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1 Einleitung und Fragestellung

1.1 Einleitung und Konzept dieser Arbeit

Das Hepatitis-E-Virus (HEV) qilt als einer der bedeutendsten Hepatitis Erreger des Menschen
(1). Die Anzahl der registrierten HEV-Infektionen ist innerhalb der letzten Jahre weltweit stark
angestiegen. Der Verzehr von rohen oder nicht ausreichend erhitzten
Schweinefleischprodukten ist vorrangig fur eine Ansteckung mit dem HEV in Industrielandern
verantwortlich. Wahrend eine Infektion von Gesunden meist unbemerkt verlauft, kann eine
Erkrankung bei Personen mit geschwachtem Immunsystem oder Schwangeren
lebensbedrohliche Folgen haben (1). Dem zoonotischen Genotyp 3 (HEV-3), der vor allem in
Westeuropa fur zahlreiche Infektionen mit HEV verantwortlich ist, wird hier eine besondere
Bedeutung beigemessen. Als Hauptreservoir fur HEV-3 qilt die Schweinepopulation, ein
Transfer des Erregers ist beispielsweise Uber den Konsum von Schweinefleisch,
kontaminiertes Trinkwasser oder engen Kontakt mit infizierten Tieren moglich. Bei Haus- und
Wildschweinen verlauft eine Infektion mit Hepatitis E ohne klinische Symptome, allerdings
haben sie einen wesentlichen Einfluss auf die Verbreitung des Virus (2). Anlasslich dieser
Diplomarbeit wurde eine HEV-B-Aktin Duplex RT-gPCR entwickelt und mit Hilfe dieser
Nachweismethode das Vorkommen von HEV in einem Wildtierbestand untersucht. Zu diesem
Zweck wurden im Rahmen dieser Arbeit Optimierungs- und Validierungsversuche fur den

Duplexnachweis durchgefuhrt und danach die HEV-Last in Wildschweinproben bestimmt.

1.2 Die Familie Hepeviridae

Hepeviren gehoren zu den einzelstrangigen RNA-Viren. Sie sind unbehillt, haben eine
ikosaedrale Symmetrie und ihr Genom besitzt eine positive Polaritat. Diese Familie beinhaltet
zwei Unterfamilien, die Orthohepevirinae und die Parahepevirinae. Die Orthohepevirinae
lassen sich in vier Gattungen klassifizieren, wobei das Paslahepeviurs balayani fir den

Menschen von grofiter Bedeutung ist (3).

1.3 Paslahepevirus balayani

Die Spezies Paslahepevirus balayani enthalt die Genotypen HEV-1 bis HEV-8 (3). Diese acht
Genotypen unterscheiden sich im Hinblick auf ihr Wirtsspektrum und ihre Ubertragungswege
zum Teil deutlich. Genotyp 1 und 2 (HEV-1 und HEV-2) werden vorwiegend durch
kontaminiertes Trinkwasser Ubertragen und infizieren nur den Menschen (4). HEV-3 und HEV-
4 sind zoonotisch, ihr Hauptreservoir sind das Haus- und Wildschwein, bei denen eine Infektion

asymptomatisch verlauft (5). Diese Genotypen kédnnen Gber den Verzehr von Fleischprodukten



oder engem Kontakt mit infizierten Tieren auf den Menschen Ubertragen werden und sind
hauptsachlich in Industrielandern verbreitet, wo sie zu sporadischen Hepatitis E-Fallen flihren
(1). Ein Subtyp von HEV-3 ist HEV-3ra, der in Hasen vorkommt und auch auf den Menschen
Ubertragen werden kann (6,7). Dartiber hinaus konnte der Genotyp 7 ebenfalls im Menschen
nachgewiesen werden, der sein Reservoir Ublicherweise in Dromedaren hat und im mittleren
Osten vorzufinden ist (6). HEV-5 und HEV-6 wurden ausschlieBlich in Wildschweinen in Japan

nachgewiesen (7).

1.4 Das Hepatitis E-Virus (hier als Substitut flr Paslahepevirus balayani verwendet)

Das HEYV ist ein unbehdilltes Virus mit einem einzelstrangigen RNA-Genom positiver Polaritat
und gehdrt zur Familie Hepeviridae (siehe 1.2). Das HEV hat einen 27-34 nm (Nanometer)
grofien Viruspartikel und sein Genom hat eine Lange von 7.2 kb (Kilobasen). Das Virusgenom
ist an seinem 5‘-Ende mit 7-Methylguanosin gecapped und am 3‘ Ende polyadenyliert (8). Es
beinhaltet drei offene Leseraster (open reading frames [ORF]) ORF1, ORF2 und ORF 3, wobei
ORF1 die Nichtstrukturproteine inklusive Methyltransferase, Cystein Protease, Helikase und
RNA-Polymerase, sowie drei Regionen mit unbekannter Funktion (Y, PPR, X) mit einer Lange
von insgesamt 1 693 Aminosauren kodiert. ORF 2 kodiert das virale Kapsidprotein mit einer
Lange von 660 Aminosauren, das fur die Interaktion mit Zielzellen und die Immunogenitat des
HEV verantwortlich ist. ORF 3, der teilweise mit ORF 2 Uberlappt, kodiert ein kleines Protein

mit 113 oder 114 Aminosauren und ist fir Morphologie und Freisetzung der Virionen zustandig
(9).

1.5 Replikation von HEV

Der Replikationszyklus des HEV beginnt damit, dass sich das Viruspartikel an Heperansulfate
und Proteoglykane auf der Oberflache der Wirtszelle bindet, mit Rezeptoren einen Komplex
bildet und durch Clathrin-vermittelte Endozytose ins Zellinnere geschleust wird (10,11).
Daraufhin folgt die Freisetzung der viralen Nukleinsdure ins Zytoplasma, die direkt von den
Ribosomen der Wirtszelle in Nicht-Strukturproteine (ORF1) translatiert wird. Diese Proteine
bilden einen Replikationskomplex, der sowohl genomische RNA, als auch subgenomische
RNA produziert. Letztere wird in Kapsidprotein (ORF2) und das membranassoziierte ORF3
Protein, das mit Interferon a interagiert, Ubersetzt. Die virale RNA wird mit dem Kapsidprotein
verpackt und mit Hilfe des Tumor susceptibility gene 101 freigesetzt (14). Beim Verlassen der
Wirtszelle werden die Partikel mit Lipiden und ORF3 Proteinen versehen, welche nach
Freisetzung aus der Zelle von Gallensauren und Verdauungsenzymen wieder beseitigt werden
(12).



1.6 Epidemiologie von HEV

Eine Erkrankung mit Hepatitis E verlauft in den meisten Fallen asymptomatisch und
selbstlimitierend, schwere Verlaufe und Todesfalle treten hauptsachlich bei Risikogruppen auf
(13). Genotyp 1 und 2 (HEV-1 und -2) werden Uberwiegend durch verunreinigtes Trinkwasser
und unsaubere Sanitarbedingungen weitergeben und stellen besonders in Afrika, Stidostasien
und Mexico eine Herausforderung dar. HEV-1 kann entweder durch den fakal-oralen-Weg,
Uber vertikale Ubertragung von der Mutter auf das ungeborene Kind, von Person zu Person
oder Uber Bluttransfusionen Ubertragen werden. Im Unterschied dazu, kann HEV-2 nur fakal-
oral oder von Person zu Person weitergegeben werden (4,13). Wahrend HEV-3 in Europa,
Amerika, Afrika und Asien verbreitet ist, wurde HEV-4 vorrangig in China, Japan und
Indonesien beschrieben. Eine Infektion mit HEV-3 kann bei Immunsupprimierten und
Transplantationspatienten zu schweren Erkrankungsverlaufen, bis hin zu Leberzirrhosen
fuhren (14). Sowohl in Industrie-, als auch in Entwicklungslandern kommt es vermehrt zu HEV-
Erkrankungen, verursacht durch HEV-3, als dessen Hauptreservoir die Schweinepopulation
gilt. HEV-3, der voranging in Deutschland und den meisten europaischen Landern
diagnostiziert wird, gilt als potenzielle zoonotische Gefahr (15). Mégliche Ubertragungswege
des Virus stellen unzureichend erhitzte Lebensmittel, Umweltkontaminationen uber

Ausscheidungen oder enger Kontakt mit infizierten Schweinen dar (13).

1.7 HEV-Infektion von domestizierten Schweinen

HEV wurde erstmals 1997 in Schweinen entdeckt, seitdem beschreiben zahlreiche
Publikationen eine hohe Pravalenz von HEV in Schweinebestanden weltweit (16). Jeder
Kontinent ist betroffen, allerdings ist der Vergleich der Seropravalenz von HEV zwischen den
einzelnen Landern schwierig, da diese sich hinsichtlich der untersuchten Proben und
Methoden sehr voneinander unterscheiden (16). Das Vorhandensein von Antikérpern zeigt
eine bereits Uberstandene HEV-Infektion an und kann auch weiter zurtickliegende Infektionen
detektieren, wahrend der Nachweis von HEV-RNA auf eine Infektion zum
Untersuchungszeitpunkt hindeutet (2). Experimentelle Studien haben gezeigt, dass eine
Ubertragung von HEV von Wild- auf Hausschweine méglich ist (17). Infizierte Tiere sind durch
direkten Kontakt oder Uber fakal-orale Ubertragung in der Lage, Hausschweine anzustecken.
Davon sind besonders Schweine in Freilandhaltung betroffen, die durch den offenen Auslauf
in Kontakt mit Wildschweinen gelangen konnen. Diese Haltungsbedingungen existieren
weltweit und stellen einen bedeutenden Risikofaktor fur die Schweineproduktion dar (18,19).

Einige Studien bestatigen den Einfluss des Alters auf das Infektionsgeschehen mit HEV. Es



wurde nachgewiesen, dass HEV-RNA vor allem in 2-5 Monate alten Schweinen detektiert
werden kann, wahrend Tiere, die jinger sind als 2 Monate, fir gewohnlich negativ sind. Der
Schutz der maternalen Antikérper, der ungefahr zwei Monate andauert und das Auftreten einer
HEV-Infektion im Alter von 2-3 Monaten, untermauern die Tatsache, dass sich die Tiere nach
dem Absinken der maternalen Immunitat durch engen Kontakt mit Artgenossen mit HEV
infizieren (20,21). Eine Viramie findet ein bis zwei Wochen nach der Infektion statt, die
Virusausscheidung dauert drei bis vier Wochen mit anschlieliender Serokonversion (20).
Deswegen erwartet man von jenen Tieren, die alter sind als 6-8 Monate, dass sie eine bereits
ausgeheilte Infektion mit HEV durchgemacht haben (22,23). Die Dauer der Immunitat nach
einer Uberstandenen HEV-Infektion wurde noch nicht vollstdndig erforscht (15). In der
experimentellen Studie von D. Thiry et al aus dem Jahr 2016 wurde jeweils eine Gruppe Ferkel
intravends oder oral mit einem HEV-3-Isolat von Wildschweinen infiziert (22). Ziel dieser Studie
war es, genauere Informationen zu Ubertragung und Krankheitsverlauf von HEV-3 beim
Hausschwein zu bekommen. Das Ergebnis dieser Untersuchung zeigt, dass beide
Infektionswege in der Lage sind, Hausschweine mit HEV zu infizieren und dass sich das Virus
rasch innerhalb einer geschlossenen Population ausbreiten kann. Es wurden keine klinischen
Anzeichen beobachtet und die Leberenzyme beider Tiergruppen befanden sich innerhalb der
Norm. Bei den Tieren, die oral infiziert wurden, was den natirlichen Ubertragungsweg von
HEV-3 reprasentiert, wurde eine geringere Ausbreitung im Organismus, eine schwachere
Viramie und ein geringerer Befall der Organe, im Vergleich zu jenen Tieren, die intravents
infiziert wurden, beobachtet. Diese Tatsache sollte bei der Risikobewertung im Hinblick auf
eine Infektion mit HEV durch den Konsum von kontaminierten Schweinefleischprodukten

berlcksichtig werden (22).

1.8 HEV-Pravalenz in Deutschland

Johne et al hat 2022 das Vorkommen von HEV-Infektionen in Wild- und
Hausschweinpopulationen in Deutschland untersucht (2). Die Haufigkeit einer HEV-Infektion
in Wild- und Hausschweinbestanden kann entweder durch den Nachweis von HEV-RNA
mittels RT-qPCR oder durch den Nachweis HEV-spezifischer Antikérper durch ELISA erfolgen
(22). Die Antikérperpravalenz bei Hausschweinen lag im Bereich von 42,7-68,6 %, die HEV-
RNA-Pravalenz zum Zeitpunkt der Schlachtung allerdings bei 1,0-17,2 %. Diese Abweichung
ist darauf zurlickzuflihren, dass sich Hausschweine in den ersten Lebensmonaten mit HEV
infizieren und das Virus bis zum Zeitpunkt der Schlachtung bereits aus dem Kérper eliminiert

wurde. Die Untersuchung von Wildschweinen auf HEV hat ergeben, dass die



Antikoérperpravalenz bei 11,5-45,0 % und die HEV-RNA-Pravalenz von 3,8-38,1 % lag. Diese
Abweichungen lassen sich durch unterschiedliche GréRe und Besatzdichte der einzelnen

Jagdgebiete erklaren, die fur diesen Nachweis herangezogen wurden (2).

1.9 HEV-3 in Rotwild

HEV-3 konnte auch in Rotwild nachgewiesen werden. Jedoch waren sowohl die HEV-
Seropravalenz als auch die HEV-RNA-Detektionsraten wesentlich geringer als jene, die fur
Wildschweine in der gleichen geografischen Region bestimmt wurden. Anheyer-Behmenburg
et al. (23) widmete sich 2017 der Untersuchung von HEV bei Wildschweinen und erforschte
deren Rolle als Vektor fir eine Spillover-Infektion in Rotwild. Dabei wurden konstant niedrigere
Konzentrationen von HEV in Lebergewebe von Rotwild nachgewiesen, verglichen mit
Wildschweinen aus der gleichen Jagdpopulation. Die Datenlage deutet darauf hin, dass es
sich bei Rotwild nicht um ein Reservoir fir HEV-3 handelt, sondern dass diese Tiere sich durch
das Zusammenleben in einem gemeinsamen Lebensraum infizieren (23). Wildschweine
wiederum scheinen ein Ausloser fur Spillover-Infektionen fir andere Wildtiere und den

Menschen zu sein.



2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Verwendetes Probenmaterial

Die Wildschweinproben stammen von einer alljahrlichen Drickjagd im Herbst 2020, aus einem
privaten Wildgehege im Osten Osterreichs. Das Wildtiergehege ist 12 km? groR und
eingezaunt mit einer hohen Steinmauer. Es ist unwahrscheinlich, dass diese Tiere Kontakt mit
wildlebenden Tieren auflerhalb des Geheges hatten. Basierend auf den Ergebnissen der
jahrlichen Jagd und Beobachtungen der lokalen Jager wird angenommen, dass die Population
ungefahr aus 300 Stiick Rotwild und 450 Wildschweinen besteht. Es sind seit 10 Jahren keine
neuen Tiere in den Bestand integriert worden, man kann also davon ausgehen, dass es sich
um eine geschlossene Population handelt. Dem Tierbestand wurden zusatzliche Futtermittel
bereitgestellt. Fur diese Arbeit wurden 45 Wildschweinproben und zwei Hirschproben
analysiert, die wahrend einer Treibjagd von erlegtem Wild gewonnen wurden. Weitere
Informationen betreffend die kdrperliche Verfassung der Tiere, sowie Alter und Geschlecht

werden in Tabelle 1 naher erlautert.

Tabelle 1: Auflistung der verwendeten Wildtierproben

Tierart und | Geschlecht | Alter | Gewicht
Probennummer in kg
WS2 m juvenil | 33
WS3 m adult | 109
WS4 m adult | 83
WS5 w juvenil | 34
WS6 w juvenil | 27
WS7 w juvenil | 20
WS8 m adult | 85
WS9 w adult | 60
WS10 m juvenil | 16
WS11 w juvenil | 21
WS12 m adult | 71
WS13 w juvenil | 26
WS14 w juvenil | 28
WS15 m adult | 106




WS16 m adult | 95
WS17 m adult | 115
WS18 m juvenil | 40
WS19 m juvenil | 35
WS20 w juvenil | 28
WS21 m juvenil | 48
WS22 m juvenil | 35
WS23 m juvenil | 25
WS24 m adult | 85
WS25 m juvenil | 18
WS26 w juvenil | 28
WS27 w juvenil | 29
WS28 m adult | 115
WS29 w juvenil | 45
WS30 w adult | 54
WS31 m juvenil | 23
WS32 w juvenil | 27
WS33 m adult | 49
WS34 w juvenil | 25
WS35 m juvenil | 36
WS36 m juvenil | 25
WS37 m juvenil | 26
WS38 m juvenil | 24
WS39 m adult | 46
WS40 w juvenil | 39
WS41 w juvenil | 36
WS42 m juvenil | 39
WS43 w juvenil | 33
WS44 w adult | 65
WS45 w juvenil | 29
WS46 w juvenil | 37
H37 w adult | 70
H38 w juvenil | 50




21.2 Verwendetes Realtime PCR-Gerat
Die Versuche wurden mit dem Rotor-Gene Q 5 plex (Qiagen, Germany) durchgefuihrt und mit

der dazugehorigen Software (Version 2.3.4.3) analysiert.

2.1.3 Verwendete Primer und Sonden

Die in Tabelle 2 genannten Primer und Sonden wurden fiir die HEV-Monoplex RT-gPCR und
HEV-B-Aktin Duplex RT-gPCR verwendet. Die HEV-Primer und Sonde wurden von Jothikumar
et al. (2006) (24) durch Sequenzalignment von HEV-Genomsequenzen in der
hochkonservierten ORF 3 Region, die als Zielsequenz fir den Nachweis von HEV dient,
entworfen und publiziert. Die B-Aktin RT-gPCR dient zur internen Kontrolle und stammt aus
einer Arbeit von Toussaint et al. (2006) (25). Die Primer und Sonden wurden von der Firma

Eurofins Genomics hergestellt.

Tabelle 2: Verwendete Primer und Sonde zum Nachweis von HEV und B-Aktin.

Primer Sonde Sequenz Richtung
qHEV-F, 5-GGT GGT TTC TGG GGT GAC-3* Forward
aﬁTEGV-R, 5-AAG GGT TGG TTG GAT GAA-3' Reverse
4877

qHEV-P, FAM-5-TGA TTC TCA GCC CTT CGC-

4878 3-BHQ1
qB-Aktin- 5'-CAG CAC AAT GAA GAT CAA GAT | Forward
1005-F CAT C-3
qB-Aktin- 5-CGG ACT CAT CGT ACT CCT GCT T- | Reverse
1135-R 3

qB-Aktin- HEX-5-TCG CTG TCC ACC TTC CAG

1081-P CAG ATG T-3'-BHQ1




2.1.4 Verwendete Kits und Reagenzien

Tabelle 3: Verwendete Kits und Reagenzien.

Verwendung Kit oder Reagens Firma

Mastermix Luna Universal Probe | NEB, Ipswich, USA
One-Step RT-gPCR
Kit®

Midipreparation Favorgen Plasmid DNA | Favorgen Biotech

Extraction Mini Kit® Corp., Ping-Tung,

Taiwan

RNA-Extraktion Tissue lyser Qiagen, Germany

QlAamp 96  Virus | Qiagen, Germany
QlAcube HT Kit,
QIlAcube HT

2.1.5 Weitere Programme und Firmen

Das Plasmid ,pEX-A128-HepE-standard” fur die Generierung und Mengenbestimmung des
DNA-Standards stammt von der Firma Eurofins Genomics. Der Promega Quantus und der
Nanodrop wurden fur die Bestimmung der DNA-Menge der Plasmidkopien herangezogen. Die
nachfolgende Berechnung des DNA-Standards erfolgte durch den NEBioCalculator

(https://nebiocalculator.neb.com/#!/dsdnaamt).

2.2 Methoden
2.21 PCR-Protokolle fiir diese Diplomarbeit (RT-qPCR HEV, RT-qPCR (Plasmid) und

Midiprep) und Herstellung der Mastermixe

PCR-Protokoll HEV-Monoplex:

Fir den Nachweis des Hepatitis-E-Virus in einer Monoplex-PCR wurde eine RT-qPCR
durchgefuhrt. Zuerst wurde ein Mastermix mit dem Luna® Universal Probe One-Step RT-
gPCR Kit (NEB, Ipswich, USA) laut Protokoll hergestellt, siehe Tabelle 4. Die Amplifikatlange
des HEV RT-qPCR Produkts betragt 70 bp (Basenpaare).


https://deref-gmx.net/mail/client/A6o3udor84c/dereferrer/?redirectUrl=https%3A%2F%2Fnebiocalculator.neb.com%2F%23%21%2Fdsdnaamt
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Tabelle 4: PCR-Protokoll fir die Herstellung des Mastermix fur die HEV-Monoplex RT-
gPCR. Angaben in pl.

Anzahl der Mastermix 40
Stlck
Luna RT-reaction Mix 315
Luna RT-enzyme Mix 31,5
RNAse freies H20 222,6

Primer-F-(40 uM) ,,qHEV-F, | 12,6
4876“ + R(40 uM) ,,qHEV-

R, 4877¢

Sonde (20 pM) ,,qHEV-| 6,3
P,4878“

Gesamtvolumen 588
Mastermix

Zugabe Template 1

Tabelle 5: Temperaturschema der HEV RT-qPCR und der HEV—[3-Aktin Duplex RT-gPCR.

Temperatur in | Zeit in Minuten/ | Zyklen
°C Sekunden

55 10 Minuten 1

95 1 Minute 1

95 10 Sekunden 45

55 30 Sekunden

PCR-Protokoll der HEV—B-Aktin Duplex RT-qPCR:

Der HEV RT-gPCR Duplex Mastermix wurde ebenfalls mit dem Luna® Universal Probe One-
Step RT-gPCR Kit angefertigt. Die Zusammensetzung des Mastermixes ist in Tabelle 6

aufgelistet.
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Tabelle 6: PCR-Protokoll fir die Herstellung des Mastermix fir die HEV—3-Aktin Duplex RT-
gPCR. Angaben in pl.

Anzahl der Mastermix | 40
Stuck
Luna RT-reaction Mix | 315
Luna RT-enzyme Mix | 31,5
RNAse freies H20 203,7
Primer-F1-(40 puM) + | 12,6
R1 (40 pM)
Primer-F2-(40 pM) + | 12,6
R2 (40pM)
Sonde 1 (20 uM) 6,3
Sonde 2 (20 pM) 6,3
Gesamtvolumen 588
Mastermix
Zugabe Template 1

2.2.2 Probenentnahme und Transport

Die Entnahme der Proben erfolgte durch die Mitarbeiterlnnen des Forschungsinstituts fur
Wildtierkunde und Okologie. Die Probenentnahme und Sektion wurden ein bis drei Stunden
nach Eintreten des Todes vor Ort durchgefihrt. Die Gewebeproben von Lunge und Milz
wurden durch Aspiration von Gewebe mit einer Nadel (Durchmesser 14 G) und einer sterilen
10 ml Einwegspritze nach der Erdffnung der Koérperhdhlen gewonnen. Danach wurden
Abstriche der Tonsillen gemacht und das Feldmaterial bis zur weiteren Verarbeitung bei -80
°C eingefroren. Diese Art der Probengewinnung wahrend der Jagd hat sich als praktisch und
zeitsparend erwiesen um das Risiko einer Kreuzkontamination auf ein Minimum zu
beschranken (26).

2.2.3 RNA-Extraktion

Fir die Nukleinsaureextraktion wurden etwa 100 mg von Lunge und Milz in 1 ml PBS mit dem
Tissue Lyser Il (Qiagen, Germany) homogenisiert und bei 16 000 g 3 Minuten lang
zentrifugiert. Die Tonsillarabstriche wurden mit 1 ml sterilem PBS fir 10 Sekunden gevortext.

Es wurden zu gleichen Teilen Tonsillarlysat und der Uberstand des Lungen- und Milzlysates
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gepoolt und 200 pl davon mit dem QlAamp 96 Virus QlAcube HT Kit im QlAcube HT (Qiagen,

Hilden, Germany) nach Anweisungen des Herstellers extrahiert.

2.2.4 Transformation in E. coli HB101

Eine Transformation ist die Ubertragung von genetischem Material durch die Aufnahme freier
DNA. Es handelt sich hierbei um ein naturliches Phdnomen, dass kompetente Bakterien
nutzen, um freie DNA aus ihrer Umgebung durch ihre Zellwand aufzunehmen. Ein haufig in
der Molekularbiologie eingesetztes Verfahren ist die Transformation von E. coli mit Plasmiden,
weil bei dieser Methode DNA-Molekiile in zahlreicher Menge vervielfaltigt werden kénnen. Im
Zuge dieser Arbeit wurden E. coli HB101 und ein Plasmid ,pEX-A128-HepE-standard® (in
dieser Arbeit als pK 189 bezeichnet) von der Firma Eurofins Genomics mit einer Gesamtlange
von 2520 Basenpaaren verwendet. Die Karte des Plasmids ist in Abbildung 1 dargestellt.
Dieses Plasmid wurde durch Einsetzen der Zielsequenz der HEV RT-gPCR in den Vektor pEX-
A128 mit einer Lange von 2450 Basenpaaren generiert. Fir die Transformation wurden 30 pl
kompetente E. Coli HB101 auf Eis aufgetaut und mit 1 pl Plasmid-DNA fir 30 Minuten auf Eis
inkubiert. Nach dem Hitzeschock von 90 Sekunden bei 37°C wurden die Zellen eine weitere
Minute auf Eis inkubiert. Dann wurden 200 ul LB-Medium hinzugefiigt, davon 50 pul sofort auf
LB-Agarplatten mit 50 ug/ml Ampicillin ausplattiert und Gber Nacht bei 37 °C inkubiert

Abbildung 1: Schematische Darstellung des verwendeten Plasmids ,pEX-A128-HepE-
standard“ von der Firma Eurofins Genomics.
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2.2.5 Herstellung der Midipraparation

Die Midipraparation wird zur Isolierung gréfterer Mengen Plasmid-DNA aus Bakterien genutzt.
Fur die Herstellung der Midipraparation wurde der Favorgen Plasmid-Mini-Kit benutzt.
Zunachst wurden vier Kulturen der am Tag zuvor retransformierten E.Coli HB101 gepickt und
im Midivolumen von 50 ml LB Medium mit 50 pg/ml Ampicillin Gber Nacht bei 35 °C im Schiittler
bebritet. Am nachsten Tag wurden die Kulturen 10 Minuten bei 5000 x Umdrehungen
abzentrifugiert. Durch alkalische Lyse wurden die Bakterienzellen aufgeschlossen. Dafur
wurde dem Pellet 400 pl FADP1 Puffer (+ RNAse A) hinzugefugt und die Probe durch vortexen
resuspendiert. Der Inhalt wurde dann in ein 2 ml Tube Uberfiuhrt, 400 yl FADP2 Puffer
dazugegeben, 5-10 x invertiert und danach 2-5 Minuten inkubiert. Dann wurden 600 ul FADP3
Puffer hinzugegeben, nochmals 5-10x invertiert und 5 Minuten bei 18 000 x g zentrifugiert. Die
Bindung der DNA erfolgte durch das zweimalige Beladen der Saule mit 700 ul Lysat, wobei
der Durchfluss abgekippt wurde, bevor die Saule erneut beladen wurde. Anschliellend wurde
die Saule fir 30 Sekunden bei 11 000 x g zentrifugiert. Das Waschen dient der Entfernung
zellularer Bestandteile und anderer Kontaminationen. Zuerst wurde mit 400 yl W1 Puffer
gewaschen und der Durchfluss abgekippt. Beim zweiten Waschschritt wurden 700 pyl Wash
Buffer (+EtOH) verwendet und der Durchfluss wieder weggekippt. Nun wurde die Saule
zunachst 30 Sekunden bei 11 000 x g zentrifugiert und dann fir 3 Minuten bei 18 000 x g
trockenzentrifugiert. Die trockene Saule wurde in ein neues 1,5 ml Tube Uberfuhrt. Fur die
Elution der DNA wurden 100 ul H2Oqq direkt auf die Matrix aufgetragen, dann eine Minute bei

Raumtemperatur inkubiert und abschlieRend eine Minute bei 18 000 x g zentrifugiert.

2.2.6 Quantifizierung der DNA-Menge:

Im Anschluss an die Midipraparation wurde die DNA-Konzentration der Plasmidpraparationen
pK189#1-pK189#4 mit dem Nanodrop gemessen. Das HEV-Plasmid pK189#2, welches fir die
weiteren Versuche als Standard eingesetzt worden ist, wurde mit dem Promega Quantus
erneut quantifiziert, um ein Ergebnis, das spezifisch fur DNA ist, zu erhalten. Die
Quantifizierung auf dem Promega Quantus wurde mit dem Promega OneDNA-Kit nach

Angaben des Herstellers durchgefuhrt.

2.2.7 Sanger Sequenzierung:
Die Sequenzierung des PCR-Produkts wurde von der Firma Eurofins Genomics ausgefuhrt.
Dafir wurden jeweils 40 ng/pl von pK189#2- pK189#4 mit dem Primer qHEV_forward

sequenziert.
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2.2.8 Kalkulation der Kopien/ul:
Die Berechnung der Plasmidkopien pro pl Plasmidpraparation erfolgte mit dem

NEBioCalculator (https://nebiocalculator.neb.com/#!/dsdnaamt).
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3 Resultate

3.1 Generierung und Mengenbestimmung eines DNA-Standards

Das verwendete Plasmid ,pEX-A128-HepE-standard® (in dieser Arbeit als pK 189 bezeichnet)
stammt von der Firma Eurofins Genomics und hat eine Gesamtlange von 2520 Basenpaaren.
Dieses Plasmid wurde durch Einsetzen der Zielsequenz der HEV gPCR in den Vektor pEX-
A128 mit einer Lange von 2450 Basenpaaren generiert. Nach Erhalt des Plasmids wurde eine
Retransformation in kompetente E. coli HB101 durchgefiihrt und die Bakterien Giber Nacht auf
LB-Agarplatten, die Ampicillin als Selektionsmedium enthielten, angezogen. Am
darauffolgenden Tag wurden vier Midikulturen inokkuliert und wieder Uber Nacht inkubiert.
Darauf folgte die Aufreinigung der Plasmid DNA mit einer Midipraparation. Mit dem Nanodrop
wurde eine DNA-Konzentration von 40 ng/ul bestimmt. Zur Validierung der Sequenz von
pK189 #1 — pK189 #4 wurden jeweils 40 ng/ul Plasmid DNA mit dem Primer qHEV_forward
sequenziert. Die nachfolgende Sequenzanalyse ergab, dass nur die Klone 2-4 die korrekte
Sequenz enthielten. Der nachste Schritt war die erneute Bestimmung der DNA-Masse des
HEV-Plasmids pK289#2, welches flr die weiteren Versuche als Standard eingesetzt worden
ist. Hierzu wurde nun mit dem Promega Quantus eine Messung durchgefihrt, da diese
spezifisch fir DNA ist. Die so ermittelte DNA-Masse lag bei 22 ng/pl fur pK289#2 und damit
deutlich unter der Nanodrop Messung, die 60 ng/pl ergeben hatte. Die ermittelten 22 ng/ul
entsprechen einer DNA-Menge von 8,508 x 10° Plasmidkopien /ul. Dies entspricht dann auch
den Genomaquivalenten (GE) / pl. Die Berechnung dieses Wertes erfolgte mit dem
NEBioCalculator (https://nebiocalculator.neb.com/#!/dsdnaamt) und er dient als DNA-
Standard in dieser Diplomarbeit. In weiterer Folge wurde das Plasmid zur einfacheren
Berechnung auf 1 x 10° GE/ul vorverdinnt und weitere Verdiinnungsreihen von dieser

Verdinnung ausgehend durchgefuhrt.

3.2 Temperaturoptimierung Duplex RT-qPCR

Fir die HEV RT-gPCR sind zwei verschiedene Annealingtemperaturen getestet worden: 55
°C und 60 °C. Dabei wurden eine Positivkontrolle (bekannt positive Feldprobe), ein NTC (no
template control), sowie der HEV-Standard pK189#2 verwendet. Aus diesem Standard wurde
eine 10-fach-Verdiinnungsreihe hergestellt und die Verdiinnungen mit 102 GE/ Reaktion und
10 GE/ Reaktion wurden in die PCR eingesetzt. Danach wurden die RT-gPCRs einmal mit
Duplex-Mastermixen (HEV und 3-Aktin Primer und Probe) und einmal als Monoplex RT-qPCR
(nur HEV-Primer und Probe) angesetzt und jeweils im grinen Kanal (fur HEV-Nachweis) und

im gelben Kanal (fur -Aktin-Nachweis) gemessen. Beim Vergleich der ausgewerteten Daten
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wurde festgestellt, dass bei jenen RT-qPCR-Ansatzen, bei denen die Mastermixe B-Aktin-
Primer und Probe enthielten, bei einer Annealingtemperatur von 60 °C keine Ergebnisse im
grinen Kanal darstellbar waren. Bei 55 °C war die (3-Aktin enthaltende Feldprobe sowohl im
grinen als auch im gelben Kanal deutlich positiv. Auch die Standards lieferten positive HEV-
Ergebnisse. Im Monoplex-Ansatz waren HEV-spezifische Nukleinsduren auch bei 60 °C
nachweisbar, der Ansatz bei einer Annealingtemperatur von 55 °C mit B-Aktin-Reagenzien
zeigte allerdings hohere Sensitivitat. Aufgrund der vorliegenden PCR-Resultate wurde
ermittelt, dass eine Annealingtemperatur von 55 °C fir den Nachweis von HEV-spezifischen
Nukleinsduren in Kombination mit einem B-Aktin-Nachweis besser geeignet ist als eine

Annealingtemperatur von 60 °C.
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3.3 Sensitivitatsbestimmung

Mit der Sensitivitdtsbestimmung soll das Detektionslimit der RT-gPCR untersucht werden. Es
wurde eine 10er Verdiinnungsreihe hergestellt, die 10° bis 108 Kopien des DNA-Standards
enthielt. Danach wurde zu jeder Verdliinnungsstufe die gleiche Menge eines definiert B-Aktin
positiven, HEV negativen Extrakts beigemengt, um Konditionen zu verwenden, die mdglichst
den zu untersuchenden Feldproben entsprechen. AnschlieBend wurde die Duplex RT-gPCR
in drei Reaktionen pro Verdunnungsstufe angesetzt, siehe 2.2.14. Ziel dieses Versuchs war
festzustellen, bis zu welcher definierten Konzentration des DNA-Standards mit dieser RT-
gPCR noch alle Triplikate valide nachgewiesen werden koénnen. Dadurch kann eine
Detektionsschwelle definiert werden, die aussagt, bis wann eine Probe positiv ist und ab wann
sie als fraglich gilt. Bis zu einer Verdiinnung von 10" GE in der Reaktion konnten alle Replikate
nachgewiesen werden. Beim Vorhandensein von 10° GE in der Reaktion waren nur noch zwei
von drei Replikaten positiv (Abb. 2 und Tab. 8). Daher kann anhand dieses Versuches davon
ausgegangen werden, dass Proben, die mindestens 10" GE/Reaktion enthalten, noch sicher

nachgewiesen werden kénnen.

Abbildung 2: Sensitivitatsbestimmung der HEV (3-Aktin Duplex RT-gPCR. Untersucht
wurden Triplikate einer 10er Verdiinnungsreihe, die 10° bis 10® Kopien des DNA-Standards
in der Reaktion enthalten. Um die Auswirkung der unterschiedlichen HEV-Mengen auf das [3-
Aktin-Signal zu untersuchen, wurde den Proben ein definiert B-Aktin positives, HEV
negatives Extrakt beigemengt. Die grin umrahmte Grafik zeigt das HEV-Signal und die gelb
umrahmte Grafik das -Aktin Signal.
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3.4 Auswirkungen von B-Aktin auf das HEV-Signal
Ziel dieses Versuchs war herauszufinden, wie sich die Anwesenheit von 3-Aktin auf das HEV-
Signal auswirkt. Dazu wurde ein Triplikatansatz wie unter 3.3 beschrieben angesetzt. Jedoch

wurde in diesem Versuch keine definierte Menge 3-Aktin zugegeben. Es wurden die Ct-Werte



18

des HEV-Signals, die in den beiden Ansatzen erzielt wurden, miteinander verglichen (Tabelle
8). Die Ct-Werte des Ansatzes, dem B-Aktin hinzugefiigt wurde, lagen meistens niedriger als
die, denen kein B-Aktin zugesetzt wurde. Dies ist besonders bei den Proben mit geringen
Konzentrationen des HEV-Standards ersichtlich (Abb. 3). Ohne das Vorhandensein von [3-
Aktin waren ab 10" GE/ Reaktion nur zwei von drei Replikaten nachweisbar. Es kann vermutet
werden, dass das B-Aktin Signal das HEV-Signal durch spektrales Uberlappen erhdhen kann
oder dass Pipettierfehler flr das beobachtete Phanomen verantwortlich sind. Auf Grund dieses
Ergebnisses missen schwach positive HEV-Signale bei stark positivem B-Aktin Signal
vorsichtig interpretiert werden und die sichere Nachweisgrenze sollte mit 102 GE/Reaktion
angenommen werden.

Tabelle 7: Verdinnungsreihe des HEV-Standards. Das Plasmid pK289#2 wurde in einer
Verdiinnungsreihe von 108 bis 10° als Triplikatansatz einmal mit und einmal ohne B-Aktin

hergestellt, um die Auswirkungen des B-Aktins auf die Sensitivitat der Duplex RT-qPCR zu
ermitteln.

GE Ct HEV | Ct Mittelwert CtHEV | Ct Mittelwert
Menge/ | mit B-Aktin | HEV pro | ohne B-Aktin | HEV pro
Reaktion | Aktin mit Verdunnung | B-Aktin | ohne Verdinnung
Zugabe | B-Aktin | mit [(B-Aktin | Zugabe | B -Aktin | ohne
Zugabe | Zugabe Zugabe | B-Aktin
Zugabe
108 13,61 26,84 14,17 |-
108 13,57 | 26,78 13,58 14,36 | - 14,15
108 13,56 | 26,81 13,93 | --
107 15,42 | 26,81 18,04 |-
107 15,48 | 26,75 15,37 18,09 |- 18,01
107 15,22 | 26,64 17,91 -
106 19,66 | 26,95 21,62 | 44,6
106 19,79 | 26,81 19,66 21,78 | - 21,67
106 19,54 | 26,68 21,62 |-
10° 23,41 26,82 25,34 | -
10° 23,51 27,06 | 23,44 25,42 | 37,38 | 25,46
10° 23,4 26,99 25,61 -
10* 26,72 | 27,01 26,43 | -
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10* 26,69 |27,04 |26,75 26,58 |- 26,51
10* 26,85 | 271 26,51 -

103 30,07 | 27,17 30,79 |-

10° 30,13 | 27,31 30,11 30,6 - 30,72
103 30,13 | 27,06 30,78 | -

10? 34,47 | 2717 35,21 -

10? 34,19 | 27,14 | 33,91 35,5 - 35,21
10? 33,07 | 27,04 34,92 | 40,05

10' 37,86 | 27,12 - -

10’ 37,01 27,06 | 37,46 37,24 |- 37,34
10’ 37,51 27,03 37,43 |-

100 - 27,05 40,16 | -

10° 37,06 |26,86 |38,98 - - 40,96
10° 40,89 | 27,05 41,75 | -

Abbildung 3: Untersuchung der Auswirkung von B-Aktin auf die Detektionsschwelle von 10°
bis 10?2 HEV-Kopien in der Reaktion. Gezeigt sind die Fluoreszenzsignale fir jeweils drei
Proben der gleichen Verdlinnung mit (gekennzeichnet als mit 3-Aktin in der der Legende)
und ohne Zugabe von B-Aktin. bA = 3-Aktin.
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3.5 Auswirkungen von HEV auf das B-Aktin-Signal

Bei diesem Versuch sollte festgestellt werden, wie sich die Anwesenheit von HEV auf das [3-
Aktin Signal in der Duplex RT-gPCR auswirkt. Dabei ist anhand des Triplikatansatzes mit
Konzentrationen von 108 - 10° GE/Reaktion, welche im Triplikat angesetzt worden sind,
untersucht worden, ob ein Signal im grinen Kanal, also HEV, in den gelben Kanal strahlt und
ob dadurch das B-Aktin Signal verfalscht wird. Es wurden die Ct-Werte des konstant
zugesetzten B-Aktins in Bezug auf die sich verandernde Menge an HEV in der Reaktion
verglichen. Tabelle 9 listet die einzelnen Ct-Werte der HEV-Verdinnungsreihe von 108 bis 10°

GE im Triplikatansatz auf.

Es wurde gemessen, inwiefern sich die -Aktin Werte zwischen der hdochsten und niedrigsten
HEV-Konzentration unterscheiden. Die ermittelten Ct-Werte pro Verdiinnung lagen zwischen
26,81 und 27,18. Die Abweichung ist sehr gering und scheint nicht mit der Menge an HEV in
der Reaktion zu korrelieren. Tabelle 7 zeigt, dass bei dem Triplikatansatz ohne B-Aktin bei den
HEV-Konzentrationen von 108, 10°und 10? GE/ul ein B-Aktin Signal gemessen wurde. Es gab
jeweils nur bei einem Replikat in drei unterschiedlichen Verdinnungsstufen ein positives -
Aktin-Signal, was auf eine Kontamination des PCR-Ansatzes zuritickzufihren sein kann, weil
das Auftreten und die Hohe des Signals nicht mir der HEV-Menge in der Reaktion zu
korrelieren scheint.

Tabelle 8: Verdinnungsreihe des HEV-Standards. Das Plasmid pK289#2 wurde in einer

Verdlnnungsreihe von 108 bis 10° GE/ul als Triplikatansatz angefertigt und die Ct-Werte im
gelben Kanal bestimmt.

HEV- Ct-Wert | Mittelwert

Konzentration | B-Aktin Ct B-Aktin/
Verdlinnung

108 26,84

108 26,78 26,81

108 26,81

107 26,81

107 26,75 26,73

107 26,64

106 26,95

106 26,81 26,81

106 26,68
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10° 26,82

10° 27,06 26,96
10° 26,99

10* 27,01

10* 27,04 27,02
10* 27,1

10° 27,17

10° 27,31 27,18
10° 27,06

102 2717

102 27,14 27,12
102 27,04

10' 27,12

10' 27,06 27,07
10' 27,03

10° 27,05

100 26,86 26,99
100 27,05

3.6 Untersuchung von Wildtierproben

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Duplex RT-gPCR entwickelt und mit dieser
Nachweismethode das Vorkommen von HEV beim Schwarzwild in einem geschlossenen,
Osterreichischen Wildtierbestand untersucht, um die Pravalenz von HEV in dieser Population
zu schatzen. Dafir sind 45 Wildschweinproben analysiert worden, siehe Abbildung 4. Die
Feldproben wurden zunachst extrahiert, wie in 2.2.3 beschrieben, und dann gemeinsam mit
den HEV-Standards in einer HEV-3-Aktin Duplex RT-gPCR angesetzt. Die HEV-Standards
107 bis 10° sind fir die Quantifizierung der Wildschweinproben herangezogen worden und
wurden wie in 2.2.14 beschrieben hergestellt. Um entsprechende Rahmenbedingungen fur die
zu untersuchenden Feldproben zu schaffen, wurden die HEV-Standards 107 bis 10°
ausgewahlt, denen zuvor -Aktin zugesetzt wurde. Die Untersuchung der Pravalenz von HEV
ergab, dass 14 Feldproben HEV positiv waren (siehe Abbildung 4). Die vorliegenden Daten
zeigen, dass die Ct-Werte der getesteten Tiere fur HEV zwischen 25,45 und 43,58 lagen, siehe
Tabelle 10.
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Bei der Analyse des -Aktin-Signals wurde festgestellt, dass alle Proben, bis auf zwei, WS4
und WS 11, ein Signal in der PCR zeigten. Das 3-Aktin-Signal dieser Proben lag im Bereich
von Ct 16 bis 27. Um auszuschlieRen, dass Hemmstoffe einen Nachweis in den Extrakten von
WS4 und WS11 verhinderten, wurden diese Proben daraufhin in einer 1:10 und einer 1:100
Verdlinnung gemeinsam mit den HEV-Standards nochmals in der Duplex RT-qPCR
untersucht (Abbildung 5). Zusatzlich wurden hierbei auch noch zwei Hirschproben, die aus
dem gleichen Bestand stammten und schwach positiv waren, ebenso verdunnt und getestet,
um auszuschlieflen, dass es sich hierbei um einen Fehler beim Ansetzen der PCR oder das
Vorhandensein von Hemmstoffen handelte. Bei der Wiederholung der Untersuchung auf HEV
mittels Duplex RT-qgPCR an Proben, bei denen zuvor kein B-Aktin in der PCR detektiert werden
konnte, konnte nun ein positives B-Aktin Signal nachgewiesen werden. Jedoch war keine
Belastung der Proben mit HEV detektierbar. Um die Viruskonzentration in GE/ml Tupfer- und
Gewebelysat der Feldproben zu bestimmen, wurde die von Rotor-Gene Q 5plex (Quiagen,
Germany) ermittelte Konzentration der GE/ul aus den extrahierten Proben mit dem
Umrechnungsfaktor 500 multipliziert. Basierend auf dem vorangegangenen Triplikatansatz
wurde als untere Nachweisgrenze von HEV eine Konzentration von 100 GE/ul Extrakt definiert,
weil hier sowohl mit als auch ohne B-Aktin noch 3 Replikate nachgewiesen werden konnten.
Die Proben WS10 und WS16 lagen unter dieser Nachweisgrenze und wurden somit als fraglich
bewertet. Von den 14 positiv getesteten Feldproben konnte in 12 Wildschweinen HEV sicher

nachgewiesen werden, siehe Tabelle 9.

Anschliellend wurde die Pravalenz des Feldmaterials fir HEV berechnet. Daflr wurden die
als positiv bewerteten Proben (12) durch die Gesamtzahl an Feldproben (45) dividiert und mit
100 multipliziert. Aufgrund der vorliegenden PCR-Resultate der getesteten Feldproben kann

die HEV-Pravalenz in diesem Bestand auf 26,6 % geschatzt werden.
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Abbildung 4: Untersuchung der HEV-Pravalenz mit der entwickelten Duplex PCR an
Wildschweinproben gewonnen im Herbst 2020 aus einem geschlossenen Bestand. Die grin
umrahmte Grafik zeigt das HEV-Signal und die gelb umrahmte Grafik das -Aktin-Signal.
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Abbildung 5: Wiederholung der Untersuchung auf HEV mittels Duplex PCR an Proben, in
denen zuvor kein B-Aktin in der PCR detektiert werden konnte. Die griin umrahmte Grafik
zeigt das HEV-Signal und die gelb umrahmte Grafik das -Aktin-Signal.
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Tabelle 9: Ct-Werte und GE/pl der positiv auf HEV getesteten Wildtierproben und
berechnete HE-Viruslast in GE/ml Probe (Tupfer-/Organlysat). HEV-spezifische
Nukleinsauren wurden in griinen, B-Aktin wurde im gelben Kanal gemessen.

Probe Ct-Wert Ct-Wert GE/ul Extrakt GE/ml Lysat
HEV B-Aktin
WS1 25,68 19,76 7,92E+04 3,96E+07
WS5 26,97 23,88 3,56E+04 1,78E+07
WS7 36,04 22,69 1,32E+02 6,60E+04
WS10 42,31 24,55 2,74E+00 1,37E+03
WS16 43,58 23,17 1,25E+00 6,25E+02
WS18 28,70 19,82 1,23E+04 6,15E+06
WS20 28,59 25,36 1,31E+04 6,55E+06
WS21 25,45 21,25 9,13E+04 4,57E+07
WS22 26,65 23,06 4,34E+04 2,17E+07
WS23 31,70 21,04 1,92E+03 9,60E+05
WS24 31,18 23,73 2,65E+03 1,33E+06
WS28 29,75 26,57 6,40E+03 3,20E+06
WS30 25,60 25,05 8,32E+04 4,16E+07
WS36 27,17 24,04 3,16E+04 1,58E+07

3.7 Vergleich Duplex und Monoplex RT-qPCR an ausgewahliten Wildschweinproben

Bei diesem Versuch wurde die Detektion von B-Aktin in der B-Aktin Monoplex-PCR mit dem -
Aktin Nachweis in der HEV -Aktin Duplex PCR verglichen, siehe Abbildung 6. Es sind jeweils
eine stark beziehungsweise drei schwach B-Aktin positive Wildschweinproben wie in 2.2.3
beschrieben, extrahiert und anschlie3iend sowohl in der 3-Aktin Monoplex, als auch in der HEV
B-Aktin Duplex RT-gPCR analysiert worden. Ziel dieser Untersuchung war es, festzustellen,
wie sich das Vorhandensein von HEV in einer Feldprobe auf das B-Aktin Signal auswirkt. Bei
dem Vergleich der Ct-Werte der ausgewahlten Wildschweinproben wurde festgestellt, dass
das B-Aktin Signal in der HEV Duplex RT-gPCR hdéher war als in der Monoplex-PCR, siehe
Tabelle 11. In Proben, in denen kein HEV-Nachweis erfolgte, waren die Ct-Werte in der
Monoplex-PCR um 1,53 bzw. 2,23 hoher als in der Duplex-PCR. Wenn in den Proben auch
HEV nachgewiesen werden konnte, waren die Ct-Werte fir p-Aktin in der Monoplex-PCR um

3,56 bzw. 8,45 erhdht, verglichen mit der Duplex-PCR.
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Abbildung 6: Vergleich der Ergebnisse der -Aktin Monoplex-PCR (M) mit dem B-Aktin
Signal in der HEV B-Aktin Duplex-PCR (D). Jeweils eine stark und drei schwach (3-Aktin
positive Wildschweinproben aus dem Feldmaterial wurden in beiden PCRs analysiert. Die
grin umrahmte Grafik zeigt das HEV-Signal und die gelb umrahmte Grafik das p-Aktin-
Signal.
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Tabelle 10: Gegentberstellung der Ct-Werte von ausgewahlten Wildschweinproben.

Probe Ct-Wert Ct-Wert Unterschied Ct- | Ct-Wert HEV
B-Aktin B-Aktin Duplex | Wert Monoplex | Duplex PCR
Monoplex | PCR Duplex
PCR

WS18 B-Aktin | 22,92 19,36 3,56 29,16

stark positiv

WS29 B-Aktin | 29,92 21,47 8,45 34,99

schwach

positiv

WS32 -Aktin | 30,89 29,36 1,53 -

schwach

positiv

WS45 B-Aktin | 32,54 30,31 2,23 -

schwach

positiv
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Abbildung 7: Vergleich der Ergebnisse der HEV-Monoplex PCR (M) mit dem HEV-Signal in
der HEV B-Aktin Duplex-PCR (D). Jeweils zwei stark bzw. schwach HEV positive
Wildschweinproben aus dem Feldmaterial wurden in beiden PCRs analysiert. Das Signal im
gelben Kanal, dass durch das spektrale Uberlappen des HEV-Signals aus dem griinen Kanal
in der Monoplex-PCR hervorgerufen wurde, ist mit dargestellt, um die Hohe des
unspezifischen Signals im gelben Kanal abschatzen zu kdnnen. Die grin umrahmte Grafik
zeigt das HEV-Signal und die gelb umrahmte Grafik das 3-Aktin Signal.
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Nach dem Signalvergleich von (3-Aktin zwischen Monoplex und Duplex RT-gPCR wurden im
nachsten Versuch die Signale zwischen der HEV-Monoplex und Duplex RT-qPCR verglichen.
Hierzu wurden wieder Wildschweinproben ausgewahlt, die entweder HEV stark oder schwach
positiv getestet wurden. Aus Abbildung 7 geht hervor, dass die Kurven des HEV-Signals in
beiden PCRs ab einem Fluoreszenzsignal von gréRer 102 vergleichbar verlaufen. Unter einem
HEV-Fluoreszenzsignal von 107 ist die Kurve in der Monoplex-PCR im Vergleich zur Duplex-
PCR stark abgeflacht. Im B-Aktin Kanal zeigt sich, dass auch Signale durch die Monoplex-
HEV-PCR, die eigentlich nur im grinen Kanal nachwiesen werden sollten, nachgewiesen
werden kénnen. Diese liegen jedoch mehr als zehnfach niedriger als die spezifischen (3-Aktin
Signale und sollten daher keine starke Relevanz fir eine Verfalschung eines realen (3-Aktin

Signals haben.
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4 Diskussion

Innerhalb der letzten Jahre ist die Anzahl an Hepatitis E-Erkrankungen bei Menschen in
Europa betrachtlich gestiegen (27) . Eine Studie aus dem Jahr 2012, in der 4,422 Proben
untersucht wurden, konnte in Deutschland eine HEV-Seropravalenz in der humanen
Population von 16,8 % bestimmen. Dabei wurden altersspezifische Unterschiede festgestellt.
Bei etwa 5 % der Personen unter 30 Jahren konnten Antikérper gegen HEV nachgewiesen
werden, wahrend es bei den Uber 60-Jahrigen 25 % waren (28). Im Jahr 2021 wurden laut der
Statistik meldepflichtiger Infektionskrankheiten des Bundesministeriums fir Soziales,
Gesundheit, Pflege und Konsumentenschutz in Osterreich 61 Falle mit Hepatitis E bestatigt,
siehe Abbildung 8. Die meisten Falle innerhalb Osterreichs wurden 2018 nachgewiesen (29).
Dieser Anstieg an Fallzahlen ist wahrscheinlich nicht auf eine tatsachliche Steigerung der
Hepatitis E-Falle, sondern auf eine erhdhte Aufmerksamkeit der Arzte, sowie den haufigeren
Einsatz von sensitiveren diagnostischen Tests zurlckzuflhren (30). Die meisten Falle sind auf
lebensmittelbedingte Infektionen zurlickzuflhren, verursacht durch die zoonotischen HEV
Genotypen HEV-3 und HEV-4. Verantwortlich dafiir sind vor allem rohe oder unzureichend
erhitzte Schweinefleischprodukte, durch deren Verzehr das Virus von Haus- und
Wildschweinen auf den Menschen Ubertragen werden kann (27). Aufgrund dieser Tatsache ist
es von grofler Bedeutung, ein sicheres Verfahren zum Nachweis von HEV-spezifischen
Nukleinsauren zu entwickeln.

Abbildung 8: Vergleich der gemeldeten HEV-Falle in Osterreich und Deutschland im Zeitraum
2015-2021 (29-38).
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Der Vorteil der RT-qgPCR nach Jothikumar et al. (2006) im Vergleich zu anderen Methoden ist,
dass die HEV-Genotypen (HEV-1 bis HEV-4) zuverlassig nachgewiesen werden kdnnen (24).
Die Entwicklung einer RT-gPCR zur Detektion aller HEV-Genotypen ist aufgrund der
Heterogenitat der verschiedenen Genotypen sehr komplex. Die bereits bestehenden Assays
unterscheiden sich im Hinblick auf die Sensitivitat signifikant, was vorrangig auf die
verwendete Zielsequenz und die genetische Diversitat des Hepatitis-E-Virus zurtickzufiihren
ist (39). Mokhtari et al. haben 2017 im Rahmen einer Studie verschiedene RT-gPCR Assays
zum Nachweis von HEV-RNA miteinander verglichen und sind zu dem Ergebnis gekommen,
dass der Assay von Jothikumar et al. aus dem Jahr 2006 derzeit die zuverlassigste Methode
zum Nachweis von HEV-RNA darstellt (39). Das liegt daran, dass die Sequenzen der hierbei
verwendeten TagMan® Assay Sonden und Primer bei allen HEV-Genotypen in der ORF 3-
Region hochkonserviert sind und sich aus diesem Grund am besten als Zielsequenz fir den
Nachweis von HEV eignen (24). Fur die Versuche, die im Zuge dieser Arbeit gemacht wurden,
wurde ein RT-gPCR Protokoll nach Jothikumar et al. (2006) verwendet, weil es sich derzeit
um die sensitivste und spezifischste Methode zum Nachweis von HEV-spezifischer RNA
handelt und damit Optimierungs- und Valdierungsversuche durchgefihrt. Es wurde zunachst
anhand eines Triplikatansatz mit einem generierten HEV-Plamidstandard beurteilt, inwiefern
sich die Monoplex und Duplex RT-qPCR (inklusive B-Aktin-Nachweis) voneinander
unterscheiden und welche Auswirkungen das Vorhandensein von (3-Aktin auf die Sensitivitat
beider Verfahren hat. Um falsch negative Ergebnisse — bedingt z.B. durch inhibitorische
Substanzen im  Nukleinsdureextrakt oder ineffiziente Nukleinsaureextraktion -
auszuschlieRen, ist es in der molekularen Diagnostik sinnvoll und Gblich, eine interne Kontrolle
mit zu amplifizieren. Hierzu wird im Rahmen des Extraktionsvorganges ein Targetmolekul
zugesetzt oder auf ein MolekUl zurtickgegriffen, welches in diagnostischen Probenmaterialien
ohnehin vorhanden ist. Lasst sich diese interne Kontrolle in einer separaten PCR nachweisen,
kann ein negatives Ergebnis der PCR des nachzuweisenden Pathogens auch tatsachlich als
negativ angenommen werden. In unserem Fall nutzten wir als interne Kontrolle 3-Aktin. Das
nachzuweisende Pathogen — in unserem Fall HEV — und die interne Kontrolle kénnen in
Einzelreaktionen (Monoplex RT-qPCRs) oder auch als Duplex RT-gPCR in einer Reaktion
amplifiziert werden. Allerdings ist durch die erhdhte Anzahl von Sonden und Primern in dem
Reaktionsgemisch der Duplex-PCR die Wahrscheinlichkeit hdher, dass es zu ungewlnschten

Interaktionen zwischen den einzelnen Reaktionsbestandteilen kommt.
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Multiplex-PCRs basieren auf der Detektion unterschiedlich markierter Sonden, deren emittierte
Fluoreszenz bei deren Zerfall bzw. Abbau im Rahmen der Polymerase-Aktivitat in
unterschiedlichen Farbspektren gemessen werden kann. Da es bei den Messungen zu
spektralen Uberlappungen der Fluoreszenzsignale kommen kann oder die verschiedenen
Sonden und Primerpaare miteinander interagieren bzw. um Bestandteile des
Reaktionsgemisches konkurrieren koénnen, ist eine sorgfaltige Evaluierung dieser
Interaktionen bei der Etablierung und Validierung einer neuen Duplex-PCR von groler
Wichtigkeit. Im Zuge dieser Arbeit wurde festgestellt, bei welcher Annealingtemperatur die
Duplex RT-gPCR am besten funktioniert, wie empfindlich das Verfahren tatsachlich ist
(Sensitivitatsbestimmung) und inwiefern das HEV-Signal und das [B-Aktin-Signal einander
beeinflussen. Um die notwendigen Evaluierungen durchfihren, wurde zunachst ein
Plasmidstandard generiert und anschlielend mit den Versuchen begonnen. Fur die
Temperaturoptimierung wurden sowohl die Monoplex als auch die Duplex-PCR mit 55 °C und
mit 60 °C getestet. Dabei stellte sich heraus, dass eine Annealingtemperatur von 55 °C besser
geeignet ist, um HEV-RNA in Kombination mit B-Aktin nachzuweisen. Das kann auf die
Schmelztemperatur der Primer zuriickzufihren sein. Bei einer zu hohen Annealingtemperatur
ist die Hybridisierung mit der Zielsequenz nicht effizient genug und die Ausbeute an PCR-
Produkten wesentlich geringer. Dies kann sich wiederum negativ auf die Sensitivitat der

Reaktion auswirken.

Danach wurde eine Sensitivitatsbestimmung mit einem Triplikatansatz durchgefiihrt, um das
Detektionslimit der PCR bestimmen zu konnen und um besser zu beurteilen, ab wann eine
Probe als positiv erkannt wird und ab wann sie als fraglich bzw. negativ gilt.

Dazu wurde eine Verdlinnungsreihe, die 10° bis 10® Kopien des DNA-Standards in der
Reaktion enthalt, angefertigt und ein definiert B-Aktin positives, HEV negatives Extrakt
hinzugefugt, um mdglichst &hnliche Bedingungen wie in dem Feldmaterial zu schaffen. Bis zu
10" GE konnten in der Reaktion alle Replikate nachgewiesen werden. Bei 10° waren nur noch
zwei der drei Replikate nachweisbar. Dartiber hinaus wurde bemerkt, dass das Vorhandensein
des HEV-Standards keinen Einfluss auf das B-Aktin-Signal hat, was in einer anderen Studie

mit ahnlichen Rahmenbedingungen belegt werden konnte (40).

Im nachsten Versuch wurde der Einfluss von B-Aktin auf HEV anhand eines Triplikatansatz
untersucht. Im Unterschied zum vorherigen Experiment wurde hier keine definierte Menge B-
Aktin hinzugefugt. Besonders bei den Proben, die nur geringe HEV-Konzentrationen enthielten

wurde gezeigt, dass die Ct-Werte des HEV-Signals jener Reaktionen, denen B-Aktin
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beigemengt wurde niedriger waren, als bei denen, welchen kein B-Aktin zugesetzt wurde.
Aulerdem konnten ohne -Aktin nur mehr zwei von drei Reaktionen nachgewiesen werden.
Ursachen fir dieses Phanomen kdnnen Pipettierfehler oder die inhomogene Verteilung des
Plasmids in der Ldosung oder auch eine Erhéhung des HEV-Signals durch spektrales
Uberlappen mit dem B-Aktin Signal sein. Infolgedessen sollten schwach positive HEV-Signale
bei einem stark positiven [-Aktin-Signal kritisch beurteilt werden und es wurde eine
Nachweisgrenze von 102 GE/ Reaktion festgelegt. Das ergibt bei entsprechender Umrechnung
50 000 GE/ ml Probenlysat.

Um die HEV-B-Aktin-Duplex RT-gPCR auch im Rahmen der Untersuchung von Feldproben zu
evaluieren, wurden ausgewahlten Wildschweinproben in der Monoplex RT-gPCR flir -Aktin
und HEV und der Duplex RT-gPCR miteinander verglichen. Es wurden die HEV-Standards
107 bis 10° denen zuvor B-Aktin zugesetzt wurde, fir die Quantifizierung der Proben
herangezogen, um die Viruslast bestimmen zu kdnnen. Die Ergebnisse der Duplex und
Monoplex-PCR wurden gegentibergestellt. Ersichtlich war, dass die Proben, die in der Duplex-
PCR liefen, deutlich geringere Ct-Werte fir B-Aktin aufweisen, als jene Proben in der
Monoplex-PCR. Dieses Resultat war Uberraschend, da im Rahmen der
Sensitivitdtsbestimmung der PCR kein Einfluss des HEV-Signals auf die Héhe des B-Aktin
Signals festgestellt werden konnte. Wahrscheinlich handelt es sich bei dem beobachteten
Ergebnis um Ungenauigkeiten beim Pipettieren der Probe. Die Mdglichkeit, dass das HEV-
Signal das B-Aktin-Signal beeinflusst, kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, vor allem
wenn es sich um schwache B-Aktin Signale handelt. Daher sollten weitere Versuche mit
Feldmaterial durchgefiihrt werden, um zu definieren, ob spektrales Uberlappen oder
Pipettierfehler fir das beobachtete Phanomen verantwortlich sind. Bei der Analyse des B-Aktin
-Signals haben zwei Feldproben kein positives (-Aktin Signal gezeigt, was auf das
Vorhandensein von Hemmstoffen hindeuten kann. Um dies auszuschlieen, wurden die
Extrakte verdinnt und wiederholt untersucht. B-Aktin war nun nachweisbar. Bei der
Verdinnung von Extrakten werden allerdings nicht nur etwaige Hemmstoffe ausverdinnt,
sondern auch das nachzuweisende Pathogen. Daher ist der Verdinnungsfaktor bei der

Berechnung positiver Ergebnisse zu berlcksichtigen.

Die Untersuchung der Feldproben ergab, dass in 14 Proben HEV-spezifische Nukleinsauren
nachgewiesen werden konnten. Fir die Bestimmung der Viruskonzentration wurde eine untere
Nachweisgrenze fiir HEV von 100 GE/pl Extrakt festgelegt. Es lagen zwei der positiv auf HEV

getesteten Wildschweinproben unter dieser Nachweisgrenze und wurden somit als fraglich
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beurteilt. Es wurde also in 12 von 45 getesteten Wildschweinproben Hepatitis E-spezifische
Nukleinsauren sicher nachgewiesen. Daher kann von einer HEV-Pravalenz von 26,6% in

diesem geschlossenen Wildtierbestand ausgegangen werden.

Weitere Studien von HEV bei Wildschweinen im europaischen Raum berichten von
vergleichbaren Pravalenzen. Die Studie von Rivero-Juarez et al. (41) aus dem Jahr 2018 hat
142 Wildschweine aus 12 Jagdgebieten in Sidspanien mittels RT-PCR auf das
Vorhandensein von HEV getestet. Davon wurde bei 33 Tieren HEV nachgewiesen. Die
Pravalenz betragt 23,2% und war von Oktober bis November am héchsten und im Dezember
am niedrigsten. Interessanterweise scheint die Pravalenz stark abhangig von der Jahreszeit
zu sein (41). Die von uns verwendeten Proben wurden im Oktober und November entnommen.
Verschiedene Studien innerhalb Deutschlands berichten von einer variablen Pravalenz von
HEV in Wildschweinen. Eine Studie aus Norddeutschland verdéffentlichte eine HEV-Pravalenz
von 5,3% (42), wahrend die im Zentrum Deutschlands bei 15,2% lag (43). In anderen Regionen
Deutschlands (Brandenburg, Sachsen, Rheinland-Pfalz, Baden-Wirttemberg) wurde eine
Pravalenz von 68% bestimmt (40) . In dieser Studie wird vor allem auf die unterschiedliche
geografische Verbreitung hingewiesen. In manchen Bundeslandern war die Pravalenz sehr
hoch (57,6%-100%) wahrend nur 22% der Tiere aus Baden-Wirttemberg positiv auf HEV
getestet wurden (40). Diese unterschiedlichen Werte kénnen verschiedene Ursachen haben
wie verwendetes Probenmaterial, Alter der Tiere, Populationsdichte und Kontakt zu anderen

domestizierten und freilebenden Tierspezies (44).

Die Bestimmung der Viruslast innerhalb der Gewebeproben ist eine wichtige Voraussetzung
um eine Infektion mit HEV nachzuweisen und zu quantifizieren. Infolgedessen wurde die durch
unsere Versuche ermittelte Viruskonzentration im positiv getesteten Feldmaterial mit den
Ergebnissen anderer Studien verglichen. Luca de Sabato et al. hat 2018 (44) im Rahmen
einer Studie wahrend der Jagdsaison Oktober 2016 bis Januar 2017 Wildschweine aus
unterschiedlichen Jagdgebieten im Zentrum lItaliens beprobt. Es wurde Lebergewebe von
insgesamt 92 Tiere verwendet, um die Pravalenz von HEV in diesem Jagdgebiet zu
bestimmen. Dafur wurde ebenfalls das RT-qgPCR Protokoll nach Jothikumar et al. (2006) (24)
verwendet. Alle Proben, die einen CT-Wert Uber 39 hatten, oder nicht nachweisbar waren,
wurden als negativ bewertet. Das Detektionslimit wurde mit 14 GE/ul kalkuliert. Diese
Untersuchung ergab eine Pravalenz von 52,2 %, der Mittelwert der Viruslast lag bei 10" GE/g.
Alter und Geschlecht der Tiere wurden bei dieser Studie nicht berlcksichtig. Im Vergleich dazu

wurde die Studie von Adlhoch et al. aus dem Jahr 2009 gegenubergestellt (40). Hier wurden
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fur die Quantifizierung der Viruslast 16,7% der beprobten Tiere mit Ct-Werten unter 30
verwendet. Das entspricht > 10° GE in 1 ml Galle oder Serum oder >108/g Leber. 33,3% der
pos. Tiere waren < 1 Jahr alt, 17,4% zwischen 1-2 Jahren und 25% adult. Die héchsten
Viruskonzentrationen konnten dabei in Leber und Gallenflissigkeit detektiert werden. Es
wurde in dieser Studie kein Zusammenhang zwischen dem Alter der Tiere und einer Infektion
mit HEV festgestellt (40). Anschliellend wurden die Resultate dieser Studien mit unseren
Ergebnissen verglichen. Die von uns bestimmten HEV-Konzentrationen lagen zwischen 10*
GE/ml Lysat und 10° GE/g Gewebe, der Mittelwert der Ct-Werte unserer positiv auf HEV
getesteten Proben lag bei 28,6. Das entspricht ahnlichen Werten wie jenen in den zuvor

genannten Studien von Adlhoch et al. (40) und Luca de Sabato et al. (44).

Sechs Wildschweine, die in dieser Arbeit positiv auf HEV getesteten wurden, waren juvenil
und mannlich. Das entspricht 50 % der insgesamt positiv auf HEV getesteten Feldproben
innerhalb dieser Untersuchungsgruppe. Infolgedessen wurden diese Ergebnisse mit anderen
Studien verglichen, um herauszufinden, ob das Alter und das Geschlecht der Tiere mit der
HEV-Pravalenz korreliert sind. Bei der Untersuchung von Proben einer Studie aus Spanien
stellte sich heraus, dass weder das Alter, noch das Geschlecht einen Einfluss auf das
Vorhandensein einer Infektion mit HEV hatten (41). Di Bartolo et al. (2008) (45) hingegen
fand, dass das Alter der Tiere sehr wohl einen Einfluss auf eine Infektion mit HEV haben kann.
Dafir wurden 274 zufallig ausgewahlte Schweine von 6 verschiedenen Schweinefarmen in
Norditalien auf das Vorhandensein von HEV getestet. Die Pravalenz von HEV war bei drei bis
vier Monate alten Tieren hdher (42,2%), als bei acht bis neun Monate alten Tieren (27%).
Vorangegangen Studien bestatigen, dass HEV-RNA vor allem in zwei bis funf Monate alten
Schweinen nachgewiesen werden kann, wahrend Tiere, die jinger sind als zwei Monate flr
gewohnlich negativ sind. Der Schutz der maternalen Antikdrper, der ungeféahr zwei Monate
andauert und das Auftreten einer HEV-Infektion im Alter von zwei bis drei Monaten,
verdeutlichen die Tatsache, dass sich die Tiere nach dem Absinken der maternalen Immunitat
durch engen Kontakt mit Artgenossen mit HEV infizieren (20,21). Eine Viramie findet ein bis
zwei Wochen nach der Infektion statt, die Virusausscheidung dauert drei bis vier Wochen mit
anschlieender Serokonversion (20). Deswegen erwartet man von jenen Tieren, die alter sind
als sechs bis acht Monate, dass sie eine bereits ausgeheilte Infektion mit HEV durchgemacht
haben (45). Unsere Ergebnisse scheinen mit diesem Infektionsmuster Ubereinzustimmen,

denn der Grofiteil (6 Tiere) der von uns im Rahmen dieser Arbeit positiv auf HEV getesteten
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Wildschweine waren juvenil und mannlich. Vorangegangene Studien berichten, dass das
Geschlecht keinen Risikofaktor fur eine Infektion mit HEV darstellt (41,46).

Bei der Interpretation der durch diese Diplomarbeit erhobenen Daten sollte berlcksichtigt
werden, dass es sich hierbei um eine geschlossene Wildtierpopulation handelt und man
anhand dieser Resultate keine Rickschlisse auf die Pravalenz von tatsachlich freilebenden
Wildschweinen in Osterreich schlieRen kann. Die Anzahl der beprobten Tiere, sowie die
Futterung und Beobachtung des Bestands durch Jager sind ebenfalls Faktoren, die bei der
Interpretation der Ergebnisse miteinbezogen werden sollten. AulRerdem ist der Aufenthaltsort
dieser Tiere raumlich begrenzt und die Vermutung, dass die untersuchten Tiere wahrscheinlich
mehr Kontakt untereinander haben, als tatsachlich freilebende Wildschweine, ist ebenso
miteinzubeziehen. Nichtsdestotrotz stellen diese Resultate eine gute Grundlage dar, um die
Verbreitung von HEV innerhalb einer geschlossenen Wildtierpopulation zu monitoren.
Inwiefern man davon auf die Verbreitung von HEV innerhalb von ganz Osterreich schlieRen

kann, bleibt allerdings noch Gegenstand weiterfihrender Untersuchungen.
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5 Abstract

Das Hepatitis-E-Virus hat in den vergangenen Jahren an Bedeutung als Erreger viraler
Hepatitiden in Europa gewonnen. Eine der haufigsten Ursachen fir die steigende Anzahl an
gemeldeten Infektionen mit Hepatitis E ist der Verzehr von nicht ausreichend erhitzten
Schweinefleischprodukten. Haus — und Wildschweine gelten als Hauptibertrager von HEV auf
den Menschen. Sie Ubertragen den zoonotischen Genotyp 3, der in Westeuropa flr die
meisten Infektionen mit Hepatitis E verantwortlich ist. Im Rahmen dieser Diplomarbeit wurden
Optimierungs- und Validierungsversuche fir eine Duplex RT-gPCR zum Nachweis von
Hepatitis E und B-Aktin (interne Kontrolle) durchgefiihrt und danach die Viruslast in
Wildschweinproben bestimmt. Zunachst wurde ein Hepatitis E-Plasmidstandard generiert und
eine Mengenbestimmung durchgeflhrt. Anschlie3end wurde durch eine
Temperaturoptimierung die optimale Annealingtmeperatur von 55 °C ermittelt. Dann wurde
eine  10er Verdlinnungsreihe hergestellt und im Triplikat angesetzt, um die
Sensitivitdtsbestimmung vorzunehmen. Der nachste Schritt war herauszufinden, welche
Auswirkungen das Vorhandensein von Hepatitis-E-Virus Genom auf den 3-Aktin Nachweis hat
und umgekehrt. Im Anschluss an diese Versuche wurden 45 Wildschweinproben mit der
Duplex RT-gPCR auf Hepatitis E untersucht. Es konnten in 14 Proben Hepatitis-E-Virus
spezifische Nukleinsduren nachgewiesen werden. Die untere Nachweisgrenze der RT-gPCR
wurde auf Grund der Sensitivitatsbestimmung auf 100 GE/Reaktion festgelegt. Das entspricht
einer Viruslast von 5 x 10* GE/ml Probenlysat bzw. 5 x 108 GE/g Gewebe. Zwei Proben lagen
unter dieser Nachweisgrenze und wurden als fraglich beurteilt. Die Pravalenz der positiv
getesteten Feldproben wurde auf 26,6 % geschatzt. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass
Hepatitis E in einem &sterreichischen geschlossenen Wildtierbestand vor allem bei juvenilen

und mannlichen Wildschweinen verbreitet ist.

The hepatitis E virus has become increasingly important as a causative agent of viral hepatitis
in Europe. One of the most common causes of the increasing number of reported hepatitis E
infections is the consumption of undercooked pork products. Domestic pigs and wild boar are
considered the main vectors of hepatitis E transmission to humans. As part of this diploma
thesis, optimization and validation tests for a duplex RT-qPCR for the detection of hepatitis E
virus and beta-actin were carried out and the viral load in wild boar samples was determined.
First, a hepatitis E plasmid standard was generated and quantified. The optimal annealing
temperature of 55 °C was then determined by temperature optimization. A dilution series of 10

was then prepared and set up in triplicate in order to determine the sensitivity. The next step
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was to evaluate how the presence of hepatitis E virus genomes affects the -actin signal and
vice versa. Following these experiments, 45 wild boar samples were analyzed for the presence
of hepatitis E virus using the duplex RT-qgPCR. Hepatitis E virus-specific nucleic acids could
be detected in 14 samples. The lower detection limit of the RT-gPCR of 100 GE/reaction was
determined based on the results of the sensitivity determination in triplicate, and this is equal
to 5 x 10* GE/mL sample lysat or 5 x 10° GE/g tissue. Two samples were below this detection
limit and were judged as questionable. The prevalence of the positively tested field samples
was 26,6%. In summary, it can be said that hepatitis E virus is particularly widespread in

juvenile and male wild boars in a closed Austrian game population.
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