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Hintergrund: Norovirus-Gastroenteritis-Ausbriche durch

TiefkUhl-Beeren \ﬁ
RASFF

Rapid Alert System for Food and Feed

EU-Notifications (RASFF 01.01.2012 bis 31.08.2014)

Food type NoV HAV
Shellfish incl. oysters /8 1
Frozen berries 9 16
Berry cake 0 1
Dates 0 1
Salad 0 1
Total 87 20
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Norovirus-Ausbruch in Deutschland, 2012

Oktober/November 2012:

—210.974 erkrankte Kinder/Jugendliche nach
Verzehr von importierten TiefkUhl-Erdbeeren
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Schutz vor viralen Lebensmittelinfektionen

Menschen infizieren sich mit Viren vor allemn durch di- Krankenhausern und Altenheimen, sind Moroviren eing
rekten Kontakt zu erkrankten Ma LI J = - = = = : . “=—gtroenteritis-Ausbri-
Insbesondere Moroviren, Rotavirg Wie kﬂnn?n 5I|Ch ‘\{ErbrﬂUCh?r vor viralen naten treten Morovi-
und Hepatitis E-Viren kennen § Lebensmittelinfektionen schitzen?
bensmittel dbertragen werden. B
mit Viren \urerunreinigt werden, Wl Wer sich vor Infektionen mit Viren und anderen Krank- hnnte Reservoir des
unreinigtem Wasser in Kontakt k{ heitserregern schitzen machte, sollte Obst, Gemise mit Freiwilligen wur
zierte Personen Hygieneregeln m und Blattsalate vor dem Verzehr sorgfaltigwaschenund [ von 10 bis 100 Vi-
Fleisch und Innereien von infizi§ insbesondere auf den Rohverzehr folgender Lebens- b von ein bis zwei

als Infektionsquelle in Frage. Im @  mittel verzichten: kann es zu akutem
Mikroorganismen vermehren sich  ® Fleisch und Innereien von Wild- und Hauschweinen, pragten Krankheits-
tel zwar nicht, sie bleiben aber | ™ Austern und andere Muscheln, mptome verschwin-

» gefrorene Beeren.

Zum Schutz vor Infektionen sollten deshalb insbeson-
dere diese Lebensmittel vor dem Verzehr krélftig erhitzt
werden.

Reimar Johne — 4. Symposium Lebensmittel-assoziierte Viren, 2018



Untersuchung der Norovirus-Hitzestabilitat

Problem: Kein fir Lebensmitteluntersuchungen verwendbares Zellkultursystem vorhanden!

—> Direkte Infektiositats- und Inaktivierungstests mit humanen Noroviren nicht moglich!
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Untersuchung der Norovirus-Hitzestabilitat

Problem: Kein fir Lebensmitteluntersuchungen verwendbares Zellkultursystem vorhanden!

—> Direkte Infektiositats- und Inaktivierungstests mit humanen Noroviren nicht moglich!

Losungsmaoglichkeiten:

1. Nutzung von Surrogat-Viren 2. Nutzung molekularbiologischer Methoden
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Untersuchung der Norovirus-Hitzestabilitat

Problem: Kein fir Lebensmitteluntersuchungen verwendbares Zellkultursystem vorhanden!

—> Direkte Infektiositats- und Inaktivierungstests mit humanen Noroviren nicht moglich!

Losungsmaoglichkeiten:

1. Nutzung von Surrogat-Viren 2. Nutzung molekularbiologischer Methoden

- Murines Norovirus (MNV)
auf muriner Makrophagen-
Zelllinie RAW 264.7

- Tulane Virus (TV)
auf Affen-Nierenzelllinie
LLC-MK2
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Untersuchung der Norovirus-Hitzestabilitat

Problem: Kein fir Lebensmitteluntersuchungen verwendbares Zellkultursystem vorhanden!

—> Direkte Infektiositats- und Inaktivierungstests mit humanen Noroviren nicht moglich!

Losungsmaoglichkeiten:

1. Nutzung von Surrogat-Viren 2. Nutzung molekularbiologischer Methoden
- Murines Norovirus (MNV) - Kapsid-Integritatstest fir humanes Norovirus GlI.3
auf muriner Makrophagen-
Zelllinie RAW 264.7 @ A
Tulane Virus (TV) i
- Tulane Virus
auf Affen-Nierenzelllinie l'+ RhNase

mmmg

L4 *

- 0;‘. *
0 - RCS
. e o
) ° R

L g . *

*0e Q‘ “ 0.

a anmmnm

1 — RT-PCR

Kapsid-Integritatstest

Reimar Johne — 4. Symposium Lebensmittel-assoziierte Viren, 2018 Seite8 ¥ IO B‘FR



Norovirus-Hitzeinaktivierung in Erdbeerptree

Probleme bei der Methodenentwicklung:

- starke Temperaturschwankung und sehr langsames Erhitzen nach Zugabe von Virus
—> Vor-Erhitzung des Plrees auf definierte, hOhere Temperaturen und
Zugabe einer kalteren Virussuspension

- Infektiositatstest nach Ultrafiltration mit TV nicht moglich
—> zusatzliche PEG-Prazipitation

- Kapsidintegritatstest fur MNV nicht mdglich (RNA wird auch ohne Hitzebehandlung abgebaut)
- kein Kapsidintegritatstest fur MNV
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Untersuchungsschema

Vor-Erhitzung von
15g Erdbeer-Piree

!

Zufugen von
hNV, TV, MNV

!

Hitzebehandlung,

mit eiskaltem Puffer stoppen

15ml

Steril-Filtration

Ultrafiltration

Zellkultur-
Test 1oou

l 400ul

PEG-
Prazipitation

l 100ul

MNV
Plaque-
assay

TV
Plaque-
assay

!

Pektinase-
Behandlung

!

PEG-
Préazipitation

!

RNase A-
Behandlung

||

Chloroform/butanol-
Behandlung

!

RNA-
Extraktion

]

Real time gRT-PCR fir
hNV und TV

é Hitzebehandlung

Kapsid-
Integritatstest

(Bartsch et al., 2018)
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Temperatur-Zeit-Kombinationen

Temperatur Behandlungszeit

in °C

50 15min 30min  45min 60 min 90 min
56 5min 10min 20min 30 min 40 min
63 1 min 2 min 5min  12min 15 min
12 5sec 10sec 20sec 30sec 40sec
80 2 sec 4 sec 6 sec 8 sec -

(Bartsch et al., 2018)
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Ergebnisse: Infektiositat Surrogatviren
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- Ahnliches Verhalten, MNV etwas stabiler als TV
(Bartsch et al., 2018)
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Ergebnisse: Kapsidintegritatstest
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- humanes Norovirus deutlich stabiler als TV!

(Bartsch et al., 2018)
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Ergebnisse: D-Werte

v
(:S“Szly) ToC D-value (min) RMSE  R?
Ny so %% :+ 15 o1 o4 D-Wert: Zeit, die zur
a I -
(PCRY) oo g8 + 81 01 o8 Re_dqmerung um 1 log,,-Stufe
63 80 t 10 04 08 bei einer bestimmten
72 06 £ 02 05 05  Temperatur bendtigt wird
80 00 % 00 0.6 0.8
TV 126.  +
50 18.8 0.2 0.7
(PCR®) 3
56 195 t 26 0.4 0.8
63 46 t 06 0.7 0.8
72 02 £ 00 0.7 0.9
80 00 £ 00 1.7 0.8
TV . 50 232 t 26 0.6 0.8
(PA™) 56 54 + 03 0.7 0.9
63 07 £ 00 0.5 1.0
72 01 t 00 0.7 0.9
80 00 * 00 1.3 0.8
MN})/ 50 314 t 48 0.6 0.7
(PA™) 56 50 + 07 1.2 0.8
63 22 + 03 1.3 0.8
72 01 t 00 1.0 0.8
80 00 £ 00 0.7 1.0 (Bartsch et al., 2018)
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Erstellung von Inaktivierungs-Modellen
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(Bartsch et al., 2018)
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Globales Inaktivierungs-Modell fiur humanes Norovirus

In Erdbeerplree

Temperatur Zeit _

. log,, Reduktion
(°C)

50 90 min 0.2 log,

56 30 min 0.4 log,,

.............. 63 e 20N 281090 e Y

72 40 sec 1.4 log,,

80 8 sec 3.6 log,

OK

(Bartsch et al., 2018)
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Zusammenfassung

Durch das Fehlen von Zellkultur-Assays kann die Hitzestabilitat von humanem Norovirus nicht
direkt ermittelt werden
Surrogat-Viren (MNV, TV) wurden deshalb in Infektiositatassays verwendet
TV ist im Kapsidintegritatsassay deutlich stabiler als im Infektiositatsassay
Humanes Norovirus ist im Kapsidintegritadtsassay deutlich stabiler als TV

—> Surrogatviren kdnnen nur schlecht das Verhalten

von humanem Norovirus widerspiegeln

Ein globales Modell fur die humane Norovirus-Inaktivierung wurde erstellt:

- Temperaturen unter 70°C sind nicht geeignet,
aber bei 80°C fur 10 sec. etwa 4 log,,-Reduktion

- Modell sollte validiert werden, sobald Infektiositat gemessen werden kann
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