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1. Einleitung

1.1. Hintergrund

Der wissenschaftliche Teil des Nationalen Pande-
mieplans 2007 befand sich bereits in der Uber-
arbeitungsphase, als im April 2009 die ersten
Erkrankungen durch das pandemische Influen-
zavirus-A(HiN1)pdmog auftraten. Die Pandemie
2009 stellte die erste Bewihrungsprobe fiir die
entwickelten Pandemiepline dar, und im Nachgang
der Pandemie wurden umfangreiche internationale
und nationale Evaluationen durchgefiihrt, um ein-
zuschitzen, wie hilfreich die Pandemieplanung fiir
die Bewiltigung der Pandemie war [1—4]. Dabei
wurden zahlreiche Erfahrungen und Erkenntnisse
(sogenannte lessons learned) identifiziert, die zu
einer Aktualisierung der Pandemiepline in vielen
Lindern fithrten.

Die Weltgesundheitsorganistation (WHO) iiber-
arbeitete den globalen Pandemieplan und verof-
fentlichte 2013 einen ersten Entwurf, der durch die
Mitgliedstaaten kommentiert wurde [5]. Sowohl die
Erfahrungen aus der Pandemie 2009 als auch der
Inhalt des globalen Pandemieplans der WHO sind
in den vorliegenden aktualisierten wissenschaftli-
chen Teil des Nationalen Pandemieplans eingeflos-
sen. Strukturelle Anderungen wie die Zusammen-
fithrung zweier fritherer Gremien (Expertengruppe
Pandemieplanung und Influenzakommission
fiir den Pandemiefall); (sieche Beschluss der 84.
Gesundheitsministerkonferenz (GMK)) wurden
umgesetzt und neue Erkenntnisse u.a. im Hinblick
auf die Risikoeinschitzung zu Influenza-A(H7Ng)
und MERS-Coronavirus beriicksichtigt. Gemaif
dem 84. GMK-Beschluss hilt die GMK die Uber-
arbeitung des Pandemieplanes fiir eine gemein-
schaftliche Aufgabe des Bundes und der Linder,
und der wissenschaftlich geprigte Teil soll unter
der Federfithrung des Robert Koch-Instituts (RKI)
fortgeschrieben werden.

Der wissenschaftliche Teil (Teil II) des Nationalen
Pandemieplans beschreibt den wissenschaftlichen
Sachstand zur Influenzapandemieplanung und
Influenzapandemiebewiltigung und dient somit
als fachliche Grundlage fiir Entscheidungen iiber
Mafinahmen zur Vorbereitung auf den Pandemie-

fall sowie Maftnahmen im konkreten Pandemiefall.
Es werden grundsitzliche Konzepte und Optionen
zu Themengebieten wie Influenzasurveillance und
Influenzaimpfstoffe mit der jeweils verfiigbaren
wissenschaftlichen Grundlage dargestellt. Zudem
wurde die verfiigbare Evidenz zur Effektivitit von
pandemierelevanten Arzneimitteln und nichtphar-
makologischen Mafinahmen bewertet. Im Teil II
werden keine Handlungsanweisungen oder Emp-
fehlungen ausgesprochen. Dies bleibt Teil I des
Nationalen Pandemieplans vorbehalten, der von
Bund und Lindern erarbeitet wurde.

Die Adressaten fiir den wissenschaftlichen Teil
sind primir die Fachéffentlichkeit, der Offentliche
Gesundheitsdienst (OGD), die Mitarbeiter in Kran-
kenhiusern und der ambulanten medizinischen
Versorgung, die Mitarbeiter in der Arzneimittel-
versorgung der Bevolkerung und die politischen
Institutionen im Gesundheitswesen.

1.2. Methodisches Vorgehen

Bei der Uberarbeitung des wissenschaftlichen
Teils des Nationalen Pandemieplans wird das RKI
vom Expertenbeirat Influenza unterstiitzt, der im
November 2012 gegriindet wurde. Er berit das RKI
vor, wihrend und nach einer Influenzapandemie in
fachlichen Fragen zur Influenza. Seine Geschifts-
stelle ist am RKI angesiedelt. Dem Expertenbeirat
Influenza gehoren Vertreter verschiedener zustin-
diger Bundesbeho6rden sowie personlich berufene
Experten aus medizinischen Fachgesellschaften
an. Zusitzlich sind als Giste im Expertenbeirat
Influenza vertreten: das Bundesministerium fiir
Gesundheit, das Bundesministerium des Innern,
das Bundesministerium der Verteidigung, das
Bundesministerium fiir Arbeit und Soziales, die
Arbeitsgemeinschaft der Obersten Landesgesund-
heitsbeh6rden (AOLG), die Arbeitsgruppe Infekti-
onsschutz der Arbeitsgemeinschaft der Obersten
Landesgesundheitsbehérden (AOLG), das Bundes-
amt fiir Bevolkerungsschutz und Katastrophenbhilfe,
die Kassenirztliche Bundesvereinigung, die Bun-
desarztekammer, die Bundesvereinigung Deutscher
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Apothekerverbiande, die Deutsche Krankenhausge-
sellschaft, der Spitzenverband Bund der Kranken-
kassen, der Gemeinsame Bundesausschuss und
die Stindige Impfkommission beim RKI. Hier-
durch soll eine groRtmégliche Breite und Offnung
des Beratungsprozesses geschaffen werden. Die
regelmifRige Abfrage zur Offenlegung von mog-
lichen Befangenheiten der beteiligten Experten
dient dazu einen unabhingigen, wissenschaft-
lichen Beratungsprozess zu gewihrleisten. Der
Vorsitz des Expertenbeirats Influenza liegt beim
Prisidenten des RKI.

Bereits auf der konstituierenden Sitzung des
Expertenbeirats Influenza im November 2012
wurde eine Priorisierung der zu iiberarbeitenden
Themenkomplexe vorgenommen. Als besonders
wichtig wurden folgende Themenkomplexe erach-
tet: Pandemierelevante Arzneimittel, Impfstoft-
konzepte, Surveillancekonzepte, Kommunika-
tion, Diagnostik und Risikoeinschitzung wihrend
einer Pandemie. Daher wurden die Kapitel, die
diese Themen behandeln, prioritir bearbeitet. Fiir
jedes Kapitel wurde ein Koordinator bestimmt, der
zusammen mit weiteren Mitgliedern des Exper-
tenbeirats Influenza und Mitarbeitern des RKI
in einer Arbeitsgruppe das Thema bearbeitetet.

Bei der Uberarbeitung des wissenschaftlichen
Teils wurde bei allen Kapiteln einheitlich vor-
gegangen. Zunichst wurde vom Expertenbeirat
Influenza gepriift, ob zentrale Fragen zum Thema
definiert werden kénnen, fir deren Beantwor-
tung die wissenschaftliche Evidenz benétigt wird.
Fiir diese zentralen Fragen wurden systematische
Literaturrecherchen von der Geschiftsstelle des
Expertenbeirats Influenza durchgefiihrt, mit dem
Ziel einer Beantwortung auf Basis der hochs-
ten verfligbaren Evidenz. Aufgrund der unter-
schiedlichen Thematiken der Kapitel wurden bei
einigen Kapiteln mehrere sogenannte zentrale
Fragen definiert, insbesondere bei denjenigen,
die die Effektivitit von spezifischen Interventio-
nen beschreiben. Bei anderen Kapiteln, die eine
Ubersicht und grundlegende Konzepte zu einem
bestimmten Thema vermitteln, wurde eine orien-
tierende Literaturrecherche vorgenommen. Fiir
alle Kapitel des wissenschaftlichen Teils erfolgte
die Auswahl von relevanten Literaturstellen durch
die Arbeitsgruppen des Expertenbeirats Influenza.

Das methodische Vorgehen bei der Uberarbei-
tung im Einzelnen wird jeweils zu Anfang der
einzelnen Kapitel beschrieben.

1.3. Struktur und Inhalt

Die Darstellung der wissenschaftlichen Grundla-
gen erfolgt in 9 Kapiteln, wobei den einzelnen Kapi-
teln jeweils eine kurze Zusammenfassung voran-
gestellt ist. Die genannten Fachbegriffe werden in
einem Glossar erldutert.

Im Kapitel Epidemiologie wird der zeitliche Verlauf
der Influenzaaktivitit sowie die durch die saiso-
nalen, pandemischen und zoonotischen Influen-
zaviren hervorgerufene Morbiditit und Mortalitit
beschrieben.

Im Kapitel Virologische Grundlagen und diagnos-
tischer Nachweis wird auf verschiedene diagnosti-
sche Nachweismethoden (Virusnachweis, Antigen-
nachweis, Antikérpernachweis) und die antigene
und molekulare Charakterisierung der isolierten
Influenzaviren eingegangen. Zusitzlich wird auch
die Diagnostik von bakteriellen Ko- oder Folgein-
fektionen beriicksichtigt.

Im Kapitel Surveillancekonzepte und Studien
werden verschiedene Surveillancesysteme mit
den jeweiligen Vorteilen und Limitationen darge-
stellt. Dabei wird auch geschildert, welche Infor-
mationen erhoben werden kénnen und welchen
Stellenwert pandemiebegleitende Studien und
Modellierungen haben.

Kriterien fur eine kontinuierliche und differen-
zierte Risikoeinschitzung wihrend einer Pande-
mie werden im Kapitel Konzept zur Risikoein-
schitzung wihrend einer Pandemie beschrieben.
Dabei wird aufgezeigt, welche virologischen, epi-
demiologischen und klinischen Parameter fiir
eine solche Risikoeinschitzung herangezogen
werden kénnen und welche internationalen Kon-
zepte zur Bewertung des Schweregrades einer
Pandemie verfiigbar sind.

Die klinischen Charakteristika einer Influenzaer-
krankung werden im Kapitel Klinische Bilder der
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Influenza geschildert. Dabei wird auf die Sympto-
matik in verschiedenen Patientengruppen (Erwach-
sene, Kinder, Schwangere, iltere Patienten) ebenso
eingegangen wie auf Komplikationen (primire
virale Lungenentziindung, sekundire bakterielle
Lungenentziindung und weitere Komplikationen).

Im Kapitel Nichtpharmakologische Mafinahmen
wird die verfiigbare wissenschaftliche Evidenz zur
Wirksamkeit von Masken und Hindehygiene sowohl
im medizinischen Bereich wie auch in der Allge-
meinbevilkerung dargestellt. Des Weiteren wird auf
die Wirkung von Empfehlungen zu sogenannten
Social-Distancing-Mafinahmen eingegangen.

Im Kapitel Impfstoftkonzepte werden die Wirk-
samkeit und Risiken von saisonalen und pande-
mischen Influenzaimpfstoffen geschildert. Dabei
werden auch die Erfahrungen aus der Pandemie
2009 einbezogen. Zudem wird die Bedeutung der
Basisimmunitit und der Adjuvanzien dargestellt.

Im Kapitel Pandemie-relevante Arzneimittel wird
die verfiigbare Evidenz zur Wirksamkeit und zum
Risiko antiviraler Arzneimittel zur Prophylaxe und
Therapie saisonaler und pandemischer Influenza
dargestellt. Zudem wird die antibiotische Therapie
der Influenza-assoziierten bakteriellen Pneumo-
nien thematisiert.

Im Kapitel Fachliche Grundlagen der Kommunika-
tion werden Kommunikationsstrategien mit dem
Schwerpunkt von Kommunikationsmafinahmen fiir
die (Fach-)Offentlichkeit und Medien dargestellt.

1.4. Wesentliche Anderungen zum
bisherigen wissenschaftlichen Teil

Vorbereitung einer flexiblen Reaktion

fiir verschiedene Pandemieverliufe

Eine zentrale Erkenntnis aus der Pandemie 2009
war, dass Pandemien einen sehr unterschiedlichen
Schweregrad haben kénnen. Sowohl der Zeit-
punkt als auch die Auswirkungen einer durch ein
neuartiges Influenzavirus ausgeldsten Pandemie
konnen nicht vorhergesagt werden und auch regi-
onal unterschiedlich sein. Daher ist eine stirkere
Flexibilisierung der vorbereitenden Planungen

notwendig, um die nationale Pandemieplanung
und -bewiltigung auf verschiedene mogliche Pan-
demiesituationen vorzubereiten.

Nationale Risikoeinschdtzungen als Grundlage

fiir Mafinahmen

Einschitzungen der WHO und die globalen Phasen
des WHO-Pandemieplans beschreiben per definiti-
onem die Situation aus globaler Sicht. Die Pande-
mie 2009 hat gezeigt, dass sich die epidemiologi-
sche Situation vor Ort zwischen Lindern und auch
innerhalb eines grofen Landes wie Deutschland
stark unterscheiden kann. Es kann zudem sein,
dass einige Linder bereits verschiedene Mafinah-
men als Antwort auf eine Pandemie ergreifen, wih-
rend andere Linder ihre letzten Vorbereitungen
abschlieflen. Daher ist es wichtig, dass die nationa-
len Mafinahmen noch deutlicher von den globalen
Phasen entkoppelt werden und unter Beriicksich-
tigung der nationalen bzw. regionalen Situation
beurteilt und festgelegt werden. Auf Basis der Lage-
beurteilung und Risikoeinschitzung auf nationa-
ler bzw. regionaler Ebene konnen Entscheidungen
itber an die Verhiltnisse vor Ort angepasste Maf3-
nahmen getroffen werden, unter Beriicksichtigung
der VerhiltnismiRigkeit von Risiko und Nutzen
(Risiko-basierter Ansatz).

Umgang mit nicht vorhersagbaren Parametern

Einige Faktoren sind bei allen Influenzaviren dhn-
lich, und es kann davon ausgegangen werden, dass
sie auch auf eine pandemische Situation tibertrag-
bar sind [6]. Diese vom ECDC The Known Knowns
genannten Faktoren umfassen die Art der Ubertra-
gung (Tropfchentibertragung, direkter und indi-
rekter Kontakt), die grobe Inkubationszeit, das
serielle Intervall (Zeitpunkt zwischen Symptom-
beginn eines Falls und dem Symptombeginn des
Folgefalls), der Zeitpunkt der Infektiositit, das allge-
meine klinische Bild und die grundsitzliche Wirk-
samkeit von persénlichen Hygienemafinahmen [6].

Viele Faktoren sind jedoch zu Beginn einer Pande-
mie nicht bekannt (vom ECDC The Known Unknowns
genannt): die antigenen Eigenschaften und der
Phinotyp des Virus, die Suszeptibilitit oder Resis-
tenz gegentiber antiviralen Arzneimitteln, die Basi-
simmunitit in der Bevolkerung, die Wirksamkeit
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der verfuigbaren Influenzaimpfstoffe, die am stirks-
ten betroffenen Alters- und Risikogruppen, die
Altersgruppen mit der gréfiten Transmission, die
Klinische attack rate, die Pathogenitit (Infektions-
raten und Sterblichkeit), der Schweregrad der Pan-
demie insgesamt, die genauen Parameter fiir Uber-
tragbarkeit (Ro) und serielles Intervall, die genaue
Klinische Prisentation, der Verlauf schwerer Erkran-
kungen und Komplikationen, das Zusammenwir-
ken mit anderen Infektionen und die Dauer der
Erkrankung und der Virusausscheidung.

Eine kontinuierlich aktualisierte und differen-
zierte Risikoeinschitzung auf allen Ebenen (glo-
bal durch die WHO, national und regional durch
die Mitgliedstaaten) ist von zentraler Bedeutung
fiir die Pandemiebewiltigung, nicht nur fiir die
Entscheidung iber MaRnahmen, sondern auch
fur die Kommunikation der (noch) bestehenden
Unsicherheiten.

Standardisiertes, methodisches Vorgehen

Im Rahmen der Uberarbeitung der Kapitel des wis-
senschaftlichen Teils wurde systematisch eine nach-
vollziehbare, moglichst evidenzbasierte Methodik
angewandt. So wurden fiir einzelne Kapitel syste-
matische Literaturrecherchen und Bewertungen
der wissenschaftlichen Evidenz fiir die Wirksambkeit
von einzelnen Mafinahmen vorgenommen.

Stand: 8.12.2014
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2. Epidemiologie

Zusammenfassung

Im Kapitel Epidemiologie werden jeweils nach
einer Begriffsbestimmung fur saisonale und
pandemische Influenza, die infektionsepide-
miologischen Besonderheiten und die Gemein-
samkeiten der Erkrankungen beschrieben.
Sowohl die saisonale als auch die pandemische
Influenza zeigten in der Vergangenheit ein sehr
breites epidemiologisches Transmissions- und
Schwerespektrum. Diese Heterogenitit zeigte
sich in verschiedenen Influenzasaisons bzw.

Influenzapandemien, aber es traten auch wih-
rend einer Saison oder einer pandemischen
Erkrankungswelle grofle Unterschiede in der
Morbiditit und Mortalitit in verschiedenen Lin-
dern bzw. Weltregionen auf. Im Abschnitt zur
zoonotischen Influenza wird die Epidemiologie
sowohl im Tierreservoir als auch bei humanen
Erkrankungen mit in Tieren endemisch zirku-
lierenden Influenzaviren beschrieben.

2.1. Saisonale Influenza
2.1.1. Begriffsbestimmung

Erkrankungen durch saisonal zirkulierende,
humane Influenzaviren werden jihrlich regis-
triert. In den klimatisch gemifligten Zonen der
beiden Hemisphiren (Nord- bzw. Stidhalbkugel)
treten die Erkrankungen jahreszeitlich (saisonal)
jeweils in den Wintermonaten deutlich gehiuftin
sogenannten Grippewellen auf. Ursichlich hier-
fur sind Infektionen mit den Influenzavirustypen
A und B. Influenza A-Viren werden aufgrund
der genetischen und antigenen Eigenschaften
zweier Oberflichenproteine, dem Himagglutinin
(H-Protein) und der Neuraminidase (N-Protein),
weiter in Subtypen untergliedert.

Seit 1977 kozirkulieren saisonale Influenzavi-
ren der beiden Subtypen A(HiN1) und A(H3N2)
sowie der Influenza Typ B (mit den zwei Hi-
magglutininlinien Yamagata und Victoria) in der
menschlichen Population, wobei das bis 2009
zirkulierende A(H1iN1)-Virus von einem neuen,
antigen stark unterschiedlichen A(HiN1)-Virus
im Zuge einer Pandemie in 2009 abgel6st wurde.
Dieses aktuell weiter zirkulierende Virus wurde
als A(HiN1)pdmog bezeichnet. Meistens iiberwie-
gen in den jeweiligen Influenzawellen ein oder
zwei der drei kozirkulierenden Varianten. Man
spricht dann von dominant zirkulierenden Typen

oder Subtypen. In der Wintersaison 2007/ 08 zir-
kulierten in Deutschland z. B fast ausschliefilich
Influenza A(HiN1)- und Influenza B-Viren, in der
Saison 2008 / 09 dominierten dagegen Influenza
A(H3N2)-Viren. Seltener kénnen aber auch alle drei
Virustypen bzw. -subtypen etwa gleich hiufig vor-
kommen, wie es in der Saison 2012 /13 der Fall war.

Influenza A- und B-Viren verindern sich kon-
tinuierlich, seltener auch sprunghaft und kén-
nen unter Umstinden eine bestehende Immu-
nitit durchbrechen und zur Infektion fithren.
Diese Eigenschaft der Influenzaviren trigt dazu
bei, dass sich Menschen im Laufe ihres Lebens
hiufiger mit Influenzaviren infizieren kénnen.
Die saisonale Influenza ist eine impfpriventable
Erkrankung. Die Influenzaimpfstoffkomponen-
ten gegen die einzelnen saisonal zirkulierenden
Influenzaviren miissen aufgrund der Neigung
zur kontinuierlichen Verinderung der Influen-
zaviren jihrlich neu an die zu erwartenden Vari-
anten der Typen bzw. Subtypen angepasst werden
(s. Kapitel Impfstoffkonzepte).

Influenza C-Viren verursachen in der Regel mild
verlaufende Erkrankungen und werden eher spo-
radisch oder im Rahmen kleinerer Ausbriiche
nachgewiesen. Sie sind aufgrund der geringen
Krankheitslast, die sie verursachen, nicht als
Komponente im saisonalen Influenzaimpfstoff
enthalten.
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2.1.2. Epidemiologie der saisonalen Influenza
2.1.2.1. Zeitlicher Verlauf

In Deutschland tritt die Grippewelle im Winter-
halbjahr meist nach dem Jahreswechsel auf. Hiu-
fig beginnt sie mit einer Erh6hung der Influen-
zaaktivitit im Stidwesten Deutschlands und zeigt
eine Ausbreitungstendenz nach Nordost. Die auf
Bevolkerungsebene messbare Erhchung der Influ-
enzaaktivitit beginnt in den meisten Jahren im
Januar und erstreckt sich durchschnittlich tiber
acht bis zehn Wochen, sie hat allerdings in der Ver-
gangenheit in starken Grippejahren auch bis zu
19 Wochen gedauert. Retrospektiv ldsst sich fest-
stellen, dass starke saisonale Grippewellen durch-
schnittlich frither begannen (z.B. Saison 2012 /13:
Dezember) als moderat verlaufende Grippewellen
(z.B. Saison 2011 /12: Mitte Februar) [1].

Innerhalb Europas und noch stirker innerhalb der
klimatisch gemiRigten Breiten der Nordhalbkugel
gibt es deutliche Unterschiede hinsichtlich des
Beginns und der Linge der saisonalen Grippewel-
len. Diese Heterogenitit wird auch beziiglich der
dominant zirkulierenden saisonalen Influenzavi-
rustypen bzw. -subtypen beobachtet [2].

2.1.2.2. Morbiditit

Influenzaviren werden z.B. durch Husten oder
Niesen, also assoziiert mit Sekrettrépfchen in der
Atemluft, direkt oder durch kontaminierte Gegen-
stinde indirekt, von Mensch-zu-Mensch tibertra-
gen. Saisonale Influenzaviren kénnen asympto-
matische Infektionen, milde, selbstlimitierende
Erkrankungen, aber auch schwere Krankheitsver-
ldufe und Todesfille verursachen. Personengrup-
pen mit einem erhéhten Risiko fiir einen schweren
Krankheitsverlauf bei saisonaler Influenza sind
Kleinkinder und sehr alte Menschen, Schwangere,
Menschen mit reduzierter Immunabwehr und
solche mit vorbestehenden chronischen Erkran-
kungen (s. Kapitel Klinische Bilder der Influenza).

Kinder spielen bei der Weiterverbreitung der
Influenza und somit der Dynamik der Influen-
zawelle eine wichtige Rolle. So wurde in der Ver-
gangenheit in Deutschland vielfach beobachtet,

dass die im Februar in den neuen Bundeslindern
einsetzenden Winterferien den Beginn der Influ-
enzawelle hinausgezogert hatten, wihrend sie zu
diesem Zeitpunkt in den alten Bundeslindern
schon begonnen hatte [3]. Fiir eine merklich redu-
zierte Weiterverbreitung akuter respiratorischer
Erkrankungen in Ferienzeiten generell spricht
auch der deutliche Riickgang der Raten von aku-
ten respiratorischen Erkrankungen (ARE) wih-
rend der Zeit geschlossener Kindergirten und
Schulferien im bevolkerungsbezogenen, inter-
netbasierten Surveillanceinstrument GrippeWeb
[4]. Die Infektionsrate mit saisonaler Influenza
lag nach einer Untersuchung aus England in drei
verschieden starken saisonalen Wellen (Saisons
2006 /07 bis 2008 / 09) zwischen zehn und iiber
30 %, je nach Altersgruppe und Saison [5]. Aller-
dings erkrankt nicht jeder Infizierte und nicht
jeder Erkrankte mit einer akuten Atemwegsin-
fektion oder grippetypischer Symptomatik wird
beim Arzt vorstellig [4].

Influenzawellen kénnen von Saison zu Saison
in ihrer Stirke erheblich variieren: Die Zahl der
geschitzten Influenza-assoziierten Arztbesuche
betrigt in Deutschland je nach Saison zwischen
einer und acht Millionen.

Die Schitzung der Influenza-assoziierten Kran-
kenhauseinweisungen kann in starken Saisons
bei tiber 30.000 liegen. Generell gilt, dass alle
Altersgruppen von Influenza-Erkrankungen
betroffen werden, aber Kleinkinder und die iltere
Bevélkerung die hochste Rate bei Krankenhaus-
einweisungen durch Influenza haben [6, 77]. Vor
der Pandemie 2009 fithrten A(H3N2)-Saisons
im Durchschnitt zu mehr Influenza-assoziier-
ten Krankenhauseinweisungen als Influenza B,
gefolgt von A(HiN1)-dominierten Wellen [7]. Mit
dem seit Frithjahr 2009 zirkulierenden Influ-
enza A(HiN1)pdmog-Virus werden aber auch in
den postpandemischen Grippewellen erhohte
Raten von Krankenhauseinweisungen mit inten-
sivpflichtigen Patienten — insbesondere in der
Altersgruppe der 40- bis 60-Jihrigen — verzeich-
net [8]. Dabei hat sich seit 2009 der Altersme-
dian bei Influenza-bedingten Hospitalisierungen
in hohere Altersgruppen verschoben, er ist aber
weiterhin niedriger als in Influenza-A(H3N2)-
dominierten Saisons [9, 10].
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2.1.2.3. Mortalitst

Genau wie die Zahl der Influenzaerkrankten kann
auch die Zahl der Todesfille, die wihrend einer sai-
sonalen Grippewelle auftreten und der Influenza
zugerechnet werden kénnen (sogenannte Ubersterb-
lichkeit, Exzessmortalitit), erheblich von Saison zu
Saison schwanken. So wurden z. B. fiir die Saisons
1995/ 96 oder 2008 /09 etwa 20.000 Todesfille
durch Influenza geschitzt [u1]. Es gibt andererseits
auch viele moderat verlaufende Saisons, in denen
keine Ubersterblichkeit auf Bevolkerungsebene
nachweisbar ist. Trotzdem versterben auch in sol-
chen Saisons Personen an den Folgen einer Influen-
zaerkrankung, was durch die nach Infektionsschutz-
gesetz an das Robert Koch-Institut (RKI) ibermittel-
ten, laborbestitigten Fille belegt ist. Allerdings ist
die Anzahl in diesen Saisons dann so gering, dass
die Werte nicht statistisch belegbar tiber die durch-
schnittlichen Sterblichkeitswerte der Gesamtmor-
talitdt fur die jeweilige Zeiteinheit (Kalenderwoche
oder -monat der Vorjahre) hinausgehen.

Bei der saisonalen Influenza fillt der allergroRR-
te Teil der Influenza-bedingten Sterbefille in die
Altersgruppe der iiber 60-Jahrigen [12].

2.2. Pandemische Influenza
2.2.1. Begriffsbestimmung

Eine Pandemie bezeichnet eine weltweite Epide-
mie. Eine Influenzapandemie wird durch ein neu-
artiges (nicht saisonales) Influenzavirus verursacht,

1. gegen das es in der Bevélkerung keine oder nur
in einem kleinen Anteil der Bevélkerung eine
vorbestehende Immunitit gibt,

2. das humanpathogen ist und
3. das sich leicht von Mensch zu Mensch verbreitet.

Die Eigenschaften des pandemischen Virus sind
zu Beginn einer Pandemie weitgehend unbe-
kannt, die Impfung als wichtige Priventions-
mafinahme steht voraussichtlich (noch) nicht
zur Verfiigung.

Wie bei der saisonalen Influenza kénnen auch
Influenzapandemien extrem unterschiedlich
beziiglich der Zahl der Erkrankten, der Schwer-
kranken und der Todesfille sein. Diese Kenngro-
Ren konnen wiederum regional und im zeitlichen
Verlauf sehr stark differieren sowie unterschied-
liche Risikogruppen betreffen.

Die bisher gravierendste Influenzapandemie, fur
die epidemiologische Daten vorliegen, war die
»Spanische Grippe“ in 1918 —1919 mit etwa 50 Mil-
lionen geschitzten Todesfillen weltweit [13]. Die
zwei nachfolgenden Influenzapandemien in 1957
und 1968 forderten wesentlich weniger Todesfille,
obwohl grof3e Teile der Weltbevolkerung empfing-
lich waren fiir eine Infektion. Im Jahr 2009 tauchte
ein im Vergleich zu dem damals zirkulierenden
saisonalen A(HiN1)-Virus deutlich unterschied-
liches, neuartiges A(HiN1)-Virus auf, das zuvor
weder in Tieren noch in Menschen identifiziert
worden war. Innerhalb kiirzester Zeit verbreitete
sich dieses A(HiN1)pdmog-Virus weltweit und ver-
ursachte eine Influenzapandemie. Das Virus hat
sich inzwischen in der menschlichen Bevélkerung
etabliert und das zuvor zirkulierende A(HiN1)-Virus
vollstindig verdrangt. A(HiN1)pdmog zirkuliert
seit 2010 im saisonalen Rhythmus zusammen mit
dem Influenza A(H3N2)-Virus (der Vorldufer die-
ses Subtyps l6ste die Pandemie 1968 aus) und den
Influenza B-Viren.

2.2.2. Epidemiologie der pandemischen Influenza
2.2.2.1. Zeitlicher Verlauf

Die drei Pandemien des letzten Jahrhunderts (1918,
1957,1968) verliefen in mehreren Wellen, wobei am
Beginn zunichst eine weniger starke Welle einer
zweiten, stirkeren, etwa vier bis sechs Monate vor-
ausging. Auch die Pandemie 2009 verlief in zeitlich
frith nach dem ersten Auftreten betroffenen Lin-
dern wie den USA, England und Spanien in zwei
Wellen, mit Hohepunkten im Frithsommer / Som-
mer 2009 und einer in ganz Europa verzeichne-
ten Erkrankungswelle im letzten Quartal 2009 [5].
Pandemische Erkrankungswellen wurden in 2009,
wie auch in fritheren Pandemien, unabhingig von
der Jahreszeit und auch auflerhalb der ,typischen*
Influenzasaison (im Winter in den gemifiigten
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Klimazonen) beobachtet. So lag z. B. die erste Welle
der Pandemie 1918 in den USA im Friihjahr, wih-
rend sich die zweite Welle nach einer Phase ohne
nennenswerte Aktivitit im Sommer zeitgleich mit
dem Schulbeginn ab September aufbaute [14]. All-
gemein spielen bei der pandemischen Influenza,
wie auch bei der saisonalen Influenza (s.0.), Kinder
eine wichtige Rolle in der Dynamik der Epidemie
[15]. Die iltere Bevolkerung hingegen ist eher am
Ende der Ubertragungskette zu sehen.

2.2.2.2. Morbiditat

Fiir die drei Wellen der Pandemie 1918 wurden
aus Daten des Vereinigten Konigreichs sehr hohe
Serokonverstionsraten von 79 %, 61% und 69 %
berechnet, so dass vermutet wird, dass eine Infek-
tion in der ersten Welle nicht oder kaum vor einer
Infektion in der nichsten schiitzte — eine Hypo-
these lautet, dass unterschiedliche Varianten zir-
kulierten [16]. Fiir die erste Welle wird in histo-
rischen Quellen eine Erkrankungsrate von 43%
fur die am stirksten betroffene Altersgruppe der
15- bis 64-Jihrigen angegeben. In der zweiten
und dritten Welle erreichte die Erkrankungsrate
jeweils 29 % in dieser Altersgruppe. Die Erkran-
kungsrate der Pandemie 1957 wurden auf 31%
(erste Welle 1957) und der Pandemie 1968 auf 6 %
(erste Welle) und 21% (zweite Welle) beziffert [17].

In einzelnen Altersgruppen und abhingig vom
Untersuchungsort wurden allerdings fiir alle drei
Pandemien unterschiedliche Erkrankungsraten
geschitzt (s. Abb. 1) [18].

Fiir die Pandemie 2009 liegen ebenfalls aktuelle
Daten zur Infektionsrate, zur Erkrankungsrate und
zur Symptomatik im Vergleich zu saisonaler Influ-
enza aus England vor: In der Flu Watch Cohort Study
wurden zwischen 600 und 3552 Personen in den
Jahren 2006 bis 20u serologisch, labordiagnos-
tisch und beztiglich ihrer Symptomatik nachver-
folgt [5]. Danach infizierten sich in den drei ersten
Erkrankungswellen jeweils etwa 18 % der unter-
suchten Personen (3. Welle Winter 2010 /11: 22 %)
mit dem pandemischen Virus und etwa ein Viertel
dieser Infizierten erkrankte an labordiagnostisch
gesicherter Influenza. Wahrend der drei Erkran-
kungswellen waren unterschiedliche Altersgrup-
pen vermehrt von Influenzaerkrankungen betrof-
fen: In der ersten Welle im Sommer 2009 waren
es die 5- bis 15-jdhrigen Schulkinder, die sowohl die
hochste Infektionsrate mit etwa 25% als auch die
hochste Erkrankungsrate mit etwa 5% aufwiesen.
In der zweiten Erkrankungswelle im Herbst 2009
waren Kleinkinder bis 4 Jahre und die Schulkinder
gleichermaflen mit knapp 10% von Erkrankun-
gen betroffen, bei gleichen Infektionsraten bis 25%
bei den Schulkindern. Erwachsene bis 64 Jahre
erkrankten in der zweiten Welle ebenfalls vermehrt,

Abbildung 1: Geschitzte, alters-spezifische Erkrankungsraten wihrend der Pandemien 1918, 1957 und 1968.
(Quelle: Peter Grove, Department of Health, London, UK, and the Health Protection Agency in: Guide to public health
measures to reduce the impact of influenza pandemics in Europe: ‘The ECDC Menu’ [18]
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insgesamt mit etwa 5%, bei serologisch bestimm-
ten Infektionsraten von 10 bis 15%. In der zweiten
Saison nach Auftreten des pandemischen Virus
(2010 /11) und damit der dritten Erkrankungswelle
in England, die erstmals im tiblicherweise erwar-
teten saisonalen Zeitraum auftrat, war die Alters-
gruppe der 16- bis 44-Jihrigen am stirksten von
Influenzaerkrankungen betroffen, aber auch die
Schulkinder, Personen im Alter von 45 bis 64 Jah-
ren und — erstmals — die dlteren Erwachsenen ab
65 Jahre erkrankten [5].

Die Auswertung der deutschen Meldedaten
gemifd Infektionsschutzgesetz zeigte auch fir
Deutschland, dass Schulkinder in der ersten
Erkrankungswelle mit Hohepunkt Mitte Novem-
ber 2009 die am stirksten von Erkrankungen
mit dem Influenza A(HiN1)pdmog-Virus betrof-
fene Altersgruppe waren [19]. Unter der erwach-
senen Bevélkerung in Deutschland wurde in der
Altersgruppe der 18- bis 29-Jihrigen nach die-
ser Erkrankungswelle der hochste Anteil (30 %)
mit kreuzreagierenden Antikérpern gegen das
A(HiN1)pdmog-Virus gemessen, obwohl diese
Altersgruppe bereits vorpandemisch — im Ver-
gleich mit den anderen Altersgruppen — den
héchsten Anteil (12 %) an kreuzreagierenden
Antikérpern aufwies [20]. Eine Verschiebung
des Altersmedians in iltere Altersgruppen bei
mit Influenza A(HiN1)pdmog hospitalisierten
Patienten in Deutschland konnte in der Saison
2010 /11 ebenfalls beobachtet werden [9].

2.2.2.3. Mortalitat

Fur die Pandemie 1918 /1919 wurden weltweit
etwa 50 Millionen Todesfille durch Influenza
geschitzt [13], wobei ein sehr grofler Teil der tod-
lich verlaufenden Lungenentziindungen durch
bakterielle Sekundirinfektionen kompliziert
wurde [21], fiir die es damals keine spezifische
Therapie gab. Wihrend die Letalitit in der ersten
Welle noch 0,7 % betrug, stieg sie in der zweiten
und dritten Welle auf 3,3 % bzw. 2,7% an [17]. Die
beiden Pandemien 1957 und 1968 forderten ins-
gesamt wesentlich weniger Todesfille, weltweit
wurden jeweils bis zu einer Million geschitzt [14].
Fir die Pandemie 2009 wurden in einer Studie
weltweit zwischen 105.700 und 395.600 Todes-

fille aufgrund respiratorischer Erkrankungen
geschitzt [22]. In einer zweiten Studie wurden
zwischen 123.000 und 203.000 Todesfille von
April bis Dezember 2009 geschitzt, mit einer
bis zu 20-fach héheren Mortalitit in Lindern auf
dem amerikanischen Kontinent als in Europa
[23]. Diese extreme Heterogenitit der Epidemio-
logie in verschiedenen Lindern, die durch die
inzwischen weltweit besser verfiigbaren Daten
aus der Influenzasurveillance belegt werden
konnte, wird auch zukiinftig sowohl die Weltge-
sundheitsorganisation (WHO) bei der globalen
Einschitzung als auch die einzelnen Linder bei
landesspezifischen Bewertungen vor grofse Her-
ausforderungen stellen.

Die Mortalitit wihrend und nach Pandemien
unterliegt einem relativ typischen Muster. In den
vier letzten Pandemien betrug der Anteil aller
pandemiebedingten Todesfille in der Bevolke-
rung unter 65 Jahren 99 % (1918), 36 % (1957),
48% (1968) und 62 bis 85 % (2009) an der jewei-
ligen Gesamtmortalitit [23]. In den drei Pande-
mien des letzten Jahrhunderts nahm der Anteil
der Influenza-bedingten Todesfille in den der
jeweiligen Pandemie folgenden Jahren sukzes-
sive ab und erreichte jeweils 10 Jahre spiter Werte
von 62 % (1928), 4% (1967) bzw. 9 bis 14 % (1978)
[24]. Wahrend der Pandemien 1957 und 1968 ent-
fielen innerhalb der Gruppe der unter 65 Jahre
alten Bevolkerung zwei Drittel der Todesfille auf
Personen, die 45 bis 64 Jahre alt waren [24].

Ein Grund, warum die iltere Bevolkerung bei
Pandemien zunichst relativ weniger betroffen
war, konnte die erhaltene Immunitit aus lange
zuriick liegenden Influenzasaisons sein. Die-
ser ,Vorteil“ konnte jedoch im Laufe der Jahre
dadurch verloren gehen, dass die neu erworbene
Immunitit in der jiingeren Bevolkerung im Ver-
gleich zur dlteren Bevolkerung linger anhilt [24].

Eine neuere Hypothese postuliert, dass die dltere
Bevolkerung in den letzten vier gut beschriebe-
nen Pandemien nur zu Beginn durch eine vor-
bestehende Immunitit weniger stark von Infek-
tionen betroffen ist. Sobald die pandemischen
Viren linger in der Bevolkerung zirkulieren, sich
durch kontinuierliche Punktmutationen weiter
an ihren Wirt anpassen und verdndern, geht
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dieser urspriingliche Vorteil verloren und iltere
Menschen mit altersentsprechend reduziertem
Immunstatus bleiben bei Infektion die hauptbe-
troffene Risikogruppe fiir schwere Verldufe und
einen todlichen Ausgang der Erkrankung [25].

2.3. Zoonotische Influenza
2.3.1. Begriffsbestimmung

Menschen kénnen sich auch mit Influenza A-Viren,
die endemisch in Tieren, z. B. in Schweinen oder in
Vogeln zirkulieren, infizieren und erkranken. Erfolgt
die Ubertragung direkt oder indirekt vom Tier
auf den Menschen, ist diese Form der Influenza
als Zoonose zu bezeichnen. Spezies-spezifische
Influenzaviren zirkulieren in Populationen von
Vogeln (Hauptreservoir fiir Influenza A-Viren),
Schweinen und Pferden. Humane symptoma-
tische Infektionen durch Virusiibertragungen
von Vogeln und Schweinen auf den Menschen
sind beschrieben. Bei zoonotischen Infektio-
nen besteht potenziell immer die Gefahr, dass
sich diese fiir das humane Immunsystem in der
Regel unbekannten Influenzaviren an den Men-
schen adaptieren und fortgesetzt von Mensch-zu-
Mensch iibertragbar werden. Damit haben Viren,
die zoonotische Erkrankungen ausldsen, immer
ein pandemisches Potenzial [1].

Obwohl in sogenannten Gain of Function Ver-
suchen bei Influenza A(H5N1) festgestellt wurde,
dass teilweise wenige Mutationen ausreichen kon-
nen, um eine leichtere Ubertragbarkeit in Siugetie-
ren (Frettchen) zu erlangen [206], ist dies bei H5N1
auch nach 17 Jahren (seit dem gehiuften Aufire-
ten von humanen Erkrankungen in Hong Kong
1997) und fortdauernder Zirkulation und Entste-
hung immer neuer Varianten des Virus in Gefli-
gelbestinden in ganz Siidostasien sowie in Agyp-
ten bisher gliicklicherweise nicht geschehen. So
wurde keine Zunahme der Cluster humaner Fille
beobachtet und es kam erst einmal in 2014 zu einer
Infektion bei einer Touristin ohne bekannten direk-
ten Tierkontakt zu Gefliigel [27].

Es miissen offenbar viele weitere Umstinde zusam-
mentreffen, bis es zu einer dauerhaften, fortgesetz-

ten Mensch-zu-Mensch-Ubertragung kommt und
eine Pandemie beginnt [28)]. Durch die weltweiten
Bemiihungen in der Entwicklung der Virusdia-
gnostik und die Intensivierung der Influenzasur-
veillance werden heute mehr zoonotisch bedingte
humane Influenzaerkrankungen erkannt als frither
[29]. Die meisten Ubertragungen diirften als Zoo-
nosen auf einzelne Erkrankungen oder kleine Hau-
fungen beschrinkt bleiben, aber nur eine gezielte
Fritherkennung und eine zeitnahe epidemiologi-
sche Untersuchung zoonotischer Erkrankungen
bieten iberhaupt die Chance, eine drohende Aus-
breitung, die in eine Influenzapandemie miinden
kann, zu verhindern (s. Kapitel Virologische Grund-
lagen und diagnostischer Nachweis).

2.3.2. Tierpopulationen — natiirliche Reservoire
von Influenza A-Viren mit zoonotischem
Potenzial

Das natiirliche Reservoir aller Subtypen der Influ-
enza A-Viren findet sich bei Wildvogeln, insbe-
sondere wildlebenden Wasservogeln [30]. Infekti-
onen der avidren Reservoirwirte verlaufen in aller
Regel asymptomatisch, wobei grofse Virusmengen
mit dem Kot ausgeschieden werden. Die avidren
Infektketten sind daher im Wesentlichen durch
fiko-orale Ubertragungen geprigt. Diese niedrig
pathogenen aviiren Influenzaviren (LPAIV = low
pathogenic avian influenza virus) befinden sich in
einem weltweiten, kontinuierlichen Vermehrungs-
zyklus, wobei auch Verbreitungen iiber Spezies-
grenzen hinweg vorkommen. Viren der Subtypen
Hjs und H7 besitzen, sofern sie auf hochempfing-
liches Hausgefliigel iibertragen werden, die Fihig-
keit, infolge einer insertionellen Mutation an einer
definierten, funktionell bedeutsamen Stelle des
Himagglutininglykoproteines, zu einer hochpa-
thogenen Form (HPAIV = highly pathogenic avian
influenza virus) zu mutieren [31, 32]. Erreger, die
diese Mutation tragen, 16sen die Klassische Geflii-
gelpest aus, die bei Hithnervogeln mit extrem
hoher Mortalitit verlduft. Der de novo Entstehung
eines Gefliigelpestvirus geht somit immer eine
Ubertragung niedrig pathogener Vorlduferviren
der Subtypen Hs oder Hy, zumeist aus dem Wild-
vogelbereich, voraus. Die neu entstandene Patho-
variante kann dann, wie jedes andere aviire Influ-
enzavirus auch, horizontal (also auf einen Wirt der
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gleichen Generation) weiter verbreitet werden und
auch aus der Hausgefliigelpopulation auf Wildvo-
gel ruckiibertragen werden, wie das Beispiel des
seit 2003 in Siidostasien zirkulierenden hochpa-
thogenen H5N1 Virus zeigt [33].

Akzidentelle Ubertragungen avidrer Influenzaviren
auch auf Siugetiere und den Menschen kommen
nach entsprechender Exposition vereinzelt vor. In
seltenen Fillen kénnen sich aus solchen Zufallsin-
fektionen eigenstindig in der neuen Wirtsspezies
zirkulierende Influenzaviruslinien herausbilden.
Gut belegte Beispiele hierfiir sind einige der bei
Schweinen, Pferden, Hunden und Meeressdugetie-
ren angetroffenen Influenza A-Virussubtypen, die
avidren Ursprungs sind [34, 35]. Natiirlich erfolgen
auch Virustibertragungen zwischen Siugetierarten,
zum Beispiel vom Pferd (H3N8) auf den Hund [36].
Der Mensch stellt diesbeziiglich keine Ausnahme
dar und kann ebenfalls von sporadischen zoonoti-
schen Infektionen mit Influenzaviren, die in Haus-
gefliigel- bzw. Haustierpopulationen zirkulieren,
betroffen sein [37].

Der Nachweis florider Infektionen des Menschen
mit Influenza A-Viren von Tieren war bislang aller-
dings im Wesentlichen auf engmaschige Surveil-
lanceprogramme, wie sie derzeit in China durchge-
fithrt werden, beschrinkt, wodurch die Seltenheit
solcher Ereignisse verdeutlicht wird. Das zoono-
tische Potenzial von Viren, die in Tierreservoiren
zirkulieren, kann mittels molekularer und biolo-
gischer (Infektionsversuche in Tiermodellen) Ver-
fahren derzeit nur unzureichend definiert werden.
Zwar sind in aviiren Influenzaviren Cluster von
Signaturmutationen identifiziert worden, die ein
erhohtes Adaptationspotenzial dieser Viren an den
Menschen signalisieren und auch in bestimmten
Tiermodellen (Frettchen, Meerschweinchen) mit
einer erhéhten Ubertragbarkeit korrelierten, jedoch
konnen diese Ergebnisse bislang nicht prospek-
tiv in eine belastbare Risikobewertung tibersetzt
werden [26]. Die in Schweinen nachgewiesenen
Influenza A-Viren gehéren zu den gleichen Subty-
pen, die auch bei Menschen zirkulieren. Tatsichlich
stammen die meisten der in Schweinen zirkulie-
renden Influenza A-Viruslinien aus humanen pan-
demischen oder saisonalen Viren, die vom Men-
schen auf das Schwein tibertragen wurden. Influ-
enzaviren sind weltweit in Schweinen endemisch,

allerdings zirkulieren in Amerika und Europa/
Asien unterschiedliche Linien, die aus unterschied-
lichen Ursprungsviren hervorgegangen sind und
verschiedene Veranderungen durchlaufen haben
[38, 39]. In Schweinen konnen Influenzainfektio-
nen ebenfalls eine Atemwegssymptomatik verursa-
chen, aber auch subklinisch verlaufen. Anders als
beim Menschen zeigt die porcine Influenza aller-
dings keine strenge Saisonalitit und Infektionen
kénnen im gesamten Jahr nachgewiesen werden.
Da Schweine in ihrem Atmungstrakt Schleimhaut-
zellen mit Rezeptoren sowohl fiir avidre als auch
fiir humane Influenzaviren haben, sind Méglich-
keiten fiir Doppelinfektionen durch Influenzaviren
verschiedener Spezies gegeben [39]. Dabei kann es
zu einem Reassortment kommen und Virusnach-
kommen mit neuen genetischen und biologischen
Eigenschaften konnen daraus hervorgehen.

Wihrend und nach der Influenzapandemie 2009
wurden weltweit Schweinebestinde durch Men-
schen mit dem pandemischen Influenzavirus
A(HiN1)pdmog infiziert und es kam zu weiteren
Reassortments mit endemischen porcinen Influ-
enza A-Viren, die sich auch in Deutschland weiter
ausbreiten [40]. In Schweinepopulationen in den
USA zirkulieren derzeit Reassortanten porciner
A(H3N2) und A(HiN1) Viren, die das M-Gen des
pandemischen A(HiN1)pdmog-Virus enthalten
und in erheblicher Zahl auch auf den Menschen
iibertragen wurden (A(H3N2)v).

2.3.3. Epidemiologie zoonotischer Influenza bei
Menschen

Bestitigte zoonotische Infektionen miissen gemaf
den internationalen Gesundheitsvorschriften seit
2007 an die WHO gemeldet werden. Zu avii-
ren- oder porcinen Influenza A-Viren, die bereits
zu zoonotischen Ubertragungen mit humanen
Erkrankungen gefiithrt haben und von der WHO
als besonders relevant eingestuft wurden, verof-
fentlicht die WHO halbjahrlich eine Empfehlung
von moglichen Kandidatimpfstimmen (www.who.
int/influenza/vaccines/virus/en/).

Menschliche Infektionen mit von Tieren stam-
menden Influenzaviren setzen eine Exposition
gegeniiber erregerhaltigem Material voraus. Der



18

Epidemiologie

Umgang mit virusinfiziertem Hausgefliigel, sowie
Schweinen oder anderen Siugerarten sowie der
Kontakt mit erregerhaltigen Ausscheidungen stel-
len solche Moglichkeiten dar. Eine Reihe serologi-
scher Untersuchungen, die insbesondere an Risi-
kogruppen wie Gefliigelhaltern, Entenjigern oder
Beschiftigten in Schlachtbetrieben vorgenommen
wurden, scheinen hiufiger vorkommende, aber
offenbar asymptomatisch verlaufende menschli-
che Infektionen mit avidren Influenzaviren ver-
schiedener Subtypen zu belegen [41]. Aufgrund
komplexer serologischer Kreuzreaktivititen der
verschiedenen Influenzavirussubtypen unterein-
ander, sind diese Befunde jedoch schwer zu inter-
pretieren [34]. Der Nachweis einer floriden Infek-
tion durch die Detektion des Virus selbst wurde
in keiner dieser Studien gefiihrt. Zu beachten ist,
dass sich die Einteilung in hoch (HP) bzw. niedrig
pathogene (LP) avidre Influenzaviren (Al) immer,
wie unter 3.2 beschrieben, auf die Pathogenititim
Gefliigel bezieht.

Virologisch belegte menschliche Infektionen
mit avidren und porcinen Influenzaviren sum-
mieren sich seit 1959 — Mirz 2014 auf weit iiber
1.ooo dokumentierte Fille. Die Mehrzahl dieser
Fille stammt aus der Zeit nach 2003 und ist auf
das HPAI A(H5N1)-Virus zurtickzufithren (Stand:
25. Februar 2014; 658 Fille, 388 davon tédlich) [42].

Die iibrigen Fille waren vor 2013 im Wesentli-
chen auf sporadische Infektionen mit Viren der
Subtypen H7 und Hg zuriickzufiihren; lediglich
im Zusammenhang mit HPAI-Ausbriichen des
Subtyps A(HyN7y) in Gefliigel in den Niederlan-
den 2003 gab es Hinweise auf eine Hiufung von
Infektionen (n=_89), wobei ein Fall todlich endete
und auch Hinweise auf Mensch-zu-Mensch-
Ubertragungen gewonnen wurden [34]. Im Friih-
jahr 2013 wurde bei drei Personen in China erst-
mals ein niedrig pathogenes aviires Influenza
A(H7No9)-Virus (LPAI) identifiziert, das seitdem
bei Patienten schwere respiratorische Erkran-
kungen und Todesfille verursacht. Nach einer
ersten Hiufung von Fillen im Frithjahr 2013
(n=133; Letalitit etwa 30 %) kam es ab November
zu einem erneuten starken Anstieg der Fallzahl
mit einem Hoéhepunkt Ende Januar. Bis Mitte
Mirz 2014 wurden insgesamt iiber 380 Fille,
darunter 120 Todesfille, von der WHO bestitigt

(www.who.int/influenza/human_animal_interface/
influenza_hyng/en/).

Zwischen humanen Infektionen mit Influen-
za HPAI A(H5N1) und LPAI A(H7Ng) bestehen
deutliche Unterschiede in der Epidemiologie: Wih-
rend an A(H5N1)-Infektionen vorwiegend jiingere
Altersgruppen erkranken — bei etwa ausgegliche-
nem Geschlechterverhiltnis [43] — , sind bisher
bei A(HyNg)-Infektionen vermehrt dltere Erwach-
sene betroffen und zwar deutlich mehr Minner
als Frauen. Bei HPAI A(H5N1) wie auch bei LPAI
A(H7N9) wurden einzelne Mensch-zu-Mensch-
Ubertragungen berichtet, bei der iiberwiegenden
Zahl der Fille wird jedoch eine vorherige Exposi-
tion zu krankem (Hs5N1, hochpathogenes Virus
fur Huhnerartige) oder infiziertem, aber gesund
erscheinendem Gefliigel (H7N9, niedrig patho-
genes Virus fiir Hithnervoégel) angenommen.
Menschliche Risikokontakte mit infiziertem Geflii-
gel kommen offenbar insbesondere auf Lebend-
gefligelmirkten Siidostasiens zustande [44, 45].

Sowohl bei humanen Fillen von HPAI A(H5N1), die
bis Mirz 2014 aus 15 Lindern (vorwiegend im Suid-
ostasiatischen Raum) berichtet wurden, als auch
bei humanen LPAI A(H7Ng)-Fillen in China l4sst
sich eine Saisonalitit erkennen, die der humanen
saisonalen Influenza gleicht.

Im Gegensatz dazu wurden humane Infektionen
mit porcinen Influenza A(H3N2)v-Viren in den
USA insbesondere in den Sommermonaten 201n
(n=12), 2012 (n=309) und 2013 (n =19) identifiziert.
Die Expositionsquelle waren vor allem Schweine,
die auf Landwirtschaftsmessen, die in den USA
bevorzugt in den Sommermonaten stattfinden,
gezeigt wurden. Am hiufigsten waren Kinder infi-
ziert, die allermeisten Erkrankungen verliefen mild
und selbstlimitierend [46]. Im Sommer 2012 wur-
den 16 der 309 bestitigten Fille hospitalisiert, ein
Patient verstarb. Im Sommer 2013 wurde von den
19 identifizierten Fillen eine Person hospitalisiert.

Stand: 8.12.2014
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3. Virologische Grundlagen und diagnostischer Nachweis

Zusammenfassung

Akute fieberhafte Erkrankungen der Atemwege
konnen auch wihrend einer Influenzapande-
mie durch eine Reihe von viralen oder seltener
bakteriellen Krankheitserregern ausgeldst wer-
den. Daher besitzt der spezifische und sensitive
labordiagnostische Nachweis eines pandemi-
schen Influenzavirus insbesondere in der Friith-
phase einer Pandemie einen hohen Stellenwert:
Der Virusnachweis ermdéglicht einerseits eine
Isolierung und eine angepasste individualme-
dizinische Behandlung von Patienten, erlaubt
andererseits im Kontext von virologischen und
syndromischen Surveillancesystemen (s. Kapitel
Surveillancekonzepte und Studien) aber auch die
Erhebung von epidemiologischen Daten zur Cha-
rakterisierung der Erkrankungswelle(n). Diese
Kenntnisse sind fiir den Einsatz und die Organi-
sation von spezifischen Management- und Inter-

ventionsmafnahmen auf Seiten des Offentlichen
Gesundheitsdienstes (OGD) und weiterer staatli-
cher Stellen unerlisslich. Die Charakterisierung
des zirkulierenden, neuartigen, pandemischen
Virus hinsichtlich des Genoms, des Antigen-
profils sowie der Pathogenitit und Ubertragungs-
eigenschaften tragen dazu bei, das Potenzial des
pandemischen Stammes abzuschitzen, schwere
oder gar letale Krankheitsverliufe auslésen zu
kénnen. Dieses Kapitel fasst virologisches Grund-
lagenwissen zusammen, das fiir ein Verstindnis
und die Beurteilung eines pandemischen Influ-
enzavirus relevant ist und beschreibt die derzeit
verfiigbaren Nachweismethoden. Ein gesonder-
ter Abschnitt befasst sich mit Nachweisen von
bakteriellen Ko-Infektionen, die den Verlauf der
Influenza beispielsweise durch eine sekundire
Pneumonie aggravieren kénnen.

3.1. Virologische Grundlagen und
virologische Diagnostik

3.1.1. Virologische Grundlagen
3.1.1.1. Molekularbiologie und Virusreplikation

Influenzaviren, die Erreger der klassischen
Virusgrippe, wurden erstmals vor tiber 8o Jah-
ren isoliert. Berichte tiber grofere influenza-
artige Erkrankungswellen lassen sich jedoch
auch tiber die seit den Jahren 1889-1891 doku-
mentierten Pandemien hinaus tiber Jahrhun-
derte zuriickverfolgen [1]. Taxonomisch gehéren
Influenzaviren zur Virusfamilie der Orthomyxo-
viridae. Saisonale Influenzaausbriiche werden
durch Typ A- oder Typ B-Influenzaviren aus-
gelost. Pandemien wurden dagegen innerhalb
des letzten Jahrhunderts ausschlief(lich durch
Influenza A-Viren (IAV) verursacht. Aufgrund
des hauptsichlich auf den Menschen beschriank-
ten Wirtsspektrums und geringerer Diversitit
wird das pandemische Potenzial von Influenza
B-Viren (IBV) als vernachlissigbar angesehen.
Das Erbmaterial der Membran-umhtillten Viren

besteht aus insgesamt acht unterschiedlichen
RNA-Segmenten, mit einer Gesamtgréfie von
ca. 13.6 (IAV) bzw 14.0 kb (IBV). Das Genom
kodiert 10 bis 14 bekannte Proteine [2]. Diagnos-
tische Nachweise des viralen Genoms erfordern
daher eine der PCR vorgeschaltete reverse Tran-
skription (RT-PCR) der viralen Nukleinsiure. Auf-
grund des segmentierten Genoms kénnen bei Ko-
Infektionen der gleichen Wirtszelle durch zwei
IAV- (bzw. IBV)-Stimme hybride Nachkommen-
viren entstehen. Diese werden als Reassortanten
bezeichnet und tragen Gensegmente von beiden
Parentalstimmen wodurch sie neuartige oder
verinderte Eigenschaften erwerben kénnen. Im
Virion liegen die viralen Nukleinsiduren in nega-
tiver Polaritit vor, d. h. in antisense Orientierung
zur Boten-RNA. Die viralen Gensegmente wer-
den nach Aufnahme des Virus in der Wirtszelle
freigesetzt und durch die gleichfalls ins Virion
verpackte virale RNA-Polymerase im Kern der
Wirtszelle in Boten-RNA transkribiert, so dass
danach virale Proteine gebildet werden kénnen.
Gleichzeitig vervielfiltigt die virale Polymerase
die viralen Gensegmente iiber ein plus-stringiges
cRNA (complementary RNA) Intermediat. Zum
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Ende des Vermehrungszyklus lagern sich neu-
synthetisierte Virusbestandteile (Proteine, RNA)
an der Plasmamembran der Wirtszelle zu neuen
Viruspartikeln zusammen (Assembly), die durch
Abschniirung freigesetzt werden. Der Vermeh-
rungszyklus kann in Abhingigkeit vom Wirtszell-
typ in wenigen Stunden abgeschlossen sein und
fithrt in der Regel zur Zelllyse, die sich in Zell-
kulturen als zytopathischer Effekt manifestiert.
Die Schnelligkeit der Replikation erklirt den sehr
raschen Anstieg der Virustiter in den Atemwegen
von Grippepatienten und zum Teil das pl6tzliche
Auftreten von Symptomen.

3.1.1.2. Entstehung von pandemischen Influenza
A-Viren: Wirtsreservoire, Antigenvielfalt,
Reassortierung

IAV unterscheiden sich von anderen respira-
torischen Viren des Menschen durch die Seg-
mentierung des Genoms und die Existenz eines
umfinglichen Wirtsreservoirs in verschiedenen
Tierspezies (insbesondere Wild- und domestizierte
Vogel, Schweine, Pferde). Primir tierpathogene
Virusstimme haben in der Vergangenheit zur
Entstehung von pandemischen IAV direkt bei-
getragen (s.u.) und damit die Epidemiologie der
humanen Influenza unmittelbar beeinflusst. Es
ist sehr wahrscheinlich, dass die zugrunde liegen-
den Mechanismen auch bei der Entstehung von
zukiinftigen Pandemieviren eine wichtige Rolle
spielen werden. Viele der im Tierreich zirkulie-
renden IAV-Staimme zeichnen sich durch geringe
oder fehlende Kreuzantigenitit mit saisonalen
Viren des Menschen aus, da ihre Oberflichen-
proteine Himagglutinin (HA) und Neuraminidase
(NA) anderen Subtypen zugehorig sind. Das Kon-
zept der Subtypen wurde in der pri-molekularge-
netischen Ara anhand von serologischen Untersu-
chungen etabliert und in der Zwischenzeit durch
phylogenetische Sequenzvergleiche bestitigt und
erweitert. Derzeit sind 18 distinkte HA-Subtypen
(H1—Hi18) und u NA-Subtypen (N1—-N1o) bekannt
[3]- Insbesondere die Subtyp-spezifischen HA-
Antikorper, die nach Erkrankung oder Impfung
im Korper gebildet werden, besitzen eine zentrale
Bedeutung fiir die humorale Protektion gegeniiber
diesem und antigenverwandten IAV-Stimmen.
Bisher sind in der menschlichen Bevélkerung im

Wesentlichen nur IAV zirkuliert, die den Subty-
pen Hi, H2 und H3, bzw. N1 und N2 zuzuordnen
sind. Daher besitzt der Grofiteil der Menschheit
vermutlich keine oder nur eine geringe humo-
rale Immunitit gegeniiber den bei Tieren zirku-
lierenden IAV, die anderen Subtypen zuzuord-
nen sind. Die dennoch sehr niedrige Frequenz
von dokumentierten zoonotischen Ubertragun-
gen von animalen AV auf den Menschen erklirt
sich hochstwahrscheinlich aus einer fehlenden
Anpassung dieser IAV an den Menschen als Wirt
und moglicherweise aus der Tatsache, dass die
angeborene Immunitit gegen diese IAV besonders
wirksam ist. Das Ausmaf} der Protektion gegen-
iiber einem pandemischen TAV durch kreuzre-
aktive T-Zellimmunitit im Menschen ist derzeit
nicht bekannt. Experimentelle Untersuchungen
in Primaten zeigten, dass ein durch ein saisonales
TIAV ausgelGstes T-Zell-Gedachtnis zur schnelleren
Klirung einer Infektion mit dem pandemischen
Influenzavirus A(HiN1)pdmog beitragen kann [4].
In einer Patientenstudie wihrend der Pandemie
2009, welche durch das neuartige Influenzavirus-
A(HiN1)pdmog ausgelost wurde, korrelierte eine
héhere Anzahl bestimmter CD8 +-T-Zellen mit im
Schnitt milderen klinischen Krankheitsverldufen
[5]. Weitere Untersuchungen sind jedoch erforder-
lich, um diese Befunde in gréReren Kohorten und
fur andere IAV-Stimme zu bestitigen.

Virologische Untersuchungen haben gezeigt, dass
das Tierreservoir auf direkte oder indirekte Weise
zur Entstehung von pandemischen [AV beitragen
kann: So hatten die H2N2- und H3N2-Pandemie-
viren der Jahre 1957 bzw. 1968 Gensegmente von
avidren Virusstimmen mittels Reassortierung
erhalten. Diese Pandemieviren trugen entweder
beide avidre Hiillproteingene (1957) oder nur das
avidre HA-Gen (1968), die ihnen im Vergleich zu
den Parentalstimmen (HiN1 bzw. H2N2) neuar-
tige antigene Eigenschaften verliehen. Pandemi-
sche TAV kénnen jedoch auch durch ein Uber-
schreiten der Speziesbarriere in toto entstehen,
was durch das Virus der HiN1 Pandemie des Jahres
2009 belegt ist, das von porzinen IAV abstammt.
Auch das Virus der Spanischen Grippe des Jahres
1918 entstammt sehr wahrscheinlich dem tieri-
schen Reservoir unter Beteiligung von aviiren IAV
[6]. Die Entstehung einer Influenzapandemie im
Jahr 2009 durch ein HiN1-Virus mit abweichen-
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dem Antigenprofil bei gleichzeitiger Zirkulation
von saisonalen Stimmen des gleichen Subtyps
war unerwartet und erforderte die Modifizierung
des fritheren Paradigmas, wonach eine Pande-
mie nur durch ein Virus ausgeldst werden kann,
das einem im Vergleich zu bereits zirkulierenden
Stimmen grundsitzlich neuen Subtyp angehort
[7]. Offenkundig kann bereits eine deutliche Ver-
inderung im Antigenprofil innerhalb des gleichen
HA-Subtyps dazu fithren, dass grofle Anteile der
Bevolkerung keinen ausreichenden Immunschutz
besitzen, was bei guter Adaptation des Virus an
den Menschen zu schwerwiegenden Folgen fiih-
ren kann. So zeigten pandemische und saisonale
HiN1-Stimme aus der Saison 2008 /2009 in
mit Frettchen-Hyperimmunseren durchgefiihr-
ten Vergleichen keine Kreuzreaktivitit, obwohl
ihre HA-Proteine auf Sequenzebene beide dem
Hi-Subtyp angehoéren [8].

3.1.1.3. Virulenzmarker von Influenza A-Viren

Die Pathogenitit eines IAV in einer Wirtsspezies
hingt von verschiedenen multigenetischen Fak-
toren ab und wird durch das Zusammenspiel der
viralen Proteine untereinander und mit zelluli-
ren Komponenten des Wirtes bestimmt. Sie lisst
sich daher nicht allein aus einer Bestimmung der
viralen Gensequenzen ableiten, sondern muss im
Einzelfall experimentell evaluiert werden. Den-
noch haben virologische Untersuchungen in Tier-
modellen gezeigt, dass die Pathogenitit von [AV-
Stimmen durch die Prisenz oder Abwesenheit
bestimmter Virulenzmarker signifikant moduliert
werden kann [9]. Derartige Marker bestehen bei-
spielsweise aus polymorphen Aminosiurepositi-
onen in einzelnen Virusproteinen (z.B. E627> K
in der PB2-Polymerase oder N6GS im PBi-F2-Pro-
tein), Insertionen von basischen Aminosiuren an
der Spaltstelle des HA oder der Expression stark
veranderter Genprodukte wie z. B. dem PB1-F2-Pro-
tein. Diese durch Sequenzierung identifizierbaren
Genotypen konnen die grundsitzliche Funktion
einzelner viraler Proteine indern, die wichtig fiir
die Virusvermehrung bzw. das ,Unterlaufen“ der
Immunabwehr des Wirtes sind und daher den Aus-
gang einer Infektion beeinflussen. Virulenzmarker
wurden insbesondere im Kontext von Adaptations-
prozessen z.B. bei aviiren IAV nach Infektionen

von Siugerwirten oder bei Untersuchungen von
Isolaten eng verwandter IAV-Stimme bei gleich-
zeitig unterscheidbaren, spezifischen klinischen
Bildern identifiziert [10, 11]. Trotz dieses umfang-
reichen Wissens, muss die Prisenz eines Virulenz-
markers in einem zukiinftigen Pandemiestamm
sehr vorsichtig bewertet werden, da die Auswir-
kung eines Polymorphismus stammabhingig
durchaus unterschiedlich sein kann. So wirkt sich
die experimentelle Restoration der inaktiven PBi-
F2-Expression im pandemischen A(HiN1)-IAV auf
dessen Pathogenitit nicht aus, wihrend dieser pro-
apoptotische virale Faktor jedoch zur Virulenz des
hoch pathogenen avidren H5N1-IAV beitrigt [12, 13].
Fiir umfassendere Beschreibungen der Natur und
Funktion von Virulenzmarkern von IAV wird auf
weiterfithrende Literatur verwiesen [9].

3.1.2. Diagnostische Verfahren
3.1.2.1. Virusnachweis
3.1.2.1.1. Genomnachweis

Die Echtzeit Polymerase Kettenreaktion (Real-Time
PCR) ist derzeit der Goldstandard fiir den schnellen,
spezifischen und sensitiven Nachweis von Infekti-
onserregern. Sie ermdglicht einen hohen Durch-
satz einer Vielzahl verschiedener Probenmaterialien
und weist im Vergleich zur konventionellen PCR
ein geringeres Kontaminationsrisiko auf. Durch die
Zusammenfiihrung mehrerer Nachweise zu soge-
nannten Multiplex-PCRs kénnen auch mehrere
Erreger gleichzeitig detektiert werden, was Proben-
material, Zeit und Ressourcen spart [14].

In interpandemischen Phasen wird die PCR rou-
tinemifRig zur Diagnostik der saisonalen Influ-
enzaviren in Probenmaterialien aus dem Respi-
rationstrakt eingesetzt [15, 16]. Dabei wird hiufig
ein generischer Nachweis von Influenza A-Viren
sowie von Influenza B-Viren durchgefiihrt, in der
Regel durch den Nachweis viraler M-Gen-Sequen-
zen. Auch zoonotische Infektionen mit animalen
Influenza A-Viren kénnen mit Hilfe der Real-Time
PCR sicher diagnostiziert werden [17]. Bei diesen
Nachweisverfahren werden die bekannten HA- und
NA-Subtypen der Influenza A-Viren bzw. die beiden
Sublinien Yamagata und Victoria der B-Viren nicht
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unterschieden. Spezialisierte Labore wie das Natio-
nale Referenzzentrum (NRZ) fiir Influenza halten
zu diesem Zweck weitere HA- (und NA-)-spezifi-
sche PCR-Tests bereit, mit deren Hilfe die detek-
tierten Viren weiter subtypisiert werden [18, 19].

Im NRZ Influenza sowie einer Reihe weiterer Labore
stehen fiir den Nachweis von avidren A(H5N1)- und
A(HyNg)-Viren bereits entsprechende spezifische
PCR-Systeme bereit. Das gilt auch fiir Infektionen
des Menschen mit dem aviiren A(H9N2)- sowie
dem porzinen A(H3N2)v-Virus. Bei Auftreten ande-
rer fur den Menschen ungewdhnlicher Influenza
A-Subtypen kénnen rasch weitere spezifische PCR-
Systeme aufgebaut werden.

Im Pandemiefall ist es wichtig, dass von Beginn an
optimierte und validierte PCR-Tests zur schnellen
Diagnostik bei Verdachtsfillen zur Verfiigung ste-
hen, damit im Fall einer Infektion schnellstméog-
lich therapeutisch und durch Isolierungsmafinah-
men interveniert werden kann. Nur eine zeitnahe
Diagnostik ermdglicht eine Beurteilung der aktu-
ellen epidemiologischen Situation und damit die
Einleitung von Maftnahmen zur Eindimmung
der Virusausbreitung. Verursacht ein animales
Influenzavirus bereits sporadische Infektionen
beim Menschen, bevor es sich pandemisch aus-
breitet, werden diese diagnostischen Werkzeuge
zumindest im NRZ Influenza und weiteren in die
Influenzaiiberwachung eingebundenen Laboren
vorhanden sein. Zu Beginn der Pandemie 2009
standen die Labore allerdings weltweit vor der Her-
ausforderung, ein sich rasant um die Welt aus-
breitendes, aber zuvor unbekanntes Virus nach-
zuweisen, fuir das keinerlei spezifische diagnosti-
sche Tests bereitlagen. Es wurden daher innerhalb
weniger Tage PCR-Tests entwickelt, die auf den
ersten publizierten Sequenzen basierten und fiir
die eine umfassende Validierung aufgrund des
Mangels an Zeit und definiertem Probenmate-
rial nicht vorlag. Trotzdem wurden sie aufgrund
der epidemiologischen Dringlichkeit eingesetzt.
Einer dieser Tests wurde innerhalb kiirzester Zeit
als ready-to-use-Kit fiir den internationalen Markt
kommerzialisiert [20]. Auch fiir zukiinftige Pan-
demien ist ein solches Szenario wahrscheinlich.
Im Rahmen seiner Aufgabenstellung wird das
NRZ Influenza, auch in Kooperation mit dem
universitiren Bereich, Testsysteme fiir pandemie-

relevante Influenzaviren entwickeln und etablieren.
Obwohl die Validierung neuer PCR-Assays hohe
Prioritit hat, ist sie in der Frithphase einer Pan-
demie kaum realisierbar. Ein neuer Test ist daher
als Ubergangslésung zu betrachten, die entwe-
der durch eine spitere Validierung bestitigt oder
gegebenenfalls iberarbeitet oder gar ersetzt wer-
den muss. Generell, aber insbesondere bei einem
zuvor unbekannten Virus, miissen die Oligonukle-
otide der ersten Assaygeneration engmaschig mit
der wachsenden Zahl der Sequenzen des pande-
mischen Virus abgeglichen werden, da Mutatio-
nen in den Primer-/Sonden-Bindungsbereichen
zu unklaren oder falsch-negativen Ergebnissen
fuhren koénnen. Daher empfiehlt es sich, im
Bereich der Influenzaiiberwachung nach Mdéglich-
keit einen zweiten PCR-Test mit Zielsequenzen in
einer anderen Genregion zu verwenden und wei-
tere PCRs zum Einsatz bei unklaren Ergebnissen
bereitzuhalten [21]. Dies gilt vor allem in der Friih-
phase der Pandemie, wenn die Leistungsfihigkeit
der Tests noch nicht eingeschitzt werden kann.
Nicht zuletzt werden die erforderlichen Protokolle
der ersten Assaygeneration wie auch alle Modifi-
kationen daran rasch an die Anwender in ande-
ren Laboren weitergegeben, um schnellstméglich
eine gute Diagnostik fiir das Pandemievirus aufzu-
bauen, die auch im weiteren Verlauf der Pandemie
solide Ergebnisse zur Einschitzung der epidemio-
logischen Situation in Deutschland liefert.

3.1.2.1.2. Antigennachweis

Antigennachweise sind innerhalb weni-
ger Stunden vor allem mit Proben aus dem
Nasen-/Rachenraum (siehe Punkt 1.3 Unter-
suchungsmaterialien) in vielen Laborato-
rien durchfithrbar. Hierfiir stehen kommer-
zielle Tests als Immunfluoreszenz(IFT)- und
Enzymimmunoassay(EIA)-Tests zur Verfiigung.
Zu letzteren gehoren auch die so genannten
Schnelltests. Die Spezifitit der Antigentests ist
meist sehr gut, aber die Sensitivitit geringer als
bei Verfahren, die entweder das infektiose Virus
selbst oder sein Genom nachweisen. Hervorzuhe-
ben ist, dass mit den iiblichen und breit verfiig-
baren kommerziellen Antigentests nur ein gene-
reller Nachweis von Influenza A- oder B-Viren
moglich ist.
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Immunfluoreszenztest

Indirekte Immunfluoreszenz ist eine einfache und
schnelle Technik zum Nachweis von Influenzavi-
ren [22]. In den kommerziellen Tests sind mono-
klonale Antikérper gegen Influenza A- und B-Viren
enthalten, die eine intranukledre Partikelfluores-
zenz erzeugen. Die Sensitivitit dieser Tests wird,
verglichen mit der Virusanzucht, im Durchschnitt
mit 70 % angegeben. Der Vorteil der Immunflu-
oreszenz besteht darin, dass diese Methode gene-
rell breit einsetzbar ist. Der Nachteil liegt in den
hohen Anforderungen an das Probenmaterial und
die Erfahrung der Untersucher. Von besonderer
Bedeutung sind hierbei vor allem ausreichend viele
Epithelzellen in der Probe sowie ein sehr kurzer
Zeitraum zwischen Probengewinnung und Test-
durchfithrung.

Enzymimmunoassay

Der Enzymimmunoassay im Mikrotiterformat
(ELISA) ist in seiner Sensitivitit mit der Immun-
fluoreszenz vergleichbar, kann jedoch auch
freies Virus nachweisen und ist nicht auf frisch
gewonnenes Material angewiesen. Die verfiig-
baren Tests basieren auf einer Festphasen-Sand-
wich-Kolorimetrie-Technik. Auch hier werden
monoklonale Antikorper eingesetzt, die in der
Regel gegen das Nukleoprotein der Influenzavi-
ren gerichtet sind. Im Vergleich zur Immunflu-
oreszenz ist die leichte und sichere Auswertung
von Vorteil, die mittels Spektralphotometer und
einem festgelegten Schwellenwert erfolgt [23].

Schnelltests

Schnelltests sind einfach durchzufithren und
ermoglichen einen Nachweis von Influenzaviren
ohne Laborausriistung. Das Ergebnis liegt nach 10
bis 20 Minuten vor. Schnelltests der ersten Gene-
ration sind Enzymimmunoassays, die sich sowohl
in ihrem Format als auch in der Testdurchfithrung
etwas unterscheiden. Bei allen Tests sind mono-
klonale Antikorper gegen das Nukleoprotein von
Influenza A- und B-Viren an eine Membran gekop-
pelt. Liegen Influenzaviren im Probenmaterial vor,
so zeigt eine enzymvermittelte Farbreaktion das
positive Ergebnis an. Eine hohe Spezifitit zeich-
net alle Tests aus. Die Angaben tiber die Sensiti-
vitit schwanken zwischen 60% und 100%. Als
Referenzmethode wurden iiberwiegend die Virus-
anzucht und/oder Immunfluoreszenz eingesetzt.

Die Sensitivitit dieser Schnelltests ist der von IFT
und EIA vergleichbar [24]. Wurde die PCR als Refe-
renz eingesetzt, lag die Sensitivitit der Schnelltests
zwischen 65% und 86 % [25, 26]. Im Gegensatz
dazu zeigten erste Analysen eine wesentlich gerin-
gere Sensitivitit in Bezug auf den Nachweis des
Influenzavirus A(HiN1)pdmog [277]. Daher wurde
damals sowohl von den US-amerikanischen Cen-
ters for Disease Control and Prevention (CDC) als
auch von deutschen Fachgesellschaften empfoh-
len, Schnelltests wihrend der Pandemie nicht fiir
Therapie- oder epidemiologisch relevante Frage-
stellungen heranzuziehen. Zwei Jahre spiter zeigte
eine Metaanalyse der Daten weiterhin eine grofie
Schwankungsbreite fiir die untersuchten Tests,
denn die Sensitivitit gegeniiber dem Influenzavi-
rus A(HiN1)pdmog lag zwischen 10 % und 88 %
im Vergleich zur PCR [28].

Schnelltests der zweiten Generation basieren auf
einem Zhnlichen Testprinzip, verwenden aber
einen mit einem Fluoreszenzfarbstoff markierten
monoklonalen Antikorper gegen das Nukleopro-
tein. Vergleichende Analysen eines konventionellen
Schnelltests mit einem Test der zweiten Genera-
tion belegten fiir diesen eine héhere Sensitivitat.
Diese lag im Vergleich zur PCR bei 78 %. Generell
zeigte sich, dass unabhingig vom Testprinzip, die
Schnelltests in ihrer Sensitivitit je nach Virustyp,
Subtyp oder Stamm variieren [29)].

Schnelltests der dritten Generation beinhalten einen
Schritt zur Vervielfiltigung des genetischen Mate-
rials, um eine weitere Steigerung der Sensitivitit
zu erreichen. Dieser Schritt kann entweder als PCR
oder isothermale Amplifikation erfolgen. Erste Daten
sehen recht vielversprechend aus, miissen aber in
umfangreichen Feldstudien noch bestitigt werden.

3.1.2.1.3. Virusanzucht

Die Virusisolierung erfolgt fuir saisonale Influ-
enzaviren aufgrund der technischen Vorausset-
zungen nur in spezialisierten Laboratorien unter
Bedingungen der Sicherheitsstufe 2. Die Anzucht
von Influenzaviren stellt eine essentielle Voraus-
setzung dar, um die antigenen Eigenschaften von
Influenzaviren untersuchen zu kénnen. Hoch-
pathogene aviire Influenzaviren vom Subtyp Hj
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oder H7, neue Influenzaviren mit pandemischem
Potenzial oder in der ersten Phase einer Pandemie
zirkulierende Viren miissen unter Bedingungen
der Sicherheitsstufe 3 kultiviert werden. Ist ein
Pandemievirus schon weiter verbreitet, so kann in
Abhingigkeit von der Virulenz der Viren, wie das
auch im September 2009 erfolgte, die Restriktion
aufgehoben und die Virusanzucht wieder unter
S2-Bedingungen erfolgen. Diesbeziigliche Beur-
teilungen und Empfehlungen obliegen dem Aus-
schuss fiir Biologische Arbeitsstoffe (ABAS) [30].

Fir die Anzucht wurden iber Jahrzehnte embry-
onierte Hithnereier eingesetzt. Dieses Verfahren
ist nach wie vor fiir die Kultivierung von Referenz-
stimmen unerlisslich, wenn auch fiir die Primir-
anzucht aus Patientenmaterial seit vielen Jahren
uberwiegend Zellkulturen eingesetzt werden.
Besonders bewihrt haben sich Hundenierenzel-
len (Madin Darby Canine Kidney-(MDCK-)Zellen).
Die Ausbildung eines zytopathischen Effekts (CPE)
kann wenige Tage bis zu zwei Wochen dauern und
erfordert anschlieffend die Bestitigung der Virus-
anzucht durch einen typspezifischen Test wie z. B.
durch RT-PCR. Zur Beschleunigung des Verfahrens
kénnen virusspezifische Antigene schon vor Entste-
hen eines zytopathischen Effekts mittels IFT nach-
gewiesen werden (anhand einer Kurzzeitkultur) [31].

Die Virusanzucht ist zeitaufwendig und ihr Erfolg
hingt von verschiedenen Faktoren ab, wie Zeit-
punkt und Qualitit der Probenentnahme, Trans-
portbedingungen und dem Vorhandensein vermeh-
rungsfihiger Viren im Patientenmaterial. Die Sen-
sitivitit der Anzucht fiir saisonale Influenzaviren
korreliert mit der Viruskonzentration im Proben-
material und liegt im Durchschnitt um bis zu 20 %
niedriger als die der PCR [32]. Vergleichbare Daten
wurden auch fiir A(HiN1)pdmog-Viren erhoben
[27]. Aufgrund dieser verschiedenen Faktoren spielt
die Virusanzucht zum Nachweis einer Influenza
daher im ambulanten und im klinischen Bereich
eine untergeordnete Rolle, ist jedoch fiir die natio-
nale und globale Influenzavirustiberwachung von
grundlegender Bedeutung.

Zusammenfassende Bewertung

Eine schnelle und qualitativ hochwertige Influenza-
diagnostik ist sowohl im interpandemischen Zeit-
raum als auch wihrend der Pandemie von grofier

Bedeutung. Dies betrifft vor allem die Primirdi-
agnostik einschlieflich der Indikationsstellung
fur eine antivirale Therapie oder die Isolierung
von Patienten und Kontaktpersonen in Kranken-
hiusern zur Vermeidung nosokomialer Infekti-
onen, die Identifizierung von Ausbriichen sowie
die Influenzaiiberwachung. Schnelltests der ersten
Generation sind in ihrer Spezifitit und Sensitivi-
tit der Immunfluoreszenz und klassischen EIA-
Formaten vergleichbar. Da sie aber schneller und
einfacher durchzufiihren sind, besteht vor allem
im klinischen und auch niedergelassenen Bereich
ein grofles Interesse, leistungsfihige Schnelltests
zur Verfligung zu haben. Es ist jedoch ungewiss, ob
derzeitige Schnelltests die erforderliche Sensitivitit
Dbesitzen, um fiir die Detektion neuer pandemischer
Influenzaviren eingesetzt werden zu kénnen. Die
RT-PCR ist eine sehr schnelle, sensitive und spezi-
fische Methode zum Nachweis von Influenzaviren,
die mittlerweile in vielen Laboratorien etabliert ist.
Sie ist der einzige Test, der fiir den routinemifigen
spezifischen und sensitiven Nachweis eines neu-
artigen Pandemievirus schnell entwickelt werden
kann, so dass der RT-PCR die grof3te Bedeutung in
der Influenzavirusdiagnostik zukommt.

3.1.2.2. Antikdrpernachweis
3.1.2.2.1. Serologische Testverfahren

Influenzaspezifische Antikorper im Serum kon-
nen entweder als Gesamtimmunglobulin oder als
Antikorper der Klassen IgA, IgM und IgG nachge-
wiesen werden. Zu den am breitesten eingesetzten
Methoden zihlen die Komplementbindungsreakti-
on (KBR), EIA und der IFT. Kompliziertere Verfah-
ren wie Himagglutinationshemmtest (HHT) und
der Neutralisationstest (NT) erfordern Spezialrea-
genzien und sind nur in wenigen Laboratorien in
Deutschland etabliert. Der NT kann in verschiede-
nen Formaten — Plaque- oder Mikroneutralisati-
onstest — durchgefiihrt werden und weist, anders
als die tibrigen Tests neutralisierende Antikorper
nach. HHT und NT kénnen aufgrund der einge-
setzten Virusstimme detailliertere Informationen
liefern und somit gegebenenfalls auch direkt Aus-
kunft dariiber geben, welche Virusvariante fiir die
Infektion verantwortlich war. Eine Influenza-virus-
infektion fithrt in der Regel zu einem langfristig
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nachweisbaren IgG-Titer, aber auch ein KBR-Titer
kann tiber lingere Zeit erhoht sein. Daher soll-
te fur den Nachweis einer akuten Infektion ein
Serumpaar (Akutserum und Rekonvaleszenzse-
rum 14—20 Tage nach Beginn der Erkrankung)
untersucht werden. Als Nachweis einer frischen
Infektion wird ein vierfacher Titeranstieg gewertet.

3.1.2.2.2. Einsatz serologischer Verfahren

Die Ergebnisse der Antikorpernachweise liegen
sowohl fiir Therapieentscheidungen als auch fiir
das Patientenmanagement zu spit vor. Serologi-
sche Verfahren zum Nachweis von Influenzaspe-
zifischen Antikérpern gegen saisonale Influen-
zaviren werden daher vor allem fiir epidemiolo-
gische Studien, zur Aufklirung von Ausbriichen
und Untersuchungen zur Effizienz der Impfung
eingesetzt [33]. Auch im Rahmen der Pandemie-
vorbereitung und wihrend einer Pandemie spielt
die Serologie bei der Diagnostik nur eine unter-
geordnete Rolle. Im Mittelpunkt steht hier die
Etablierung des PCR-Tests zum spezifischen
Nachweis eines neuartigen Virus. Die etablier-
te Serologie zum Nachweis einer saisonalen
Influenzavirusinfektion ist keinesfalls einfach
auf Infektionen des Menschen mit nicht-saiso-
nalen Typ A-Viren ubertragbar. Das zeigte sich
bei Studien zur Untersuchung von Infektionen
des Menschen mit dem hochpathogenen Vogel-
grippevirus A(H5N1). Hier gilt der Mikroneutra-
lisationstest (MNT) als Goldstandard, der auch
bei Studien zu mdoglichen A(HsN1)-Infektionen
in Deutschland eingesetzt wurde [34, 35]. Bei den
pandemischen A(H1iN1)-Viren hingegen erbrach-
ten sowohl der MNT als auch der HHT vergleich-
bare Resultate [36].

Zusammenfassende Bewertung

Serologische Verfahren wie KBR, EIA und IFT
sind breit verfiigbar, spielen aber weder im Rah-
men der Patientendiagnostik noch fiir epidemio-
logische Fragestellungen eine Rolle. Studien zur
Durchseuchung in der Bevolkerung wie z. B. zum
Auftreten einer neuen Virusvariante, der Verbrei-
tung eines Pandemievirus oder zur Privalenz
von kreuz-reaktiven Antikérpern und zur Effizi-
enz von Impfstoffen konnen nur mit dem HHT
oder NT erfolgen.

3.1.3. Untersuchungsmaterialien
3.1.3.1. Art des Untersuchungsmaterials

Fiir den direkten Erregernachweis werden in der
Regel klinische Materialien des oberen Respirati-
onstraktes wie Nasenabstrich, Nasenspuilwasser,
Rachenabstrich, Rachenspiilwasser oder Absaug-
sekrete aus dem Nasen-/Rachenraum (Nasopha-
rynxaspirat, Trachealsekret) eingesetzt. Bei der
Probenentnahme sollte bedacht werden, dass die
Virusreplikation etwa 48 Stunden nach Symptom-
beginn ihren Hohepunkt erreicht hat. Die Wahr-
scheinlichkeit eines Nachweises ist daher in den
ersten zwei bis drei Tagen der Symptomatik am
hochsten. Bei Ausbreitung der Infektion auf die
unteren Atemwege ist gegebenenfalls eine Bron-
chiallavage erforderlich. Besteht der Verdacht auf
eine zoonotische Influenzainfektion, erfolgt eine
Testung auf hochpathogene A(Hs5N1)-Viren oder
Subtyp Hy-Viren, aber auch auf fiir Végel niedrig-
pathogene zoonotische, aviire Influenzaviren, wie
die derzeit (2014) in China sporadisch zirkulieren-
den A(H7Ng)-Viren.

Letale Verldufe sind sowohl bei Infektionen mit
saisonalen, niedrig- und hochpathogenen zoonoti-
schen und neuartigen pandemisch zirkulierenden
Influenzaviren bekannt. Sollte bei letalen Verldufen
mit Influenzaverdacht keine entsprechende Dia-
gnostik eingeleitet worden sein, so kann ein Nasen-/
Rachenabstrich post-mortem entnommen werden.
Im Falle einer Obduktion bei Verdacht auf eine sai-
sonale Influenza gehéren Organproben von Lunge,
Bronchus und Herz zu den geeigneten Untersu-
chungsmaterialien. Bei Verdacht auf eine A(H5N1)-
Infektion ist die Probenentnahme auch von anderen
inneren Organen wichtig. Eine Fixierung der Mate-
rialien in Formalin hemmt nachfolgende moleku-
lare Verfahren wie die PCR. Fiir eine Virusanzucht
sind Proben im nativen Zustand erforderlich.

Die Serologie spielt bei der Influenza fiir den direk-
ten Erregernachweis nur eine untergeordnete und
erginzende Rolle, wie z. B. bei A(H5N1). Daher
dienen Serumproben in der Regel dem Antikér-
pernachweis. Ein Akutphaseserum (3—5 ml Voll-
blut) sollte kurz nach Auftreten der klinischen
Symptome und nicht spiter als sieben Tage
nach Erkrankungsbeginn entnommen werden.
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Ein Rekonvaleszenzserum sollte etwa 14— 20 Tage
nach Symptombeginn entnommen werden. Steht
kein Serum aus der Akutphase zur Verfiigung, so
wird trotzdem empfohlen, ein Serum 14 Tage oder
spiter nach Erkrankungsbeginn zu entnehmen.
Antikorper in einer solchen Einzelprobe kénnten
eventuell im Neutralisationstest oder HHT nach-
gewiesen werden und bei einem neuen Virus dia-
gnostisch bedeutsam sein.

Aktuelle Hinweise zu Untersuchungsmaterial wer-
den auch auf den Internetseiten der WHO und des
RKI veroftentlicht [16, 37-39].

3.1.3.2. Materialentnahme

Die Probengewinnung sollte von geschultem Perso-
nal unter strikter Einhaltung der Hygienevorschrif-
ten und des Arbeitsschutzes gemifs dem Beschluss
des Ausschusses fiir Biologische Arbeitsstoffe 609
erfolgen [40].

Nasen- und Rachenabstriche sollten mit einem
sterilen Biirstentupfer entnommen und in ein
Rohrchen mit Virustransportlosung tiberfithrt
werden. Als Nasen- und Rachenspiilfliissigkeit
wird in der Regel sterile Kochsalzlésung verwen-
det. Nasopharynxaspirate oder andere Sekrete
werden mit Hilfe eines speziellen Absaugsystems
gewonnen. Die Durchfithrung einer Bronchial-
lavage erfolgt entsprechend den medizinischen
Richtlinien.

Bei Verdacht auf hochpathogene A(HsN1)-Viren
und andere aviire Influenzaviren mit pandemi-
schen Potenzial, wie z. B. A(H7Ng)-Viren, werden
folgende Mafinahmen bei Arbeiten am Patien-
ten empfohlen: Schutzkittel, Einweghandschuhe,
Kopfhaube, dicht anliegende Atemschutzmaske
(Schutzstufe filtering face piece (FFP) 2 bzw. FFP3;
FFP3 oder Respirator insbesondere bei potenziell
ausgeprigter Aerosolfreisetzung, z. B. Bronchosko-
pie) sowie geeignete Schutzbrille und wasserdichte
Einwegschiirze.

Informationen und Richtlinien fiir die Probenent-
nahme bei Verdacht auf eine Infektion mit avii-
ren Influenzaviren sind auf den Internetseiten der
WHO und des RKI versftentlicht [16, 37-39].

3.1.3.3. Lagerung, Verpackung und Probenversand

Die Lagerung des Untersuchungsmaterials sollte
bei 4 °C und nur kurzfristig (1 bis 3 Tage) erfolgen,
bevor das Material an ein Labor oder das NRZ Influ-
enza versandt wird. Ist eine lingere Lagerung erfor-
derlich, so sollte die Probe bei -70°C eingefroren
werden. Dies gilt sowohl fiir Materialien aus dem
oberen und unteren Atemwegstrakt als auch fiir
Gewebeproben.

Der Versand von Untersuchungsmaterial kann in
der Regel bei Raumtemperatur erfolgen. Ausge-
nommen davon sind Proben, fiir die eine Zustel-
lung oder Untersuchung zwingend am nichsten
Tag erfolgen muss. Dazu zihlen Gewebeproben,
die gekiihlt zu versenden sind und Proben mit
besonderer klinischer oder epidemiologischer Rele-
vanz. In solchen Fillen sollte der Transport durch
einen Paketdienst mit festgelegter Auslieferungs-
zeit erfolgen.

Klinische Proben mit Verdacht auf eine Infektion
durch saisonale Influenzaviren oder auch aviire
Influenzaviren mit pandemischem Potenzial sind
als ,Biologischer Stoff, Kategorie B“ der UN-Nr.
3373 zuzuordnen und nach Maflgabe der Verpa-
ckungsanweisung P650 zu verpacken.

Isolate von avidren Influenzaviren mit pande-
mischem Potenzial oder Pandemieviren sind als
»Biologischer Stoff, Kategorie A“ der UN-Nr. 2814
zuzuordnen. Die Verpackung besteht ebenfalls aus
drei Komponenten und ist entsprechend zu kenn-
zeichnen. Der Transport von biologischem Stoff der
Kategorie A kann nicht durch die Deutsche Post
erfolgen und nur von einem dafiir spezialisierten
Kurierdienst tibernommen werden.

Hinweise zum Probenversand sind auf den Inter-
netseiten der WHO und des RKI veroffentlicht

(37, 40, 41]-
3.1.3.4. Materialasservierung

Die Asservierung von Untersuchungsmaterial ist
fiir eine Reihe von Fragestellungen zwingend erfor-
derlich und betrifft vor allem Materialien, in denen
zoonotische Influenzaviren, aber vor allem aviire
Influenzaviren oder Pandemieviren nachgewiesen
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wurden. In der Frithphase einer Pandemie ist es
wichtig, erste nachgewiesene und weitere spora-
dische Infektionen im NRZ Influenza oder einem
anderen spezialisierten Labor zu bestitigen.

Solange es sich noch um sporadische Infektionen
mit einem neurartigen Virus handelt, kann eine
Sammlung asservierter Proben dazu beitragen,
neue Tests weiterzuentwickeln oder schneller und
besser zu validieren. Die Asservierung von Seren
ist vor allem wichtig, um serologische Nachweis-
verfahren zu etablieren und die im Zusammen-
hang mit dem Auftreten eines Pandemievirus ste-
henden epidemiologischen Fragestellungen zu
kliren. Respiratorisches Material einschliefRlich
Gewebeproben werden bei -70 °C und Serum bei
-20°C asserviert.

3.1.4. Untersuchungsindikation
3.1.4.1. Erkrankungsverdacht

Nach Auftreten eines pandemischen Virus wird
eine klinische Falldefinition erstellt werden, die
bei neuen Erkenntnissen anzupassen ist. Diese
Falldefinition wird in Deutschland durch das RKI
erstellt und veréffentlicht.

Zu Beginn einer Pandemie sind unbedingt alle
Verdachtsfille, die der Falldefinition entsprechen,
einer virologischen Diagnostik zuzufiihren. Dies
hat unmittelbare Auswirkungen fuir Isolierungs-
maflnahmen, Therapie, Prophylaxe sowie fiir
die Gewinnung verlisslicher epidemiologischer
Daten.

3.1.4.2. Untersuchung von Kontaktpersonen

Vor allem in der Frithphase der Pandemie, aber —
abhingig von der spezifischen Pathogenitit des
pandemischen Virus — auch in spiteren Phasen
der Pandemie, ist eine Untersuchung von Kontakt-
personen indiziert, um erforderliche Isolierungs-
mafinahmen und ggf. eine postexpositionelle Pro-
phylaxe einleiten zu kénnen und um méogliche
asymptomatisch infizierte Personen identifizieren
zu kénnen.

3.1.4.3. Monitoring der Virusausscheidung

Bei nachgewiesener Infektion mit dem pande-
mischen Influenzavirus kann in Einzelfillen zur
Bestimmung der Dauer der Virusausscheidung
und zum Therapiemonitoring ein wiederholter
Virusnachweis indiziert sein. Diese Untersuchung
besitzt auch praktische Bedeutung im Hinblick auf
die Beendigung einer IsolierungsmafRnahme.

3.1.5. Untersuchungslaboratorien
3.1.5.1. Nationales Referenzzentrum fiir Influenza

Dem NRZ Influenza kommt hinsichtlich der Influ-
enzadiagnostik, Charakterisierung der Influenza-
viren einschlieRlich einer zentralen Stammsamm-
lung und Archivierung wichtiger Materialien sowie
der Durchfithrung virologisch-epidemiologischer
Aufgaben im Pandemiefall eine zentrale Funktion
zu. Hierzu gehort auch die fachliche Abstimmung
mit dem Friedrich-Loeffler-Institut (FLI), dem Paul-
Ehrlich-Institut (PEI) und den entsprechenden
internationalen Institutionen.

3.1.5.1.1. Entwicklung von SOP (Standard Operating
Procedure) fiir die virologische Diagnostik

Unter Beriicksichtigung international gewonnener
Erkenntnisse und in Abstimmung mit dem FLI ent-
wickelt das NRZ Influenza auf der Basis der beste-
henden SOP so rasch wie méglich nach Auftreten
eines pandemischen Virus auch auflerhalb von
Deutschland SOP fiir die virologische Infektions-
diagnostik, die optimal an das aktuelle pandemische
Virus adaptiert sind. Hierzu erfolgt auch ein frith-
zeitiger Informations- und ggf. Materialaustausch
mit weiteren Experten auf dem Gebiet der Influenz-
adiagnostik (s. Kapitel 3.1.5.1.2.). Die vordringlich zu
erstellenden Arbeitsanweisungen betreffen:

» die Gewinnung von geeignetem Untersuchungs-
material

P den Transport des Untersuchungsmateriales

» die methodischen Arbeitsanweisungen fiir den
Virusgenomnachweis

» die methodischen Arbeitsanweisungen fiir die
Virusisolierung
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Weitere weniger dringliche Arbeitsanweisungen
betreffen die Auswahl geeigneter Methoden zum
Antikérpernachweis und die SOP zur Bestim-
mung spezifischer oder kreuz-reaktiver Antikor-
per gegen das Pandemievirus sowie die Methodik
zum Nachweis resistenter Virusvarianten.

3.1.5.1.2. Sicherung der diagnostischen Expertise und
Kapazitdit

Netzwerke zum Nachweis und zur Uberwachung
von Infektionserkrankungen sind sowohl auf nati-
onaler als auch internationaler Ebene etabliert.
Besonders hervorzuheben ist das seit Jahrzehnten
bestehende globale Influenzanetzwerk der Welt-
gesundheitsorganisation (WHO) Global Influenza
Surveillance and Response System (GISRS), das ver-
schiedene Komponenten vereint und in dem natio-
nale Referenzzentren und WHO-Labore eng zusam-
menarbeiten [42]. Die Influenzatiberwachung in
Europa wird durch das European Influenza Surveil-
lance Network (EISN) gewihrleistet, das durch das
European Centre for Disease Prevention and Control
(ECDC) koordiniert wird. EISN beinhaltet Struktu-
ren sowohl zur virologischen als auch epidemiolo-
gischen Uberwachung. Die Aktivititen zur virolo-
gischen Uberwachung werden durch das European
Reference Laboratory Network for Human Influenza
(ERLI-Net), ein Sub-Netzwerk innerhalb von EISN,
koordiniert [43]. Die WHO- und ECDC-Netzwerke
haben als primires Ziel, Surveillancedaten zeitnah
zu erfassen, auszuwerten und schnell zu versffent-
lichen. Dariiber hinaus werden im Rahmen des
Netzwerks Informationen und Empfehlungen zu
diagnostischen Fragestellungen erarbeitet.

Die Strukturen fiir die virologische Influenza-
surveillance sind in vielen Lindern unterschied-
lich. In den USA sind Labornetzwerke seit vielen
Jahren eine integrale Komponente der Surveil-
lance. Priméire Influenzadiagnostik wird von allen
85 US WHO Collaborating Laboratories und den
6o Laboren des National Respiratory and Enteritic
Virus Surveillance System (NREVSS) durchgefiihrt.
Die Centers for Disease Control and Prevention (CDC)
in Atlanta, USA, erhalten von beiden Netzwerken
Meldungen iiber die Anzahl und Ergebnisse der
durchgefithrten Untersuchungen sowie ein Sub-
set der identifizierten Viren von den WHO Col-

laborating Laboratories fiir die Charakterisierung
der zirkulierenden Influenzaviren [44]. In Grof2-
britannien war die Etablierung eines nationalen
Hs-Labornetzwerks im Jahr 2005 ein integraler
Teil der Pandemieplanung. Zielstellung ist eine
schnelle und akkurate Identifikation von poten-
ziellen HsNi-Infektionen in Grofbritannien und
Irland. Unter Berticksichtigung von geografischen
Faktoren, Expertise, Laborausstattung und mogli-
cher Kapazititserweiterung wurden 18 Labore aus
Grofbritannien und ein Labor aus Irland in das
Netzwerk aufgenommen. Untersuchungen von
HsNi-Verdachtsfillen (Reiseanamnese, Ausbruchs-
geschehen) sowie Ringversuche haben bewiesen,
dass ein gut etabliertes Labornetzwerk innerhalb
weniger Stunden eine akkurate Primirdiagnostik
von nicht-saisonalen Influenzaviren gewihrleis-
ten kann [45]. Die aktuelle Pandemieplanung in
Grofbritannien beinhaltet als Komponente ein
Labornetzwerk (Specialist Microbiology Network),
um eine breite und schnelle Diagnostik fiir ein
pandemisches Influenzavirus zu ermdglichen [46].

In Abhingigkeit vom Zeitpunkt nach Beginn der
Pandemie dndern sich die diagnostischen Not-
wendigkeiten und Abldufe. Um eine qualitativ
hochwertige Diagnostik wihrend einer Pandemie
rasch und flichendeckend sicherzustellen, kénnen
die diagnostische Expertise und Kapazitit gemif
den Erfahrungen aus anderen Lindern in einem
Netzwerk gebtindelt werden. Fiir Deutschland
konnte ein derartiges Influenza-Labornetzwerk
unter Leitung des NRZ Influenza bereits in der
pripandemischen Phase in Kooperation mit geeig-
neten virologischen Fachlaboratorien und den ein-
schligigen wissenschaftlichen Fachgesellschaf-
ten (Gesellschaft fiir Virologie (GfV), Deutsche
Vereinigung zur Bekimpfung der Viruskrankhei-
ten (DVV)) etabliert werden. Die Hauptaufgabe
eines solchen Labornetzwerkes bestiinde darin,
das NRZ Influenza moglichst rasch nach Beginn
der Pandemie in Deutschland bei der Bearbeitung
grofler Probenmengen auf der Grundlage quali-
tatsgesicherter einheitlicher SOP fiir die aktuellen
pandemiespezifischen-diagnostischen Verfahren
dezentral zu unterstiitzen. Informationen tiber
z.B. das Auftreten und die Zahl von schweren Ver-
ldufen sowie iiber resistente Influenzaviren aber
auch Materialien von diesen Patienten sind fiir
das NRZ Influenza wichtig.
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Hinsichtlich einer standardisierten virologisch-dia-
gnostischen Vorgehensweise in Deutschland wiirde
dem Influenza-Labornetzwerk eine ,Multiplikator-
funktion“ zukommen, da es das NRZ Influenza bei
der Beratung anderer Labore unterstiitzen wiirde.

Fiir die Aufnahme in ein Influenza-Labornetzwerk
werden die Qualifikation und Expertise sowie die
geografische Lage eines Labors als entscheidende
Parameter angesehen. In diesen Laboratorien miis-
sen sowohl die Methoden zur molekularen Influ-
enzasubtypdiagnostik als auch der Virusisolierung
in Zellkulturen stindig verfiigbar sein und darii-
ber hinaus die Expertise im sicheren Umgang mit
Infektionserregern und eine Genehmigung fiir
das Arbeiten mit Influenzaviren nach Infektions-
schutzgesetz (IfSG) vorliegen. Weiterhin ist auch
eine Expertise in der Bestimmung von Stamm- bzw.
Varianten-spezifischen Antikérpern gegen Influ-
enzaviren wiinschenswert fiir die Mitwirkung im
Netzwerk. Die Laboratorien miissen an externen
Qualititssicherungsmafinahmen teilgenommen
haben und teilnehmen.

Gute Kommunikation und regelmiflige Treffen
stellen die Voraussetzung dar, um das Labornetz-
werk zu etablieren und die Aufgaben im Pande-
miefall zu definieren. Zur Qualititssicherung
innerhalb des Influenza-Labornetzwerks sollen
Netzwerk-interne Ringversuche dienen, die auch
schon im pripandemischen Zeitraum durchge-
fithrt werden. Ringversuche zur Qualititssiche-
rung in allen weiteren Laboren mit etablierter
Influenzadiagnostik sollten moglichst rasch unter
Einbeziehung professioneller Institutionen (z.B.
das Instand Referenzlabor) durchgefithrt werden.

3.1.5.1.3. Virologisch-diagnostische Abldufe im
Pandemiefall

Die pripandemische Uberwachung ist in Deutsch-
land durch das Sentinelsystem der Arbeitsgemein-
schaft Influenza (AGI) und die Influenzatiberwa-
chung der Bundeslinder einschlieflich der Labor-
meldepflicht etabliert.

Bei Auftreten pandemischer Influenzaviren aufler-
halb von Deutschland entwickelt das NRZ in nati-
onaler und internationaler Kooperation die erfor-
derlichen SOP fiir die virologische Diagnostik. Das
System des Influenza-Labornetzwerkes kénnte zu
Beginn der Verbreitung eines potenziell pandemi-
schen Influenzavirus aktiviert werden. Bei Auftreten
erster Infektionsverdachtsfille mit einem neuarti-
gen pandemischen Influenzavirus in Deutschland
muss Untersuchungsmaterial an das NRZ Influ-
enza unter Einhaltung der einschligigen Vorschrif-
ten versandt werden. In einem nichsten Schritt bei
einer héheren Zahl an Proben konnte die virolo-
gische Primardiagnostik in den Laboratorien des
Influenza-Labornetzwerkes mit einer Laborbesti-
tigung durch das NRZ Influenza erfolgen. Ziel ist
eine moglichst rasche Etablierung der Diagnostik
einschlieflich der Bestitigung in allen Laboratorien
des Influenza-Labornetzwerkes.

Letztlich werden im weiteren Verlauf der Pande-
mie weitere Laboratorien, bei denen entsprechende
spezifische Verfahren etabliert sind, die molekulare
Diagnostik aufnehmen. Der Zeitrahmen bis zum
moglichen Durchfithren der Diagnostik in periphe-
ren Laboratorien sollte moglichst kurz sein. In der
Hochphase einer Pandemie und bei abklingender
Pandemie verliert eine flichendeckende virologi-
sche Diagnostik an Bedeutung, da die Diagnose
primir klinisch gestellt werden wird.

3.1.6. Charakterisierung von Influenzaviren

Eine antigene und molekulare Charakterisierung
der saisonal isolierten Influenzaviren ist fiir eine
primire Patientendiagnostik und Uberwachung
der Influenzaaktivitit nicht erforderlich. Diese
Daten sind jedoch von grundlegender Bedeutung
fiir die jahrliche Impfstoffempfehlung der WHO,
fuir die Erforschung der Evolution der Influenza-
viren und zur Einschitzung der Effektivitit von
Impfstoffen. Zustindig fiir eine umfassende Cha-
rakterisierung der in Deutschland zirkulierenden
Influenzaviren ist das NRZ Influenza am Robert
Koch-Institut in Berlin.
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3.1.6.1. Antigencharakterisierung

Influenzaviren sind durch eine permanente Anti-
gendrift charakterisiert, die eine jihrliche Anpas-
sung des Impfstoffs an die zirkulierenden Influen-
zaviren erfordert. Die rasche und sichere Identifizie-
rung von neuen Varianten ist von grofier Bedeutung.

Zur Untersuchung ihrer antigenen Eigenschaften
wird eine Palette spezifischer Immunseren einge-
setzt, um die Ahnlichkeit mit Impfstimmen und
frither zirkulierenden Viren zu bestimmen. Eine
solche Feindifferenzierung kann nur mit Hilfe von
Frettchen-Immunseren erfolgen, die die Immunre-
aktion beim Menschen am besten widerspiegeln.
Als Analyseverfahren kommt weltweit der HHT zur
Anwendung. Ist der HHT-Titer gegen ein neues
Virus im Vergleich zum Impfstamm oder ande-
ren Referenzstimmen signifikant reduziert, zeigt
dieses Ergebnis eine Veranderung der antigenen
Eigenschaften an.

Eine molekulare Drift wird im interpandemi-
schen Zeitraum permanent beobachtet, ist aber
nicht zwangslidufig von einer parallel ablaufenden
Antigendrift begleitet. Erst eine Akkumulation von
Aminosiureaustauschen in den Antigendominen
fithrt zu einer signifikanten Antigendrift und somit
zum Auftreten einer neuen Driftvariante [47, 48].
Die Antigendrift ist in der Regel bei A(H3N2)-Viren
am stirksten ausgeprigt und erfordert in kiirze-
ren Abstinden den Austausch der betreffenden
Impfstoffkomponente [49]. Pandemische A(HiN1)-
Viren, die seit 2009 zirkulieren, sind auch fiinf
Jahre spiter noch durch ein Antigenprofil charak-
terisiert, das dem der ersten pandemischen Viren
2009 sehr dhnlich ist, so dass der Stamm-A/Cali-
fornia/2009 auch wieder als Impfstoffkomponente
fiir die Saison 2014 / 2015 empfohlen wurde [50, 51].

Das Auftreten von neuen Driftvarianten ist nicht
vorhersagbar und die Zeitintervalle dafiir kénnen
zwischen den Influenza A-Subtypen variieren.
Daher ist es auch in den verschiedenen Phasen
einer Pandemie — sowohl fiir die Impfstoffentwick-
lung als auch fiir die Analyse der Evolution dieser
Viren — von grundlegender Bedeutung, das Anti-
genprofil eines Pandemievirus kontinuierlich zu
analysieren.

3.1.6.2. Molekulare Charakterisierung

Eine umfassende Charakterisierung der zirkulie-
renden Influenzaviren erfordert neben der antige-
nen auch eine molekulare Analyse, um detaillierte
Kenntnisse tiber die Evolution der Influenzaviren
zu erhalten. Aktuell stehen verschiedene Techni-
ken zur molekularen Charakterisierung von Viren
zur Verfiigung, die je nach Fragestellung, zeitli-
chem Aufwand sowie Umfang der zu untersuchen-
den Proben, einsetzbar sind. Die konventionelle
Sequenzierung ermdglicht die Analyse der Basen-
abfolge von Genomsequenzen bis 8oo bp Linge.
Als klassische Methode ist sie relativ zeitaufwen-
dig und ist fiir einen Hochdurchsatz nicht geeig-
net. Eine neuere Technik stellt die Pyrosequenzie-
rung (PSQ) dar, die die Sequenzierung von kurzen
Genomsequenzen innerhalb eines Tages erlaubt
und sich besonders gut fiir den Hochdurchsatz (im
96-well Format) eignet. Next-Generation Sequen-
cing ermdglicht die Sequenzierung von kompletten
Genomen in kiirzerer Zeit.

Sowohl in interpandemischen Phasen als auch
wihrend der Pandemie wird die Sequenzierung
eingesetzt, um ko-zirkulierende und neue Influ-
enzavarianten zu identifizieren und Driftereignisse
zu verfolgen. Hierfiir werden die Gene der vira-
len Oberflichenproteine HA und NA sequenziert.
Die genetische Charakterisierung erfolgt tiber die
phylogenetische Analyse und {iber Sequenzabglei-
che mit den aktuellen Referenz- bzw. Impfviren.
Von besonderem Interesse ist hierbei die Identifi-
zierung von Substitutionen, die in den bekannten
Antigendominen liegen. Analysen der in Deutsch-
land zirkulierenden Viren haben gezeigt, dass viele
Saisons durch die Ko-Zirkulation von Viren charak-
terisiert waren, die zwei oder drei verschiedenen
Gruppen zuzuordnen und durch jeweils spezifi-
sche Aminosiuresubstitutionen gekennzeichnet
waren [49, 52]. Fiir die Analyse von Varianten, die
verinderte pathogene Eigenschaften aufweisen,
werden neben Himagglutinin (HA) und Neura-
minidase (NA) auch die Gene fiir interne Proteine
phylogenetisch untersucht und iiber Sequenzab-
gleiche auf bekannte oder auch neue spezifische
Substitutionen tiberpriift.

Die PSQ-Technik wird vor allem dazu genutzt, umko-
zirkulierende Influenzavarianten mit spezifischen
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Substitutionen nachzuweisen. Fiir den Varianten-
nachweis von saisonalen sowie potenziellen pan-
demischen (z.B. avidre A(H5N1))-Influenzaviren
werden die PSQ-Assays regelmifig tiberpriift und
ggf. angepasst. Die PSQ-Technik ermdéglicht es,
im Hochdurchsatz schnell Informationen iiber
ko-zirkulierende Influenzavarianten mit ggf. tiber
spezifische Substitutionen verdnderten antigenen
oder pathogenen Eigenschaften zu erhalten. Diese
Methode ist auch sehr gut geeignet, um eine Qua-
sispezies nachzuweisen, was z. B. fiir den Virulenz-
assoziierten Polymorphismus an Position 222 des
HA vom Influenzavirus A(HiN1)pdmog erfolgreich
gezeigt werden konnte [53, 54]. Determinanten der
viralen Pathogenitit sind mit Substitutionen im
Himagglutinin, aber auch internen Proteinen wie
den Polymeraseproteinen PB2 und PBi-F2 sowie
dem NSi-Protein assoziiert [55]. Die PSQ-Technik
kann auch eingesetzt werden, um neue Influenza-
viren in Bezug auf bekannte Pathogenititsmarker
zu untersuchen.

Dariiber hinaus wurden im NRZ Influenza wih-
rend der Pandemie 2009 PSQ-Assays entwickelt,
um mogliche Reassortanten zwischen dem neuar-
tigen A(HiN1)pdmog-Virus und saisonalen Influ-
enzaviren, die zu Beginn der Pandemie noch ko-
zirkulierten, zu identifizieren. Reassortanten sind
von besonderem Interesse, da sie aufgrund des
Austausches von Segmenten unterschiedlicher
Viren zum einen vollig neue antigene Eigenschaf-
ten aufweisen oder verdnderte pathogene Eigen-
schaften und/oder eine verinderte Replikationsfi-
higkeit zeigen kénnen. Die Evolution der seit Mirz
2013 in China identifizierten A(H7Nog)-Viren ist
durch fortlaufende Reassortmentereignisse beglei-
tet und erfordert eine genaue Uberwachung neuer
A(HyNo)-Varianten [56].

3.1.6.3. Sensitivitat und Resistenz gegentiber
antiviralen Substanzen

Derzeit sind zur Therapie und Prophylaxe von
Influenzainfektionen in Deutschland verschrei-
bungspflichtige Medikamente aus zwei Wirkstoff-
klassen zugelassen. Der M2-Ionenkanalinhibitor
Amantadin gehort zur Gruppe der Adamantane
und blockiert die Freisetzung viraler RNA in das
Cytoplasma der Wirtszelle. Dieser Effekt wird bei

therapeutischer Dosierung des Wirkstoffes nur bei
Influenza A-, jedoch nicht bei Influenza B-Viren
erzielt. Die aktuell zirkulierenden saisonalen
Influenzaviren sind gegen Amantadin resistent.
Die Wirkstoffe Oseltamivir und Zanamivir aus der
Gruppe der Neuraminidase-Inhibitoren hemmen
selektiv die Neuraminidase von Influenza A- und
B-Viren, wodurch die Freisetzung neuer Viren aus
infizierten Zellen verhindert wird. Resistenzen
gegen antivirale Wirkstoffe entstehen durch Sub-
typ- und Inhibitor-spezifische Punktmutationen in
den Genen der therapeutischen Zielproteine Neu-
raminidase (NA) und Mz2-Ionenkanal. Diese mit
Resistenz assoziierten Mutationen sind Subtyp-
und Inhibitor-spezifisch und zeigen unterschiedli-
che Muster an Kreuzresistenzen. Schon eine dieser
Mutationen kann eine bis zu 8oo-fache Verrin-
gerung der Empfindlichkeit gegen den jeweiligen
Wirkstoff hervorrufen.

Genotypische Resistenzanalysen werden im NRZ
Influenza durch die Sequenzierung derjenigen
Genombereiche vorgenommen, in denen mole-
kulare Resistenzmarker gegen antivirale Wirkstoffe
lokalisiert sind. Die Sequenzierung erfolgt entwe-
der durch klassische Cycle-Sequenzierung oder
Pyrosequenzierung aus Primirmaterialien oder
aus Virusisolaten [57]. In den meisten Fillen ist die
Ableitung einer in vitro Resistenz gegeniiber antivi-
ralen Wirkstoffen anhand des Genotyps unzuverlis-
sig, da derzeit keine ausreichend gesicherten Daten
vorliegen, die eine zuverldssige Korrelation zwi-
schen einer mit Resistenz-assoziierten-Mutation
und einer tatsichlichen in vivo Resistenz ermogli-
chen. Lediglich zur Erstellung der Resistenzprofile
von Influenza A-Viren gegen Adamantane und von
Viren mit Neuraminidasegenen des Subtyps N1
gegen Oseltamivir gilt die genotypische Resistenz-
analyse als ausreichend. Fur alle iibrigen Influenza
A- und B-Viren ist die phinotypische Resistenzana-
lyse in der Zellkultur der Goldstandard.

Zur Uberpriifung der in vitro Empfindlichkeit von
Influenzaviren gegeniiber Wirkstoffen aus der
Gruppe der Neuraminidasehemmer werden Influ-
enzavirusisolate eingesetzt und diese mit Hilfe des
fluorometrischen Neuraminidase-Inhibitions-Tests
untersucht. Die Methode erméglicht die Ermitt-
lung derjenigen Wirkstoffkonzentration, bei der
50 % der Neuraminidaseaktivitit der Influenza-
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viren gehemmt ist (IC50). In internationaler Uber-
einstimmung gilt eine 10-fache Erhshung der ICs0
von NA-Inhibitoren verglichen mit sensitiven Wild-
typviren als Resistenznachweis. Da neben dem Vor-
liegen einer mit Resistenz assoziierten Mutation
verschiedene weitere Faktoren zu einer Erhchung
der ICso fithren kénnen, sollte eine in vitro Resis-
tenz durch den Nachweis eines molekularen Resis-
tenzmarkers bestitigt werden. Zum Ausschluss
von Isolierungsartefakten sollte die Sequenzierung
sowohl aus dem Originalmaterial als auch aus dem
Virusisolat erfolgen. Zur klinischen Relevanz einer
in vivo Resistenz von Influenzaviren ist derzeit erst
sehr wenig bekannt.

Eine enge Uberwachung der Resistenzeigenschaf-
ten der zirkulierenden Viren ist sowohl interpan-
demisch als auch wihrend einer Pandemie bedeut-
sam und erfolgt im Rahmen der nationalen Influ-
enza-iberwachung durch das NRZ Influenza.
Die Auswahl der zu untersuchenden Proben wird
reprisentativ fiir die Gesamtheit der zirkulieren-
den Influenzaviren hinsichtlich Herkunft, Typ und
Subtyp vorgenommen. Dabei kann die Anzahl der
Untersuchungen je nach Schwere der Saison vari-
ieren, diese umfasst jedoch mindestens 20 % der
im NRZ Influenza bestitigten Influenzaviren. So
konnten die Entstehung und die Verbreitungsdy-
namik der im Winter 2007 /2008 auf der Nord-
halbkugel unerwartet auftretenden Oseltamivir-
resistenten Influenzaviren des Subtyps A(H1iN1)
engmaschig und zeitnah untersucht und in eine
europiische Studie integriert werden [58]. Die Ent-
wicklung resistenter Influenzaviren unter dem
selektiven Druck einer antiviralen Therapie wird
durch die Analyse von Follow-up-Proben therapier-
ter Patienten untersucht [59].

Die im NRZ Influenza etablierten Systeme zur Resis-
tenzanalyse konnen beim Aufireten eines pandemi-
schen Virus verwendet und gegebenenfalls schnell
angepasst werden, so wie das auch fiir das Influen-
zavirus A(HiN1)pdmog der Fall war. Durch umfang-
reiche Untersuchungen von A(HiN1)pdmog-Viren
wurde gezeigt, dass sich das Resistenzprofil der pan-
demischen Viren von dem der saisonalen A(H1N1)-
Viren unterscheidet [60]. Im Allgemeinen gilt der
vom Virussubtyp unabhingige Neuraminidase-Inhi-
bitions-Test als Goldstandard zur Abschitzung der
Empfindlichkeit eines neuen pandemischen Virus

gegeniiber Neuraminidase-Inhibitoren. Beim Vor-
liegen von definierten molekularen Resistenzmu-
tationen kann zur Einschitzung der Entstehungs-
und Ausbreitungsdynamik resistenter Viren eine auf
dem Genotyp basierende Analyse erwogen werden.
Zur Beurteilung der Empfindlichkeit der zirkulie-
renden Viren gegeniiber Wirkstoffen aus der Klasse
der Adamantane gilt international die genotypische
Analyse durch Sequenzierung des M2-Ionenkanals
als ausreichend.

Zusammenfassende Bewertung

Die antigene und molekulare Charakterisierung
der isolierten Influenzaviren geben Auskunft iiber
die antigenen Eigenschaften der zirkulierenden
Influenzaviren, das Auftreten von neuen Varian-
ten sowie deren Phylogenie und Charakteristika.
Daten zur Evolution der Influenzaviren sind fiir
eine primire Patientendiagnostik und Uberwa-
chung der Influenzaaktivitit nicht erforderlich aber
von grofer Bedeutung fiir die Impfstoffentwick-
lung. Untersuchungen zur antiviralen Resistenz
informieren {iber das Auftreten und die Verbrei-
tung von resistenten Influenzaviren. Diese Daten
konnen sowohl in der interpandemischen als auch
pandemischen Phase zu Empfehlungen herangezo-
gen werden und im Individualfall dem Patienten-
management dienen.

3.1.7. Durchfiihrung von Studien
3.1.7.1. Evaluierung von PCR-Tests

Ziel wihrend des gesamten Zeitraums einer Pan-
demie ist eine sensitive und Subtyp-spezifische
Diagnostik. Sowohl beim Auftreten erster Ein-
zelfille und bei Beginn der Ubertragung in der
Bevélkerung, als auch bei anhaltender Ubertra-
gung in der Bevolkerung werden eine Vielzahl von
Laboren weltweit PCR-Tests sehr schnell entwi-
ckeln, publizieren und/oder innerhalb ihrer Netz-
werkstrukturen kommunizieren — wie es 2009
der Fall war [15]. Auch das NRZ Influenza wird
frithzeitig eigene Tests entwickeln, die veroffent-
licht und ggf. auch vorab an interessierte Labore
weitergegeben werden. Es ist wichtig, zumindest
eine Auswahl dieser Tests hinsichtlich ihrer Leis-
tungsfihigkeit zu evaluieren, um bei Bedarf leis-
tungsstarke Tests empfehlen zu kénnen. Dabei
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muss mit dem vorhandenen Virus-/Probenma-
terial gearbeitet werden, so dass pripandemisch
und zu Beginn einer Pandemie nur eine grobe
Abschitzung der Testqualitit erfolgen kann [21].
Mogliche Fehlerquellen konnten sein, dass die
Oligonukleotidprimer und -sonden Mismatches
zu den bekannten Sequenzen des pandemischen
Virus aufweisen oder dass eine Kreuzreaktivitit
zu anderen, nicht-pandemischen Subtypen bzw.
Viruslinien besteht. Ziel ist eine méglichst hohe
PCR-Effizienz und -Sensitivitit.

3.1.7.2. Evaluierung von Schnelltests

Beziiglich der Einsatzfihigkeit und Sensitivitit
von derzeit verfiigbaren oder in der Entwicklung
befindlichen Schnelltests fiir den Nachweis neuer
pandemischer Influenzaviren kénnen keine Aus-
sagen getroffen werden. Infektionen des Men-
schen mit hochpathogenen A(H5N1)-Viren tre-
ten seit 2003 vor allem in Stidostasien auf, wo
das Virus endemisch ist. Eine umfangreiche Eva-
luierung von Schnelltests fiir den Nachweis von
A(Hs5N1)-Viren wurde experimentell vorgenom-
men. In diese Studie wurden 20 kommerziell
verfuigbare Tests aufgenommen, die sowohl mit
hochpathogenen A(Hs5Ni)-Viren verschiedener
Stimme als auch saisonalen Influenzaviren eva-
luiert wurden. Die Sensitivitit der Tests variierte
zwischen den verschiedenen A(H5N1)-Stimmen
und war signifikant geringer im Vergleich zu sai-
sonalen Influenzaviren. Daher ist zu vermuten,
dass diese Tests nicht sensitiv genug sind, um eine
humane A(H;N1)-Infektion im frithen Stadium
zu erkennen [61].

Das pandemische Potenzial der seit April 2013 in
China sporadisch beim Menschen identifizier-
ten A(HyNg)-Viren ist unklar, aber dennoch ist
es wichtig, so frith wie moglich diagnostische
Nachweisverfahren zur Verfiigung zu stellen.
Schnelltests der ersten und zweiten Generation
wurden eingesetzt, um deren Fihigkeiten zum
Nachweis dieser HyNg-Viren experimentell zu
priifen. Die untersuchten Tests haben mit einer
Ausnahme das HyNg-Virus erkannt, jedoch mit
einer geringeren Sensitivitit als A(H3N2)- und
A(HiN1)pdmog-Viren. Ein Vergleich der Nach-
weisgrenze mit PCR-Daten HyNg-infizierter

Patienten lisst vermuten, dass nur etwa 20 % der
Proben als positiv detektiert worden wiren [62].
Diese Studien zeigen, dass derzeitige Schnelltests
fuir nicht-saisonale Influenzaviren eine geringere
Sensitivitit erwarten lassen. Auch bei zukiinftigen
pandemischen Geschehen wird der Bedarf an ver-
lasslichen Schnelltests hoch sein.

Erste Daten kénnen recht schnell mit Referenz-
stimmen erarbeitet werden. Studien zum Nach-
weis von A(HiN1)pdmog-Viren haben jedoch
gezeigt, dass die Sensitivitit nicht nur zwischen
den Tests variiert, sondern auch sehr vom Studien-
design abhingig ist [28]. Auch wenn zu Beginn der
Pandemie nur wenig Proben zur Verfiigung stehen,
sollten erste Studien zur Validierung von Schnell-
tests rasch begonnen werden, um Auskunft {iber
die Einsatzmoglichkeiten solcher Tests zu geben
und die Testresultate zu bewerten. Die bei einer
intensiveren Viruszirkulation gewonnenen Proben
erlauben dann eine breitere Evaluierung. Beson-
ders wichtig sind prospektive Studien mit einem
Patienten nahen Design.

3.1.7.3. Serologische Studien

Serologische Studien sind insbesondere im Rah-
men der Pandemievorbereitung und -bekimp-
fung von Bedeutung, um den Anteil der Bevolke-
rung abschitzen zu kénnen, der suszeptibel fiir
ein neuartiges Virus ist. Populations-basierte Stu-
dien wurden durchgefiihrt, um die Infektionsrate
sowie die Privalenz von spezifischen und kreuz-
reaktiven Antikorpern einzuschitzen. Die Untersu-
chung von A(HiN1)pdmog-Antikérpern in pri- und
post-pandemischen Seren in Deutschland zeigte
unterschiedliche Antikorpertiter fiir verschiedene
Altersgruppen und die hochsten Titeranstiege bei
Personen, die nach 1976 geboren wurden [63]. Sero-
logische Studien demonstrierten auch, dass die
Ergebnisse und Privalenzraten von einem Land
nicht generell auf andere Linder iibertragbar sind

(64, 65].

Untersuchungen A(HyNg)-infizierter Patien-
ten bewiesen, dass dieses Virus im Vergleich zu
A(Hs5N1) eine robuste Immunantwort induzierte,
die sowohl im NT als auch im HHT sehr gut nach-
weisbar ist [66]. Serologische Untersuchungen
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in China zeigten, dass bei 6 % der untersuchten
Gefliigelarbeiter, nicht aber in der allgemeinen
Bevolkerung, A(H7Ng)-reaktive Antikérper nach-
gewiesen werden konnten. Dies lief} vermuten,
dass humane A(H7yNog)-Infektionen frither nur
sporadisch auftraten und das Virus noch nicht die
Fihigkeit zu einer effizienten Mensch-zu-Mensch-
Ubertragung erlangt hatte [67]. Surveillancedaten
zur Verbreitung von pandemischen bzw. poten-
ziell pandemischen Viren belegen, dass serologi-
schen Studien eine grof3e Bedeutung zukommt,
um wichtige epidemiologische Fragestellungen
zu beantworten. Fiir eine rasche Durchfithrung
sind Vorbereitungen, wie z. B. erforderliche Ethik-
voten sowie die Identifikation und Verfiigbarkeit
geeigneter Serum-panels, essenziell.

3.1.7.4. Studien zur Erforschung von Eigenschaften
des Pandemievirus

Die evaluierten PCR-Tests kénnen auch fur eine
Vielzahl von Studien eingesetzt werden, um die
Eigenschaften der pandemischen Viren zu unter-
suchen, wie es schon im Rahmen der Pandemie
2009 erfolgte.

Eine wichtige Fragestellung betrifft die Viruslast
in verschiedenen Probenmaterialien wie Nasen-,
Rachenabstrichen, Rachenspiilwasser, bronchoal-
veoldrer Lavage (BAL), Blut und auch Organen von
Verstorbenen, um das optimale Untersuchungs-
material zu identifizieren [68, 69)].

Auch die Intensitit und Dauer der Virusausschei-
dung konnen mit Hilfe der RT-PCR bestimmt wer-
den [70]. Diese Verlaufsstudien mit verschiede-
nen Probenmaterialien sind vor allem wichtig, um
die Virusreplikation im Kérper und somit auch
Viruspathogenese besser zu verstehen. Informa-
tionen zur Viruslast im Laufe der Erkrankung
ermoglichen wiederum eine bessere Individual-
diagnostik. Kontaktpersonen kénnen untersucht
und damit Infektionsraten analysiert werden [71].
Diese Daten sind wichtig, um Schitzungen zur
Ausbreitung des Virus in der Bevolkerung zu
ermoglichen.

Generell ist die RT-PCR ein wertvoller Test, der in
verschiedene Studien einbezogen werden kann,

um Informationen zu virologischen und klini-
schen Eigenschaften der pandemischen Viren zu
liefern, die in zu erstellenden Risikobewertungen
einflieRen kénnen.

3.2. Bakteriologische Diagnostik im Rah-
men der Influenzapandemieplanung

Aus der bisher grofiten Influenzapandemie
1918 /1919 ist die Bedeutung der bakteriellen Ko-
Infektion oder Folgeinfektion/-komplikation fiir
die Gesamtmorbiditit und -mortalitit bekannt. In
einer Vielzahl von Publikationen ist dieses Phino-
men klinisch, epidemiologisch und in letzter Zeit
zunehmend auch pathogenetisch wissenschaftlich
adressiert worden. Dabei gilt dies generell auch
fuir die saisonale Influenza, wenngleich offensicht-
lich verstirkt fir die pandemische Influenza. So
treten bei ca. 0,5% aller Influenzafille bei jungen
ansonsten gesunden Personen und bei ca. 2,5%
aller Influenzafille bei Patienten mit pradisponie-
renden Faktoren bakterielle Ko-Infektionen auf[72].
Bis zu 34 % der Fille mit pandemischer Influenza
(A(HiN1)pdmog)), die weltweit auf den Intensiv-
stationen behandelt wurden, hatten bakterielle Ko-
Infekte als Komplikation [73].

Bakterielle Infektionen treten in der Regel inner-
halb der ersten sechs Tage einer pandemischen
oder saisonalen Influenzainfektion auf und sind
mit einer signifikant hoheren Mortalitit assozi-
iert [74]. Am hiufigsten werden dabei den Naso-
pharynx besiedelnde Pathogene isoliert, vor allem
Staphylococcus aureus und Streptococcus pneumoniae
[74]. Fir Ko-Infektionen durch S. aureus liegen
zunehmend tiberzeugende Daten fiir dessen Rolle
in der Schwere des Verlaufs und in der Erhéhung
der Mortalitit bei der pandemischen Influenza vor
[75—81]. Bisher wenige durchgefiihrte Studien zei-
gen dies auch fur die saisonale Influenza [75, 78,
82, 83]. In besonderer Weise sind dabei Panton-
Valentine-Leukozidin (= PVL) bildende Stimme
von S. aureus assoziiert mit der Hyperakuten Nek-
rotisierenden Pneumonie, einer besonderen Ver-
laufsform der (S. aureus) Pneumonie mit Himo-
ptoe, Leukopenie und hiufig fatalem Ausgang

[75, 84-387].
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Auch eine durch Streptococcus pneumoniae verur-
sachte Pneumonie tritt statistisch signifikant hiu-
figer als Komplikation einer Influenza auf [88].
Dieser Zusammenhang gilt fiir saisonale [88]
und pandemische [89] Influenza bei Kindern und
Erwachsenen [9o]. Sowohl pandemische (HiN1)
als auch saisonale Influenza gehen mit einem
erhohten Auftreten von bakteriellen Blutstromin-
fektionen einher [91]. Bei Kindern, die aufgrund
einer pandemischen oder saisonalen Influenza
hospitalisiert werden, fithren bakterielle Infektio-
nen hiufig zur Notwendigkeit einer intensivierten
Therapie und Verlingerung des stationiren Auf-
enthaltes [92].

Die Pathogenese einer bakteriellen Ko-Infektion bei
Influenza wird durch komplexe virale, bakterielle
und Wirtsfaktoren bedingt [93]. Zur Ko-Infektion
mit S. aureus liegen tierexperimentelle Untersu-
chungen zur Pathogenese vor [94—96]. In aktuel-
len in vitro und tierexperimentellen Untersuchun-
gen gibt es zunehmende Evidenz fiir die besondere
Bedeutung von PVL in der Pathogenese der schwe-
ren sekundiren S.-aureus-Pneumonie bei priméarer
Influenza [97-99].

Im Pandemiefall kommt daher auch der zielge-
richteten Diagnostik von bakteriellen Ko- oder
Folgeinfektionen (Pneumonien) eine besondere
Bedeutung zu. Neben der im Rahmen einer Dif-
ferentialdiagnose einer (infektiosen) Pneumonie
indizierten mikrobiologischen Diagnostik, sind im
Pandemiefall zusitzliche spezielle Untersuchun-
gen und Maflnahmen notwendig. Hierzu geho-
ren vor allem die leitliniengerechte Diagnosesiche-
rung (Mikrobiologisch-infektiologische Qualitits-
standards (MiQs) der Deutschen Gesellschaft fiir
Hygiene und Mikrobiologie (DGHM)) von Staphy-
lococcus aureus und Streptococcus pneumoniae auf
Speziesebene.

Bei Nachweis von S. aureus erfolgt zusitzlich eine
molekularbiologische (z.B. PCR) Untersuchung,
ob der nachgewiesene S.-aureus-Stamm PVL-positiv
ist (lukS-PV, lukF-PV). Wenn im Routinelabor nur
entsprechende phinotypische Methoden etabliert

sind, muss die molekularbiologische Bestitigung
im Referenzlabor erfolgen. Weiterhin wird eine in
der Routineresistenztestung festgestellte Methicil-
linresistenz molekularbiologisch (z. B. PCR) abge-
sichert und spezifiziert (mecA/mecC). S.-aureus-
Stimme mit Nachweis von Methicillin-Resistenz
und/oder PVL-Bildung werden asserviert und wei-
ter genomisch typisiert, z. B. mit Spa- und/oder
Multi Locus Sequenz Typisierung (MLST) (Refe-
renzlabor), um den Klontyp zu identifizieren.

Bei Nachweis von S. pneumoniae wird im Rahmen
der Resistenztestung insbesondere die Diagnose
einer verminderten Penicillinempfindlichkeit bzw.
einer Penicillinresistenz sowie einer Makrolidresis-
tenz abgesichert. Isolierte S.-pneumoniae-Stimme
werden weiter serologisch (Neufeld-Quellungsre-
aktion) oder molekularbiologisch (z.B. Multiplex-
PCR) typisiert, um den Kapseltyp sicher festzu-
stellen. Diese Untersuchungen sind tiberwiegend
Referenzlaboratorien iiberlassen, das Routinelabo-
ratorium muss deshalb den/die Stamm/Stimme
asservieren. Das Routinelaboratorium wird gege-
benenfalls weitergehende Typisierungen (z. B. Res-
triktionsfragmentlingenpolymorphismus (RFLP)
oder MLST) vornehmen.

Alle genannten Untersuchungen sind gemif gelten-
den Leitlinien der DGHM, z. Zt. fiir S. aureus MiQ
6 a (Teil 1), 2. Auflage 2013 und fiir S. pneumoniae
MiQ 8 (Teil II), 2. Auflage 2010, durchzufiihren,
bzw. nach der dort angegebenen Primir- Literatur.

Wenn lokal, regional oder global zum Zeitpunkt
des Beginns der Pandemie weitere bakterielle
Spezies (z.B. multiresistente Enterobacteriaceae)
oder bestimmte Klone einer Bakterienspezies (z. B.
MRSA-USA-300) — epidemiologisch gesichert —
gehiuft vorkommen, wird eventuell auch danach
schon gezielt im Routinelabor gesucht. Dies gilt
auch fiir erst im Laufe einer Pandemie epidemio-
logisch gehiuft auftretenden Bakterienklone.

Stand: 2.9.2015
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4. Surveillancekonzepte und Studien

Zusammenfassung

Surveillancesysteme dienen der systematischen,
kontinuierlichen Erhebung, Zusammenstellung,
Analyse und Bewertung von Daten sowie der zeit-
nahen, kontinuierlichen Berichterstattung der
Ergebnisse. Bei der Etablierung von Influenza-
surveillancesystemen sind die Reprisentativitit
der Datenquellen, das Erheben von Daten fiir die
verschiedenen Schweregrade der Erkrankung und
das Erfassen von Bezugsgréflen wichtige Quali-
titskriterien. Fiir die Bewertung von Surveillance-
daten in einer Influenzapandemie sind histori-
sche saisonale Daten zum Vergleich notwendig.
Studien bezeichnen zeitlich begrenzte, auf eine
gezielte Fragestellung hin ausgerichtete Unter-
suchungen, deren Ergebnisse im Allgemeinen
in wissenschaftlichen Publikationen der Fachof-
fentlichkeit zur Verfiigung gestellt werden. Die
Ergebnisse der Surveillance und aus Studien bil-
den einen mafigeblichen Teil der Information,

der fur eine kontinuierliche Risikoeinschitzung
vor, wihrend und nach einer Influenzapande-
mie notwendig ist. Die Vorbereitung pande-
mierelevanter Studien hinsichtlich Pilotierung
und der Klirung ethischer und datenschutz-
rechtlicher Aspekte vor dem Beginn einer Pan-
demie ist essentiell. Die Ubertragbarkeit von
Studienergebnissen auf die aktuelle Situation
und Fragestellung ist jeweils kritisch zu prii-
fen. Mathematische Modellierungen kénnen
im Rahmen der Pandemieplanung ebenfalls
einen Beitrag leisten, allerdings hingt die Qua-
litit der Ergebnisse sehr von der verfiigbaren
Datengrundlage und der stringenten Prifung
der eingehenden Annahmen sowie der beglei-
tenden intensiven Diskussion aller Experten
aus den verschiedenen Fachrichtungen ab. Mit
Modellierungen kénnen einzelne Teilaspekte
des Gesamtgeschehens untersucht werden.

4.1. Hintergrund und Ziel der Influenza-
uiberwachung

Die Influenzaiiberwachung erfolgt bei der saiso-
nalen, wie bei der pandemischen Influenza mit
dem Ziel, Informationen zu generieren, die eine
differenzierte Lagebeurteilung der Situation in
Deutschland erlauben und damit maRgeblich zu
einer Risikoeinschitzung beitragen. Diese dient
als Entscheidungsgrundlage fiir angepasste Pri-
ventions-, Interventions- und Kommunikations-
mafdnahmen. Die Mafnahmen sollen insgesamt
dazu beitragen, die Morbiditit und Mortalitit
durch Influenza in der Bevolkerung zu reduzie-
ren. Wihrend im Kapitel Risikoeinschitzung die
Nutzung der Ergebnisse aus Surveillance und Stu-
dien zur Risikoeinschitzung beschrieben werden,
stehen im Kapitel Surveillancekonzepte und Stu-
dien die Moglichkeiten und Limitationen der Erhe-
bung im Fokus.

Die in Deutschland etablierten und kontinuier-
lich betriebenen Influenzaiiberwachungssysteme
werden im Teil I des Nationalen Pandemieplans

niher beschrieben. In diesem Kapitel werden die
generell fiir die Influenzatiberwachung einsetz-
baren Instrumente diskutiert.

Die Surveillance umfasst dabei die systematische,
kontinuierliche Erhebung, Zusammenstellung,
Analyse und Bewertung von Daten sowie die zeit-
nahe, kontinuierliche Berichterstattung der Ergeb-
nisse, meist in Form von Berichten.” Die konkre-
ten Ziele der Influenzasurveillance umfassen die
zeitnahe Einschitzung der aktuellen Situation
beztiglich der Ausbreitung (rdumlich und zeitlich),
dem epidemiologischen Schwereprofil, der Krank-
heitslast, betroffener Altersgruppen, zirkulierender
Influenzaviren, der (genetischen und antigenen)
Ubereinstimmung der zirkulierenden Viren mit
verfiigbaren Impfstoffen und der Identifikation
von Risikogruppen fiir eine schwere Erkrankung.

¥ Lageberichte oder regelmiRige Influenzaberichte, wie z.B. Influ-
enzawochenbericht der AGIl, WISO des ECDC, EuroFlu-Bulletin
der WHO-Europaregion oder Saisonberichte, wie der Bericht der
Epidemiologie der Influenza in Deutschland, ECDC-Saisonbe-
richt, WHO-WER-Versffentlichung
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Die Erhebung von Influenzaimpfquoten sowie
die Erfassung und Bewertung von Aspekten der
Impfstoff- und Arzneimittelsicherheit bzw. uner-
wiinschter (Neben-)wirkungen werden in den Kapi-
teln Pandemierelevante Arzneimittel und Impf-
stoftkonzepte behandelt. Grundsitzlich kénnen
Surveillancekonzepte aber so konzipiert sein, dass
die Schitzung von Impfquoten in die aktive Sur-
veillance integriert ist. Ein Beispiel ist die zeitnahe
Erhebung von Influenzaimpfquoten im Rahmen
von Online-Bevolkerungssurveys. Ergebnisse der
Surveillance dienen unter anderem auch der Hypo-
thesengenerierung fiir nachfolgende Studien.

Studien sind zeitlich begrenzte, auf eine gezielte
Fragestellung hin ausgerichtete Untersuchungen,
deren Ergebnisse im Allgemeinen in wissenschaft-
lichen Publikationen der Fachéffentlichkeit zur
Verfiigung gestellt werden. In wissenschaftlichen
Studien werden Hypothesen in einer definierten
Studienpopulation zu einem bestimmten Zeit-
punkt und in einem definierten Setting untersucht.

Die Ubertragbarkeit der in einer Studie erzielten
Ergebnisse auf die aktuelle Situation muss jeweils
kritisch gepriift werden. Dies betrifft (a) die Uber-
tragbarkeit von (fritheren) Studien auf die aktu-
elle Situation (bzw. im Pandemiefall das aktuelle
Virus), und (b) die Ubertragbarkeit von Ergebnis-
sen in z. B. anderen Lindern oder Settings auf die
spezifische Situation / Fragestellung im eigenen
Land. Meist bedarf es zur Beantwortung einer Fra-
ge einer Zusammenstellung und Bewertung meh-
rerer Studien, die diese Frage unters