsommer-Meningoenzephalitis (FSME-V = FSME-Virus)

Isc.: Impfscore (siehe Begriffserklarungen)

JE: Japanische Enzephalitis (JEV = JE-Virus)

KI: Konfidenzintervall

LMU: Ludwig-Maximilians-Universitéat

NPW: Negativer pradiktiver Wert

P1: Zweitvorstellung = Wiedereinbestellung Monate bis Jahre nach

Erstvorstellung und Diagnosestellung in unserem Institut (siehe

Begriffserklarungen)

PCR: Polymerase chain reaction

PPW: Positiver pradiktiver Wert

Rsc.: Reisescore, Werte von 0 bis 2 (siehe Begriffserklarungen)
RSSE: Russian Spring Summer Enzephalitis

tg: Travel group; Werte von 1 bis 4 (siehe Begriffserklarungen)
V1 Erstvorstellung (siehe Begriffserklarungen)

WNV: West Nile Virus

YF: Yellow fever = Gelbfieber

YFV: YF-Virus



8.2. Begriffserklarungen

Akute Beschwerden:

Beschwerden welche den Patienten zur Vorstellung in der AITM gefiihrt hatten.

Chronische Beschwerden

Beschwerden, welche mindestens 30 Tage lang dauern.

Impfscore:
Um den Einfluss der verschiedenen Flavivirus-Impfungen auf die Dengue-Antikdrper-Dynamik
untersuchen zu kénnen, wurde ein “Impfscore” gebildet mit diskreten Werten von 0 bis 6. Fur
jede komplett laut Impfempfehlungen durchgefiihrte Impfung gegen eine der drei
Erkrankungen YF, JE oder FSME gab es 2 Punkte. Lag die letzte Impfung jedoch langer
zurlick als der empfohlene Zeitpunkt einer Booster-Impfung, so wurde 1 Punkt vergeben. Bei

volliger Impfnaivitat gegeniber einer Impfung gab es null Punkte.

Tabelle 1: Punktvergabe zur Bildung des Impfscores: Abhangigkeit vom Zeitpunkt der letzten Impfung

Impfung YF JE FSME
Zeitpunkt letzter Impfung (Jahre) <10 | >10 <5 >5 | <5 | >5
Punkte 2 1 2 1 2 1

YF = Gelbfieber
JE = Japanische Enzephalitis

FSME = Frihsommer-Meningoenzephalitis

Langer andauernde Beschwerden
Im Fragebogen konnten Patienten angeben, ob sie neben den akuten Beschwerden, welche
zur Vorstellung in der AITM gefiuihrt hatten, noch andere bereits langer andauernde
Beschwerden hatten. Dabei spielte die eigentliche Dauer dieser Beschwerden keine Rolle. So
kénnen langer andauernde Beschwerden eines Patienten von kirzerer Dauer sein als akute

Beschwerden eines anderen Patienten.

P1 = Zweitvorstellung = Wiedervorstellung = Wiedereinb  estellung:
bezeichnet die Vorstellung welche erfolgte, nachdem die Patienten sich bereit erklarten, als
Probanden an der Studie teilzunehmen. Sie wird auch als Wiedervorstellung bezeichnet. Sie
fand Monate bis Jahre nach der Diagnosestellung ,Denguefieber” in unserem Institut (AITM)
statt.

Reisescore :

Siehe travel group.
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Serum V1:

bezeichnet das bei V1 gewonnene und kryokonservierte Serum.

Serum P1:

S-V1:

S-P1:

bezeichnet das bei P1 gewonnene und kryokonservierte Serum.

bezeichnet den zeitlichen Abstand (in Tagen) zwischen Symptombeginn und

Erstvorstellung (V1).

bezeichnet den zeitlichen Abstand (in Jahren) zwischen Symptombeginn und

Wiedervorstellung (P1).

Travel group und Reisescore

Idealerweise sollten nur Probanden mit einer einmaligen Tropenreise eingeschlossen werden,
um inapparente und/oder nicht-diagnostizierte vorherige Dengue-Virus-Infektionen
ausschlieBen zu konnen, und so sicherzustellen, dass alle Patienten tatsachlich an einer
Dengue-Virus-Erstinfektion erkrankt waren. Dies war jedoch nicht mdglich, da sonst die
Fallzahl zu klein gewesen wére, da die meisten der kontaktierten Personen mehr als einmal in
tropischen Landern unterwegs waren. Um den mdglichen Einfluss dieser Tropenreisen auf die
untersuchten Parameter zu untersuchen, wurden zwei ,Tropenreisen-Parameter” gebildet und

bei den statistischen Analysen eingeschlossen: Die travel group und der Reisescore.

Travel group (tqg):

Die Reisenden wurden in 4 unterschiedliche Gruppen (,travel groups®, tg abgekiirzt) eingeteilt:

tgl - wenn keine weitere Reise in Dengue-Virus endemische Lander stattgefunden hatte,

tg2 - wenn zwischen V1 und P1 eine oder mehrere solcher Reisen stattgefunden hatten,

tg3 - wenn solche Reisen oder eine solche Reise nur vor V1, aber nicht zwischen V1 und P1
stattgefunden hatte(n),

tg4 - wenn sowohl vor V1 als auch zwischen V1 und P1 Reisen in Dengue-Virus endemische

Lander stattgefunden hatten.

Die Dauer der jeweiligen Reisen spielte hierbei keine Rolle.

Um die gesamte in den Tropen verbrachte Dauer (die zur Infektion filhrende Reise nicht inbegriffen)

zu bertcksichtigen und somit die Wahrscheinlichkeit einer weiteren, unbemerkten, Dengue-Virus-

Infektion quantifizieren zu kénnen, wurden die Patienten in drei Reisescore-Gruppen unterteilt:

Reisescore-Gruppe O:

Bezeichnet die Patienten, die neben der Reise, welche zur Infektion gefuihrt hat, nie oder

maximal 4 Wochen in den Tropen (Dengue-Virus endemischen Lander) unterwegs waren und
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hierbei keinerlei Beschwerden entwickelten. Das Risiko der Probanden in dieser Gruppe,
mehr als eine Dengue-Virus-Infektion erlitten zu haben, ist somit als sehr gering
einzuschéatzen.

Reisescore-Gruppe 1:

Enthalt diejenigen Patienten, welche sich >4 aber <13 Wochen (d.h. 1 bis 3 Monate) neben
der Reise, welche zur Infektion geflihrt hat, in Dengue-Virus endemischen Lander aufhielten
und hierbei keinerlei Denguefieber-typischen Beschwerden hatten. lhr Risiko, mehr als eine
Dengue-Virus-Infektion erlitten zu haben, erscheint auch sehr gering.

Reisescore-Gruppe 2:

Enthélt diejenigen Patienten, welche sich langer als 3 Monate (>12 Wochen), neben der
Reise, welche zur Infektion gefuhrt hat, in Dengue-Virus endemischen Lander aufhielten und
hierbei keinerlei Denguefieber-typischen Beschwerden entwickelten. Ihr Risiko, mehr als eine
Dengue-Virus-Infektion erlitten zu haben, ist als hdher einzuschatzen, kann jedoch nicht

genau beziffert werden.

V1 = Erstvorstellung
Bezeichnet die Erstvorstellung der Patienten in unserem Institut, d.h. die zur Diagnosestellung
.Denguefieber” fihrende Vorstellung.

Hier wurde ein Satz entfernt.
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11. Anhang

11.1. Fragebogen

Name: Vorname:

Alter: __ Jahre Geschlecht: mannlich /weiblich

Wann wurde bei Ihnen eine Dengueinfektion festgedt&?

Datum:

In welchem Land waren Sie direkt vor oder wahrend @s Ausbruchs lhrer Erkrankung?

Land: Aufenthaltsdauer: Wochen Datum:

Kdnnen Sie sich an Muckenstiche wahrend dieses Aarfthaltes erinnern?

O nein O wenige O viele

Welche Beschwerden standen bei Ihnen im Vordergruri2i (mehrere Kreuze maoglich)

O Fieber O Kopfschmerzen O
Muskelschmerzen
O Gelenkschmerzen, v.a. folgende Gelenke warenfbet:

O Hautbeschwerden, v.a. O Hautrétung O Hautlberempfindlichkeit O Juckreiz
O Appetitlosigkeit O Ubelkeit O Erbrechen
O sonstige Beschwerden:

Wie lange dauerte Ihre Erkrankung? Wie lange konnte Sie aufgrund der Erkrankung
Ihrem Beruf nicht nachgehen?

Dauer der Beschwerden: Tage
Dauer des Arbeitsausfalles: Tage
Bestanden Beschwerden noch tber einen langeren Zewm?

O nein O ja;
Wenn ja: welche?

Wie lange?
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Gab es_nachdieser Reise andere Aufenthalte in Lander mit Deguevorkommen (siehe Karte)?
O nein O ja
Wennja; Land Datum Dauer Wochen
Land Datum Dauer:_Wochen

Trat wahrend einer dieser Reisen eine fieberhakebBkung auf?
O nein O ja,in Dauer Tage

Gab es vordieser Reise andere Aufenthalte in Lander mit Dengevorkommen?

O nein O ja
Wenn ja; Land Datum Dauer Wochen
Land Datum Dauer:_Wochen
Land Datum Dauer:_Wochen

Trat wahrend einer dieser Reisen eine fieberhakebBkung auf?
O nein O ja,in Dauer Tage

Gegen welche der folgenden Krankheiten sind Sie gepft?
O Gelbfieber, im Jahr

O Japanische Enzephalitis, im Jahr

O FSME (europaische Zeckenhirnhautentziindung) Jaim
O keine

Leiden Sie an einer chronischen Erkrankung (z.B. Bibetes mellitus, Asthma, rheum., Abwehrschwéache
etc.)
O nein O ja:

Nehmen Sie regelmallig Medikamente ein?
O nein O ja;

O Ich mdéchte die Ergebnisse schriftlich mitgeteilt bkommen
O Ich erklare mich einverstanden an der Studig¢eilzunehmen........

Unterschrift; Datum:
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11.2. Briefe

1.
Sehr geehrte Frau.... / sehr geehrter Herr....

Fur die Bekampfung von Infektions- und Tropenkrankheiten ist es erforderlich neue und bessere
Methoden fir Diagnose und Behandlung zu entwickeln. Da von diesen Krankheiten weltweit
Uberwiegend Menschen in armen Entwicklungslandern betroffen sind, wird hier kaum Forschung und
Entwicklung von der Industrie betrieben, sondern fast nur von o6ffentlichen Einrichtungen wie z.B.
unserer Abteilung.

Bei lhnen wurde vor einiger Zeit in unserem Institut unter anderem anhand einer positiven Serologie
eine Dengue-Infektion diagnostiziert. Bei dieser Methode sucht man im Blut nach Antikérpern, welche
vom Immunsystem nach einer erfolgten Infektion gebildet werden um das eingedrungene Virus zu
eliminieren. Derzeit gibt es wenige Daten dazu, wie lange solche Antikérper im Blut nachweisbar sind.
Eine genauere Kenntnis hieriber ist aber wichtig, zum Beispiel um die Ergebnisse dieser
Untersuchungsmethode besser interpretieren zu kénnen und so alte von neuen Infektionen genauer
unterscheiden zu kénnen.

Um dieser Fragestellung nachgehen zu kénnen wirden wir gerne um lhre Mitarbeit bitten. Wenn Sie
einverstanden sind, wirden wir hierzu bestimmen, ob bei lhnen noch Dengue-Antikérper im Blut
nachweisbar sind. Hierfir missten wir 1 Serum-Réhrchen abnehmen, insgesamt also knapp 10ml.
Selbstverstandlich kénnen Sie auf Wunsch die Ergebnisse dieser Untersuchung erfahren. Danach
werden samtliche Proben anonymisiert, d.h. mit einer anonymen Nummer versehen, so dass eine
Ruckverfolgung zu lhren personlichen Daten spater nicht mehr mdglich ist. Damit ist jegliche
Verletzung der é&rztlichen Schweigepflicht oder etwa eine Weitergabe an Kostentrager,
Krankenkassen, Versicherungstrager oder sonstige Dritte ausgeschlossen.

Wir waren lhnen sehr dankbar wenn Sie an dieser Studie mitwirken koénnten und fur eine
Blutentnahme vorbeikommen kénnten, und uns lhr Einverstandnis telefonisch (089 2180 3519 oder
089 2180 3517), per Post (am besten mit ausgefiilitem beiliegendem Fragebogen) oder per E-Mail
(walentiny@web.de) mitteilen kdnnten. Wir wirden Sie dann zwecks Terminvergabe kontaktieren
(bitte aktuelle Telefonnummer angeben).

Mit freundlichen Griissen.....

2.
Sehr geehrte Frau / Herr ....... ,

Hiermit erlaube ich mir, Sie erneut auf unsere Dengue-Untersuchung anzusprechen (Néheres auf dem
beiliegenden Zettel). Fur diese Untersuchung brauchen wir Blut von Patienten die vor einiger Zeit
Denguefieber hatten. Leider gestaltet es sich als schwierig eine ausreichende Zahl Patienten zu
finden, die sich hierfur bereit erklaren. Deswegen ware ich lhnen sehr dankbar wenn Sie eine
Maoglichkeit finden kénnten uns zu helfen.

Der zeitliche Aufwand im Tropeninstitut betrdgt knapp 5 Minuten. Am besten ware eine kurze
vorherige Anmeldung (089 2180 3519 oder 0892180 3613).

Sie kénnen sich das beigelegte Serumréhrchen aber auch von einem Arzt in Ihrer Ndhe abnehmen
lassen und uns mit dem vorfrankierten Packchen per Post zuschicken (am besten von Montag bis
Donnerstag).

Im Voraus dankend, mit freundlichen Griissen
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