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„Lovely RITA…“ – FLI Methodenentwicklung erlaubt Charakterisierung von 25 Subtypen 
aviärer Influenzaviren auf einen Streich
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Aviäre Influenzaviren (AIV) werden 
der Virusfamilie der Orthomyxo-
viridae, Genus Influenza A, zuge-
ordnet. AIV zeichnen sich durch 
ein okto-segmentiertes, einzel-
strängiges RNA-Genom negativer 
Orientierung aus, das neben den 
beiden charakteristischen Oberflä-
chenproteine, Hämagglutinin (HA) 
und Neuraminidase (NA), noch für 
mindestens acht weitere virale Pro-
teine kodiert. Im Zuge der weiteren 
taxonomischen Einordnung werden 

AIV in insgesamt 16 verschiedene HA- und 9 verschiede-
ne NA-Subtypen differenziert. Aquatisch lebende Wildvögel 
stellen das natürliche Reservoir aller AIV Subtypen dar. In-
nerhalb der Subtypen H5 und H7 werden Pathogenitätsva-
rianten unterschieden: Hochpathogene (high pathogenicity, 
HP) AIV induzieren rasch tödlich verlaufende systemische In-
fektionen in Hühnervögeln (anzeigepflichtige hochpathogene 
aviäre Influenza, Geflügelpest) und gehen ursprünglich durch 
Mutationen im Bereich einer proteolytischen Spaltstelle im 
HA Protein aus ihren niedrigpathogenen (low pathogenici-
ty, LP) Vorläuferviren hervor. Eine umfassende AI Diagnostik 
bedarf also des generischen Erregernachweises, seiner HA 
und NA Subtypisierung sowie im Falle von H5 und H7 deren 
Patho typisierung. 

Seit 2006 wurden in Deutschland gehäuft HPAIV Infektionen 
des aus Asien stammenden H5N1 Virus und seiner diversen 
Nachkommen bei Wildvögeln und Geflügel detektiert. Seit 
2016 wird eine drastische Zunahme des Infektionsdrucks be-
obachtet. Dies führte zu sprunghaft gestiegenen Ausbruchs-
fällen bei Geflügel und Zoovögeln und bedingt auch erheb-
lichen wirtschaftlichen Schaden. Parallel steigende Fallzahlen 
tödlich verlaufender Infektionen bei Wildvögeln betreffen 
auch streng geschützte Arten wie Wanderfalken und See-
adler, deren Bestand dadurch bedroht werden könnte. Eine 
schnelle und vollständige molekularbiologische Diagnostik 
ist unabdingbar, um tierseuchenrechtliche Restriktionsmaß-
nahmen zur Ausbruchstilgung und zur Vermeidung der wei-
teren Erregerverbreitung gezielt und unverzüglich einleiten 
zu können. 

Riems Influenza A Typing Array – RITA

Seit 2014 wurde am FLI an Entwicklungen eines „Riems In-
fluenza A Typing Array“, kurz RITA, gearbeitet und eine erste 
Version 2016 publiziert (1). Das System stellt einen Array 
Subtyp-spezifischer einzelner RT-qPCRs zur Verfügung, die 
pa rallel gestartet werden. In vorgefertigten, tiefgefrore-
nen PCR Platten sind bereits alle Primer und Sonden ein-
pipettiert, so dass bei Bedarf lediglich die PCR-Chemie sowie 
das RNA Target mit einer Mehrkanalpipette hinzu pipettiert  

werden müssen (Abb.). Optional kann auch eine interne 
Kontrolle (IC-2) parallel gefahren werden. Nach etwa 1:45 
Stunden steht das Ergebnis bereit. Das originäre RITA-1- 
System benötigte insgesamt 32 Vertiefungen, um 14 HA- 
und 9 NA-Subtypen zu differenzieren. Eine Auskopplung 
aus dem RITA-1-System stellt der NA-RITA-1 dar, welcher 
lediglich die 9 NA-Subtypen umfasst und bei Proben mit be-
reits bekanntem HA-Subtyp Verwendung fand.

Das bestehende RITA-1-System wurde nun grundlegend mo-
dernisiert und ökonomischer gestaltet. Primer- und Sonden-
sequenzen wurden an die seit 2016 sich weiter diversifizie-
rende genetische Vielfalt der AIV adaptiert. Statt 32 müssen 
nur noch 24 RT-qPCRs parallel gefahren werden, um nun-
mehr 16 HA und 9 NA AIV Subtypen sowie Newcastle Disease 
Virus (NDV) und Infektiöses Bronchitisvirus (IBV) nachzuwei-
sen. Wie auch im vorherigen System dient eine IC-2-RT-qPCR 
als interne Kontrolle (Abb.). Dieser RITA-2 Array verwendet 
weiterhin einen auf 12.5 µL reduzierten PCR Ansatz, was zur 
weiteren Kosteneffizienz beiträgt (2).

Die Verfügbarkeit von 25 RT-qPCRs aus dem RITA-2 Array, 
die mit hoher Sensitivität und Spezifität einen einzelnen AIV 
Subtyp detektieren, bietet ideale Möglichkeiten eine der je-
weiligen epidemiologischen Situation angepasste Auswahl 
dieser PCRs zusammenzustellen. Ein solches System, der so-
genannte „Riemser Achter“, wurde beispielhaft für Epide-
mien mit H5 und H7 AIV validiert und reduziert die parallel 
anzusetzende Zahl der RT-qPCRs auf acht (Abb.). Darüber 
hinaus erfolgt im gleichen Ansatz auch eine Pathotypisie-
rung (HP oder LP) auf der Basis von RT-qPCRs, die auf die 
Sequenz der HA Spaltstelle gerichtet sind (3, 4). In der ge-
genwärtigen H5N1 HPAIV Epidemie wurde das System noch 
rigoroser auf nur noch vier essentielle RT-qPCRs redu-
ziert: Generische AIV-PCR, H5, N1, HPH5 (clade 2.3.4.4b). 
Der gleichzeitige Ansatz dieser PCRs für jede der in den  
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Abb.: Entwicklung der Riemser Influenza Typisierungs Assays (RITA) 
seit 2014 im Vergleich der Plattenbelegungen. Schwarze und rote 
Beschriftungen bezeichnen die Detektion des Targets im real time 
RT-PCR Verfahren im FAM- bzw. HEX-Kanal. Die Grafik wurde mit 
BioRender erstellt (Publikationslizenz NQ23RO8GTU).
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Landesuntersuchungseinrichtungen H5-positiv getesteten 
Probe erlaubt die vollständige Diagnose auch größerer Pro-
benmengen innerhalb eines Arbeitstages.

Zusammenfassend stellt das RITA-2-System eine optimierte 
Subtypen-spezifische Diagnostik von AI-Infektionen bei 
Wild vögeln und Geflügel zur Verfügung. Flankiert von 
RT-qPCRs zur Pathotypisierung von Viren der Subtypen H5 
und H7 sowie den bei Geflügel differentialdiagnostisch zu 
beachtenden NDV und IBV sichern diese RT-qPCR die Hand-
lungsfähigkeit eines personell knapp besetzten Referenz-
labors auch bei höherem Probendurchsatz.
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Aviäre Influenzaviren (AIV) bleiben 
weltweit eine der dominantesten 
und komplexesten Tiergesundheits-
gefahren mit weitreichenden Aus-
wirkungen für alle Sektoren der 
Geflügelproduktion. Zur Vermitt-
lung von fundierten Kenntnissen 
zur Virologie, Diagnostik, Epidemio-
logie, Vorbeugung und Bekämpfung 
der Geflügelpest entwarf ein Auto-
renteam des FLI im Auftrag der FAO 
E-Learning Unterlagen. Darauf auf-
bauend wurde in einem Pilotformat 

vom 18.01. bis 22.02.2022 unter Leitung der FAO und in Be-
gleitung des FLI-Teams ein kostenloses FAO-Online-Training 
zum Thema "Avian Influenza Preparedness" durchgeführt. 

Modularer Aufbau

Hierzu bereitete das FLI gemeinsam mit dem virtuellen Lern-
zentrum der FAO in Rom Material für acht Module vor (ent-
spricht 12 Stunden Vorlesung). In diesen durch audiovisuelles 
Material unterstützten Online-Modulen hatten die Teilneh-
menden nach einem interaktivem Einführungs-Webinar 
insgesamt fünf Wochen lang die Möglichkeit, sich über die 
Auswirkungen und Bedeutung der Geflügelpest, Epidemio-
logie, Pathogenese und klinische Diagnose, Labordiagnose, 
Untersuchung von Ausbrüchen, Prävention, Überwachung 
sowie Bekämpfung zu informieren (Abb.). Zur Selbstein-
schätzung der Teilnehmenden wurden am Ende eines jeden 
Moduls Fragen mit anschließender Auflösung bereitgestellt. 

Zudem standen den Teilnehmenden kursbegleitend und in 
einem abschließenden Webinar das FLI-Team sowie weitere 
internationale AIV-Expert:innen in einem Diskussionsforum 
zur Verfügung, um Fragen zu beantworten, wertvolles Feed-
back zu geben und interaktive Diskussionen anzuregen. Eine 
Strategie zur Anregung von Diskussionen bestand darin, den 
Teilnehmenden wöchentlich Fragen zu stellen, z. B. zu länder-
spezifischen Risikofaktoren, individuellen Erfahrungen mit 
verschiedenen Testmethoden, Ausbruchsuntersuchungen und 
der Akzeptanz von Biosicherheitsmaßnahmen bei Geflügel-
haltern oder auf Lebendgeflügelmärkten. Insgesamt gab es 
rund 100 zusätzliche von den Teilnehmenden initiierte Dis-
kussionsthemen, die z. T. intensiv (und kontrovers) diskutiert 
wurden, wie z. B. die Impfung von Geflügel. Die meisten Fra-
gen wurden zu den Themen „Diagnostik“ und „Virusübertra-
gung“ gestellt. Persönliche Erfahrungen der Teilnehmenden 
offenbaren, dass die Gegebenheiten in den einzelnen Ländern 
so unterschiedlich sind, dass standardisierte Vorgehensweisen 
zur Bekämpfung vermutlich nicht wirksam sein können, son-
dern immer den örtlichen Realitäten angepasst werden müs-
sen.  

Sehr gute Resonanz

Die Schulung richtete sich weltweit vor allem an Tierärzt:in-
nen, die in staatlichen Veterinärdiensten arbeiten und direkt 
an der Überwachung, Erkennung, Vorbeugung sowie Be-
kämpfung der Geflügelpest beteiligt sind. Das übergeordnete 
Ziel des Kurses bestand darin, die Kapazitäten der Länder in 
diesen Bereichen zu stärken. Der Kurs stieß auf großes Inte-
resse: Insgesamt nahmen etwa 500 Veterinäre aus 98 Mit-
gliedsländern in den FAO-Regionen Afrika, Asien und Pazifik, 
Europa und Zentralasien, Lateinamerika und Karibik sowie 
Naher Osten und Nordafrika teil. Die erfolgreiche Absolvie-
rung aller Module, inklusive der geforderten aktiven Beteili-
gung im Diskussionsforum, wurde mit einem Zertifikat doku-

FLI-Team entwickelt FAO-Onlinetrainingskurs - Bessere Vorbeugung und Bekämpfung 
der Geflügelpest durch E-Learning 
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