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Hepatitis E in Deutschland

� seltene Form der viralen Hepatitis, jedoch ansteigende Zahlen

� Einzelerkrankungen, keine Übertragung über Trinkwasser  

� meist autochthone HEV-Infektion, selten Reise-assoziiert 

Datenquelle: Dr. med. Mirko Faber, RKI, FG 35 (Gastrointestinale Infektionen, Zoonosen, tropische Infektionen) 
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Hepatitis E: Übertragung und Verbreitung

Epidemiologisches Bulletin Nr. 15, 13. April 2015 / Nr. 15
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Ziel der Studie

� bisher keine einheitliche Methode zum Nachweis von Hepatitis E-Virus in 

Fleischerzeugnissen 

� Ziel: Entwicklung eines zuverlässigen und sensitiven Nachweisverfahrens für den 

Nachweis von HEV in Fleischerzeugnissen

� insbesondere für Rohwurst und Leberwurst
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Methodenentwicklung

Durchführung:

� Matrix: Salami

� Probenmenge: 5 g

� manuelle Zerkleinerung

� Homogenisierung in 10 ml PBS

� Zentrifugation: 10.000 x g, 20 min, 4°C

� DNA-Extraktion: NucliSense (BioMerieux)

� Nachweis von freigesetzter „Schweine-DNA“ mittels real time PCR

Salami-Proben
Homogenisator

CT-Wert
PIG-DNA

Stomacher
CT-Wert
PIG-DNA

Vortexer
CT-Wert 
PIG/DNA

1. PBS 20,4 20,1 23,7

2. PBS 21,9 21,6 23,0

3. PBS 21,9 21,5 24,5

� bei HEV „interne“ Kontamination des Lebensmittels

� Testung diverser Methoden zum Zellaufschluss

� Homogenisator, Stomacher, Vortexer

� Analyse freigesetzter Schweine-DNA
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� Testung diverser Ansätze für den Nachweis von HEV aus der Literatur

Methodenentwicklung
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� Aufarbeitung der Rohwurst- und Leberwurstproben in TriReagent 

� 5 g Probe im Stomacher homogenisiert

� RNA-Extraktion aus dem Überstand

� zusätzlicher Reinigungsschritt mittels Chloroform (Phasentrennung)

� Wiederfindungsraten (WFR)  bei der Salami ca. 11%

� Wiederfindungsraten bei der Leberwurst unter  1 % !

Methodenoptimierung

� Probenmenge, Puffer, Reinigungs- und Konzentrierungsschritte variiert 

(PBS, TriReagent®, Tris-Glycine-Beef-Extrakt-Puffer, Glycine-Puffer,

Chloroform, Butanol, Chloroform-Butanol-Lösung)

� Aufarbeitung bei verringerter Probenmenge ( 2 g )

� Wiederfindungsraten  >1%
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Methode zum Nachweis von HEV
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� Inokulation der Proben mit HEV (mindestens 3 Verdünnungen bekannter Konzentration) 

� jeweils Dreifachbestimmung

3,2 x 105 GE 5,3 x 104 GE 2,9 x 103 GE

x 3 x 3
x 3

x 3

4,1 x 102 GE

Ermittlung der WFR* und der Nachweisgrenzen

WFR‘ Wiederfindungsrate 

Salami Leberwurst

Wiederfindungsrate ca. 11 % >1% 

Nachweisgrenze 2,9 x 10³ GE / 5 g 5,3 x 104 GE / 2 g 
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Untersuchung von Lebensmitteln aus dem Handel

� 120 Lebensmittel (70 Rohwürste, 50 Leberwürste) untersucht

� Ziel: Verbreitung von HEV-Kontamination in „Risiko-Lebensmitteln“ ermitteln 

� 14 von 70 (20%) Rohwürste & 11 von 50 (22%) Leberwürste HEV-positiv

Matrix
Anzahl  

getestet
Anzahl
positiv 

HEV-
positiv 

in %

erfolgreich 
sequenziert

Rohwurst, 
(Schwein) 50 13 26 % 9 / 13

Rohwurst
(Wildschwein) 10 1 10 % 1 / 1

Rohwurst (im 
Ausland produziert) 10 0 0 % /

Rohwurst
gesamt

70 14 20 % 10 / 14

Leberwurst 50 11 22 % 8 / 11
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erfasste Sequenzen aus 
den untersuchten Würsten

� erfasste HEV-Sequenzen zeigen eine hohe Vielfalt 

� verschiedene Subtypen von HEV-Genotyp 3 

Untersuchung von Lebensmitteln aus dem Handel
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Ringversuch zum Nachweis von HEV in Leberwurst

� Validierung der Methode im Rahmen des 

§ 64 LFGB (Ringversuch mit 9 Laboren) 

� Qualitativer Nachweis 

� Anwendung der „optimierten“ Methode

� 12 Leberwurst-Proben (je 2 g) werden untersucht

� 4 x HEV-negativ, 4 x „stark“ HEV-positiv und 4 x 

„schwach“ HEV-positiv

� Isolierung und Konzentrierung der viralen RNA

� Extraktion der viralen RNA

� Nachweis der viralen RNA und der 

Prozesskontrolle (MS2) mittels real time RT-PCR
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� Übersicht über alle publizierten Methoden zum Nachweis von Hepatitis E-Virus in 

Fleischerzugnissen (Rohwurst-Produkte)

� effiziente Homogenisierung des Lebensmittels, Analyse der freigesetzten Schweine-DNA

� Etablierung eines sensitiven Verfahrens zum Nachweis von Hepatitis E-Viren in 

Fleischerzugnissen wie Rohwurst und Leberwurst

� Ermittlung der Nachweisgrenze und der Wiederfindungsrate für die beiden Matrices                  

Salami und Leberwurst

� Untersuchung von 120 Lebensmitteln aus dem Handel

� 14 von 70 (20%) Rohwürste & 11 von 50 (22%) Leberwürste HEV-positiv

� Sequenzierung der positiven Proben

� hohe Vielfalt an HEV-Sequenzen, verschiedene Subtypen von HEV-Genotyp 3

� Validierung der Methode (Ringversuch mit 9 Laboren)

Zusammenfassung
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