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1. EINLEITUNG

Der Begriff Hepatitis umfalt alle hepatozelluldren Erkrankungen, die eine
Entziindung der Leber zur Folge haben. Die Entziindung geht mit einer Erh6hung der
leberspezifischen Enzyme im Serum hervor und/oder einen Ikterus. Viren, Bakterien,
Protozoen, Parasiten, toxische Substanzen, Arzneimittel, Alkoholkonsum kdnnen eine
Hepatitis hervorrufen. Unter den Hepatitiden machen die Virushepatitiden mit 90%
den weitaus grofften Anteil aus und gehdren somit zu den wichtigsten
Infektionskrankheiten der Welt. Die Virushepatitiden stellen die héaufigste

Lebererkrankung weltweit dar.

1.1 Virushepatitiden

Virushepatitiden gibt es seit jeher. Hippokrates kam als erster zu dem Erkenntnis,
daBl es eine libertragbare Form von Gelbsucht gibe (NOLTE et al. 1978) Im 8.
Jahrhundert vermutete Papst Zacharias, dal Gelbsucht ,,kontagios* sei und schlug
deshalb eine Isolierung dieser Patienten vor. Von HERLITZ in Goéttingen stamm der
Begriff von ,,icterus epidemicus® im Jahre 1791. Insbesondere in Kriegszeiten wurde
immer wieder ein epidemieartiges Auftreten von Ikterus beobachtet (WIESE et al.
1991). Im letzten Jahrhundert gab es viele Berichte iiber Gelbsuchtepidemien.
FROELICH diskutiert in seiner Arbeit im Jahre 1879 ,jiiber Icterusepidemien® die
Wabhrscheinlichkeit eines infektiosen Agens fiir eine der 30 von ihm berichteten

Epidemien.

Fiir VIRCHOW handelte es sich beim ,,Icterus catarrhalis* um einen hepatischen
Ikterus der angeblich durch einen Schleimpfropf in der Einmiindung der Vaterschen

Papille zustande kimme.

Vor etwa hundert Jahren beschriecben LUERMAN und JEHN (1883) je eine
Ikterusepidemie so genau, so dal} diese Beschreibung als Erstbeschreibung der heute

als Hepatitis B bezeichneten Krankheit gelten kann. Nach einer Pockenimpfung von



Arbeitern waren Gelbsuchtepidemien aufgetreten und es wurden lange
Inkubationszeiten von acht Wochen bis acht Monaten beschrieben. Fast alle
Patienten, mit nur wenigen Ausnahmen, haben trotz Gewichtverlust und Ikterus

weiter gearbeitet.

EPPINGER Dbestritt, dal es sich beim katarrhalischen Ikterus um eine
Infektionskrankheit handelt, obwohl er 1922 das pathologisch-anatomische Bild der
Hepatitis genau beschrieb anhand von Autopsiebefunden, die er bei befallenen
Soldaten erhoben hatte, die trotz ihrer Gelbsucht im Einsatz waren. Er war der
Meinung, dafl die Hepatitis durch Gifte, Bakterien oder Nahrungsmittelzersetzung
hervorgerufen wiirde.

Exakte Beschreibungen der Hepatitis-Erkrankung geliefert von skandinavischen
Autoren 1925 und 1942 wurden nicht geniigend beachtet.

Unmittelbar nach dem zweiten Weltkrieg wurden zwei Arten von Hepatitis
benannt. Die ,Hepatitis epidemica® oder ,jinfektiose Hepatitis“ mit oralem
Ubertragungsweg und der ,,Homologe-Serum-Ikterus oder ,,Inokulationshepatitis*
vorwiegend parenteral iibertragen durch nicht ausreichend sterilisierte Spritzen,
Blutiibertragungen und Impfungen.

Als erster bewies VOEGT 1941 die Ubertragbarkeit eines infektidsen Agens fiir
die Hepatitis epidemica im Versuch an sich selbst und an drei Medizinstudenten. Sie
schluckten Duodenalsaft von einem an Hepatitis epidemica erkrankten Patienten.
Zwei von ihnen bekamen danach eine leichte Gelbsucht. 1942 beschrieb auch Mac
CALLUM die Ubertragbarkeit eines infektidsen Agens.

5 Jahre spiter schlug Mac CALLUM die Bezeichnung , Hepatitis A* fiir die
Hepatitis epidemica und ,,Hepatitis B* fiir die Inokulationshepatitis vor.

Anhand systematischen epidemiologischen Untersuchungen schlug KRUGMAN
1967 vor, daB3 es sich bei der Virushepatitis um mindestens zwei verschiedene
Erkrankungen handeln muf3 mit zwei Erregern, die er MS 1 (HAV) und MS 2 (HBV)
nannte. Er stellte fest, daB3 beide Infektionen keine gekreuzte Immunitit hinterlieBen
und, daf} sie unterschiedliche Inkubationsraten hatten.

Hinweise auf die Moglichkeit einer Ubertragung des HBV durch engen
korperlichen Kontakt waren immer wieder gegeben, konnten aber nicht gedeutet
werden. MOSLEY wies als erster auf die Mdglichkeit der venerischen Ubertragung
hin.



Der entscheidende Durchbruch bei der Suche nach dem Virus oder den Viren kam
mit der zufélligen Entdeckung eines Antigens durch BLUMBERG im Jahre 1965.
Beim Untersuchen von Seren von polytransfundierten Patienten mit der Ouchterlony-
Technik fand er heraus, da3 zwei Seren von vielfach-transfundierten Haemophilen
eine Prézipitationslinie mit einem von 24 Seren verschiedener Herkunft enthielten.
Dieses Serum stammte von einem australischen Ureinwohner, daher auch die
Bezeichnung dieses neuentdeckten Antigens als ,,Australia Antigen®, spiter HbsAg
oder Oberflichenantigen. Zundchst wurde ein Zusammenhang mit Leukdmie
vermutet. 1968 stellte Prince den Zusammenhang mit der Hepatitis B Infektion
sicher, womit die serologische Diagnostik ihrem Anfang nahm.

Etwa zur selben Zeit ist es DEINHARDT gelungen ein Hepatitisvirus auf
Krallenaffen, Marmosets, zu tibertragen. Damit war ein entscheidender Schritt getan,
der es ermdglichte nunmehr Ubertragungen der Viren auf Versuchstiere zu
iibertragen.

Von da an nahm die Hepatitisforschung einen enormen Aufschwung. DANE
gelang der elektronenoptische Nachweis des kompletten HBV, daher auch die
Bezeichnung ,,Dane-Partikel”, JUNE ALMEIDA beschrieb die Besonderheiten des
HBV mit Oberfldchenantigenen und Kern, BOUVIER entdeckte die Serotypen,
MAGNIUS entdeckte das e-Antigen, FEINSTONE und KIPIKIAN stellten unter
Anwendung einer Immunfluoreszenz-elektronenmikroskopischen Methode das HAV
dar.

Nachdem trotz des Ausschusses von HBsAg-positiven Blutspendern
Posttransfusions-Hepatitiden auftraten, schlug FEINSTONE 1975 die Existenz eines
weiteren Erregers (NonA-NonB) vor, das im gleichen Jahr von VILLEREGOS die
Bezeichnung ,,Hepatitis C Virus“ enthielt. Im Jahre 1977 entdeckte RIZETTO das
delta-Antigen bei einem Patienten mit Hepatitis B Infektion. Dieses Antigen das zu
seiner Replikation die Hiille des HBV benétigt wurde als Hepatitis D Virus
bezeichnet.

PROVOST isolierte das Hepatitis A Virus in Gewebskulturen im Jahr 1985. Erst
10 Jahre nach der Hypothese iiber die Existenz eines NANB-Virus wurden mehrere
Viren fiir das Krankheitsbild der NANB-Hepatitis verantwortlich gemacht. Ein Virus,
das durch Bluttransfusionen iibertragen wird. Ein durch Koagulations-Faktor-

Konzentrate, Anti-Hamophilie Faktor VIII und Faktor IX-Komplexen {ibertragbares



Virus. Ein Virus das als Verursacher der sogenannten ,,epidemic waterborne NANB
hepatitis“ verantwortlich gemacht wurde.

Im Jahre 1989 gelang CHOO die Identifizierung des Hepatitis C Virus.

Jahre nach einer groBen Hepatitis-Epidemie in Neu-Delhi/Indien im Jahre 1955
wurde die Existenz eines noch ungekannten Erregers vermutet. Die Mehrzahl der
Personen, die von diesen unbekannten Erreger betroffen waren, war lange vor der
Epidemie an einer Hepatitis A erkrankt. 1980 bestdtigte WONG durch retrospektive
serologische Untersuchungen, dafl diese Hepatitis eine enteral iibertragene NANB-
Hepatitis sein miite. Die fikal-orale Ubertragung des verantwortlichen Virus dieser
Epidemie ist experimentell von BALAY AN im Jahre 1982 nachgewiesen worden.

ARANKALLE entdeckte 5 Jahre spéter in Stuhlproben eines indischen Patienten
virusartige Partikel von etwa 27 nm Durchmesser. Diese Partikel wurden als
Krankheitsverursacher sowohl von zwei Epidemien als auch fiir die Erkrankung eines
Patienten aus Taschkent, Ruflland, verantwortlich gemacht.

GUPTA beschrieb im gleichen Jahr Viruspartikel von gleicher Grof3e, die er in
Stuhlproben von Patienten, die an epidemische virale Hepatitis erkrankten, entdeckt
hatte. Nur wenige Jahre spiter, 1990, erfolgte der Durchbruch in der
Charakterisierung dieses als Hepatitis E Virus benannten Virus. REYES beschrieb die
physiko-chemischen und ultrastrukturellen Eigenschaften des Hepatitis E Virus. Ein
Jahr danach, 1991, gelang BRANDLEY die Klonierung und Sequenzierung des
Virus. TAM ist die Kartographierung des HEV-Genoms gelungen.

Unter den Hepatitiden nehmen die Virushepatitiden mit 90% den weitaus grofiten
Anteil ein. Somit gehoren sie zu den wichtigsten Infektionskrankheiten der Welt.

Neben den bekannten und oben erwédhnten primér hepatotropen Viren (Hepatitis
A bis E) gibt es auch weitere weniger bekannte Viruserkrankungen, die zu einer
Erkrankung der Leber fiihren konnen (DOBLER /FROESNER et al. 2001).

Es werden 3 Arten von viralen, nicht primédr hepatotropen Virushepatitiden
unterschieden.

Die erste Gruppe umfaflt Viruserkrankungen die im Zuge einer Mitbeteiligung
verschiedener Organsysteme auch die Leber betreffen. Steht die Symptomatik anderer
Organsysteme im Vordergrund und wird eine Erhohung der Leberspezifischen

Transaminasen festgestellt, so spricht man von Begleithepatitis.



Die zweite Gruppe von Viren ruft bei Personen mit Grunderkrankungen oder
besonderen immunologischen Gegebenheiten Hepatitiden hervor. Diese Gruppe von
Erregern sollte bei Patienten mit entsprechenden Grunderkrankungen in die
Differentialdiagnose einbezogen werden.

Die dritte Gruppe von Viren sind meistens tropische Viren, die als Ursache einer
Hepatitis beim Menschen auftreten konnen, die unter der Symptomatik einer
Hepatitis oder Begleithepatitis mit Beteiligung anderer Organe auftreten. Sie sollten

bei entsprechender Reiseanamnese in Betracht gezogen werden.

Tabelle 1.1.1: Infektionsbedingte, nicht-virale Hepatitis-Ursachen

(nach DOBLER/FROESNER)
Protozoen Malaria, Schistosomiasis, Leishmaniose
Bakterien Q-Fieber, Syphilis, Melioidosis,
Tularaemie, Riickfallfieber, Fleckfieber,
Leptospirose
Pilze Histoplasmose, Aspergillose

Aus epidemiologischer Sicht kdnnen unterschiedliche Faktoren zur Verbreitung
der viralen Hepatitiden fiihren. Diese konnen unter anderem sein: das Vorkommen in
Abhingigkeit von der geographischen Lage, die hygienischen Bedingungen, der
Kontakt mit Blut und Blutprodukten, wie z.B. bei Operationen, Blutiibertragungen,
Héamodialyse, i.v. Drogenkonsum, sexuelle Kontakte, sowie der Kontakt innerhalb
der Familie und des Berufes.

Die Virushepatitiden sind vor allem in tropischen und subtropischen Gebieten
weit verbreitet und hiangen eng mit schlechten hygienischen Verhéltnissen zusammen.
Aber auch in den Industrieldndern spielen Virushepatitiden eine sehr grofle Rolle da

eine grofle Zahl von Personen betroffen werden.



Bis heute sind fiinf Hepatitis-Viren gut charakterisiert worden

e Hepatitis A
e Hepatitis B
e Hepatitis C
e Hepatitis D
e Hepatitis E

Weitere potentielle Hepatitis-Erreger konnten die Hepatitisskala noch erweitern.
An dieser Stelle sei erwidhnt, daB fiir das als Hepatitis G bezeichnetes Virus
inzwischen keine ernstzunehmende Hinweise mehr gibt, ob es dieses hepatotrop sei

und deshalb wird auf dieses nicht ndher eingegangen.

Diese fiinf Hepatitis Viren unterscheiden sie sich in der Morphologie, in ihren
physiko-chemischen und biologischen Eigenschaften. Diese Eigenschaften haben eine

unterschiedliche Epidemiologie zu Folge.
Nach ihren Ubertragungsweg werden die Hepatitiden in zwei Gruppen eingeteilt.

e Nach dem enteralen Ubertragungsweg

e Nach dem parenteralen Ubertragungsweg

Hepatitis A und E werden fdkal-oral iibertragen, wihrend Hepatitis B, C und D

ausschlieBlich parenteral.

Die Hepatitiden konnen als akute oder chronische Virushepatitis verlaufen,
infizieren hauptsédchlich die Leber und bewirken eine chronische Entziindung der
Hepatozyten. Das klinische Erscheinungsbild der Erstinfektion ist bei allen priméren

Virushepatitiden sehr dhnlich.

Nach einer Inkubationszeit, die fiir jedes Hepatitisvirus verschieden ist, sind im
Prodromalstadium ,,grippendhnliche,, Beschwerden festzustellen, die mit Fieber,
Abgeschlagenheit, Miidigkeit, Appetitlosigkeit, Erbrechen einhergehen. 3-10 Tagen
danach tritt meist akut die ikterische Phase ein. Diese Phase ist durch Dunkelfdrbung

des Urins, Hellerwerden des Stuhles, Ikterus mit gelblicher Verfarbung der Skleren
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bzw. der Haut und diffusen Abdominalschmerzen charakterisiert. Die akute Hepatitis

A und E klingen nach 4 bis 8 Wochen ab, Hepatitis B und C nach 3 bis 4 Monaten.

Einen fulminanten, meist todlichen Verlauf ist bei etwa 1% aller akuter
Hepatitiden zu beobachten und nimmt mit zunehmendem Alter der Patienten zu. Bei

Hepatitis B und D Infektion ist ein fulminanter Verlauf haufiger.

Ein anikterischer und klinisch inapparenter Verlauf ist viel hdufiger anzutreffen
als der oben beschriebener typischer Verlauf. Etwa 50% der Hepatitis-B-Virus
Infektionen und etwa 75% der Hepatitis-C-Virus Infektionen zeigen keine klinische
Symptomatik. Hepatitis-A-Virus Infektion verlduft im Kindesalter bis zu 5 Jahren in

fast 100% der Fille subklinisch und im Erwachsenenalter bei etwa 30%.

Hepatitis A und E verlaufen ausschlieBlich akut. Chronische Fille sind nicht
bewiesen worden und es kommt fast immer zu einer Heilung, ausgenommen der
fulminanten Fillen. Hepatitis B, C und D konnen in eine chronische Verlaufsform
iibergehen und dies ist der Fall, wenn das entziindliche Krankheitsbild fiir mehr als 6
Monaten persisiert. Eine chronische Virushepatitis kann ein unterschiedliches
klinisches Krankheitsbild zeigen. Sie kann asymptomatisch verlaufen und durch eine
Routineuntersuchung diagnostiziert werden, kann einen milden Verlauf mit
unspezifischen Symptomen, wie Leistungsschwiche, diffuse Oberbauchschmerzen
haben oder das  Bild einer Krankheitssymptomatik dhnlich einer akuten
Virushepatitis zeigen. Chronische Hepatitiden verlaufen in etwa 20 bis 30%
progredient und gehen in eine Leberzirrhose iiber mit der entsprechenden

Symptomatik.

Ein signifikant erhohtes Risiko, dall eine chronische Hepatitis in ein priméires

Leberkarzinom tiberzugehen, haben die Hepatitis B- und Hepatitis C-Tréger.

1.1.2 Hepatitis A

Die Hepatitis A ist seit Jahrzehnten bekannt. Fast 1,5 Millionen Erkrankungstfille
werden pro Jahr berichtet und etwa 15000 davon fiihren zum Tod (CHRISTENSEN
et al. 1995).
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Das Hepatitis A Virus wird fakal-oral {ibertragen. Das von Infizierten mit dem
Stuhl ausgeschiedener Virus, wird iiber kontaminierte Speisen und Getrénke
aufgenommen. Zu den Risikogruppen zdhlen vor allem: Reisende in
Endemiegebieten, medizinisches Personal, Kanalarbeiter und Klemmer, Personal in

Kindertagsstatten, Personen in Behinderteninstitutionen fiir Homosexuelle

Die Inkubationszeit betrdgt etwa 14 bis 40 Tagen (FROESNER et al. 1991) und
die Manifestationsrate der Erkrankung ist wesentlich vom Alter abhingig
(FROESNER et al. 1994). Kinder bis 5 Jahren erkranken nur in etwa 10% klinisch,
Jugendliche und Erwachsene machen in mehr als 80% eine ikterische Erkrankung

durch.

Die Diagnose einer Hepatitis A Infektion wird serologisch durch den Nachweis

von Anti-HA und/oder den Nachweis des Erregers gestellt.

1.1.3 Hepatitis B

Das Hepatitis B Virus wurde 1965 von Blumberg entdeckt und als ,,Australia-
Antigen* bezeichnet (BLUMBERG et al. 1965). Von der Hepatitis B sind tiber 300
Millionen Menschen weltweit betroffen und somit wird sie zu den wichtigsten
Krankheiten gezéhlt. Endemiegebiete sind Stidost-Asien, Zentral- und Siid-Afrika. In
diesen Gebieten sind bis zu 20% der Bevolkerung HbsAg positiv. In den
Industrieldndern ist dagegen weniger als 1% der Bevolkerung chronisch infiziert.

Heute ist eine Hepatitis-B-Prophylaxe moglich.

Folgende von den Gene des HBV kodierte Antigene sind von diagnostischer
Bedeutung: HbsAg (Hepatitis-B-surface-Antigen), HBcAg (Hepatitis-B-core-
Antigen), HbeAg (Hepatitis-B-e-Antigen).

Das HBV wird parenteral durch Exposition zu infektidsem Blut und
Blutprodukten, Korperfliissigkeiten wie Speichel, Samen und Vaginalsekret sowie
durch ungeschiitzte hetero- oder homosexuelle Geschlechtsverkehr. Vor der
Entdeckung des Erregers war die Hepatitis B eine Transfusionsfolge, die sehr

geflirchtet war. Das ist jedoch heute durch das Screenig der Blutproben nicht mehr



12

der Fall. Zu den Risikogruppen zdhlen Personen die im medizinischen sowie
zahnmedinischen ~ Bereich  tdtig sind, Dialysepatienten, Héamophilie,
Drogenabhéngige, Neugeborene von HbsAg positiven Miittern, Personen mit
hiufigem Partnerwechsel, homosexuelle Mianner als auch Personen die hiufig in
Endemiegebieten reisen. Personen, die mit chronischen HB-Virustrigern eng
zusammenleben konnen sich liber Gerite des tdglichen Gebrauchs infiziert werden,

wenn diese gemeinsam benutzt werden (SHAPIRO et al. 1993, WRIGHT et al. 1999).

Die Inkubationszeit des HB Virus liegt zwischen 40 und 180 Tagen. In knapp
90% der Fille zeigt sich ein unkomplizierter Krankheitsverlauf mit spontaner
Ausheilung. Ein fulminativer Verlauf wird bei etwa 0,2 und 2% beobachtet. Das
Hauptproblem bei einer Hepatitis-B-Infektion ist Chronifizierung der Infektion, die
bei etwa 5% der Fille eintritt und mit dem Alter zunimmt. Etwa 20 bis 40% der
chronischen Hepatitis B-Virustrager entwickelt eine chronische Hepatitis
unterschiedlicher Aktivitit, die bei 10 bis 30% dieser Patienten im Verlauf der Jahren
in eine Leberzirrhose iibergeht. Das Risiko eine chronische Hepatitis B in ein
hepatozelullidres Karzinom iiberzugehen, ist im Vergleich zu HbsAg negativen

Personen auf das 100fache erhoht.

4 bis 6 Monaten nach akuter Erkrankung kann das Anti-HBs nachgewiesen
werden. Ein Anti-HBs Befund bei gleichzeitigem Vorhandensein von Anti-HBc zeigt
Immunitét nach abgelaufener Hepatitis B Infektion an. Anti-HB Nachweis ohne Anti-
HBc ist der typische Befund nach einer Hepatitis-B-Impfung. Anti-HBs wird zur
Priifung der Immunitit gegen Hepatitis B und zur Untersuchung der Durchseuchung
bei Risikogruppen herangezogen. Das Vorhandensein von HbeAg ist immer mit
Produktion von infektiosen Viruspartikeln verbunden und deshalb ist die Bestimmung
von HbeAg nur in HbsAg-positiven Seren sinnvoll. HbeAg korreliert mit dem
Vorhandensein des Virus und jedes HbeAg-haltiges Serum ist als infektios zu
betrachten. Die Bestimmung von HbeAg dient der Priifung der Infektiositit, der
Verlaufskontrollen der akuten und chronischen Hepatitis B und der Erfolgskontrolle

der antiviralen Therapie.

Der direkte Nachweis des HB-Virus wird durch den HBV-DNS-Nachweis mittels
Hybridvisierung oder PCR gestellt.
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1.1.4 Hepatitis C

Nach Angaben der WHO sind mehr als 170 Millionen Menschen mit dem HCV
chronisch infiziert, was einer globalen Privalenz von etwa 3% (0,1 bis 12% in den
verschiedenen Léandern) entspricht. Die Inzidenz symptomatischer HCV-
Neuinfektionen wird auf 1 bis 3 Félle pro 100.000 Personen jéhrlich geschitzt. In den
Industrieldndern ist Hepatitis C fiir etwa 20% der akuten Hepatitisfille, 70% der
chronischen Hepatitiden, 40% der fortgeschrittenen Zirrhosefille, 60% der priméren

Leberzellkarzinome und 30% der bendtigten Lebertransplantationen verantwortlich

(NISHIOKA et al. 1990).

Vor seiner Identifizierung wurde das Hepatitis C Virus als ein parenteral
iibertragenes Non A, Non B Hepatitis Virus bezeichnet und war die hdufigste Ursache
von Posttransfusionshepatitiden (etwa 60 bis 90 % aller Fille), sowie der
Hepatitisfille bei Empfanger von Blutprodukten und bei Dialysepatienten. Durch das
Screenen aller Blutkonserven und der Eliminierung aller positiven Proben hat sich die

durch Transfusion iibertragbare Hepatitis C deutlich reduziert.

Risikogruppen sind insbesondere Empfinger von Blut, Blutprodukten oder
Organen (Leber, Nieren oder Knochenmark), Dialysepatienten vor Einfiihrung des
HCV-Screenigs und i.v. Drogenabhingige. Das sexuelle Ubertragungsrisiko in
monogamen Partnerschaften ist sehr gering, allerdings bei homo- und heterosexuellen

Personen mit hdufigem Partnerwechsel erhoht

Die Hepatitis C Infektion hat eine Inkubationszeit von 6 bis12 Wochen. In etwa
75% der Fille verlduft die Infektion subklinisch oder mit einer nur schwach
ausgeprigter Symptomatik. Nur bei etwa 25% der Hepatitis C Infektionen entwickelt
sich das Krankheitsbild einer akuten Hepatitis. Bei 15% der Patienten mit akuter
Hepatitis C Infektion kommt es zur Spontanheilung und  Viruselimination.
Fulminante Verlaufsformen der akuten Hepatitis C sind extrem selten (<1,1%).
Weitere 25% entwickeln eine chronische, asymptomatische Verlaufsform. Die
chronische Hepatitis C verlauft meist schleichend mit milder Symptomatik iiber viele
Jahre. Bei etwa 30% der Patienten mit chronischer Hepatitis C entwickelt sich nach
20 bis 30 Jahren eine Leberzirrhose. Die Leberzirrhose stellt einen erhdhten

Risikofaktor fiir die Entstehung eines hepatozelluldren Karzinoms dar.
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Die Diagnose einer Hepatitis C Infektion wird durch den Nachweis von

spezifischen Antikdrpern bzw. der viralen RNS gestellt.

Fir den Anti-HCV Nachweis werden festphasengebundene rekombinierte oder

synthetische HCV-Proteine als ,,Capture-Antigene® verwendet.

Die Therapie einer Hepatitis C ist die Interferon-o Gabe. Ziele der Therapie sind
die Elimination bzw. Suppression der Virusaktivitit, Verminderung der
Entziindungsaktivitit in der Leber und Verhinderung der HCV-Risiken wie die

Leberzirrhose und das hepatozelluldre Karzinom.

1.1.5 Hepatitis D

1977 wurde das Hepatitis D Virus von RIZETTO et al. in Leberbiopsien von
Patienten in Siditalien entdeckt (RIZETTO et al. 1977). Nachtrigliche
Untersuchungen haben gezeigt, dal bereits vorher ungeklirte fulminante Hepatitiden

das Hepatitis D Virus als Ursachen hatten.

Die Hepatitis D Infektion zeigt eine weltweite Verbreitung. Es wird geschétzt,
dal} iiber 15 Millionen Menschen chronisch mit dem HDV infiziert sind, was einen
Anteil von etwa 5% aller HbsAg-Tréger entspricht. 1977 wurde das Hepatitis D Virus
von RIZETTO et al. in Leberbiopsien von Patienten in Siiditalien entdeckt
(RIZETTO et al. 1977). Nachtragliche Untersuchungen haben gezeigt, dall bereits

vorher ungeklérte fulminante Hepatitiden durch dieses Virus verursacht waren.

Die HDV Infektion zeigt eine weltweite Verbreitung. Es wird geschitzt, daf iber
15 Millionen Menschen chronisch mit dem HDV infiziert sind, was einen Anteil von
etwa 5% aller HbsAg-Tragern entspricht. Man unterscheidet zwischen endemischen

und nicht endemischen Regionen (westliche Industriestaaten).

Die Hepatitis D wird hauptsdchlich parenteral iibertragen, durch Kontakt mit
kontaminierten Blut- und Blutprodukten und besonders durch den i.v.
Drogenmifbrauch. Seltener als bei Hepatitis B ist die Ubertragung der Hepatitis D

durch den Sexualweg, durch Transfusionen von Vollblut und durch die Himodialyse.



15

Hepatitis D Virus ist ein inkomplettes, replikationsdefektes Virus. Genom und
Kernprotein werden von einer Hiille aus HbsAg-Hepatitis-B-Oberflichenantigen
umgeben. Zur Kodierung und somit zur Replikation und Auslésung einer Infektion,
benétigt das Hepatitis D Virus das Hepatitis-B-Oberflichenantigen (HbsAg)
(DAVIES et al. 1992). Aus diesem Grund ist eine HDV-Infektion nur als Koinfektion
(dh. HDV und HBV werden zur gleichen Zeit erworben) oder als HDV-
Superinfektion (d.h. HDV-Infektion eines Patienten der bereits chronisch mit dem

HBYV infiziert ist) nur zusammen mit einer Hepatitis B Virus Infektion mdglich.

Die Inkubationszeit betrdgt 20 bis 60 Tage. Als Koinfektion verlauft die HDV -
Erkrankung meist wie eine typische akute HBV-Infektion, als Superinfektion eines
HBV- Trégers zeigt sie oft schweren und nicht selten fulminanten Verldufen. Etwa 70
bis 95% der Superinfektionen entwickeln eine chronische Hepatitis D, die in der
Mehrzahl der Fille (etwa 70%) innerhalb von 10 bis 20 Jahren zur Leberzirrhose mit
spaterem Leberversagen fiihrt. Etwa 15% erreichen diesen Zustand schon nach 1 bis 2

Jahren nach der Infizierung. Nur etwa 15% zeigen eine Remission.

Die Diagnose einer Hepatitis D Infektion wird durch den Nachweis von Anti-
HDV-IgG und IgM, als auch durch die Bestimmung des HDAg oder der HDV-RNS

im Serum bzw. Lebergewebe gestellt.

Anti-HDV werden zum Nachweis von akuten, chronischen und abgelaufenen

Hepatitis D bestimmt.

Die HDV-RNS wird mittels RT-PCR nachgewiesen.



16

2. HEPATITIS E

2.1 Geschichte der Hepatitis E Forschung

Im Winter 1955-1956 folgte einer Uberschwemmungskatastrophe in Delhi/Indien
eine grofle Epidemie akuter Virushepatitis, die 29.000 Personen betraf. Damals galt
diese Epidemie als eine Epidemie des Hepatitis A Virus, obwohl viele der
Betroffenen eine Hepatitis A durchgemacht hatten. Eine retrospektive Studie im Jahre
1980 mit konservierten Patientenseren dieser Epidemie zeigte, daf} es sich um keines
der zwei bis zu diesem Zeitpunkt bekannten Hepatitisviren (HA und HB) handelte,
weshalb diese Krankheit als Non A-Non B (NANB) Hepatitis bezeichnet wurde
(WONG et al. 1980). Es war bewiesen, dal die Epidemie in Delhi eine durch
kontaminiertes Wasser iibertragene Infektion gewesen ist, d.h. eine enteral
iibertragbare Infektion, fiir die aber nicht das fakal-oral iibertragene Hepatitis A Virus
verantwortlich war.

Hinweise, vor allem in Indien, daBl es ein neuer Erreger fiir eine enteral
iibertragene Hepatitis existiere, gab es immer wieder in der Folgezeit. Im Bereich der
ehemaligen Sowjet Union wurde nach einer Epidemie in Kirgisien, wo iiber 10.000
Fille akuter Hepatitis vor allem bei jiingeren Erwachsenen registriert wurden, auch
iiber die Existenz von einer NANB-Hepatitis berichtet. Aufgefallen war, daB3 bei
dieser Epidemie etwa 20% der infizierten Schwangeren starb.

Immer wieder wurden zahlreiche Epidemien, epidemieartige Ausbriiche, sowie
sporadische Fille von enteral {ibertragener Virushepatitiden aus der ganzen Welt
berichtet.

1983 bewies BALAYAN durch orales Infizieren einer Person mit aufbereiteten
Stuhlproben die von einem infizierten Patienten stammten, daf3 es sich um ein enteral
iibertragenes Virus handelte.

Die Erforschung der als NonA-NonB bezeichneten Hepatitis begann 1978 mit der
erfolgreichen intravendsen Ubertragung auf vier Schimpansen menschlichen Serums,
das von Patienten stammte die an NANB Hepatitis erkrankten. Die Schimpansen sind

nach dieser experimentellen Infektion alle erkrankt. Somit war ein Tiermodell
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gefunden worden, das bei der Charakterisierung der Eigenschaften des HEV benutzt
werden konnte (TABOR et al. 1978).

In der Folgezeit wurden weitere Tiermodelle mit Tamarine, Cynomolgus-Affen
und Rhesus-Affen erprobt und entwickeltet (BRANDLEY et al. 1987, GUPTA et al.
1990).

1988 wurden durch BRANDLEY et al. Virusstimme aus drei verschiedenen
geographischen  Bereichen der Welt (Usbekistan/Zentralasien, Mexiko/
Mittelamerika, Somalia/Nordafrika) serologisch und biochemisch charakterisiert.

KRAWCZYNSKI und BRANDLEY konnten 1989 32 bis 34 nm groflen
Viruspartikeln mittels Immunelektronenmikroskopie nachweisen. Diese Partikel
wurden mit der Hepatitis E in Zusammenhang gebracht.

REYES et al. stellten 1990 eine cDNS-Sequenz fest, die spezifisch fiir die enteral
NANB Hepatitis war. Durch die Anwesenheit von viraler RNS in Proben von
Patienten aus Mexiko, Somalia, Taschkent, Burma und Pakistan konnte die
Erkrankung nachgewiesen wurde.

Das gesamte Genom dieses Virus wurde kurz darauf kloniert und sequenziert
(BRANDLEY et al. 1991, HUANG et al. 1992, UCHIDA et al. 1992, REYES et al.
1993). Die Kartographierung des Virus ist 1991 gelungen (TAM et al. 1991).

Eine Exprimierung viraler Proteine in Insektenzellen konnte durchgefiihrt werden
(HE et al. 1993, TSAREV et al. 1993).

Anschlieflend ist die Sequenzierung von Hepatitis E Virusstimme aus Pakistan
und Kirgisien gelungen. Somit wurde ein Vergleich zwischen den Virusstimmen
moglich (TSAREV et al. 1993).

DAWSON et al. ist es 1992 gelungen vier Antigene vom Mexiko- und von
Burma-Referenz-Stamm zu klonieren und in E. coli als Fusionsproteine mit
Glutathion-S-Transferase (GST) zu exprimieren. Dadurch konnte ein erster
Antikorper-Assay-System entwickelt werden und somit auch ein Fortschritt in der

Immundiagnostik der Hepatitis E gemacht werden.

HEV verursacht in Entwicklungsldndern Asiens, Afrikas, Mittel- und
Stidamerikas mit unzureichendem Hygienestandart regelméfig grole Epidemien, die
viele Personen betreffen. Solche Epidemien sind aus vielen Léndern berichtet
worden. Indien: 1955-1956 in Delhi, 1975-1976 in Ahmedabad, 1978-1979 in
Kaschmir, 1987 in Andaman, 1987-1988 Siid Delhi, 1988-1989 in Saatara und Pune,



18

1991 in Kanpur, 1992 in Jammu, Hyderabad und Aligarh, in Nepal: 1981-1982 in
Katmandu, in der ehemaligen Sowjet-Union: 1955-1956 in Kirgisien, 1986 in
Urbegistan, 1990 in der Wolga- Region RuBllands, 1992 in Usbekistan, in Burma:
1976-1977, in Pakistan: 1987 in Sargotta, in China: zwischen 1982 und 1991 neun
Epidemien in 6 der 30 Provinzen, davon 1986-1986 in Xinjiang, in Mexiko: 1986 in
Huitzililla und 1986-1988 in Telixtac, sowie in Nord-, Ost-, und West-Afrika:
Algerien 1980-1981, Athiopien 1988-1989, Somalia und Sudan 1985 in
Fliichtlingslagern, Somalia 1988-1989, Agypten 1986.

Die grofite bis jetzt berichtete Epidemie, die iiber 100.000 Menschen betraf, war
die Epidemie in Xinjiang/China.

Zusétzlich zur epidemischen Hepatitis verursacht das HEV in den endemischen
Gebieten akute sporadische Infektionen, die mehr als 25% aller akuten Hepatitiden
ausmachen. So werden z.B. in Indien etwa 30% aller sporadischen Virenhepatitiden
durch HEV verursacht, in Marokko machte die Hepatitis E liber 60% der akuten

Hepatitisfillen aus..

Abbild 2.1: Hochendemieregionen der Hepatitis E

(aus FROESNER, 1994)
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Die Seroprivalenzraten von Anti-HEV in den hochendemischen Bereichen zeigen
groe Schwankungen bleiben jedoch immer hoch. Unabhdngig von Epidemien
werden hohe Anti-HEV Prévalenzraten ermittelt. So wurden Anti-HEV in etwa 50%
der Bevolkerung Indonesiens (CORVIN et al. 1997), in bis zu 50% in Malaysien
(SEOW et al. 1999), in 44% der Blutspender in Madras/Indien (FROESSNER et al.
1999), in 9% in Vietnam (HAU et al. 1999), in 14% in Burundi (AUBRY et al.1997),
in 10,5% unter den bis 29 Jahre alte Personen in Mexiko (ALVAREZ et al. 1999), in
60 bis 70% in Gebieten Agyptens (FIX et al. 2000) gefunden. Erhohte Anti-HEV
Privalenzen sind auch in Hong Kong mit 16,1% (LOK et al. 1992), in Saudi Arabien
mit 14,9% unter den Saudis und 33,3% unter den Saudis im Mittleren Osten ( ARIF
et al. 1994, ABDELAAL et al. 1998), in Nepal mit 16 bis 31% (CLAYSON et al.
1997) und in Singapour mit 10,5% (CHOW et al. 1996) vorhanden.

In den Industrieldndern tritt die HEV Erkrankung selten auf. Hier sind vor allem
Personen betroffen, die in ein Hochendemiegebiet der Hepatitis E gereist sind
(BADER et al. 1991, SKIDMONE et al. 1991, HARRERA et al. 1993, PURCELL et
al. 1996, REYES et al. 1997, OOl et al. 1999).

In den letzten Jahren sind in den Industrieldndern akute Félle von Hepatitis E
aufgetreten bei Personen, die keine Reiseanamnese in ein Hochendemiegebiet
vorwiesen, aufgetreten. So wurden unter anderem, Félle von akuter sporadischer
Hepatitis E Infektionen in den USA (KWO et al. 1997, THOMAS et al. 1997,
ERKER et al. 1999, SCHLAUDER et al 1998), in Italien (ZANETTI et al. 1994), in
Griechenland (SCHLAUDER et al. 1999), in Schweden (JOHANSON et al. 1995), in
Osterreich (WORM et al. 1998), in GroBbrittanien (Mc GRUDDEN et al. 2000), in
Spanien (JARDI et al. 1998, PINA et al. 2000)), in Japan (TAHASKI et al. 2002), in
Frankreich (BOHME et al. 1998), in Norwegen (SKAUG et al. 1994), in Siid-Afrika
(TUCKER et al. 1996), in Kuwait (KOSHY et al. 1994), in Argentinien
(SCHLAUDER et al. 2000) und in Neu Seeland (CHAPMAN et al. 1993) berichtet.

Bei Seroprivalenzuntersuchungen unter der gesunden Bevolkerung in den
Industrieldndern sind Anti-HEV-Raten ermittelt worden, die von 1% bis sogar 22%
reichen. In Landern Europas sind Anti-HEV Prdvalenzraten in Deutschland von 2 bis
5,1% (KNODLER et al 1994., FROESSNER et al. 1999, NUBLING et al. 2002), in
Spanien in etwa 2,9% (MATEOS et al 1998, TARRAGO et al. 2000), in
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Griechenland 2,2% (PSYCHOGIOU et al. 1996), in Portugal 2,5 bis 4% (QUEIROS
et al. 1997, MACEDO et al. 1998), in Italien 0,7 bis 1,7% (ZANETTI et al. 1994,
PAVIA et al. 1998), in London-City 3,9% (BERNAL et al. 1996), in der Niederlande
1,8% (ZAAIJER et al. 1995), in Frankreich 1,2% (RITTER et al. 1993) und in
Moldawien von 24,7% (DROBENIUC et al. 2001) ermittelt worden.

Auch ist ein Vorhandensein von Anti-HEV bei 1 bis 21% der gesunden
Bevdlkerung in den USA festgestellt worden (THOMAS et al. 1997, KARENTYT et
al. 1999, MAST et al. 1997, MENG et al. 2002), bei 2,4% in Kanada (YOO et al.
2000), bei 2 bis 3% in Brasilien (PARAMA et al. 1997, GONSALES et al. 2000), bei
8% in Chile (IBARRA et al. 1997), bei 6,6% in Argentinien (FAINBOIN et al. 1999),
bei 4,4 bis 19,4% in Bolivien (BARTOLINI et al. 1999), bei 2,8% in Uruguay
(CRUELLS et al. 1997) und bei 3% in Gronland (LANGER et al. 1997).

Des weiteren sind Anti-HEV in 0,4% der Bevolkerung in Australien gefunden
worden (MOAREN et al. 1995), bei 6,6 bis 15,3% in Siid Afrika (TUCKER et al.
1996), bei 11% in Taiwan (LIN et al. 2000), bei 4% in Libanon (IRANI HAKIME et
al. 1998), bei 2,8% unter den Israelis und bei 1,8% unter den Araber in Israel

(KARENTNYI et al. 1995).

Die Ursache fiir die groe Diskrepanz zwischen der relativ hohen Anti-HEV-
Priavalenzrate und der geringen Zahl der Hepatitis E Erkrankungen in

Nichtendemiegebieten ist noch offen.
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2.2.1 Das HEV-Virus

Das HEV ist ein kugelformiges, nicht umhiilltes Virus, mit einer einstrdngigen
linearen RNA (BRANDLEY et al. 1988, BALAYAN et al. 1988). Das Virus hat
einen Durchmesser von etwa 32-34 nm mit Schwankungen zwischen 27 nm und 38

nm (ARANKALLE et al. 1988, GUPTA et al. 1990).

Abbild. 2.2.1.1: Elektronenmikroskopische Abbildung des menschlichen
Hepatitis E Virus

- HepatitisE Virus
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Das HEV wurde zuerst aufgrund seiner morphologischen und biochemischen
Ahnlichkeiten mit dem Norwalkviren in die Familie der Calciviridae eingestuft
(MILLER et al. 1995). Jedoch die neuesten Untersuchungen haben gezeigt, dal3 die
Genomorganisation des HEV und des Norwalkvirus Unterschiede zeigt. Nach den
neuen Empfehlungen des Internationalen Ausschusses fiir die Taxienomie der Viren
(ICTV) wird das HEV in eine eigene Familie innerhalb der Kategorie der RNS-
positiven Viren plaziert, die der HEV-like-Viren (BERKE et al. 2000). Analysen der
RNS-Helikase (Hel) und der RNS-abhéngigen Regionen der RNS-Polymerase von
HEV und anderen RNS-Positiven Viren zeigen, dal HEV eine eigene
phylogenetische Gruppe bildet, die dem Roételnvirus (Familie der Togaviridae) nidher
steht als der Familie der Calcividae. Eine endgiiltige Klassifizierung des HEV bleibt
noch offen und hiangt vom weiteren Wissen tiber den Reproduktionsmechanismus und

die Eigenschaften seiner Teilproteinen ab.

Abbildung 2.2.1.2: Klassifizierung des HEV
(nach BERKE et al., 2000)
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Das Virus scheint sehr instabil zu sein und widersteht hohen Konzentrationen von
Salzen einschlieBlich Caesiumchlorid nicht. Das Virus wird auch hiufig beim
Versuch dieses aus einer Stuhl-Suspension durch Gradiententrennung zu reinigen
oder pelletieren zerstort.

Fraktionieren von 32 bis 34 nm VLPs (virus like partikel) in Saccharose-Dichte-
Gradienten lieferten partiell gereinigte Viren. Der errechnete Sedimentations-
Koeffizient betrug anndhrend 183 S. Das HEV ist empfindlich gegeniiber
Einfrieren/Auftauen, Lagerung in fliissigen Suspensionen bei Temperaturen zwischen

—70 C° und +8 C° sowie Pelletieren aus Saccharose oder Pufferlsungen.

2.2.2 Das HEV-Genom

Nach der Entdeckung des HEV das Ziel vieler Untersuchungen war die
Klonierung des Virus-Genoms. Aufgrund der enteralen Aufnahme und der fakalen
Ausscheidung des HEV wurde versucht das Virus-Genom aus Stuhlproben infizierter
Patienten zu klonieren. Es konnte jedoch dadurch kein virusspezifischer Klon
erhalten werden, da die Viruspartikeln in den Stuhlproben sich in einem
degradierenden Zustand befanden. Es wurde daraus gefolgert, da3 der Virus wihrend
seines Transportes durch den Darm schidlichen Einfliissen unterworfen ist, die seine
Intaktheit zerstoren (Centers of Dissease Control 1987). Die folgenden Versuche
basierten auf der Tatsache, daBl die Virusproduktion bei einer HEV Infektion
hauptsdchlich in der Leber stattfindet, und dal das Virus mit der Galle in die
Gallenblase gelangt und dort in hohen Konzentration zu finden sein miifite. So
wurden Cynomolgus-Affen mit HEV infiziert. Wahrend der akuten Phase der
Erkrankung wurde Galle aus der Gallenblase abgesaugt, die tatsdchlich eine hohe
Konzentration von intakten Viruspartikeln erhielt (PURCELL et al. 1988).

1991 gelang TAM und seiner Arbeitsgruppe das HEV zu klonieren und komplett
Zu sequenzieren.

Das HEV-Genom besteht aus einem RNS-Einzelstrang von positiver Polaritit und
ist etwa 7,5 Kilobasen lang. Es besitzt drei offene Leserahmen ORF1, ORF2 und
ORF3  (ORF: open reading frames). Alle drei ORFs werden wihrend der
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Virusinfektion exprimiert. (REYES et al. 1990, YARBOUGH et al. 1991,
BRANDLEY et al. 1992, UCHIDA et al. 1992).

Die Viren-RNS enthélt auch kurze 5’ und 3’ nichtiibersetzte Regionen (UTR-s)
von 26 bzw. 68 Nukleotiden (PANDA et al. 1995). Diese haben das Potential sich in
konservierte Stamm-Schleifen und Haarnadelstrukturen zu falten. Am 5’-Ende des
Genoms befinden sich die nichtstrukturelle Gene, die durch den offenen Leserahmen
1 (ORF1) kodiert werden.

ORF1 besteht beim Burma-Referenzstamm aus 5079 Nukleotiden und ist fiir die
Kodierung der RNS-abhingigen RNS-Polymerase, der Helikase, der
Virenmethyltransferase und der Proteasen zustindig. Das Vorhandensein einer
Schutzkappe am 5’-Ende des HEV-RNS-Genoms bestdtigt eine Funktionsrolle der
Methyltransferase (KABRANE-LAZIZI et al. 1999).

Die Strukturproteine des Virus, ORF2 und ORF3, sind am 3’-Ende lokalisiert.

ORF2 hat eine Lange von 1980 Nukleotiden und kodiert das Viruskapsidprotein
(pORF2), das eine Linge von 660 Aminosduren hat (BRANDLEY et al. 1993,
PURDY et al. 1994). In den Wirtszellen ist es als eine etwa 74 kDa Protein (pORF2)
und glykosiliert als eine etwa 88 kDa Protein (gpORF2) vorhanden. Es wurde
experimentell gezeigt, dal ORF2 eine N-terminal Signalreihenfolge trdgt. Das
pORF2 wird im endoplasmatischen Retikulum durch Addition von N-gebundenen
Mannosezuckerresten zu gpORF2 glykosiliert. Es gibt drei Orte der Glykolisierung
auf dem pORF2: Asparagin in den Aminosdurenpositionen 137, 310 und 562.
Wihrend diese drei Orte glykosiliert sind, scheint Asn 310 der Hauptort der N-glykan
Addition zu sein. Das ORF2 kodierte Protein kann auch auf der Zelloberfldche
gesehen werden (ZAFRULLAH et al. 1999). Vor kurzem ist vermutet worden, dal3
das gpORF?2 eine instabile Form des Proteins darstellt (TORRESI et al. 1999). Das
ORF2 kodierte Protein wurde mit verschiedenen Expressionssysteme charakterisiert:
in E. coli, in Insektenzellen mit bakuloviralen Vektoren und in Tierzellen in Form
von Plasmiden, rekombinanten Vaccinia Viren und Alpha-Viren.

Der ORF3 fingt mit dem letzten Nukleotid von ORFI1 an, besteht aus 369
Nukleotiden und tiberlappt teilweise ORF2. Er kodiert ein Phosphorprotein (p ORF3),
ein kleines Protein das aus 123 Aminosduren besteht. Die Funktion des Proteins ist
derzeit noch nicht sicher erklért. Es scheint in Verbindung mit dem Zytoskeleton zu

stehen und es wird ihm eine Funktion als Adapterprotein zugeschrieben. Es konnte
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moglich sein, dall es bei der Reproduktion des HEV -RNS oder dem Zusammenbau

der produzierten HEV-Partikeln eine Rolle spielt (ZAFRULLAH et al. 1997).

Abbild 2.2.2: Genom-Organisation des Hepatitis E Virus

(nach JAMEEL, 1999)

a8 HEV genomo

In OAF T SE-nuclectide consansed regkn

Region with homelogy © the / .
GUTR wocton sequance irom Sindbis virus FUTH poiyia) tail
b OHF nBP)
~ I c
MeT Pr Hel RdRp

C ORFZ (pORFZ and gpORFR)

A
Srnal peiie

Giycosylation sites: Asn137 JAsnd 10} Asnb62

aw

njfudic

Poiy{Cysj/ N Porily{Fio)

€ FNAs (frain experinenial inodels)
7.5 kb {genamic}

AAA

! G-cap 3740 (sutgenome)
2 kb (subgenomic)

( AAA

Genome organisation of hepatitis £ virus
Expert Reviews n Molecular Medicing 2 1999 Cambridge Univarsity Prass




26

2.2.3 HEV- Replikation

Fiir die Replikation und Genexpression des HEV ist ein Modell vorgeschlagen
worden, das auf der Ahnlichkeit und Homologie des HEV mit anderen vollstindig
charakterisierten positiv-RNS-Viren basiert. Das Modell wurde von JAMEEL et al.
vorgeschlagen und basiert auf Arbeiten von YARBOURG, REYES, TAM, NANDA,
und KABRANE-LAZIZI.

Abbild 2.2.3: Ein vorgeschlagenes Modell fiir die Replikation des Hepatitis E
Virus (nach Jameel, 1999)
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Nach dem Eintritt des Virus in die Hepatozyte, wird das positive-RNS-
Virengenom im Zytosol der angesteckten Zelle exprimiert um das vom
nichtstrukturellen ORF1 verschliisseltes Polyprotein (usP) zu produzieren. Da dieses
die Virusreplikase enthilt, wird sie zur Replikation des RNS-negativen-Strangs vom
RNS-positiven-Strang bendtigt. Dieser RNS-negative-Strang dient als Schablone fiir
die Synthese des RNS-positiven-Strangs. Wegen der Homologie des HEV zu den
Alphaviren existieren vermutlich zwei Verzweigungswege fiir die Synthese von
RNS-positiven-Stringe zur Virus-Reproduktion. So werden zwei Kategorien von
Strangen gebildet, eine Plus-Strang-RNS, die das gesamte Genom enthélt, und Plus-
Strang-RNS-Stiicke, die Teile des Genoms enthalten. Die subgenomischen positiven
RNS-Striange werden in das strukturelle Virenprotein pORF?2 {ibersetzt, das durch das
ORF2 kodiert wird.

Die strukturelle Proteineinheit bildet ein Kapsid, das den genomischen RNS-
positiven-Strang einschlieBt. Dadurch entstechen Nachkommenvirien die weiter

Zellen anstecken konnen.

Dieses Modell basiert auf folgenden Beobachtungen. Das Vorhandensein von
einem genomischen (~7,5 KB) und zwei subgenomischen HEV-RNS (~3,7 KB und
~2 KB) wurde in experimentell angesteckten Cynomolgus Makaken gezeigt (TAM et
al. 1996). HEV positive und negative RNS-Strdnge sind in der Leber vom
experimentell angesteckten Rhesusaffen gefunden worden, dagegen im Serum und
der Galle nur positiv RNS-Stringe (NANDA et al. 1994). Dieses spricht dafiir, da3
die Verdoppelungen der genomischen RNS iiber einen negativen RNS-Stringe

stattfindet.

2.2.4 HEV-Gruppen und Isolate

Bis heute ist weltweit ein einziger Serotyp von HEV bekannt. Aufgrund von
Vergleichen in der Gensequenz innerhalb der strukturellen und nichtstrukturellen
ORFs sind die HEV Isolate bis heute in 4 Gruppen unterteilt worden, die eine
Abweichung in der Nukleotidsequenz von etwa 25% von einander vorweisen. Die

Gruppe 1 umfafit alle Asien-Isolate: Referenzstamm Burma (TAM et al. 1991),
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Isolate aus Indien (v. BRUNN et al. 1995), Pakistan (TSAREV et al. 1992) und China
(AYE et al. 1992). Der 2. Gruppe gehort bis heute allein das Mexiko Isolat an
(HUANG et al. 1992). In die 3. Gruppe gehoren die in den USA im Menschen
gefundene Isolate US1 und US2 (SCHLAUDER et al. 1998), Isolate vom Schwein
SwUS (MENG et al. 1997), Isolate aus Europa wie die griechischen Isolate Grl und
Gr2 (SCHLAUDER et al. 1999), das italienische Isolat It (ZANETTI et al. 1999), das
Osterreichische Isolat Au (WORM et al. 2000), das Spanien Isolat (PINA et al. 2000)
sowie die in der Niederlande entdeckte Menschen- und Schwein-Isolate (v. der POEL
et al. 2001). Die 4. Gruppe umfafit das CT1 Isolat aus China (WANG et al. 2000). Es
sei hier zu erwéhnen, dal von SCHLAUDER vorgeschlagen wurde die HEV Isolate
in mindestens neun unterschiedlichen Gruppen unterzuteilen (SCHLAUDER et al.
2001).

Bemerkenswert ist, dall Teilsequenzen von Isolaten aus Griechenland, Italien und
Osterreich eine Homologie im ORF1 von 82 - 88% mit den Isolaten US1 und US2
aufweisen. Dagegen zeigen diese Isolate aus Europa eine Homologie von nur 74 -
79% mit Isolaten aus anderen Gruppen. Durch diese Homologierelation lassen sich
die Isolate aus den Industrielindern deutlich von den Isolaten aus Gebieten die als
hochendemisch fiir HEV gelten, unterscheiden und es kdnnte moglich sein, daf3 die
HEYV Isolate in den westlichen Industrieldndern einen gemeinsamen Ursprung haben..
So ist es moglich aufgrund der Nukleinsduresequenz auf den geographischen

Ursprung des HEV-Isolats zu schliefen.

Abbild. 2.2.5 : Auftreten der Gruppen der HEV-Isolaten weltweit

» Gruppe L, % Gruppe 11, ® Gruppe III, © Gruppe IV
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Abbild 2.2.4: Phylogenetische Verwandtschaft der HEV-Isolaten von Mensch
und Schwein basiert auf der Sequenz eines 304 Nukleotide langen

Stiicks des ORF2 (nach van der POEL, 2001)
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2.2.5 Krankheitsbild und Ubertagung

Das HEV wird hauptsédchlich durch den fékal-oralen Weg iibertragen (NAIK et al.
1992, PANDA et al. 1997). Versuche mit oraler Inokulation von aufbereiten
Stuhlproben infizierter Patienten erbrachten den Nachweis des enteralen
Ubertragungswegs. Die Hauptquelle der Infektion ist das durch Fikalien
verschmutztes Trinkwasser. Epidemien treten hdufig in Fliichtlingslagern auf, wo
Trinkwasserverschmutzungen mit Fakalien haufig sind.

Obwohl andere Ubertragungswege selten sind, sollten sie aber trotzdem in
Erwigung gezogen werden. Eine vertikale in utero Ubertragung des HEV kann nach
einer Erkrankung der Schwangeren erfolgen (KHUROO et al. 1995). Auch die
Moglichkeit einer parenteralen Ubertragung ist in Betracht gezogen worden
(CHAUHAN et al. 1993). Bei einigen Studien wurde eine erhohte Privalenzrate von
Anti-HEV unter den Dialysepatienten im Vergleich mit der normalen Bevdlkerung
festgestellt. Berlicksichtigt man, dafl Dialysepatienten fast keine Reiseanamnese in
ein hochendemisches Gebiet aufweisen, konnte eine parenterale Ubertragung im
Krankenhaus stattgefunden haben, da bei allen Viren mit einer virdmischen Phase die
Moglichkeit besteht durch Blut {iibertagen zu werden. Eine Person-zu-Person
Kontaktlibertragung scheint sehr selten zu sein und Personen die im gleichen
Haushalt mit HEV-Erkrankten leben sollen keine erhohte Infektionsgefahr haben.
Dieses konnte in der relativ geringe Virusausscheidung im Stuhl, der schnellen
Zerstorung der Infektiositit des Virus in der Umwelt oder der Notwendigkeit hoher
Virusdosen fiir die Infektion des Menschen mit einem moglicherweise aus dem
Tierreich stammenden Virus begriindet sein. Auch eine nosokomiale Ubertragung ist
auch berichtet worden (KHUROO et al. 1992).

In Entwicklungsldndern, die hochendemisch fiir die HEV-Infektionen sind,
erkranken meist junge Erwachsene aller Bevolkerungsschichten. Anti-HEV ist nur in
etwa 5% der Kindern unter 10 Jahren und in 10 bis 40% der Erwachsenen ilter als 25
Jahre gefunden worden (ARANKALLE et al. 1995). Zum Vergleich ist die Pravalenz
des Anti-HAV unter den Kindern <10 Jahre in der Mehrzahl der Entwicklungslédndern
>90%. Diese mit dem Alter langsam zunehmende Seroprdvalenz konnte fiir
sporadische Ubertragungen des Virus sprechen. Was die niedrige Seroprivalenz im
Kindesalter betrifft, so scheint diese dadurch bedingt zu sein, dafl die HEV-Infektion

schwerer iibertragbar ist als die HAV-Infektion.
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Eine Frage die sich bei der Betrachtung der HEV-Epidemiologie stellt ist das
Verbleiben des HEV wihrend der Zwischen-Epidemie-Perioden in der Bevolkerung.
Die sporadischen HEV Infektionen, die iiber 25% aller akuten Hepatitiden in den
Entwicklungsldndern ausmachen, konnten das HEV wéhrend der Zwischen-Epidemie
Perioden gewihrleisten. Sporadische Infektionen treten auch zwischen den
Epidemien auf, und eine langanhaltende Virdmie ist in etwa 10% der Fille mit akuter
Krankheit beobachtet worden (NANDA et al. 1995). Zusitzlich kommt es zu
subklinischen Infektionen, was ebenfalls zur Erhaltung des Pools von HEV in der
Bevolkerung beitragen konnte. HEV ist sowohl im unbehandelten als auch im
gereinigten Abwasser nachgewiesen worden. Die Moglichkeit von nichthumanen
Reservoiren von HEV ist vorgeschlagen worden. Anti-HEV wird in mehreren
Tierarten gefunden. Es wurde gezeigt, dall zwischen HEV-Isolaten vom Schwein und
Menschen in der gleichen geographischen Region grofle Nukleinsdurenidentitit
besteht, und dall HEV vom Schwein nichthumane Primaten anstecken kann. Somit ist
es moglich, daB3 Haustiere Trager von HEV sind.

Eine Hepatitis E wihrend einer Schwangerschaft verlduft klinisch meist schwer
und zeigt eine hohe Letalitdtsrate die bis zu 20% erreichen kann (KHUROO et al.
1981). Um diese hohe Sterblichkeitsrate wahrend der Schwangerschaft zu erkliren,
wurde folgende Hypothese vorgeschlagen (PURCELL et al. 1997). Durch die
Infektion mit dem Hepatitis E Virus werden die Kupfer-Zellen der Leber beschéadigt.
Dadurch kommt es zur einer Verminderung der Fihigkeit dieser Zellen einen Schutz
gegen die Endotoxine der Gram-negativen Darm-Bakterien zu gewihrleisten. Die
Hepatozyten werden zerstort und Prostaglandine werden freigestellt. Es kommt zu
Odembildung und Cholestase. So konnte diese Hypothese die hohe Letalititsrate der
Schwangeren erkldren, wenn die erhohte Empfindlichkeit gegeniiber den Endotoxin-
Effekt wihrend der Schwangerschaft in Betracht gezogen wird.

Experimentelle Studien mit Ubertragung des Virus auf Rhesus-Affen und
Cynomolgus-Affen haben gezeigt, dal die Erkrankung bei diesen Tieren in zwei
Phasen verlduft. In der Initialphase findet die Replikation des HEV in der Leber statt,
wodurch die Entziindung der Leber gestartet wird. In der spiteren Phase, die etwa in
der fiinften Erkrankungswoche beginnt, kommt es zur Progression der Hepatitis
(TSAREV et al. 1993).

Ansteckende Viruspartikel sind in der Galle und im Stuhl wéhrend der spiten

Inkubationsphase der Hepatitis E vorhanden und kénnen fiir eine oder zwei Wochen
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nach Erkrankungsbeginn nachweisbar bleiben (BRANDLEY et al, 1990, UCHIDA et
al., 1990). Das Virus ist auch voriibergechend im Blutstrom in der spiten
Inkubationsphase anwesend (CHAUHAN et al., 1993).

Anti-HEV der IgG und IgM Klassen erscheinen wéhrend der Krankheit. Anti-
HEV-IgM sind in der akuten Phase nachweisbar (BRYAN et al. 1994) und bleiben
meist nicht langer als 3 Monaten vorhanden (GOLDSMITH et al., 1992), wéhrend
Anti-HEV-IgG spiter erscheint und in der Regel langer persistiert. Anti-HEV-IgG
kann in manchen Fillen nur kurzfristig nachweisbar sein (LI et al. 1994,
GOLDSMITH et al. 1992) und bereits wenige Wochen nach der Erkrankung nicht
mehr vorhanden sein (WORM, WURZER, FROESNER, 1998). Es wurde aber auch
bis zu 13 Jahre nach Infektion gezeigt.

Wihrend einer akuten Hepatitis E Erkrankung kommt es zu einem Anstieg des
Serumbilirubins und der alkalischen Phosphatase. Typischerweise wird ein
Gipfelpunkt der Transaminasenwerte etwa 1 bis 2 Wochen nach Erkrankungsbeginn
erreicht, gefolgt von einer volligen Normalisierung innerhalb von 4 bis 6 Wochen.

In Studien mit Primaten konnte das HEV-Antigen im Zytoplasma der
Hepatozyten 10 Tagen nach i.v. Infektion und fiir etwa 3 Wochen gezeigt werden.

Patienten mit Hepatitis E Erkrankung weisen hiufig auch andere fikal-oral
iibertragene Krankheiten auf, wie Typhus oder Ruhr.

Personen, die in Industrielindern leben, haben nach einer Reise in ein

Hochendemiegebiet ein erhohtes Krankheitsrisiko.

Eine HEV-Infektion verursacht eine enteral {ibertragene Hepatitis die eine
Inkubationszeit von 10 bis maximal 65 Tagen (mit einem Durchschnitt von etwa 30
Tagen) hat. Die klinische Symptomatik der Hepatitis E Erkrankung ist der der
Hepatitis A dhnlich. Es zeigen sich ikterische oder anikterische Krankheitsbilder mit
Anorexie, Nausea, Erbrechen, Fieber, Myalgien, epigastrische Schmerzen und
Hepatomegalie (CHANDA et al.,, 1991). Andere weniger hdufig auftretende
Symptome sind Diarrhde, Arthralgien, Pruritus und urtikariadhnliche Dermatitiden.
Komplikationen =~ wie  neurologische, = hdmatologische, dermatologische,
kardiopulmonale, renale oder gastrointerstinalle, die bei anderen Hepatitiden auftreten
scheinen bei der Hepatitis E nicht aufzutreten (Mc INTYRE et al., 1990). Im
Kindesalter verlauft die HEV-Infektion hédufig subklinisch.
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Die Hepatitis E des Erwachsenen ist meist eine schwere Erkrankung, da sie bei
etwa 3% einen fulminanten Verlauf zeigt der zum Tode fiihrt. Die Hepatitis E geht
nicht zur Chronizitét iiber. Etwa 1 bis 2 Wochen nach Erkrankungsbeginn kommt es
zu einem Gipfelpunkt und innerhalb von 4 bis 6 Wochen wird eine vollige

Normalisierung der Transaminasewerte festgestellt.

2.2.6 Vorbeugung und Impfung

Bis heute steht kein Impfstoff fiir HEV zur Verfiigung. Passive Immunisierung
mit Immunglobuline die vom Plasma von Hepatitis-E-Erkrankten in
hochendemischen Gebieten, gewonnen war, war wirkungslos.

Studien in Indien, zeigten, dall Patienten die Immunglobuline erhielten, keinen
statisch signifikanten Unterschied beziiglich der Krankheitskinetik im Vergleich zu
Patienten, die keine Immunglobuline erhielten, aufwiesen.

Eine passive Immunisierung eines Cynomolgus Makaken mit Plasma eines Tieres
das vorher mit HEV infiziert wurde, bewirkte zwar eine Abschwichung des
klinischen Bildes, konnte aber die Infektion nicht verhindern (TSAREV et al., 1994,
PURDY et al., 1993).

Das Fehlen einer Moglichkeit das HEV in ein Gewebekultursystem zu ziichten
macht die Entwicklung von Impfstoffen aus gentechnisch hergestellten HEV-
Peptiden notwendig. Diese Peptide sollen die Fihigkeit besitzen eine schiitzende
Immunantwort hervorzurufen. Rekombinierte DNS-Technologie wird verwendet, um
grofle Mengen von Peptiden herzustellen. Fiir das HEV scheint das ORF2 Protein als
Impfstoff geeignet zu sein, wenn es in den Insektenzellen mit rekombinierten
Baculoviren exprimiert wird. Solche Impfstoffe wurden gleichzeitig in zwei Instituten
in den USA entwickelt und in Versuchstieren erprobt. Dieser Impfstoff ist auch einem
Freiwilligen in den USA verabreicht worden und er erschien sicher und
immunisierend zu sein (ROBINSON et al.,, 1998, FRICKER et al., 1996). Eine
Erprobung des Impfstoffs lduft auf breiter Basis zur Zeit in Nepal.
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Bis ein wirksamer Impfstoff verfiigbar wird, beruht die Verhinderung einer
HEV-Infektion auf VorbeugungsmafBnahmen. Der Schwerpunkt dieser Vorbeugung
liegt in der Sauberkeit des Trinkwassers. Epidemiologische Daten legen das
Abkochen von Trinkwasser nahe, da es dadurch zu einer Inaktivierung des HEV
kommt. Reisende in hochendemische Gebiete sollten Trinkwasser, Getrianke und Eis

unbekannter Sauberkeit, sowie ungekochte Schalentiere und Gemiise vermeiden.
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3. DIAGNOSE

Die ersten Tests fiir den  Nachweis von HEV  umfafiten
Immunelektronenmikroskopie um das HEV Antigen auf der Oberfliche der HEV
Partikel in Stuhlproben zu ermitteln und Immunhistochemie um das HEV Antigen im
Lebergewebe zu kennzeichnen (BALAYAN et al. 1983, KANE et al. 1984,
BRANDLEY et al. 1988, REYES et al. 1990, TSAREV et al. 1992, YIN et al. 1994).
Danach wurde ein ,,fluorenzenz antibody blocking assay* entwickelt um das Anti-
HEV , das mit dem HEV-Ag reagiert, im Serum zu kennzeichnen (KRAWCZYNSKI
und BRANDLEY 1989, PURDY et al. 1994).

Diese Methoden waren in hohem Grade spezifisch, hatten aber eine begrenzte
Empfindlichkeit. Sie haben Anti-HEV in nur 50 bis 70% der Patienten mit akuter
Hepatitis E Erkrankung ermitteln kénnen und waren nicht imstande Anti-HEV-Titer
einigen Monaten nach akuter Hepatitis E Infektion nachzuweisen.

Nachdem das HEV geklont und sequentiell geordnet wurde, wurden Western
Blod und Enzymimmunassays entwickelt um das Anti-HEV nachzuweisen. Fiir diese
Methoden wurden rekombinante Proteine oder synthetische Peptide verwendet, die
immundominanten Epitopen der strukturellen Regionen des HEV (ORF2 und ORF3)
darstellten (FAVOROV et al. 1992, DAWSON et al. 1992, TSAREV et al. 1993,
PAUL et al. 1994, FAVOROV et al. 1994, FAVOROV et al. 1996).

In den meisten dieser Methoden waren Antigene von HEV Isolaten von
mindestens zwei geographisch unterschiedlichen Gebieten verwendet worden, z.B.
geklonte Isolate von Erkrankten in Epidemien in Burma und Mexiko. Die
rekombinierte Proteine die fiir diese Tests benutzt worden sind, wurden in Ausdruck-
Systeme wie E. coli und rekombinanten Baculoviren angesteckten Insektenzellen
produziert.

Zusétzlich zu den Anti-HEV-IgG Nachweismethoden, sind auch Anti-HEV-IgM
Tests entwickelt worden, die eine Unterscheidung zwischen akuter und abgelaufener
Infektion ermdglichten (DAWSON et al. 1992, FAVOROV et al. 1992). Diese Tests
konnten jedoch nicht gut standardisiert werden.

Fiir den Anti-HEV Nachweis sind auch Neutralisations-Tests entwickelt worden,

die synthetische Peptide verwendeten.
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Fiir den Nachweis von HEV-RNS im Stuhlproben, in der Leber und im Serum
wurden PCR-Methoden entwickelt (Mc CAUSTL et al. 1991).

3.1 Nachweismethoden fiir die Diagnose der Hepatitis E

Fiir die Diagnose einer akuten oder abgelaufener Hepatitis E werden ELISA-Teste
zum Nachweis von Anti-HEV-IgM- und IgG, PCR zum Nachweis von HEV-RNS
und Western Blot zur Bestdtigung von Anti-HEV-positiven Befunden beniitzt.

3.1.1 ELISA (Enzyme-linked Immuno Sorbent Assay)

Testverfahren, das Antigene oder Antikdrper mittels eines Enzym-markierten
Antikorpers (Konjugat) oder Antigens und einer dadurch katalysierte Farbreaktion
semi-quantitativ nachweist.

Da bestimmte Kunstoffe Proteine gut anlagern, konnen sie mit einem Antigen
oder Antikérper beschichtet werden. Beim Auswaschen der Kunststoffvertiefungen
der ELISA Platte werden sie nicht abgeldst. Danach zugesetzte Antigene oder
Antikorper binden sich an bereits gebundenen Antikdrper bzw. Antigene und werden
damit ebenfalls nicht mehr abgelost, so daBl sich eine Kaskade aus Antigen,
Antikorpern und dem Konjugat bilden kann. Hierauf wird eine Substrat/Chromogen-
Losung zugesetzt, die nach einer bestimmten Zeit eine der Konjugatkonzentration
dquivalente Féarbung hervorruft. Diese wird dann mittels Photometer abgelesen und
die Probe nach einer Standartkurve beurteilt.

Beim Antikorpernachweis kann der Test spezifisch flir eine bestimmte
Immunglobulinklasse durchgefiihrt werden.

Der ELISA stellt heute wohl die am besten technisierte/automatisierte
Untersuchungsmethode dar. Wegen der universellen AnpaBbarkeit und der
Standardisierung der ELISA-Platten ist er die am hiufigsten durchgefiihrte Prozedur.

ELISA Testverfahren werden als indirekter Ab-ELISA, kompettiver ELISA und
Sandwich-ELISA durchgefiihrt.
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3.1.2 PCR

Der Nachweis geringster Mengen Virusgenoms aus verschiedenstem
Probenmaterial ist durch die Polymerase Chain Reaction (PCR) moglich geworden
(SAIKI et al., 1988).

Dazu werden normalerweise 2 Oligonukleotide,die genomspezifisch sind, einem
Nukleinsiureextrakt der vorgereinigten Probenldsung im UberschuB3 zugesetzt. Beim
Erhitzen auf ca. 95° C trennen sich die DNS Doppelstringe, beim Abkiihlen auf ca.
50-60° C binden sich an jeden der beiden Stringe das entsprechende Oligonukleotid.
Eine hitzestabile Polymerase beginnt nach Temperaturerhdhung auf etwa 65° C nun
mit der Synthese neuer DNS-Doppelstrainge wobei das Oligonukleotid als Primer
wirkt (3'OH-Ende). Damit ist die doppelte Menge an Doppelstrang-DNS entstanden.
Durch Erhitzen werden diese Doppelstringe wieder getrennt werden und der Zyklus
beginnt von vorn. Nach 30 bis 40 Zyklen wird genug DNS gebildet, so daB} sie
elektrophoretisch im Gel aufgetrennt als spezifische Bande eines bestimmten

Molekulargewichts nachgewiesen werden kann.

Um sehr geringe Virusmengen nachweisen zu konnen, wird hiufig nach einer
PCR eine zweite PCR angeschlossen (,,nested-PCR*), bei der mit einem zweiten
Paar von Primern eine zusdtzliche Amplifikation erreicht werden kann. Dieses
zweites Primerpaar liegt innerhalb des amplifizierten Segments. Durch die ,,nested-

PCR* wird nicht nur die Sensitivitit des Tests, sondern auch die Spezifitit erhdht.

3.1.3 Western Blot

Beim Western Blot werden in der SDS-PAGE (Polyacrylamid-Gel-
Elektrophorese) aufgetrennte Proteingemische aus der Gelmatrix iiber ein senkrecht
zum Gel angelegtes elektrisches Feld eluiert und auf eine Membran
(Nitrocellulosemembran) transferiert. Durch Bindung der Proteine an die Membran

bleibt dort das Muster der elektrophoretischen Auftrennung erhalten.

AuBlerdem wird bei diesem Vorgang das an die Proteine angelagerte SDS

ausgewaschen. Die Proteine konnen renaturieren und dabei teilweise ihre Sekundér-
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und Tertidrstruktur wieder einnehmen. Sie konnen somit von Antikdrpern erkannt

werden.

Die Proteine werden durch hydrophobe Wechselwirkung an die Membran
gebunden. Da diese Wechselwirkung zwischen Protein und Membran nicht sehr stabil

ist, miissen die Bedingungen dieser Elektrophorese sehr genau erhalten werden.

Fiir den elektrophoretischen Transfer sind zwei unterschiedliche Verfahren im

Einsatz, das ,,Tankblot System" und das ,,Semidryblot System*

Nach dem elektrophoretischen Transfer von Protein auf Nitrocellulose miissen
zunichst die freien Bindungsstellen der Membran blockiert werden. Da Antikdrper
Proteine sind, wiirden sie sich sonst an jeder freien Bindungsstelle der Membran

anhaften und einen spezifischen Nachweis von Antigen unmoglich machen.

Dieses Blockieren freier Bindungsstellen (blocking) wird mit einem nicht fiir die
Antikorper (antibodies=AB) erkennbares Protein bewerkstelligt. Oft wird BSA
(bovine serum albumin) verwendet. Diese Proteine binden an sdmtliche freien
Bindungsstellen der Membran. Damit bleibt den Antikdrpern nur noch die

Moglichkeit an Epitope ihrer entsprechenden Antigene zu binden.

Um diese spezifische Bindung sichtbar zu machen muf3 der Antikérper (AB) mit
einem Enzym gekoppelt sein, das eine Farbreaktion auslésen kann. FEin

gebriauchliches Enzym ist Peroxydase aus Meeretich (HRP, horseradish peroxidase).

HRP kann verschiedene Substrate umsetzen, darunter Chlornaphthol,
Minoethylcarbazol und Diaminobenzidin. Die Produkte bilden ein sichtbare Fiarbung

an der Stelle des Antigen-Antikorper Komplexes.
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3.2 Verfiighare Nachweismethoden fiir Hepatitis E und deren

Aussagekraft

Die nachfolgende Nachweismethoden sind von FROESNER et al. 2001
modifiziert und beziiglich ihrer Aussagekraft {iberpriift worden (s. Abbildung 3.2.1).

Abbildung 3.2.1: Zeitpunkt des Auftretens und typischer Verlauf virusspezifischer
Marker bei der Hepatitis E (nach FROESNER 2001)

Klinische Erkrankung
T ——

3.2.1 Antikorper gegen Hepatitis E Virus (Anti-HEV)

Zur Zeit stehen kdufliche Enzymimmunteste zum Nachweis von Anti-HEV zur
Verfiigung, die rekombinante Antigene des ORF2 und ORF3 des Burma- und des
Mexiko-Referenzstammes enthalten (DAWSON et al. 1992). Anti-HEV-Teste zeigen
meistens, aber nicht immer, schon bei Erkrankungsbeginn eine Positivitét.

Anti-HEV ist nur bei etwa 80-90% der akuten Hepatitis Erkrankungen
nachweisbar, bei denen die HEV-Infektion durch den Nachweis der HEV-RNS
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mittels PCR gesichert werden kann (FROESNER et al. 1994). Immunologische
Unterschiede zwischen den HEV-Isolaten in verschiedenen geographischen Gebieten
konnten diese Diskrepanz erkldren.

Anti-HEV ist nach einer Infektion oft nur kurzfristig nachweisbar, und kann
wenige Wochen nach einer akuten Erkrankung bereits wieder negativ sein. (LI et al.,
1994, GOLDSMITH et al., 1992; WORM, WURZER, und FROESNER, 1998). So
zeigen bei Privalenzuntersuchungen zur Ermittlung von Anti-HEV nicht alle
Personen, die eine HEV-Infektionsanamnese vorweisen, eine Positivitdt der Anti-
HEV.

Wegen des teilweise kurzfristigen Nachweises des Anti-HEV-IgG nach einer
Infektion, sind bei Privalenzuntersuchungen von gesunden Personen viele schwach
positive oder grenzwertige Testergebnisse zu registrieren. Deshalb ist es schwierig
einen Grenzwert der Positivitit beim Anti-HEV-IgG-Test festzulegen, der eine
sichere Unterscheidung zwischen spezifisch-positiven und unspezifisch-reaktiven
Testergebnissen gewdhrleistet. Deshalb mull bei Privalenzuntersuchungen die

Spezifitit positiver Testergebnisse mit weiteren Bestétigungsteste liberpriift werden.

3.2.2 IgM Antikorper gegen HEV

Das Anti-HEV-IgM ist meistens fiir etwa 6 bis 7 Wochen und nicht ldnger als 3
Monaten nach einer Infektion nachweisbar (BRYAN et al., 1994; GOLDSMITH et
al., 1992). Eine Positivitidt des Anti-HEV-IgM-Tests ist beweisend fiir eine frische
Infektion.

Wie beim Anti-HEV-IgG Test sind auch mit dem Anti-HEV-IgM Test nur etwa
80% der diagnostizierten Hepatitis E Erkrankungen nachweisbar (GOLDSMITH et
al., 1992). So schlieft ein negatives Anti-HEV-IgM Ergebnis bei einem Patienten mit
akuter Hepatitis eine frische Hepatitis E nicht sicher aus.

Die Feststellung, daB in nicht endemischen Gebieten mit den zur Verfligung
stehenden Nachweismethoden sowohl Anti-HEV-IgG als auch Anti-HEV-IgM nur in
etwa 80-90% bzw. 90% der Félle im Serum von Patienten nachweisbar ist, scheint in
der Tatsache zu liegen, dal3 diese Teste vorwiegend auf den Burma- und Mexiko-

Isolate basieren. Diese Isolate zeigen einen groflen Sequenzunterschied und dadurch
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auch immunologische Unterschiede im Vergleich zu den Isolaten in den nicht

endemischen Gebieten (WORM et al. 2000)

3.2.3 Nachweis von HEV-RNS mittels PCR

Eine frisch Hepatitis E Infektion wird durch den Nachweis von HEV-RNS mittels
PCR bewiesen (Mc CAUSTLAND et al. 1991, SCHLAUDER et al. 1993). Der
Nachweis kann sowohl im Stuhl als auch im Blut der Erkrankten erfolgen. Jedoch
nur in der Halfte der Félle gelingt dieser Nachweis am Erkrankungsbeginn. Eine
Positivitdt kann bis zu drei Wochen nach Erkrankungsbeginn erhalten bleiben. Es
wurde festgestellt, da3 bei experimentell infizierten Affen ein HEV-RNS-Nachweis
im Blut ldnger als im Stuhl moéglich sei. Auch wenn dieses beim Menschen noch
nicht systematisch untersucht worden ist, sollte trotzdem auch beim Menschen dem
HEV-RNS-Nachweis im Blut der Vorzug gegeben werden.

Stammt das Untersuchungsmaterial nicht aus den ersten Erkrankungstagen,
schlieBt ein negatives Testergebnis auf HEV-RNS eine frische HEV Infektion nicht
aus, denn die vorhandene HEV-RNS-Konzetration kann relativ gering sein. Hier wird
ein positives Testergebnis meist nur mit der hochempfindlichen ,,nested“ PCR
erhalten.

Die Sequenzunterschiede, die zwischen den Gruppen der HEV—Isolate vorhanden
sind und das Fehlen von stark konservierten Genregionen macht es schwierig Primer
zu entwerfen, die das Erfassen von allen Viren-Isolaten mdglich machen. Besonders
schwierig ist dieses bei Infektionen, die in den nicht endemischen Gebieten auftreten,
da diese HEV-Isolate noch wenig charakterisiert sind. Deshalb ist wegen schlechter

Bindung der Primer mit falsch negativen PCR-Ergebnissen zu rechnen.

3.2.4 Bestiitigung Anti-HEV-positiver Befunde mittels Western Blot

Die Tatsache, daB bei Anti-HEV Préavalenzuntersuchungen von gesunden
Personen, hiufig grenzwertige Testergebnisse ermittelt werden, macht die

Absicherung der Spezifitit positiver Testergebnisse durch einen Bestétigungstest
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notig. Als Bestdtigungstest wird der Western Blot beniitzt. Der Western Blot erlaubt
den Nachweis von Anti-HEV der IgG- oder der IgM-Klasse mit Hilfe rekombinierter
Strukturproteine des HEV, die vom offenen Leserahmen 2 und 3 (ORF2 und ORF3)
kodiert werden.

Bei einer akuten HEV-Infektion werden fast immer Antikorper der IgM- und der
IgG-Klasse gegen das ORF3 nachgewiesen. Bei einer abgelaufenen Infektion sind
diese Antikorper selten vorhanden. Antikorper der IgG-Klasse gegen das 3*-Ende (C-
terminal) des ORF2 sind am hédufigsten bei einer abgelaufenen HEV-Infektion
vorhanden, gefolgt von Antikorpern gegen das 5°-Ende (N-terminal) des ORF2. Am
seltensten werden Antikorper gegen die Mitte des ORF2 gebildet.

Sind im IgM-spezifischen Westren Blot mindestens 2 Banden, von denen die eine
die ORF3-Bande ist, oder 3 Banden nachweisbar, ist eine frische Infektion bestaetigt.
Sind im IgG-spezifischen Western Blot mindestens 2 Banden vorhanden so kann eine

abgelaufene Infektion als gesichert gelten.

3.2.5 Diagnostische Anwendung der Sequenzvariation von HEV-RNS

Mehrere HEV-Isolaten sind komplett kloniert und sequenziert worden, und eine
Reihe von weiteren Teilsequenzen ist aus Gendatenbanken abrufbar. Asiatische HEV-
Isolate der Gruppe I weisen einen Nukleotidunterschied von etwa 5-10% auf. Die der
gleichen Gruppe angehorenden afrikanische Isolate zeigen eine Differenz von den
asiatischen um etwa 10-15%. Die zu den anderen Gruppen gehdrenden Isolate aus
Mexiko (Gruppe II) den USA (Gruppe III) und aus China (Gruppe 1V) differieren um
jeweils etwa 25% von den Asia-Isolaten. So ist es mdglich durch die Sequenzierung
eines kurzen PCR-Produktes auf die geographische Herkunft des HEV zu schliefen.

Geht eine Epidemie von einer Quelle aus, kann eine einheitliche Sequenz
festgestellt werden (FROESNER et al. 1994). So kann die Sequenzierung von PCR-
Produkten im Rahmen einer Epidemie das Vorliegen einer bestimmten
Infektionsquelle  sichern  oder ausschlieBen. Haben Infektionen keinen
Zusammenhang, so finden sich wegen der hohen Sequenzvariation des Virus immer

deutlich unterschiedliche PCR-Produkte.
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3.3 Untersuchungsgang bei der Diagnose der akuten wund

abgelaufenen Hepatitis E

3.3.1 Akute Hepatitis E

Da Hepatitis E Infektionen in den Industrieldndern relativ selten auftreten, sollte
bei einer akuten Hepatitis ein Anti-HEV-Nachweis-Test aus Kostengriinden nur dann
im initialen Suchprogramm durchgefiihrt werden, wenn eine Reiseanamnese in ein
Endemiegebiet vorliegt. Alle Patienten mit akuter Hepatitis, bei denen im initialen
Suchprogramm eine Hepatitis A, B und C ausgeschlossen werden kann, sollten weiter
auf Anti-HEV-IgG untersucht werden. Ist der Anti-HEV-IgG-Test positiv muss die
Diagnose der akuten Hepatitis E durch weitere Teste abgesichert werden.

Ist der Anti-HEV-IgM-Test oder die HEV-RNS mittels PCR positiv, kann eine
Hepatitis E als bewiesen angesehen werden. Ein negatives Ergebnis schlieft jedoch
eine Hepatitis E nicht aus, wie oben diskutiert worden ist. Ist eine Reise in ein
Endemiegebiet innerhalb der maximalen Inkubationszeit von 65 Tagen zu
verzeichnen, so ist bei Patienten mit Nicht-A-C-Hepatitis eine Hepatitis E immer
noch moglich. Selbst ohne Reiseanamnese, allerdings sehr selten, ist eine Hepatitis E
moglich.

Abbildung 3.3.1 zeigt das diagnostische Vorgehen bei der Diagnose einer akuten
oder abgelaufenen HEV-Infektion.

3.3.2 Abgelaufene Hepatitis E

Wie erwéhnt werden bei Privalenzuntersuchungen hiufig grenzwertig positive
Anti-HEV-Teste festgestellt, die sich im Retest oft nicht bestitigen lassen. Ein Anti-
HEV-Test, der wiederholbar ein positives Ergebnis zeigt, sollte mittels Anti-HEV
Western Blot auf Spezifitit gepriift werden.
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Abbildung: 3.3.1: Diagnostisches Vorgehen beim Nachweis einer akuten oder

abgelaufenen HEV-Infektion (aus FROESNER et al. 1994)
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4. EIN UBERBLICK DER STUDIEN UBER HEV-ISOLATE,
SCHWEIN- ISOLATE UND IHRE BEZIEHUNGEN

Das HEV ist in vielen Entwicklungslédndern die hdufigste Ursache einer enteral
iibertragenen Hepatitis. Viele Epidemien erfolgten nach Verschmutzungen des
Trinkwassers. Die Hepatitis E Erkrankung betrifft hauptsichlich junge Erwachsenen
und hat eine Mortalitdt von etwa 2%. Ausnahme sind schwangere Frauen, wo eine
Sterblichkeitsrate von etwa 20% beobachtet wird. Zwischen grof3en Epidemien treten
hiufig sporadische akute Hepatitis E Erkrankungen auf. Subklinische Infektionen
treten vorwiegend bei Kindern auf. Das Reservoir des Virus zwischen den Epidemien
kann in HEV-infizierten Personen mit einem subklinischen Verlauf und/oder in den
HEV-infizierten Tieren liegen. Die Hepatitis E Erkrankung wird in den
Industrieldndern selten beobachtet, und die meisten Félle treten dort bei Personen auf,
die in Regionen gereist waren, in denen die Infektion hoch endemisch ist. Jedoch sind
vereinzelt sporadische Félle von akuter Hepatitis E Erkrankung berichtet worden, die
Personen aus Industriclindern betrafen, die keine Reiseanamnese in ein

Endemiegebiet aufwiesen.

In den Industrieldndern, wo Hepatitis E nicht hochendemisch ist, zeigt sich unter
gesunden Personen (Blutspender) ein Anti HEV-Prdvalenz von 1 bis 5%. In einer
Studie zeigte sich sogar bis zu 28% der Blutspender positiv (THOMAS et al. 1997,
KARENTYI et al. 1999, MAST et al. 1997, MENG et al. 2002, PSYCHOGIOU et al.
1996, KNODLER et al. 1994, FROESSNER et al.1999, NUBLING et al. 2002,
ZANETTI et al. 1994, PAVIA et al. 1998, MATEOS et al. 1998, TARRAGO et al.
2000, ZAAIJER et al. 1995, YOO et al. 2000, BERNAL et al. 1996).

Betrachtet man das sporadische Auftreten akuter Hepatitis E Erkrankungen in
Industrieldndern, so besteht eine Diskrepanz zu der hohen Anti-HEV Prédvalenzrate
unter der gesunde Bevdlkerung dieser Lénder. Als Ursache dieser Diskrepanz wird

ein Tierreservoir fiir das HEV diskutiert.

In den letzten Jahren wurden aus den Industrielindern immer wieder uber Fille

von akuten HEV-Erkrankungen berichtet. Meist handelte es sich um Personen, die in
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ein fiir HEV hochendemisches Gebiet gereist waren. Es wurde aber auch iiber akute

HEV Erkrankungen berichtet, bei denen keine Reiseanamnese vorhanden war.

1998 berichteten SCHLAUDER et al. aus der USA {iber zwei akute HEV-
Erkrankungen in Minnesota und Tennessee. Der Patient in Minnesota hatte keine
Reise aullerhalb der USA unternommen, wihrend der Patient in Tennessee iiber eine
Reise nach Mexiko berichtete. Die Sequenzanalyse dieser zwei Isolate US1 und US2
zeigte iliberraschenderweise keine Identitdt mit den bis dahin bekannten HEV-Isolaten
aus Asien (Genotyp 1) und Mexiko (Genotyp 2), sondern eine Ahnlichkeit von mehr
als 92% mit dem 1997 beschriebenen amerikanischen Schwein-HEV-Isolate SwUS.
Die Identitdt mit den HEV-Isolaten aus Mexiko- und Burma betrug weniger als 74%.

Diese Isolate wurden deshalb einem neuen 3. Genotyp zugeordnet.

In Taiwan charakterisierte HSIEH 1999 ein neues HEV-Isolat von einem
Patienten mit akuter Hepatitis E ohne Reiseanamnese, das sich von allen anderen
HEV-Isolaten unterschied, zeigte aber mit anderen HEV-Isolaten vom Schwein in

Taiwan eine Nukleotidsequenzidentitdt von 98,4%.

ZANETTI et al. berichteten 1999 iiber ein neues Isolat aus Italien, von einem
Patienten ohne Reiseanamnese stammte und das eine Nukleotidsequenzidentitdt mit

den anderen HEV-Isolaten von nur 79,5 bis 85,8% zeigte.

1999 untersuchten SCHLAUDER et al. noch drei neue HEV-Isolate aus Europa,
die ebenfalls von Patienten ohne Reiseanamnese stammten. Zwei Isolate wurden in
Griechenland und eines in Italien gewonnen. Die griechischen Isolaten zeigten eine
geringe Nukleotidsequnzidentitit mit dem italienischen Isolat. Aber auch zwischen
den zwei griechischen Isolaten bestand nur eine geringe Identitit. Diese Isolate
wurden als Greece 1, Greece 2 und Italien-Isolat bezeichnet. Sie zeigen die grofite

Ahnlichkeit mit Isolaten des 3. Genotyps.

Auch aus Osterreich wurde von WURM et al. iiber ein neues HEV-Isolat
berichtet. Das Austria-Isolat, Au 1, zeigte beim Vergleich der Nukleotidrehenfolge
eine Identitdt von 76,6 bis 78,45% mit den Isolaten aus endemischen Regionen und

84,6 bis 87,9 zu den Isolaten aus nicht endemischen Gebieten.
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Die Herkunft dieser neuen HEV-Isolaten, die in den Industrielindern von
Patienten mit akuter HEV-Erkrankung ohne Reiseanamnese in ein
Hochendemiegebiet, gekennzeichnet wurden, ist noch nicht endgiiltig geklért. Die
nachgewiesene Ahnlichkeit dieser neuen HEV-Isolate des Menschen mit HEV-
Isolaten vom Schwein und der Nachweis des Vorhandenseins von HEV auch in
anderen Tierarten, = macht ein Tierreservoir des HEV mdglich, von dem aus

Menschen im Rahmen einer Zoonose infiziert werden konnten.

Anfang der 90ziger Jahre wurde die Hypothese gestellt, da3 Tiere als Reservoir
fir HEV dienen konnten. 1995 untersuchte CLAYSON Schweine in
Katmandu/Nepal, ein fiir Hepatitis E hochendemisches Gebiet, mit der Frage ob auch
bei diesen Tieren eine Hepatitis E Infektion vorhanden war. Es wurden 55 Schweine
untersucht. Untersuchungsmaterial waren Serum oder Stuhlproben. Unter den 55
Schweine wurden 18 mit HEV-spezifischen Antikorpern ermittelt. CLAYSON stellte
die Hypothese auf, dal HEV ein zoonotisches Virus ist und, dal Schweine ein

Reservoir fiir das HEV darstellen konnten.

Inzwischen wurden Anti-HEV in mehreren Tierarten aus verschiedenen Erdteilen
festgestellt. So wurden Anti-HEV in Vietnam, ein fiir HEV hochendemisches Gebiet,
in 44% der untersuchten Hiihner, in 36% der Schweine, in 27% der Hunde und in 9%
der Ratten ermittelt (TIEN et al. 1997). In den USA wurden Anti-HEV bei Ratten in
77% in Maryland, in 90% in Hawaii und in 44% in Louisiana festgestellt
(KABRANE-LAZIZI et al. 1999). In Somalien, Turkmenistan und Tadjikistan, also
Léander die hochendemische Gebiete fiir HEV sind, zeigte sich bei Kiihen eine Anti-
HEV Privalenzrate von 29 bis 67%, im Vergleich zu 12% bei Kiihen in Ukraine, ein
fir HEV wenig endemisches Gebiet. Auch Schafe und Ziegen zeigten in
Turkmenistan ein Anti-HEV Privalenz von 42-67% (FAVOROV et al. 1998). In
Indien wurde eine Anti-HEV Seropositivitit von 4,4 bis 6,9% bei Kiihen, von 54,6
bis 74,4% bei Schweinen und von 2,1 bis 21,5% bei Nagetieren festgestellt
(ARANKALLE et al.,2001). Werden diese Daten zusammenfassend betrachtet, so
konnte daraus gefolgert werden, dafl diese Tiere dem HEV ausgesetzt sind und, daf3

HEV eine Zoonose darstellen konnte.

Im Jahre 1997 wurden in den USA von MENG et al. Schweine aus 15

Schweinherden auf das Vorhandensein von HEV-Antikérpern untersucht. Das Alter
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der Schweine erstreckte sich von 6 Wochen bis alter als 3 Jahren. MENG stellte fest,
dal Anti-HEV in mehr als 80% der Schweine, die &lter als 3 Monate waren,
vorhanden war. Die Schweine waren mit dem HEV infiziert worden, sie zeigten aber
keine klinische Symptomatik. Im Rahmen einer Infektion konnte vor der
Serokonversion eine Virdmie nachgewiesen werden. Die Leberbiopsien zeigten
mikroskopische Veridnderungen der Hepatozyten. Das vom Schwein isolierte HEV,
das als SWHEV bezeichnet wurde, zeigte mit den menschlichen HEV-Isolaten Sar 55
(Asien) und Mexiko eine Nukleotidsequenzidentitit von 79 bis 80% und eine

Aminosduresequenzidentitit von 90 bis 92%.

MENG et al inokulierte bei einem experimentellen Versuch krankheitserregerfreie
Schweine a) mit Serum das von natiirlich mit HEV angesteckten Schweinen stammte
und b) mit den menschlichen HEV-Isolaten Sar 55 und Mex 14 (Isolate aus Pakistan
und Mexiko). Nach 4 bis 8 Wochen zeigten die mit Schwein-HEV (SwUS) intravenos
infizierten Schweine eine Serokonversion. Die mit den Sar 55 und Mex 14 infizierten
Schweine wurden nicht angesteckt. Bei einem nicht geimpften Schwein, das
zusammen mit den geimpften Schweinen lebte, wurde ebenfalls das SwHEV
festgestellt. Deswegen wurde eine Ubertragung des HEV in den Schweinen durch

direkten Kontakt in Betracht gezogen.

1998 wurde in den USA von SCHLAUDER et al. das USI1-HEV-Isolat von
einem Patienten, der keine Reiseanamnese in ein Endemiegebiet aufwies,
charakterisiert. Das HEV-USI-Isolat war von den anderen bis dahin bekannten
menschlichen HEV-Isolaten sehr verschieden, da eine Nukleotididentitdt von nur 76.8
bis 77,5% feststellbar war. Die aus HEV-US1 gewonnene spezifische Peptide
machten die Gewinnung eines zweiten HEV-Isolats mdglich, des US2-Isolats, das
ebenfalls von einem Patienten mit akuter Hepatitis stammte. Weitere Vergleiche
zeigten, daB3 das von MENG et al. 1997 entdeckte Schwein-HEV-Isolat (SwUS) eine
Nukleotidsequenzidentitdt mit den US1 und US2 Isolaten von 92% und eine

Aminosduresequenzidentitit von > 99% hatte.

Aufgrund der engen Verwandtschaft zwischen SWUS-HEV vom Schwein und den
HEV-Isolaten US1 und US2 vom Menschen stellten diese Viren eindeutig einen
eigenen Zweig des phylogenetischen Baums des HEV dar. MENG et al. gingen
deshalb 1998 der Frage nach, ob SwUS-HEV Menschen anstecken koénnten. Es
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wurden Rhesusaffen und ein Schimpanse, als Stellvertreter fiir den Menschen, mit
SwUS-HEV inokuliert. Auflerdem wurden im umgekehrten Experiment
krankheitserregerfreie Schweine experimentell mit dem US2-HEV-Isolat inokuliert.
Sowohl die Primaten, die mit SwWUS-HEV-Isolat inokuliert waren, als auch die mit
dem US2-HEV-Isolat inokulierten Schweine wurden infiziert. Dieser Befund zeigt,
dal SwWUS-HEV von einer Spezies zu einer anderen Spezies libertragen werden kann
und, dal moglicherweise ein Teil der HEV-Erkrankungen des Menschen durch

Ubertragung des HEV vom Schwein im Sinne einer Zoonose verursacht wird.

Das HEV der Schweine ist mit groer Wahrscheinlichkeit weltweit verbreitert.

Arbeiten in verschiedenen Erdgebieten bestdtigen dieses.

1999 versuchten MENG et al. das Potential der Schweine als globales Reservoir
fir HEV auszuloten. Anti-HEV wurden in Schweinen von 4 verschiedenen Lander
untersucht. Zwei dieser Lander, China und Thailand, sind fiir HEV hoch endemische
Gebiete, die zwei anderen, Kanada und Korea, gelten als wenig endemisch. Es wurde
festgestellt, dal die Schweinherde in alle vier Ldnder Schweine erhielten, die Anti-
HEV-IgG positiv waren, obwohl der prozentuelle Anteil an seropositiven Schweine
grole Schwankungen von Herde zu Herde zeigte. Auch eine begrenzte Zahl von
Schweinhdndlern in den zwei endemischen Gebieten wurde untersucht und die
meisten waren seropositiv fiir HEV. So wurde vorgeschlagen, da HEV in den
Schweinen enzoonotisch ist, unabhingig davon ob HEV in der menschlichen

Bevolkerung verbreitet ist.

HSIEH et al. stellten bei der Untersuchung von 275 Schweinen aus zehn
Bauernhofen in Taiwan eine Anti-HEV-Préivalenz von 37% fest. Eine Nukleotidfolge
innerhalb des Strukturproteins ORF2 des HEV-Genoms der Schweine wurde geklont
und mit einem HEV-Isolat, das bei einem Patienten mit akuter Hepatitis E ohne
Reiseanamnese entdeckt worden war, verglichen. Der Vergleich ergab eine Identitét
von 97.3% zwischen den zwei Isolaten. Phylogenetische Analysen zeigten, daf3 sich
in Taiwan HEV-Isolate vom Schwein und vom Menschen deutlich von allen

bekannten Isolaten unterschieden, einschliefSlich des SwUS-Isolates.

Des weiteren untersuchten WU et al. in Taiwan Seren von 235 Schweine und von

Patienten mit akuter HEV Infektion ohne Reiseanamnese. 1,3% der Schweine hatten
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nachweisbare Schweine-HEV-RNS. Sequenzanalysen zeigten, dal zwischen HEV-
Isolate vom Schwein und vom Menschen eine Nukleotitreihenfolge-Identitdt von 84-
95% bestand. Der Vergleich mit Isolate aus anderen Gebieten zeigte eine Identitét

von 72-79% .

GARKAVENKO et al. untersuchten das Vorhandensein das Anti-HEV in
Schweinen von Neu Seeland. Zwanzig der zweiundzwanzig gepriiften Herde (91%)
zeigten eine Positivitit fiir Anti-HEV. Der phylogenetische Stammbaum des HEV-
Isolats von Neu Seeland zeigte, dass dieses am nichsten mit dem menschlichen
Europa-Isolat It-1 verwandet war. Ein Vergleich mit dem SwUS-Isolat ergab eine
Ahnlichkeit im ORF1 von 83-88%. So ist das Neu Seeland-Isolat bisher das einzige
Asien-Isolat, das der Europa/US Gruppe der HEV-Isolate zugeordnet werden konnte.

YOO et al. untersuchten in Kanada Serumproben von 998 klinisch gesunden
Schweinen aus unterschiedlichen Regionen auf das Vorhandensein von Anti-HEV.
Das Alter der Schweine war etwa 6 Monate. 594 der Proben ( 59.4% ) waren positiv.
Es bestanden Privalenzunterschiede zwischen den verschiedenen Regionen. In
Quebec waren in 88.8% Serumantikorper vorhanden, in Ontario 80,1%, in Alberta
und Sashatschewan 38,3%. Die Nukleotidsequenzfolge-Analyse zeigte eine Identitét
zwischen dem kanadischen Schwein-Isolat SK3 und dem SwUS-Isolatat von nur
85,8%. Es wurde angenommen, dal3 genotypische Varianten des Schwein-HEV in

Nordamerika existieren.

In Japan stellten OKAMOTO et al. eine HEV-RNS Positivitit in 3% der 95
untersuchten Schweine im Alter von 60 bis 90 Tagen fest. Die Isolate wurden
molekular analysiert und es wurde eine Identitdt von 83-87% mit den US1-, US2- und
SwUS-Isolaten festgestellt. Eines von drei Schwein-Isolate, das SwJ70 Isolat, wurde
in voller Linge sequenziert und mit dem in Japan vom Menschen stammenden Isolat
JRA1, das von einem Patienten mit akuter HEV Erkrankung ohne Reiseanamnese
stammte, verglichen. Es zeigte sich eine Identitit in der Nukleotidreihenfolge von
89%. So konnte aus dieser Arbeit gefolgert werden, daB3 auch in Japan Schweine mit
dem HEV infiziert sind und, daB3 diese als Reservoir fiir HEV-Infektionen des

Menschen dienen konnten.
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HUANG et al. untersuchten Schweine aus verschiedene geographische Regionen
der USA mit der Frage ob es genetisch unterschiedliche Schwein-HEV-Isolate in den
USA gébe. Mittels einer neuen Universal-PCR wurden Stuhl- und Serumproben von
Schweinen im Alter von 2 bis 4 Monaten, aus 37 unterschiedliche Farmen auf das
Vorhandensein von HEV-RNS untersucht. 34 der 96 Schweine, d.h. 35%, und 20 der
37 Schweineherde, gleich 54%, waren HEV-RNS positiv. In 27 Schwein-Isolaten von
unterschiedlichen Regionen wurde eine Teilsequenz des ORFs2 analysiert. Die 27
Schwein-Isolate hatten untereinander eine Sequenzidentitit von 88 bis 100% und von
89-98% mit dem Prototyp SwUS. Mit den Taiwan-Isolaten betrug die Identitdt 74 bis

78% und mit den meisten menschlichen HEV-Isolate < 79%.

Um festzustellen ob Schweine eine Quelle von HEV-Infektion sind untersuchten
WU et al. in Taiwan Seren von 235 Schweinen und von 5 Patienten mit akuter HEV-
Infektion ohne Reiseanamnese. Drei der Schweine waren HEV-RNS positiv. Es
bestand in Taiwan eine Identitdt der Nukleotidsequenz zwischen HEN-Isolaten vom
Schwein und vom Menschen von 84 bis 95%, im Vergleich zu HEV-Isolaten aus

anderen Regionen von nur 72 bis 79% .

Zwei Jahre spiter stellten WU et al. eine Ubersicht iiber die Verbreitung des HEV
unter Schweine verschiedenen Alters in Taiwan vor. Zwischen 1998 und 2000
wurden 54 Stuhl- und 521 Serumproben untersucht. Keines der 11 Schweine im
Sauglingsalter (weniger als 2 Monate alt) war im Serum HEV-RNS positiv. Die
hochste Privalenzrate von 4,5% zeigten Schweine im Alter von 2 Monaten, gefolgt
von 3 bis 4 Monaten alten Schweinen mit 1,8 % und von 5 bis 6 Monaten alte
Schweine mit 1,2%. Keines der Schweine &lter als 6 Monate war im Serum HEV-
RNS positiv. 9% der 34 Stuhlproben der Schweine (Alter 3 bis 4 und 5 bis 6 Monate)
waren HEV-RNS positiv. Die meisten HEV-Isolate vom Schwein wurden in Taiwan

dem 4. Genotyp zugeordnet.

ARANKALLE et al. untersuchten in Indien Serumproben von 284 Schweinen auf
das Vorhandensein von HEV-RNS und Anti-HEV-IgG. 42,9% waren Anti-HEV-IgG
positiv und 4,6% HEV-RNS positiv. HEV-RNS Seren wurden sequenziert und
phylogenetisch analysiert. Es stellte sich heraus, daB3, obwohl die indischen HEV-
Isolate vom Menschen dem Genotypus I (Asien-Isolate) angehdren, die indischen

Isolate vom Schwein dem Genotypus 4 zugeordnet werden miissen. Dies steht im
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Gegensatz zu USA, Taiwan und Japan, wo HEV-Isolate von Mensch und Schwein

dem gleichen Genotyp angehodren.

FROESNER und Mitarbeiter untersuchten im Jahr 1998 in Bayern/Deutschland,
237 Schweinen im Alter von 6 bis 8 Monaten. 76% der untersuchten Schweine

zeigten eine Anti-HEV-IgG Positivitét.

PINA et al. untersuchten in Spanien Serumproben von Patienten mit akuter
Hepatitis, 48  Schweineserumproben, 6  Schweinestuhlproben und 12
Schlachthausabwasserproben auf das Vorhandensein von HEV-RNS. Drei Patienten
waren HEV-RNS positiv. Die Nukleotidsequenzanalyse charakterisierte zwei Isolate
mit einer Identitdt von 93,4%. Phylogenetisch waren die Spanien-Isolate mit dem
Isolat Greece 1 aus Griechenland am ndchsten verwandt. In den Proben aus dem
Schlachthausabwasser wurde HEV-RNS gefunden, die eine Nukleotiddhnlichkeit von
92 bis 94% mit den HEV-Isolaten vom Menschen besal3. Die Schweineserumproben

wiesen eine Anti-HEV Privalenz von 25%.

Vor kurzem untersuchten POEL et al. in den Niederlanden gepoolte Stuhlproben
von Schweinen aus 115 Schweinezuchtbetrieben und 9 einzelne Stuhlproben von
Schweinen mit Diarrhde auf HEV-RNS. 25 der gepoolten Stuhlproben (22%) waren
HEV-RNS positiv aber in keiner der einzelnen Proben wurde HEV-RNS gefunden.
Fiir vier Isolate wurde die Nukleotidsequenz bestimmt. Der Vergleich der Isolate
zeigte eine Sequenzidentitdt von 82,0 bis 95,5% im untersuchten Fragment von ORF1
und von 79,5 bis 92,7% im Fragment von ORF2. Vergleiche der niederlindischen
HEV-Isolate vom Schwein mit anderen Isolaten ergaben, dal zwei niederlédndische
Schwein-Isolate (NLsw22 und NLsw122) eine Identitdt von 90,0 bis 90,9% mit den
Isolaten US1, US2 und SwUS aus den USA haben. Das HEV-Isolat-NLsw50 vom
Schwein zeigte eine Identitdt von 91,8 bis 93,1% mit den spanischen HEV-Isolaten
vom Menschen und Schwein. Der Vergleich mit Isolaten aus endemischen Gebieten

zeigte eine Identitit von weniger als 79,8%.

Schon Anfang der 90ziger Jahre wurde der Frage nachgegangen ob HEV-Isolate

von einer Spezies auch andere Spezies infizieren konnen.
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1990 infizierten BALAYAN et al. russische Schweine experimentell mit einem
HEV-Isolat, das von einem natiirlich infizierten Patienten stammte. Das HEV-Isolat,
das die Schweine in diesem Experiment ansteckte ist leider nicht sequentiert worden.
So bleibt der letzte Beweis offen ob das HEV- Isolat, das die Schweine infizierte,

tatsdchlich vom Menschen stammte.

Der Beweis fiir eine Kreuz-Spezies Infektion wurde 1998 von MENG et al.
erbracht. Nach der Entdeckung des vom Schwein stammenden HEV-Isolats SwUS
wurde versucht, Schweine experimentell sowohl mit diesem Isolat als auch mit den
von Menschen stammenden HEV Isolaten Sar 55 (Pakistan-Isolat) und Mex 14
(Mexiko-Isolat) zu infizieren. Als Quelle von SwUS wurden Serumproben von
natiirlich angesteckten Schweinen gesammelt. Die mit dem SwUS intravends
infizierte Schweine zeigten 4 bis 8 Wochen nach der Infektion eine Serokonversion in
Form des Auftretens von Anti-HEV. Bemerkenswert war, dal bei einem nicht
experimentell infizierten Schwein, das sich mit den geimpften Schweinen im gleichen
Lebensraum befand, ebenfalls Anti-HEV feststellbar wurde, was zur Hypothese einer
Kontaktiibertragung fiihrte. Bei den mit den Sar 55 und Mex 14 geimpften Schweine
wurden keine Anti-HEV festgestellt.

Eine zweite Studie der Arbeitsgruppe von MENG erfolgte nach der Entdeckung
der HEV-Isolate US1 und US2 beim Menschen durch SCHLAUDER et.al. und der
Feststellung der groBen Nukleotidsequenz-Ahnlichkeit zwischen diesen Isolaten und
dem SwUS-Isolat vom Schwein. Zur Inokulation der Schweine wurden jetzt anstelle
des SAR 55- und Mex 14-Isolats das neu entdeckte US2 Isolat benutzt. Zusétzlich
wurden als Stellvertreter des Menschen zwei Rhesusaffen und ein Schimpanse mit
dem SwUS-Isolat inokuliert. Die mit dem US2-Isolat vom Menschen inokulierten
Schweine entwickelten Anti-HEV und zeigten HEV-Ausscheidung im Stuhl. Die
Infektion verlief aber subklinisch. Es war kein klinischer oder biochemischer Beweis
einer Hepatitis festzustellen, obwohl auch in der Galle HEV ermittelt wurde und
damit eine HEV-Replikation in der Leber nachweisbar war. Die mit dem SwUS-Isolat
inokulierten = Rhesusaffen  zeigten milde fokale nekrotisch-entziindliche
Verdnderungen in den Leberbiopsien und eine geringe Erhoéhung der
Serumtransaminasenwerte, was einer milden Hepatitis entspricht und eine

Virenproduktion in der Leber bedeuten konnte. Der Schimpanse war klinisch gesund,
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obwohl eine fdkale Ausscheidung der SwHEV und eine Anti-HEV-IgG
Serokonversion registriert wurden. So war der Beweis fiir Kreuz-Spezies Infektionen
erbracht. Die Moglichkeit, dal ein Teil der Infektion des Menschen durch HEV des

Schweins ausgeldst wird, muf in Erwdhnung gezogen werden.

ERKER et al. infizierten einen Cynomolgus Makaken mit dem US2-HEV-Isolat.
Es wurden innerhalb von 2 bis 4 Wochen HEV-RNS im Serum und Stuhl
nachweisbar, und es wurden erhohte Werte der Transaminasen festgestellt. Anti-HEV

trat 8 Wochen nach der Infektion im Serum auf.

HALBUR et al. teilten gesunde Schweine in drei Gruppen ein. Die erste
Kontrollgruppe wurde nicht inokuliert. Die zweite Gruppe wurde mit dem SwUS-
HEV-Isolat und die dritte Gruppe mit dem US2-HEV-Isolat inokuliert. Alle
inokulierten Schweine entwickelten Anti-HEV. In allen drei Gruppen gab es keinen
Hinweis auf eine klinische Erkrankung und es wurde keine Erhéhung der
Leberenzyme festgestellt. Multifokale Hepatitis und fokale hepatozellulire Nekrosen
wurden in der Mehrzahl der Schweine beobachtet. Der Schweregrad schwankte von
sehr milder bis zum sehr starker Auspriagung. Eine sehr milde Hepatitis zeigte die
erste Gruppe, eine milde die zweite und eine sehr starke die dritte Gruppe. HEV-RNS
wurde durch PCR im Stuhl, im Lebergeweben und in der Galle der inokulierten
Schweine nachgewiesen. Basierend auf diesen Feststellungen, wurde die Frage
gestellt, ob Schweineleber oder Leberzellen von Schweinen, die mit HEV infiziert
sind, eine Gefahr der Ubertragung von HEV vom Schwein auf den Menschen im

Rahmen einer Xenotransplantation darstellen.

KASORNDORBUA et al. inokulierten 3 Wochen alte Schweine entweder mit
Gewebehomogenaten aus Leber, Innereien, Pankreas und Skelettmuskulatur, oder mit
Stuhlproben von experimentell mit SwWUS-HEV infizierten Schweinen. Die Schweine,
die mit Leberhomogenaten inokuliert wurden entwickelten Anti-HEV, und SwUS-
HEV-RNS wurden in ihren Seren gefunden. Die Schweine, die mit den anderen
Homogenaten inokuliert wurden, entwickelten keine Anti-HEV. Es wurde diskutiert,
daB moglicherweise die Gefahr der Ubertragung des Schwein-HEV iiber

Lebergewebe von angesteckten Schweinen auf den Menschen besteht.
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Die Charakterisierung von HEV-Isolaten der Schweine und die dabei festgestellte
groBe Ahnlichkeit der Nukleotidsequenz mit HEV-Isolaten des Menschen aus der
gleichen geographischen Regionen, sowie die Fihigkeit des Schwein-HEV iiber
Spezies anzustecken, fithrt zur Hypothese, da3 Tiere die Quelle einer HEV-Infektion
des Menschen sein koénnten. Personen, die mit Tieren und vor allem mit Schweinen
beruflichen Kontakt haben, wiren einer groferen Gefahr einer zoonotischer HEV-
Infektion ausgesetzt, als die normale Bevolkerung. Da das HEV ein relativ neues
Virus in der Hepatitisvirenliste ist und da das Vorhandensein von HEV beim Schwein
und dessen hohe Identitdt mit HEV des Menschen ebenfalls erst seit kurzer Zeit
festgestellt ist, liegen bisher nur wenige Untersuchungen zur HEV-Exposition bei

Tierkontakt, und insbesondere bei Kontakt mit Schweinen, vor.

KARENTNYT et al. stellten 1999 in einer Studie eine Beziehung zwischen HEV
Durchseuchung und einer beruflichen Exposition fest. Sie verglichen Seren von
Personen, die in Department of Natural Resources (DNR) in Iowa/USA beschiftigt
waren, mit Seren von Blutspendern auf das Vorhandensein von Anti-HEV-IgM und
IgG. Es wurde festgestellt, dal das Personal vom DNR mit 5,7% eine hohere Anti-
HEV-IgG Pravalenz als die Gruppe der Blutspender.

1999 untersuchten HSIEH et al. in einer Studie in Taiwan die Seroprivalenz des
Anti-HEV-IgG bei 20 Schweinfleischhdndlern und 50 Kontrollpersonen mit der
Frage einer moglichen erhdhten Ubertragungsgefahr des Schwein-HEV bei Personen,
die beruflichen Kontakt mit den Schweinen haben. Es wurde festgestellt, da3 die
Gruppe der Schweinefleischhindler eine Anti-HEV-IgG Préivalenz von 15% aufwies,
im Vergleich zu 8% in der Kontrollgruppe.

Eine hohere Anti-HEV Préivalenz zeigten auch Schweineziichter im Vergleich zu
Personen ohne berufliche Exposition gegeniiber Schweinen bei einer Studie von
DOBRENIUC et al. in Moldovien, ein Land ohne berichtete Fille von Hepatitis E.
Die Priavalenz von Anti-HEV war bei den Schweineziichtern mit 51,1% hoher als in

der Kontrollgruppe mit 24,7%.

Auch MENG et al. stellten eine hohere Pravalenz des Anti-HEV bei Tierdrzten,
die beruflichen Kontakt mit Schweinen hatten, im Vergleich zu normalen

Blutspendern fest. Die Untersuchung wurde in verschiedene US-Staaten
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durchgefiihrt. Es wurden rekombinante Antigene vom SwUS-HEV-Isolat des
Schweins und vom menschlichen Sar 55-Isolat benutzt. 26% der Tierdrzte hatten
Antikorper gegen Sar 55- und 23% gegen SwUS-Proteine. Demgegeniiber waren
18% beziehungsweise 17% der Blutspender positiv. Tierdrzte zeigten also eine etwa

1,5 mal héhere Privalenz von Anti-HEV als gesunde Blutspender.

Die vorliegende Arbeit hat das Ziel, die Anti-HEV-Privalenz bei Schweinen in
Nordgriechenland zu ermitteln und nach Anhaltspunkten fiir eine Ubertragung des
HEV vom Schwein auf dem Menschen zu suchen. Dazu wurde die Privalenz von
Anti-HEV im Schlachthofpersonal, Schweineziichtern und Blutspendern der gleichen
Region ermittelt und mit dem Grad und der Dauer der Exposition gegeniiber

Schweinen in Beziehung gesetzt.
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5. MATERIAL UND METHODIK

5.1 Charakterisierung des Untersuchungsmaterials

Ziel dieser Untersuchung war die Bestimmung der Prdvalenz von Antikorpern
gegen Hepatitis E in  Seren von Blutspendern, Schlachthauspersonal,

Schweineziichtern und Schlachtschweine.

Die Untersuchung ist in Griechenland durchgefiihrt worden. Im Zeitraum von
Januar bis Februar 2002 wurden vier Schlachthéfe in vier Prifekturen in
Zentralmakedonien/Nordgriechenland besucht. Die vier Préifekturen Kilkis
(Hauptstadt Kilkis), Imathia (Hauptstadt Veria), Serres (Hauptstadt Serres) und

Thessaloniki (Hauptstadt Thessaloniki) grenzen miteinander.
Insgesamt sind 290 Blutproben gesammelt worden. Thre Herkunft war wie folgt:

- 72 Blutproben von Personen die als Schlachter in den Schlachthdéfen
tatig waren- darunter auch vier Tierdrzte, die fiir den jeweiligen Schlachthof
verantwortlich waren.

- 15 Blutproben von Schweineziichtern in den gleichen Préfekturen

- 108 Blutproben aus den Blutbanken von zwei Krankenhduser in
Thessaloniki (das Hippokration- und das Theagenion-Krankenhaus). Die
Blutspenderabteilungen dieser Krankenhduser werden hauptsichlich durch
Blutspenden von Personen versorgt, die grofftenteils im Raum von
Zentralmakedonien leben d.h. im gleichen Gebiet, aus dem auch das
Schlachthauspersonal und die Schweineziichter.

- 95 Blutproben von zur Schlachtung herangefiihrten Schweinen mit

einem Alter von 5 bis 6 Monaten aus dem oben genannten Schlachthofen.

Beim Schlachthauspersonal und den Schweineziichtern wurden das Lebensalter

und die Dauer der Berufstitigkeit abgefragt und niedergeschrieben.

Das Lebensalter des Schweinhofpersonals und der Schweinziichter erstreckte sich
von 16 bis 70 Jahren. Die Zeit, die das Schlachthofpersonal und die Schweinziichter

beruflich mit Schweinen Kontakt hatten war von 2 Monaten bis 40 Jahren.
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Die Blutproben wurden zentrifugiert und die Seren wurden bis zur Untersuchung

bei —20° C eingefroren.

Abbildung 5.1: Landkarte von Griechenland
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5.2 Untersuchungsmethode

Fir diese Arbeit wurde die Untersuchung der Serumproben auf das
Vorhandensein von Anti-HEV mit dem recombBlot HEV-IgG der Firma
MIKROGEN (Miinchen) durchgefiihrt.

Der recomBlot HEV-IgG ist ein qualitativer In-vitro-Test zum Nachweis und zur
Identifizierung von IgG-Antikdrpern gegen das Hepatitis-E-Virus im Serum oder
Plasma. Im Unterschied zu Enzymimmunessays oder Spottests erlaubt der Test, durch
die elektrophoretische Auftrennung der Antigene, eine sichere Identifizierung von

spezifischen Antikorpern gegen einzelne HEV-Peptide.

5.2.1 Testprinzip

Beim Western Blot werden vier rekombinant hergestellte HEV-Teilproteine

verwendet. Diese HEV-Teilproteine sind:

- ORF 2 N-terminal-Peptid, Nukleotid 5220-5820

- ORF 2 Mitte-Peptid, Nukleotid 5804-6390

- OREF 2 C-terminal-Peptid, Nukleotid 6350-7130 und
- ORF 3—Peptid, Nukleotid 5100-7130.

Diese vier HEV-Teilproteine sind von der Gensequenz eines in Madras/Indien
isolierten Hepatitis E-Virus abgeleitet (Genbank-Nummer X99441). Sie werden
mittels Polymerasen-Ketten-Reaktion nach reverser Transkription (rt PCR) isoliert,
amplifiziert und in prokaryontische Expressionsvektoren kloniert. Die Expression
erfolgt in E.coli Expressionsstimmen. AnschlieBend werden die Antigene hoch
aufgereinigt. Diese Aufreinigung erfolgt mit Q-Sepharose FF in 8M Urea als Capture
Schritt, gefolgt von weiteren Anionen- und oder Kaltionenaustauschern, sowie
hydrophobe Interaktionschromatographie als intermediére oder
Feinreinigungsschritte. ORF 3 wird zusitzlich iiber eine Affinitdtschromatographie

aufgereinigt.
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Abbildung 5.2.1.1: Lokalisation und Anordnung der offenen Leserahmen (ORFs)
des HEV und die fiir den Western Blot exprimierten HEV-
Peptide des ORF2 und ORF3 (nach FROESNER)
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Im recomBlat HEV ver kombi Antig m

Die verwendeten und wie oben erwdhnt gewonnenen und gereinigten
rekombininanten Antigene werden mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Die HEV-Proteine werden dann
elekrophoretisch von Gel auf eine Nitrozellulose-Membran {ibertragen (Western-
Blotting). Die Membran wird anschlieBend zur Blockierung freier Bindungsstellen
mit einer Proteinldosung inkubiert, gewaschen und nach Zerschneiden in Streifen in
Rohrchen verpackt.

Zum Nachweis von HEV-spezifischen Antikorpern werden die Streifen mit den
verdiinnten Serum-Probe inkubiert, wobei die Antikorper sich auf die Antigene auf
den Streifen anlagern. Nicht gebundene Antikdrper werden anschlieBend
abgewaschen und die Streifen in einer zweiten Inkubation mit Anti-human-IgG
inkubiert, das mit Meerrettich-Peroxidase gekoppelt ist. Mit einer durch die
Peroxidase katalysierten Firbereaktion werden spezifisch gebundene Antikorper
nachgewiesen. Falls eine Reaktivitit gegen eines der HEV-Proteine gefunden wird, so

erscheint diese als dunkle Bande auf dem Streifen.
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Als Reaktions-Kontrolle ist am oberen Ende der Streifen eine Bande mit Anti-

human-Immunglobulin aufgetragen, die bei jedem Serum eine Reaktion zeigen mubf.

Der Reagenzansatz des recomBlot HEV-IgG-Tests enthilt:

- Rohrchen mit Westrn-Blot-Teststreifen beschichtet mit HEV-Antigenen.

- Wasch- bzw. Verdiinnungspuffer (fiinffach konzentriert). Enthilt Tris-Puffer,
NaCl, Tween-20 0,01, 0,1% Oxypyrion, Protein.

- Schwachpositive Serumkontrolle-IlgG ~ humaner Ursprung, Anti-HIV-1/2,
Anti-HCV und HBsAg negativ, enthélt 0,1% MIT, und 0,1% Oxypyrion.

- Anti-human-IgG Konjugat

- Von Kaninchen, enthilt NaN3.

- TMB Substratlosung, enthédlt 0,008% Cathon

- Inkubations-Schalen

- Entwickelter Kontrollstreifen (chargenspezifisch)

Herstellung der Lésungen

a) Herstellung des Waschpuffers

Das Waschpuffer-Konzentrat wird fiir die Serum- und Konjugat-Inkubation,
sowie fiir die Waschschritte benétigt. Ein Teil des Waschpuffer-Konzentrats wird mit
vier Teilen deionisiertem Wasser verdiinnt (Verdiinnung 1:5).

b) Herstellung der IgG-Konjugatlosung

Ein Teil des IgG-Konjugat-Konzentrats wird mit 1000 Teilen gebrauchsfertigem
Waschpuffer verdiinnt (1+1000).

5.2.2 Testdurchfithrung

1. Vor Gebrauch sollen alle Reagenzien etwa 30 Minuten auf Raumtemperatur
(18C°-25C"%) gebracht werden. Die Testdurchfiilhrung erfolgt ebenfalls bei
Raumtemperatur. Die Reagenzien und Kontrollseren in den kleinen Reaktionsgefia3en
kurz abzentrifugieren, um die Fliissigkeit am Boden der Gefae zu sammeln.

2. Fiir jeden Testansatz wird eine Vertiefung einer Inkubationsschale benoétigt.
In die Vertiefungen werden je 2 ml des gebrauchsfertigen Wasch-/
Verdiinnungspuffers pipetiert. In die mit Waschpuffer gefiillten Vertiefungen wird
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vorsichtig je ein Teststreifen mit Hilfe einer Plastikpinzette eingetaucht. Die
Streifennumerierung zeigt nach oben.

3. Probenzugabe

Alle Proben werden vor Zugabe gut durchgemischt und kurz abzentiefugiert.

IgG-Testdurchfiihrung: 33 pl einer unverdiinnten Probe (Humanserum oder
Plasma) oder der entsprechenden Schwachpositiv-Kontrolle werden in die dafiir
vorgesehenen Vertiefungen pipetiert (Verdiinnung 1:60)

Die entsprechende Schwachpositiv-Kontrolle IgG soll bei jedem Durchgang
unabhdngig von der Anzahl der zu testenden Seren mitgefiihrt werden.

Probennummern und zu detektierende Immunglobulinklasse im Auswertebogen
notieren.

4. Die Inkubationsschale wird mit dem Kunststoffdeckel abgedeckt und unter
leichtem  Schiitteln 2  Stunden bei  Raumtemperatur inkubiert. Die

Inkubationstemperatur soll zwischen 18 C° und 25 C° liegen.

Waschen

1. Nach der Inkubation werden die Kunstoffdeckel vorsichtig von den
Inkubationsschalen abgenommen.

2. Die Serumverdiinnung wird vorsichtig aus den einzelnen Vertiefungen
abgesaugt, vorzugsweise mit einer Absaugvorrichtung mit angeschlossener
Desinfektionsfalle.

3. In jede Vertiefung werden anschlieBend 2 ml des gebrauchsfertigen
Waschpuffers gegeben und flir 5 Minuten unter leichtem Schiitteln auf dem Schiittler
gewaschen. Nach dem Waschvorgang wird der Waschpuffer abgesaugt.

4. Der Waschschritt unter Punkt 3 wird insgesamt viermal durchgefiihrt.

Zweite Inkubation

Nach dem Waschen der Streifen werden in jede Vertiefung 2 ml der entsprechend
vorbereiteten  Konjugatlosung  (Anti-human-IgG ~ mit  Meerrettichperoxidase
gekoppelt) gegeben und 1 Stunde unter leichtem Schiitteln bei Raumtemperatur

inkubiert. Dabei wird die Inkubationsschale mit dem Kunststoffdeckel abgedeckt.

Waschen
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Die Konjugatlosung wird aus den Vertiefungen abgesaugt und die Streifen

werden erneut gewaschen.

Dritte Inkubation

1. In jede Vertiefung werden 2 ml Substratlosung gegeben und 5-15 Minuten
unter leichtem Schiitteln und unter Beobachtung bei Raumtemperatur inkubiert.

Dabei wird der Féarbungsprozel beobachtet und alle Streifen so lange in der
Fliissigkeit belassen, bis bei den mit der Schwachpositiv-Kontrolle inkubierten
Streifen die oberste Bande der Tripelbande (O2-C) zu erkennen war.

2. Nach Absaugen der Substratlosung werden die Streifen dreimal mit
deionisiertem Wasser gewaschen.

3. Die Streifen werden vorsichtig mit einer Plastikpinzette aus dem Wasser
entnommen und zum Trocknen fiir 2 Stunden zwischen saugfihiges Papier gelegt.
Anschliefend werden die Streifen auf dem im Kit beigelegten Auswertebogen

aufgeklebt und die Ergebnisse protokolliert.

Zusammenfassung der Testdurchfiihrung

1. Alle Reagenzien werden auf Raumtemperatur gebracht.

2. 2 ml des gebrauchsfertigen Waschpuffers werden vorsichtig in jede
Vertiefung pipetiert und vorsichtig mit einer Plastikpinzette je einen Teststreifen
hineingelegt.

3. 33 ul der unverdiinnten Proben oder der entsprechenden Schwachpositiv-
Kontrolle werden in vorgesehenen Vertiefungen pipetiert.

4. Die Inkubationsschale wird abgedeckt und 2 Stunden bei Raumtemperatur
(18 C°-25 C°) unter leichtem Schiitteln inkubiert.

5. Der Deckel wird vorsichtig abgenommen und die Fliissigkeit aus den
Vertiefungen abgesaugt.

6. Es wird viermal auf dem Schiittler gewaschen.

7. 2 ml der entsprechend vorbereiteten Konjugatlosung wird in jede Vertiefung

pipetiert und 1 Stunde unter leichtem Schiitteln abgedeckt inkubiert.
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8. Es wird viermal auf dem Schiittler gewaschen.

9. 2 ml Substratlosung wird in jede Vertiefung pipetiert und 5-15 Minuten bei
Raumtemperatur unter Schiitteln inkubiert.

10. Die Streifen werden dreimal mit deionisiertem Wasser gewaschen.

11. Die Streifen werden 2 Stunden zwischen saugfahigem Papier getrocknet und

das Ergebnis abgelesen.

5.2.3 Auswertung

Bewertung der Bandenintensitét

1. Im beigefligten Auswertebogen werden Datum, Chargen-, und Roéhrchen-
Nummer, sowie die detektierte Antikdrper-Subklasse notiert.

2. Die Proben-Identifizierungs-Nummern werden in das Protokollblatt
eingetragen.

3. Die dazugehorigen Teststreifen werden in die entsprechenden Felder des
Auswertebogens eingeklebt und dabei die Reaktions-Kontrollbande an dar
eingezeichneten Markierungslinie ausgerichtet.

4. Der vorentwickelte Kontrollstreifen mit den markierten Antigenbanden wird
so an die aufgeklebten Teststreifen gelegt, da die Inkubations-Kontroll-Banden in
einer Linie ausgerichtet sind. Danach werden die Banden der Teststreifen, welche mit
den Untersuchungsproben inkubiert werden identifiziert, deren Intensitit bewertet
und in den Auswertebogen eingetragen. Der vorentwickelte Kontrollstreifen ist
kitspezifisch und stammt aus demselben Nitrozellulose-Block wie die Teststreifen im
Testkit. Die Molekulargewichte bzw. die Bezeichnungen der Antigenbanden sind

markiert.

Die Bewertung der Intensitdt der aufgetretenen Banden wird anhand der im

Testkit beigefiigten Tabelle ausgewertet.



Tabelle 5.2.3.1: Bandenintensitdt - Auswertung

Reaktion Intensitit
Keine Reaktion -
Sehr schwache Reaktion +/-
Schwache Reaktion +
Gut sichtbare und starke ++
Reaktion
Sehr starke Reaktion et

Testergebnisse

65

Als positiv wird eine Probe bezeichnet, wenn im Teststreifen 2 oder mehr Banden

aufgetreten sind, deren Intensitit mindestens die Bewertung ,,schwache Reaktion*

erhalten.

Abbildung 5.2.3.2 zeigt einen Teststreifen von Serumproben die fiir diese Arbeit

bearbeitet sind. Es werden Teststreifen mit verschiedener Intensitit beobachtet.
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Abbild. 5.2.3.2: Teststreifen von bearbeiteten Serumproben dieser Arbeit

AJH101gWoosi
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6. ERGEBNISSE

6.1 Vergleich der Gruppen

6.1.1 Anti-HEV Privalenz unter den Blutspendern, dem

Schlachthauspersonal und den Schweineziichtern

Hier interessierte die Frage nach einer moglicherweise erhohten HEV-Exposition
des Schlachthauspersonals und Schweineziichtern in Nordgriechenland. Die
Blutspendergruppe diente als ein Mal} fiir die Haufigkeit von Anti-HEV in der
gesunden Wohnbevolkerung dieser Region Griechenlands. Mit dieser Gruppe wurde
die Anti-Privalenz der beruflich gegeniiber exponierten Schlachter und

Schweineziichter verglichen.

Tabelle 6.1.1.1: Haufigkeit Anti-HEV-IgG-positive Western Blots bei 108

Blutspendern, 72 Personen des Schlachthauspersonals und 15

Schweineziichtern
Schlachthaus- Schweine-
Blutspender ..

personal ziichter
Positive
Western Blots/
Zahl der 17/108 16/72 6/15
Untersuchten
Prozentueller
Anteil 15,7 % 22,2 % 40 %
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Wie aus Tabelle 6.1.1.1 ersichtlich ist, waren unter den 108 untersuchten
Blutspender 17 positiv auf Anti-HEV, was einen prozentuellen Anteil von 15,7%
entspricht. Unter den 72 untersuchten Schlachter waren 16, also 22,2%, positiv auf
Anti-HEV, ausmacht und von den 15 Schweineziichtern waren 6, also 40%, positiv
auf Anti-HEV. Das Schlachthauspersonal weist somit etwas héufiger Antikorper
gegen HEV auf als Blutspender. Dieser Unterschied ist jedoch nicht signifikant (p:
0,3265). Die Schweineziichter weisen hdufiger Antikorper gegen HEV als die
Blutspender auf. Dieser Unterschied ist signifikant (p: 0,0352).

6.1.2 Haufigkeit der einzelnen ORF Banden bei Western-Blot-positiven

Blutspendern, Schlachthauspersonal und Schweineziichtern

Bei positivem Western Blot wurde gepriift, ob die Hiufigkeit der verschiedenen
Banden in den 3 Gruppen unterschiedlich ist (sieche Tabelle 6.1.2.1 und Abbildung
6.1.2.2).

Mit den 17 positiven Seren der Blutspendergruppe traten im Western Blot
insgesamt 36 Banden auf. 7mal mit dem O2N-Peptid, gleich 41%, 13mal mit dem
02C-Peptid, gleich 77%, 14mal mit dem 02M-Peptid, gleich 82% und 2mal mit dem
O3-Peptid, gleich 11,7%.

In den 16 positiven Seren des Schlachthauspersonals wurde 34mal eine ORF-
Banden-Reaktion gefunden: jeweils 10mal mit dem O2N-Peptid und dem O2C-
Peptid, gleich 63%, 13mal mit dem O2M-Peptid, gleich 81%, und 1mal mit dem O3-
Peptid, gleich 6%.

Die 6 positiven Seren der Schweineziichter zeigten insgesamt 14 Banden: jeweils
Smal mit dem O2N-Peptid und dem O2M-Peptid, gleich 83%, und je 2mal mit dem
02C-Peptid und dem O3-Peptid, gleich 33%.

Antikorper gegen das O2N-Peptid scheinen bei Schweineziichtern haufiger und
Antikorper gegen O2C-Peptid seltener zu sein als bei Anti-HEV-positiven
Blutspendern. Diese Unterschiede erreichen jedoch nicht Signifikanzniveau (p:

0,1550 fiir O2N-Peptid und p: 0,1310 fiir O2C-Peptid).
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Tabelle 6.1.2.1: Haufigkeit der einzelnen ORF Banden der bei Anti-HEV Western

Blots  von  Blutspendern,  Schlachthauspersonal  und

Schweineziichtern

HEV-Peptide O2N 02C oM 03 Peptide-
Gesamtzahl

Blutspender 7/17 13/17 14 /17 2/17 36 /17
(n=17) (41 %) (77 %) (82 %) (12 %)
Schlachthaus- 10/ 16 10/ 16 13/16 1/16 34/16
personal (63 %) (63 %) (81 %) (6 %)
(n=16)
Schweine- 5/6 2/6 2/6 2/6 14/6
ziichter (83 %) (33 %) (83 %) (33 %)
(n=6)

Abbildung 6.1.2.2: Graphische Darstellung der Hiufigkeit der einzelnen ORF
Banden bei Blutspendern (BS), Schlachthauspersonal (SP)
und Schweineziichtern (SZ) mit Anti-HEV-positiven
Western Blot.
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6.2 Pravalenz Anti-HEV in den Schweinen und Vergleich zur

Priavalenz in Gruppen der Wohnbevilkerung

6.2.1 Anti-HEYV Priivalenz bei den untersuchten Schweineseren

Wie aus Tabelle 6.2.1.1 und Abbildung 6.2.1.2 ersichtlich wird, wurde in 76 der
untersuchten 95 Blutproben der zur Schlachtung herangefiihrten Schweinen mit
einem Alter von 5 bis 6 Monaten Anti-HEV festgestellt, was eine Pravalenz von 80%

entspricht (siehe Tabelle 6.2.1.1 und Abbildung 6.2.1.2).

Tabelle 6.2.1.1: Ergebnis der Western Blot-Untersuchung auf Anti-HEV bei
Blutspendern, Schlachthaus personal, Schweineziichtern und

Schweinen

Blutspender | Schlachthaus- | Schweine- Schweine
personal ziichter
Zahl positiv / 177108 16 /72 6/15 76 /95
Gesamtzahl
Prozentueller o 0 0
Anteil 15,7% 22.2% 40% 80%
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Abbildung 6.2.1.2: Grafische Darstellung der Héufigkeit positiver Western
Blots bei Blutspendern (BS), Schlachthauspersonal (SP),
Schweineziichtern (SZ) und Schweinen (SW)
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6.2.2: Haufigkeit des Nachweises einzelner Banden bei Schweinen mit

positivem Western Blot

Bei den 76 positiven Western Blots mit Schweineseren wurden insgesamt 196
eine Banden gefunden. Es wurden 64mal das O2N-Peptid, gleich 84%, 74mal das
02C-Peptid, gleich 97%, 48mal das O2M-Peptid, gleich 63% und 10mal das O3-
Peptid, gleich 13%, gesehen (siehe Tabelle 6.2.2.1 und Abbildung 6.2.2.2).
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Tabelle 6.2.2.1: Héufigkeit des Nachweises einzelner Banden bei 76 Schweinen

mit positivem Western Blot auf Anti-HEV

HEV-Peptide | 02N 02C oM 03 | Feptide
gesamtzahl

Zahl positiv /

Gesamtzahl 64/76 74 /76 48 /76 10/76 196 /76

Prozentueller

Anteil 84 % 97 % 63 % 13 %

Abbildung 6.2.2.2: Graphische Darstellung der Hiufigkeit des Nachweises

einzelner Banden bei 76 Schweinen (SW) mit positivem

Western Blot auf Anti-HEV
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6. 3 Altersverteilung
6.3.1 Altersverteilung Anti-HEV-positiver Befunde beim

Schlachthauspersonal und den Schweineziichtern

Um zu priifen, ob eine Beziehung zwischen Lebensalter und einem Anti-HEV-
positiven Befund besteht, wurde das Schlachthauspersonal und die Schweineziichter
nach ihrem Lebensalter in zwei Gruppen eingeteilt worden. Wie aus der Tabelle
6.3.1.1 zu entnehmen ist, sind unter der Gesamtzahl der 72 Personen des
Schlachthauspersonals 33 bis 35 Jahre alt, was einem prozentuellen Anteil von 46%
entspricht und 39, gleich 54%, tiber 35 Jahre alt. 5 der 15 Schweineziichtern sind bis
35 Jahre alt, das ist gleich 33%, und 10, gleich 67%, iiber 35 Jahre alt.

Tabelle 6.3.1.1: Altersverteilung beim Schlachthauspersonal und den

Schweineziichtern

Schlachthaus- Schweine-

Lebensjahre personal ziichter
(n =72) (n =15)

. 33/72 5/15
bis 35 J. (46 %) (33 %)
. 39/72 10/15
ilter als 35 J. (54 %) (67 %)

Unter der Gesamtzahl der 72 im Schlachthaus beschéftigten Personen waren 16
positiv auf Anti-HEV. Darunter sind 6 bis 35 Jahre alt, das ist gleich 38% und 10
Personen, gleich 63% dlter als 35 Jahre (siche Tabelle 6.3.2.1). Unter den 6 positiv
auf Anti-HEV Schweineziichtern ist nur 1 bis 35 Jahre alt, das ist gleich 17% und 5,
gleich 83%, sind iiber 35 Jahre alt.

Bei Schweineziichtern sind im Alter tiber 35 Jahren mehr Personen Anti-HEV als
bei Ziichtern bis 35 Jahre (50% versus 20%). Der Unterschied ist nicht signifikant (p:
0,5804).
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Bei Schlachthauspersonal sind im Alter {iber 35 Jahren etwas héufiger Personen
Anti-HEV als beim Personal bis 35 Jahre (54% - 46%). Der Unterschied ist nicht
signifikant (p: 0,5725).

Tabelle 6.3.2.1: Haufigkeit positiver Western Blots in zwei Altersgruppen von

Schlachthauspersonal und Schweineziichtern

Schlachthaus- Schweine-
Lebensjahre personal ziichter
(n =72) (n=15)
. 6/33 1/5
bis 35 J. (18 %) (20 %)
. 10/39 5/10
alter als 35 J. 27 %) (50 %)

Abbildung 6.3.1: Grafische Darstellung der Haufigkeit positiver Western Blots in
zwei Altersgruppen von Schlachthauspersonal (SP) und den

Schweineziichtern (SZ)
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6.4 Berufsjahreverteilung

6.4.1 Berufsjahreverteilung bei Anti-HEV positivem Schlachthauspersonal

und Schweineziichtern

Um zu priifen, ob eine Beziehung zwischen Dauer der Berufstitigkeit und einem
Anti-HEV-positiven Befund besteht wurden das Schlachthauspersonal und die
Schweineziichter aufgrund der Berufsjahren in zwei Gruppen eingeteilt. Die eine
Gruppe umfafite Personen die bis 10 Jahre und die andere Gruppe Personen die langer
als 10 Jahren den entsprechenden Beruf ausgeiibt hatten. Unter den 72 Personen des
Schlachthauspersonals sind 31, d.h. 43% bis 10 Jahren im Beruf, 41 Personen, das ist
gleich 57%, sind mehr als 10 Jahre téitig. Von 15 Schweineziichtern sind 9 (60%) bis
10 Jahre und 6 (40%) iiber 10 Jahre tétig (siche Tabelle 6.4.1.1)

Tabelle 6.4.1.1: Dauer der Berufstitigkeit von Schlachthauspersonal und

Schweineziichtern

Berufsjahre Schlachthaus- Schweine-
ziichter
personal
: 31/72 9/15
bis 10 J. (43 %) €0 %)
41/72 6/15
mehr als 10 J. (57 %) 40%)

Unter den 16 Personen des Schlachthauspersonals, die eine Anti-HEV-Positivitit
im Western Blot aufwies, sind 5, das entspricht 31%, die bis zu 10 Jahren diesen
Beruf ausgeiibt haben und 11, gleich 69%, die mehr als 10 Jahren im Beruf sind. 4
von insgesamt 6 Anti-HEV-positiven Schweineziichtern, das entspricht einen
prozentuellen Anteil von 67% iiben diesen Beruf nicht ldnger als 10 Jahren und 2,

gleich 33%, ziichteten Schweine mehr als 10 Jahren (siehe Tabelle 6.4.2.1).
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Tabelle 6.4.2.1: Berufsjahreverteilung bei Anti-HEV-positivem Western Blot

beim Schlachthauspersonal und den Schweineziichtern

Berufsjahre Schlachthaus- Schweine-
ziichter
personal
i 5/16 4/6
bis 10 J. (31%) %)
11/16 2/6
mehr als 10 J. (69 %) 33%)

Bei Schlachthauspersonal wurde ein nicht signifikanter (p:0,3925) Anstieg der
Anti-HEV-Pravalenz mit der Dauer der Berufstitigkeit registriert. Die Zahl der
untersuchten Schweineziichter ist zu gering, um einen solchen Trend erkennen zu
konnen. Da mit der Dauer der Berufstitigkeit auch das Lebensalter ansteigt, konnte es
sich aber beim Anstieg der Anti-HEV-Privalenz des Schlachthauspersonals auch um
eine individuelle Beziehung handeln. Eine berufliche HEV-Gefdhrdung 148t sich
deshalb mit diesen Daten nicht nachweisen (siehe Tabelle 6.4.2.2 und Abbildung
6.4.2.3).

Tabelle 6.4.2.2: Haufigkeit von Anti-HEV bei Schlachthauspersonal und

Schweineziichtern in  Abhdngigkeit zur Dauer der

Berufstétigkeit
. Schlachthaus- Schweine-
Berufsjahre N
personal ziichter
. 5/31 4/9
bis 10 Jahre (16 %) (44 %)
11/41 2/6
mehr als 10 Jahre (27 %) (33 %)
Gesamt 16 /72 6/15
(22 %) (40 %)
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Abbildung 6.4.2.2: Graphische Darstellung der Hiaufigkeit von Anti-HEV bei
Schlachthauspersonal und Schweineziichtern in Abhangigkeit

zur Dauer der Berufstitigkeit
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6.5 Haufigkeit von Antikorpern gegen die recombinant

hergestellten HEV-Teilproteine im Western Blot

Die Seren sind mittels der Western Blot Methode auf das Vorhandensein von
Anti-HEV untersucht worden. Als Antigene sind vier rekombinant hergestellte HEV-
Teilproteine O2N, 02C, O2M und O3 verwendet worden, die von der Gensequenz
eines in Madras isolierten Hepatitis E Virus abgeleitet sind.

Die Antigene wurden in E.coli exprimiert und anschlieBend hoch gereinigt. Ein
Nachweis von Anti-HEV gilt dann als gesichert, wenn im Anti-HEV-IgG-Western-
Blot mindestens zwei Banden nachweisbar sind. Nach einer frither abgelaufenen

Infektion werden beim Menschen Antikorper der [gG-Klasse meist gegen das ORF2
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C-terminale Peptid, gefolgt von dem ORF2 N-terminalen Peptid, gefunden.
Antikorper gegen das ORF3-Peptid sind meist mit akuten Infektion assoziiert.

Unter den 108 Blutspenderseren waren 17 (15,7%), von 72 der in Schlachthdfen
tatigen Personen waren 16 (22,2%) und von 15 Schweineziichtern waren 6 (40%)
positiv auf Anti-HEV. 80% (76 von 95) der im Alter von 5 bis 6 Monaten
untersuchten Schweine waren positiv auf Anti-HEV.

Die Haufigkeit von Antikoérpern gegen die HEV-Teilproteine O2N, O2C, O2M
und O3 in den positiven Western Blot positiven Seren der drei untersuchten
Personengruppen und den Schweinen war folgende (siche Tabelle 6.4.2.1 und

Abbildung 6.4.2.2).

Tabelle: 6.4.2.1: Haufigkeit von Antikorpern gegen die HEV-Teilproteine O2N,
02C, O2M wund O3 in Anti-HEV-positiven Seren von

Blutspendern, Schlachthauspersonal, Schweineziichtern und

Schweinen
Anti-HEV-positive O2N 02C Oo2M 03
Seren
Blutspender 7 13 14 2
(n=17) (41 %) (77 %) (82 %) (12 %)
Schlachthauspersonal 10 10 13 1
(n=16) (63 %) (63 %) (81 %) (6 %)
Schweineziichter 5 2 5 2
( n=6) (83 %) (33 %) (83 %) (33 %)
Schweine 64 74 48 10
(n=76) (84 %) (97 %) (63 %) (13 %)
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Abbildung 6.4.2.2: Graphische Darstellung der Hiufigkeit einzelner Banden bei
Blutspendern, Schlachthauspersonal, Schweineziichtern und

Schweinen mit positivem Western Blot auf Anti-HEV
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In den 17 positiven Blutspenderseren sind 7mal (41%) Antikorper gegen das
O2N, 13mal (77%) gegen das O2C 14mal (82%) gegen das O2M und 2mal (12%)
gegen das O3 ermittelt worden.

Die 16 positiven Schlachthauspersonalseren zeigten ein Auftreten von
Antikorpern gegen O2N und O2C in jeweils 10 Seren (63%), von O2M in 13 Seren
(81%) und von O3 in einem Serum (6%).

In den 6 positiven Schweineziichterseren waren Antikorper gegen das O2N und
das O2M je Smal (83%) und gegen das O2C und das O3 jeweils 2mal (33%)
festzustellen.

Unter den 76 positiven Schweineseren wurde Antikorper gegen das O2N 64mal
(84%), gegen das O2C 74mal (97%), gegen das O2M 48mal (63%) und gegen das O3
10mal (13%) gefunden.

Beim Vergleich der Hiufigkeit des Auftretens von Antikérpern gegen einzelne
ORF-Peptide ist auffallend, daBB das O2M-Peptid in alle drei Personengruppen mit
etwa 82% am hiufigsten vorhanden war. Antikorper gegen das O2N- und O2C-Peptid
traten in unterschiedlicher Haufigkeit bei den drei Personengruppen auf, die von 33%

bis zu 83% reichte. Der geringe Prozentsatz der Schweineziichter mit Antikorpern
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gegen O2C ist allerdings bei der geringen Zahl der positiven Seren (n=6) kaum
aussagekriftig. Das O3-Peptid, das ein Zeichen von akuter Hepatitis E Infektion ist,
trat mit einer Haufigkeit von 6% bis 33% am seltensten auf, was auf eine begrenzte
Zahl von frischen HEV-Infektionen hindeutet.

Fast alle positive Schweineseren, 97%, zeigten ein Auftreten von Antikdrpern
gegen das O2C-Peptid, gefolgt von O2N, mit 84%, dem 02M, mit 63% und dem O3,
mit 13%.

Somit kdnnten Antikorper gegen die verschiedenen HEV-Proteine bei Anti-HEV
positiven Menschen und Schweinen in dhnlicher Haufigkeit nachgewiesen werden.
Die Immunreaktion des Schweins gegen HEV richtet sich somit gegen &hnliche
Epitope wie die Immunreaktion des Menschen. Die etwas hohere Héufigkeit von
Antikorpern gegen O2N und O2C beim Schwein konnte dadurch bedingt sein, daf3
die HEV-Infektion bei den untersuchten Schlachtschweinen noch nicht lange zuriick

liegt wie bei den untersuchten Menschen.

6.6 Zur statischen Auswertung

Zu statistischer Absicherung der Privalenzunterschiede von Anti-HEV wurde der
exakte Fisher-Test herangezogen. Ein Unterschied wurde im zweiseitigen Test als
signifikant angesehen, wenn p kleiner oder gleich 0,05 war.

Der Vergleich zwischen Schlachthauspersonal und Blutspendern zeigt einen nicht
signifikanten Trend der Zunahme der Héufigkeit von Anti-HEV (p: 0,3265 und
Relatives Risiko des Antikorpernachweises 1,273)

Beim Vergleich der Haufigkeit positiver Western Blots zwischen
Schweineziichtern und Blutspendern, zeigt sich, daBl Schweineziichter signifikant
héufiger Anti-HEV haben als die Blutspender. (p: 0,0352 und Relatives Risiko:
2,899).

Beim Vergleich der Haufigkeit Anti-HEV positiven Western Blots bei
Schweinen, Blutspendern, Schlachthauspersonal und Schweineziichtern ergibt sich,
dall Schweine signifikant hdufiger Anti-HEV positiv sind als die drei untersuchten

Personengruppen (p: <0.0001 und Relatives Risiko: 4,731 beim Vergleich
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Schweinen/Blutspendern; p: <0,0001 und Relatives Risiko: 3.261 beim Vergleich
Schweinen/Schlachthauspersonal; p: 0,0024 und Relatives Risiko: 1,366 beim
Vergleich Schweinen/Schweineziichtern).

Bei der Betrachtung der Dauer der Berufsausiibung und des Alters der
untersuchten Schweineziichtern und des Schlachthauspersonals konnte festgestellt
werden:

- beim Schlachthauspersonal ist ein nicht signifikanter Trend der Zunahme der
Haufigkeit des Anti-HEV mit dem Alter (p: 0,5725 und Relatives Risiko: 1,207) und
der Dauer der Berufstétigkeit (p: 0,3925 und Relatives Risiko: 1,283) vorhanden.

- bei den Schweineziichtern ist ein nicht signifikanter Trend der Zunahme der
Héaufigkeit von Anti-HEV mit dem Alter (p: 0, 5804 und Relatives Risiko: 1,500)
aber keine Abhingigkeit von der Dauer der Berufsausiibung vorhanden.

- bei den Anti-HEV-positiven Personen der drei untersuchten Gruppen
unterscheidet sich die Héufigkeit der Antikorper gegen die verschiedenen HEV-
Peptiden nicht signifikant.

- bei den Anti-HEV positiven Schweinen werden Antikorper gegen das O2N-
Peptid signifikant hiufiger gefunden als bei positiven Blutspendern (p: 0,0006 und
Relatives Risiko: 1,653); Ebenso gegen das O2C-Peptid (p: 0,0095 und Relatives
Risiko: 2,552). Gegen das O2M-Peptid werden Antikorper nicht signifikant (p:
0,1620 und  Relatives Risiko: 0,8571) seltener gefunden als bei positiven
Blutspendern und ebenso gegen O3 nicht signifikant seltener (p: 1,0000 und Relatives
Risiko: 1,023)
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7. DISKUSSION

In den Industrielindern sind HEV-Erkrankungen selten. Die meisten der
berichteten Féllen betreffen Personen mit einer Reiseanamnese in ein fiir Hepatitis E
hochendemisches Gebiet. Obgleich die Fille von HEV-Erkrankungen in den wenig
endemischen Landern selten sind, konnen bei Priavalenzuntersuchungen relativ hiufig
Antikorper in der gesunden Bevolkerung nachgewiesen werden. Studien zeigten
Priavalenzraten von 1 bis 3% unter den Blutspender unter anderem in den USA, in
Griechenland, Deutschland, Italien, Spanien, Niederlande, Kanada und England. Mit
Verbesserung der Testmethoden wurden in den letzten Jahren noch hdohere
Priavalenzraten gesehen. Eine Anti-HEV-Antikorper Prdvalenz von etwa 21%
Blutspendern ist in Baltimore ermittelt worden. Auch in Japan wurde Anti-HEV bei
1,9 bis 14,1% der gesunden Bevdlkerung festgestellt. Vor kurzem ist in den USA
erneut eine Anti-HEV-Rate von 18 % ermittelt worden. (THOMAS et al. 1997,
KARENTYI et al. 1999, MAST et al. 1997, MENG et al. 2002, PSYCHOGIOU et al.
1996, KNODLER et al 1994, FROESSNER et al. 1999, NUBLING et al. 2002,
ZANETTI et al. 1994, PAVIA et al. 1998, MATEOS et al 1998, TARRAGO et al.
2000, ZAAIJER et al. 1995, YOO et al. 2000, BERNAL et al. 1996).

Die Diskrepanz zwischen der Pridvalenz von Anti-HEV und den
Erkrankungsbilder einer HEV-Infektion mit klinischer Symptomatik in den

Industrieldndern, ist seit langer Zeit ein Ritzel.

In dieser Arbeit wurden Blutspenderseren aus dem Raum Nordgriechenlands
mittels der Western Blot Untersuchungsmethode auf das Vorhandensein von Anti-
HEV untersucht. 15,7% der hier untersuchten Blutspender waren positiv. Diese
Pravalenzrate stimmt mit den Ergebnissen der oben erwdhnten Studien der letzten
Jahren iiberein, so dal gesagt werden kann, da3 auch in Griechenland eine hohe Anti-
HEV Prévalenz festzustellen ist.

Zieht man zum Vergleich die Ergebnisse einer Untersuchung iiber die Anti-HEV
Pravalenz in Griechenland aus dem Jahre 1996 heran, so ist jedoch ein grof3er
Unterschied festzustellen. Damals war ecine Anti-HEV Pravalenzrate von 2,2%

(PSYCHOGIOU et al. 1996) in der gesunden griechischen Bevolkerung festgestellt
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worden. Griinde fiir diese groBe Differenz zwischen den zwei Untersuchungen
konnten sein:

- a) Die Nachweisempfindlichkeit der Untersuchungsmethode: In der Arbeit von
1994 wurden die Seren mittels der wenig empfindlichen ELISA-Methode auf das
Vorhandensein von Anti-HEV Antikdrper untersucht, und in der vorliegenden Arbeit
wurde der hochempfindliche Western Blot eingesetzt.

- B) In den letzten Jahren kam eine grofle Zahl von Einwanderer aus Regionen der
ehemaligen Sowjet Union und aus Albanien nach Griechenland. Wenn in Erwégung
gezogen wird, dal viele Regionen der ehemaligen Sowjet Union als
Hochendemiegebiete fiir HEV gelten, so konnte diese Tatsache unter anderem zur
einer Erhohung der Anti-HEV Rate beigetragen haben.

- 7) Die Tendenz zur hoheren Anti-HEV Préivalenzrate, die in den letzten Jahren
in vielen nicht-endemischen Gebieten gesehen wurde, ist nun auch in Griechenland
feststellbar.

In letzen Jahren wurde eine zunehmende Anzahl von akuten sporadischen
Hepatitis E Erkrankungen in Industrieldandern, wie den USA (KWO et al. 1997,
THOMAS et al. 1997, SCHLAUDER et al 1998, ERKER et al. 1999), Japan
(TAHASKI et al. 2002), Osterreich (WORM et al. 1998), Frankreich (BOHME et al.
1998), Griechenland (SCHLAUDER et al. 1999) und Italien (ZANETTI et al. 1994)
registriert. Ein Teil dieser Patienten hatte keine Reiseanamnese in ein fiir HEV
endemisches Gebiet. So wurde vermutet, da3 die HEV Infektion inldndisch erworben
worden ist.

Das Auftreten von Hepatitis E Erkrankungen ohne Reiseanamnese und die
iiberraschend hohe Anti-HEV Privalenz in bisher als nicht endemisch angesehenen
Industrieldndern, hat zu der Hypothese gefiihrt, daB3 Tiere als Reservoir fiir das HEV
dienen konnten. Neuere Untersuchungen unterstiitzen die Hypothese einer
zoonotischen Infektion. Anti-HEV ~Antikdrper wurden in vielen Tierarten
weltweitnachgewiesen und dies, sowohl in fiir HEV hochendemischen Gebieten als
auch in wenig endemischen. In Vietnam, ein fiir HEV endemisches Gebiet sind Anti-
HEV Antikorper in 44% der Hiithnern, in 36% den Schweinen, in 27% der Hunden
und in 9% der Ratten gefunden worden (TIEN et al. 1997). Vor kurzem ist das
Vorhandensein von Anti-HEV in 29 bis 62% der Kiihen in drei HEV endemische
Liandern (Somalien, Tadjikistan und Turkmenistan) und in 12% der Kiihen in der

Ukraine, ein wenig endemischen Gebiet, festgestellt worden (FAVOROV et al.
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1998). Auch 42 bis 67% der Schafe und Ziegen waren in Turkmenistan positiv fuer
Anti-HEV. In Indien ist Anti-HEV in 4,4% bis 6,9% der Katzen und 2,1 bis 21,5%
der Nagetiere gezeigt worden (ARANKALLE et al. 2001). Wilde Ratten in den USA
und anderen Léndern zeigten ebenfalls eine Anti-HEV Positivitdt (KARENTNYT et
al. 1993, MANEERAT, et al. 1996, TSAREYV et al 1998, KABRANE-LAZIZI et al.
1999, FAVOROV et al. 2000, ARANKALLE et al. 2001). Auch bei wild
abgefangenen Rhesusaffen ist Anti-HEV festgestellt worden (TSAREV et al. 1995).

Bereits 1990 demonstrierte BALAYAN, da3 Schweine mit menschlichen HEV-
Isolaten infiziert werden konnen (BALAYAN et al. 1990). In Nepal, ein HEV-
Hochendemiegebiet, ist bei etwa 33% der inldndischen Schweinen Anti-HEV
gefunden worden (CLAYSON et al. 1995). Weiter ist in den USA Anti-HEV in mehr
als 80% der Schweine, die élter als 3 Monaten waren, festgestellt worden, und auch in
76,4% der Schweine in Deutschland ist Anti-HEV vorhanden (MENG et al. 1997,
FROESNER et al. 1998). Nach der Entdeckung und Isolierung eines HEV Isolates
vom Schwein, des SWHEV-Isolates, im Jahre 1997 in den USA wurden Studien in
zahlreichen Léndern durchgefiihrt, um das Vorhandensein von Anti-HEV
Antikorpern in den Schweinen zu tiberpriifen. Es wurde ermittelt, dal bei Schweinen
sowohl in fiir HEV hochendemischen als auch in wenig endemischen Landern positiv
auf Anti-HEV waren: In 92 bis 95% in Australien, bis in 91% der Schweineherde in
Neuseeland, in 37% Taiwan, in 38,3 bis 88,8% Kanada von und zu 54,6 bis 74,4% in
Indien (CHANDLER et al. 1999, KRAEMER et al. 1999, GARKAVENKO et al.
2001, HSIEH et al. 1999, YOO et al. 2001, ARANKALLE et al. 2001). Auch in
China und in Thailand, also Hochendemiegebieten, ist eine hohe Anti-HEV Préavalenz
ermittelt worden (MENG et al. 1999).

Es stellte sich also heraus, da3l Schweine in allen untersuchten Léandern,
unabhéngig von der Héufigkeit von Erkrankungen des Menschen, hohe Seropriavalenz
von Anti-HEV zeigten. So wurde vorgeschlagen, da HEV in den Schweinen

enzoonotisch und unabhingig von der Zirkulation des HEV beim Menschen ist.

In der vorliegenden Arbeit wurden Schweineseren aus Griechenland auf das
Vorhandensein von Anti-HEV untersucht. Die Schweine, von denen die Seren
gewonnen wurden, waren zur Schlachtung herangefiihrt worden, waren alle gesund
und hatten ein Alter von 5 bis 6 Monaten. Die Tiere stammten aus

Schweinezuchtbetrieben in Nordgriechenland.
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Der Prozentsatz Anti-HEV positiven Schweine war tliberraschend hoch. Von 95
untersuchten Schweineseren waren 76 positiv auf Anti-HEV, was einem
prozentuellen Anteil von 80% entspricht. Diese hohe Seroprdvalenzrate von Anti-
HEV in den Schweinen von Nordgriechenland 148t darauf schlieen, da HEV auch
in Nordgriechenland weit unter den Schweinen verbreitet ist.

Da HEV fidkal-oral iibertragen wird, erhebt sich die Frage einer Zoonose, also
einer Ubertagung vom Schwein auf den Menschen. Zusétzlich wird im Rahmen einer
Xenotransplantation von Schweinorganen die mogliche Gefahr einer Xenozoonose
diskutiert, da Schweineorgane eine alternative LoOsung fiir den Mangel an
Organspender darstellen. Schweine sind einfach zu ziichten, ihre Organe erreichen
eine GroBe, die mit den menschlichen Organen vergleichbar ist, und ihre
Lebenserwartung ist um die 30 Jahre (YOO et al. 2000).

Die Entdeckung von zwei HEV-Isolaten des Menschen in den USA, die eine
Aminosiureidentifikation von 99% mit dem SwHEV-Isolat vom Schwein, aber eine
geringe Identitit mit anderen Isolaten des Menschen =zeigte, unterstiitzt die
Hypothese, daB3 ein Teil der HEV-Infektionen des Menschen vom Schwein stammt.
(SCHLAUDER et al. 1998, MENG et al. 1998). Auch in Taiwan ist ein neues HEV-
Isolaten bei einem Patienten ohne Reiseanamnese isoliert worden, das einerseits aber
eine sich eindeutig von anderen bisher bekannten HEV-Isolaten unterscheidet,
anderseits groBe Ahnlichkeit mit einem in Taiwan vom Schwein isolierten HEV-
Isolatat besitzt (HSIEH et al. 1998, HSIEH et al. 1999). Weitere Untersuchungen
kamen zu dhnlichen Resultaten. Unter anderem ist in Japan, in Kanada und in der
Niederlande festgestellt worden, daBl die in diesen Lénder entdeckten und
sequenzierten Mensch- und Schwein-HEV-Isolate in gleichen geographischen
Regionen eine groBe Ahnlichkeit in der Nukleinsiuresequenz zeigen (OKAMOTO et
al. 2001, YOO et al. 2001, v. der POEL et al. 2001).

Dies wirft die Frage auf, ob Personen mit engem beruflichem Kontakt zur
Schweinen einer hoheren Gefahr einer zoonotischen HEV-Infektion ausgesetzt sind.
Als Personengruppen mit engem beruflichem Kontakt zu Schweinen gelten
Schweineziichter, Schlachthauspersonal, Tierdrzte und Schweinefleischhindler. In
Taiwan, ein fir HEV wenig endemisches Gebiet, waren unter den untersuchten
Schweinefleischhdndlern 27% positiv auf Anti-HEV, im Vergleich zu nur 8% der
Kontrollgruppe (HSIEH et al. 1999). In einer Untersuchung in China und Thailand,
fiir HEV Hochendemiegebiete, wurde ermittelt, da in China 11 von 11, gleich 100%,
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und in Thailand 5 von 7, gleich 71%, der untersuchten Schweinefleischhindler
positiv auf Anti-HEV waren. Die Anti-HEV-Prédvalenzrate unter den Blutspender in
den zwei Landern war 55% (MENG et al. 1999). In Moldovien, ein fiir HEV wenig
endemisches Gebiet, zeigte sich eine Anti-HEV Prévalenzrate von 51,1% unter den
Schweineziichtern und von 24,7% unter der normalen Bevolkerung (DROBENIUC et
al. 2001). In einer vor kurzem in den USA erschienenen Studie waren 26% der
untersuchten Tierdrzte, die engen beruflichen Kontakt zu Schweinen hatten, Anti-
HEV positiv, im Vergleich zu 18% der Blutspender (MENG et al. 2002).

Auch in der vorliegenden Arbeit ist die Pridvalenz von Anti-HEV bei in
Nordgriechenland untersuchtem Schlachthauspersonal mit 22,2% und bei
Schweineziichtern mit 40% hoher als in der Vergleichsgruppe der Blutspender mit
15,7%.

Die hohere Anti-HEV-Privalenz der Schweineziichter im Vergleich zum
Schlachthauspersonal sollte nicht tiberraschen, da HEV-Infektionen hauptséchlich bei
jungen Schweinen im Alter von 2 bis 3 Monaten auftreten. Das Vorhandensein von
Viren im Blut dauert ungefdhr 1 bis 2 Wochen, und auch die Virusausscheidung im
Stuhl ist nur kurz. So haben Schweineziichter ein viel groferes Risiko dem HEV
ausgesetzt zu werden als Schlachthauspersonal, da Schweine meist erst im Alter von
5 bis 6 Monaten geschlachtet werden. Hier sollte auch die Tatsache erwéhnt werden,
daB in Griechenland Schweinezucht meist ein Familienbetrieb ist und dadurch schon
im Kindesalter vor Beginn der Berufsausiibung eine Exposition bestehen kann.

Auch der hier gezeigte relativ geringe Anteil von 13% von Antikdrpern gegen das
O3-Protein des HEV bei Anti-HEV-positiven Schlachtschweinen 146t vermuten, daf3
bei der Mehrzahl dieser Schweine die HEV-Infektion bereits abgelaufen ist und keine
HEV-Infektiositit mehr besteht. Antikorper gegen das O3-Protein gelten als Marker
fiir eine frische HEV-Infektion und werden nur selten bei einen abgelaufenen HEV-
Infektion gefunden. Diese Daten sprechen ebenfalls dafiir, da3 die HEV-Exposition
von Schweineziichtern wahrscheinlich héher ist als die von Schlachthauspersonal.

Zu statistischen Absicherung der Privalenzunterschiede von Anti-HEV wurde der
exakte Fisher-Test herangezogen. Ein Unterschied wurde im zweiseitigen Test als
signifikant angesehen, wenn p kleiner oder gleich 0,05 war.

Der Vergleich zwischen Schlachthauspersonal und Blutspendern zeigt einen nicht
signifikanten Trend der Zunahme der Héufigkeit von Anti-HEV (p: 0,3265 und
Relatives Risiko des Antikorpernachweises 1,273)
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Beim Vergleich der Haufigkeit positiver Western Blots zwischen
Schweineziichtern und Blutspendern, zeigt sich, dal Schweineziichter signifikant
hiufiger Anti-HEV haben als die Blutspender. (p:0,0352 und Relatives Risiko:
2,899). Diese Ergebnisse unterstiitzen die Hypothese einer Ubertragung von Schwein
auf den Menschen. Jedoch konnte auch ein Selektionsfehler bei der Auswahl der
Kontrollgruppe zu einem solchen Ergebnis fithren. Die Blutspendergruppe
unterscheidet sich sicher nicht nur im Grad der Schweine-Exposition von
Schlachthauspersonal und Schweineziichtern.

Der nicht signifikante Trend der Zunahme der Haufigkeit von Anti-HEV beim
Schlachthauspersonal im Vergleich zur signifikant hoheren Héufigkeit von Anti-HEV
bei Schweineziichtern konnte mdoglicherweise darin liegen, daB3 Schweineziichter
mehr und lédngere Zeit (den ganzen Tag {iber) exponiert sind als das
Schlachthauspersonal. Wie erwéhnt, treten akute HEV Infektionen hauptséchlich bei
Schweinen auf die ein Alter von 2 bis 3 Monaten haben. So scheinen
Schweineziichter einen viel groleren Risiko an einer HEV-Infektion ausgesetzt zu
sein als das Schlachthauspersonal.

Beim Vergleich der Haufigkeit Anti-HEV positiven Western Blot bei Schweinen,
Blutspendern, Schlachthauspersonal und Schweineziichtern ergibt sich, da3 Schweine
signifikant hdufiger Anti-HEV  positiv sind als die drei untersuchten
Personengruppen. (p:<0.0001 beim Vergleich Schweinen/Blutspendern und
Schweinen/Schlachthauspersonal, p: 0,0024 beim Vergleich Schweinen/
Schweineziichtern, das  Relative Risiko der Anti-HEV-Positivitit betrdgt im
Vergleich Schweinen/Blutspendern 4,731, Schweinen/Schlachthauspersonal 3,261
und Schweinen/Schweineziichtern 1,366). HEV-Infektionen erfolgen beim Schwein
offensichtsichtlich hiufiger als beim Menschen, was vermuten 1d6t, dal Schweine ein
Reservoir fiir HEV-Infektionen des Menschen sind.

Bei der Betrachtung der Dauer der Berufsausiibung und des Alters der
untersuchten Schweineziichtern und des Schlachthauspersonals konnte festgestellt
werden:

Beim Schlachthauspersonal ist ein nicht signifikanter Trend der Zunahme der
Haufigkeit des Anti-HEV mit dem Alter (p: 0,5725 und Relatives Risiko: 1,207) und
der Dauer der Berufstatigkeit (p: 0,3925 und Relatives Risiko: 1,283) vorhanden.

Bei den Schweineziichtern ist ein nicht signifikanter Trend der Zunahme der

Haufigkeit von Anti-HEV mit dem Alter (p: 0, 5804 und Relatives Risiko: 1,500)
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aber keine Abhéngigkeit von der Dauer der Berufsausiibung vorhanden. Diese nicht
signifikanten Trends stehen mit einer erhohten HEV-Gefihrdung von gegeniiber
Schweinen exponierten Personen im Einklang, konnen sie aber nicht beweisen.
Vermutlich wiirde eine Vergroferung der Untersuchungskollektive zu signifikanten
Unterschieden fiithren. Eine fehlende Beziehung zwischen Anti-HEV-Privalenz und
Dauer der Berufsausiibung bei Schweineziichtern konnte durch eine limitierte
Persistenz der Antikorper erkliart werden, da Anti-HEV nach einer Infektion oft nur
kurzfristig nachweisbar sind. Bei etwa 80-90% der durch HEV-RNS-Nachweis
gesicherten HEV-Hepatitiden kann bereits nach wenigen Wochen, d.h. noch in der
Rekonvaleszenz, der Anti-HEV-Test wieder negativ sein. Hier sollte auch die
Tatsache erwdhnt werden, daf} in Griechenland die Schweinezuchtbetriebe meistens
Familienbetriebe sind und somit ein enger Kontakt der Familienmitgliedern zu den
Schweinen schon oft lange vor Beginn des beruflichen Kontakts besteht.

Bei den Anti-HEV-positiven Personen der drei untersuchten Gruppen
unterscheidet sich die Haufigkeit der Antikorper gegen die verschiedenen HEV-
Peptiden nicht signifikant.

Bei den Anti-HEV positiven Schweinen werden Antikorper gegen das O2N-
Peptid signifikant haufiger gefunden als bei positiven Blutspendern (p: 0,0006)
ebenso das O2C-Peptid (p: 0,0095); Wahrend Antikdrper gegen das O2M-Peptid
nicht signifikant seltener gefunden werden (p: 0.1620). Prinzipiell scheint das
Immunsystem des Schweins &hnliche HEV-Epitope zu erkennen wie das
Immunsystem des Menschen. Graduelle Unterschiede scheinen aber vorhanden zu

sein.
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8. ZUSAMMENFASSUNG

Ziel dieser Untersuchung war die vergleichende Bestimmung der Pridvalenz von
Antikorpern  gegen  Hepatitis E  Virus in  Seren von  Blutspendern,
Schlachthauspersonal, Schweineziichtern und Schlachtschweine. Es wurden
Blutproben von Schlachthauspersonal, Schweineziichtern und Schlachtschweine, aus
vier  verschiedenen  Provinzen in  Nordgriechenland untersucht.  Die
Blutspenderproben, die als eine flir die Wohnbevolkerung reprisentative
Vergleichsgruppe dienen sollten, stammten von zwei Blutbanken in Thessaloniki.
Alle Serumproben wurden im Max-von-Pettenkofer-Institut in Miinchen mit der

Western Blot Methode auf Anti-HEV untersucht.

Die Anti-HEV-Privalenz der Blutspender betrug 15,7%. Dies liegt weit iiber der
1996 in Griechenland in einer Studie festgestellten Rate von 2,2%. Der Unterschied
ist am wahrscheinlichsten durch die Verwendung des empfindlicheren Western Blots

in dieser Studie bedingt.

Die untersuchten Schweineseren waren zu 80% positiv auf Anti-HEV, was die
Tatsache hervorhebt, dal3 auch in Griechenland, wie in vielen Léindern, ein sehr
grofler Anteil der Schweinepopulation mit dem HEV oder ein Schwein-HEV

dhnliches Virus infiziert ist.

Schlachthauspersonal, 22,2% positiv, und Schweineziichter, 40% positiv,
Berufsgruppen mit engem beruflichen Kontakt zu Schweinen, wiesen im Vergleich
zu Blutspendern eine signifikant hohere Anti-HEV Privalenz bzw. einen Trend zur
hoheren Anti-HEV-Privalenz auf. Dieses unterstiitzt die Hypothese einer erhdhten
Gefahr der Personen mit engem beruflichen Kontakt zu Schweinen, sich mit dem
HEV oder einem HEV-dhnlichen Virus zu infizieren. So stellt sich auch fiir
Griechenland die Frage ob mindestens ein Teil der HEV-Infektionen des Menschen

im Sinn einer Zoonose vom Schwein auf den Menschen iibertragen werden.

Beim Schlachthauspersonal wurde ein nicht signifikanter Trend der Zunahme der
Héaufigkeit des Anti-HEV mit dem Alter und der Dauer der Berufstitigkeit
festgestellt.
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Bei den Schweineziichtern ist ein nicht signifikanter Trend der Zunahme der
Haufigkeit des Anti-HEV mit dem Alter aber nicht mit der Dauer der Berufstatigkeit
vorhanden.

Sollten sich diese Trends in weiteren Untersuchungen bestétigen, so sprechen
auch sie fiir eine HEV-Gefahrdung beim Kontakt mit Schweinen.

Bei Schweinen konnen prinzipiell Antikorper gegen die gleichen HEV-Peptide
im Western Blot nachgewiesen werden gegen die auch das Immunsystem des
Menschen reagiert. Antikorper gegen das O2M- und das O2C-Peptid werden bei Anti-

HEV-positiven Schweinen jedoch signifikant hdufiger gesehen.
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Synonym verwendete Abkiirzungen und Fachbegriffe

Ab Antikorper
ALT Alanin-Aminotransferase
Anti HBc Antikorper gegen Hepatitis B Virus—,,core“(-Kern)-Antigen

Anti HBs Antikorper gegen Hepatitis B Virus-,,surface“-(Oberfldchen-)
Antigene
Anti HEV Antikorper gegen Hepatitis E Virus Antigene

Asn Asparagin

bzw. beziehungsweise

c DNS komplementére Desoxyribonucleinsdure
d.h. das heisst

DNS Desoxyribonucleinsdure

E. coli Escherichia coli

ELISA enzym-linked immuno sorbent assay
et al. et altera, und Mitarbeiter

GOT Glutamat-Oxalacetat-Transaminase
GPT Glutamat-Pyruvat-Transaminase
GST Glutathion-S-Transferase

HA Hepatitis A

HAV Hepatitis A

HB Hepatitis B

HBcAg Hepatitis B “core” (-Kern)-Antigen
HBeAg Hepatitis B “e” Antigen

HBsAg Hepatitis B Antigen

HBV Hepatitis B

HC Hepatitis C

HCV Hepatitis D

HD Hepatitis D

HDAg Hepatitis D Antigen

HDV Hepatitis E

HE Hepatitis E

HEV Hepatitis C



HEV Ag
HEV-RNS
HIV

1L.v.

IgG

IgM

Kb

kDa

ml

N
NANB
nm

nsP

ORF

PCR
RNS
rt-PCR
UTRs
VLP
WHO
z.B.
v-GT

Hepatitis E Antigen

Hepatitis E Virus Ribonukleinsdure

Human Immundeficiency Virus

intavenos

Immunglobuline der Klasse G

Immunglobuline der Klasse M

Kilobase

Kilo Dalton

Milliliter

Stickstoff

Non-A- non-B

Nanometer

non structural protein (nictstrukturelles Protein)

open reading frame

PriifgroBBe zur Angabe der Irrtumswahrscheinlichkeit
(Signifikanz-Wert)

Polymerase chain reaction (Polymerase Ketten Reaktion)
Ribonukleinsdure

Polymarase-Ketten-Reaktion nach reverser Transkription
untranslated regions (nichtiiberséitzte Regionen)
Virus-like-particel

Weltgesundheitsorganisation

zum Beispiel

v-Glutamyl-Transferase
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