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1. EINLEITUNG

Das Hepatitis E Virus (HEV) stellt weltweit die haufigste Ursache flr eine akute
Virushepatitis beim Menschen dar. Dabei handelt es sich um die sogenannte Hepatitis E,
die in Deutschland dem Infektionsschutzgesetz (IfSG) nach zu den meldepflichtigen
Krankheiten des Menschen zahlt.

Das Robert Koch-Institut (RKI) verzeichnete fur Deutschland in den vergangenen zehn
Jahren einen Anstieg der Ubermittelten humanen Hepatitis-E-Krankheitsfalle von 166 auf
3.246 Falle.

Die durch HEV verursachte Hepatitis E galt Uber viele Jahre hinweg als Reisekrankheit.
Heute ist bekannt, dass die reiseassoziierte HEV-Infektion durch die HEV-Genotypen 1 und
2 (HEV-1 und HEV-2), insbesondere aufgrund von kontaminiertem Trinkwasser und
Hygienemangeln in Landern aus dem asiatischen und afrikanischen Raum verursacht wird.
Hingegen ist die hohe Anzahl humaner Hepatitis-E-Falle in Deutschland sowie in weiteren
Industrielandern auf eine autochthone Infektion mit HEV der Genotypen 3 und 4 (HEV-3 und
HEV-4) zurlckzufuhren. Dabei erfolgt die Infektion mit HEV-3 beziehungsweise HEV-4
Uberwiegend zoonotisch, unter anderem durch den Verzehr von Schweineleber sowie
daraus hergestellten Wurstwaren, die infektiose Viren enthalten und bei der Zubereitung
nicht ausreichend gegart werden beziehungsweise zum Rohverzehr bestimmt sind.

Neben Wildschweinen und anderen Tierarten konnten insbesondere in Hausschweinen
weltweit HEV-Antikdrper mit einer Seropravalenz von bis zu 98 % auf Einzeltierebene
nachgewiesen werden. Zudem lassen die zahlreichen Nachweise von HEV-RNA im
Lebergewebe bei Schweinen zum Zeitpunkt der Schlachtung den Ruckschluss zu, dass die
Gefahr des Eintrags von HEV in die Lebensmittelkette Gber das Schwein gegeben ist und
somit ein Risiko fur den Verbraucher besteht.

Da die HEV-Infektion beim Schwein in der Regel einen subklinischen Verlauf zeigt und ohne
makroskopische Veranderungen an Organen oder dem Schlachtkorper einhergeht, ist die
Identifizierung HEV-infizierter Schweine am Schlachthof weder wahrend der amtlichen
Schlachttieruntersuchung noch wahrend der amtlichen Fleischuntersuchung maglich.
Daruber hinaus existiert fur HEV, im Gegensatz zu Salmonella, kein nationales
Monitoringprogramm zur Verminderung des Eintrags von HEV in die Lebensmittelkette
Schwein. In dem Zusammenhang fehlen auch Daten sowohl zur Uberlebensfahigkeit von

HEV im Lebensmittel und in der Umgebung als auch zu dem potenziellen Risiko
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einer Kreuzkontamination ausgehend von HEV-positiven Schlachtorganen des Schweins.
Vor diesem Hintergrund sind folgende zu bearbeitende Forschungsfragen Gegenstand

dieses Promotionsvorhabens:

(1) Isteine Vorhersage fur das Vorkommen von HEV-Ribonukleinsaure (RNA) in der Leber
und in der Schinkenmuskulatur von Mastschweinen anhand der serologischen Analyse von

Fleischsaft moglich?

(2) Besteht das Risiko einer Kreuzkontamination ausgehend von HEV-positiven
Schweinelebern auf HEV-negative Schweinelebern wahrend der ublichen gemeinsamen

Lagerung in Eurofleischkisten im Schlachthof?

Dabei werden fur die unterschiedlichen Untersuchungen je Schlachtschwein zwei
Gewebeproben der Leber, eine Probe aus der Schinkenmuskulatur sowie eine Probe aus
dem Zwerchfell zur Gewinnung von Fleischsaft entnommen.

Die Muskelprobe wird aus der Schinkenmuskulatur gewonnen, da diese zur
Weiterverarbeitung unter anderem zu Mett oder gerduchertem Schinken genutzt wird und
damit als roh verzehrtes Lebensmittel eine Gefahr fur den Verbraucher darstellen konnte.
Die Fleischsaftprobe wird wie im Rahmen des nationalen Salmonellenmonitorings aus der
Zwerchfellpfeilermuskulatur durch Einfrieren und Auftauen gewonnen und auf HEV-
Antikorper mittels Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) untersucht.

Sowohl die Leber- als auch die Muskelproben werden mit Hilfe der real-time Reverse
Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) auf das Vorhandensein von HEV-RNA
untersucht. SchlieRlich sollen die serologischen Ergebnisse mit der Nachweishaufigkeit von
HEV-RNA in der Leber beziehungsweise in der Muskulatur verglichen werden. Mit der
zweiten Leberprobe, welche an der Organoberflaiche entnommen wird, wird das

Vorhandensein einer Kreuzkontamination untersucht.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sollen eine wissenschaftliche Grundlage fir die Entwicklung
von Interventionskonzepten sowohl auf Bestandsebene als auch im Bereich der

Schlachthygiene schaffen.



2. LITERATURUBERSICHT

2.1. Das Hepatitis-E-Virus

2.1.1. Historie

Die Geschichte des Hepatitis-E-Virus (HEV) begann mit dem Ausbruch einer
schwerwiegenden infektiosen Hepatitis in Delhi, Indien, im Winter 1955/1956, an der etwa
29.300 Menschen erkrankten (Viswanathan 1957).

Die Epidemie ereignete sich zu einer Zeit, in der lediglich virale Hepatitiden verursacht durch
das Hepatitis-A-Virus (HAV) und Hepatitis-B-Virus (HBV) bekannt waren. Die Untersuchung
von tiefgefrorenen Serumproben aus dem Ausbruch in Delhi ungefahr 20 Jahre spater
konnte jedoch HAV und HBYV als Ursache fiir die Hepatitis-Epidemie ausschliefien und lief
epidemiologisch die Vermutung zu, dass es sich um einen bislang unbekannten non-A-non-
B-Hepatitiserreger' handeln musste (Wong et al. 1980). Die Annahme, es kénne sich bei
dem unbekannten Erreger ebenfalls um ein Virus handeln, erhartete sich zunehmend,
nachdem der direkte Nachweis in einer Stuhlprobe eines non-A-non-B-Hepatitis-Patienten
gelang und sich in diesem Zusammenhang virusahnliche Partikel im Elektronenmikroskop
darstellen lieRen (Balayan et al. 1983). Im Rahmen dieser Studie gelang es auch, Affen mit
dem non-A-non-B-Hepatitiserreger zu infizieren, die daraufhin eine Hepatitis entwickelten
und virusahnliche Partikel (VLP) ausschieden (Balayan et al. 1983).

Im Jahr 1990 konnten Teile des Genoms schlie3lich zum ersten Mal kloniert und sequenziert
werden (Reyes et al. 1990). Reyes et al. bestatigten damit, dass es sich bei dem Erreger
um ein RNA-Virus handelte und betitelten dieses, nach dem Vorschlag von Purcell und
Ticehurst (1988), als ,Hepatitis-E-Virus’ (Reyes et al. 1990).

In den darauffolgenden Jahren wurden immer mehr neue Erkenntnisse Gber HEV bekannt.
Dass Hausschweine, lateinisch Sus scrofa domestica, ebenfalls empfanglich fur HEV sind,
konnte erstmals 1990 gezeigt werden, als die experimentelle Infektion von Schweinen mit
einem humanen HEV-Isolat gelang (Balayan et al. 1990). Mit der Identifizierung des im
Englischen bezeichneten swine HEV als erster HEV-Tierstamm in den USA 1997 kam die

Vermutung auf, dass es sich bei HEV um einen Zoonoseerreger handeln konnte, da das

! Non-A-non-B-Hepatitis: Ubersetzung des englischen Begriffs non-A, non-B hepatitis, welcher in der
Vergangenheit fiir die Bezeichnung einer Virushepatitis diente, die weder durch eine Infektion mit dem
Hepatitis-A-Virus noch durch eine Infektion mit dem Hepatitis-B-Virus verursacht wurde.
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Genom des swine HEV-Stammes eine enge phylogenetische Verwandtschaft mit dem
Genom des humanen HEV-Stammes aufwies (Meng et al. 1997). Der Nachweis eines
weiteren swine HEV-Stammes in Taiwan, dessen Genom ebenfalls Ahnlichkeit mit einem
humanen HEV-Stamm zeigte, bekraftigte die Vermutung Uber das zoonotische Potenzial
von HEV (Wu et al. 2000; Hsieh et al. 1999).

2.1.2. Morphologie und Genom

Bei dem Hepatitis-E-Virus handelt es sich um ein Virus aus der Gruppe der unbehillten
RNA-Viren mit einem Durchmesser von 27 - 34 nm (Tam et al. 1991). Die Morphologie der
HEV-Viren ahnelt im elektronischen Bild denen der Caliciviren (Balayan et al. 1983).

Das HEV-Kapsid ist ikosaedrischer Symmetrie und setzt sich aus 180 Kapsomeren
zusammen, wobei jedes Kapsomer aus drei Hauptdomé&nen besteht: der S-Domane
(englisch shell domain), der M-Domane (englisch middle domain) und der P-Domane
(englisch protruding domain) (Yamashita et al. 2009; Xing et al. 1999).

Das HEV-Genom besteht aus einer einzelstrangigen RNA mit positiver Polaritat, dessen
GesamtgroRe 7.500 Basenpaare umfasst. Das Genom setzt sich aus drei offenen
Leserastern (ORFs) sowie kurzen 5° und 3‘ nichtkodierenden Regionen zusammen (Tam et
al. 1991). AulRerdem enthalt das Genom einen 3’poly(A)-Schwanz (Reyes et al. 1990) und
eine Cap-Struktur (7-Methylguanosin) am 5'-Ende (Kabrane-Lazizi et al. 1999). Die
nichtkodierenden Regionen, der 3’poly(A)-Schwanz sowie die Cap-Struktur der RNA tragen
vermutlich eine entscheidende Rolle beim Ablauf der viralen Replikation (Purdy et al. 1993b;
Tam et al. 1991).

2.1.3. Taxonomie

Dem hinten angestellten Buchstaben ,E“ im Namen der durch HEV verursachten Hepatitis
E kdnnen dem Autor Jameel (1999) nach verschiedene Bedeutungen beigemessen werden.
Unter Berucksichtigung der Merkmale, die HEV unter epidemiologischen Gesichtspunkten
beschreiben, konnte der Buchstabe ,E* so viel bedeuten wie ,enterisch®, ,endemisch® oder
.epidemisch®. Allerdings erweist sich der Buchstabe ,E* alphabethisch betrachtet als ebenso
sinnvoll, da HEV an Position 5 der beim Menschen vorkommenden Hepatitiserreger nach
dem Hepatitis-A-, Hepatitis-B-, Hepatitis-C- und Hepatitis-D-Virus eingeordnet wird (Jameel
1999). Verwandtschaftliche Beziehungen unter den Hepatitisviren existieren jedoch nicht.
Jedes Virus ist fur sich betrachtet einer eigenen Virusfamilie zuzuordnen (Rasche et al.
2019).
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Aufgrund morphologischer Ahnlichkeiten und vergleichbaren physikalisch-chemischen
Eigenschaften fand zunachst eine Einordnung in die Familie der Caliciviridae statt (Miller
1995; Bradley 1990). Intensive Genomanalysen rechtfertigten jedoch den Ausschluss von
HEV aus der Familie der Caliciviridae (Berke und Matson 2000) und die Entstehung einer
eigenstandigen Gruppe, welche das Genus Hepevirus mit der Spezies Hepatitis-E-Virus
umfasste (Emerson et al. 2005a).

Im 9. Bericht des International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) aus 2009 wurde
das Genus Hepevirus mit der Spezies Hepatitis-E-Virus sowie die Spezies Avianes
Hepatitis-E-Virus, ohne Zugehorigkeit zu einem Genus, in die Familie der Hepeviridae
eingeordnet (ICTV 2009).

Um zukunftig die Einordnung neuer Mitglieder in die Familie der Hepeviridae zu erleichtern,
empfahlen Smith et al. (2014) eine Anderung beziehungsweise Anpassung der
taxonomischen Klassifizierung, welche 2014 in der Master Species List des ICTV
Umsetzung fand (ICTV 2014). Demnach existieren in der Familie der Hepeviridae bis heute
die zwei Genera Orthohepevirus und Piscihepevirus. Dem Genus Orthohepevirus sind die
Spezies Orthohepevirus A, Orthohepevirus B, Orthohepevirus C sowie Orthohepevirus D
zugehorig (ICTV 2020; Smith et al. 2014). Innerhalb des Genus Piscihepevirus existiert
lediglich die Spezies Piscihepevirus A (ICTV 2020; Smith et al. 2014), welche bei Forellen
vorkommt (Smith et al. 2014).

Der Spezies Orthohepevirus A gehbéren alle bislang identifizierten HEV-Isolate von
Menschen, Schweinen, Wildschweinen, Kaninchen, Rotwild, Mangusten und Kamelen an.
Aviane HEV-Isolate von Hihnern fallen unter die Spezies Orthohepevirus B. Die Spezies
Orthohepevirus C umfasst die Isolate von Ratte und Frettchen. Die Isolate von

Fledermausen sind der Spezies Orthohepevirus D zugeteilt (Smith et al. 2014).

Aufgrund der genomischen Heterogenitat der verschiedenen HEV-Isolate entwickelte sich
die Einteilung in Genotypen, die sich wiederum in eine Vielzahl von Subtypen unterteilen
lassen (Smith et al. 2016; Lu et al. 2006).

Den Orthohepeviren A gehéren die Genotypen 1 bis 7 (HEV-1 bis HEV-7) (Smith et al. 2014)
sowie der zuletzt in Kamelen entdeckte Genotyp 8 (HEV-8) an (Woo et al. 2016). Beim
Menschen vorkommend sind die Genotypen 1 bis 4 sowie der Genotyp 7, wobei die
Genotypen 3 und 4 zoonotisches Potential aufweisen und bei verschiedenen Tierarten,
unter anderem beim Hausschwein, vorkommen (Kenney 2019; Smith et al. 2014). HEV-7
hingegen, als eine neuartige zoonotische HEV-Variante, ist in Kamelen verbreitet (Corman
et al. 2020; Lee et al. 2016).
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In Anlehnung an die Subtypen-Einteilung von Lu et al. (2006) und auf Grundlage der bis
2016 in der Sequenzdatenbank GenBank® verfligbaren HEV-Sequenzen gaben Smith et
al. (2016) in ihrer Publikation im Jahr 2016 eine aktualisierte Ubersicht tber die HEV-
Subtypen. Seither wird die Ubersicht in der Datenbank des ICTV regelméaRig Uberarbeitet,
sofern neue Informationen zu HEV-Subtypen verfugbar sind (Smith et al. 2016). Demnach
sind fur die humanrelevanten HEV-Genotypen 1 bis 4 mit Stand aus Marz 2021 folgende
Subtypen beschrieben: fur HEV-1 die sieben Subtypen 1a bis 1g, fur HEV-2 die Subtypen
2a und 2b, fur HEV-3 die Subtypen 3a bis 3n sowie insgesamt neun Subtypen, 4a bis 4i, fur
HEV-4 (ICTV 2021).

2.1.4. Epidemiologie

Der Fokus dieser Arbeit soll primar auf den humanpathogenen HEV-Genotypen 1 bis 4,
insbesondere auf den zoonotischen Genotypen 3 und 4, welche auch beim Hausschwein
nachweisbar sind, liegen. Aus diesem Grund werden weitere HEV-Genotypen in diesem

sowie in den darauffolgenden Kapiteln nicht ndher beschrieben.

2.1.41. Geographische Verteilung und Ubertragungswege

In der Literatur existiert eine Vielzahl an Studien aus verschiedenen Landern, welche
Erkenntnisse zur geographischen Verteilung der einzelnen HEV-Genotypen Uber die
vergangenen Jahre bis heute zusammengetragen haben.

Unter anderem beschreiben Chandra et al. (2008) das Vorkommen der einzelnen HEV-
Genotypen in bestimmten geographischen Regionen. Die Autoren weisen in dem
Zusammenhang jedoch darauf hin, dass der einzelne HEV-Genotyp nicht unbedingt auf
lediglich ein Gebiet beschrankt sein muss (Chandra et al. 2008). Dies deckt sich mit den
Darstellungen von Treagus et al. (2021), Khuroo et al. (2016) und Pérez-Gracia et al. (2015),
nach denen sich HEV-3 als scheinbar der Genotyp erweist, welcher bisher geografisch am

weitesten verbreitet ist.
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Eine der jingsten Darstellungen der geographischen Verteilung der HEV-Genotypen ist in
Abbildung 1 gezeigt, wobei sich auf die Verteilung der humanrelevanten Genotypen HEV-1
bis HEV-4 fokussiert wurde (Treagus et al. 2021).

h 9 ) "ﬁ | \t.’-fﬁiﬁ
-

Key

G2 G4

G1&2 G1&3 G1&4 G2&3 G1,2,3 G1,3,4 Nodata  Outbreaks
occur but
genotype
unknown

G1 G3

Abbildung 1: Geographische Verteilung der HEV-Genotypen 1 bis 4.
Quelle: Treagus et al. (2021)

Wie von Treagus et al. (2021) in Abbildung 1 dargestellt und von Khuroo und Khuroo (2016)
beschrieben, beschrankt sich das Vorkommen des HEV-Genotyps 1 Uberwiegend auf
Lateinamerika sowie Lander der Kontinente Afrika und Asien, wo ein hyperendemisches
Vorkommen der durch HEV-1 verursachten Hepatitis E beim Menschen vorherrscht (Khuroo
et al. 2016; WHO 2010; Arankalle et al. 1999).

HEV-2 hingegen konnte in Mexiko (Lu et al. 2006; Arankalle et al. 1999) sowie in Westafrika
isoliert werden (Khuroo und Khuroo 2016). Ferner ist HEV-2 gleichermallen wie HEV-1

verantwortlich fur endemische Ausbruche in Afrika (Khuroo et al. 2016).
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Hepatitis-E-Ausbruche in Zusammenhang mit HEV-1 und HEV-2 sind in der Regel auf eine
fakoorale Ubertragung durch HEV-kontaminiertes Trinkwasser und folglich auf schlechte
Hygienebedingungen, insbesondere bei der Abwasserentsorgung, in den betreffenden
Landern zuruckzufuhren (Tripathy et al. 2019; EFSA 2017).

Dariiber hinaus ist die vertikale Ubertragung von HEV-1 durch infizierte Mitter auf ihre Feten
beziehungsweise Ungeborenen beschrieben (Bigna et al. 2020; Khuroo et al. 2009; Kumar
et al. 2004).

Die direkte Kontaktubertragung von Mensch zu Mensch fur HEV-1 und HEV-2 scheint
insbesondere bei Personen eines Haushalts grundsatzlich mdglich, wurde in der
Vergangenheit von diversen Autoren jedoch als ein Ubertragungsweg von geringer

Bedeutung genannt (Lewis et al. 2010; Somani et al. 2003; Aggarwal und Naik 1994).

HEV-Genotyp 3 verursacht autochthone sporadische Hepatitis-E-Falle in Industrielandern
(EFSA 2017; Dalton et al. 2007) und wurde weltweit aus Menschen und Tieren, unter
anderem aus dem Hausschwein, isoliert (Ferri und Vergara 2021; Pavio et al. 2010). Die
Ubertragung auf den Menschen kann zoonotisch, zum Beispiel durch den Verzehr nicht
ausreichend erhitzter Lebensmittel HEV-infizierter Schweine (Pallerla et al. 2020; Guillois et
al. 2016; Colson et al. 2010; Feagins et al. 2007) erfolgen. Dartber hinaus sind auch Falle
bekannt, in denen eine Infektion von HEV-3 mit der Aufnahme von roh beziehungsweise
unzureichend gegartem Wildschwein- (Rivero-Juarez et al. 2017) sowie Hirschfleisch
(Takahashi et al. 2004; Tei et al. 2003) in Verbindung gebracht werden konnte.

Des Weiteren konnte bestatigt werden, dass in Personenkreisen mit direktem und
regelmaligem Kontakt zu potenziell HEV-infizierten Schweinen auffallig haufig HEV-
Antikoérper detektiert wurden (Teixeira et al. 2017). Zu diesen Personenkreisen zahlen unter
anderem Schlachthofmitarbeiter (Hoan et al. 2019), Schweinehalter und Veterinarmediziner
(Huang et al. 2019; Teixeira et al. 2017) sowie auch Jager (Schielke et al. 2015), die
demnach einem erhdhten HEV-Infektionsrisiko durch den Umgang mit infizierten Schweinen

ausgesetzt zu sein scheinen.

Die Ubertragung von HEV-3 kann auch von Mensch zu Mensch (ber eine HEV-positive
Bluttransfusion erfolgen (Hewitt et al. 2014; Boxall et al. 2006).

Schlosser et al. (2012) beschrieben in ihrer Studie zudem den Fall, dass einem deutschen
Patienten durch die Transplantation der Leber eines HEV-positiven Spenders HEV-3

Ubertragen wurde.
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Der HEV-Genotyp 4 zeigt sich Uberwiegend auf dem asiatischen Kontinent verbreitet
(Khuroo und Khuroo 2016; Okamoto 2007). Innerhalb der letzten zehn Jahre konnten jedoch
in Europa immer haufiger Falle einer autochthonen Infektion beim Menschen mit HEV-4 in
Verbindung gebracht werden (Bouamra et al. 2014; Garbuglia et al. 2013; Colson et al.
2012). Der HEV-Genotyp 4 wurde auch in Schweinen (Go et al. 2019; Monne et al. 2015;
Hakze-van der Honing et al. 2011) und Wildschweinen (Sato et al. 2011) nachgewiesen.
Die Identifizierung identischer HEV-4-Stamme bei Mensch und Schwein erbrachte
schlieRlich den Nachweis iiber das zoonotische Ubertragungspotential von HEV-4 (Colson
et al. 2012).

2.1.4.2. Reservoire

Das Hausschwein gilt weltweit als ein Hauptreservoir fur HEV vom Genotyp 3 und 4 (Pavio
et al. 2015; Meng 2010; Pavio et al. 2010). Die Wissenschaftler Meng et al. (1997) machten
erstmals 1997 mit ihrer Studie auf das zoonotische Potential von swine HEV aufmerksam.

Nachweise von HEV-Antikérpern sowie von HEV-RNA in verschiedenen Organen
beziehungsweise Untersuchungsmedien von Schweinen aus unterschiedlichen Landern,
beispielsweise von Garcia et al. (2019), Li et al. (2019) und Feurer et al. (2018),

verdeutlichen die vermeintlich weite Verbreitung von HEV bei dieser Spezies.

Neben Hausschweinen sind in der Literatur Wildschweine als weiteres Hauptreservoir fur
HEV-3 und HEV-4 beschrieben (Pavio et al. 2015; Pavio et al. 2010).

Zudem scheint HEV auch zwischen Haus- und Wildschweinen ubertragbar zu sein (Pavio
et al. 2016; Prpic et al. 2015; Schlosser et al. 2015).

Im Jahr 2003 konnten in Japan HEV-Infektionen bei Menschen auf den Verzehr von rohem
Hirschfleisch zurickgefuhrt werden (Tei et al. 2003). Die Annahme uber das Vorkommen
von HEV-3 in Hirschen beziehungsweise in Reh- und Rotwild wurde in den darauffolgenden
Jahren durch Untersuchungen in Deutschland, HEV-Nachweis in Reh- und Rotwild
(Anheyer-Behmenburg et al. 2017), in Ungarn, HEV-Nachweis in Rehwild (Reuter et al.
2009) sowie in Japan, HEV-Nachweis in Hirschen (Sonoda et al. 2004) bestatigt und damit

ebenfalls als Reservoir fur HEV-3 identifiziert.

Neben den zuvor genannten Spezies existieren weitere, unter anderem landwirtschaftliche
Nutztiere wie Ziegen (Long et al. 2017), Schafe (El-Tras et al. 2013) und Kaninchen (Izopet
et al. 2012), als Reservoir fur HEV. Dahnert et al. (2018) gelang dariber hinaus der
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Nachweis von HEV-Antikérpern in Hunden, Katzen, Waschbaren und Marderhunden in

Deutschland.

Weiteren Untersuchungen nach reprasentieren Mangusten (Nidaira et al. 2012; Nakamura
et al. 2006) sowie Delfine (Montalvo Villalba et al. 2017) Reservoire fur HEV-3.

Die HEV-Genotypen 1 und 2 sind als primar humanpathogen klassifiziert (Smith et al. 2014).
In der Literatur existiert jedoch ein einziger Bericht aus Agypten (iber den Nachweis von
HEV-1-Antikorpern bei Pferden (Saad et al. 2007).

2.1.4.3. Vorkommen in Lebensmitteln

Wissenschaftler wie Pallerla et al. (2020), Guillois et al. (2016), Pavio et al. (2014) und Said
et al. (2014) konnten mit Nachweisen von HEV-RNA in Schweineprodukten aufzeigen, dass
HEV in der Lebensmittelkette Schwein zirkuliert und ursachlich fur eine lebensmittelbedingte
HEV-Infektion beim Menschen sein kann.

In Europa variieren die HEV-Pravalenzen in Schweinelebern, welche entlang der
Schlachtlinie beprobt wurden, von 1 % bis 34 % (Garcia et al. 2019; Milojevi¢ et al. 2019;
Feurer et al. 2018; Raspor Lainscek et al. 2017; Jori et al. 2016; Baechlein et al. 2013).
Aulerhalb Europas konnte in Kolumbien eine hohe Pravalenz fir HEV-3 in Schweinelebern
am Schlachthof mit 41 % bestimmt werden (Gutierrez-Vergara et al. 2015). In derselben
Studie erfolgte dartuber hinaus eine Untersuchung auf HEV-RNA von Schweinelebern aus
dem Einzelhandel, wobei 25 % der untersuchten Lebern HEV-positiv waren (Gutierrez-
Vergara et al. 2015). Auch in Schweinelebern aus Supermarkten in den USA (Feagins et al.
2007), in Kanada (B. J. Wilhelm et al. 2016), in Indien (Kulkarni und Arankalle 2008), in
Thailand (Intharasongkroh et al. 2017) und in China (Geng et al. 2019) sowie in
Schweinelebern aus dem deutschen (Pallerla et al. 2020; Wenzel et al. 2011)
beziehungsweise aus dem europaischen Einzelhandel (Boxman et al. 2019; Banks et al.
2010) konnte HEV-RNA nachgewiesen werden.

Neben der Leber vom Schwein gelang zudem der Nachweis von HEV in Schweinefleisch
unterschiedlicher Teilstucke (Intharasongkroh et al. 2017; Di Bartolo et al. 2012).

Zum direkten Verzehr bestimmte Rohwirste vom Schwein konnten ebenfalls als Quelle fur
eine lebensmittelassoziierte HEV-Infektion beim Menschen in zahlreichen Studien eruiert
werden (Boxman et al. 2019; Giannini et al. 2018; Szabo et al. 2015; Pavio et al. 2014; Berto
et al. 2012; Colson et al. 2010).
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Die Bestimmung von HEV-RNA gelang daruber hinaus in der Muskulatur (Anheyer-
Behmenburg et al. 2017; Schielke et al. 2015) sowie in der Leber von Wildschweinen
(Anheyer-Behmenburg et al. 2017; Thiry et al. 2017; Montagnaro et al. 2015; Schielke et al.
2015; Adlhoch et al. 2009), wobei in der Studie aus Deutschland von Adlhoch et al. (2009)
die hochste Pravalenz mit 38 % (n = 126) bestimmt wurde.

In der Studie von Montone et al. (2019) war auch Rohwurst vom Wildschwein HEV-positiv.

Weitere positive HEV-RNA-Nachweise gab es in Hirschfleisch (Tei et al. 2003), in der Leber
von Rot- (Anheyer-Behmenburg et al. 2017; Thiry et al. 2017) und Rehwild (Anheyer-
Behmenburg et al. 2017; Reuter et al. 2009) sowie in der Muskulatur von Rot- und Rehwild
(Anheyer-Behmenburg et al. 2017).

Des Weiteren finden sich in der Literatur Studien zur Untersuchung von Meeresfriichten auf
das Vorkommen von HEV: so konnten Purpari et al. (2019), Rivadulla et al. (2019), Mesquita
et al. (2016) und Gao et al. (2015) in zum Verzehr geeigneten Muscheln HEV-RNA
nachweisen. Dies ist vermutlich auf eine HEV-Bioakkumulation im Zuge der
Nahrungsaufnahme der Muscheln aus HEV-kontaminierten Gewassern zurlckzuflihren
(Grodzki et al. 2014).

Auch HEV-kontaminiertes Wasser aus Bewasserungsanlagen von Obst- und
Gemiseplantagen kann als Medium fiir die Ubertragung von HEV auf Lebensmittel nicht
tierischen Ursprungs fungieren (Kokkinos et al. 2017). Bislang wurde in Erdbeeren
(Brassard et al. 2012) sowie in gefrorenen Himbeeren (Maunula et al. 2013) HEV-RNA
nachgewiesen. Auch in verschiedenen Gemusesorten wurde HEV identifiziert (Purpari et al.
2019). In 3 % untersuchter Proben Blattsalat konnte in der Studie von Kokkinos et al. (2012)
HEV-RNA isoliert werden. Zudem musste im Jahr 2018 unter anderem in Deutschland
japanischer Wakame-Algensalat aufgrund des Nachweises von HEV-RNA aus dem Handel

zurtckgerufen werden (Anonymous 2018).

Bislang ist ungeklart, ob es sich bei den HEV-Nachweisen in den untersuchten
Lebensmitteln um infektidse, lebende Viren handelt, da fur diese Aussage die Untersuchung
von HEV in einem stabilen Zellkultursystem Voraussetzung ist. Solch ein Zellkultursystem
ist bislang fur HEV jedoch nicht existent (Cook et al. 2017).

11
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2.2. Die Hepatitis E

Bei der Hepatitis E handelt es sich um eine entzindliche Erkrankung der Leber, welche
durch eine Infektion mit HEV verursacht wird (Khuroo 2011).

In Europa betreffen die meisten humanen autochthonen HEV-Infektionen scheinbar
Uberwiegend Menschen mittleren bis héheren Alters (Spada et al. 2018; Mansuy et al. 2016;
Faber et al. 2012). Einen direkten Zusammenhang zwischen dem Geschlecht und dem
Vorkommen von HEV-Antikérpern beim Menschen scheint es der Studie von Faber et al.
(2012) nach nicht zu geben. Hingegen bringen die Wissenschaftler Spada et al. (2018) und
Mansuy et al. (2004) eine hohere HEV-Seropravalenz mit dem mannlichen Geschlecht in
Verbindung.

Insgesamt wurden im Zeitraum von 2005 bis 2015 in Europa und dem Europaischen
Wirtschaftsraum 21.000 klinische Hepatitis-E-Falle bei Humanpatienten gemeldet, wobei
mehr als 60 % der Falle Erkrankte in einem Alter von 50 Jahren oder alter umfassten (ECDC
2017).

In  Deutschland gehdrt die Hepatitis E beim Menschen nach § 7 des
Infektionsschutzgesetzes zu den meldepflichtigen Krankheiten (§ 7 IfSG). Fur die letzten
zehn Jahre verzeichnete das RKI einen Anstieg der gemeldeten klinischen Fallzahlen beim
Menschen von 221 auf 3.246 Falle (RKI 2021, 2011).

Abbildung 2 zeigt die Entwicklung der gemeldeten Hepatitis-E-Krankheitsfalle fur den
Zeitraum von 2001 bis 2020 (RKI 2021).

12
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Anzahl der Erkrankungen
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Abbildung 2: Anzahl gemeldeter Hepatitis-E-Fé&lle beim Menschen in Deutschland.
Quelle: RKI (2021)

2.2.1. Pathogenese

Die Inkubationszeit beim Menschen wird von der Weltgesundheitsorganisation (WHQO) mit
durchschnittlich zwei bis maximal zehn Wochen angegeben (WHO 2021), was sich mit den
Daten aus den Studien von Azman et al. (2018) und Colson et al. (2010) deckt.

Wie bereits im vorherigen Kapitel erwahnt, konnte sich bislang kein effizientes HEV-
Zellkultursystem etablieren (Cook et al. 2017). Dies tragt nach Lhomme et al. (2016) unter
anderem dazu bei, dass lediglich limitierte Informationen ber die HEV-Pathogenese beim
Menschen existieren. Bisher ist insbesondere wenig dartber bekannt, auf welchem Weg
das Virus die Leber erreicht (Lhomme et al. 2016).

Bei der Aufnahme Uber das Trinkwasser oder uber Lebensmittel erreicht HEV auf dem
enterischen Weg zunachst den Darm (Lhomme et al. 2020). Nach der Studie von Williams
et al. (2001) und der aktuellen Studie von Marion et al. (2020) scheint sich das Virus in den
Darmzellen, scilicet (scil.) extrahepatisch, zu replizieren (englisch extrahepatic replication).
Lhomme et al. (2020) vermuten, dass HEV anschlieRend hamatogen in die Leber gelangt.
Eine jungere Studie konnte aufzeigen, dass die HEV-Partikel schliellich aus den
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Hepatozyten der Leber in die Galle freigesetzt und mit dem Stuhl ausgeschieden werden
(Capelli et al. 2019).
Die durch die Infektion verursachte Leberschadigung entsteht vermutlich immunvermittelt

durch zytotoxische T-Zellen und naturliche Killerzellen (Lhomme et al. 2020).

Eine Viramie zeigt sich bei HEV-Infizierten in der Regel einige Tage vor dem Auftreten der
Symptome und bleibt Gber einige Wochen bestehen (Chandra et al. 2010; Zhao et al. 2007;
Aggarwal et al. 2000).

Ahnlich wie beim Menschen sind auch beim Hausschwein nur einige wenige Erkenntnisse
zum Verlauf der HEV-Infektion bekannt. Es Idsst sich jedoch durch das Zusammentragen
einzelner Daten aus der Literatur folgender naturlicher Infektionsverlauf darstellen:

Auf Basis einer der ersten Studien zu HEV beim Schwein von Meng et al. (1997) sowie einer
weiteren Studie aus 2011 von Casas et al. (2011a) besteht die Annahme, dass sich
Schweine in einem Alter von zwei bis drei Lebensmonaten mit HEV infizieren. Dies erganzt
eine jingere Studie von Krog et al. (2019), in der HEV-RNA im Kot von Ferkeln ab der 13.
Lebenswoche detektiert werden konnte.

Die HEV-Infektion beim Schwein erfolgt primar fakooral (Bouwknegt et al. 2008;
Kasorndorkbua et al. 2004; Halbur et al. 2001).

Laut den Wissenschaftlern Bouwknegt et al. (2009) kommt es bei HEV-infizierten
Schweinen nach einer Zeit von durchschnittlich sieben Tagen post infectionem zur
Virusausscheidung uber den Kot, welche sich anschlieRend uber 23 Tage erstreckt. Eine
Viramie wurde in der obengenannten Studie etwa zwei Wochen nach Beginn der fakalen
Virusausscheidung fur durchschnittlich elf Tage beobachtet (Bouwknegt et al. 2009). Es
scheint sich dabei um eine transiente Viramie zu handeln, die bis zu zwei Wochen anhalt
und die ohne klinische Symptome einhergeht (Bouwknegt et al. 2009; Halbur et al. 2001).
Die beiden zuvor genannten Studien konnten daruber hinaus zeigen, dass der Nachweis
von HEV-RNA bis vier Wochen post infectionem in der Leber von infizierten Schweinen
moglich war. Dabei scheinen die Leberenzyme Alanin-Aminotransferase (ALT) und
Aspartat-Aminotransferase (AST) sowie der Bilirubinwert im Blut nicht beziehungsweise nur

schwach erhoht zu sein (Bouwknegt et al. 2009; Halbur et al. 2001).
Es besteht die Annahme, dass maternale HEV-Antikérper der Sau die Ferkel postnatal

schutzen und somit eine Viramie zeitlich verzogern konnen (Krog et al. 2019; Kanai et al.
2010).
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2.2.2. Klinik und Pathologie

Die Forschungsgruppe der Medizinischen Klinik und Poliklinik des Universitatsklinikums
Hamburg-Eppendorf (UKE) zu Hepatitis-E-Virus-Infektionen beschreiben den klinischen
Verlauf einer HEV-Infektion beim Menschen mit einem intakten Immunsystem als in der
Regel asymptomatisch (Pischke et al. 2014).

Entwickelt sich jedoch eine akute symptomatische Hepatitis E, geht diese initial mit
unspezifischen Symptomen wie Schwache, Erbrechen sowie Gelenk- und
Muskelschmerzen einher. Darauf konnen Symptome folgen wie Ikterus, entfarbter Stuhl und
dunkel gefarbter Urin, die Uberwiegend spezifisch flr eine Hepatitis sind und den Beginn
der ikterischen Phase anzeigen (Pischke et al. 2014; Wedemeyer et al. 2012).

Pischke et al. (2014) erlautern weiter, dass sich in der Blutanalyse eine Zunahme der
Leberenzyme ALT und AST sowie erhOhtes Bilirubin, eine Erhohung der alkalischen
Phosphatase und der Gamma-Glutamyl-Transferase (y-GT) zeigen konnen.

Die Untersuchung von Blutproben von Patienten mit einer akuten Hepatitis E auf HEV-
spezifische Antikorper durch die Wissenschaftler Huang et al. (2010) zeigte, dass Antikorper
der Klasse Immunglobulin M (IgM) erstmals am Ende der Inkubationszeit nachweisbar
waren. Diese Antikorper verblieben in der zuvor genannten Studie durchschnittlich acht
Wochen auf hohem Antikdrperlevel. Etwa vier Wochen nach der Inkubationszeit fand auch
die Bildung von Immunglobulin G (IgG) auf hohem Level statt, welche sich Uber ein Jahr im

menschlichen Korper nachweisen lieRen (Huang et al. 2010).

In der Studie von Guillois et al. (2016) aus Frankreich entwickelten sich bei bis zu einem
Drittel der Patienten, welche unter einer HEV-3- beziehungsweise HEV-4-Infektion litten,
klinische Symptome. In dem Zusammenhang scheint den Ergebnissen der jungeren Studie
von Lhomme et al. (2019) zufolge das Auftreten von Symptomen wahrend einer HEV-
Infektion abhangig von der Viruslast zu sein, da bei symptomatischen Patienten eine hohere
HEV-Konzentration im Blut im Vergleich zu asymptomatischen HEV-Infizierten nachweisbar

war.

Im Allgemeinen ist die Hepatitis E in immunkompetenten Patienten selbstlimitierend. Bei der
akuten Hepatitis E klingen die Symptome nach einigen Wochen ab (Lhomme et al. 2020).
Die Entwicklung eines akuten Leberversagens, bedingt durch eine Infektion mit HEV-3 oder
HEV-4, ist beschrieben, tritt jedoch haufiger bei Patienten mit Alkoholsucht und chronischer
Lebererkrankung (Péron et al. 2007) als bei Patienten mit intaktem Immunsystem (Fontana
et al. 2016; Manka et al. 2015) auf.
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Ferner ist bekannt, dass insbesondere Patienten mit einem geschwachten Immunsystem,
wie zum Beispiel Transplantatempfanger (Koning et al. 2013; Pischke et al. 2010; Kamar et
al. 2008a; Kamar et al. 2008b) oder HIV-Patienten (Merchante et al. 2015; Kenfak-Foguena
et al. 2011), eine chronische Hepatitis E bis hin zur Leberzirrhose entwickeln kdnnen.

In den zuvor genannten Studien war der chronische Verlauf einer Hepatitis E auf eine
Infektion mit dem HEV-Genotyp 3 zurtickzufiihren, wobei eine Chronifizierung auch mit einer
HEV-4-Infektion (Geng et al. 2014) in Verbindung gebracht werden konnte. Beobachtungen
aus Japan zufolge scheint ein schwerer Verlauf der Hepatitis E sogar haufiger mit einer
Infektion vom HEV-Genotyp 4 als vom HEV-Genotyp 3 assoziiert zu sein (Takahashi und
Okamoto 2014; Mizuo et al. 2005).

Neben einer Hepatitis ist in HEV-infizierten Patienten zudem die Entwicklung verschiedener
extrahepatischer Manifestationen beschrieben, unter anderem Neuropathien in Form des

Guillain—Barré-Syndroms (Stevens et al. 2017; van den Berg et al. 2014).

Bei Schwangeren, die mit HEV vom Genotyp 1 infiziert sind, kann in endemischen Regionen
auch eine akute Hepatitis E einen schweren Verlauf nehmen und unter Umstanden mit dem
Tod einhergehen (Bonney et al. 2012; Khuroo et al. 2009; Patra et al. 2007). In der Studie
aus Indien von Kumar et al. (2004) betrug die Mortalitdtsrate unter HEV-positiven
Schwangeren 27 %. Aufgrund der bereits 1995 von Khuroo et al. (1995) beschriebenen
moglichen vertikalen Ubertragung in Endemiegebieten, kann auch der Fetus
beziehungsweise das Ungeborene von einem schweren Verlauf betroffen sein (Sharma et
al. 2017; Bonney et al. 2012). Dabei konnen Frihgeburten und Aborte (Khuroo et al. 2009;
Patra et al. 2007) sowie Hepatitiden und Letalitat (Khuroo et al. 2009) beim Fetus im

perinatalen beziehungsweise beim Neugeborenen im postnatalen Zeitraum auftreten.

Beim Schwein zeigt die HEV-Infektion einen subklinischen Verlauf und geht aus diesem
Grund ohne Symptome einher (Bouwknegt et al. 2009; Halbur et al. 2001; van der Poel et
al. 2001; Meng et al. 1998).

In der Histopathologie der Leber kann sich jedoch eine maRige lymphohistiozytare Hepatitis
zeigen (Bouwknegt et al. 2009). Daruber hinaus konnten Bouwknegt et al. (2009) in der
histopathologischen Untersuchung eine leichte bis maRige Hyperplasie der Peyer'schen
Platten im lleum sowie eine leichte bis maRige Hyperplasie der Lymphknoten nachweisen.
Auch Halbur et al. (2001) beschreiben die Leber- sowie Mesenteriallymphknoten HEV-

infizierter Schweine als maRig vergrolert.
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Die 1gG-Serokonversion wird mit vier bis acht Wochen flir experimentell infizierte (Meng et
al. 1998) beziehungsweise mit elf bis dreizehn Wochen flr natirlich infizierte Schweine
(Krog et al. 2019; Casas et al. 2011a) post infectionem angegeben.

IgM scheinen im Schwein fur ein bis zwei Wochen nachweisbar, wahrend I1gG-spezifische
HEV-Antikérper mindestens Uber zehn Wochen (Meng et al. 1998) beziehungsweise bis

zum Schlachtalter verfigbar sind (Krog et al. 2019; Casas et al. 2011a).

2.2.3. Pravention und Therapie

Empfehlungen zur Pravention einer HEV-Infektion beim Menschen in endemischen
Regionen Afrikas und Asiens berufen sich in erster Linie auf allgemeine Hygieneregeln, auf
den Zugang zu sauberem Trinkwasser sowie auf die ordnungsgemalle Entsorgung von
Abwassern (Khuroo et al. 2016; Pavio et al. 2010).

In Industrielandern mit hohen Hygienestandards, in denen Uberwiegend eine zoonotische
HEV-Ubertragung vorherrscht, scheint die Aufklarung des Verbrauchers hinsichtlich der
Risiken bei der Zubereitung und dem Verzehr von rohen oder nicht ausreichend gegarten
Produkten vom Schwein zielfuhrend zu sein (Doceul et al. 2016; Pavio et al. 2010).

Zur allgemeinen Aufklarung des Verbrauchers im Umgang mit Lebensmitteln existieren von
der Bundeszentrale fur gesundheitliche Aufklarung (BZgA) dem allgemeinen
Infektionsschutz dienenden Mallnahmen zur Kuchen- und Lebensmittelhygiene (BZgA
2020). Auch die WHO informiert mit einer weltweiten Kampagne der sogenannten ,Five keys
to safer food“ Uber die Verhitung lebensmittelbedingter Krankheiten (WHO 2019).

Einige Studien zeigten, dass eine ausreichende Hitzeeinwirkung eine Reduktion
beziehungsweise eine Inaktivierung von infektiocsem HEV bewirken kann (Johne et al. 2016;
Barnaud et al. 2012; Schielke et al. 2011; Feagins et al. 2008; Emerson et al. 2005b).
Personenkreisen, wie Schweinehaltern und Veterinarmedizinern, die haufigen Kontakt mit
potenziell HEV-infizierten Tieren haben, empfehlen Pavio et al. (2010) entsprechende
Hygienemallinahmen zu achten. Insbesondere wird das Tragen von Handschuhen zum
eigenen Infektionsschutz im Umgang mit erlegtem Wild (Schielke et al. 2015) sowie
wahrend der tierarztlichen Tatigkeit im Rahmen der Schweinebestandsbetreuung (Taus et
al. 2019) empfohlen.
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Uber obengenannte Mainahmen hinaus beschaftigten sich diverse Studien wie die von Nan
et al. (2018), Li et al. (2005b) und Purdy et al. (1993a) seit der Entdeckung von HEV mit der
Entwicklung einer geeigneten Immunprophylaxe.

Die Ergebnisse aus den Studien von Li et al. (2005a) und Li et al. (2005b) ermdglichten
schlief3lich zu Beginn 2012 die Zulassung des HEV-Impfstoffs Hecolin® (Xiamen Innovax
Biotech Co., Xiamen, China) (Nan et al. 2018). Die Zulassung beschrankt sich nach aktueller
Literaturrecherche auf China, weshalb der Impfstoff noch nicht in anderen Landern
kommerziell erhaltlich ist (Nan et al. 2018).

Die Basis des Impfstoffes bildet ein rekombinantes HEV-Peptid aus dem ORF2 eines
chinesischen HEV-1-Stammes (Li et al. 2005a; Li et al. 2005b).

In Phase 11l der klinischen Studie in China hat sich der Impfstoff bei Mannern und Frauen in
einem Alter zwischen 16 und 65 Jahren als sicher und wirksam gegen Hepatitis E erwiesen
(Zhang et al. 2015; Zhu et al. 2010).

Fraglich ist bislang, inwieweit sich dieser Impfstoff gegen alle humanpathogenen HEV-
Genotypen richtet (Nan et al. 2018) und ob auch immunsupprimierte Patienten wie
Transplantatempfanger praventiv vor einer HEV-Infektion geschutzt werden koénnen
(Pischke et al. 2014).

Laut der WHO (2015a) gibt es fur den Impfstoff aufgrund offener Fragen und mangelnder

Erfahrung keine Empfehlung zum Routineeinsatz.

Zur Behandlung einer chronischen Hepatitis E sind verschiedene Therapieansatze, unter
anderem mit Ribavirin (Rivero-Juarez et al. 2020; Kamar et al. 2014; Kamar et al. 2011) und
pegyliertem Interferon (Haagsma et al. 2010; Kamar et al. 2010), untersucht worden.
Insbesondere die Anwendung von Ribavirin wird empfohlen, sofern eine Viruselimination
durch die Reduzierung der immunsuppressiven Medikation nicht gelingt (Rivero-Juarez et
al. 2020; Kamar et al. 2011).

Far Hausschweine ist bis heute weltweit kein Impfstoff gegen HEV verfugbar, wobei aktuelle
Studien in diesem Bereich bereits publiziert wurden (Behloul et al. 2020; Liu et al. 2019).
Ferner fehlen HEV-Monitoring-Programme entlang der Produktionskette vom Schwein
(Salines et al. 2017).

Die Wissenschaft verfolgt vermehrt das Ziel, die bis dato eher wenig bekannten
Risikofaktoren fur eine HEV-Infektion beim Schwein und die daraus resultierenden
Praventionsmallnahmen zu erfassen. Bislang wurden unter anderem die Herdengrofle
(Lopez-Lopez et al. 2018), die Biosicherheit im Betrieb (B. Wilhelm et al. 2016; Walachowski
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et al. 2014), die Betriebsform (Rutjes et al. 2014), die Genetik der Sauen (Walachowski et
al. 2014) sowie die Futterung (Hinjoy et al. 2013) als mogliche Risikofaktoren in Betracht

gezogen.

2.3. Labordiagnostik

Aus der Tatsache heraus, dass beim Schwein die HEV-Infektion subklinisch und ohne
makroskopische Veranderungen an den Organen verlauft (Bouwknegt et al. 2009; Halbur
et al. 2001; van der Poel et al. 2001; Meng et al. 1998), resultiert, dass die ldentifizierung
einer HEV-Infektion bei dieser Spezies weder bei der amtlichen Schlachttier- noch bei der
amtlichen Fleischuntersuchung moglich ist. Zum Nachweis einer HEV-Infektion bedarf es
daher der molekularbiologischen beziehungsweise serologischen Labordiagnostik
(Chandra et al. 2008), welche in den folgenden Unterkapiteln 4.1. sowie 4.2. ausgefuhrt

werden.

2.3.1. Direkter Nachweis von HEV

Der direkte Nachweis von HEV-RNA hat neben der Diagnostik bei Mensch und Schwein
eine entscheidende Bedeutung fur Lebensmittel tierischen und nicht-tierischen Ursprungs,
die als potenzielle Quelle fur eine HEV-Infektion beim Menschen gelten (van der Poel et al.
2018).

2.3.1.1. Elektronenmikroskopie

Wie die Abbildung 3 aus der Public Health Image Library der Centers for Disease Control
und Prevention (CDC) (CDC 2021) zeigt, ist es mdglich, HEV-Virionen mithilfe der
Elektronenmikroskopie darzustellen.

Lange Zeit vor der Etablierung molekularer Nachweismethoden wurde die
elektronenmikroskopische Darstellung der Virionen aus Stuhlproben zur HEV-Diagnostik
beim Menschen genutzt (Balayan et al. 1983). Die Ahnlichkeit mit Caliciviren kann jedoch,
wie in der Vergangenheit bereits beschrieben (Bradley und Balayan 1988; Balayan et al.
1983), die eindeutige Identifizierung von HEV erschweren. Zudem st die
Elektronenmikroskopie mit einem sehr hohen apparativen und zeitlichen Aufwand
verbunden (Panda et al. 2007).
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Abbildung 3: Darstellung von HEV mittels Elektronenmikroskopie.
Quelle: CDC (2021)

2.3.1.2. Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

Den molekularbiologischen Nachweis von HEV-RNA ermdglicht die RT-PCR (van der Poel
et al. 2018; Mushahwar 2008), wobei die zunachst aus dem Probenmaterial extrahierte RNA
in einem ersten Schritt durch das Enzym reverse Transkriptase (RT) in die komplementare
DNA (cDNA) umgeschrieben werden muss (Freeman et al. 1999). In dem sich
anschlieflenden Prozess, der eigentlichen PCR, erfolgt die Amplifikation eines spezifischen
Teils des Genoms (Saiki et al. 1988; Mullis et al. 1986). Dabei fokussieren sich die
unterschiedlichen RT-PCR-Protokolle speziell fir HEV auf Genfragmente aus dem ORF1
(Zhao et al. 2007; Schlauder et al. 1999), dem ORF2 (Enouf et al. 2006; Schlauder et al.
1999) oder aus der sich tberlappenden Region von ORF2 und ORF3 (Gerber et al. 2014;
Jothikumar et al. 2006). Vergleichsstudien, wie der von Mokhtari et al. (2013) und Inoue et
al. (2006) zufolge, hat sich die Uberlappende Region von ORF2 und ORF3 fir die

Amplifikation der HEV-RNA unterschiedlicher Stamme als am sichersten erwiesen.

Bei den RT-PCR-Verfahren wird zwischen der konventionellen und der real-time RT-PCR
unterschieden (Jothikumar et al. 2006). Im Vergleich zur konventionellen RT-PCR soll die
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real-time RT-PCR eine geringere Anfalligkeit fur Kontaminationen wahrend der
Durchfuhrung und eine héhere Sensitivitat bieten (Son et al. 2014; Jothikumar et al. 2006).
Somit haben sich Uber die Zeit eine Vielzahl an real-time RT-PCR-Protokollen fur den
Nachweis von HEV etabliert, wobei das Protokoll von Jothikumar et al. (2006) zum Nachweis
der humanrelevanten Genotypen HEV-1 bis HEV-4 weit verbreitet Anwendung findet (Baylis
et al. 2013; Mokhtari et al. 2013).

Der direkte Nachweis von HEV-RNA mithilfe der RT-PCR beim Hausschwein gelang bisher
unter anderem aus Probenmatrices wie Leber (Garcia et al. 2019; Feurer et al. 2018),
Herzmuskel (Garcia et al. 2019), Niere (Garcia et al. 2019; Bouwknegt et al. 2009),
Blutserum (Garcia et al. 2019; Bouwknegt et al. 2009), Galle (Li et al. 2019; Bouwknegt et
al. 2009), Sperma (Li et al. 2019), Kot (Garcia et al. 2019; Li et al. 2019; Bouwknegt et al.
2009) sowie Skelettmuskulatur, Lymphknoten, Milz und Urin (Bouwknegt et al. 2009).
Zudem existieren Studien wie die von Pallerla et al. (2020), Althof et al. (2019), Berto et al.
(2013a) und Di Bartolo et al. (2012) zu HEV-RNA-Nachweisen mittels RT-PCR in
Lebensmittelprodukten vom Schwein.

Eine Aussage hinsichtlich der Infektiositat von HEV ist mithilfe der RT-PCR im Gegensatz

zu bestimmten Bakterienarten wie Campylobacter (Josefsen et al. 2010) nicht moglich.

2.3.1.3. Zellkultur

Die Isolierung von HEV in einem geeigneten Zellkultursystem wird bereits seit einigen
Jahren intensiv untersucht (Okamoto 2011). Insbesondere fir die Bewertung der HEV-
Infektiositat ist solch ein funktionierendes System Voraussetzung (Cook et al. 2017). Ein
effizientes Zellkulturmodell fir HEV existiert bis heute jedoch nicht (Fu et al. 2019; Cook et
al. 2017).

Nachdem Chandra et al. (2008) in ihrer Literaturibersicht von nur vereinzelten Erfolgen in
der Entwicklung einer Zellkultur fur die Vermehrung von HEV berichteten, gelang in den
vergangenen Jahren unter anderem in den Studien von Capelli et al. (2019), Schemmerer
et al. (2019), Wu et al. (2018), Johne et al. (2014), Berto et al. (2013b) und von Shukla et
al. (2011), die Isolierung von HEV der Genotypen HEV-1 bis HEV-4. Dabei wurden neben
weiteren die humanen Karzinomzelllinien PLC/PRF/5 (Schemmerer et al. 2019; Berto et al.
2013b; Shukla et al. 2011), A549 (Schemmerer et al. 2019; Johne et al. 2014; Shukla et al.
2011) sowie HepG2/C3A (Capelli et al. 2019; Schemmerer et al. 2019; Wu et al. 2018;
Shukla et al. 2011) eingesetzt. In den zuvor genannten Studien erfolgte die HEV-Isolierung

Uberwiegend aus Probenmaterial wie Serum (Johne et al. 2014) und Faeces (Capelli et al.
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2019; Schemmerer et al. 2019; Shukla et al. 2011) von HEV-Patienten. In weiteren Studien
gelang die erfolgreiche Isolierung von HEV aus Leberwurst (Berto et al. 2013a) und
Schweineleber (Takahashi et al. 2012).

Es fehlen jedoch Daten zur Reproduzierbarkeit und Nachweisgrenze, ebenso wie eine
standardisierte und validierte Untersuchungsmethode insbesondere fiir Lebensmittelproben
(Cook et al. 2017; EFSA 2017).

2.3.2. Indirekter Nachweis von HEV

Fiar den indirekten Nachweis einer HEV-Infektion finden neben weiteren Immunassays
uberwiegend Enzyme-linked Immunosorbent Assays (ELISA) Anwendung (van der Poel et
al. 2018), die den serologischen Nachweis von HEV-Antikdrpern der Klasse IgM und 1gG
ermdglichen (van der Poel et al. 2018; Mushahwar, 2008).

2.3.2.1. Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Der 1971 von den Wissenschaftlern Engvall und Perlmann in Schweden entwickelte ELISA
beruht auf der Eigenschaft spezifische Antikorper an Antigene zu binden (Engvall und
Perlmann 1971).

Bei den fur die Entwicklung von HEV-ELISA-Testsystemen zur Nutzung bei Schweinen
eingesetzten Antigenen handelt es sich um rekombinant hergestelite ORF-2-
beziehungsweise ORF-3-Polypeptide, welche uberwiegend auf HEV-Genotyp-1- (Baechlein
et al. 2010) und HEV-Genotyp-3-Stdmmen (Takova et al. 2021; Ponterio et al. 2014;
Dremsek et al. 2013; Rose et al. 2010) beruhen. Mit heutigem Stand der Wissenschaft ist
fur HEV nur ein Serotyp beschrieben (Guo et al. 2006; Anderson et al. 1999). Aus diesem
Grund scheint nach Ma et al. (2009) der fur die rekombinanten Antigene verwendete HEV-
Genotyp eher irrelevant fir den Nachweis von Antikdrpern zu sein. In anderen Studien
hingegen wird auf Unterschiede in der Sensitivitdt der Testsysteme, abhdngig von den
jeweilig verwendeten HEV-Genotypen, hingewiesen (Park et al. 2012; Bendall et al. 2010).
Ein sogenannter ,Goldstandard“ unter den ELISA-Testsystemen zum Nachweis von HEV-
Antikorpern beim Schwein existiert nicht, da die Verfugbarkeit kommerziell erhaltlicher
ELISA-Kits fur die serologische Untersuchung beim Schwein insgesamt gering ist (Rose et
al. 2010). Aus diesem Grund sind HEV-ELISA, die fir den Nachweis von humanen HEV-
Antikérpern entwickelt wurden, fur die Verwendung bei Schweinen angepasst worden (Chen
et al. 2016; Pezzoni et al. 2014; Hu et al. 2008).
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Das Funktionsprinzip des in dieser Arbeit angewandten ELISA-Testsystems Applied
Biosystems™ PrioCHECK™ Porcine HEV Ab (ThermoFisher Scientific Inc., Waltham,
Massachusetts, USA) ist in Abbildung 4 dargestellt. Dieser ELISA ist flr die Untersuchung
von HEV-Antikdérpern aus Blutserum und Fleischsaft von Schweinen zugelassen
(ThermoFisher Scientific Inc., 2018).

Incubation of sample : : D :
(serum or meat juice) Incuba_tlon of conju%ate R etection
60 minutes, 37 + 3°C 30 minutes, 37 = 3°C minutes, room temperature
_ \ 7 color:
| ‘ : ; positive
wash X wash no color:
negative

@ Recombinant hepatitis E virus Anti-HEV antibodies
(HEV) antigen ) present in the sample

Anti-pig IgG HRPO conjugate

Abbildung 4: Funktionsprinzip des ELISA-Testsystems
Applied Biosystems™ PrioCHECK™ Porcine HEV Ab.
Quelle: ThermoFisher Scientific Inc. (2018)

Die Verwendung von Fleischsaft zum serologischen Nachweis von Antikorpern beim
Schwein konnte bereits fur Erreger wie zum Beispiel Salmonella (Nowak et al. 2007; Nielsen
et al. 1998), Trichinella (Beck et al. 2005) und Toxoplasma (Fehlhaber et al. 2003) validiert
werden. Dass Fleischsaft alternativ zu Blutserum auch fur die Untersuchung auf HEV-
Antikérper beim Schwein genutzt werden kann, bestatigten Vergleichsstudien von Wacheck
et al. (2012) und Casas et al. (2011b) bereits vor zehn Jahren.

Fleischsaft besteht aus intrazellularer Flissigkeit, Serum und Lymphe und wird durch den
einmaligen Prozess des Tiefgefrierens und des anschlielfenden Auftauens von Muskulatur
gewonnen (Nielsen et al. 1998). Zur Gewinnung von Fleischsaft hat sich nach Nobmann et
al. (2011) im Vergleich zu Nacken- und Bauchmuskulatur die Nutzung von
Zwerchfellpfeilermuskulatur aufgrund einer héheren Antikdrperkonzentration im Vergleich
zu den anderen genannten Muskelpartien als geeignet erwiesen. Allerdings beschreiben
Nielsen et al. (1998) Fleischsaft als Verdinnung des Blutserums, was auch in weiteren
Studien durch eine deutlich niedrigere Antikdrperkonzentration in Fleischsaft verglichen mit
Serum beobachtet werden konnte (Meemken und Blaha 2011; Molina et al. 2008). Aus

diesem Grund ist bei der Nutzung von Fleischsaft als Untersuchungsmedium eine hohere
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Konzentration, sprich eine geringere Verdlinnung, zu verwenden als bei der Nutzung von
Blutserum (Meemken und Blaha 2011; Molina et al. 2008; Nielsen et al. 1998).

Das in der vorliegenden Arbeit angewandte ELISA-Testsystem Applied Biosystems™
PrioCHECK™ Porcine HEV Ab (ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts,
USA) sieht daher fiir Serumproben eine Verdinnung von 1:100 und fur Fleischsaftproben

eine Verdunnung von 1:10 vor (ThermoFisher Scientific Inc. 2018).
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Abstract

Hepatitis E virus (HEV) is a foodborne zoonotic pathogen and known as the causative agent of hepatitis E in humans. The
specific role of porcine liver as a vehicle for human HEV infections has been highlighted in different studies. Nevertheless,
gaps of knowledge still exist regarding possible HEV cross-contamination both at consumer and production level. Further-
more, people working in the food production industry, e.g. veterinarians and abattoir employees, are exposed to an increased
risk of HEV infection. The aim of the present study was to investigate HEV cross-contamination on the surface of porcine
liver in a German abattoir. The sample set included 250 samples of porcine liver parenchyma and the corresponding 250
superficial layer samples of the same livers, which were analyzed for the presence of HEV ribonucleic acid (RNA). After-
wards, the initial status of the tested liver parenchyma was compared with the occurrence of HEV RNA in the corresponding
superficial layer. HEV RNA was detectable in 34% (85/250) of superficial layer samples, with 58% (49/85) of the samples
originated from initially HEV negative livers. To our knowledge, this is the first study that provides an insight in the potential
of HEV cross-contamination at abattoir level in Germany. Furthermore, it could be identified that the joint storage of livers
in Euro meat containers has a significant impact on the presence of HEV RNA on the surface of porcine liver.

Keywords Foodborne pathogens - Porcine liverr - Cross contamination - Hepatitis E virus - Pig abattoir - Euro meat
container

1 Introduction has been observed in human patients (Robert Koch-Institut
2010, 2021).
Hepatitis E virus (HEV) is known as the causative agent of As a RNA virus, HEV is classified as Orthohepevirus

hepatitis E in humans and is mainly responsible for viral A in the family of Hepeviridae (Smith et al. 2014). HEV
hepatitis worldwide transmitted via the orofecal route (Lapa  genotypes 1 to 4 (HEV-1 to HEV-4) can infect humans,

et al. 2015). with HEV-3 and HEV-4 common in both humans and ani-

In 2015, there were 21,000 human clinical cases of HEV mals, especially in domestic pigs and wild boars, but also in
infections reported in the European Union and the Euro-  other mammals (Meng et al. 1997; Johne et al. 2014; Smith
pean Economic Area (European Centre for Disease Preven- et al. 2014; Pavio et al. 2015). Focusing on domestic pigs,

tion and Control 2017). In Germany, a dramatic increase  the consumption of raw or undercooked pork liver, respec-
from 102 reported clinical cases in 2009 to 3728 in 2019 tively liver products has been recognized as a main route
of zoonotic transmission (Feagins et al. 2007; Colson et al.
2010; Boxman et al. 2019).

In Europe, the HEV seroprevalence in pigs amounts up
to 96% at single animal basis and up to 97% at herd level,
highlighting that HEV circulates in European pig popula-

P4 Janine Dzierzon
janine.dzierzon @fu-berlin.de

! Department of Veterinary Medicine, Institute of Food Safety tions (Wutz et al. 2013; Burri et al. 2014; Caruso et al. 2017,
and Food Hygiene, Working Group Meat Hygiene, Freie Feurer et al. 2018; Dzierzon et al. 2020). HEV infection in
Universitit Berlin, Konigsweg 67, 14163 Berlin, Germany pigs occurs usually without clinical symptoms, so there is

2 Department of Veterinary Medicine, Institute for Veterinary no possibility to detect HEV infected pigs macroscopically
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during routine ante- and post-mortem inspection at the abat-
toir (Meng et al. 1997; van der Poel et al. 2001).

HEV RNA detection in different organs and matrices of
pigs during slaughter as well as in abattoir’s effluents and
on different surfaces along the slaughter line indicates that
HEV circulates in pigs and in the abattoir’s environment
(Fenaux et al. 2018; Feurer et al. 2018; Garcia et al. 2019;
Milojevié et al. 2019; Dzierzon et al. 2020). It is considered
that temperature is the most effective option for inactiva-
tion of HEV in food and in the environment (EFSA 2017).
However, a time—temperature combination for a safe HEV
inactivation could not been determined so far, even though
virus inactivity appears to decrease rapidly with tempera-
tures above 65 °C (Schielke et al. 2011; Johne et al. 2016).

Various foods of animal origin have been identified as a
source for HEV worldwide (Ferri and Vergara 2021). Focus-
ing on pork, the consumption of products made from raw
pork liver is very common in different European countries,
where analyses of raw pork products yielded positive results
for HEV RNA underlining the specific role of raw pork liver
as a vehicle for potential HEV infections in humans (Colson
et al. 2010; Pavio et al. 2014; Kubacki et al. 2017; Giannini
et al. 2018).

The objective of the present study was to investigate HEV
cross-contamination on the surface of porcine liver in a Ger-
man abattoir. Therefore, the surface of porcine liver was
analyzed for HEV RNA after joint storage of livers with
different initial HEV status in Euro meat containers.

Additionally, data from our previous publication (Dzi-
erzon et al. 2020) were used to evaluate whether a higher
concentration of antibodies in meat juice is associated with
the occurrence of HEV RNA in the liver of slaughter pigs.

2 Materials and methods

Liver samples were collected from 250 slaughter pigs at
an abattoir in North-West Germany between August and
December 2018. Pigs originated from 25 German conven-
tional fattening farms, of which ten slaughter pigs were ran-
domly selected at the abattoir. The HEV seroprevalence and
the prevalence of HEV-RNA in the liver of those pigs was
previously determined and published (Dzierzon et al. 2020).
Therefore, the HEV detection rate of 250 livers was avail-
able and considered as the initial HEV status of each liver
for the present study.

2.1 Sample collection and processing
The sampling procedure along the slaughter line has been
described previously (Dzierzon et al. 2020). In addition,

each carcass and liver was numbered before sampling, in
order to assign each sample to the pig of origin. For that,
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Fig. 1 After tagging every slaughter pig individually with a number
(1-10) (1), corresponding livers were labeled using a sterile ear tag
(2) and were stored in Euro meat containers (3)

each carcass was tagged with a consecutive number by using
a meat marking pencil (Faber-Castell, Stein, Germany).
The liver of a numbered pig was collected after the official
meat inspection and labeled with a sterile ear tag carrying
the corresponding number of the pig carcass (Fig. 1). All
250 collected livers were temporarily stored in a total of
50 standard Euro meat containers, according to the abat-
toir’s procedures for storing livers until further processing
or marketing (Fig. 1). In every meat container, ten livers
were put together from the same herd but only the five livers
numbered were finally selected for sampling.

Samples of liver parenchyma had been excised asepti-
cally and contamination-free as described in Dzierzon et al.
(2020). The corresponding superficial layer samples were
collected from the margo acutus hepatis of each liver by
using sterile forceps and Cutfix® single-use scalpels (B.
Braun, Melsungen, Germany).

Each sample was stored separately in a sterile Whirl-Pak®
plastic bag (Nasco Sampling/Whirl-Pak®, Madison, WI,
USA). Afterwards, samples were transported at — 2 °C to
the laboratory and were stored at — 80 °C until laboratory
examination.

Analysis of the superficial layer samples of porcine liv-
ers was focused on the serous membrane and the Glisson’s
capsule in order to investigate HEV cross-contamination.

2.2 Molecular investigation

Superficial layer samples were analyzed at the same time
using the same laboratory methods and real-time RT-PCR
protocol as described previously for the liver parenchyma
samples (Dzierzon et al. 2020), ensuring comparability of
the results. As previously published, the HEV prevalence
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in liver parenchyma has been analyzed by real-time reverse
transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) (Dzier-
zon et al. 2020).

Laboratory methods used for both types of liver samples
are described again in the following.

To prepare both types of liver samples for RNA extrac-
tion, the tissues were thawed before taking 30 mg of each
sample aseptically for disruption and homogenization. Ster-
ile steel beads of 5 mm in diameter (QIAGEN®, Hilden,
Germany) were used for disruption of the tissue, diluted in
600 ul of lysis buffer with beta-mercaptoethanol (3-ME) in
a 2 ml SafeLock tube (QIAGEN®, Hilden, Germany). The
disruption of sample material was performed by the Tissue-
Lyser (QIAGEN®, Hilden, Germany) followed by homog-
enization via centrifugation. Viral RNA was extracted from
600 pl of the supernatant by use of the RNeasy® Mini Kit
(QIAGEN®, Hilden, Germany) on the QIAcube (QIAGEN®,
Hilden, Germany) according to the manufacturer’s instruc-
tions RNeasy Mini, Animal tissues and cells, Large samples
(QIAGEN® 2010). For quality control of the RNA extraction
step, one tube of lysis buffer with p-ME was included in each
cycle as a negative extraction control.

Bacteriophage MS2 (5x 107 PFU/ml) was used as an
internal process control virus monitoring the presence of
possible inhibitory substances causing false negative results
during the RNA extraction and molecular detection step.
With exception to the negative extraction control, bacterio-
phage MS2 was added to each sample after homogenization
and before starting the extraction step.

A one-step real-time RT-PCR assay was per-
formed according to Jothikumar et al. (2006) using the
QuantiTect™Probe RT-PCR Kit (QIAGEN, Hilden, Ger-
many). A tenfold-dilution of porcine HEV RNA, genotype
3, was used as the positive control and RNase free water was
used as the negative control. Both controls were included in
each real-time RT-PCR run. A separate real-time RT-PCR,
as conducted previously by Althof et al. (2019), was per-
formed to detect bacteriophage MS2 RNA by using different
primers and probe according to Dreier et al. (2005).

2.3 Statistical analysis

The obtained data were recorded in Microsoft® Excel® 2016
together with previously acquired ELISA test results and
PCR results for liver parenchyma from the same pigs (Dzi-
erzon et al. 2020). All statistical calculations were performed
using the software IBM® SPSS® Statistics, version 25 (SPSS
Inc., Chicago, IL, USA). Descriptive statistical analysis was
carried out to determine the percentages and associated 95%
confidence intervals (95% CI).

HEV cross-contamination was analyzed by comparing
the initial infectious status of the tested liver parenchyma
(Dzierzon et al. 2020) with the occurrence of HEV RNA on
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the surface of the same liver. After combining PCR results
of liver parenchyma (Dzierzon et al. 2020) and PCR results
of corresponding superficial layer samples in a 2 X2 contin-
gency table, the Cohen’s kappa (k) value was calculated to
assess the reliability.

A mixed effects logistic regression model was used to
investigate the potential of joint storage of livers in Euro
meat containers for HEV cross-contamination. The infec-
tious status of the liver surface was the dependent variable,
the infectious status of the liver parenchyma was the fixed
factor and the Euro meat container was used as the random
factor. Additionally, the odds ratio (OR) and its 95% CI were
estimated with a p-value of < 0.05 considered to be statisti-
cally significant, quantifying the strength of the association
between the occurrence of HEV RNA in porcine liver and
the occurrence of HEV RNA on the corresponding surface.

In addition, the previously determined ELISA and PCR
results (Dzierzon et al. 2020) were included in a binary
logistic regression model to evaluate the association between
ELISA OD (optical density) values and the presence of HEV
RNA in the liver of slaughter pigs. OR and its 95% CI were
calculated with a p-value of < 0.05 considered to be statisti-
cally significant.

3 Results

HEV RNA was detected in 34.0% (85/250; 95% CI
28.1-39.9%) of the 250 examined superficial porcine liver
samples. The distribution of those HEV positive samples
varied regarding the serological status and the presence of
HEV RNA in the corresponding liver parenchyma sample
(Table 1). Out of the HEV positive superficial liver samples,
57.6% (49/85; 95% CI 47.1-68.1%) originating from livers

Table 1 Distribution of HEV ELISA® and real-time RT-PCR results

No. of pigs (%) HEV ELISA® HEV RT-PCR®

Meat juice® - -
Liver Superficial layer
parenchyma®
86 (34.4%) - - -
72 (28.8%) + - -
36 (14.4%) + + +
40 (16.0%) + - +
9 (3.6%) - - +
7 (2.8%) + + -
Total no. of 155 (62.0%)* 43 (17.2%)* 85 (34.0%)
positive sam-
ples
#Dzierzon et al. (2020)
"Detection of HEV antibodies
“Detection of HEV RNA
@ Springer
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initially evaluated as HEV negative, of which 18.4% (9/49;
95% C17.5-29.2%) originated from HEV seronegative pigs.

As previously described, 43 of 250 porcine livers were
identified as HEV positive, resulting in a prevalence of
17.2% (95% CI 12.5-21.9%) (Dzierzon et al. 2020). The
present study shows the molecular analysis of HEV RNA in
the corresponding superficial layer samples in 83.7% (36/43;
95% CI 72.7-94.8%). With a k-value of 0.43 (p <0.05), the
results reveal a moderate concordance for HEV positive por-
cine liver combined with HEV positive liver surface.

The detection rate of HEV RNA on the surface of initially
HEV negative porcine livers was 23.8% (49/207; 95% CI
17.9-29.5%). Initially, HEV negative livers derived from
each of the 25 pig herds tested. In eleven herds, none of

Table 2 Distribution of porcine livers among Euro meat containers
related to HEV status

Euro meat contain- HEYV status of livers (n=5) in Euro meat

ers (n=50) containers
No. (%) -
No. of initially HEV No. of HEV RNA
RNA positive livers positive liver
surfaces
19 (38.0) 0
17 (34.0) >1 >2
9 (18.0) 0 >1
4 (8.0) 1? 1?
1(2.0) 1 0
“Identical liver
40 !
38.8% |
35 !
& :
2 %0 i
i :
- 25 |
n I
2 |
a2 I 168%
° |
g 15 ;
[} |
£ :
¢ 10 1‘
(3] I
1™ |
g s |
|
0 |
1-31 i 32-100
| seropositive

the involved slaughter pigs had detectable HEV RNA in
the liver, representing a prevalence of 0.0% (0/10, 95% CI
0.0-3.8%) (Dzierzon et al. 2020). In 45.5% (5/11; 95% CI
16.0-74.9%) of those HEV negative herds, HEV RNA was
detected on the surface of at least one liver. Related to Euro
meat containers, 18.0% (9/50; 95% CI 7.4-28.7%) included
five initially HEV negative livers but with at least one HEV
positive liver surface (Table 2).

Altogether, 79.6% (39/49; 95% CI 68.3-90.9%) of ini-
tially HEV negative livers with detectable HEV RNA on the
surface originated from ten HEV positive pig herds (40.0%;
10/25; 95% CI 20.8-59.2%) with a HEV prevalence in the
livers ranging from 10.0% (1/10, 95% CI 0.0-28.6%) to
70.0% (7/10, 95% CI 41.6-98.4%). All livers had been stored
until sampling in 17 Euro meat containers in total (34.0%;
17/50; 95% CI120.9-47.1%) containing at least one initially
HEV positive liver (Table 2).

Mixed logistic regression analysis showed a large asso-
ciation between the occurrence of HEV RNA on liver sur-
faces and in the liver parenchyma (OR of 11.269; 95% CI
4.024-31.562; p <0.001). Additionally, 64% of the variance
was due to variance between the Euro meat containers. In
addition, Fig. 2 shows the distribution of HEV negative and
positive porcine livers and the corresponding OD values of
HEYV ELISA of the sampled pigs (Dzierzon et al. 2020).

The percentage of HEV positive livers was higher with
high ELISA OD values. The estimated OR of 1.016 (95% CI
1.011-1.021) demonstrated that the probability of detecting
HEV RNA in porcine liver increased significantly with an
increasing OD value by just one unit (p <0.001).

m HEV RNA positive liver

HEV RNA negative liver

15.0%

12.4%

101-150

8.8%

201-250

151-200

OD value (%)

Fig. 2 Distribution of HEV RNA negative and positive porcine livers and the corresponding OD values, measured by HEV ELISA, of the sam-

pled pigs
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4 Discussion

To our knowledge, this is the first study analyzing the
possible occurrence of HEV cross-contamination at the
surface of porcine liver in a German abattoir. Remarkably,
this study shows that storing several porcine livers in one
Euro meat container at the abattoir can result in a HEV
positive liver surface, even when the endogenous HEV
status of the liver is negative.

The fact that an initially HEV negative liver had detect-
able HEV RNA on the surface at the time after storing in
a Euro meat container implies that HEV had been trans-
ferred to the liver surface during the slaughter and joint
storing process. In this context, it must be considered that
the entire sampling was performed on days of slaughter
with up to 5500 slaughtered pigs per day, when HEV nega-
tive and HEV positive herds were slaughtered.

Moreover, 79.6% of initially HEV negative livers with
detectable HEV RNA on the surface originated from HEV
positive pig herds with a prevalence ranging from 10 to
70%. All livers had been stored until sampling in Euro
meat containers with at least one initially HEV positive
liver. Mixed logistic regression analysis revealed that
the percentage of positive liver surfaces differed largely
between the containers, even when the HEV status of
liver parenchyma was taken into account. This supports
our assumption of cross-contamination during joint stor-
age of HEV positive and negative porcine livers in Euro
meat containers.

Bouwknegt et al. (2009) suggested blood of viraemic pigs
to be the most likely source of HEV cross-contamination.
In our opinion, porcine blood (Boxman et al. 2017), respec-
tively porcine livers comprising blood may possibly contrib-
ute to the dissemination of HEV in the food chain.

In this study, the detection of HEV RNA on the surface of
initially HEV positive porcine livers (42.4%) and the strong
association between HEV positive livers and the occurrence
of HEV RNA on liver surface is not surprising, if one con-
siders blood of porcine livers as a source of HEV cross-
contamination. Therefore, HEV infected slaughter pigs,
harboring HEV RNA in the liver, seem to have a major role
in the transmission and cross-contamination of HEV in the
abattoir and finally to pig carcasses and organs.

Conversely, seronegative pigs could be a neglected risk
regarding foodborne infections in humans (Dzierzon et al.
2020) and cross-contamination in the pork production chain.
Therefore, in order to reduce HEV cross-contamination dur-
ing slaughter and consequently human cases, we recommend
logistic slaughter as an intervention measure at slaughter
level with an early and separate slaughter of serologically
HEV negative herds.
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As proven in our previous study (Dzierzon et al. 2020),
serological tests for the detection of HEV antibodies in pigs
shortly before slaughter have a reliable predictive power on
the occurrence of HEV RNA in pork liver, and therefore can
be used to create herd profiles regarding HEV risk assess-
ment. Through statistical analysis, the present study dem-
onstrates that an increasing ELISA OD value significantly
leads to an increased risk of detecting HEV RNA in the
corresponding porcine liver and hence to an increased risk
of transferring HEV to humans.

The infectivity of HEV could not be evaluated in the pre-
sent as well as in other studies due to the fact that simple
laboratory methods are lacking and that infection trials with
cell cultures are highly sophisticated methods (Cook et al.
2017). Therefore, the survival period of HEV in the slaugh-
ter environment, in porcine blood as well as in porcine liver
tissue, post-evisceration, is currently unknown. A few stud-
ies indicate that HEV shows a high stability to environmen-
tal conditions and room temperatures (Schielke et al. 2011;
Johne et al. 2016; Baez et al. 2017).

The major potential limitation of this study is the exami-
nation of HEV cross-contamination on the liver surface
by using superficial layer samples. The reason for choos-
ing surface tissue instead of surface swabs was the goal to
achieve optimal comparability of the results with the liver
parenchyma (Dzierzon et al. 2020), by using comparable
samples and laboratory methods. However, the question
arises whether material from the liver parenchyma was
accidentally included in the examination of the correspond-
ing surface, thus falsifying the results. However, an initially
HEV negative liver with detectable HEV RNA on the sur-
face indicates a HEV cross-contamination. Furthermore,
porcine livers, initially evaluated as HEV RNA positive but
with no detectable HEV RNA on the corresponding surface
(16.3%) also reinforce the method of sample collection and
the quality of the present data.

The detected HEV isolates have not been further charac-
terized, as they are intended to provide a scientific basis to
further investigations of the potential HEV cross-contamina-
tion. Further studies are urgently needed to develop and ana-
lyze intervention measures in the field of slaughter hygiene
to protect e.g. professional groups such as veterinarians and
abattoir employees who are exposed to an increased risk of
HEV infection (Hoan et al. 2019; Huang et al. 2019). Addi-
tionally, consumer education regarding food safety and good
kitchen hygiene practices needs to be pursued and highly
prioritized. If HEV RNA is present on the liver surface due
to (cross-) contamination, HEV can be transferred to raw
edible food during preparation.

@ Springer
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5 Conclusion

The present study demonstrates that HEV cross-contami-
nation in an industrial German abattoir can be associated
with joint storage of porcine livers in one Euro meat con-
tainer. This storing practice is common in German abattoirs
until further processing or marketing of livers. Therefore,
both workers in the food production industry and consumers
should be aware of the potential hazard of an HEV infec-
tion by HEV positive livers as well as by HEV negative
livers superficially contaminated with HEV. More interven-
tion programs and food safety education focused on the risk
of HEV cross-contamination in abattoirs, processing plants
and consumers” kitchens are needed to prevent HEV infec-
tions in humans. In addition, logistic slaughter as well as
raw product steering based on serological HEV herd profiles
could represent essential intervention measures to reduce the
food-borne infection caused by HEV.
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5. UBERGREIFENDE DISKUSSION

Neben bakteriellen Erregern kénnen auch Viren die Ursache lebensmittelbedingter
Erkrankungen, im Englischen foodborne diseases, beim Menschen darstellen (WHO
2015b). In diesem Zusammenhang konnten Lebensmittel tierischen Ursprungs in
Verbindung mit sporadischen und chronischen Erkrankungen (Heredia und Garcia 2018)
sowie mit zahlreichen lebensmittelbedingten Ausbriichen gebracht werden (EFSA und
ECDC 2016).

Fir HEV qilt insbesondere der Verzehr von roher oder unzureichend gegarter
Schweineleber (Pallerla et al. 2020; Boxman et al. 2019; Feagins et al. 2007)
beziehungsweise Produkten daraus (Boxman et al. 2019; Colson et al. 2010) als Quelle
einer lebensmittelbedingten Hepatitis E beim Menschen. Das RKI dokumentierte Gber die
letzten zehn Jahre einen Anstieg der nach §7 des Infektionsschutzgesetztes (§ 7 IfSG) in
Deutschland gemeldeten Hepatitis-E-Falle beim Menschen von 221 auf 3.246 Falle (RKI
2021, 2011).

Die aufgefiihrten Hintergriinde waren Anlass im Rahmen dieser Promotion das Vorkommen
von HEV in Mastschweinen zum Zeitpunkt der Schlachtung direkt und indirekt zu
untersuchen sowie erste Erkenntnisse Uber eine potenzielle HEV-Kreuzkontamination
ausgehend von Schweinelebern im Schlachthof zu gewinnen. Die gewonnenen Daten sollen
als wissenschaftliche Basis fur die Entwicklung von Praventions- und
Interventionskonzepten sowohl auf Bestandsebene als auch im Bereich der

Schlachthygiene dienen.

5.1. Diskussion des Studiendesigns

Fur die vorliegende Arbeit wurden erstmalig in Deutschland insgesamt vier Probenmatrizes
zur Untersuchung auf HEV von ein und demselben Mastschwein zum Zeitpunkt der
Schlachtung  entnommen. Das Probenmaterial umfasste  Zwerchfellpfeiler,
Schinkenmuskulatur, Leberparenchym sowie Gewebe der Leberoberflache.

Im europaweiten Vergleich existiert in der Literatur bis dato eine weitere Studie aus
Frankreich (Feurer et al. 2018), die fir die Untersuchung von HEV beim Schwein am
Schlachthof ebenfalls ein Probentriplet vom identischen Tier herangezogen hat, wobei es

sich um Serum, Leber und Muskulatur handelte.
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Die in der vorliegenden Studie involvierten Mastschweine wurden vor der Eviszeration von
einem Schlachthofmitarbeiter zufallig aus insgesamt 25 Herden selektiert, wobei jeweils
zehn Schweine aus einer Herde fur die Beprobung ausgewahlt wurden. Die fortlaufende
Nummerierung der Schweinekarkassen unter Verwendung eines Fleischzeichenstifts
(Faber-Castell, Stein, Deutschland) vor der Eviszeration mit Ziffern von eins bis zehn
ermdglichte die exakte Identifizierung der zu beprobenden Schweine je Herde im Zuge der
amtlichen Fleischuntersuchung. Mittels dieser Technik gelang es, die jeweils am
Veterinarpodest entnommene Leber mithilfe einer entsprechend nummerierten sterilen
Ohrmarke dem jeweiligen Schwein zugehorig zu markieren. Ebenso konnten auch die
Zugehorigkeiten der entnommenen Zwerchfellpfeiler- und der Muskelproben sichergestellt
werden.

Bei einer Tagesschlachtzahl von bis zu 5.500 Schweinen und einer dementsprechend
hohen Bandgeschwindigkeit war jedoch der Arbeitsaufwand wahrend der funf
Probenahmetage im Schlachthof nicht unerheblich.

Fir die Beprobung der Mastschweine wurde ein Schlachthof in der Region
Nordwestdeutschland gewahlt, die durch eine im deutschlandweiten Vergleich insgesamt
hohe Dichte an Schweinen und einer intensiven Schweineproduktion gepragt ist (Merle et
al. 2012).

Neben Schweineleber wurde im Rahmen dieser Studie Schinkenmuskulatur zur
Untersuchung auf HEV-RNA gewahlt. Schweineschinken wird europaweit unter anderem
als Rohprodukt vermarktet und konsumiert (Deutscher Fleischer-Verband 2021; Bundesamt
fur Statistik (Schweiz) 2020) und erschien somit zur Einschatzung des Risikos flur eine
lebensmittelbedingte HEV-Infektion beim Menschen geeigneter als die in anderen Studien
untersuchte Lingual- (Di Bartolo et al. 2012) beziehungsweise Abdominalmuskulatur (Berto
et al. 2012) vom Schwein.

DarlUber hinaus wurde in der vorliegenden Arbeit Fleischsaft vom Schwein zur Detektion
von HEV-Antikorpern genutzt, da dieser Vergleichsstudien entsprechend als Alternative zu
Blutserum in der HEV-ELISA-Technologie Verwendung finden kann (Wacheck et al. 2012;
Casas et al. 2011b). Ferner wird auf nationaler Ebene beim Schwein zur Gewinnung von
Fleischsaft bereits standardmalfig im Zuge der Schlachtung die Entnahme einer Probe der
Zwerchfellpfeilermuskulatur ~ durchgefuhrt, um die Vorschriften hinsichtlich des
Salmonellenmonitorings der Firma QS Qualitat und Sicherheit GmbH (QS) zu erfillen (QS
2021). Aus diesem Grund wirde eine Untersuchung auf HEV-Antikorper, prospektiv
betrachtet, keinen zusatzlichen Arbeitsaufwand im Schlachthof bedeuten. Im Gegensatz zur
Blutprobe, die haufig vom Stichblut im Anschluss an das Entbluten vom nicht gebrihten und

nur mit oft schlecht lesbarem Tattoo gekennzeichneten Schlachttier entnommen wird, ist die
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Zuordnung einer Probe zum Herkunftsbetrieb zum Zeitpunkt der Zwerchfellpfeilerenthahme
durch die fortlaufende Tagesschlachtnummer am gebrihten Tierkdrper besser moglich
(Meemken et al. 2014).

5.2. Diskussion der Ergebnisse

5.2.1. HEV-Pravalenzen

Bei der Untersuchung von Fleischsaft auf HEV-Antikorper von 250 Mastschweinen in der
vorliegenden Studie konnte eine HEV-Seropravalenz von 62 % (155/250) auf
Einzeltierebene bestimmt werden. Vergleichbare HEV-Seropravalenzen existieren bei
Mastschweinen zum Zeitpunkt der Schlachtung auf Europaebene in Frankreich (Feurer et
al. 2018), in Schottland (Crossan et al. 2015) und in der Schweiz (Burri et al. 2014), wobei
in diesen Studien Blutserum als Probenmatrix verwendet wurde.

Auf Herdenebene wurde in der vorliegenden Arbeit eine HEV-Seropravalenz von 72 %
(18/25) ermittelt, wobei eine Herde als HEV-positiv eingestuft wurde, sofern bei mindestens
einem von zehn Schweinen in einer Herde der Nachweis von HEV-Antikorpern moglich war.
Dabei waren in 88 % (12/18) der HEV-seropositiven Herden alle zehn untersuchten
Schweine der Herde seropositiv. Eine mogliche Erklarung dafur findet sich in der Studie von
Bouwknegt et al. (2008), wonach HEV eine scheinbar hohe Infektiositat innerhalb einer
Herde besitzt, da ein HEV-positives Schwein durchschnittlich neun weitere Schweine im

selben Stall mit HEV infizieren kann.

Bei der molekularbiologischen Analyse der Schinkenmuskulatur der 250 involvierten
Schweine konnten in keiner Probe spezifische Genomfragmente von HEV nachgewiesen
werden (0 %). Aquivalente Ergebnisse konnten von Feurer et al. (2018) in Frankreich erzielt
werden, die ebenfalls Schinkenmuskulatur von Mastschweinen ohne Nachweis von HEV-
RNA untersuchten. In einer weiteren ebenfalls in Frankreich durchgeflihrten Studie waren
hingegen 60 % (12/20) der untersuchten Proben Schinkenmuskulatur HEV-positiv (Salines
et al. 2019). Allerdings waren die Schweine in der genannten Studie von Salines et al. (2019)
unter experimentellen Bedingungen mit HEV und gleichzeitig mit dem Porzinen
Reproduktiven und Respiratorischen Syndrom Virus (PRRSV) infiziert worden, was die
Autoren als mdgliche Erklarung fur das frequente Vorkommen von HEV-RNA in der
Muskulatur auffuhren.

Insgesamt sind Studien zum Vorkommen von HEV insbesondere in der Schinkenmuskulatur

beim Schwein zum Zeitpunkt der Schlachtung selten. Die Wissenschaftler Berto et al. (2012)
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untersuchten Abdominalmuskulatur (0 % HEV-RNA-Nachweis) und Di Bartolo et al. (2012)
Lingualmuskulatur (6 % HEV-RNA-Nachweis) mittels PCR, wobei fur den HEV-Nachweis in
der Lingualmuskulatur von den Autoren eine HEV-Kreuzkontamination als Ursache
vermutet wurde.

Auf Einzelhandelsebene in Europa gelang in Rohwurstwaren vom Schwein ohne Leberanteil
bisher kein Nachweis von HEV-RNA (Pallerla et al. 2020; Montone et al. 2019; Giannini et
al. 2018; Moor et al. 2018).

Far die Untersuchung der Lebern auf HEV-RNA wurde fur die erste Teilstudie (Dzierzon et
al. 2020) bei jedem Schwein eine Probe aus der Tiefe des Leberparenchyms entnommen,
um ein reprasentatives Ergebnis fur den initialen HEV-Status der Leber und somit fir den
HEV-Infektionsstatus des einzelnen Tieres zu erhalten.

Die PCR-Analyse ergab eine hohere Pravalenz (17 %; 43/250) verglichen mit Pravalenzen
in Schlachtschweinen aus Frankreich (3 %) (Feurer et al. 2018), aus Italien (0 %) (Mughini-
Gras et al. 2017) und aus Spanien (6 %) (Casas et al. 2011a).

Die Ursache, fur die in der vorliegenden Studie hoheren Pravalenz, konnte zum einen in der
Nutzung unterschiedlicher PCR-Protokolle zwischen dieser und anderer Studien, wie der
von Casas et al. (2011a), liegen, in der eine semi-nested RT-PCR Anwendung fand. Ferner
kann in falsch-negativen Ergebnissen die Ursache fur eine niedrigere Pravalenz liegen, was
jedoch nach Rutjes et al. (2007) durch die Einbindung eines internen Kontrollvirus in die
HEV-PCR reduziert werden kann. Demnach wurde in der vorliegenden Arbeit zur
Uberwachung einer méglichen RNA-Inhibition, wie zuvor von Althof et al. (2019)
beschrieben, der Bakteriophage MS2 in den Schritt der RNA-Extraktion integriert.

Zuletzt kann die in dieser Studie vergleichsweise héhere Pravalenz auch damit erklart
werden, dass verglichen mit festgestellten HEV-Pravalenzen in der Leber von Schweinen
aus anderen Regionen beziehungsweise Landern eine tatsachlich hdhere Pravalenz in der
Leber von Mastschweinen aus Nordwestdeutschland vorhanden ist.

Eine mogliche HEV-Kreuzkontamination im Rahmen der Probenahme flr diese Promotion
von der Oberflache in die Tiefe des Organs und damit folglich zu einer hoheren Pravalenz
ist aufgrund der Durchfiihrung der Probenahme ausgeschlossen beziehungsweise als sehr
gering einzuschatzen: Zur Entnahme des Leberparenchyms wurde jeweils auf den
Einschnitt von der Oberflache in die Tiefe der Leber mittels Skalpell verzichtet, welcher eine
Verschleppung von potenziell auf der Oberflache befindlichen Viren in die Tiefe des
Parenchyms zur Folge hatte haben kdnnen. Stattdessen erfolgte eine Ruptur der Leber
zwischen dem lateralen und dem medialen linken beziehungsweise rechten Leberlappen.

Dies ermoglichte einen kontaminationsfreien Zugang zum Parenchym und somit eine
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kontaminationsfreie Probenentnahme. Zudem war jeder einzelnen Probenentnahme der

Wechsel von sterilen Entnahmematerialien wie Skalpellen und Pinzetten vorgeschaltet.

Der Nachweis von HEV-RNA in der Leber von Schweinen, im in Deutschland Ublichen
Schlachtalter von sieben Monaten, kann auf eine Virusreplikation in der akuten Phase einer
HEV-Infektion hindeuten (Bouwknegt et al. 2007). Damit einhergeht, wie bereits von Feurer
et al. (2018) und Jori et al. (2016) geschlussfolgert, das mdgliche Risiko einer
lebensmittelbedingten HEV-Infektion fur den Menschen, ausgehend von der Leber solcher
akut infizierten Tiere. Das Risiko besteht insbesondere, sofern die Leber nicht ausreichend
gegart verzehrt wird beziehungsweise Regeln zur allgemeinen Kuchenhygiene nicht
eingehalten werden (BZGA 2020).

Es sei an dieser Stelle darauf hingewiesen, dass in der vorliegenden Studie keine Aussage
zur HEV-Infektiositat getroffen werden konnte, da generell mithilfe der real-time RT-PCR
eine Aussage hinsichtlich der Virusinfektiositat nicht moglich ist. Fur diese Bestimmung ist
ein stabiles und funktionierendes Zellkultursystem notwendig, welches bislang fur HEV nicht
existiert (Fu et al. 2019; Cook et al. 2017).

Alle in der vorliegenden Arbeit HEV-positiven Lebern stammten von HEV-seropositiven
Schweinen, wohingegen HEV-RNA in der Leber von HEV-seronegativen Schweinen nicht
nachgewiesen werden konnte. Unter Berucksichtigung, dass Schweine zum Zeitpunkt einer
HEV-Infektion maximal zwei bis drei Monate alt sind (Krog et al. 2019; Casas et al. 2011a;
Meng et al. 1997), scheinen zum Zeitpunkt der Schlachtung HEV-seronegative Schweine
bislang keine HEV-Infektion durchlaufen zu haben. Spatestens 13 Wochen post infectionem
(Krog et al. 2019; Casas et al. 2011a) hatte vermutlich eine Serokonversion stattfinden
mussen, welche wiederum zu einem seropositiven Ergebnis am Schlachthof gefuhrt hatte.
Diese Annahme lasst auf ein geringeres Risiko ausgehend von HEV-seronegativen
Schweinen am Schlachthof und insbesondere auch von fur den Konsum bestimmter roh
verzehrbarer Produkte solcher Schweine schliel3en.

Hingegen legen die Ergebnisse dieser Arbeit ebenso nahe, dass HEV-seropositive
Schweine beziehungsweise die Leber von diesen Tieren, in Abhangigkeit von der
Infektiositat des Virus, ein Risiko fUr eine lebensmittelbedingte HEV-Infektion des Menschen
bergen.

Als eine Limitation dieser Studie ergibt sich in diesem Zusammenhang, dass keine
Sequenzierung der detektierten porcinen HEV-Isolate stattgefunden hat und somit kein

Vergleich mit HEV-Stammen aus klinischen Humanfallen erfolgen konnte.
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Von der Schinkenmuskulatur der in dieser Arbeit eingeschlossenen Schweinen scheint,
unabhangig vom serologischen Status der Schweine, primar kein erhéhtes Risiko fir den
Verbraucher auszugehen, unter der Voraussetzung, dass Hygiene- und Prozesskriterien

eingehalten werden.

5.2.2. HEV-Serologie als diagnostisches Instrument

Die Fleischsaftserologie auf Schlachthofebene konnte bereits als ein nutzliches
diagnostisches Mittel fur Mallnahmen zur Bekdmpfung verschiedener zoonotischer
Krankheisterreger beim Schwein wie Salmonella spp., Yersinia enterocolitica, T. gondii und
Trichinella spp. evaluiert werden (Loreck et al. 2020; Felin et al. 2015; Meemken et al. 2014).
Erstmalig wurde in der ersten Veroffentlichung im Rahmen dieser Promotion (Dzierzon et
al. 2020) fiir eine positive HEV-Fleischsaftserologie eine signifikante Korrelation (x?= 31,83;
p < 0,001) mit dem Vorkommen von HEV-RNA in der Leber von Mastschweinen
nachgewiesen. Dies konnte in der zweiten Veroffentlichung (Dzierzon et al. 2021) mit dem
Ergebnis erganzt werden, dass mit einem steigenden prozentualen Wert der im ELISA
gemessenen optischen Dichte (OD%) eine signifikant héhere Wahrscheinlichkeit des
Vorkommens von HEV in der Leber von Mastschweinen einhergeht (OR = 1,016; p <0,001).
Far Schweine, bei denen der Nachweis von HEV-Antikorpern, jedoch kein Nachweis von
HEV-RNA in der Leber moglich ist, besteht die Annahme, dass die akute Phase der HEV-
Infektion durchlebt ist, sofern der Zeitpunkt der Infektion bei maximal zwei bis drei
Lebensmonaten (Krog et al. 2019; Casas et al. 2011a; Meng et al. 1997) und nicht im
Schlachtalter liegt. In dieser Studie war die Kombination aus positivem HEV-
Antikdrpernachweis mit negativem HEV-RNA-Nachweis in der Leber bei 45 % (112/250) der

untersuchten Schweine feststellbar.

Die hier vorliegenden Ergebnisse demonstrieren die signifikante Vorhersagekraft einer
HEV-positiven Fleischsaftserologie auf das Vorkommen von HEV-RNA in der Leber des
identischen Tieres. Ferner zeigt die Studie auf, dass die HEV-Serologie beim Mastschwein
zum Zeitpunkt der Schlachtung sinnvoll ist, um einerseits mittels einer gezielten
Ruckmeldung Interventionen auf Bestandsebene auszuldésen und andererseits um mittels
einer Produktlenkung gezielt Produkte von seronegativen Herden fur roh verzehrsfahige

Lebensmittel vom Schwein einzusetzen.
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5.2.3. HEV-Kreuzkontamination

Fir die Untersuchung einer moglichen Kreuzkontamination ausgehend von HEV-positiven
Lebern im Schlachthof wurde in der zweiten Teilstudie (Dzierzon et al. 2021) die HEV-
Pravalenz im Leberparenchym aus der ersten Teilstudie (Dzierzon et al. 2020) mit dem
Vorkommen von HEV in den Oberflachenproben der identischen Lebern verglichen. Da
bislang keine standardisierte Methode zum Nachweis von HEV existiert (EFSA 2017),
wurden fur einen optimalen Vergleich bei den Oberflachenproben sowohl die Probenahme
als auch die Labormethoden identisch zu den Leberparenchymproben gewahlt. Dabei
umfasste die Entnahme des Probenmaterials lediglich die oberflachliche Schicht der Leber,
scil. die serdse Membran sowie die Glisson-Kapsel.

Bis zur Entnahme der Proben wurden die in diese Studie integrierten Schweinelebern nach
der amtlichen Fleischuntersuchung in so genannten Eurofleischkisten mit einem Volumen
von 35 Litern (600 mm x 400 mm x 200 mm) gelagert. Dabei lagerten in je einer Kiste
insgesamt zehn Lebern aus einer Herde, von denen lediglich finf fir die Beprobung
vorgesehen und mit einer sterilen Ohrmarke, wie oben beschrieben, entsprechend markiert
waren. Die Lagerung der Lebern in Eurofleischkisten entspricht dem gangigen Umgang mit
den Schlachtorganen im Schlachthof bis zur weiteren Verarbeitung beziehungsweise
Vermarktung und musste daher fur die Probenahme nicht angepasst werden (Schlachthof
in Nordwestdeutschland, Personliche Kommunikation 28. Mai 2018).

In der molekularbiologischen Analyse war in insgesamt 34 % (85/250) aller untersuchten
Oberflachenproben der Leber HEV-RNA nachweisbar.

Bisher lassen sich in der Literatur keine Daten zur Untersuchung der HEV-Kontamination
im Zusammenhang mit der Lagerung von Schweinelebern im Schlachthof finden.

In der Schlachthofumgebung scheint HEV jedoch nach den Studien von Fenaux et al. (2018)
und Berto et al. (2012) zu zirkulieren. In einer jungeren Studie konnten Milojevi¢ et al. (2019)
HEV an Geratschaften mit direktem Kontakt zur Karkasse und Organen wahrend des

Schlachtprozesses detektieren.

Im Hinblick auf den initialen HEV-Status der Lebern zeigte sich in 83,7 % (36/43) der
ursprunglich HEV-positiven Lebern HEV-RNA auch auf der Oberflache. Hingegen war
hinsichtlich des Aspekts der Kreuzkontamination bei 23,8 % (49/207) der initial HEV-
negativen Lebern der Nachweis von HEV-RNA auf der zugehdrigen Oberflache maoglich.
Die Kombination zuletzt beschriebener Leberbefunde konnte Schweinen aus 15 der 25
untersuchten Herden zugeordnet werden, wobei in funf dieser Herden keines der zehn

untersuchten Tiere HEV-Antikérper und dementsprechend keine HEV-RNA initial in der
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Leber aufwies. In dem Zusammenhang sei an dieser Stelle angemerkt, dass die
Probenahmen an Schlachttagen vorgenommen wurden, an denen sowohl HEV-
seronegative als auch HEV-seropositive Herden geschlachtet wurden. Dementsprechend
war eine gemeinsame Lagerung in Kisten von Lebern mit unterschiedlichem HEV-Status
potenziell moglich. In insgesamt 18 % (9/50) der verwendeten Eurofleischkisten lagerten,
neben nicht in diese Untersuchung einbezogene Lebern, jeweils nur initial HEV-negative
Lebern, von denen aber mindestens bei einer Leber HEV-RNA auf der Oberflache detektiert
werden konnte. Daruber hinaus gab es in 34 % (17/50) der Kisten mindestens eine Leber
mit HEV-positiven Status, wobei in diesen Kisten bei mindestens zwei untersuchten Lebern
HEV-RNA auf der Oberflache festgestellt wurde. In dem Zusammenhang ergab die
Regressionsanalyse, dass es trotz Berlcksichtigung des initialen HEV-Status der Lebern
grofl’e Unterschiede beim Auftreten von HEV-RNA auf der Oberflache der Lebern zwischen
den Eurofleischkisten gab. Daruber hinaus zeigte sich ein signifikanter Einfluss der
Eurofleischkisten auf das Vorkommen von HEV-RNA auf der Oberflache von Lebern
wahrend der gemeinsamen Lagerung (OR = 11,269; p < 0,001). Dieses Ergebnis stutzt die
Annahme einer Kreuzkontamination bei der Ublichen gemeinsamen Lagerung von Lebern
im Schlachthof.

Dabei lasst sich unter anderem auf den Austritt von Blut aus HEV-positiven Lebern wahrend
der Lagerung als Ursache fir das Vorkommen von HEV-RNA auf der Oberflache initial HEV-
negativer Lebern schlielen. Diese Vermutung bestarken Bouwknegt et al. (2009), die Blut
von Schweinen in der Virdamiephase als Quelle fur eine Kreuzkontamination als sehr
wahrscheinlich bezeichnen.

Somit ist davon auszugehen, dass HEV-positive Schweinelebern beziehungsweise
Schweineblut (Bouwknegt et al. 2009) zur Verbreitung von HEV in der Lebensmittelkette
beitragen. Ferner zeigen die Ergebnisse auf, dass zum Zeitpunkt der Schlachtung HEV-
infizierte Schweine mit einem positiven HEV-Status der Leber eine sehr wichtige Rolle fur
die Ubertragung sowie fiir die Kreuzkontamination von HEV im Schlachthof darstellen.
Neben der Gefahr fur das Lebensmittel Schwein besteht aufgrund erhdhter Exposition zu
Blut und Schlachtorganen ein erhohtes Infektionsrisiko fur Schlachthofmitarbeiter, was
héhere HEV-Seropravalenzen im Vergleich zu Menschen ohne direkten Schweinekontakt
belegen (Hoan et al. 2019; Huang et al. 2019; Teixeira et al. 2017; Krumbholz et al. 2012).
Daher ist das Achten von entsprechenden Hygienemalinahmen (Pavio et al. 2010) sowie
das Tragen von Handschuhen (Taus et al. 2019; Schielke et al. 2015) bei Kontakt zu Blut
oder Organen potenziell HEV-infizierter Tiere zu empfehlen, was zur Senkung des

Infektionsrisikos beitragen kann.
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Da bislang, wie zuvor bereits erlautert, effiziente Methoden zur Bestimmung der HEV-
Infektiositat fehlen (Fu et al. 2019; Cook et al. 2017), bleibt auch die Frage zur
Uberlebensdauer von HEV in der Schlachtumgebung, im Blut sowie im Lebergewebe von
Schweinen nach der Eviszeration derzeit unbeantwortet. Zur Beurteilung, inwieweit
Interventionskonzepte in Form von Hygienemaflnahmen eine Reduktion beziehungsweise
Inaktivierung von HEV entlang der Lebensmittelkette bewirken kdnnen, sind weitere Studien
zur HEV-Uberlebensfahigkeit im Lebensmittel und in der Umwelt erforderlich (Cook und van
der Poel 2015).

Dies ist mit dem Stand heute die erste Studie in Deutschland, in der eine mogliche HEV-
Kreuzkontamination ausgehend von HEV-positiven Lebern im Schlachthof analysiert wurde.
In diesem Zusammenhang bedeutend ist, dass die Lagerung von Schweinelebern in
Eurofleischkisten im Schlachthof zu einer HEV-positiven Leberoberflache fiihren kann,

selbst wenn der initiale HEV-Status der Leber negativ ist.

Als eine Limitation in der Planung dieser zweiten Teilstudie stellte sich jedoch heraus, dass
die Analyse der HEV-Kreuzkontamination auf der Untersuchung von Lebergewebe der
oberflachlichen Schicht beruhte. Der Grund fur die Auswahl von Oberflichengewebe
anstelle von Oberflachentupfern fiir die Untersuchung auf HEV lag in dem Bestreben, eine
optimale Vergleichbarkeit der Ergebnisse mit denen des Leberparenchyms zu erreichen.
Dies sollte durch die Umsetzung einer vergleichbaren Probenahme sowie identischer
Labormethoden sowohl fir die Proben des Leberparenchyms als auch fir solche der
Leberoberflache realisiert werden. In diesem Zusammenhang stellt sich jedoch die Frage,
ob in die Untersuchung der Leberoberflache auf HEV Material aus dem Leberparenchym
einbezogen wurde, was eine Verfalschung der Ergebnisse zur Folge gehabt hatte.

In dieser Studie zeigt jedoch das Vorhandensein von urspringlich HEV-negativen
Schweinelebern mit nachweisbarer HEV-RNA auf der Oberflache (23,8 %; 49/207) eine
HEV-Kreuzkontamination auf. Darlber hinaus stitzt das Ergebnis von identifizierten
Schweinelebern mit einem initial positiven HEV-Status, aber ohne nachweisbare HEV-RNA
auf der entsprechenden Oberflache (16,3 %; 7/43), sowohl die Methode der Probenahme

als auch die Qualitat der vorliegenden Daten.

Eine weitere Einschrankung im Studiendesign lag darin, dass weder Oberflachenproben der
Eurofleischkisten noch der unmittelbaren Schlachthofumgebung fur die Untersuchung auf
HEV-RNA berucksichtigt wurden. Das Einbeziehen solcher Daten hatte die Aussagekraft

der Ergebnisse zur HEV-Kreuzkontamination in dieser Arbeit starken konnen. Daruber
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hinaus ware durch eine Sequenzanalyse der isolierten HEV-RNA aus solchen
Umgebungsproben  sowie aus den untersuchten  Leberoberflachen-  und
Leberparenchymproben eine Subtyp-Bestimmung und damit eine Aussage hinsichtlich des

Ursprungs, insbesondere der oberflachlich detektierten HEV-Isolate, moglich gewesen.

5.3. Schlussfolgerungen und Ausblick

Im Rahmen dieser Promotionsarbeit konnte aufgezeigt werden, dass HEV in
Mastschweinen in Nordwestdeutschland weit verbreitet ist und dass ausgehend von
Schweinelebern ein mégliches Risiko fir eine HEV-Ubertragung auf den Menschen besteht.
In dem Zusammenhang verscharft der Anstieg der vom RKI gemeldeten Kklinischen
Hepatitis-E-Falle beim Menschen in Deutschland Uber die vergangenen zehn Jahre (RKI
2021, 2011) die Notwendigkeit von Praventions- und Interventionskonzepten entlang der
Lebensmittelkette Schwein.

Die Ergebnisse dieser Studie belegen, dass die HEV-Fleischsaftserologie zur Vorhersage
des Vorkommens von HEV-RNA in der Leber von Schweinen zum Zeitpunkt der
Schlachtung ein sinnvolles diagnostisches Instrument darstellt. Die signifikante Korrelation
zwischen dem Vorhandensein von HEV-Antikdrpern und einem HEV-positivem PCR-
Ergebnis bietet eine sehr gute Ausgangsbasis fir risikobasierte Entscheidungen. Daher
sollte die Erstellung von HEV-Herdenprofilen fur Schweinemastbetriebe zur Abschatzung
des Risikos einer lebensmittelbedingten HEV-Infektion beim Menschen in Betracht gezogen
werden. Mithilfe solcher Profile lieRen sich Uber Ruckmeldungen an den Betrieb
InterventionsmalRnahmen auf Bestandsebene basierend auf bisher bekannten
Risikofaktoren wie der Biosicherheit (B. Wilhelm et al. 2016; Walachowski et al. 2014) und
der Futterung (Hinjoy et al. 2013) initiieren.

Daruber hinaus sollten auf Schlachthofebene die logistische Schlachtung sowie die
Rohproduktsteuerung auf Grundlage serologischer HEV-Herdenprofile als wesentliche
InterventionsmalRnahmen zur Reduzierung lebensmittelbedingter HEV-Infektionen beim
Menschen herangezogen werden. Daneben sind Aufklarungsprogramme zur
Lebensmittelsicherheit erforderlich, die sich auf das Risiko von HEV-Kreuzkontaminationen
in Schlachthofen, Verarbeitungsbetrieben sowie auf Verbraucherkiichen konzentrieren.
Insbesondere Verbraucher und Personen, die in der Lebensmittelproduktionsindustrie tatig
sind, sollten sich der potenziellen Gefahr einer HEV-Infektion durch HEV-positive
Schweinelebern beziehungsweise durch HEV-negative Schweinelebern, die oberflachlich

mit HEV kontaminiert sein kdbnnen, bewusst sein.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Das Vorkommen von Hepatitis-E-Virus beim Mastschwein zum Zeitpunkt der
Schlachtung

Eine Analyse der Vorhersagekraft der Fleischsaftserologie auf das Vorkommen von
Hepatitis-E-Virus in Leber und Muskulatur beim Schwein und des Auftretens einer

moglichen Kreuzkontamination im Schlachthof

Die Infektion mit dem Hepatitis-E-Virus (HEV) beim Schwein ist in der Regel durch einen
subklinischen Verlauf gekennzeichnet und geht ohne makroskopische Veranderungen an
Organen oder dem Schlachtkérper einher. Am Schlachthof gelingt die Identifizierung HEV-
infizierter Schweine daher weder im Rahmen der amtlichen Schlachttier- noch wahrend der
amtlichen Fleischuntersuchung. Da zudem kein Monitoringprogramm zur Bekampfung von
HEV beim Schwein existiert, besteht jederzeit das Risiko, dass HEV-belastete Produkte vom
Schwein in die Lebensmittelkette gelangen und bei rohem beziehungsweise unzureichend
gegartem Verzehr zu einer lebensmittelbedingten HEV-Infektion beim Menschen fiihren
koénnen.

Vor diesem Hintergrund sollte im Rahmen dieser Dissertation die Vorhersagekraft der
serologischen Analyse von Fleischsaft fur das Vorkommen von HEV in der Leber und in der
Schinkenmuskulatur von Mastschweinen untersucht werden.

Als weiteres Ziel galt die Untersuchung des Risikos einer Kreuzkontamination ausgehend
von HEV-positiven Schweinelebern auf HEV-negative Schweinelebern wahrend der

Ublichen gemeinsamen Lagerung in Eurofleischkisten im Schlachthof.

Es wurden zu diesem Zweck 250 Mastschweine in die vorliegende Studie einbezogen und
zwischen August und Dezember 2018 an einem Schlachthof in Nordwestdeutschland
beprobt. Dabei erfolgte die Auswahl der in der Studie involvierten Schweine nach dem
Zufallsprinzip. Die Entnahme der vier Probenmatrices  Zwerchfellpfeiler,
Schinkenmuskulatur, Leberparenchym sowie Gewebe der Leberoberflache je Schwein fand
an funf Schlachttagen statt, wobei die Tagesschlachtzahl bis zu 5.500 Schweine betrug.

Der Nachweis von HEV-Antikérpern im Fleischsaft mittels ELISA-Technologie resultierte in
einer HEV-Seropravalenz von 62 % (155/250) bei den in dieser Studie involvierten
Mastschweinen auf Einzeltierebene und in einer Seropravalenz von 72 % (18/25) auf

Herdenebene. Die im Europavergleich hohe HEV-Pravalenz in Schweinelebern
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(17 %; 43/250) wurde mithilfe der real-time RT-PCR analysiert, wobei fir HEV-seropositive
Schweine ein signifikant hoheres Risiko fur das Vorkommen von HEV-RNA in der Leber
ermittelt werden konnte. Die Leberproben von HEV-seronegativen Schweinen erwiesen sich
in dieser Studie hingegen alle als HEV-negativ, was statistisch in einem signifikant geringen
Risiko fur das Vorkommen von HEV-RNA in der Leber von seronegativen Schweinen zum
Zeitpunkt der Schlachtung resultierte. In dem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass
ein steigender prozentualer Wert der im ELISA gemessenen optischen Dichte (OD%) die
Wahrscheinlichkeit des Vorkommens von HEV in der Leber von Mastschweinen erhdht (OR
=1,016; p < 0,001).

DarlUber hinaus wurden in einer weiteren Untersuchung die HEV-PCR-Ergebnisse der
Oberflache mit dem initialen HEV-Status des Parenchyms der jeweils identischen Leber
verglichen, was in Deutschland erstmalig zu Erkenntnissen hinsichtlich einer potenziellen
HEV-Kreuzkontamination ausgehend von Schweinelebern auf Schlachthofebene fuhrte. Bei
23,8 % (49/207) der initial HEV-negativen Lebern konnte nach gemeinsamer Lagerung in
Eurofleischkisten mit anderen Lebern HEV-RNA auf der Oberflache detektiert werden. Der
Anteil an Lebern mit einer HEV-positiven Oberfliche variierte zwischen den
Eurofleischkisten stark, obwohl der initiale HEV-Status der Lebern berlcksichtigt wurde und
zeigt damit eine mogliche Kreuzkontamination ausgehend von HEV-positiven Lebern
wahrend der Lagerung in Kisten auf.

Ein Nachweis von HEV-RNA in der Schinkenmuskulatur der hier untersuchten Schweine

gelang nicht.

Zusammenfassend betrachtet zeigen die Ergebnisse dieser Studie erstmals eine
signifikante Vorhersagekraft der positiven HEV-Fleischsaftserologie auf das Vorkommen
von HEV-RNA in Schweineleber. Zudem kann die Lagerung von Schweinelebern in
Eurofleischkisten im Schlachthof zu einer HEV-positiven Leberoberflache fihren, auch bei
initial HEV-negativen Lebern.

HEV-seropositive Schweine beziehungsweise die Leber HEV-seropositiver Schweine
stellen daher scheinbar ein potenzielles Risiko fur lebensmittelbedingte HEV-Infektionen

beim Menschen beziehungsweise fir Kreuzkontaminationen im Schlachthof dar.
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7. SUMMARY

The occurrence of hepatitis E virus in fattening pigs at the time of slaughter
An analysis of the predictive power of meat juice serology on the presence of hepatitis E
virus in liver and muscle in pigs and the occurrence of possible cross-contamination at the

abattoir

Hepatitis E virus (HEV) infection in pigs is characterized by a subclinical course and is
associated with no macroscopic lesions in organs or the carcass. Therefore, the
identification of pigs infected by HEV is not possible either during official ante-mortem or
post-mortem inspection at the abattoir. As no monitoring programme for HEV control in pigs
exists, there is always the risk that HEV contaminated products from pigs enter the food
chain and can lead to foodborne HEV infection in humans if consumed raw or undercooked.
In this context, the aim of this doctoral thesis was to investigate the predictive power of
serological analysis of meat juice for the presence of HEV in the liver and ham muscle of
fattening pigs. The additional objective was to investigate the risk of cross-contamination
originating from HEV positive pig livers to HEV negative pig livers during the standard joint

storage in Euro meat containers at the abattoir.

For this purpose, 250 fattening pigs were included in the present study and were sampled
between August and December 2018 at an abattoir in northwestern Germany. Pigs involved
in this study were selected randomly. Collecting of the four matrices diaphragm pillar, ham
muscle, liver parenchyma and tissue of the liver surface per pig was performed on five
slaughter days, with daily slaughter numbers up to 5,500 pigs.

HEV antibody detection in meat juice by ELISA technology resulted in an HEV
seroprevalence of 62 % (155/250) in the fattening pigs involved in this study at single animal
level and a seroprevalence of 72 % (18/25) at herd level. The high HEV prevalence of
porcine livers (17 %; 43/250), compared to other European countries, was analyzed by real-
time RT-PCR, which revealed a significantly higher risk for the presence of HEV RNA in the
liver of HEV seropositive pigs. In contrast, liver samples obtained from HEV seronegative
pigs were all found to be HEV negative in this study, resulting statistically in a significantly
low risk for the presence of HEV RNA in the livers of seronegative pigs at the time of
slaughter. It could be demonstrated that an increasing percentage value of optical density
(OD%) measured by ELISA increased the probability of HEV presence in the liver of
fattening pigs (OR 1.016; p < 0.001).
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Furthermore, in an additional investigation, HEV PCR results of the liver surface were
compared with the corresponding initial HEV status of the liver parenchyma, providing for
the first time insights into potential HEV cross-contamination of pig livers at abattoir level in
Germany. In 23.8 % (49/207) of initially HEV negative livers, HEV RNA was detected on the
surface after joint storage in Euro meat containers with other livers. The proportion of pig
livers with an HEV positive surface varied largely between the Euro meat containers,
although the initial HEV status of the livers was taken into account, indicating possible cross-
contamination originating from HEV positive livers during storage in Euro meat containers.

HEV RNA could not be detected in ham muscle samples of the pigs analyzed in this study.

In conclusion, the results of this study show for the first time a significant predictive power
of positive HEV meat juice serology on the presence of HEV RNA in pig liver. In addition,
storage of pig livers in Euro meat containers at the abattoir can result in an HEV positive
liver surface, even in initially HEV negative livers.

Therefore, HEV seropositive pigs or the livers of HEV seropositive pigs seem to pose a
potential risk for foodborne HEV infections in humans respectively for cross-contamination

in the abattoir.
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