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Eine biochemische Methode zum Schnell-
nachweis von Hepatitis-E-Viren
Erika Lorenzen, Janine Beutlich, Jennifer Geister und Steffen Mergemeier

Das Robert Koch-lnstitut (RKl) verzeichnet seit einigen Jahren einen starken Anstieg
an Hepatitis-E-Virus(HEV)-Erkrankungen in Deutschland. ln 2015 wurden 1264 Fälle

gemeldet und für 2A16 wurden bereits'1991 HEV Fälle registriert [1]. Weltweit wer-
den jährlich 20 tVlillionen HEV-lnfektionen und 57 000 HEV-bezogene Todesfälle verzeich-

net [2].

D zur Person
Di pl-Oecotropholog i n,

seit 2010 im Bereich

Marketing & Vertrieb

bei der CONGEN Biotecn-

nologie cmbH tatig (

Besonders in Entwicklungsländern ist HEV

eine der Hauptursachen für endemische

Hepatitis-lnfektionen - häuf ig durch kon-

taminiertes Trinkwasser. HEV galt bisher

in Deutschland als reiseassoziierte Krank-

heit. In den letzten Jahren ist jedoch in
Deutschland eine stetige Zunahme der ge-

meldeten HEV-Fälle zu beobachten, die

überwiegend auf Infektionen ohne Rei-

sehintergrund zurückzuführen sind. Ver-

sch iedene Übertragungswege über Reser-

voirtiere (Schweine, Wildschweine) sind

bekannt (siehe Abb. 1).

Der Verzehr von rohen oder nicht genü-

gend erhitzten Schweinef leischprodukten

wurde als erhöhtes Risiko für eine HEV-ln-

fektion identifiziert [3-5].
Derzeit gibt es keinen lmpfstoff ge-

gen HEV. Nach einer Inkubationszeit von

2-7 Wochen treten Symptome wie Fieber,

Kopfschmerzen, Gelbsucht und Hepatitis

auf. Meist ist der Krankheitsverlauf mo-

derat. Es gibt aber auch schwere Verläufe

bei Schwangeren und Personen mit Vor-

erkrankungen der Leber. Bei Transplanta-

tionspatienten sind chronische Verläufe

bis hin zur Leberzirrhose möqlich.

Hepatitis-E-Virus

HEV ist ein kleines, nicht-umhülltes Plus-

strang-RNA-V|rus. Es wird klassifiziert als

Mitglied der Familie Hepeviridae, Un-
terspezies Orthohepevirus A. Innerhalb

der Gattung Orthohepevirus A gibt es

die Genotypen (gt) 1-4 und den Geno-

typ 7, welche nachweislich Menschen in-

fizieren. Gt-1-Viren wurden hauotsäch-

lich von Ausbrüchen in Asien und Afrika
isoliert, wohingegen gt-2-Stämme in Me-

xiko und Afrika gefunden wurden. Diese

Genotypen wurden ausschließlich beim

Menschen diagnostiziert.

lm Gegensatz dazu wurden gt 3 und 4

als Zoonoseerreger in verschiedenen Tier-

spezies und vereinzelt in humanen Fällen

gefunden. Gt 7 wurde in Kamelen iden-

tifiziert sowie in Menschen, die regelmä-

ßig Kamelfleisch verzehren und Kamel-

milch trinken [6].

HEV konnte in Schweinefleischpro-

dukten (Leber, Würste) in verschiedenen

Ländern nachgewiesen werden [7,8]. Be-

sonders Leberwurst enthält hohe HEV-

Konzentrationen. Eine Routineanalvtik
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der Risiko-Lebensmittel wie Leber-

wurst und Rohwurst ist erforder-
lich, um die Verbraucher vor Er-

krankungen zu schützen.

Die Reverse-Transkription(RT)-

Rea l-Ti me-Polymerase-Ketten re-
aktion (PCR) eignet sich zur Dia-

gnostik von HEV, da direkt die RNA

detektiert wird. lm Rahmen der
S 64-LFGB-Arbeitsgruppe,,Viren

in Lebensmitteln" wurde kürzlich

eine offizielle RT-Real-Time-PCR-

Methode veröffentl icht: 108.00-63

- Qualitativer Nachweis von Hepa-

titis-E-Viren in Fleischerzeugnis-

sen mittels Real-Time-PCR. Diese

Methode wurde zusätzlich in ei-
nem Ringversuch mit neun Labo-

ren getestet. Neben der offiziellen

S 64-LFGB-Methode hat CONGEN

eine spezifische und sensitive qua-

I itative RT-Real-Time-PCR-Methode

entwickelt, die einen schnellen und

sicheren Nachweis von HEV in Le-
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Abb. 1 Übertragungswege von HEV (euelle: www.bfr.bun d.de/cm/343lhepatitis-
e-in-deutsch land-aktuelle-situation-neue-erkenntn isse-und-empfeh lu nqen-aus-
rki-und-bf r-tei l-2. pdf)
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Eppendorf Award 2018
Vom 1. Oktober 2017 bis zum 15. Januar 2018 können sich in Europa tätige promovierte
junge Forscherinnen und Forscher bis zu 35 Jahren für den Eppendorf Award for young
European Investigators bewerben. Dieser international hoch angesehene, mit 20000 €
dotierte Preis honoriert auf molekularbiologischen Methoden beruhende herausragende
Leistungen auf dem Gebiet der biomedizinischen Forschung.

Elne unabhängige Jury unter Vorsitz von Reinhard Jahn (Max-Planck-lnstitut f ür Biophy-
sikalische Chemie, Göttingen) entscheidet über die Vergabe des Eppendorf Awards 2018.

Der/die Preisträger/i n erhä lt:
. ein Preisgeld in Höhe von 20000 EUR

' ; ;" t;'";r"; tr;;;;;;t*oi"r'"'n"ns am EMBL Advanced rrainins centre in Heiderbers am 21. runi 2018
. eine 

5'n,"Lrnn 
r:r Eppendorf AG nach Hamburg

. eine Veröffentlichung in Nature sowie in einem Nature-podcast

Ausführliche Informationen zu1 ERpendorf Award for Young European Investigators, zu den Auswahlkriterien so-
wie zu den seit 1995 ausgezeichneten preisträgern sind unter:
www.eppe n do rf .com/award

zu finden.

Es we,1den,.a"::.n":u:l:n.ö1line.e1wer.bun9en akzeptiert. Das online-Bewerbungsportat www.eppendorf.com/
award/application steht ab dem 1 . Oktober 2e17 zur Verfügung.
Der Eppendorf Award for Young European Investigators wird in Zusammenarbeit mit Nature verliehen.
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I Für die tägliche Laborarbeit
Anton Paar hat die Rheometer-Serie durch die Geräte MCR 72 und
MCR 92 erweitert. Mit diesen Geräten können Fließverhalten, Defor-
mationsverhalten und Struktur einer probe schnell und einfach er-
mittelt werden. Beide Systeme sind für die täglichen Labortätigkeiten
optimiert. MCR 72 ist mit einem kugelgelagerten Motor ausgestat-
tet und dadurch sehr robust in der Handhabung. Außerdem ist keine
komprimierte Luft erforderlich. MCR 92 besitzt einen luftgelagerten
Motor und eignet sich für sehr sensible proben.

www.anton-oaar.com

bensmitteln ermöglicht. Der Test ist mit
einer Extraktionskontrolle (lnternal Con-

trol RNA, ICR) ausgestattet. die gleichzei-

tig auch als interne Amplifikationskont-
rolle verwendet werden rcann.

RNA-Extraktion aus Leberwurst
und Leberpastete

Zür Extraktion der Nukleinsäuren werden
3 g der Probe in ein 15-ml-Tube über-
führt und 2,4 mt Abspülpuffer hinzu-
gegeben. Nach kräftigem Vortexen (ca.

^4ft.ü6 
M.s

Pos it ivkontrol le ..-..'-'.--*..r'

a) FAM (HEV)

Wurstproben

Abb.2 Amplifikationskurven für den Nachweis von HEV auf dem
Roche Light-Cycler@ 2.0; a) FAM-Kanal: Nachweis von HEV, b) VIC-

Kanal: Nachweis der ICR

'l min) wird die Probe bei 5000 rpm für
5 min bei 4'C zentrifugiert. Durch die-

sen Vorgang sollte sich eine erkennbare

Phasentrennung ergeben. Vom flüsslgen

Überstand werden 400 uL entnommen
und bei 65'C für 15 min in einem Ther-

momixer inkubiert. Anschließend wird
die Probe 10 min bei 95 "C im Thermomi-

xer unter kontinuierlichem Schütteln ly-

siert. Nach Zugabe des Binding Buffers er-

folgt die Bindung der Nukleinsäuren an

einen Spinf ilter. Zur Aufreinigung der Nu-

kleinsäuren folgen dann mehrere Wasch-

schritte und in einem letzten Schritt wer-
den die Nukleinsäuren dann vom Spinfilter

eluiert. Die gewonnene RNA kann direkt
in die RT-Real-Time-PCR einqesetzt wer-
oen.

Ergebnisse der RT-Real-Time-PCR

Der Nachweis von HEV erfolgt im One-

Step-RT-Real-Time-PCR-Format, d. h. die

reverse Transkription und die anschlie-

ßende PCR finden in einem Reaktions-
gefäß statt. Die isolierte HEV-RNA wird
dabei mit Hilfe einer reversen Transkrip-

tase in cDNA umgeschrieben. Die für HEV

spezifischen Genfragmente werden an-

schließend mittels Real-Time-PCR arnpli-

fiziert. Die amplifizierten Zielsequenzen

werden mit Hydrolyse-Sonden, die an ei-

nem Ende mit dem Quencher und am an-

deren Ende mit einem Reoorter-Fluores-

zenzfarbstoff (Fl uorophor) markiert si nd,

nachgewiesen.

Die extrahierte RNA von insgesamt fünf
Proben wurde im Original und in I:1O-Ver-

dünnung in der RT-Real-Time-PCR gemes-

sen. Zusätzlich wurde eine Negativkont-

rolle (NTC)und eine Positivkontrolle (PTC)

zur Überprüfung der PCR-Reaktion unter-
sucht. Das entwickelte RT-Rea l-Time-PCR-

System kann auf allen gängigen Real-

Time-PCR-Cyclern eingesetzt werden. lm

FAM-Kanalwird HEV-RNA und im VtC-Ka-

nal wird die ICR detektiert (siehe Abb. 2).

Tabelle 1 gibt einen Überblick über die

Ergebnisse der auf HEV untersuchten Le-

bensmittel im CONG EN-Servicelabor.
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Extraktion Proben Verdünnung Cp FAM - Hepatitis E Cp VIC - ICR

NTC negativ 28,7

SureFast@ PREP

DNA,TRNA Virus
Extraktionskontrol le negativ 28,8

Leberpastete Probe 1 Probe'l;1:10 40,6 30,2

Probe 1; Original negativ ?4?

Leberwurst Probe 2 Probe 2; 1:10 37,4 29,7

Probe 2; Original 32,3

Leberwurst Probe 3 Probe 3; 1:10 39,1 29,7

Probe 3; Original 39,6 34,0

Leberwurst Probe 4 Probe 4; 'l :1 0 40,2 29,5

Probe 4; Original negativ 31,2

Leberwurst Probe 5 Probe 5;1:10 negativ 29,0

Probe 5; Original 29,7

PTC 26,6 28,3

NTC: Neoativkontrolle; EK: Extraktionskontolle; PTC: Positivkontrolle

Fazit
Die Ergebnisse der Untersuchung ver-

schiedener HEV kontaminierter Leber-

wurstproben und einer Leberpaitete zei-

gen, dass HEV mit dem neu entwickelten

Verfahren zuverlässig und sicher nach-

weisbar ist. Einige Proben waren im Ori-
ginal negativ, zeigten aber im VIC eine

deutliche Cp-Verschiebung im Vergleich

zur Negativkontrolle, was auf eine Inhibi-

tion hindeutet. Diese konnte aber durch

Messung einer 1 :1O-Verdünnung elimi-
niert werden. Die Inhibition ist auf die

stark fetthaltige Lebensmittelmatrix zu-

rückzuführen. Bei solchen Proben ist es

grundsätzlich empfehlenswert eine Ver-

dünnung (1 :5, 1:10) in der PCR einzuset-

zen, um einen zuverlässigen Nachweis zu

gewährleisten.
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Die Reverse-Transkri p-

tion(RT)-Rea l-Time-

PCR ist für den siche-

ren Nachweis von

Hepatitis-E-Viren in

Leberwurst und

Leberpastete sehr

gut geeignet.t7l
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