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Virologische Analysen im Nationalen Referenzzentrum
fiir Influenzaviren wihrend der Influenzasaison 2023 /2024

Die Influenzasaison 2023/2024 war eine Saison
im Nachgang der Coronavirus Disease 2019-
(COVID-19-)Pandemie. Wenngleich die Zirkula-
tionsraten der meisten respiratorisch tibertragbaren
Viren wenig auffillig waren, zeigten sich doch zwei
Besonderheiten: Zum einen ein sehr steiler Anstieg
der Zirkulation von Influenzaviren A(HiN1)pdmog
Ende Dezember 2023, welcher durch die bundes-
weiten Ferien zum Jahreswechsel unterbrochen
wurde, sich im Januar 2024 fortsetzte und unge-
wohnlich frith Ende Januar seinen Gipfel erreichte
(Kalenderwoche [KW] 5/2024). Zum anderen an-
deren die langestreckte Severe Acure Respiratory
Syndrome Coronavirus Type 2-(SARS-CoV-2-)Welle
vom Ende der Sommerferien bis zum Jahresende
2023 (KW 34/2023 bis KW 52/2023; sieche Abbildun-

Im Nationalen Referenzzentrum fiir Influenzaviren
(NRZI) unterschied sich die Erfassung und Unter-
suchung der Saison 2023/2024 von den vorher-
gehenden Saisons durch den Aufbau eines Senti-
Arztpraxen, die am ambulanten Sentinel teilneh-
men, sandten 15 Kliniken Abstrichproben aus dem
stationdren Bereich ein. Dies erméglichte zum ers-
ten Mal einen Vergleich der Zirkulationsmuster der

Link kann auch die finale Auswertung mit den phy-

logenetischen Analysen der Influenzaviren und zum
Zirkulationsverlauf der auflerdem erfassten respira-
torisch tibertragbaren Viren abgerufen werden.

Der vorliegende Artikel beschiftigt sich mit der ver-
gleichenden genetischen Analyse der Influenza-
viren im ambulanten und stationiren Sentinel in

der Saison 2023/2024 sowie mit antigenen Charak-
terisierungen in Bezug auf die Passgenauigkeit der
Impfstimme und Resistenzprufungen.

Methoden

Probenumfang und Untersuchungen

Von KW 40/2023 bis KW 35/2024 wurden insge-
samt 10.203 Proben untersucht, davon 8.160 aus
dem Sentinel im ambulanten Bereich (ARE-Senti-
nel), 1727 Proben aus dem stationdren Bereich
(SARI-Sentinel), 292 Proben aus Auftragsunter-
suchungen (NRZ-Auftrige zu Typisierungen und
der Untersuchung schwerer Fille) und 24 Proben
aus Ringversuchen.

Die Untersuchungen erfolgten mit Reverser Trans-
kriptase quantitativer Echtzeit-Polymerase-Ketten-
reaktion (RT-qPCR) auf folgende Erreger: Influenza-
viren A(HiN1)pdmog, A(H3N2), B/Yamagata, B/
Victoria, C (in Auftragsuntersuchungen zum Teil
auch auf aviire Viren wie z. B. H5N1), SARS-CoV-2,
endemische Coronaviren (HKUi, NLG63, OC43,
229E), Parainfluenzaviren (PIV) 1-4, Respiratorische
Synzytialviren (RSV), Humanes Metapneumovirus
(HMPV), Humane Rhinoviren (HRV), Adenoviren.!
Die von Oh et al. (2022) beschriebene Methode'wur-
de inzwischen auf ein Onestep-Protokoll umgestellt,
die Oligosequenzen wurden teilweise {iberarbeitet
und der H3 Assay wurde ausgetauscht; eine Publika-
tion zu den Aktualisierungen wird vorbereitet.

Ausgewihlte Influenza-positive Proben wurden mit
Next Generation Sequencing sequenziert (n=912),2
beziiglich der Passgenauigkeit der Impfstimme
mittels Himagglutinationshemmtest charakteri-
siert (n=863)° und auf Resistenzen untersucht
(Amantadin und Rimantadin n=382; Oseltamivir
und Zanamivir phinotypisch n=350, genotypisch
n=447, phinotypisch und genotypisch n=120; ge-
notypische Analyse auf Resistenzen gegen Baloxavir
marbocil n=871).+7
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Ergebnisse und Diskussion

Zirkulation respiratorischer Viren

in der Bevolkerung

Die Zirkulationskurven der respiratorisch iibertrag-
baren Viren im ambulanten und stationiren Be-

l6sung und besseren Reprisentativitit fiir das Ge-
schehen in der Gesamtbevolkerung wird nachfol-
gend die Zirkulation der Viren anhand der Ergeb-
nisse im ambulanten Sentinel beschrieben.

Rhinoviren zirkulierten ganzjihrig mit wochent-
lichen Positivenraten von 10—30 %, mit Ausnahme
des Januar 2024, als deren Verbreitung durch die
Konkurrenz zu Influenzaviren unterdriickt wurde.?
PIV wurden jeweils im spiten Frithjahr und Som-
mer 2023 und 2024 hiufiger detektiert, mit einem
Hohepunkt jeweils im Mai, und entsprachen somit
den bekannten Zirkulationsmustern.® Adenoviren
konnten ganzjihrig mit geringen Positivenraten
nachgewiesen werden. HMPV zirkulierten in der
ersten Jahreshilfte und hatten im Mai 2024 Positi-
venraten {iber 15 %. Endemische Coronaviren waren
hauptsichlich im Winter 2024 nachweisbar mit
Positivenraten unter 10 % und damit vergleichbar zu
Jahren vor der COVID-19-Pandemie.” Die Saison
2023/2024 war bei den Influenzaviren durch eine
frithzeitige und starke A(HiN1)pdmog-Welle cha-
rakterisiert (Beginn der Grippewelle KW 50/2023),

an die sich eine schwache Welle der Zirkulation von
B/Victoria-Viren anschloss (Ende der Grippewelle
KW 12/2024). Die RSV-Welle war weniger stark als
in den letzten Saisons, begann in KW 47/2023 und
endete in KW 10/2024. SARS-CoV-2 wurden von
KW 34/2023 bis 52/2023 regelmiflig mit Positiven-
raten iiber 10 % im ARE-Praxis-Sentinel nachgewie-
sen; seit KW 1/2024 gingen die Positivenraten zu-
riick und stiegen ab KW 25/2024 wieder an. Die
SARS-CoV-2-Aktivitit unterscheidet sich sowohl
von den Positivenraten als auch vom zeitlichen Ver-
lauf von der endemischer Coronaviren. Die Wellen
der Zirkulation von Influenzaviren, von RSV und
SARS-CoV-2 spiegelten sich auch im stationiren
Bereich wider. Dariiber hinaus wurden auch HRYV,
PIV und HMPV bei hospitalisierten Patientinnen
und Patienten nachgewiesen.

Molekulare Analyse von Influenzaviren

Um die genetisch analysierten Influenzaviren besser
unterscheiden zu kénnen, werden diese bestimmten
Gruppen zugeordnet, die spezifische Mutationen im
Himagglutinin-Gen teilen. Diese werden als Kladen
bezeichnet. Die molekulare Analyse ergab eine
Dominanz der Nextclade-Subkladen C.1.9, C.1.8 und
Diese wurden sowohl im ARE- und SARI-Sentinel
als auch in den Auftragsuntersuchungen am hiu-
figsten nachgewiesen und waren am hiufigsten mit

Subklade | Mutationen oder Substitutionen Klade ARE total | ARE Pneu | SARI total | SARI Pneu | NRZI total | NRZI SF
C1 HA1:54Q, HA1:186T, HA1:189E, HA1:308R | 5a.2a 98 5 13 2 19 2
C.1.1 HA1:137S, HA1:142R 5a.2a.1 0 0 2 1 0 0
C.1.7 HA2:206V, HA1:94N, nuc:905G 5a.2a 2 0 1 0 0 0
C.1.7.2 HA1:142R, SigPep:8I 5a.2a 6 0 0 0 1 0
C.1.8 HA1:120A, HA1:471, nuc:992G 5a.2a 183 6 29 4 27 0
C.1.9 HA1:120A, HA1:169Q, nuc:992G 5a.2a 231 7 23 7 18 5
D HA1:216A 5a.2a.1 12 0 1 0 1 0
D.1 HA1:45K 5a.2a.1 15 0 1 0 1 0
D.2 HA1:113K 5a.2a.1 14 0 1 0 1 0
D.3 HA1:120A, HA2:45V 5a.2a.1 13 0 2 0 2 0
D.4 HAT1:120A, nuc:344T 5a.2a.1 2 0 0 0 0 0
576 18 73 14 70 7

Influenza-A(H1N1)pdmog-Viren

ARE = akute respiratorische Erkrankungen im ambulanten Sentinel; SARI = schwere akute respiratorische Infektionen im
stationdren Sentinel; NRZI| = Nationales Referenzzentrum fiir Influenzaviren; Pneu = Pneumonie; SF = schwere Fille
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Subklade in Bezug auf Pneumonien besonders her- suchten Proben waren kaum Fille mit Pneumonien
vor. oder SARI-Fille mit Influenza-B-Virusinfektion ver-

Die A(H3N2)-Influenzaviren wurden in der Saison

2023/2024 nur selten nachgewiesen. Es gab nur we- Antigene Charakterisierung und
nige Fille im stationiren Bereich (s. Tab. 2, Abb. 2). Resistenzanalyse von Influenzaviren
Um die antigenetischen Eigenschaften der Influen-
An die starke A(HiN1)pdmog-Welle schloss sich zaviren zu analysieren, wurden Influenzavirus-
eine moderate B/Victoria-Welle an. Bei den unter- isolate im Himagglutinationshemmtest auf ihre
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Abb. 1| Anteil der Nextclade-Subkladen von A(H1N1)pdmog-Influenzaviren der Saison 2023/24 in der ARE-, SARI-Surveillance
und anderen Untersuchungen (NRZI-Auftrage)

Pneu = Pneumonie; SF = schwere Fille; ARE = akute respiratorische Erkrankungen im ambulanten Sentinel; SARI = schwere
akute respiratorische Infektionen im stationiren Sentinel; NRZI = Nationales Referenzzentrum fiir Influenzaviren

Subklade | Mutationen oder Substitutionen | Klade ARE total ARE Pneu SARI total | SARI Pneu | NRZI total NRZI SF
J HA1:140K 2a.3a.1 1 0 0 0 0 0
J.1 HA1:25V, HA2:18M 2a.3a.1 9 0 0 0 1 0
).2 HA1:276E, HA1:122D 2a.3a.1 21 1 2 0 10 0
)3 HA2:176l 2a.3a.1 1 0 0 0 0 0
.4 HA1:173R, HA1:276E, SigPep:3T | 2a.3a.1 0 0 0 0 2 0
32 1 2 0 13 0

ARE = akute respiratorische Erkrankungen im ambulanten Sentinel; SARI = schwere akute respiratorische Infektionen im
stationiren Sentinel; NRZI = Nationales Referenzzentrum fiir Influenzaviren; Pneu = Pneumonie; SF = schwere Fille
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Abb. 2 | Anteil der Nextclade-Subkladen von A(H3N2)-
Influenzaviren der Saison 2023/2024 in der ARE-
Surveillance (H3_ARE) und bei Einsendungen an das
NRZI (H3_NRZ).
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Abb. 3 | Anteil der Nextclade-Subkladen von B/Victoria-
Influenzaviren der Saison 2023/24 in der ARE-Surveillance
(Vic_ARE) und bei Einsendungen an das NRZI (Vic_NRZ).

Subklade | Mutationen oder Substitutionen Klade ARE total | ARE Pneu | SARItotal | SARI Pneu | NRZ total NRZ SF
C HA1:127T, HA1:144L, HAT1:203R V1A3a.2 0 0 0 0 0 0
C.5 HAT:197E, nuc:351G V1A3a.2 11 0 0 0 0 0
C5.1 HA1:183K, nuc:1377C V1A.3a.2 43 1 2 1 3 0
C.5.6 HA1:129N, nuc:555T, nuc:435G V1A.3a.2 26 0 0 0 0 0
C.5.7 HAT1:128G, HA1:183K, nuc:195C | V1A.3a.2 60 1 0 0 1 0
140 2 2 1 4 0

ARE = akute respiratorische Erkrankungen im ambulanten Sentinel; SARI = schwere akute respiratorische Infektionen im
stationiren Sentinel; NRZI = Nationales Referenzzentrum fiir Influenzaviren; Pneu = Pneumonie; SF = schwere Fille

Reaktivitit mit Antiseren getestet, die in Frettchen
gegen die Impfstimme der Influenzasaison 2023/
2024 generiert wurden (A/Victoria/4897/2022
A(HiN1)pdmog, A/Darwin/9 /2021 A(H3N2), B/Aus-
tria/1359417/2021 B/Victoria, B/Phuket/3073/2013 B/

gleich der Reaktivitit der Virusisolate zum Titer des
Impfstammvirus kénnen Schlussfolgerungen gezo-
gen werden, inwieweit die zirkulierenden Influen-
zaviren antigenetisch vom Impfstammvirus abwei-
chen. Dies ist allein auf der Basis genetischer Ana-
lysen nicht méglich. Alle A(HiN1)pdmog-Viren rea-
gierten sehr gut mit dem entsprechenden
Referenzserum. Da in der Saison 2023/2024 haupt-
sachlich A(HiN1)pdmog-Influenzaviren der Klade
A/Sydney/5/2021 zirkulierten, wurden die Viren
auch gegen dieses Virus getestet. Die Viren reagier-
ten entweder gleich stark oder grofitenteils eine

log,-Titerstufe hoher als mit A/Victoria/4897/2022.
Alle isolierten A(H3N2)-Viren wurden vom gegen
den Impfstamm gerichteten Referenzserum (Impf-
stoftvirus A/Darwin/g/2021) im Himagglutinations-
hemmtest gut erkannt, jedoch reagierten die aktuel-
len Isolate deutlich schwicher als das Impfstoft-
virus. Da A(H3N2)-Viren der Klade 2a.3a.1 in den
Nachweisen dominierten, wurde von der Weltge-
sundheitsorganisation (WHO) fiir die nichste Sai-
son ein Impfstoftvirus dieser Klade empfohlen, das

B/Victoria-Viren wurden vom Impfstammantiserum
(B/Austria/1359417/2021) ebenfalls detektiert, rea-
gierten aber grofitenteils schwicher als das Impf-

NEIRE
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gesprochen gute Passgenauigkeit der A(HiNi)
pdmog-Impfstimme in der Saison 2023/2024 vor.
Obwohl der Impfstamm einer anderen Klade ange-
horte als die zirkulierenden Viren, gab es eine sehr
hohe Kreuzreaktivitit, die sich bis zum Ende der Sai-
son 2023/2024 nicht verinderte. Bei den Influenza
A(H3N2)- und B/Victoria-Viren reagierten die meis-
ten Isolate schwicher als das homologe Impfstamm-
virus, dennoch gab es eine deutliche Reaktivitit. Die-
se Daten sind so zu werten, dass die Passgenauigkeit
dieser Impfstimme gut war, jedoch die geringere Re-
aktivitit in einer geringfiigig kiirzeren Dauer der Im-
munitit im Vergleich zu den A(HiN1)pdmog-Viren
resultierte. Diese Analysen dienen der Untersu-
chung der Passgenauigkeit der Impfstimme; sie er-
lauben keine vollstindigen Aussagen zur Wirksam-
keit der Impfstoffe, da hier noch andere Faktoren
beriicksichtigt werden miissen (Abstand zur letzten
Impfung, Zahl vorangegangener Antigenkontakte,
Expositionsdosis, Alter u.a.). Weil diese Parameter
in die Berechnung der Vaccine effectiveness (VE)
nicht einbezogen werden kénnen, ergeben sich hiu-
fig VE-Werte, die nicht den Daten der im Labor er-
mittelten Passgenauigkeit entsprechen. B/Yamagata-
Viren wurden nicht detektiert. Die B/Yamagata-
Viren wurden in den letzten Jahren auch auf inter-
nationaler Ebene nur vereinzelt nachgewiesen,
meist im Zusammenhang mit der Anwendung von
Lebendimpfstoff. Da man davon ausgeht, dass diese
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von GISAID fur die Sequenzen, die fiir vergleichende
Analysen genutzt wurden. Weiterhin bedanken wir uns
bei Mareen Adam, Kristina Rae

Fabian, Heike Fischer, Susi Hafemann, Anabel Hales,
Youngsun Ham, Ute Hopf-Guevara, Carmen Karstadt-
Schulze, Petra Kurzendorfer, Katja-Irena Madaj,
Jeanette Milde, Bettina Mischke, Anneliese Schindel,
Maria Smallfield, Christine Spingies, Nathalie Tollard,
Robert Koch Institut,

Berlin fiir die Assistenz bei den Laboruntersuchungen.
Wir danken der Sequencing Core Facility des Genom-
kompetenzzentrums (MF1) des Robert Koch-Instituts
fur den hervorragenden Librarypraparations- und
Sequenzierservice.

Wir danken fiir die Férderung der Arbeiten durch
das Bundesministerium fiir Gesundheit (Projekte
IMS-NRZ/KL [D81959] und IMS-RKI [D82015,
Teilprojekt C1.1]).


https://iris.who.int/handle/10665/241965
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8798701/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8798701/
https://doi.org/10.3390/microorganisms9071508
https://doi.org/10.3390/microorganisms9071508
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