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Norovirus Gastroenteritis
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Symptome

Risikogruppe

Übertragung

Erbrechen, Durchfall, Fieber, 
sekundär Kopfschmerzen

Kinder <5 Jahre, Erwachsene >70 Jahre

Fäkal-oral
z.B. über kontaminierte Oberflächen, Lebensmittel, 
Kontakt mit Stuhl oder Erbrochenem von 
Infizierten



Häufig betroffene Lebensmittel
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Lebensmittelkategorie Meldungen

Zweischalige Weichtiere und entspr. 
Produkte (Austern)

38

Obst und Gemüse 4

Gesamt 42

Notifications 2024, Risk status: potentially serious

Hauptinfektionsquelle Lebensmittel mit 
direktem oder indirektem Kontakt mit 
menschlichen Ausscheidungen

direkt Abwasser im Meer, Virusanreicherung in Muscheln

indirekt Mangelnde Hygiene bei Anbau, Ernte, Transport, 
Zubereitung (z.B. Tiefkühl-Beeren)

Schutz durch ausreichende Erhitzung der Lebensmittel



Familie Caliciviridae

Einteilung in zahlreiche Genogruppen (GI-GX)

humanpathogen GI, GII (und selten GIV)

unterteilt in viele verschiedene Genotypen
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Das Norovirus

GII.4 und GII.17 dominant in Deutschland

ausgeprägter Antigendrift und saisonaler 
Antigenshift → Bildung zahlreicher Varianten



Norovirus Genomorganisation

Jessica Panajotov | 6. BfR-Symposium Lebensmittel-assoziierte Viren | 27.11.2025 5

Kapsid-Protein



Aktuelle Nachweismethode für Norovirus in 
Lebensmitteln: ISO-15216-1/2:2021
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→ nur Differenzierung zwischen GI und GII möglich

→ zur weiteren Typisierung sind zusätzliche Methoden nötig



Norovirus – Regionen zur Typisierung
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RdRp Kapsid

Junction
(häufige 

Rekombinationen)

→ Verschiedene Regionen zur Typisierung publiziert:



Norovirus – Region zur Typisierung (aus §64-AG Viren) 
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Kapsid (C-Region)

→ Für Typisierung in Lebensmitteln:
(https://www.bvl.bund.de/SharedDocs/Downloads/07_Untersuchungen/Protokoll-Nachweis-Noroviren.html)
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Sanger Sequencing-Methode aus §64-AG Viren

Genotypspezifische (GI oder GII) RT-PCR für VP1 

1. RT-PCR
2. Semi-nested PCR (nur Änderung des Foreward Primers)
3. Sanger Sequencing

nicht mehr gut mit
aktuellen Typisierungs-
Workflows (z.B. NGS 
Bakterien) vereinbar

Mischkontaminationen 
mehrerer NoV-Typen 
können nicht identifiziert 
werden

Gut etabliert
Geringe Hands-on-Time
kostengünstig

(https://www.bvl.bund.de/SharedDocs/Downloads/07_Untersuchungen/Protokoll-Nachweis-Noroviren.html)



Typisierungsansatz mit NGS (von EURL Foodborne Viruses)
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Typisierungsansatz mit NGS (von EURL Foodborne Viruses)
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GIGII
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Start ähnlich zu klassischer 
Typisierungsmethode:

1. One-step RT-PCR (GI oder GII-spezifisch)
2. Semi-nested PCR (GI oder GII-spezifisch)
3. Bead-basierte Reinigung des PCR-Produkts 

von Primern und freien Adaptern
4. Illumina-Index-PCR
5. Bead-basierte Reinigung des PCR-Produkts 

von Primern und freien Adaptern
6. Analyse der Library mit Fragment-Analyzer

Semi nested PCR Primer mit angehängter 
Illumina Adaptersequenz am 5‘-Ende , Kürzung 
des PCR-Produkts

Indexsequenzen und Illuminas p5/p7-Adapter 
werden angefügt

Typisierungsansatz mit NGS (von EURL Foodborne Viruses)

Doppelter Ansatz bei 
unbekannter Probe 
nötig



Etablierung der EURL-Methode am BfR
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Extraktion von Virus RNA verschiedener 
Genogruppen aus Stuhlproben

GI.5
Stuhl

GII.4
Stuhl Mix aus 

2 Subtypen
aus GI

Künstliche Kontamination 
gefrorener Erdbeeren mit
Stuhlproben unterschiedlicher 
Genogruppen

RNA Extraktion

Mix aus 
2 Subtypen

aus GII

(1) (2)

(1A) (1B) (2A) (2B)

TK-
Erdbeeren

Stuhlproben



RT-PCR

(Qiagen OneStep
RT-PCR)

Semi-nested PCR 

(Hot Star Taq
Plus)

Reinigung des 
PCR-Produkts 
mit 0,9X KAPA 

Pure Beads

Illumina-Index-
PCR

mit KAPA HiFi
Hot start Ready 

MIx

Reinigung des 
PCR-Produkts 
mit 0,8X KAPA 

Pure Beads

Analyse der 
Library mit 
Fragment-
Analyzer

Sequenzierung
Bioinformatische 

Auswertung
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Etablierung der EURL-Methode am BfR



Sequenzierung
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2x300bp, d.h. Readlänge von bis 
zu 600bp möglich

MiSeq Reagent Kit v3  

Länge der PCR-
Produkte bzw. der 
Libraries je nach 
Genogruppe
unterschiedlich.

G1: 470-490bp
G2: 490-520bp

Fragment Analyzer hat in 
unserem Versuch zu kleine 

Libraries für G2 von ca
400bp ergeben



Bioinformatische Analyse (Geneious Prime)
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Reads werden 
gleichzeitig 

gepaired

Entfernen 
der Primer Alle Reads mit 

einer Qualität 
schlechter als 

30 werden 
verworfen

Alle Sequenzen 
bestehen nun 

aus zwei Teilen, 
die mittels 

Overlap
verbunden 

werden

Extraktion alle 
Sequenzen mit 

gesuchter Länge 
(G1: 260-280bp
G2: 290-310bp)

Clustern sehr 
ähnlicher 

Sequenzen 
mittels De Novo 
Assembly zum 
Kreieren von 
Consensus 
Sequenzen

Fasta der 
unterschiedlich
en Consensus-

Sequenzen 
werden mithilfe 

eines Typing
Tools typisiert

*Norovirus Typing Tool 
Version 2.0 (RIVM)



Ergebnisse: Auswertung der Stuhlproben
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GI.5
Stuhl

(1A)
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GII.4
Stuhl

(1B)

Ergebnisse: Auswertung der Stuhlproben
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➔ nur ein NoV-Stamm wurde identifiziert
➔ zu geringe Menge des zweiten Stammes?

➔weitere Optimierungen nötig

Ergebnisse: Auswertung der Beerenprobe

Mix aus 
2 Subtypen

aus GI
RNA Extraktion

(2A)

TK-
Erdbeeren

Stuhlproben



Zusammenfassung
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Amplikon-basierte Next-Generation Sequencing-
Methode zur Typisierung humaner Norovirus-
Stämme

• soll Typisierung von Noroviren in Lebensmitteln 
ermöglichen

• auch Misch-Kontaminationen sollen identifiziert 
werden

• soll in etablierte NGS-Workflows integrierbar sein

Pilotversuch

• Erfolgreiche Typisierung von GI- und GII-
Noroviren aus Stuhlproben

• Erfolgreiche Typisierung von GI-Norovirus 
aus künstlich kontaminierten TK-Erdbeeren

• Misch-Kontaminationen konnten nicht 
identifiziert werden

• Detektionslimit noch nicht bekannt

→ weitere Optimierung der Technik 
nötig
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