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Hepatitis E in Deutschland

» seltene Form der viralen Hepatitis, jedoch ansteigende Zahlen
> Einzelerkrankungen, keine Ubertragung tiber Trinkwasser

» meist autochthone HEV-Infektion, selten Reise-assoziiert
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Datenquelle: Dr. med. Mirko Faber, RKI, FG 35 (Gastrointestinale Infektionen, Zoonosen, tropische Infektionen)
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Hepatitis E: Ubertragung und Verbreitung

Hepatitis E in Hepatitis E in
Afrika und Asien Industrienationen
HEV-Genotypen Tund 2 3und 4
R T epldemlsch und sporadisch
sporadisch (autochthon)
zoonotische Ubertra-
gung (insbesondere
Infektionsquellen Trinkwasser Schweinefleisch)
(Blutprodukte)
Fulminante Verlaufe )
haufig selten

bei Schwangeren

Chronische Verlaufe

nicht beschrieben

Epidemiologisches Bulletin Nr. 15, 13. April 2015/ Nr. 15

bei Immunsuppri-
mierten und selten bei
Immunkompetenten
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Ziel der Studie

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

» Ziel: Entwicklung eines zuverlassigen und sensitiven Nachweisverfahrens fir den
Nachweis von HEV in Fleischerzeugnissen

» insbesondere fur Rohwurst und Leberwurst
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Methodenentwicklung

» bei HEV ,interne“ Kontamination des Lebensmittels
» Testung diverser Methoden zum Zellaufschluss
» Homogenisator, Stomacher, Vortexer

> Analyse freigesetzter Schweine-DNA

Homogenisator Stomacher Vortexer

Salami-Proben CT-Wert CT-Wert CT-Wert

PIG-DNA PIG-DNA PIG/DNA
. 1. PBS 20,4 20,1 23,7

Durchfuhrung:
2. PBS 21,9 21,6 23,0
» Matrix: Salami 3. PBS 219 515 o4 5
» 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
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Methodenentwicklung

» Testung diverser Ansatze fir den Nachweis von HEV aus der Literatur

Methode Aufarbeitung Lebe_nsmlttel- Referenz !NFR‘.%
matrix im Mittelwert
Direkte RNA-Extraktion |Homogenisieren in Verzehrsfertige | Baert et al.
mit Trizol® Reagent TRIzol® Reagent, RNA | Lebensmittel (2008) 4,90 %
Extraktion aus _
Uberstand
Manuelle Entfernung Leberwurst Colson et al.
von Fett, Suspension in (2010) 0,60 %
Entfettung/PBS PBS, RNA Extraktion
aus Uberstand
Homogenisieren in Leber, Fleisch, Di Bartolo et
RNeasy ® Midi Kit RLT-Puffer, RNA Wurst al. (2012) 0,04 %
(Qiagen) Isolation mit RNeasy
Midi Kit
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Methodenoptimierung

Aufarbeitung der Rohwurst- und Leberwurstproben in TriReagent

5 g Probe im Stomacher homogenisiert

RNA-Extraktion aus dem Uberstand

zusatzlicher Reinigungsschritt mittels Chloroform (Phasentrennung)

Wiederfindungsraten (WFR) bei der Salami ca. 11%

vV V YV VY VYV V

Wiederfindungsraten bei der Leberwurst unter 1 % !

» Probenmenge, Puffer, Reinigungs- und Konzentrierungsschritte variiert
(PBS, TriReagent®, Tris-Glycine-Beef-Extrakt-Puffer, Glycine-Puffer,
Chloroform, Butanol, Chloroform-Butanol-Losung)

> Aufarbeitung bei_verringerter Probenmenge (2 g)

» Wiederfindungsraten >1%
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Methode zum Nachweis von HEV

Nachweis von HEV in
Rohwurst & Leberwurst

5 g Rohwurst oder 2g
- Leberwurst in 7 ml TRI

Reagent® Solution

Omin

— Stomacher, 2 min bei
hochster Stufe

30min

Zentrifugation
10000x g, 20 min, 4°C

Reinigung mittels Chloroform

(0,2 ml Chloroform /1 ml TRI
Reagent® )

60 min

Zentrifugation
10000x g, 15 min, 4°C

120min

RNA Extraktion

(NucliSens®easy MAG™
Biomérieux)

270min

Nachweis der viralen RNA

mittels RT-gPCR
(Jothikumar et al., 2006)

NS
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Ermittlung der WFR* und der Nachweisgrenzen

» Inokulation der Proben mit HEV (mindestens 3 Verdlinnungen bekannter Konzentration)

> jeweils Dreifachbestimmung

e i, W
T TT 71 §

3,2x105GE 5,3x10*GE 2,9 x 103GE 4,1 x102GE

Salami Leberwurst
Wiederfindungsrate ca. 11 % >1%
Nachweisgrenze 29x103GE/5¢g 5,3x10* GE/2¢g

WFR'’ Wiederfindungsrate
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Untersuchung von Lebensmitteln aus dem Handel

» 120 Lebensmittel (70 Rohwtrste, 50 Leberwirste) untersucht

» Ziel: Verbreitung von HEV-Kontamination in ,Risiko-Lebensmitteln® ermitteln

HEV- .
Matrix Anzahl Anz_al_1| positiv erfolgrel_ch
getestet positiv in % sequenziert
Rohwurst,
Rohwurst o
(Wildschwein) 10 1 10% 1/1
Rohwurst (im
Ausland produziert) 10 0 0% /
Rohwurst 70 14 20 % 10/14
gesamt
Leberwurst 50 11 22 % 8/11

» 14 von 70 (20%) Rohwurste & 11 von 50 (22%) Leberwirste HEV-positiv
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Untersuchung von Lebensmitteln aus dem Handel

40-raw-sausage-pig-KR935759
95-liver-sausage-pig-KR935774
44-liver-sausage-pig-KR935763
KC618402-47832-human-Germany
12-raw-sausage-pig-KR935762
52-raw-sausage-pig-KR935767
FJ705359-GT3i
13-raw-sausage-pig-KR935764
8-liver-sausage-pig-KR935766 3i
16-raw-sausage-pig-KR935771
75-liver-sausage-pig-KR935772
43-liver-sausage-pig-KR935761
54-liver-sausage-pig-KR935769
103-raw-sausage-pig-KR935775
57-liver-sausage-pig-KR935770
Ml__42-raw-sausage-wild-boar—KR93576
51-raw-sausage-pig-KR935768
109-raw-sausage-pig-KR935776
52.0 AB091394-GT3b
10.1 AY115488-GT3j
67.3 — AB089824-HE-GT3a
69.2 48-liver-sausage-pig-KR935765
16.0 _:EU360977-GT.‘?0 Pe I 3c
90.1 98.3 — FJ95675-HEV_RKI-human-Germany
84 .1 77-raw-sausage-pig-KR93577
| L JQo13705.613f 13f
625 626 JQ953665-GT3e
_|70.2 AY204877-GT1
. M74506-GT2
AB161718-GT4

erfasste Sequenzen aus
den untersuchten Wirsten

54.

95.3

88.8

40.5, - ' GLII345042:rat HEV . ' .

40 35 30 25 20 15 10 5 0
Nucleotide Substitution per 100 residues

> erfasste HEV-Sequenzen zeigen eine hohe Vielfalt

» verschiedene Subtypen von HEV-Genotyp 3
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Ringversuch zum Nachweis von HEV in Leberwurst

Ringversuchsprotokoll » Validierung der Methode im Rahmen des

§ 64 LFGB (Ringversuch mit 9 Laboren)

Qualitativer Nachweis von Hepatitis E-Viren in Leberwurst > Qualitativer Nachweis
» Anwendung der ,optimierten“ Methode
Im Rahmen der § 64 LFGB-Arbeitsgruppe > 12 Leberwurst-Proben (je 2 g) werden untersucht
Lviren in Lebensmitteln®
» 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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>

Zusammenfassung

Ubersicht Giber 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 fiir die beiden Matrices

Salami und Leberwurst
Untersuchung von 120 Lebensmitteln aus dem Handel
14 von 70 (20%) Rohwdurste & 11 von 50 (22%) Leberwirste HEV-positiv

Sequenzierung der positiven Proben

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

» Validierung der Methode (Ringversuch mit 9 Laboren)
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