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Zusammenfassung

Influenzaviren besitzen die Féhig-
keit sich kontinuierlich zu verén-
dern, wobeli vor allem die beiden an
der Virusoberfliche liegenden Anti-
gene, das Hamagglutinin (HA) und
die Neuraminidase (NA) von diesen
Verdnderungen betroffen sind.

Dieses als Antigen-Drift bezeichne-
te Phinomen stellt vor allem fiir die
alljahrliche Impfstoftherstellung
eine konstante Herausforderung dar,
da die Wirksamkeit der Impfstofte in
erster Linie von der Ahnlichkeit der
im Impfstoff enthaltenen Virusstam-
me mit den tatsdchlich zirkulieren-

den Viren bestimmt wird.

Um neu auftretende Drift-Varianten
frithzeitig zu erfassen, haben wir die
Dynamik der antigenen und geneti-
schen Verianderungen des Hamag-

glutinins der in Osterreich in den
Saisonen 2003/04 bis 2006/07 zir-
kulierenden Influenzaviren mittels
antigener und genetischer Charakte-
risierung untersucht. Im Folgenden
prasentieren wir die Zusammenfas-
sung der erhobenen Daten im Hin-
blick auf den jeweils dominierenden
Stamm, die neu aufgetretenen Drift-
Varianten und die Ubereinstimmung
der zirkulierenden Stimme mit den
fiir die entsprechende Saison emp-

fohlenen Impfstimmen.
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Summary

Human influenza viruses are subject
to continuous antigenic drift and this
phenomenon poses great problems
for the annual production of vacci-
nes which should ideally be manu-
factured from strains closely mat-
ching the predominant strains of the
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coming influenza season. We have
investigated the epidemiology and
the dynamics of antigenic and gene-
tic changes in the hemagglutinins of
circulating influenza strains in four
consecutive seasons (2003/04 to
2006/07) in Austria. Each of the four
seasons was dominated by different
influenza viruses, but in all cases
sequencing revealed the co-circula-
tion of newly evolving drift variants.
These emerging strains always
showed already a close genetic rela-
tionship to the dominating strain of
the following season. These surveil-
lance data were compared to the
annually recommended vaccine
composition for each of the influen-
za seasons investigated. The results
of our investigation demonstrate the
importance of monitoring seasonal
influenza strain dynamics by antige-
nic and genetic analysis in order to
obtain timely information on the
appearance of strains with epide-
miologic significance.

Einleitung

Influenza A- und B-Viren gehdren
zu den wichtigsten Pathogenen des
Menschen.

Influenzavirus-Infektionen treten
regelmifBig in den Wintermonaten in
epidemischer Form auf und verursa-
chen hochfieberhafte Erkrankungen
bei ca. 20% der Kinder und 5% der
Erwachsenen [1, 2].
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Ein charakteristisches Merkmal der
Influenzaviren ist, dass sie starken
Verdnderungen unterworfen sind,
von denen vor allem die beiden an
der Virusoberfldche gelegenen Anti-
gene, das Hamagglutinin (HA) und
die Neuraminidase (NA) betroffen
sind. Kontinuierliche Veranderungen
werden als Antigen-Drift bezeichnet

und kommen sowohl bei Influ-

o

enza A- als auch bei Influenza B-
Viren vor. Diese Antigen-Drift ist
die Ursache dafiir, dass Influenzavi-
rus-Infektionen keine lang anhalten-
de Immunitét hinterlassen und, dass
es daher immer wieder zu Reinfek-
tionen und jdhrlichen Epidemien
kommt. Plotzliche und drastische

Verdnderungen, die als Antigen-

Shift bezeichnet werden, konnten bis
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jetzt nur bei Influenza A-Viren
beobachtet werden und treten in
unvorhersehbaren Intervallen auf.
Wenn solche so drastisch verdnder-
te Virusvarianten die Féahigkeit be-
sitzen effizient von Mensch zu
Mensch iibertragen zu werden, kann
es zu ausgedehnten Epidemien und
in weiterer Folge zu einer Pandemie
kommen. Dies geschah nach dem
derzeitigen Kenntnisstand in der
Geschichte des Influenzavirus bisher
zweimal und verursachten die Pan-
demien von 1958 und 1968.

Die starke genetische Variabilitét der
Influenzaviren stellt vor allem fiir
die Produktion effizienter Impfstof-
fe ein erhebliches Problem dar [3-
11]. Da die Wirksamkeit der Influ-
enzaimpfung in erster Linie von der
Ahnlichkeit der in den Impfstoffen
enthaltenen Stimme mit den
tatsdchlich zirkulierenden Viren
abhingt, muss die Impfstoffzusam-
mensetzung jahrlich neu angepasst
werden [12-14].
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Aus diesem Grund hat die Weltge-
sundheitsorganisation (WHO) ein
weltweites Netzwerk von Referenz-
laboratorien fiir die Charakterisie-
rung zirkulierender Influenza-Stam-
me etabliert und basierend auf den
Daten dieses Uberwachungssystems
wird die Empfehlung betreffend die
aktuelle Impfstoffzusammensetzung
fiir die nordliche Hemisphére jéhr-
lich im Februar abgegeben.

Um die Aufgaben eines Referenzla-
bors der WHO in Osterreich erfiillen
zu kénnen, hat das Institut fir Viro-
logie der Medizinischen Universitit
Wien unterstiitzt von Roche-Austria
das Diagnostische Influenza Netz-
werk Osterreich (DINO) in der Win-
tersaison 2000/2001 ins Leben geru-
fen. Das DINO ist ein Sentinella-
System, an dem wenige ausgewéhl-
te niedergelassene Arzte in allen
Bundesldandern mitarbeiten und Pro-
ben (Nasen-Rachenabstriche) von
selektionierten Patienten mit akuten
Influenza-dhnlichen Symptomen
einsenden. Die labordiagnostische
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Absicherung der klinischen Ver-
dachtsdiagnose Influenza erfolgt
durch den Nachweis von Influenza-
viren in den Nasen-Rachenabstri-
chen mittels molekularbiologischer
(RT-PCR) Methoden und der Virus-
isolierung in Zellkultur. Art und
AusmalR der Verdanderung der zirku-
lierenden Virusstimme wird durch
antigene und genetische Charakteri-
sierung ihrer Oberflichenglykopro-

teine bestimmt [15].

Die im Rahmen des DINO einge-
sendeten und untersuchten Proben
reprasentieren eine Stichprobe, die
osterreichweit das Auftreten der
Influenza-Viren erfasst und deren
genaue Typisierung ermdoglicht.
Durch die Analyse dieser Daten
kann eine rasche Aussage liber die
Wirksamkeit der fiir die jeweilige
Saison verfiigbaren Impfstoffe

gemacht werden.

Abbildung 1 gibt einen Uberblick
uber die Daten von 4 Influenza-Sai-
sonen (2003/04 bis 2006/07) in

Abbildung 1: Neuerkrankungen an Grippe/grippalem Infekt und die Gesamtanzahl an positiven
Virusnachweisen pro Woche wéhrend der 4 analysierten Saisonen
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Osterreich. Die Auswertung der
virologischen Ergebnisse gemein-
sam mit den epidemiologischen
Daten der Magistratsabteilung 15
der Stadt Wien ermoglichen den
Beginn, das Ausmal} und das Ende
der alljahrlichen Grippewelle sehr
genau zu erfassen. In allen unter-
suchten Saisonen konnte bereits
einige Wochen vor dem fiir Influen-
zawellen charakteristischen signifi-
kanten Anstieg der Erkrankungs-
zahlen an Grippe/grippalem Infekt
sporadische Fille von Influenzavi-
rus-Infektionen nachgewiesen wer-
den.

Die jeweils dominierenden Stimme,
die neu aufgetretenen Drift-Varian-
ten und die Ubereinstimmung der
zirkulierenden Stdmme mit den fiir
die entsprechende Saison empfohle-
nen Impfstimmen sind in Tabelle 1

zusammengetasst.

In der Saison 2003/04 startete die
Influenzavirusaktivitit in Kalender-

woche 2 und diese Grippewelle kann
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sowohl was ihre Dauer von 9
Wochen, als auch das Ausmalf} und
die Schwere der Erkrankungen
betrifft, als durchschnittlich bezeich-
net werden. Der Hohepunkt der
Neuerkrankungen wurde in den
Kalenderwochen 4 bis 6 verzeichnet,
wobei alle Influenzaerkrankungen in
dieser Saison durch den Suptyp
A/H3N2 verursacht wurden. Die
genaue Stammanalyse ergab, dass
iiberwiegend A/H3N2-A/Wyoming/
3/03-dhnliche Stdmme zirkulierten.
Im Impfstoft fiir diese Saison war
jedoch A/Panama/2007/99 (H3N2)
enthalten, wodurch die Impfung kei-
nen optimalen Schutz gegen die
tatsichlich zirkulierenden Stimme
bieten konnte. Dariiber hinaus zeig-
te die genaue Genotypisierung das
zusdtzliche Auftreten von neuen
A/H3N2-Drift-Varianten, die bereits
eine grofe Ahnlichkeit mit dem in
der folgenden Saison zirkulierenden
A/H3N2- Stamm aufwiesen.

Diese folgende Saison (04/05) war
fiir Virologen besonders interessant,
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da beide Typen, mehrere Subtypen
und Stdmme gleichzeitig zirkulier-
ten, wobei zwei Drittel der Erkran-
kungen durch Influenza A- und ein
Drittel durch Influenza B-Viren ver-
ursacht wurden. Zusétzlich konnte
bei den Influenza A -Viren auch eine
Ko-Zirkulation der beiden Subtypen
A/H3N2 (67%) und A/HINI (33%)
nachgewiesen werden. Wenn man
bedenkt, dass in der Regel nur ein
Stamm eines Subtyps dominiert, ist
es nicht weiter verwunderlich, dass
wiahrend dieser Grippewelle bis zu
30 000 Neuerkrankungen an Grip-
pe/grippalem Infekt pro Woche zu
verzeichnen waren.

Die Daten der Stammcharakterisie-
rungen ergaben, dass die zirkulie-
renden Influenza A/HINI1-Viren
(A/New Caledonia/20/99-like) und
Influenza B-Viren (B/Jiangsu/
10/2003-like) den in den Impfstof-
fen fiir diese Saison enthaltenen
Impfstimmen entsprachen, dass
jedoch die A/H3N2-Komponente
der Impfstoffe (A/Wyoming/3/03)

Tabelle 1: Gegeniiberstellung der zirkulierenden Influenzaviren zu den verwendeten Impfstimmen der jeweili-

gen Grippesaison

Saison | Komponente | zirkulierender Influenza-Stamm | verwendeter Impfstamm | Ubereinstimmung

2003/04 | H3N2 A/Wyoming/3/2003* A/Panama/2007/99 NEIN

2004/05 | HINI1 A/New Caledonia/20/99 A/New Caledonia/20/99 JA
H3N2 A/California/7/2004* A/Wyoming/3/2003 NEIN
B B/Jiangsu/10/2003 B/Jiangsu/10/2003 JA

2005/06 | HINI1 A/New Caledonia/20/99 A/New Caledonia/20/99 JA
H3N2 A/Wisconsin/67/05* A/California/7/2004 NEIN
B B/Malaysia/2506/04 B/Jiangsu/10/2003 NEIN

2006/07 | HIN1 A/Solomon Island/3/2006 A/New Caledonia/20/99 NEIN
H3N2 A/Wisconsin/67/05* A/Wisconsin/67/05 JA
B B/Malaysia/2506/04 B/Malaysia/2506/04 JA

* dominierender Stamm
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nicht ideal mit den tatsdchlich zir-
kulierenden A/H3N2 A/Califor-
nia/7/2004-ahnlichen Viren iiberein-
stimmte. Auch in dieser Saison
konnte wieder das Neuauftreten
einer A/H3N2-Drift-Variante (A/Wis-
consin/67/05) nachgewiesen wer-
den, die dann den Grofteil der Influ-
enzavirus-Infektionen der darauf
folgenden Saison verursachte. Diese
(2005/06) war durch ihren spéten
Beginn in der Kalenderwoche 7 und
eine ungewohnlich lange Dauer von
ca. 10 Wochen gekennzeichnet.
Besonders auffillig war dabei
jedoch, dass der epidemische
Schwellenwert von 10 000 — 12 000
Neuerkrankungen an Grippe/grip-
palem Infekt pro Woche nur margi-
nal iberschritten wurde. Wie im Jahr
zuvor, konnte auch in dieser Saison
die Ko-Zirkulation von Influenza A-
(73%) und Influenza B-Viren (27%)
beobachtet werden. Trotz der kli-
nisch moderaten Situation konnten
dennoch mittels der laufend durch-
gefiihrten Genotypisierungen vier
verschiedene zirkulierende Varian-
ten des Influenza A -Virus identifi-
ziert werden. Zwei davon (A/New
Caledonia/20/99 (HIN1) und
A/California/7/2004 (H3N2)) ent-
sprachen den fiir diese Saison kon-
zipierten Impfstimmen, wobei letz-
terer gemeinsam mit dem bereits in
der Vorsaison als Drift-Variante auf-
getretenen A/Wisconsin/67/05
(H3N2) die dominierenden Stamme
dieser Saison waren. Zusdtzlich
konnte noch im Verlauf dieser Grip-
pewelle eine neu aufgetretene
A/H3N2-Drift-Variante als vierter

zirkulierender Influenza A-Stamm

identifiziert werden.
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Die Stammcharakterisierung der
Influenza B-Viren ergab hingegen,
dass von Beginn an ein neuer Influ-
enza B-Virusstamm (B/Malay-
sia/2506/04) zirkulierte, der sich
von dem im Impfstoff enthaltenen
(B/Shanghai/361/2002) signifikant
unterschied.

Die Influenzasaison 2006/07 starte-
te in der Kalenderwoche 5 und dau-
erte ca. 8 Wochen. Sie wurde von
Influenza A/H3N2-Viren dominiert
und es konnten nur einige wenige
Influenza A/HINI1- und Influenza
B-Viren nachgewiesen werden. Die
genaue genetische Analyse der zir-
kulierenden Stimme ergab, dass der
GroBteil der Erkrankungen von
Influenza A/Wisconsin/67/05-ahnli-
chen (H3N2) Viren verursacht wor-
den war, die den in den Impfstoffen
fiir diese Saison enthaltenen Influ-
enza A/H3N2-Stamm sehr dhnlich
waren. Zusitzlich konnte auch die
bereits in der Vorsaison aufgetretene
A/H3N2-Drift-Variante (A/Brisba-
ne/10/07) wieder nachgewiesen wer-
den. Die nur sehr sporadisch vor-
kommenden A/H1N1-Erkrankungen
wurden durch eine Drift-Variante des
HIN1-Virus verursacht (A/Solomon
Island/3/2006-like), die durch den
im Impfstoff enthaltenen Stamm
A/NewCaledonia/20/99 nicht abge-
deckt war.

Die Daten dieser vier Saisonen zei-
gen sehr deutlich die komplexe
Dynamik der sich kontinuierlich
verindernden Influenzaviren, die
nur durch den Einsatz hochsensitiver
antigener und genetischer Charakte-
risierungsmethoden erfasst werden
kann und unterstreichen die Bedeu-
tung der virologischen Uberwa-

o
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chung fiir die Entwicklung mog-
lichst wirksamer Impfstoffe.
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