504 Analytik «

Reverse-Transkription-Real-Time-PCR

Eine biochemische Methode zum Schnell-

nachweis von Hepatitis-E-Viren

Erika Lorenzen, Janine Beutlich, Jennifer Geister und Steffen Mergemeier

Das Robert Koch-Institut (RKI) verzeichnet seit einigen Jahren einen starken Anstieg
an Hepatitis-E-Virus(HEV)-Erkrankungen in Deutschland. In 2015 wurden 1264 Falle
gemeldet und fur 2016 wurden bereits 1991 HEV Falle registriert [1]. Weltweit wer-
den jahrlich 20 Millionen HEV-Infektionen und 57 000 HEV-bezogene Todesfalle verzeich-

net [2].
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Besonders in Entwicklungslandern ist HEV
eine der Hauptursachen fur endemische
Hepatitis-Infektionen — haufig 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-Félle zu beobachten, die
Uberwiegend auf Infektionen ohne Rei-
sehintergrund zurlckzufihren sind. Ver-
schiedene Ubertragungswege tiber Reser-
voirtiere (Schweine, Wildschweine) sind
bekannt (siehe Abb. 1).

Der Verzehr von rohen oder nicht genu-
gend erhitzten Schweinefleischprodukten
wurde als erhéhtes Risiko fuir eine HEV-In-
fektion identifiziert [3-5].

Derzeit gibt es keinen Impfstoff 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 Verlaufe
bei Schwangeren und Personen mit Vor-
erkrankungen der Leber. Bei Transplanta-
tionspatienten sind chronische Verlaufe
bis hin zur Leberzirrhose méglich.

Hepatitis-E-Virus

HEV ist ein kleines, nicht-umhulltes Plus-
strang-RNA-Virus. 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 hauptsich-
lich von Ausbriichen in Asien und Afrika
isoliert, wohingegen gt-2-Stdmme in Me-
xiko und Afrika gefunden wurden. Diese
Genotypen wurden ausschlieBlich beim
Menschen diagnostiziert.

Im Gegensatz dazu wurden gt 3 und 4
als Zoonoseerreger in verschiedenen Tier-
spezies und vereinzelt in humanen Fallen
gefunden. Gt 7 wurde in Kamelen iden-
tifiziert sowie in Menschen, die regelma-
Big Kamelfleisch verzehren und Kamel-
milch trinken [6].

HEV konnte in Schweinefleischpro-
dukten (Leber, WUrste) in verschiedenen
Landern nachgewiesen werden [7,8]. Be-
sonders Leberwurst enthalt hohe HEV-
Konzentrationen. Eine Routineanalytik
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Eppendorf Award 2018

Vom 1. Oktober 2017 bis zum 15. Januar 2018 kénnen sich in Europa tatige promovierte
junge Forscherinnen und Forscher bis zu 35 Jahren fir 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.

Eine unabhéngige Jury unter Vorsitz von Reinhard Jahn (Max-Planck-Institut fiir Biophy-
sikalische Chemie, Géttingen) entscheidet Uiber die Vergabe des Eppendorf Awards 2018.

Der/die Preistrager/in erhalt:

e ein Preisgeld in Hohe von 20000 EUR

* eine Einladung zur feierlichen Preisverleihung am EMBL Advanced Training Centre in Heidelbergam 21. Juni 2018
e eine Einladung zur Eppendorf AG nach Hamburg

* eine Veroffentlichung in Nature sowie in einem Nature-Podcast

Ausfihrliche Informationen zum Eppendorf Award for Young European Investigators, zu den Auswahlkriterien so-
wie zu den seit 1995 ausgezeichneten Preistragern sind unter:

www.eppendorf.com/award

zu finden.

Es werden ausschlieBlich bnline-Bewerbungen akzeptiert. Das Online-Bewerbungsportal www.eppendorf.com/
award/application steht ab dem 1. Oktober 2017 zur Verfligung.
Der Eppendorf Award for Young European Investigators wird in Zusammenarbeit mit Nature verliehen.
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Labor und mehr

B Fir die tagliche Laborarbeit
Anton Paar hat die Rheometer-Serie durch die Gerate MCR 72 und
MCR 92 erweitert. Mit diesen Geraten kénnen FlieBverhalten, Defor-

mationsverhalten und Struktur einer Probe schnell und einfach er-

mittelt werden. Beide Systeme sind firr die taglichen Labortatigkeiten

optimiert. MCR 72 ist mit einem kugelgelagerten Motor ausgestat-
tet und dadurch sehr robust in der Handhabung. AuBerdem ist keine
komprimierte Luft erforderlich. MCR 92 besitzt einen luftgelagerten
Motor und eignet sich fur sehr sensible Proben.

www.anton-paar.com

bensmitteln ermdglicht. Der Test ist mit
einer Extraktionskontrolie (Internal Con-
trol RNA, ICR) ausgestattet, die gleichzei-
tig auch als interne Amplifikationskont-
rolle verwendet werden kann.

RNA-Extraktion aus Leberwurst
und Leberpastete

Zur Extraktion der Nukleinsauren werden
3 g der Probe in ein 15-mL-Tube Gber-
fahrt und 2,4 mL Abspulpuffer hinzu-
gegeben. Nach kraftigem Vortexen (ca.
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Abb. 2 Amplifikationskurven fur den Nachweis von HEV auf dem
Roche Light-Cycler® 2.0; a) FAM-Kanal: Nachweis von HEV, b) VIC-

Kanal: Nachweis der ICR

1 min) wird die Probe bei 5000 rpm fur
5 min bei 4 °C zentrifugiert. Durch die-
sen Vorgang sollte sich eine erkennbare
Phasentrennung ergeben. Vom flissigen
Uberstand werden 400 pL entnommen
und bei 65 °C fiir 15 min in einem Ther-
momixer inkubiert. AnschlieBend wird
die Probe 10 min bei 95 °C im Thermomi-
xer unter kontinuierlichem Schutteln ly-
siert. Nach Zugabe des Binding Buffers er-
folgt die Bindung der Nukleinsduren an
einen Spinfilter. Zur Aufreinigung der Nu-
kleinsauren folgen dann mehrere Wasch-
schritte und in einem letzten Schritt wer-
den die Nukleinsduren dann vom Spinfilter
eluiert. Die gewonnene RNA kann direkt
in die RT-Real-Time-PCR eingesetzt wer-
den.

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-
Bende PCR finden in einem Reaktions-
gefaB statt. Die isolierte HEV-RNA wird
dabei mit Hilfe einer reversen Transkrip-
tase in cDNA umgeschrieben. Die fir HEV
spezifischen Genfragmente werden an-
schlieBend mittels Real-Time-PCR ampli-
fiziert. Die amplifizierten Zielsequenzen
werden mit Hydrolyse-Sonden, die an ei-
nem Ende mit dem Quencher und am an-
deren Ende mit einem Reporter-Fluores-
zenzfarbstoff (Fluorophor) markiert sind,
nachgewiesen.

Die extrahierte RNA von insgesamt finf
Proben wurde im Original und in 1:10-Ver-
dinnung in der RT-Real-Time-PCR gemes-
sen. Zusatzlich wurde eine Negativkont-
rolle (NTC) und eine Positivkontrolle (PTC)
zur Uberpriifung der PCR-Reaktion unter-
sucht. Das entwickelte RT-Real-Time-PCR-
System kann auf allen géngigen Real-
Time-PCR-Cyclern eingesetzt werden. Im
FAM-Kanal wird HEV-RNA und im VIC-Ka-
nal wird die ICR detektiert (siehe Abb. 2).

Tabelle 1 gibt einen Uberblick Giber die
Ergebnisse der auf HEV untersuchten Le-
bensmittel im CONGEN-Servicelabor.
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Tab. 1 RT-Real-Time-PCR-Ergebnisse der untersuchten Lebensmittelproben

Extraktion Proben Verdiinnung Cp FAM - Hepatitis E Cp VIC - ICR
NTC negativ 28,7
SureFast® PREP - Extraktionskontrolle negativ 28,8
LB Virs Leberpastete Probe 1 Probe 1; 1:10 40,6 30,2
Probe 1; Original negativ 34,3
Leberwurst Probe 2 Probe 2; 1:10 37,4 29,7
Probe 2; Original neg 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; 1:10 40,2 29,5
Probe 4; Original negativ 32
Leberwurst Probe 5 Probe 5; 1:10 negativ 29,0
Probe 5; Original 39,0 29,7
PTC , 26,6 283

NTC: Negativkontrolle; EK: Extraktionskontolle; PTC: Positivkontrolle
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