
Koordinierte Etablierung eines H5-Influenza-A-Virus-Tests  
in akademischen Versorgungslaboren im deutschsprachigen 
Raum

Zusammenfassung
Das aviäre Influenza-A-Virus (IAV) vom Subtyp 
H5N1 kann auch Säugetiere einschließlich Men-
schen infizieren. Bemerkenswert ist die Verbrei-
tung bei Milchkühen in den USA seit Frühjahr 2024, 
von der ein neues zoonotisches Übertragungsrisiko 
ausgeht. Die frühzeitige Erkennung von H5N1- 
Infektionsfällen beim Menschen ist eine entschei-
dende Komponente in Konzepten der Reaktions
fähigkeit auf Pandemien (pandemic preparedness). 
Standard für die Humandiagnostik ist die Proben-
testung aus dem Respirationstrakt per real-time- 
Polymerasekettenreaktion (RT-PCR). Kommerzielle 
Labortestsysteme sind für neu aufgetretene zoono-
tische Erreger oft noch nicht verfügbar, da die Ent-
wicklung und Validierung Jahre in Anspruch neh-
men können. Für solche Erreger liegt die Test
entwicklung klassischerweise bei den zuständigen 
Referenzlaboren, die auch experimentelle Testsys
teme vorhalten.  

In Zusammenarbeit dreier Nationaler Referenz
zentren (NRZ für Influenza, NRZ für Coronaviren 
und NRZ für aviäre Influenza) wurde ein spezifi-
scher H5-RT-PCR-Assay zusammen mit positiven 
Kontrollproben an 30 diagnostische Labore in 
Deutschland und Österreich verteilt, die in der 
deutschsprachigen Gesellschaft für Virologie (GfV) 
organisiert sind. Ziel der durchgeführten Aktivität 
ist die Verteilung eines neuen Assays in einem 
Netzwerk von Laboren sowie dessen Etablierung 
und Performance zu untersuchen. Formalisierte 
Rückmeldungen belegen eine zeitnahe Etablierung 
in allen Laboren des Netzwerks. 

Dieser Beitrag stellt die Möglichkeiten und Heraus-
forderungen einer solchen Implementierung für 
die H5-Subtypisierung von IAV dar und unter-
streicht die Bedeutung organisierter Labornetzwer-
ke und Ressourcen in diesen, um auf neu auftreten-
de Krankheitserreger zu reagieren.

Einleitung
Influenzaviren werden in die Typen A, B und C 
eingeteilt, wobei die saisonalen IAV und Influenza-
B-Viren (IBV) für den Menschen von besonderer 
Bedeutung sind, da sie saisonale Epidemien auslö
sen können.1 IAV besitzen auf ihrer Hülle die Glyko
proteine Hämagglutinin (HA) und Neuraminidase 
(NA),1 auf Grundlage derer die spezifischen Sub
typen bzw. HN-Kombinationen benannt werden. 
Der IAV-Subtyp H5N1, der bei Vögeln zumeist eine 
hochansteckende Erkrankung auslöst, kann nach-
weislich auch Säugetiere einschließlich Menschen 
infizieren. Seit 2003 wurden fast 900 humane In-
fektionsfälle weltweit dokumentiert, von denen 
mehr als die Hälfte tödlich verliefen.1 Seit 2021 ist 
mit der Verbreitung des H5N1-Subtyps der phylo-
gentischen Klade 2.3.4.4b ein deutlicher Anstieg 
gemeldeter Infektionen bei zahlreichen Vogelarten 
sowie bei Land- und Meeressäugetieren zu beobach-
ten.2 Solche Spill-Over-Infektionen von wilden Was-
servögeln auf Geflügelpopulationen und Säugetie-
ren oder vice versa vergrößern die betroffenen Tier-
populationen und schaffen eine breitere Replika
tionsbasis für diese Viren.3 In Verbindung mit der 
hohen Mutationsrate und der Fähigkeit des Virus 
zur Reassortierung, die per se die genetische Varia-
bilität erhöht, entstehen kontinuierlich neue Stäm-
me mit dem Potenzial, auf bessere Vermehrung in 
Säugetieren angepasst zu sein. Mutierte Viren stel-
len auch eine Herausforderung für die Labordiagnos
tik dar. RT-quantitative PCR (RT-qPCR) sind derzeit 
die Standardmethode für die  IAV-Diagnostik. Das 
NRZ für aviäre Influenza setzt zur Diagnose und 
Typisierung aviärer IAV bei Tieren den „Riems Influ-
enza A Typing Array“ (RITA) ein, welcher grundsätz
lich auch für humane Proben geeignet ist. Dazu ge-
hören eine generische, intern kontrollierte Duplex-
RT-qPCR, die eine Region im Matrix-(M-)Gen nach-
weist und zusätzliche 31 separate TaqMan®-basierte 
RT-qPCR zur Unterscheidung von 14 HA- und neun 
NA-Subtypen.4
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Die Diagnostik humaner IAV-Fälle basiert auf kom-
merziell verfügbaren Systemen, die häufig ebenfalls 
das virale M-Gen nachweisen. Eine weitere Diffe-
renzierung der Typen (d. h. der saisonal zirkulieren-
den Stämme H3N2 und H1N1pdm09) erfolgt oft 
nicht, da dies ohne größere klinische Konsequenz 
bleibt. Auch ein möglicher Eintrag des H5-Subtyps 
wird daher nicht automatisch erkannt. Um neben 
der Detektion von IAV auch eine zweifelsfreie La-
bordiagnose von humanen IAV-H5-Infektionen zu 
ermöglichen, haben die NRZ für Influenza, aviäre 
Influenza und Coronaviren eine gemeinsame Test-
implementierung in humanmedizinischen Diag-
nostiklaboren durchgeführt. 

Wir berichten hier über die Verteilung und rasche 
Etablierung des RITA H5-Subtypen-Assays zusam-
men mit positivem Kontrollmaterial (in-vitro-Tran-
skripte: IVT-1, IVT-2) an Diagnostiklaboren in 
Deutschland und Österreich sowie dessen Evaluie-
rung.

Material und Methoden

Teilnehmende Labore
Die Auswahl der Labore basierte auf Freiwilligkeit 
innerhalb des Arbeitskreises „Klinische Virologie“ 
der GfV, welche vor allem die Universitätskliniken 
mit virologischer Diagnostik versorgen. 

Assay
Der hier verwendete IAV-H5-Assay wurde vom NRZ 
für aviäre Influenza entwickelt.4,5 Zwei Primer-/ 
Sondensets, die jeweils am Anfang und Ende des 
IAV-H5-Genomsegments binden, gewährleisten die 
Detektion aller H5-Varianten. Das Einfügen von 
degenerierten Basen im PCR-Primer hilft dabei, die 
gesamte Diversität der H5-Sequenzen abzudecken. 
Abbildung 1 zeigt eine Alinierung verschiedener, 
zufällig ausgewählter, IAV-H5-Varianten sowie die 
Primer- und Sondenbindungsstellen von Set 1 und 
2. Das etablierte Protokoll nennt die Verwendung 
des Roche LC Multiplex RNA Virus Master Mix Kits, 

Abb. 1 | Alinierung verschiedener Influenza-A-Virus-(IAV-)H5-Varianten und Primer- sowie Sondenbindungsstellen von Set 1 (A) 
und Set 2 (B). Genbank accession numbers verschiedener IAV-H5-Varianten sind genannt. Degenerierte Basen in den Sequen-
zen sind typographisch betont und unterstrichen; Sterne (*) weisen zusätzlich auf Diskrepanzen zwischen Virussequenz und 
Primer-/Sondenbindungsstellen hin. 

Genbank accession numbers Primer sense Sonde (antisense) Primer antisense 

OP597612.1 H5N1 GATTTTAAAGGATTGTAGTGTAGC GGCTCCTCGGAAACCCAATGTGCG TGGTCCTACATAGTGGAGCG

AY518362.1 H5N1 GATTTTAAGAGATTGTAGTGTAGC GGCTCCTCGGAAACCCAATGTGTG TGGTCTTACATAGTGGAGAA

AF194991.1 H5N2 CATTTTGAGGGATTGTAGTGTAGC GGCTCCTTGGAAATCCCATGTGTG TGGTCTTACATAGTGGAGAA

OL369954.1 H5N3 CATTTTGAGGGATTGTAGTGTAGC GGCTCCTTGGAAATCCTATGTGTG TGGTCTTACATAGTAGAGAA

MT025068.1 H5N5 CATTCTGAAGGATTGCAGTGTAGC GGCTTCTTGGAAACCCAATGTGTG TGGTCATACATCGTGGAAAA

KT762446.1 H5N6 GATTTTAAAGGATTGTAGTGTAGC GGCTTCTTGGAAACCCAATGTGCG TGGTCTTACATAGTGGAGAG

Vergleich Bindeseq. (5‘→3‘) GATTYTAAARGATTGTAGYGTAGC
*     * *      * 

GGCTCCTYGGRAAYCCAATGTGCG
*           *     *

TGGTCYTACATGGTRGAGAG
TGGTCYTACATAGTRGAGAG

*     *     ***

Genbank accession numbers Primer sense Sonde (sense) Primer antisense

OP597612.1 H5N1 GTTCCCTAGCACTGGCAATCAT CTGGTCTATCTTTATGGATGTGCTCC CAGTGCAGAATTTGCATTTAGATTT

AY518362.1 H5N1 GTTCCCTAGCACTGGCAATCAT CTGGTCTATCTTTATGGATGTGCTCC CAATGCAGAATTTGCATTTAAATTT

AF194991.1 H5N2 GTTCCCTAGCACTGGCAATCAT CTGGTCTATCTTTCTGGATGTGTTCC CAGTGCAGAATTTGCATTTAAACTT

OL369954.1 H5N3 GTTCCCTGGCACTGGCAATCAT CTGGTCTATCCTTTTGGATGTGCTCG CAGTGCAGAATTTGCATTTGAGTTT

MT025068.1 H5N5 GTTCCCTAGCACTGGCAATCAT CTGGTCTATCTTTTTGGATGTGCTCC CAGTGCAGAATTTGCATCTAGAGTT

KT762446.1 H5N6 GTTCCCTAGCACTGGCAATCAT CTGGTCTATCTTTATGGATGTGCTCC CAATGCAGAATTTGCATTTAAATTT

Vergleich Bindeseq. (5‘→3‘) GTTCCCTAGYAYTGGCAATCAT
*

CTGGTCTATYYTTRTGGATGTGCTCC
*        *  *

CARTGCAGAATTTGCATYTAGAATT
****

A

B
B
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Kat. Nr. 06754155001 als PCR-Reagenz (s. Tab. 1). 
Den teilnehmenden Laboren stand jedoch frei, die-
ses oder andere Kits zu verwenden. Letzteres be-
dingt möglicherweise die Anpassung der Master-
mix-Zusammensetzung. Auch die Wahl des Cyclers 
zur PCR-Durchführung stand den teilnehmenden 
Laboren frei. Lediglich die Verwendung der zur Ver-
fügung gestellten Primer und Sonden war vorge-
schrieben.

Primerdesign und Assay-Durchführung
Die Primer und Sonden wurden wie publiziert ver-
wendet.4 Alle Primer und Sonden wurden zentral 
synthetisiert und in ungeöffneten lyophilisierten 
Aliquots an die Labore verteilt.

Der Primer-/Sondenmix wird wie publiziert zusam-
mengestellt und beinhaltet 7,5 pmol/µL für alle anti
sense Primer, 10 pmol/µL für alle sense Primer so-
wie 3 pmol/µL für alle Sonden.4 Die Konzentration 
des H5-HA1 sense Primers wurde auf 30 pmol/µL 
eingestellt. 

Kontrollmaterial
Als Kontrollmaterial wurden IVT des IAV-H5-Seg-
ments hergestellt. Dazu wurden synthetisch herge-
stellte DNA-Fragmente (gBlocks) bei Thermo Fisher 
Scientific bestellt. IVT-1 stellt hierbei einen Sequenz-
abschnitt am 5’ Ende des H5-Segments dar und ent-
hält die Bindungsstellen für die Primer und Sonden 
des Sets 1. IVT-2 ist äquivalent zu einem Sequenz-
abschnitt am 3’ Ende des H5-Segments und enthält 
die Bindungsstellen für die Primer und Sonden des 
Sets 2. Für die in-vitro-Transkription wurde das ME-
GAscript® T7-Kit verwendet und entsprechend den 
Anweisungen des Herstellers durchgeführt. Die 
IVT wurden unter Verwendung des Qiagen RNeasy 
Kit – RNA CleanUp Protokolls gemäß den Anwei-

sungen des Herstellers gereinigt und abschließend 
mit dem Qubit RNA HS Kit photometrisch quanti-
fiziert.

Ergebnisse
Primer und Sonden für die Detektion von IAV des 
Subtyps H5 wurden im Juli 2024 in Deutschland 
und Österreich verteilt. Es nahmen insgesamt 30 
Labore (Deutschland: 28, Österreich: 2) an dieser 
Studie teil (s. Abb. 2). Einige Labore testeten meh-
rere Kits, Cycler- und/oder Thermocycle-Profile. Für 
die Analyse der Daten wurde jedem Datensatz eine 

PCR-Reaktion PCR-Thermocyclerprofil

Komponente Volumen Temperatur Zeit Zyklen

RNase-freies Wasser 9,9 µL 45°C 20 min

Roche 5x Reaktionspuffer 4,0 µL 95°C 5 min

Primer-/Sondenmix 1 µL 95°C 15 sek
45 x

Roche RT Enzym 0,1 µL 56°C* 20 sek

Probe 5,0 µL 72°C 30 sek

Tab. 1 | Zusammensetzung der PCR-Reaktion sowie Thermocyclerprofil.

Pro PCR-Reaktion werden 15 µL Mastermix verwendet; * = Messung der Fluoreszenz bei jedem 56°C Schritt
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Abb. 2 | Anzahl teilnehmender Labore (n = 30) nach  
Land und Bundesländern. Als Vorlage diente eine Karte von  
VectorStock.com. 

10Epidemiologisches Bulletin 49 | 2025 4. Dezember 2025 11Epidemiologisches Bulletin 49 | 2025 4. Dezember 2025



spezifische Identifikationsnummer (ID) zugewie-
sen. Insgesamt wurden 38 Datensätze zurück
gemeldet. Für die Rückmeldung war eine Frist von 
30 Tagen vorgegeben. Die Rückmeldung der teil-
nehmenden Labore erfolgte innerhalb von fünf bis 
56 Tagen (Median: 22 Tage), mit einer Nachreichung 
eines einzelnen Labors nach 180 Tagen. Technische 
Rückfragen während des Implementierungsprozes-
ses wurden von zwei Laboren gestellt. 

Zehn von 30 Laboren verwendeten das in dem Stan-
dard Operating Procedure (SOP) spezifizierte PCR-
Kit (Roche LC Multiplex RNA Virus Master Mix Kit), 
andere adaptierten die Methodik auf äquivalente 
Reagenzien. Tabelle 2 im Anhang zeigt eine Über-
sicht aller verwendeten Kits und Cycler sowie die 
damit detektierten Cycle-threshold-(Ct-)Werte der 
unverdünnten IVT.

Neben der Testung der unverdünnten IVT-1 und 
IVT-2 haben die teilnehmenden Labore beide IVT 
seriell verdünnt und eine Endpunktbestimmung 
durchgeführt. In 34 Datensätzen wurde das unver-
dünnte IVT-1 und IVT-2 getestet. In vier Datensätzen 
wurden die unverdünnten IVT nicht getestet. Die 
Ct-Werte des unverdünnten IVT-1 lagen zwischen 
18,2 und 34 (Mittelwert = 23,6 ± 2,9, s. Abb. 3A). Die 
Ct-Werte für das unverdünnte IVT-2 schwankten 
zwischen 16,3 und 25 (Mittelwert = 20,5 ± 2,1) (s. 
Abb. 3B). Ein Labor konnte das IVT-1 in keiner der 
Verdünnungen nachweisen. Alle teilnehmenden 
Laboratorien konnten IVT-2 in den Verdünnungen 
1 : 10 bis 1 : 1.000 nachweisen. IVT-1 und IVT-2 wur-
den in einer Verdünnung von 1 : 100.000 von sechs 
bzw. 19 Laboren nachgewiesen (s. Tab. 3). 
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Abb. 3 | Detektierte Nachweisgrenze der teilnehmenden Labore. Detektierte Cycle-threshold-
(Ct-)Werte von unverdünntem in-vitro-Transkript (IVT)-1 (A) und IVT-2 (B).

cps/µL = Transkriptkopien pro Mikroliter
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IVT-1 IVT-2 

Verdünnungsstufe
Detektiert

Verdünnungsstufe 
Detektiert

Gesamtanzahl der Datensätze 
Anzahl/Gesamt % Anzahl/Gesamt %

unverdünnt 33/34 97,1 unverdünnt 34/34 100 38

1 : 10 37/38 97,4 1 : 10 38/38 100 38

1 : 100 36/38 94,7 1 : 100 38/38 100 38

1 : 1.000 32/38 84,2 1 : 1.000 38/38 100 38

1 : 10.000 18/38 47,4 1 : 10.000 35/38 92,1 38

1 : 100.000 6/38 15,8 1 : 100.000 19/38 50 38

Tab. 3 | Anzahl der Datensätze, in denen das positive Kontrollmaterial (in-vitro-Transkripte IVT-1 oder IVT-2) in verschiedenen 
Verdünnungsstufen nachgewiesen wurde.

Diskussion
Die hier beschriebene veterinär- und human
diagnostisch übergreifende, flächendeckende Im-
plementierung eines H5-IAV-Tests belegt die Reak-
tionsfähigkeit der drei beteiligten deutschen NRZ 
und dem Netzwerk akademischer Versorgungslabo-
re im deutschsprachigen Raum. Insgesamt verlief 
die Implementierung reibungslos und war mit 
wenigen Rückfragen verbunden. Diese betrafen v. a. 
technische Details wie Anpassung auf andere PCR-
Cycler und technische Charakteristika wie Fluores-
zenzfarbstoffe und Quencher, der zur Verfügung 
gestellten Sonden. Rückfragen z. B. zur SOP gab es 
nicht. Die von den Laboren zurückgemeldeten Ct-
Werte der Kontrollmaterialien wiesen nennenswerte 
Unterschiede auf, was unter anderem auf den Ein-
satz unterschiedlicher PCR-Kits und Thermocycler 
zurückzuführen sein dürfte. Der direkte Vergleich 
technisch identischer Kontrollproben zeigt, dass 
Ct-Werte bei laborbasiert formulierten Tests kein 
direkt vergleichbares quantitatives Maß darstellen. 
Während der COVID-19-Pandemie stellte das NRZ 
für Coronaviren daher quantifizierte Standardprä
parationen über INSTAND bereit, die es Laboren 
ermöglichten, ihre Ct-Referenzbereiche anhand vor-
gegebener Proben zu kalibrieren, die die Bewertungs
grenzen einer Empfehlung des Robert Koch-Insti-
tuts zur PCR-basierten Bewertung der Infektiosität 
abbildeten.6

Um die Ergebnisse verschiedener Labore vergleich-
bar zu machen, sind daher Maße wie die Konzen
tration viraler RNA auf der Grundlage der Kalibra-
tion mit standardisierten Positivkontrollen uner-
lässlich. Dies unterstreicht den dringenden Bedarf 

an Referenzmaterialien, die quantitative Aussagen 
ermöglichen und den Interlaborvergleich erlauben.7

Die beobachteten Schwankungen der Ct-Werte so-
wie die unterschiedlichen Verdünnungsstufen, bei 
denen noch ein positives PCR-Ergebnis erzielt wur-
de, deuten auf eine variable Nachweisgrenze in den 
beteiligten Laboren hin. Ziel der durchgeführten 
Aktivität war jedoch nicht die Bestimmung eines 
laborübergreifenden formalen Detektionslimits für 
den H5-Nachweis. Da der Assay nicht für ein initia-
les Screening auf IAV vorgesehen ist, sondern für 
die Subtypisierung von H5-Varianten bereits getes-
teter IAV-positiver Proben, ist eine besonders hohe 
Sensitivität hier auch von nachgeordneter Bedeu-
tung. Dennoch lassen sich aus der Aktivität einige 
relevante Beobachtungen ableiten: Auffällig war, 
dass die Kontrollprobe IVT-1 trotz vergleichbarer 
Konzentration gegenüber IVT-2 von den Laboren 
deutlich schlechter detektiert wurde. Mögliche Ur-
sachen hierfür sind Unterschiede in der Perfor-
mance der beiden Primer-/Sondensets. Auch char-
genabhängige Qualitätsunterschiede bei der Primer- 
Synthese könnten dies erklären. Fehlerhafte Oligo-
nukleotid-Synthesen und sogar Kontaminationen 
mit positivem Material wurden zu Beginn der 
COVID-19-Pandemie beschrieben8 und stellten Hin
dernisse in der flächendeckenden Etablierung von 
Testsystemen für SARS-CoV-2 dar.9

Um derartige Faktoren zu minimieren, wurden im 
Rahmen unserer Aktivität Primer und Sonden zen-
tral lyophilisiert bestellt und aus einer einzigen Syn-
these an alle Labore verteilt. Dadurch wurde sicher-
gestellt, dass alle teilnehmenden Labore identisches 
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Ausgangsmaterial für die Oligonukleotide erhielten. 
Die Stärke einer solchen koordinierten Implemen-
tierung ist die Robustheit gegenüber solchen Stör-
faktoren, sodass Prozesse innerhalb der Labore im 
Teilnehmerkreis besser verglichen werden können.

Eine vergleichbare Aktivität wurde zwischen Mai 
und Juli 2024 von den NRZ für aviäre Influenza 
und Coronaviren im europäischen Kontext durch-
geführt. Hier wurde neben dem H5-Assay auch ein 
Assay für das Screening auf IAV, mittels eines gene-
rischen IAV-Nachweises verteilt.4,5,10 An dieser Akti-
vität beteiligten sich 14 Expertenlabore aus 12 euro-
päischen Ländern. Als Standard für den H5-Assay 
wurde hier nur IVT-2 verteilt. Eine Beurteilung der 
Daten aus beiden Aktivitäten zeigt eine vergleich
bare Performance auf breiter europäischer Ebene 
sowie ähnliche Herausforderungen im Hinblick auf 
die Diversität der eingesetzten PCR-Reagenzien. 
Diese Beobachtung deckt sich mit Erfahrungen aus 
anderen Ringversuchen und Vergleichsstudien zur 
Verteilung von PCR-Tests.11

Diese und vergleichbare Aktivitäten11–14 testen und 
demonstrieren die schnelle Verteilung und Etablie-
rung eines neuen PCR-Assays im deutschen und 
europäischen Kontext. Der hier dargestellte Ansatz 
zeigt eine Strategie für die Versorgung von 
Diagnostiklaboren mit Tests und auch Kontrollma-
terial auf, welche für die Detektion von neu auftre-
tenden Pathogenen notwendig sind. Dies ist insbe-
sondere dann von großer Bedeutung, wenn es sich 
um Pathogene handelt, für die noch keine kommer-
ziell erhältlichen Tests verfügbar sind. Bei einem 
H5N1-Eintrag oder dem Auftreten neuer Pathogene 
können die Assays durch Aktivitäten wie die hier be-
schriebenen zur Verfügung gestellt und schnell ein-
gesetzt werden. Hierdurch kann zum einen ein 
Viruseintrag zuverlässig identifiziert werden und 
zum anderen die Zeit, die für die Entwicklung eines 
neuen, standardisierten Tests notwendig ist, über-
brückt werden.
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