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Influenza: Global impact

Seasonal influenza:

globally 3 — 5 million serious cases each year
250,000 — 500,000 fatal cases each year

Pandemic influenza:

A possible influenza pandemic is
the most serious international health threat



Influenssavirustyypit ja niiden
luonnolliset Isannat

O Influenssa A (vesilinnut, ihminen,
sika, hevonen, merinisakkaat)

O Influenssa B (ihminen)

O Influenssa C (ihminen)



Influenssa A-virus

NA (neuraminidase)
HA (hemagglutinin)
M1(membrane protein)

Lipid bilayer [ pg1 NS1 (infected cells)

pa | Viral transcriptase
NP | complex




Influenssa A-virusalatyypit

Hemagglutiniini (HA)-tyypit 1-16
Neuraminidaasi (NA)-tyypit 1-9

Lukemattomia variantteja ja mutantteja



Influenssa A-virusten evoluutio

1. Antigenic shift (uusi virustyyppl, reassortantti)
-koko geeni siirtyy viruskannasta toiseen

2. Antigenic drift (muuntunut virustyyppi)
-mutaatiot eri influenssageeneissa
(mutaatiofrekvenssi 1/10 000 nt)



Pandeemiset influenssa A-virukset

Horimoto and Kawaoka, Nature Rev. Microbiol., 2005
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Pandeemiset influenssa A-virukset

Horimoto and Kawaoka, Nature Rev. Microbiol., 2005



Pandeemisen H1N1v-viruksen geeniperima

Human HIN1 Cases from Human HIN1 Cases
Triple-Reassortant Swine in California
PB2 PB2
PB]1 PB1 msss
PA PA
HA m— HA s
NP —— NFP s
NA I—— NA I———
M — M —
NS I NS I

e Classic swine, North American lineage

Avian, North American lineage

s Seasonal H3IN2

s Eurasian swine lineage
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National Institute for Health and Welfare



H1N1-pandemian kehitys ja diagnostiikka

24.4.2009 CDC (USA) julkaisee 2 tapausta Ksifornias
27.4.2009 WHO siirtda pandemiavaiheen 3 vaiheeseen 4
28.4.2009 Kalifornian virusten geenisekverstapilkai
28.4.2009 THL suunnittelee ja tilaa PCR albkkietttjet
29.4.2009 WHO julistaa pandemiavaiheen 5 alkaneen
30.4.2009 THL:n PCR-testit toimivat

-avustetaan HUSLAB:a ja TYVOL:a diagnostiif&amnsesisi
11.5.2009 Todetaan Suomen ensimmaiset H1Nibeipgaphinkset
22.5.2009 Ensimmaiset suomalaisvirusten sedwvemnsiti GenBankiin
11.6.2009 WHO julistaa varsinaisen pandemiaksalkaiiee 6)

Elokuu 2009 PCR-diagnostiikka -> Tampere, Kluopio, Ou
Elokuu 2009 H1N1lv-serologia (HI-testi)

) | YVINVOINNIN LAITOS



Anturikeskus(sentinell)-seuranta: naytteiden lahettgjat
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THL:n Influenssa A-loydokset heina-marraskuu 2009
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Virusten karakterisointi



Miksi tarpeen?

pandemiavarautuminen
epidemiaennusteiden laadinta
Influenssavirusten evoluutio
laakeresistenssin seuranta
reassortanttivirusten tunnistus (WHO)
rokotteen suojateho

rokotevirusten paivittaminen (WHO)



Naytteen kulku

potllasnayte

real-time-PCR Vlrusvnjely

-posit/negat (BSL-2/BSL-3)
-MDCK
kananmunat

sekvensomtl tyypltys
- Hl-testi

NA
-muut geenit /

sailytys viruspankkiin

,’ -immuniteetti

. -virusten taudinaih.
— kausi-influenssanayte WHO Lontoo ominaisuudet

— Sikainfluenssanayte R4



Virustyypitys

antiseerumi/ anti-552/05 anti-4/07 anti-323/03 anti-9/08 anti-283/08 anti-368/09 anti-240/08
antigeeni A/HIN1 A/HIN1 A/H3N2 A/H3N2 A/H3N2 B/Victoria B/Yamagata
(2004-05) (2007-08) (2003-04) (2007-08) (2008-09)
NCaled/20/9 | Brisbane/5 Fujian/411/0 | Brisbane/10/ Brisbane/10/
9-like 9/07-like 2-like (I 07-like 07-like
1. A/Fin/552/05 320 80 < < <
2. AIFin/4/07 160 640 < < <
3. A/Fin/323/03 < < 640 80 40
4. AIFin/9/08 < < 160 640 320
5. A/Fin/283/08 < < 80 160 160
6. pot 639/09 < < 40 160 160 A/Fin/533/09
H3
7. pot 651/09 80 640 < < < A/Fin/537/09
H1
1. B/Fin/368/09 1280 10
2. B/Fin/240/08 10 640
3. pot 720/09 B/Fin/544/09 640 <

Victoria-like




Geneettinen karakterisointi

o Kausi-influenssavirus
— HA- ja NA-geenit
— maantieteellinen ja ajallinen esiintyminen
— laékeresistenssi

« Pandeeminen H1N1v-virus (13.11.09)
— HA-geeni: 63
— NA-geeni: 61
— koko genomi: 3

— fataaleja infektioita aiheuttavien virusten
karakterisointi



Pandeemisten H1N1v —virusten
geneettinen sukulaisuus

- HA1-geenin sukupuu (981nt/327 aa)

fn 576 09H1v

A/Brisbane/59/2007
kausi-influenssa H1N1 -rokote

A/California/7/2009
pandeeminen H1N1 -rokote

aminohappoerot HA-geenissa HA
@$§§f>3ga%%%%& 566 aa
< & <3 .l:.’ 0 %) 3 Q o 'Sé
T L g8 85 e 3 "
T e B 8 8 % % 7 California/7/09 vs. Suomen sikav. 3-5
Suomen sikaviruskannat (aa erot) 0-5
California/7/09 vs. Brisbane/59/07 113
Brisbane/59/07 vs. sikaviruskannat 116-117




| aakeresistenssi

e Oseltamiviiriresistenssi (Tamiflu)
— pistemutaatio NA-geenissa, H275Y

— pandeemiset H1N1-virukset yleensa herkkia
(maailmalla resistentteja kantoja 39)

— H1N1-kausi-influenssat resistentteja

o Zanamiviiriresistenssi (Relenza)
— pistemutaatio NA-geenissa, Q136K
— kausi- jJa pandeemiset H1N1-virukset herkkia



Immuniteettl



Influenssavirusinfektio ylahengitysteissa

Voimakas
| Heikko inflammatorinen inflammatorinen
Influenssé%{}A-kus vaste vaste
\ / priming " /
/ /

S DN OO DO O |
Viruksen \ o N D
replikaatio o@%ﬁogﬁ Makrofagi priming

N oD o
S{( | IFN-a/b Paraneminen
TNF-a

Dendriittisolu

Veckman et el., Virology, 2006



BSL-3-tason laboratoriotyoskentely

o Kaksinkertainen eristys

— Erillinen laboratoriotila,
matala ilmanpaine, erillinen
IImastointi, sulkutilat, jatteiden
dekontaminaatio, turvakaapit
(taso II)

— Henkilokohtainen
suojautuminen:
suojavaatteet, maski,
suojalasit, 2 x hanskat

e Materiaalikulut suuret,

henkiloston erityiskoulutus

Pandeeminen H1N1 influenssa (suuret virusmaarat)
Prepandeeminen H5N1 influenssa (aina)



Pandeeminen H1N1-influenssa A-virus lisdantyy eritt  ain
hyvin ihmisen valkosoluissa (dendriittisolut)

Osterlund, et al., 2009. J. Virol. ( revised)



Pandeeminen H1N1 influenssa A-virus on hyvin herkka IFN-
a:n ja IFN- b:n antiviraalisille vaikutuksille

(pandemic H1N1)

IU/mi 10 100 1000 10 1001000/ 0.1 1 10 0.1 1 10 ng/ml

(seasonal HIN1)

Osterlund, et al., J. Virol. (revised)



Pandeeminen H1N1 influenssa A-virus on hyvin herkka IFN-
a:n ja IFN- b:n antiviraalisille vaikutuksille

(pandemic H1N1)

N\

IU/ml 10 1001000 10 1001000/ 0.1 1 10 0.1 1 10 ng/ml

(seasonal HIN1)

N\

Osterlund, et al., J. Virol. (revised)



Immuniteetti pandeemiselle
H1N1v-virukselle



Pandeemisen H1N1v influenssa A-viruksen
alheuttamat infektiot eri ikarynmissa
Suomessa (12.11.2009)

Ikaryhma Tapauksia (n=2593)
Pikkulapset 0-4 v. 178 (6.9%)

Lapset 5-14 v. 798 (30.1%)
Aikuiset 15-64 v. 1586 (61.2%)

Ikaihmiset 65+ v. 32 (1.2%)



Vasta-ainepositiivisuus pandeemista H1N1v-
virusta vastaan eri ikaryhmissa

Pandemic influenza H1IN1 A/Finland/554/09-specific a ntibodies

year of birth (age at 2009) n mean titer +/- SD (range) % >10 % >40

1909 — 1919  (90-100) 27 27.0 +/-2.3 (<10-160) [96.3 55.6
1920 — 1929  (80-89) 104  11.8+/-2.7 (<10-320) |56.7 21.2
1930 — 1939  (70-79) 125 5.6 +-1.4 (<10 — 40) 13.6 1.6
1940 — 1949  (60-69) 116 5.4+/-1.3 (<10 - 20) 9.5 0.0
1950 — 1969  (40-59) 119 5.2 +/-1.2 (<10 — 20) 3.4 0.0
1970 — 1989  (20-39) 120 52 +/-1.3 (<10 — 40) 2.5 0.8
1990 — 1999  (10-19) 144 5.0+/-1.0 (<10) 0.0 0.0
2000 — 2005  (4-9) 276 5.0+/-1.0 (<10) 0.0 0.0

Ikonen et al., submitted



% of positive sera

Seropositiivisuus H1N1v-virusta vastaan

pandemic H1N1 virus-specific antibodies

n=6

100 - n=21 [] HI titer > 10
80 n=48 B HI titer > 40
60 -

n=56
40 - o
n=
n=60 =
20 - I "ot n=55
O 1 I I I - I — I I I I

1909-13 1914-19 1920-24 1925-29 1930-34 1935-39 1940-44 1945-49

year of birth

Ikonen et al., submitted



Pandeemisten 1918 ja 2009 H1N1-virusten
hemagglutiniini-rakenteiden vertailu

1918 vs Finland/554/

Sk
S
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DR N binding pocket
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v [/ ’ pd
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1918 vs Finland/554/

Ikonen et al., submitted



Pandeemisten 1918 ja 2009 ja kausi-influenssa 2007 H1N1-virusten
hemagglutiniini-rakenteiden vertailu

Ikonen et al.,
1918 vs Finland/554/( 1918 vs Brisbane/59/07 Finland/554/09 vs Brisbarn@rs9 submitted



Sikaperaisten H1N1-virusten kehitys

Swine H1N1 viruses
— —  —  —)

1920-307? ,:f

4
4
4
L 4
L 4
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Fort Dix * California

N
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|
N

1977
1918 1933 1950° 2009

Human H1N1 viruses



Sikainfluenssa
VS.
kausi-H1 -virukset

espanjantautivirus 1918

74 kausi-influenssavirus 1933

kausi-influenssavirus 1934

99 97 kausi-influenssavirus 1951

kausi-influenssavirus 1957
98 rokotevirus 2008 ja 2009

|_ Suomesta eristetyt

0,02

99|] sikainfluenssavirukset
64l 2009



Sikainfluenssa
VS.
kausi-H1 -virukset

espanjatautivirus 1918

74 kausi-influenssavirus 1933

I-influenssavirus 1934

usi-influenssavirus 1951

99 97

usi-influenssavirus 1957
rokotevirus 2008 ja 2009

08
Geneettinen sukulaisuus 83%

Suomesta eristetyt

0,02

99[| sikainfluenssavirukset
64l 2009



Sikainfluenssa
VS.
kausi-H1 -virukset

espanjantautivirus 1918

74 kausi-influenssavirus 1933

kausi-influenssavirus 1934

99 97 kausi-influenssavirus 1951

kausi-influenssavirus 1957
98 rokotevirus 2008 ja 2009

Geneettinen sukulaisuus 73% }l\
Su sta eristetyt

0,02

= taysin erilainen virus 99[I sikainfluenssavirukset
64l 2009



Pandeeminen H1N1lv influenssa A-virus

Paaosalla maailman vaestoa ei ole
sikainfluenssaimmuniteettia

-poikkeuksena ikadihmiset (> 65-vuotiaat; n. 30% U.S.A:ssa ja
15-96% Suomessa)
-immuniteetti sikainfluenssaa vastaan pohjautunee
espanjantautiviruksen ja/tai sen jalkelaisvirusten
alheuttamien infektioiden ailkaansaamasta ristisuojasta

-sikainfluenssavirukset (vield) herkkid neuraminidaasi-
Inhibiittoreille ja interferoneille

-kausi-influenssarokotteet eivat anna suojaa sikainfluenssaa
vastaan



Lintuinfluenssa (H5N1)



Influenssa A-virukset elainkunnassa

¥



Epideemiset/pandeemiset influenssa A-virukset

lhminen Lintu
HIN1 ISNT

12N 2 H /N2
H3N2 H9NZ

lhminen



Lintuinfluenssaviruksen reseptori SA a2,3Gal esiintyy ihmisen
hengitysteissa vain syvalla keuhkoissa

Vihrea= y'd y'd
SAa?2,6Gal K

Kausi-influens-
sareseptori

Punainen= y'd
SAa2,3Gal
y'd y'4

Lintuinfluens-
sareseptori

Shinya et al., Nature, 2006



Lintuinfluenssaviruksen reseptori SA a2,3Gal esiintyy ihmisen
hengitysteissa vain syvalla keuhkoissa

Vihrea= y'd y'd
SAa?2,6Gal K

Kausi-influens-
sareseptori

Punainen= y'd
SAa2,3Gal
y'd y'4

Lintuinfluens-
sareseptori

Sikainfluenssareseptori l0ytyy sekéa yla- etta alahengitysteista






Geeniteknisesti tuotetut influenssavirukset

-virusten teko rokotetuotantoa ja virusinfektion
tautimekanismien tutkimista varten



H5N1-lintuinfluenssarokotevirus

A/Vietnam/1203/2005 (H5N1) A/PR8/34 (H1N1)
H5 and N1 genes PB1, PB2, PA, NP, M and NS genes
1 PB2
' PB1
| k=1 HA ' PA
| | NA NP
M
NS

Mutaatiot HA-geenissa
vastaamaan
matalapatogeenista
lintuinfluenssavirusta

AlVietham/1203/2005-PR8

Rekombinanttinen rokotevirus



Keuhkojen patologiset muutokset espanjantautiviruks en
(1918) tai kontrolliviruksen infektoimilla apinoill a

Kobasa et al., Nature, 2007



Keuhkojen patologiset muutokset espanjantautiviruks en
(1918) tai kontrolliviruksen infektoimilla apinaolll a

Liiallinen inflammatorinen vaste Kobasa et al.. Nature, 2007



Espanjantautiin kuolleiden ihmisten
bakteriologiset keuhkoldydokset

Bakteeriviljelyn tulokset 96:lla espanjantautiin

kuolleella potilaalla

Bakteeri

%

Streptococcus pneumoniae
Streptococcus pyogenes
Staphylococcus aureus
Haemophilus influenzae
Keuhkopatogeenien yhdistelméa
Muita bakteereita

Ei bakteereita

24
17
38

1
21
25
_4
100

Morens et al., J. Infect. Dis. 2008



Suomessa sikainfluenssaan kuolleet
henkilot (16.11.09 mennessa)

25-vuotias henkilo, altistava perussairaus
8-vuotias lapsi, perusterve

68-vuotias henkild, altistava perussairaus
72-vuotias henkild, altistava perussairaus
/3-vuotias henkild, altistava perussairaus
18-vuotias henkild, altistava perussairaus
2-vuotias lapsi, altistava perussairaus

© N O O R~ DdPE

79-vuotias henkild, altistava perussairaus

Useimmilla kuolleilla epailty sekundaarista bakteeri-
Infektiota



Tekijoita, jotka vaikuttavat influenssa A-
virusinfektion vaarallisuuteen ja potilaan
huonoon prognoosiin

1. Korkeapatogeeninen virus

2.Nopea viruksen lisdantyminen

3. Liiallinen tulehdusvaste ("sytokiinimyrsky™)
4. Antiviraalisen Immuunivasteen puuttuminen
5. Bakteerien aiheuttama sekundaari-infektio
6. Isantaspesifiset tekijat (IgG2-puutos?)



Suomen kayttama GSK:n H1N1-rokote

Rokote
-3.75 ug puhdistettua H1- ja N1-proteiinia
-AS03 adjuvantti (tehosteaine)

Aikuisilla 1 rokoteannos (3.75 ug), n=2000
HI-tiitteri 40 todettiin 98%:lla rokotetuista

Lapsilla 1 rokoteannos (1.9 ug), n=51
HI-tiitteri 40 todettiin 100%:lla rokotetuista

GSK:n antamat julkiset tiedot



Kiitos kaikille!

Terveyden ja hyvinvoinnin laitos (THL), Helsinki
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