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1 Einleitung

u'

Wilkommen zum Symposium ,Lebensmittel-assoziierte Viren®!

Wir freuen uns sehr, Sie zum ersten Symposium ,Lebensmittel-assoziierte Viren“ hier in Ber-
lin begriiBen zu durfen. Das Symposium soll ein Versuch sein, dieses relativ neue Thema mit
allen seinen Besonderheiten auf einer separaten Tagung zu behandeln. Gleichzeitig wollen
wir ausloten, inwieweit die Forschung zu Viren, die Uber Lebensmittel Gbertragen werden
kdénnen, sich in den letzten Jahren so weit entwickelt hat, dass dadurch eine breitere Be-
handlung dieses Themas auch in der lebensmittelhygienischen Praxis ermdglicht wird.

Lebensmittel als Ubertragungsvehikel von Viren riicken immer mehr in den Focus des wis-
senschaftlichen und o6ffentlichen Interesses. Die stetigen Anstiege der Meldungen von Noro-
virus- und Rotavirus-Erkrankungen in den vergangenen Jahren zeigen, dass Untersuchun-
gen zu Ubertragungswegen, Tenazitat und Inaktivierung dieser bekannten Viren dringend
bendtigt werden. Neue Erkenntnisse zu zoonotischen Viren, die Uber Lebensmittel Ubertra-
gen werden kénnen (z. B. Hepatitis E-Viren) zeigen, dass auch ,neuen® Viren erhebliche
Beachtung geschenkt werden muss.

Mit der Verbesserung der Nachweismethoden fir Viren in Lebensmitteln stehen nun erst-
mals auch grundlegende Werkzeuge fir umfangreichere Untersuchungen zu dieser Thema-
tik zur Verfligung. Unser eintagiges wissenschaftliches Symposium soll deshalb dazu beitra-
gen, dass sich Interessierte aus wissenschaftlichen Einrichtungen, Untersuchungs@mtern
und Uberwachungsbehérden aus dem deutschsprachigen Raum iber alle Aspekte Lebens-
mittel-assoziierter Virusinfektionen austauschen kénnen.

Wir wiinschen lhnen einen schénen Aufenthalt in Berlin, ein interessantes Symposium und
angeregte Gesprache mit den Kollegen,
herzliche GriBe

Arbeitsgruppe Lebensmittelassoziierte Viren
Reimar Johne (Tagungsleiter)

Arbeitsgruppe
v Lebensmittelssoziierte
Viren
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2 Arbeitsgruppe Lebensmittelassoziierte Viren (ALV)

Die ,Arbeitsgruppe Lebensmittelassoziierte Viren* (ALV) wurde 2003 gegriindet. Die Grin-
dungsidee zu dieser ,freien Forschergruppe® ging seiner Zeit von J. Stiss (ehemals BfR, Ber-
lin, jetzt FLI, Jena) und B. Becker (Hochschule Ostwestfalen-Lippe, Lemgo) aus. Aufgrund
der internationalen Aktivitaten wurde die Notwendigkeit erkannt, sich auch auf nationaler
Ebene mit Themen rund um den Nachweis, die Uberdauerungsfahigkeit und Inaktivierung
von Viren in Lebensmitteln zu beschaftigen. Zu den Grindungsmitgliedern, die sich am
11.12.2003 erstmalig in Lemgo trafen, gehdrten J. Dreier (Herz- und Diabetes-Zentrum
NRW), M. Hagen (SVUA Detmold), B. Heun-Miinch (SVUA Krefeld), U. Loss (SVUA Arns-
berg), D. Made (Landesamt flr Verbraucherschutz Sachsen-Anhalt), R. Reiting (Landesbe-
trieb Hessisches Landeslabor), C. Schrader (BfR) und B. Becker (Hochschule Ostwestfalen-

Lippe).

Im Laufe der vergangenen Jahre traf sich die Gruppe regelmaBig zu eintagigen Gesprachen,
in denen u. a. Themen wie der Nachweis von Norovirus und Hepatitis A-Virus in verschiede-
nen Lebensmittelmatizes, die Bedeutung von Astro- und Rotaviren in Lebensmitteln, die
Durchfiihrung von Ringversuchen sowie die Ausrichtung von Workshops besprochen wurde.
Beginnend mit dem Jahr 2007 wurde eine Norovirus-Probenbank (Standort: BfR) aufgebaut,
in der Noroviren aus Ausbruchsgeschehen in Deutschland gesammelt werden. 2005, 2006
und 2008 richtete die ALV an der Hochschule Ostwestfalen-Lippe Workshops zum Nachweis
von Norovirus in Lebensmitteln und Umgebungsproben fur Interessierte aus Forschungsein-
richtungen, Industrie und Dienstleistungslaboratorien aus.

Mitglieder der ALV sind in nationalen Gremien, wie die § 64 LFGB- Arbeitsgruppe ,Viren in
Lebensmitteln” (Griindung 2005) oder der DIN Arbeitskreis ,Viren“ (Grindung 2009), sowie
in den europaischen Gremien ,Viruses in foods CEN/WG6/TC275/TAG4" und ,COST (Euro-
pean Cooperation in the field of Scientific and Technological Research) European Network
for Environmental and Food Virology“ vertreten.

Die VirusUbertragung durch Lebensmittel wurde in zahlreichen Publikationen in den vergan-
genen Jahrzehnten beschrieben. Dennoch ist die Frage unbeantwortet, wie bedeutend die-
ser Ubertragungsweg ist. Unumstritten ist jedoch, dass wir zuverlassige Verfahren zum
Nachweis von Viren in Lebensmitteln entwickeln und umfassende Erkenntnisse zur Uber-
dauerung und Inaktivierung von Viren in der Lebensmittelproduktion und -verarbeitung ge-
winnen missen. lhren Beitrag dahingehend zu leisten, ist auch weiterhin das Ziel der ALV.

Barbara Becker
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3 Programm

10:00 Uhr BegriBung
Andreas Hensel, Prasident des Bundesinstitut fir Risikobewertung,
Reimar Johne, Bundesinstitut fir Risikobewertung

10:15 Uhr Erkrankungen durch Lebensmittel-Ubertragbare Viren
in Deutschland
Judith Koch, Robert Koch-Institut

10:45-11:15 Uhr Kaffeepause und Poster

Session | — Epidemiologie und Ausbruchsuntersuchungen
Chairman: Peter Otto, Friedrich-Loffler-Institut

11:15 Uhr Hepatitis E — eine neue Lebensmittel-assoziierte Erkrankung
in Deutschland
Reimar Johne, Bundesinstitut fir Risikobewertung

11:45 Uhr Hohe HEV Pravalenz in Wildschweinen in vier verschiedenen
Regionen Deutschlands
Cornelia Adlhoch, Robert-Koch-Institut

12:00 Uhr Noroviren, Sapoviren und Hepeviren bei landwirtschaftlichen
Nutztieren
Barbara Bank-Wolf, Justus-Liebig-Universitat Giessen

12:15 Uhr Untersuchung eines Norovirus-Gastroenteritis Ausbruchs
in einer Kaserne, Leipzig, 2009
Kathrin Scherer, Bundesinstitut fiir Risikobewertung

12:30 Uhr Nachweis humaner Sapoviren bei einem Gastroenteritis-
ausbruch in Deutschland
Marina H6hne, Robert-Koch-Institut

12:45-13:45 Uhr Mittagspause

Session Il - Nachweismethoden und Typisierung
Chairwoman: Marina Hohne, Robert Koch-Institut

13:45 Uhr Nachweisverfahren fiir Viren in Lebensmitteln und rechtliche
Bewertung
Dietrich Made, Landesamt flir Verbraucherschutz Sachsen-Anhalt

14:15 Uhr Vergleichende Hepatitis E Virus-Seropravalenz in deutschen
Hausschweinen mittels unterschiedlicher Nachweismethoden
Christine Bachlein, Tierarztliche Hochschule Hannover

14:30 Uhr Strategien und Methoden zum Nachweis von Viren in Oberflachen-
gewassern und Rohwéssern fir die Trinkwasseraufbereitung
Hans-Christoph Selinka, Umweltbundesamt

14:45 Uhr Realtime RT-PCR zur breiten Detektion von Gruppe A-Rotaviren
des Menschen und verschiedener Sdugetier-Spezies
Peter Otto, Friedrich-Loeffler-Institut

15:00 Uhr Untersuchung von Fischen und Fischereierzeugnissen sowie von
glatten Oberflachen in fischverarbeitenden Betrieben auf lebensmittel-assoziierte Viren
- Méglichkeiten und Grenzen der amtlichen Untersuchung
Sven Ramdohr, Institut fiir Fische und Fischereierzeugnisse Cuxhaven

15:15-15:45 Uhr Kaffeepause und Poster
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Session lll - Tenazitat und Inaktivierung
Chairman: Karsten Fehlhaber, Universitat Leipzig

15:45 Uhr

16:15 Uhr

16:30 Uhr

16:45 Uhr

17:00 Uhr

17:15 Uhr

Tenazitat und Inaktivierung von Viren in Lebensmitteln
Barbara Becker, Hochschule Ostwestfalen-Lippe

Einfluss verschiedener Prozessfaktoren bei der Lebensmittel-
herstellung auf die Tenazitat von Noroviren in Lebensmitteln
Anja Carl, Bayerisches Landesamt fir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit

Untersuchungen zum Einfluss technologischer Prozesse

auf die Tenazitat und Inaktivierungskinetik von ausgewahlten
viralen Infektionserregern in Rohwurstprodukten

Thiemo Albert, Universitét Leipzig

Pradiktive Modelle der druck- und temperaturabhéngigen
Kurzzeit-Inaktivierung Lebensmittel-Gbertragener Viren
Anselm Lehmacher, Institut fir Hygiene und Umwelt

Hitzestabilitat von Hepatitis E-Viren
Anika Schielke, Bundesinstitut fir Risikobewertung

Schlussworte
Reimar Johne, Bundesinstitut fir Risikobewertung
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4 Abstracts

4.1 Erkrankungen durch Lebensmittel-iibertragbare Viren in Deutschland

Judith Koch, Christina Frank, Klaus Stark

Robert Koch-Institut, Abteilung fir Infektionsepidemiologie (Gastrointestinale
Infektionen, Zoonosen und tropische Infektionen), Berlin

E-Mail: KochJ@rki.de

Lebensmittel-bedingte Infektionen sind in Deutschland weit verbreitet und kénnen von einer
Vielzahl bakterieller, parasitarer und viraler Erreger verursacht werden. Zu den viralen Erre-
gern, die durch Lebensmittelverzehr Ubertragen werden, zdhlen neben selten identifizierten
Viren wie z.B. Corona- oder Flaviviren vor allem Noro-, Rota-, Sapo- Astro- und Adenoviren
als Erreger von infektiésen Gastroenteritiden und Hepatitis E und A-Viren als Erreger infekti-
Oser Hepatitiden von Bedeutung.

Nach dem Infektionsschutzgesetz (IfSG) sind Noro-, Rota-, Hepatitis A und E-Infektionen
meldepflichtig, wenn eine akute Erkrankung labordiagnostisch gesichert ist oder wenn
Erkrankungscluster (ggf. auch durch andere o.g. Erreger) auftreten, die mit einer labordia-
gnostisch bestatigten Erkrankung in einem epidemiologischen Zusammenhang stehen. Je-
des Jahr werden zwischen 100.000 bis 300.000 Falle potentiell lebensmittelbedingten virus-
bedingter Infektionen nach dem IfSG erfasst. Dabei ist jedoch von einer erheblichen Dunkel-
ziffer auszugehen. In Deutschland sind vor allem Noroviren und Hepatitis A-Viren als Erreger
lebensmittel-bedingter Infektionen von besonderer Bedeutung und kdnnen regionale wie
auch Uberregionale Ausbriiche verursachen.

Nach bisherigen Erkenntnissen geht man davon aus, dass bei lebensmittel-bedingten Aus-
briichen die Kontamination der betroffenen Lebensmittel vorwiegend sekundar durch direk-
ten oder indirekten Kontakt mit Virusausscheidungen Infizierter erfolgt. Eine primare Konta-
mination von Schalentieren (Muscheln und Austern) und ihr roher Verzehr sind in unseren
Breiten eher selten und von untergeordneter Bedeutung, spielen jedoch vermutlich bei Rei-
senden eine Rolle.

In den letzten Jahren konnten bei einer Reihe von Ausbriichen kontaminierte Lebensmittel
als ursachliches Infektionsvehikel identifiziert werden. Die Ergebnisse der Untersuchungen
deuteten h&ufig daraufhin, dass unzureichende hygienische Zustédnde oder mangelhaftes
Hygienemanagement ursachlich fiir die Lebensmittelkontamination verantwortlich waren.

Um die epidemiologische Bedeutung lebensmittelbedingter viraler Infektionen in Deutschland
noch besser einschatzen und gezielte Praventions- und KontrollmaBnahmen ergreifen zu
kénnen, sollten in enger Kooperation der humanmedizinischen und veterindrmedizinischen
Einrichtungen verstarkt auch virale Ausbriche mit Lebensmittelverdacht untersucht und do-
kumentiert werden. Molekularbiologischen Nachweismethoden kommt bei der Ausbruchs-
aufklarung eine besondere Bedeutung zu.
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4.2 Hepatitis E — eine neue Lebensmittel-assoziierte Erkrankung in Deutschland

Reimar Johne
Bundesinstitut fir Risikobewertung, Berlin
E-Mail: Reimar.Johne@bfr.bund.de

Infektionen mit dem Hepatitis E-Virus (HEV) flhrten in der Vergangenheit zu groBen Epide-
mien von akuter Hepatitis in Zentral- und Siidostasien, Nord- und Westafrika sowie in Mexi-
ko. Die Erkrankung verldauft in der Regel moderat mit einer Letalitatsrate von 0,5 bis 4 %; bei
Schwangeren wird jedoch aufgrund fulminanter Verldufe eine Letalitatsrate von 15 bis zu
25 % beobachtet. In den industrialisierten Landern wird die Erkrankung relativ selten diag-
nostiziert, wobei es sich fast ausschlieBlich um Einzelerkrankungen handelt. In Deutschland
steigt die Zahl der gemeldeten Hepatitis E-Falle in den letzten Jahren kontinuierlich an; 2008
wurden insgesamt 104 Falle gemeldet. Die in Mitteleuropa auftretenden Hepatitis E-Falle
sind einerseits auf importierte Infektionen aus den Endemiegebieten zurlickzuflhren, ande-
rerseits zeigen jedoch neuere Untersuchungen, dass ein GroBteil der Félle im eigenen Land
erworben wird.

HEV ist ein mit Calici- und Togaviren verwandtes Virus, das in ein eigenes Genus Hepevirus
eingeordnet wurde. Das Virus lasst sich in Zellkulturen nur sehr schwer vermehren, weshalb
noch viele Details seines Vermehrungszyklus unklar sind. Aus dem gleichen Grund sind Te-
nazitatsstudien sowie die Entwicklung von Diagnostika und Impfstoffen schwierig. Die unbe-
hillten HEV-Partikel enthalten ein einzelstrangiges RNA-Genom. Es lassen sich vier Geno-
typen mit unterschiedlicher geografischer Verbreitung unterscheiden, wobei Genotyp 3 welt-
weit verbreitet ist und flr Europa die gréBte Bedeutung hat.

Die Ubertragung von HEV erfolgt (iber den fakal-oralen Weg, in den Endemiegebieten vor
allem mittels fakal verunreinigten Trinkwassers, aber auch durch kontaminierte Lebensmittel.
Mit humanem HEV eng verwandte Erreger (Genotypen 3 und 4) wurden auch in verschiede-
nen Tierarten wie Schwein, Wildschwein und Sika-Hirsch nachgewiesen, ohne in diesen auf-
fallige Erkrankungen auszulésen. Neuere Untersuchungen zeigen auch HEV-&hnliche Viren
in Kaninchen und Ratten. Berichte Uber Hepatitis E-Erkrankungen nach dem Verzehr unge-
nugend erhitzten Fleisches von Wildschweinen legen ein zoonotisches Potenzial von HEV
nahe. In mehreren Landern Europas und in Deutschland scheint das Virus in Schweine- und
Wildschweinbestéanden stark verbreitet zu sein. Eine epidemiologische Studie identifizierte
den Verzehr von Wildschweinfleisch als Risikofaktor fiir eine Erkrankung an Hepatitis E in
Deutschland. Die Daten zeigen, dass HEV {ber den Verzehr von Fleisch infizierter Tiere
Ubertragen werden kann; weitere Untersuchungen zur genaueren Charakterisierung des
Risikos einer Erkrankung erscheinen nétig.
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4.3 Hohe HEV Pravalenz in Wildschweinen in vier verschiedenen Regionen Deutsch-
lands

Cornelia Adlhoch', Marco Kaiser', Helga Meisel?, Alexander Wolf'
Heinz Ellerbrok' und Georg Pauli’

'Robert Koch-Institut, Zentrum fiir biologische Sicherheit, Berlin
®Institut fiir of medizinische Virologie, Berlin

E-Mail: adlhochc@rki.de

Hintergrund

Hepatitis E Virus (HEV) galt bisher als nicht-endemisch in Europa, obwohl vermehrt auto-
chthone humane Félle gemeldet sowie hohe Durchseuchungsraten der Wild- und Haus-
schweine in Europa gezeigt wurden. HEV des Schweins ist eine virale Zoonose, die auf den
Menschen Ubergehen und dort eine Hepatitis verursachen kann. Es wird angenommen, dass
fir die Ubertragung von HEV in Deutschland kontaminiertes Wildschweinfleisch ein Risiko-
faktor darstellen kénnte.

Methoden

In vier unterschiedlichen ost- und westdeutschen Gebieten wurden auf Treibjagden Leber-,
Galle- und Serumproben von Wildschweinen zwischen Oktober und Dezember 2007 ent-
nommen. Mittels quantitativer real-time PCR wurden diese auf HEV RNA getestet. Die Se-
rumproben wurden mit zwei kommerziell erhéltlichen ELISAs sowie einem Line assay auf
antiHEV IgG untersucht. Long-range PCR assays generierten zur phylogenetischen Analyse
gréBere Genomfragmente sowie zwei Vollldngengenome.

Ergebnis

28,7 % der Proben waren seropositiv und in 68,2 % der Tiere konnte HEV RNA in der gPCR
Analyse nachgewiesen werden. Tiere aller Altersklassen waren hierbei HEV RNA positiv.
Galleproben zeigten die héchste Rate positiver gqPCR Ergebnisse im Vergleich zu Leber- und
Serumproben. Alle Isolate clusterten in der phylogenetischen Analyse im Genotype 3, der
Subtyp allerdings war regional verschieden. Isolate aus Rheinland-Pfalz und Brandenburg
gehoérten zum Subtyp 3i, ein Isolat der Grenzregion Brandenburg/Sachsen clusterte inner-
halb des Subtyps 3f, alle anderen dieses Sammelgebietes jedoch gehdrten zu Subtyp 3e.
Ein 969 nt Fragment innerhalb des ORF 2 zeigte, dass die HEV Isolate innerhalb einer Popu-
lation stabil sind, aber Tiere in unmitteloarer Nahe unterschiedliche Subtypen aufweisen
kénnen. Volllangengenome der Subtypen 3i und 3e wurden generiert.

Zusammenfassung

Die hohe Infektionsrate bei hohen Viruslasten der untersuchten Wildschweinpopulationen
zeigt ein Risikopotential der zoonotischen Ubertragung von HEV durch kontaminiertes
Fleisch auf und kénnte als Ursache humaner autochthoner Félle in Deutschland in Frage
kommen.
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4.4 Noroviren, Sapoviren und Hepeviren bei landwirtschaftlichen Nutztieren

Barbara Bank-Wolf, Edmilson Oliveira-Filho, Heinz-Jirgen Thiel, Matthias Kénig
Institut far Virologie, Fachbereich Veterindrmedizin, Justus-Liebig-Universitat
Giessen, Giessen

E-Mail: Barbara.Bank-Wolf@vetmed.uni-giessen.de

Noroviren (NoV) und Sapoviren (SaV) aus der Virusfamilie Caliciviridae sind wichtige Verur-
sacher humaner Gastroenteritiden und kommen auch bei landwirtschaftlichen Nutztieren wie
Rindern, Schweinen und Schafen vor. Die enge Verwandtschaft humaner und animaler Vi-
ren, beschriebene Rekombinationen dieser Viren sowie der Nachweis humaner NoV bei
Schweinen, Rindern und in ronem Schweinefleisch hat das Interesse an diesen Viren auch
im Hinblick auf die Gefahr einer méglichen zoonotischen Ubertragung verstarkt.

Hepatitis E Virus (HEV), ein Vertreter aus der Virusfamilie Hepeviridae, ist weltweit verbreitet
und verursacht beim Menschen akute Hepatitiden. Vertreter der Genotypen 3 und 4 des HEV
wurden sowohl beim Menschen als auch bei Wildwiederkduern sowie Haus- und Wild-
schweinen gefunden.

Das Vorkommen eng verwandter Virusstamme bei unterschiedlichen Spezies in der gleichen
geographischen Region sowie Erkrankungen nach Verzehr von nicht durchgegartem Wild-
schweinefleisch weisen auf eine zoonotische Ubertragung hin. Verschiedene Studien haben
das Vorkommen von HEV bei Wildschweinen in Deutschland dokumentiert. Uber die Vi-
ruspravalenz beim Hausschwein in Deutschland gibt es bislang keine veréffentlichten Daten.

Zur Ermittlung der Pravalenz und Bedeutung von NoV- und SaV-Infektionen bei landwirt-
schaftlichen Nutztieren wurden Kot- und Organproben von Rindern, Schweinen und kleinen
Wiederkauern (Schafen, Ziegen) mit Hilfe der RT-PCR auf das Vorhandensein von NoV-
bzw. SaV-spezifischer RNS untersucht. Ein Fragebogen zu Daten der Einzeltiere sowie zur
Bestandssituation begleitete die Probensammlung und wurde statistisch im Hinblick auf Zu-
sammenhdnge einer NoV- und SaV-Infektion mit spezifischen Parametern analysiert. Zu-
satzlich wurden Proben von Schweinen auf HEV-spezifische RNS untersucht.

Bei Rindern konnten in 5,9 % der untersuchten Proben NoV nachgewiesen werden. In Pro-
benmaterial von Schweinen gelang der Nachweis von SaV in 6,1 % der Falle. Die Proben
der kleinen Wiederkduer waren allesamt negativ. Phylogenetische Analysen der PCR-
Produkte zeigten, dass die gefundenen Viren naher mit bekannten animalen NoV bzw. SaV
verwandt sind als mit den humanen Vertretern.

HEV-spezifische RNS konnte nur in einer von 105 Proben von Schweinen detektiert werden.
Die phylogenetische Analyse erlaubte eine Gruppierung des Virus in Subgruppe 3a des Ge-
notyps 3 der Hepeviridae zusammen mit porzinen, aber auch humanen Viren.
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4.5 Untersuchung eines Norovirus-Gastroenteritis Ausbruchs in einer Kaserne,
Leipzig, 2009

Kathrin Scherer', Maria Wadl*, Helen Bernard*, Sabine Diedrich*, Lippo Ellerbroek?, Christi-
na Frank®, Marina Hoehne*, Reimar Johne?, Judith Koch*, Stine Nielsen®, Jérg Schulenburg?®,
Klaus Stark* und Giinter Klein'

'Tierarztliche Hochschule Hannover, Institut fiir Lebensmittelqualitat und -sicherheit
“Bundesinstitut fir Risikobewertung, Berlin

*Schule fiir Diensthundewesen der Bundeswehr

*Robert Koch-Institut, Berlin

E-Mail: Kathrin.Scherer@bfr.bund.de

Die zur Familie der Caliciviren gehérenden Noroviren sind weltweit verbreitet und gelten der-
zeit als haufigste Erregergruppe bei virusbedingten Magen-Darm-Erkrankungen des Men-
schen. Dem Robert Koch-Institut wurden im Jahr 2008 ca. 212.000 Erkrankungen gemeldet;
eine stete Steigerung ist seit 2001 zu beobachten. Die Ubertragung erfolgt fakal-oral entwe-
der direkt von Mensch zu Mensch oder indirekt Gber kontaminierte Oberflachen, Lebensmit-
tel und Getranke. Die Infektionsdosis ist sehr gering und es reichen bereits 10-100 Viruspar-
tikel aus, um eine Erkrankung auszulésen. Norovirus-Ausbriiche ereignen sich besonders
haufig in Einrichtung mit Gemeinschaftsverpflegung bedingt durch den engen Kontakt der
Bewohner.

Anfang Januar 2009 erkrankten mehrere Bewohner einer Kaserne in Leipzig an Durchfall
und Erbrechen. Aufgrund der Haufung von Magen-Darm-Erkrankungen und der klinischen
Symptomatik wurden Noroviren als Ursache angenommen. Der Verdacht lieB sich Uber den
Nachweis von Noroviren in Stuhlproben von Erkrankten bestatigen. Im Rahmen der Aus-
bruchsuntersuchung wurden des weiteren Tupferproben von verschiedenen Oberflachen der
betroffenen Einrichtung sowie Lebensmittelproben gewonnen und auf Noroviren untersucht.
Insgesamt 11% (6/55) der untersuchten Oberflachen waren Norovirus-positiv. Diese stamm-
ten u.a vom Tresen der Poststelle, einer Computertastatur und dem Postverteilerkasten. Die
genotypische Sequenzanalyse der Tupferproben-Isolate ergab eine Ubereinstimmung mit
dem in den Stuhlproben nachgewiesenen Norovirus-Stamm (Genotyo 11.4). In den untersuch-
ten Lebensmittelproben konnten hingegen keine Noroviren nachgewiesen werden. Als Grund
fir den negativen Virusnachweis kdnnen eine komplexe Lebensmittelmatrix, eine zu geringe
Viruskonzentration und inhomogene Verteilung im Lebensmittel, aber auch das Vorhanden-
sein inhibitorischer Substanzen in den Lebensmitteln genannt werden. Ebenso ist es denk-
bar, dass am Ausbruchgeschehen urséchlich keine Lebensmittel beteiligt waren und die
Ubertragung der Viren direkt von Mensch zu Mensch und (iber kontaminierte Oberflachen
stattfand. Die Untersuchung zeigt deutlich, dass es im Rahmen von Ausbruchgeschehen zu
einer Verbreitung von Noroviren Uber Oberflachen und Gegenstdnde kommen kann. Die
Wichtigkeit einer grindlichen Reinigung und Desinfektion aller Bereiche zur Unterbrechung
der Infektketten wird bestatigt. Darliber hinaus werden verbesserte Untersuchungsmethoden
zum Norovirusnachweis, insbesondere in komplexen Lebensmitteln, bendtigt.

Die Untersuchung entstand im Rahmen eines Forschungsvorhabens fir den Sanitétsdienst
der Bundeswehr.
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4.6 Nachweis humaner Sapoviren bei einem Gastroenteritisausbruch in Deutschland

Marina Héhne' und Florian Burckhardt?

'Robert Koch-Institut, Konsiliarlabor fir Noroviren, Berlin

®Landesuntersuchungsamt Rheinland-Pfalz, Institut fiir Hygiene und Infektionsschutz, Lan-
dau

E-Mail: hoehnem@rki.de

Sapoviren (SV), die wie Noroviren (NV) zur Familie der Caliciviridae gehdéren, sind als
Gastroenteritiserreger fur Menschen und Schweine bekannt. Auf Grund ihrer groBen geneti-
schen Variabilitdt werden sie in 5 Genogruppen mit jeweils mehreren Genotypen unterteilt.
Lange Zeit wurden SV hauptsachlich als Erreger sporadischer Gastroenteritiden (GE) vor
allem bei Kindern nachgewiesen. Durch verbesserte Methoden werden weltweit SV zuneh-
mend auch als Ursache von GE-Ausbrlichen in allen Altersgruppen diagnostiziert. Da Infek-
tionen mit SV im Gegensatz zu Noroviren nicht meldepflichtig sind, gibt es bisher nur wenige
Informationen Gber ihre Zirkulation in Deutschland.

Im Juli 2008 erkrankten 30 von 50 Gasten einer Grillparty in Rheinland-Pfalz mit Symptomen
einer virusbedingten Gastroenteritis. Die Ausbruchsuntersuchungen durch Mitarbeiter der
lokalen Gesundheitsbehdérde ergaben den Genuss von Bichsenbier, das zuvor in Wasser
aus einem nahegelegenen Fluss gekihlt worden war, als die wahrscheinlichste Ursache. In
Wasserproben wurden E. coli serovar O78 und O58 nachgewiesen. In Stuhlproben von Er-
krankten konnten weder bakterielle Erreger noch Noroviren nachgewiesen werden. Erst die
Testung durch eine multiplex real-time RT-PCR spezifisch fir humane Sapoviren war erfolg-
reich. Durch Sequenzanalysen konnte eine Intergenogruppen-Rekombinante GII.2/GIV als
Ursache des Gastroenteritisausbruchs festgestellt werden. Da das Wasser zum Kihlen der
Bierdosen kurz unterhalb eines Klarwerksabflusses entnommen worden war, kann eine Ver-
unreinigung mit Sapoviren angenommen werden, obwohl im FluBwasser kein Nachweis von
Sapoviren moglich war.

Wie in ersten retrospektiven Untersuchungen im Konsiliarlabor fir Noroviren gezeigt werden
konnte, zirkuliert ein breites Spektrum humaner Sapoviren in Deutschland. Da bisher nur
sporadische Nachweise von Sapoviren bei Gastroenteritiden durchgefiihrt wurden, ist die
tatsachliche Pravalenz dieser Caliciviren bisher unbekannt. Bei Gastroenteritiden unklarer
Atiologie sollte daher in Zukunft auch an einen Nachweis von Sapoviren gedacht werden.
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4.7 Nachweisverfahren fiir Viren in Lebensmitteln und rechtliche Bewertung

Dietrich Made

Landesamt flr Verbraucherschutz Sachsen-Anhalt, Fachbereich 3 — Lebensmittelsicherheit,
Halle (Saale)

E-Mail: dietrich.maede@lav.ms.sachsen-anhalt.de

Noroviren, Rotaviren und Hepatitis-A-Viren gelten als die wichtigsten lebensmittelassoziier-
ten Viren. Nach vorsichtigen Schatzungen werden mindestens 10% der Noroviruserkrankun-
gen durch Lebensmittel oder Trinkwasser hervorgerufen, bei ber 200 000 gemeldeten Er-
krankungsféllen im Jahr 2008 sind dies mindestens 20 000 lebensmittelbedingte Erkran-
kungsfalle.

Die Kontamination der Lebensmittel mit humanpathogenen Viren ist in der Regel eine se-
kundare Kontamination. Infizierte Personen scheiden den Erreger in hoher Zahl Uber Vomi-
tus und Stuhl aus. Unzureichende hygienische Bedingungen sind die Ursache der Kontami-
nation von Lebensmitteln. Verschérft wird die Gefahr einer Infektion durch die geringe infek-
tése Dosis, bereits wenige Virionen, beschrieben ist eine minimale infektiése Dosis von we-
niger als zehn Viruspartikeln, kdnnen Erkrankungsfalle hervorrufen. Diese geringe Zahl an
Erregern stellt sehr hohe Anforderungen an die Sensitivitat der Analysen im Lebensmittelbe-
reich. Als erste amtliche Methode wurde im Rahmen einer § 64 - Arbeitsgruppe ein Verfah-
ren zum Nachweis von Noroviren in Tupferproben durch real-time RT-PCR entwickelt. Mit
diesem Verfahren ist es sowohl méglich, Viren auf Lebensmitteln mit harten, festen Oberfla-
chen, als auch die Erreger in Umgebungsproben nachzuweisen. Mit dieser Methode kénnen
durch Analyse von Tupferproben, die von den Behdrden vor Ort entnhommen wurden, nun-
mehr Infektionswege abgeklart und Eintragsquellen ermittelt werden. Mit erheblich hdherem
Aufwand ist der Nachweis von Viren direkt in Lebensmitteln verbunden. Derzeit werden im
europdischen Rahmen Methoden zum Nachweis von Noroviren in abgeflllitem Wasser, in
weichen Fruchten und in grinem Salat entwickelt. Im Rahmen der genannten Arbeitsgruppe
nach § 64 LFGB wurde ein Verfahren zum Nachweis von Viren in Joghurt erfolgreich in ei-
nem Ringversuch geprift.

Die lebensmittelrechtliche Beurteilung der nachgewiesenen Viren erfolgt in Abhangigkeit von
der epidemiologischen Situation. Mittels DNA-Sequenzierung ist es mdglich, den epidemio-
logischen Zusammenhang zwischen den im Patientenmaterial nachgewiesenen Erregern zu
analysieren. Wird ein epidemiologischer Zusammenhang festgestellt, so ist das Erzeugnis
als gesundheitsschéadlich zu beurteilen. Ansonsten ist bei Nachweis von Noroviren eine Kon-
tamination durch humane Ausscheidungen auszugehen, die eine Beurteilung als zum Ver-
zehr nicht geeignet nach sich ziehen.
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4.8 Vergleichende Hepatitis E Virus-Seropravalenz in deutschen Hausschweinen
mittels unterschiedlicher Nachweismethoden

Christine Bachlein', Anika Schielke?, Reimar Johne?, Rainer Ulrich?,

Wolfgang Baumgértner*, Beatrice Grummer'

'Institut fiir Virologie, Zentrum fiir Infektionsmedizin, Tierarztliche Hochschule Hannover
*Bundesinstitut fiir Risikobewertung, Berlin

3Friedrich-Loeffler-Institut, Institut fir neue und neuartige Tierseuchenerreger, Greifswald-
Insel Riems

*Institut fiir Pathologie, Tierarztliche Hochschule Hannover

E-Mail: christine.baechlein@tiho-hannover.de

Das Hepatitis E Virus (HEV) verursacht in Entwicklungslandern endemische Ausbriiche aku-
ter Hepatitis. In Industriestaaten werden klinische Falle von Hepatitis E vor allem mit der
zoonotischen Ubertragung von HEV ausgehend von Haus- und Wildschweinen in Verbin-
dung gebracht. HEV-spezifische Antikérper wurden in porzinen Serumproben in mehreren
Europaischen Léandern mit allgemein hohen Pravalenzen nachgewiesen.

Mithilfe eines neu entwickelten ELISAs wurde 1072 Schweineseren auf HEV-spezifische
Antikérper untersucht. Die Seropravalenz reichte dabei von 15.6 % bis 70.7 % in den ver-
schiedenen Bundeslandern. Um die Ergebnisse zu bestétigen, wurden 321 Proben mit ei-
nem kommerziell erhéltlichen Antikdrper-ELISA erneut getestet und 64.2 % davon als positiv
beurteilt. Verglichen damit wurde mit dem neu entwickelten ELISA der Anteil positiver Pro-
ben auf 43.9 % beziffert. Ein Vergleich der Ergebnisse zeigte, dass nur 56.7 % der Serum-
proben das gleiche Ergebnis aufwiesen. Eine erneute Untersuchung von ausgewahlten Pro-
ben mit einem kommerziell erhéltlichen, modifizierten Western Blot ergab wiederum abwei-
chende Ergebnisse. Die beobachteten Abweichungen der Testresultate kénnen héchstwahr-
scheinlich mit dem Einsatz unterschiedlicher Antigene und dem Nachweis unterschiedlicher
Antikdrperklassen in den verschiedenen Tests erklart werden.

Grundsatzlich stellte sich durch die Untersuchung einer gréBeren Anzahl von Schweineseren
mit einem neu entwickelten ELISA heraus, dass HEV in der Hausschweinepopulation in
Deutschland weit verbreitet ist. MOgliche Auswirkungen dieser Infektion auf die Tierprodukti-
on sowie die menschliche Gesundheit sind jedoch weiterhin unklar.
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4.9 Strategien und Methoden zum Nachweis von Viren in Oberflachengewassern und
Rohwassern fir die Trinkwasseraufbereitung

H.-C. Selinka, I. Chorus, I. Feuerpfeil, O. Schmoll, R. Szewzyk
Umweltbundesamt, Berlin
E-Mail: hans-christoph.selinka@uba.de

In Zusammenarbeit mit nationalen und internationalen Forschungs-einrichtungen und Behér-
den beteiligt sich das Umweltbundesamt an der Fortentwicklung und Validierung von Metho-
den zum Nachweis von Viren in Oberflachengewassern und Trinkwasserressourcen.

Humanpathogene enterale Viren werden hauptsachlich von Menschen mit dem Stuhl ausge-
schieden. Da sie in Klaranlagen oft unzureichend zurtickgehalten werden, kénnen diese Vi-
ren Uber den Wasserkreislauf in die Umwelt gelangen und in Oberflachengewassern und im
ungeschitzten Grundwasser auftreten. Bei der Gewinnung von Trinkwasser — unserem wich-
tigsten Lebensmittel — aus solchen Wé&ssern missen MaBnahmen ergriffen werden, um die
Konzentration der Viren zu minimieren. Dazu dient das Multibarrierensystem mit Ressour-
censchutz, mehrstufiger Aufbereitung und ggf. einer Desinfektion. So werden z. B. bei einer
Untergrundpassage Viren effektiv durch Adsorption an Bodenpartikel zuriickgehalten. Trink-
wasserbedingte Ausbriche von Viren traten in Europa nur bei VerstéBen gegen die allge-
mein anerkannten Regeln bei der Trinkwasserproduktion oder -verteilung auf. Das ange-
strebte Schutzniveau fir die Trinkwasserversorgung in Deutschland geht aber weit Uber die
Verhinderung von Ausbrichen hinaus. Die Dokumentation dieses hohen Schutzniveaus ist
mit einer Endproduktkontrolle nicht mehr méglich, sondern erfordert eine Risikoabschatzung.
Diese basiert auf der Uberwachung des zur Trinkwasseraufbereitung benutzten Rohwassers
und der Uberprifung der Effektivitat der Wasseraufbereitung und liefert wichtige Daten fir
die Berechnung potenzieller Gesundheitsrisiken. Flir den Nachweis von Viren nehmen mole-
kularbiologische Methoden stetig an Bedeutung zu, vor allem fir Viren, fir die kein kultureller
Nachweis mdglich ist (z.B. Noroviren). Im Gegensatz zum Nachweis von Bakterien missen
fir den Nachweis von Viren je nach Art der Wasserproben Volumina bis zu 10 Liter oder
mehr untersucht werden, die vor der molekularbiologischen Analyse in mehreren Arbeits-
schritten aufkonzentriert werden missen.

In Laborversuchen, Beprobungen und Experimenten mit Wasserkreislaufen in halbtechni-
schen Versuchsanlagen testen wir am Beispiel von Adenoviren, Noroviren und Bakteriopha-
gen Methoden zum Nachweis von Viren in Wasser unterschiedlicher Beschaffenheit und
Qualitat.

Ferner entwickeln wir in Zusammenarbeit mit der Trinkwasserkommission ein Daten-
basiertes Stufenkonzept zur Risikoabschatzung und Bewertung des Vorkommens von Viren
in Rohwasserressourcen und ihrer Elimination in der Trinkwasseraufbereitung.
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4.10 Realtime RT-PCR zur breiten Detektion von Gruppe A-Rotaviren des Menschen
und verschiedener Saugetier-Spezies

Peter Otto’, Anja Carl? und Reimar Johne®

'Friedrich-Loeffler-Institut, Bundesforschungsinstitut fir Tiergesundheit, Institut fiir Bakterielle
Infektionen und Zoonosen, Arbeitsgruppe Noro-/Rotaviren, Jena

®Bayerisches Landesamt fiir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit — Fachlabor Lebensmit-
tel-, Erlangen
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Rotaviren (RV) sind die Hauptursache fir klinisch relevante Durchfallerkrankungen bei Klein-
kindern und Jungtieren verschiedener Tierarten. Sie werden Uber den fakal-oralen Weg,
entweder direkt oder indirekt Uber eine Kontamination von Wasser, Lebensmittel oder Ober-
flachen Ubertragen. RV von Saugetieren kénnen im zoonotischen Sinne auf den Menschen
Ubertragen werden. Die Viruspartikel besitzen eine auBerordentlich hohe genetische Variabi-
litdt. Sie werden auf der Basis ihres gruppenspezifischen Antigens gegenwartig in die Grup-
pen A bis G eingeteilt. RV der Gruppe A (RV-A) dominieren jedoch bei den verursachten
Erkrankungen deutlich. Innerhalb dieser Gruppe werden viele verschiedene Sero- bzw. Ge-
notypen unterschieden, die als G- und P-Typen bezeichnet werden. Derzeit sind 23 G- und
31 P-Typen bekannt.

Die Diagnostik von RV stutzt sich in den letzten Jahren zunehmend auf die Anwendung von
sensitiven Schnelltests, vor allem der realtime RT-PCR. Pang et al. verdffentlichten 2004
eine robuste realtime RT-PCR zum Nachweis von RV-A in Stuhlproben von Kindern. Vor
dem Hintergrund des zoonotischen Potenzials der RV-A wollten wir die Eignung dieser real-
time RT-PCR zum Nachweis von RV-A verschiedener Sdugertierarten prifen.

31 RV-A-Stdmme verschiedener Tierspezies mit unterschiedlichen G- und P-Typen wurden
in Zellkulturen vermehrt, die virale RNA isoliert und anschlieBend in der oben genannten
real-time RT-PCR getestet. Verschiedene humane RV-A-Isolate dienten als Positivkontrolle
und aviare RV-A, mammare RV-C und Reoviren als Negativkontrolle. In den Untersuchun-
gen wurden gleichzeitig One-Step RT-PCR Kits von drei verschiedenen Herstellern auf ihre
Verwendbarkeit getestet.

Im Ergebnis konnten wir feststellen, dass mit Ausnahme der murinen RV-A-Isolate alle ani-
malen RV-A-Isolate detektiert wurden. Die Sequenzierung der entsprechenden Gensequen-
zen der murinen Isolate ermdglichte danach eine Modifizierung der realtime RT-PCR (Primer
und Sonde), so dass hierdurch alle getesteten animalen und humanen RV-A-Stamme detek-
tiert werden konnten. Mit dieser modifizierten realtime RT-PCR steht nun ein schnelles Ver-
fahren zur Verfligung, das den Nachweis von Gruppe A-Rotaviren sowohl vom Menschen als
auch von Saugetieren gewabhrleistet.
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4.11 Untersuchung von Fischen und Fischereierzeugnissen sowie von glatten Ober-
flachen in fischverarbeitenden Betrieben auf lebensmittelassoziierte Viren —
Méglichkeiten und Grenzen der amtlichen Untersuchung-

Sven Ramdohr und Edda Bartelt
LAVES- Institut fir Fische und Fischereierzeugnisse (IFF) Cuxhaven
E-Mail: sven.ramdohr@Ilaves.niedersachsen.de

Das IFF Cuxhaven fiihrt in Niedersachsen die amtlichen Untersuchungen auf Noro-, Rota
und Hepatitis-A Viren in Fischen und Fischereierzeugnissen einschlieBlich zweischaliger
Weichtiere durch. Zudem werden Hygienetupfer aus fischereiverarbeitenden Betrieben und
aus dem Handel auf Norovirus gemaB der amtlichen Methode L00.00-112 ,Qualitativer
Nachweis von Noroviren der Genogruppen | und Il auf glatten, festen Oberflédchen von Le-
bensmitteln durch real-time RT-PCR"nach §64 LFGB untersucht.

Die angewendeten molekularbiologischen Nachweisverfahren entsprechen den Referenzme-
thoden (real time RT-PCR) des zustédndigen Nationalen Referenzlabors (BfR, Berlin) und
werden durch regelméBige Ringversuche einschlieBlich Kontrolle der jeweiligen Nachweis-
grenzen Uberpruft.

Im Untersuchungszeitraum 2008 bis Juni 2009 wurden insgesamt 277 Proben Fische und
Fischereierzeugnisse und 141 Hygienetupfer aus fischverarbeitenden Betrieben und aus
dem Einzelhandel qualitativ untersucht.

Die Herkunft und Beschaffenheit der Proben werden n&her erldutert. Im Untersuchungszeit-
raum wurden weder in den Probenmaterialien von Fischen und Fischereierzeugnissen noch
in Tupfern Viren nachgewiesen.

Diese Untersuchungsergebnisse erscheinen angesichts der Untersuchungsergebnisse zum
Vorkommen von Viren in Lebensmitteln im Schrifttum, aber auch der haufig gemeldeten No-
rovirusinfektionen des Menschen zun&chst unplausibel. Diskutiert werden muss daher, in-
wieweit Fische und Fischereierzeugnisse an viral bedingten Krankheitsausbriichen beteiligt
sind und wie die bestehenden Untersuchungs- Uberwachungs- und Meldeabldufe zwischen
Betrieben, Arzten, Gesundheits- und Veterindrdmtern zu optimieren sind, um viral bedingte
Lebensmittelinfektionen aufzuklaren und wirkungsvoller bek&@mpfen zu kdnnen.
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4.12 Tenazitat und Inaktivierung von Viren in Lebensmitteln

Barbara Becker, Sascha Mormann
Hochschule Ostwestfalen-Lippe, Life Science Technologies, Mikrobiologie, Lemgo
E-Mail: barbara.becker@hs-owl.de

Das RKI (Robert Koch Institut, Berlin) registrierte 2008 mehr als 120.000 Erkrankungen
durch pathogene bakterielle Erreger wie Salmonella, Campylobacter, Shigella und Yersinia
in Deutschland. Im gleichen Zeitraum wurden 290.000 Krankheitsfalle verursacht durch No-
rovirus, Rotavirus, Hepatitis A-Virus und Hepatitis E-Virus gemeldet. Zu den durch Lebens-
mittel Gbertragbaren Viren zahlen Norovirus, Sapovirus, Hepatitis A-Virus, Hepatitis E-Virus,
Rotavirus, Astrovirus, Enterovirus, Adenovirus und Friihsommer-Meningoenzephalitis-Virus
(FSMEV). “Foodborne viruses” haben morphologische Gemeinsamkeiten - den meisten fehlt
eine Virushulle. Unbehillte Viren sind gegentber Umwelteinfliissen stabiler als behlllte.

In der Lebensmittelindustrie sind InaktivierungsmaBnahmen fir bakterielle Erreger Uberwie-
gend gut untersucht. Fir Viren liegen diesbezlglich relativ wenige Daten vor. Erkenntnisse,
ob und in welchem MaBe humanpathogene Viren durch technologische Prozesse, welche
zur Haltbarmachung von Lebensmitteln oder im Rahmen der Zubereitung angewendet wer-
den, inaktiviert werden kénnen, sind fur die Lebensmittelindustrie von Interesse. Zu diesen
Verfahren gehéren z. B. Erhitzung, Kryokonservierung, Sauerung etc. Daten zur Tenazitat
und Inaktivierung durch physikochemische Prozessierung liegen zwar fir eine Reihe le-
bensmittelassoziierter humanpathogener Viren vor (Baert et al., 2009), fir humanes Norovi-
rus ist die Datenlage jedoch sehr begrenzt. Anhand der Ergebnisse aus Studien mit Felines
Calicivirus (FCV), das haufig als Modellvirus fir NV verwendet wird wurde deutlich, dass,
abgesehen von Erhitzungsprozessen >70 °C, andere lebensmittelkonservierende Verfahren
maoglicherweise nicht ausreichend viruzid sind, um bei einer Kontamination mit NV ausrei-
chenden Verbraucherschutz zu gewahrleisten, zumal NV als prozessresistenter im Vergleich
zu FCV eingeschatzt wird (Koopmans und Duizer, 2004).

Ziel eines von der AiF Uber den FEI (Forschungskreis der Ernadhrungsindustrie) im Zeitraum
von 2007 — 2009 gefdrderten Forschungsprojektes war es, Daten zur Tenazitat und Inaktivie-
rung von humanem Nororvirus in ausgewahlten Lebensmitteln unter dem Einfluss produki-
spezifischer Prozessparameter und Herstellungstechnologien zu ermitteln. Die Untersuchun-
gen wurden mittels quantitativer real-time RT-PCR durchgefiihrt und erméglichen aufgrund
des Einsatzes von RNasen den Nachweis intakter Viruspartikel. Eine signifikante Reduktion
humanpathogener Noroviren in verschiedenen Lebensmitteln konnte durch Hitzeeinwirkung
beobachtet werden.

Baert, L., Debevere, J. & Uyttendaele, M. (2009) The efficacy of preservation methods to
inactivate foodborne viruses. International Journal of Food Microbiology, 131, 83-94.

Koopmans, M. & Duizer, E. (2004) Foodborne viruses: an emerging problem. International
Journal of Food Microbiology, 90, 23-41.
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4.13 Einfluss verschiedener Prozessfaktoren bei der Lebensmittelherstellung auf die
Tenazitat von Noroviren in Lebensmitteln

Anja Carl, Erika Jung-Kérner, Claudia Kirzdérfer und Gesine Schulze

Bayerisches Landesamt fir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit, Sachgebiet Lebensmit-
telhygiene LM3/2, Erlangen

E-Mail: anja.carl@lgl.bayern.de

Neben der direkten Ubertragung von Mensch zu Mensch spielt bei Noroviren die indirekte
Ubertragung via Lebensmittel eine groBe Rolle. So wird geschatzt, dass bis zu 16 % der
Ausbriche auf kontaminierte Lebensmittel zurlickzufihren sind (De Witt et al., 2003). Durch
die epidemische Ausbreitung der Viren und die dadurch bedingte hohe Anzahl an Infektionen
und Ausbrlchen in den letzten Jahren hat die Notwendigkeit des Virusnachweises in Le-
bensmitteln dabei zusatzlich an Bedeutung gewonnen.

Mittlerweile stehen routinetaugliche Methoden zum Nachweis von Noroviren in Lebensmitteln
zur Verflgung. Mit den vorhandenen molekularbiologischen Verfahren wird hierbei die virale
Nukleinsdure detektiert. Ein Zusammenhang zwischen positivem Nukleinsdurenachweis und
Infektiositat der Viren kann jedoch bislang nicht eindeutig hergestellt werden. Dementspre-
chend ist es von groBem Interesse, inwiefern sich prozesstechnische Verfahren bei der Le-
bensmittelherstellung auf die Infektiositat des nachgewiesenen Agens auswirken.

Im Rahmen eines Projektes wurde daher der Einfluss verschiedener, fur die Lebensmittel-
herstellung relevanter Prozessfaktoren (Temperatur, pH-Wert, Trocknung, Kochsalz- und
Pokelsalzkonzentration) auf die Tenazitdt von Noroviren untersucht. Dabei stand die Frage
im Vordergrund, durch welche Prozesse die Viren sicher abgetbtet werden kénnen und in-
wieweit vom positiven Nukleinsaurenachweis auf ein infektionstlchtiges Viruspartikel ge-
schlossen werden kann. Da humane Noroviren bislang in vitro nicht anztichtbar sind, wurde
fur die Infektionsversuche ein kultivierbares Virus-Modellsystem mit murinen Noroviren etab-
liert. Das murine Norovirus hat sich hierbei als geeignetes, ahnlich umweltstabiles und in der
Zellkultur anzlichtbares Norovirussurrogat erwiesen.

In der vorliegenden Arbeit werden erste Ergebnisse vorgestellt und mdgliche Auswirkungen
auf die weitere Handhabung viruspositiver Proben diskutiert.

Die vorliegende Arbeit wurde mit Mitteln des Bayerischen Staatsministeriums fir Umwelt,
Gesundheit und Verbraucherschutz geférdert.
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4.14 Untersuchungen zum Einfluss technologischer Prozesse auf die Tenazitat und
Inaktivierungskinetik von ausgewahlten viralen Infektionserregern in Rohwurst-
produkten

Thiemo Albert’, Jill Manteufel?, Juliane Straube?, Janin Heinze', Uwe Truyen® und Karsten
Fehlhaber

Zentrum fur Veterinary Public Health,Veterindrmedizinische Fakultat Leipzig

'Institut fir Lebensmittelhygiene

%Institut fur Tierhygiene und Offentliches Veterindrwesen

E-Mail: albert@vetmed.uni-leipzig.de

Verschiedene Viruserkrankungen des Menschen sind Uber kontaminierte Lebensmittel Gber-
tragbar. Vor allem roh zu verzehrende Lebensmittel kébnnen hierbei Risikoprodukte darstel-
len. Aufgrund dieser Problematik ergeben sich sowohl Fragen zur Tenazitét relevanter Viren
in Lebensmitteln als auch zur Beeinflussbarkeit der Inaktivierungskinetik viraler Erreger
durch lebensmitteltechnologische Prozesse.

In diesem Zusammenhang wurden im Rahmen eines Forschungsvorhabens™ Daten fiir
Rohwurstprodukte erarbeitet. Die Untersuchungen erfolgten mit Felinen Caliciviren (FCV) als
Modell fir Noroviren, ECHO (Enteric cytopathogenic human orphan)-Viren sowie niedrig-
pathogenen Gefllgelinfluenzaviren (H5N6, H3N8). Anhand von in vitro-Modellen wurde da-
bei vorab der Einfluss von NaCl, NaNO, und D/L-Milchsaure in Abh&ngigkeit zur Temperatur
Uberprift. Aufbauend auf diesen Ergebnissen, wurden in dem hier vorgestellten Teilprojekt
experimentell kontaminierte kurz- und langgereifte Rohwurste hergestellt und der Titerverlauf
in Abhangigkeit verschiedener Reife- und Lagerungs-temperaturen tGberpruft.

Die Ergebnisse haben gezeigt, dass FCV und ECHO-Viren in kurz- und lang-gereiften Roh-
wirsten auch nach 28 bzw. 56 Tagen nachgewiesen werden konnten. Wahrend Reifung und
Lagerung war jedoch eine signifikante Titerabnahme festzustellen. Eine deutlich geringere
Tenazitat konnte fur Geflligelinfluenzaviren H3N8 und H5N6 festgestellt werden.

In allen Versuchsreihen hatte die Temperatur einen signifikanten Einfluss auf die Inaktivie-
rungskinetik aller gepruften Viren. Im Vergleich zu Produkten, die nur unter Kiihlbedingungen
(7 °C) gereift und gelagert wurden, erfolgte in Rohwirsten nach Reifung und Lagerung bei
héheren Temperaturen (22—18 °C) eine signifikant starkere Virustiterreduktion.

Mit den Ergebnissen des Forschungsvorhabens stehen herstellenden Betrieben erstmals
detaillierte Daten zur Tenazitét relevanter lebensmittelassoziierter Viren in Rohwurstproduk-
ten zur Verfigung. Demnach kann das gesundheitliche Risiko vor allem durch eine gezielte
Temperaturfihrung wahrend Reifung und Lagerung der Produkte deutlich minimiert werden.

**Dieses Vorhaben wurde aus Mitteln der industriellen Gemeinschaftsforschung (Bundesministerium fiir Wirtschaft und Techno-
logie (BMWi) via AiF Uber den Forschungskreis der Ernéhrungsindustrie e.V. (FEI) geférdert. AiF-Projekt Nr. AiF-FV 15189 BR
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4.15 Pradiktive Modelle der druck- und temperaturabhangigen Kurzzeit-Inaktivierung
Lebensmittel-libertragener Viren

Sonja Isbarn', Roman Buckow?, Hartmut Quader®, Alexander Mathys*, Volker Heinz®, Diet-
rich Knorr* und Anselm Lehmacher'

'Institut fir Hygiene und Umwelt, Hamburg

“Innovative Foods Centre, Food Science Australia, Werribee, Australia

SUniversitat Hamburg, Department Biologie, Abteilung Zellbiologie der Pflanzen und Phyko-
logie, Hamburg

*Technische Universitat Berlin, Institut fir Lebensmittelbiotechnologie und -prozesstechnik,
Berlin

®Deutsches Institut fiir Lebensmitteltechnik, Quakenbriick

E-Mail: anselm.lehmacher@hu.hamburg.de

Die Kurzzeit-Hochdruckbehandlung von Lebensmitteln bietet nicht nur wirtschaftliche Vorteile
sowie eine langere Haltbarkeit und Frische, sondern gewahrleistet auch, dass Inhaltsstoffe
und Aroma nicht verédndert werden, was ein entscheidender Vorteil gegentber thermischen
Entkeimungsmethoden darstellt. Besonders roh verzehrbare Lebensmittel dienen als Vehikel
zur Ubertragung von Viren und ergeben so ein gesundheitliches Risiko. Zur Inaktivierung der
Viren bietet sich hier eine Hochdruckbehandlung an.

Feline Caliciviren, als Surrogat fir Noroviren, humane Rotaviren und aviare Influenza A Viren
wurden um mehr als 5 Zehnerpotenzen, gemessen in plague forming units, reduziert, nach-
dem die Viren maximal 1 Minute bei 15°C mit 500 MPa in Zellkulturmedien und relevanten
Lebensmitteln behandelt wurden. Fir den Coxsackievirus B5 war bei gleicher Inaktivierungs-
zeit ein Druck von 800 MPa und eine Temperatur von 40°C erforderlich. Feline Caliciviren,
humane Rotaviren und avidre Influenza A Viren zeigten im Vergleich zum Coxsackievirus B5
ein Tailing in den Druck- und Hitzeinaktivierungskurven. Die Modellierungen der Daten in
Druck-Temperatur-Diagrammen bieten bei gegebenen Druckhaltezeiten Vorhersagen fur
maoglichst effektive und wirtschaftliche Kurzzeitbehandlungen.

Elektronenmikroskopische Bilder der behandelten Rotaviren zeigen mit zunehmenden Druck
die Zerstérung des umhdllenden Nukleokapsids und das Heraustreten des inneren Cores der
Viren. Diese Untersuchungen belegen die inaktivierende mechanische Wirkung des Hoch-
drucks auf Viren bildhaft.
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4.16 Hitzestabilitat von Hepatitis E-Viren

Anika Schielke, Bernd Appel und Reimar Johne
Bundesinstitut fir Risikobewertung, Berlin
E-Mail: Anika.Schielke@bfr.bund.de

Das Hepatitis E-Virus (HEV) ist der Ausldser einer akuten Hepatitis mit einer Letalitatsrate
zwischen 0,5 % und 4 %; bei schwangeren Frauen kann der fulminante Verlauf der Erkran-
kung zu einer hdheren Letalitatsrate von bis zu 20 % fuhren. HEV ist in vielen Entwicklungs-
landern endemisch und auch in Deutschland steigt die Anzahl der Hepatitis E-Félle in den
letzten Jahren stetig an. Berichte Gber Hepatitis E-Erkrankungen nach dem Verzehr nicht
ausreichend erhitzter Leber von Wildtieren legen ein zoonotisches Potenzial des HEV Geno-
typs 3 nahe und der Verzehr von Wildschweinfleisch gilt als Risikofaktor flir den Erwerb einer
Hepatitis E.

Die Untersuchungen zur Hitzestabilitdt von HEV sind wegen der Schwierigkeiten einer effi-
zienten Virusvermehrung in der Zellkultur bisher sehr llickenhaft. Die eine der Untersuchun-
gen ermittelte Inaktivierungstemperaturen zwischen 56°C und 60 °C; Genotyp 2 scheint dabei
etwas stabiler zu sein als Genotyp 1. Die andere Studie ermittelte fir Genotyp 3, dass die
Viren nach einer Inkubation bei 70°C fir 10 min nicht mehr mit Hilfe der verwendeten Zellkul-
tur nachgewiesen werden konnten.

In dieser Studie wurde nun fir die Untersuchung der Hitzestabilitdt von HEV ein molekular-
biologischer Ansatz verwendet, bei dem zwischen intakten und geschadigten Viren unter-
schieden werden kann. Daflr wurden Leberhomogenate eines Wildschweins, das zuvor po-
sitiv auf HEV getestet wurde, bei verschiedenen Temperaturen fir unterschiedlich lange Zeit-
raume inkubiert. Danach wurde durch Zugabe von RNase A die freie RNA abgebaut, so dass
nur intakte und deshalb wahrscheinlich infektiése Viren mittels anschlieBender Real-time RT-
PCR detektiert wurden.

Die Ergebnisse zeigen, dass HEV bei 4 °C langer als 3 Wochen, bei Raumtemperatur und
37 °C langer als sieben Tage infektids bleibt. Auch nach einer Inkubation bei 60 °C flr
30 min beziehungsweise 60 Minuten waren noch intakte Viren detektierbar. Die Erhitzung
der Leberproben auf 70 °C fir zwei Minuten flhrte zu einer Inaktivierungsrate von circa
66 %. Nach 90 Minuten bei 70 °C konnten keine Viren mehr nachgewiesen werden. Die Er-
gebnisse sprechen daflr, dass die generell bliche Empfehlung, Fleisch vor dem Verzehr fir
mindestens 2 Minuten auf 70 °C zu erhitzen, keinen absolut sicheren Schutz vor einer Hepa-
titis E-Infektion bietet und dass weitere Untersuchungen hierzu notwendig sind.
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P1: Infektion von Hausschweinen mit einem humanen Hepatitis E Virus-Stamm: pa-
thohistologische Befunde und Nachweis viraler RNA in verschiedenen Organen
und Geweben

Christine Béchlein1, Frauke Seehusenz, Sven Pischke3, Heiner Wedemeyera,

Wolfgang Baumgértnerz, Beatrice Grummer'

'Institut fiir Virologie, Zentrum fiir Infektionsmedizin, Tierarztliche Hochschule Hannover
®Institut fir Pathologie, Tierérztliche Hochschule Hannover

*Klinik fiir Gastroenterologie, Hepatologie und Endokrinologie, Medizinische Hochschule
Hannover

E-Mail: christine.baechlein@tiho-hannover.de

Das Hepatitis E Virus (HEV) verursacht eine fékal-oral Ubertragene Hepatitis. In Entwick-
lungslandern kommt HEV endemisch beim Menschen vor, spezifische Antikérper werden
jedoch weltweit nachgewiesen. Als ein Grund fiir die wachsende Anzahl klinischer Hepatitis
E-Falle, die in keinem Zusammenhang mit einer Reisehistorie stehen wird ein Tierreservoir
fir HEV diskutiert. Aus mehreren Studien geht hervor, dass Haus- und Wildschweine als ein
solches Reservoir fungieren kénnen und dass HEV auch Uber ungentgend erhitztes Fleisch
auf den Menschen Ubertragen werden kann.

Um einen besseren Einblick in das Replikationsverhalten von HEV in Hausschweinen zu
erhalten, wurden finf Lauferschweine mit einem humanen lIsolat infiziert, welches von einem
chronisch mit HEV infizierten Patienten stammte. Jedes Tier erhielt zwei Milliliter des huma-
nen Serums intravends. In Abstédnden von einer Woche nach der Infektion (p.i.) wurde je-
weils ein Schwein getétet und die Organe sowohl makroskopisch als auch histologisch beur-
teilt.

Keines der Tiere zeigte klinische Symptome wahrend des Versuches. Bei keiner der Lebern
konnten makroskopische Auffalligkeiten festgestellt werden. In der histopathologischen Un-
tersuchung sechs Tage p.i. wurde eine mittelgradige lymphohistiozytare Hepatitis und Peri-
cholangitis diagnostiziert. Alle anderen Tiere wiesen lediglich eine milde lymphohistiozytéare
Hepatitis auf. Andere pathohistologische Befunde deuteten auf eine Infektion mit dem Porci-
nen Cirovirus 2 hin. Dies konnte in allen Tieren mittels Immunhistologie und in situ-
Hybridisierung bestéatigt werden. Aus Organproben wurde RNA isoliert und mittels RT-PCR
virale RNA in diversen Organen und Geweben nachgewiesen, darunter Leber, Galle,
Lymphknoten, Niere und Filetmuskulatur. Mittels Sequenzierung wurde der in Europa am
haufigsten auftretende HEV-Genotyp 3 identifiziert.
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P2: Molekularbiologischer Nachweis von Viren in Lebensmitteln im Erkrankungszu-
sammenhang — und dann?

Matthias Contzen
Chemisches und Veterinaruntersuchungsamt Stuttgart, Lebensmittelmikrobiologie, Fellbach
E-Mail: Matthias.Contzen@cvuas.bwl.de

An Methoden fir den molekularbiologischen Nachweis von Viren aus den verschiedensten
Lebensmittelmatrices wird mittlerweile seit Uber zehn Jahren intensiv gearbeitet. Dennoch ist
die Virusdetektion nach wie vor kein in der Routinediagnostik der meisten lebensmittelunter-
suchenden Labors etabliertes Verfahren. Selbst in den Labors, die sich intensiver mit der
Problematik auseinandersetzen und entsprechend mehr Erfahrung sammeln konnten, ist der
erfolgreiche Nachweis von beispielsweise Noro- oder Rotaviren aus Lebensmitteln eher als
seltenes Highlight anzusehen.

Allerdings ist auch der tatséachlich erfolgte Nachweis lebensmittelassoziierter Viren als allein-
stehender Befund aus epidemiologischer, wie auch lebensmittelrechtlicher Sicht zunachst
nur von begrenztem Wert. Um den kausalen Zusammenhang von viral kontaminierten Spei-
sen mit aufgetretenen Erkrankungsféllen herstellen zu kénnen, missen zahlreiche weitere
Faktoren abgeklart werden.

Anhand eines Beispiels aus der Praxis der Lebensmitteliberwachung — dem Nachweis von
Rotaviren in Kartoffeleintopf im Zusammenhang mit einer Gruppenerkrankung in einer Mut-
ter-Kind-Klinik — soll diskutiert werden, welche Fragestellungen der Virus-Befund aufwirft.
Welche Fragen missen gegebenenfalls von anderer Seite beantwortet werden oder bleiben
offen? Welche Anforderungen mussen erflllt sein, um einen epidemiologisch schllissigen
und letztendlich auch fiir die lebensmittelrechtliche Bewertung verwendbaren Gesamtbefund
zu erstellen?
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P3: Aufgaben und Titigkeiten des Nationalen Referenzlabors fiir die Uberwachung
von Viren und Bakterien in zweischaligen Weichtieren (virologischer Teil)

Reimar Johne, Ralf Pund, Lippo Ellerbroek, Christina Schrader
Budesinstitut fur Risikobewertung, Berlin
E-Mail: Reimar.Johne@bfr.bund.de

Virus-bedingte Krankheitsausbriiche beim Menschen nach dem Verzehr roher Muscheln
wurden in der Vergangenheit haufig beobachtet. Zu den gr6Bten Ausbrichen, die auf eine
Virusiibertragung Uber Muscheln zurlickgefihrt werden, zahlt eine Epidemie in Shanghai, die
im Jahr 1988 zu 300.000 Hepatitis A-Féllen flhrte. Neuere mit Muscheln assoziierte Ausbri-
che in Europa betreffen vor allem durch Noroviren ausgeléste Gastroenteritiden. Die Viren
gelangen gewohnlich Gber fakal kontaminiertes Abwasser in die Muschelerntegebiete und
werden durch Filtration in den Muscheln angereichert. Zur Verhinderung von Erkrankungen
durch den Verzehr von Muscheln wurden in Deutschland auf der Basis von EU-Beschliissen
verschiedene KontrollmaBnahmen, vor allem in den Erzeugungsgebieten, umgesetzt, zu
denen seit dem Jahr 2000 auch die Einrichtung eines Nationalen Referenzlabors (NRL) ge-
hort.

Die NRLs sind fur den gesundheitlichen Verbraucherschutz von zentraler Bedeutung. Auf der
Basis der Verordnung (EG) Nr. 882/2004 werden gemeinsam mit den Behérden der Lander
in Deutschland die Standards erarbeitet, nach denen die in der Lebensmitteliberwachung
tatigen Untersuchungslaboratorien arbeiten. Konkrete Aufgaben sind (i) die Koordinierung
der Tatigkeiten der nationalen Laboratorien, die mit den virologischen Muschelanalysen be-
auftragt sind, (ii) die Unterstiitzung der zustédndigen Behdrden bei der Gestaltung des Kon-
trollsystems auf dem Gebiet der viralen Muschelkontaminationen, (iii) die Sicherstellung der
Durchfihrung regelmaBiger Vergleichstests zwischen den verschiedenen nationalen Labora-
torien, die mit den genannten Analysen beauftragt sind und (iv) die Weitergabe von Informa-
tionen des Community Reference Laboratory for Monitoring Bacteriological and Viral Con-
tamination of Bivalve Molluscs.

Dartber hinaus werden am NRL Nachweisverfahren fir Viren in Muscheln etabliert und wei-
terentwickelt. Die Methode der Wahl zur Detektion von Viren in Muscheln stellt derzeit der
molekularbiologische Nachweis des Virusgenoms mittels RT-PCR dar, obwohl geringe Vi-
ruskonzentrationen und das Vorhandensein von PCR-Inhibitoren im Untersuchungsmaterial
den Nachweis erschweren. Weiterhin werden Tenazitats-Untersuchungen an artifiziell mit
Viren kontaminierten Muscheln durchgefiihrt, die einerseits Aufschluss Uber die Dauer einer
Gesundheitsgefahrdung nach einer Kontamination von Muscheln geben sollen, andererseits
auch die Effektivitat von ReinigungsmaBnahmen nach Kontaminationsereignissen ermitteln
sollen.
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P4: Nachweis von Viren in Lebensmitteln — Bestimmung der Effizienz der RNA-
Extraktion anhand der Prozesskontrolle mit dem Phagen MS2

Dietrich Made, Katja Tribner, Marion Grosser

Landesamt flir Verbraucherschutz Sachsen-Anhalt, Fachbereich 3 — Lebensmittelsicherheit,
Halle (Saale)

E-Mail: dietrich.maede@lav.ms.sachsen-anhalt.de

Zum Nachweis von Viren auf Bedarfsgegenstanden und Lebensmitteln mit festen glatten
Oberflachen wurde eine auf real-time PCR basierende Untersuchungsmethode entwickelt,
die in die amtliche Sammlung nach § 64 LFGB eingegangen ist. Wie in jedem molekularbio-
logischen Verfahren der Lebensmittelanalytik ist es auch bei dem Nachweis von Noroviren
erforderlich, die Amplifizierbarkeit der extrahierten DNA zu Uberprifen, um falsch negative
Ergebnisse infolge Inhibition der enzymatischen Reaktionen auszuschlieBen. Die Amplifikati-
onskontrolle wird bei dem Nachweis von Noroviren als Prozesskontrolle, beginnend mit der
Virusextraktion, durchgefiihrt. Diese wird entsprechend der amtlichen Methode als Prozess-
kontrolle mit dem einzelstrangigen RNA-Phagen MS2 durchgefuhrt. Da die real-time PCR
eine quantitative Auswertung der Ergebnisse gestattet, sollte es mdglich sein, durch Ver-
gleich der eingesetzten Menge des Phagen MS2 mit der in der Probe nachgewiesenen Men-
ge die Effizienz der Virusextraktion zu bestimmen.

Der Phage MS2 wurde auf LBMM-Agar in LBMM-Weichagar in E. coli TOP 10F vermehrt.
Aus dem Weichagar wurden die Phagen isoliert und quantifiziert. Fiir die Standardreihe des
Phagen MS2 wurden 28.000 pfu verwendet. Die RNA wurde in sechs Finffach-
Verdinnungsstufen, beginnend mit einer 1:5-Verdiinnung eingesetzt. Dies entsprach einer
Reihe von 465; 93; 18,6; 3,72; 0,744 und 0,148 pfU/rxn. Anhand von 37 Tupferproben der
Routinediagnostik, eingesandt in den Monaten August und September 2008 mit Verdacht auf
Noroviruskontamination, wurden das quantitative Verfahren gepruft.

Die Standardreihe umfasste den Bereich von ct 25 bis ct 36. Proben und mitgeflhrte Kontrol-
len ergaben sowohl in unverdlinnter als auch 1:5 verdinnter Konzentration die gleichen ct-
Werte. Ausgehend von den ct-Werten der 1:5 verdiinnten Proben konnte bei tUber 70 % der
Proben eine Wiederfindung der MS2-Phagen von mehr als 50 % ermittelt werden.

Aus lebensmittelvirologischen Untersuchungen der vergangenen Jahre ergab sich die Not-
wendigkeit, die Effizienz von Methoden zur Elution der Viren und zur RNA-Extraktion zu ver-
gleichen. Die Verwendung des apathogenen Phagen MS2 gestattet eine einfache quantitati-
ve Bestimmung der Wiederfindung. In der durchgeflhrten Untersuchungsreihe wurde die
Wiederfindung exemplarisch anhand von Tupferproben bestimmt. Es war bekannt, dass bei
einem GroBteil der unverdiinnten RNA-Extrakte Inhibitionen der real-time RT-PCR auftreten,
so wurden zur Auswertung die 1:5 verdinnten Extrakte herangezogen. Wiederfindungsraten
von mehr als 50 % werden als ausreichend angesehen. Dies ist bei der Mehrzahl der Proben
der Fall. Mit diesem Verfahren wurde die Eignung der Methode Untersuchung von Lebens-
mitteln und Umgebungsproben auf humanpathogene Viren durch Tupferproben bewiesen.
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P5: Untersuchungen zur Inaktivierung von FSME-Viren in Milch und zum Vorkommen
von FSME bei Ziegen

Regine Saier und Jorg Hinrichs

Universitat Hohenheim, Institut fir Lebensmittelwissenschaft und Biotechnologie,
Fg. Lebensmittel tierischer Herkunft, Stuttgart Hohenheim

E-Mail: saierreg@uni-hohenheim.de

Die Frihsommermeningoencephalitis (FSME) ist die bedeutendste durch Zecken Ubertrage-
ne Viruserkrankung Europas und eine klassische Zoonose. Der Ausléser der FSME gehort
zum Genus Flavivirus in der Familie der Flaviviridae und wird im Allgemeinen direkt durch
den Stich einer infizierten Zecke (Ixodes ricinus, Ixodes persulcatus) Ubertragen. Dies gilt far
den Menschen gleichermaBen wie fir milchliefernde Nutztiere. Bei diesen kénnen wahrend
der Infektion lber einen Zeitraum von bis zu 10 Tagen FSME-Viren mit der Milch ausge-
schieden werden. Im Sommer 2008 infizierten sich in Osterreich mehrere Personen beim
Verzehr von Rohmilch-Ziegenfrischkdse mit FSME-Viren. Die Ausscheidung der Viren mit
der Milch wahrend des Infektionsgeschehens stellt somit eine potentielle Gefahr beim Kon-
sum von Milch und der daraus hergestellten, insbesondere der nicht pasteurisierten Produkte
dar.

Die Tenazitat des in Studdeutschland auftretenden FSME-Virusstamms Hypr wurde in roher
Magermilch untersucht. Die Milch wurde hierfiir mit Viren in einer Konzentration von 4 x 10®
KIDsoml™ (kulturinfektidse Dosis) versetzt. Im Zellkulturtest auf porcine stable kidney (PS)
Zellen kann die Infektiositat durch Auftreten eines cytopathischen Effekts (CPE) festgestellt
und die Konzentration durch Berechnung der KIDs, mI™" bestimmt werden. Bei Lagerung von
8 °C verringerte sich die Konzentration Uber die Dauer von 15 Tagen nur geringflgig. Zur
Ermittlung der Thermostabilitat wurde die mit Viren versetzte rohe Magermilch in bei der
Milcherhitzung relevanten Bereichen (65 — 80 °C) im Thermocycler erhitzt. Nach Erreichen
einer Temperatur von 75 °C bzw. 80 °C wurde nach einer HeiBhaltezeit von 15 Sekunden
noch 2 x 10° KIDso mI™ bzw. 7 x 10? KIDs, ml” festgestellt.

Bei der Untersuchung von Ziegenblut auf das Vorkommen von Antikérpern gegen FSME-
Viren bei Ziegenherden aus verschiedenen Landkreisen in Baden-Wirttemberg wurden mit
einem kommerziellen ELISA-Kit (Immunozym FSME IgG All Species, PROGEN BIOTECH-
NIK) Seropravalenzen von 0 bis 5,3 % festgestellt.

Ziel der Untersuchungen ist es, durch die kombinierte Beschreibung des Inaktivierungsver-
haltens von FSME-Viren bei thermischer Behandlung von Milch und von FSME-
Antikdrperseropravalenzen eine Empfehlung zur Verarbeitung von Milch in der jeweiligen
Region abzuleiten.
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P6: Nachweis von Rotaviren und Noroviren in Umgebungsproben und Lebensmitteln
zur Aufklarung von Ubertragungswegen

Kathrin Scherer', Reimar Johne', Liippo Ellerbroek’, Jérg Schulenburg? und

Gunther Klein®

'Bundesinstitut fiir Risikobewertung, Berlin
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ver
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Noroviren und Rotaviren gelten als die haufigste Ursache nicht bakteriell bedingter Gastroen-
teritiden des Menschen weltweit. Die Ubertragung erfolgt fékal-oral entweder direkt von
Mensch zu Mensch oder indirekt tber kontaminierte Oberflachen, Lebensmittel und Getrén-
ke. Bei vielen lebensmittelbedingten Ausbriichen lasst sich jedoch das verursachende Agens
mangels sensitiven und verlasslichen Methoden nicht mehr nachweisen. Geeignete Metho-
den fUr den Nachweis von Viren in Lebensmitteln und Umgebungsproben werden jedoch zur
Aufklarung von Ausbruchsursachen bendétigt, sowie zum vorbeugenden Screening haufig
kontaminierter Lebensmittel.

In der vorgestellten Untersuchung wurden verschiedene Systeme zum Nachweis von Viren
in Lebensmitteln und Umgebungsproben etabliert und miteinander verglichen. Der moleku-
larbiologische Nachweis erfolgte mittels real-time RT-PCR. Folgende Ergebnisse wurden
erzielt: Die Tupfermethode fir Lebensmittel mit glatter Oberflache und Umgebungsproben
besitzt bei einer Beprobungsflache von 100 cm? eine niedrige untere Nachweisgrenze (2 RT-
PCR Units (RT-PCRU) fir Noroviren bzw. 2 KID fiir Rotaviren). Fir den Nachweis von Viren
in bestimmten Lebensmittelgruppen (Schinken, Salat, Himbeeren) konnte das Elution-
Prazipitationsverfahren erfolgreich etabliert werden. Mittels dieses Verfahrens lieBen sich, je
nach getesteter Lebensmittelmatrix, 20 bis 200 RT-PCRU Noroviren bzw. KID Rotaviren pro
10 g Probe nachweisen. Die Wiederfindungsraten fir Noroviren betrugen im Mittelwert fur
Salat 23 %, fur Schinken 24 % und fir Himbeeren 1 %. Fir Rotaviren lieBen sich Wiederfin-
dungsraten von 12 % flr Salat, 15 % flr Schinken und 2 % flr Himbeeren ermitteln.

Die beschriebenen Methoden sind fir den Nachweis von Viren in den getesteten Umge-
bungsproben und Lebensmitteln geeignet und kénnen im Rahmen einer Ausbruchsuntersu-
chung eingesetzt werden. Weitere Untersuchungen sind jedoch zur Verbesserung der gerin-
gen Wiederfindungsraten von Viren in Beeren erforderlich, die moglicherweise auf das Vor-
handensein von Inhibitoren zurtickzufihren sind.
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P7: Sephacryl® Saulen zur Entfernung von PCR-Inhibitoren in Himbeeren
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Die zur Familie der Caliciviren gehdrenden Noroviren sind weltweit verbreitet und gelten der-
zeit als haufigste Ursache nicht-bakteriell bedingter Gastroenteritiden des Menschen. Dem
Robert Koch-Institut wurden im Jahr 2008 ca. 212.000 Erkrankungen gemeldet; eine stete
Steigerung ist seit 2001 zu beobachten. Die Ubertragung erfolgt fakal-oral entweder direkt
von Mensch zu Mensch oder indirekt Uber kontaminierte Oberflachen, Lebensmittel und Ge-
tranke. Die Infektiositat von Noroviren ist sehr hoch, wobei 10-100 Viruspartikel zur Auslé-
sung einer Erkrankung ausreichen. Ein Grossteil der Norovirus-Ausbriiche ist lebensmittel-
bedingt, insbesondere mit Norovirus kontaminierte Himbeeren sind in mehreren europai-
schen Landern als Ausbruchsursache identifiziert worden. Der Nachweis von Viren in Le-
bensmitteln gestaltet sich allgemein schwierig aufgrund der geringen Konzentration und der
heterogenen Verteilung der Viren im Lebensmittel. Dartiber hinaus verhindern oft inhibitori-
sche Substanzen, insbesondere in Beeren, den molekularbiologischen Nachweis der Viren.

In der vorliegenden Untersuchung wurde ein chromatographisches Verfahren unter Verwen-
dung von Sephacryl® Saulen zur Entfernung von PCR-Inhibitoren in Himbeeren getestet. Die
verwendeten Saulen entfernen niedermolekulare Substanzen in nur einem einzigen kurzen
Zentrifugationsschritt aus der RNA-Praparation. Fir die Untersuchungen wurden verschie-
dene Beeren-Aufbereitungen mit Norovirus inokuliert und anschlieBend die RNA mittels ei-
nes kommerziellen Kits extrahiert. Die Real-time PCR Ergebnisse der Uber eine Sephacryl®
Séaule gereinigten RNA-Proben wurden mit denen ohne Aufreinigung verglichen. Die Ergeb-
nisse zeigen, dass sich PCR-inhibitorische Substanzen in Beeren effizient mittels Sephac-
ryl® S&ulen entfernen lassen, ohne dabei den RNA-Gehalt zu beeinflussen. Im Vergleich zu
RNA-Praparationen, die direkt aus dem Beeren-Lysat nur Uber Silica-basierte Kits aufgear-
beitet worden waren, konnten bei zusatzlicher Verwendung der Sephacryl® Saulen bis zu
100mal bessere Wiederfindungsraten erreicht werden. Beim Vergleich mit komplexeren Auf-
reinigungs-Methoden mittels vorgeschalteter Elution/Prazipitation und Chloroform/Butanol-
Behandlung flhrte der Einsatz der Sephacryl® Saulen allerdings kaum zu Verbesserungen,
was darauf hinweist, dass bei diesen Protokollen bereits eine effektive Entfernung der Inhibi-
toren erfolgt war. Die ermittelten Wiederfindungsraten waren in beiden Fallen mit Werten
zwischen 0,1 % und 1 % sehr gering. Es wird geschlussfolgert, dass neben einer effizienten
Entfernung von inhibitorischen Substanzen eine Optimierung sowohl der Ablésung der Vi-
ruspartikel von Beeren als auch der anschlieBenden Viruskonzentration erforderlich ist.
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P8: Wildschweine als Reservoir fiir Hepatitis E-Viren in Deutschland
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Infektionen mit dem Hepatitis E-Virus (HEV) verursachen eine akute Hepatitis, die meist
durch Fieber, Glieder- und Oberbauchschmerzen sowie Gelbsucht gekennzeichnet ist. Die
Letalitatsrate liegt zwischen 0,5 % und 4 %; bei schwangeren Frauen kann allerdings der
fulminante Verlauf der Erkrankung zu einer hdheren Letalitatsrate bis zu 20 % fuhren. Die
Anzahl der in Deutschland gemeldeten Hepatitis E-Falle ist in den letzten Jahren stetig ge-
stiegen; fir 2008 wurden 104 Infektionen an das Robert Koch Institut Ubermittelt. Der groBte
Teil dieser Infektionen wurde in Deutschland erworben. Die Ursache dieser autochthonen
Falle ist noch nicht abschlieBend geklart. Berichte Gber Hepatitis E-Erkrankungen nach dem
Verzehr nicht erhitzter Leber von Wildtieren legen jedoch ein zoonotisches Potenzial nahe
und der Verzehr von Wildschweinfleisch gilt als einer der Risikofaktoren fir eine Hepatitis E-
Infektion.

Um die Verbreitung von HEV in der Wildschwein-Population in Deutschland besser beurtei-
len zu kénnen, wurden nun 148 Leberproben von Wildschweinen aus verschiedenen Bun-
deslandern mittels Real-time RT-PCR auf HEV-RNA untersucht. Wahrend in dem stadti-
schen Gebiet um Berlin/Potsdam nur etwa 4,1 % der untersuchten Leberproben positiv auf
HEV-RNA waren, wurden flr die Bundeslander Brandenburg und Thiringen Préavalenzen
von 25,9 % beziehungsweise 23,8 % ermittelt. Dies zeigt, dass in den Wildschwein-
Populationen aus l&andlichen Gebieten eine relativ hohe HEV-Prévalenz vorliegt, wohingegen
bei den Wildschweinen aus den stédtischen Gebieten HEV-Infektionen seltener sind. Die
genaue Charakterisierung der gefundenen HEV-Stdmme zeigte eine Zugehdrigkeit aller Vi-
ren zu Genotyp 3, wobei viele unterschiedliche Subtypen in Abhangigkeit ihrer geografischen
Herkunft auftraten. Fir ein Wildschwein-Isolat aus Brandenburg wurde eine sehr hohe Se-
guenz-Homologie von 97,9 % zu einem humanen Isolat aus Berlin vorgefunden. Diese Er-
gebnisse legen nahe, dass zumindest einige autochthone HEV-Falle in Deutschland auf den
Verzehr von Wildschweinfleisch zurtickzufuhren sind und dass das Wildschwein als Reser-
voir fir HEV anzusehen ist.
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P9: Viren im Trinkwasser
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Norovirus- und Rotavirus-Infektionen werden durch Fakalien entweder in Lebensmitteln oder
im Trinkwasser ausgeldst, bevor sie sekundar Gbertragen werden kénnen, besonders augen-
fallig in Krankenhdusern, Altenheimen, Schulen und/oder Kindergarten.

In unseren Gewassern, auch im Grundwasser, werden Viren nachgewiesen. Unsere konven-
tionellen Wasserwerke kdnnen Viren regelmaBig nicht filtern. Kaltes Wasser konserviert an-
steckende Viren. Offensichtlich folgen die Norovirus- und Rotavirus-Infektionen jedes Jahr
streng dem Verlauf der Kalte im Wasser und in den Wasserleitungen. Unsere Lebensmittel
haben das ganze Jahr Uber in etwa die gleiche Temperatur. Das Trinkwasser nicht. Es hat
sein Temperaturminimum zum Ausgang des Winters im Februar/Méarz (beim Maximum der
Kaltesumme). Also muss das Trinkwasser das abiotische Vehikel sein, das die Norovirus-
und Rotavirus-Infektionen tberwiegend auslést.

Ultrafiltration kann Viren aus dem Trinkwasser filtern, ohne Zusatz von Chemikalien. Es ent-
stehen zusatzliche Kosten von lediglich 5 Euro pro Person und Jahr, fir eine vierkdpfige
Familie also nicht einmal 2 Euro im Monat.

Vorsorgende Gesundheitspolitik muss Infektionsketten erkennen und durchbrechen. Wir-
kungsvolle Trinkwasseraufbereitung wird die Kosten im Gesundheitswesen senken, auch bei
anderen durch Trinkwasser Ubertragenen Infektionen z.B. durch Legionellen, Adenovirus,
Kryptosporidiose, Giardiasis, Campylobacter, E.-coli-Enteritis, EHEC/STEC, Salmonellose,
Yersiniose. Auch die H5N1-Vogelgrippe und die neue entdeckte HIN1 Schweinegrippe, die
haufig zu Erbrechen und Durchfall und damit zur Belastung von Ab- und Gewaéssern fihrt,
kann mit dem Trinkwasser Ubertragen werden.

Eine epidemiologische Analyse kommt zu dem Ergebnis, dass mit hoher Wahrscheinlichkeit
sogar die saisonale Influenza durch das Trinkwasser primar ausgel6st wird. Das Infragestel-
len von Lehrmeinungen ist Wissenschaft!

Links
http://sites.google.com/site/trinkwasservirenalarm/Trinkwasser-Viren?pageUrlIChanged=Trinkwasser-
Viren

http://www.springerlink.com/content/x6138263qn388085/

Bundesgesundheitsblatt - Gesundheitsforschung - Gesundheitsschutz

Volume 50, Number 3 / Marz 2007
http://www.umg-verlag.de/umwelt-medizin-gesellschaft/206_m_ua.html
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Rotaviren der Gruppe A stellen eine Hauptursache fur Gastroenteritiden beim Menschen dar.
Kleinkinder sind hierbei besonders haufig betroffen und zeigen oft schwere Verlaufe. Im Jahr
2008 wurden in Deutschland 77.501 Rotavirusinfektionen gemeldet. Rotaviren werden fékal-
oral Ubertragen, wobei indirekte Ubertragungen Uber Trinkwasser und Lebensmittel mdglich
sind. Gruppe A-Rotaviren z&hlen auch bei verschiedenen Tierarten zu wichtigen Erregern
von Jungtiererkrankungen, wobei wechselseitige Ubertragungen zwischen Saugetieren und
Menschen haufig beschrieben wurden. Dadurch existiert eine Vielzahl unterschiedlicher Ro-
tavirus-Typen, die sich durch Mutationen und den Austausch von Genomsegmenten standig
weiter entwickeln. Die Rotaviren der Végel sind im Gegensatz dazu bisher nur wenig unter-
sucht und zur Ubertragbarkeit zwischen Gefliigel und Menschen liegen nur wenige Daten
Vor.

Um humane und avidre Rotaviren vergleichen zu kénnen und Nachweismethoden fir beide
zu entwickeln, war zun&chst die Ermittlung von aviaren Rotavirus-Genomsequenzen nétig. In
dieser Studie wurde die erste vollstdndige Genomsequenz (19.064 bp Lange) eines Hihner-
Rotavirus, Stamm Ch-02V000G3, ermittelt. Fir alle 11 Segmente des Genoms wurde nur ein
geringer Verwandtschaftsgrad zu den Rotaviren der Sauger ermittelt, wohingegen eine en-
gere Verwandtschaft zu anderen avidren Rotaviren festgestellt werden konnte. Andererseits
sind die Genomenden, die wichtig flr die Genexpression, Genomreplikation und Verpackung
in infektiése Viren sind, zwischen S&duger- und Hihner-Rotaviren fast identisch. Weitere Un-
tersuchungen zeigen, dass avidre Rotaviren zwischen verschiedenen Vogelarten Gbertragen
werden kénnen und Genomsegmente miteinander ausgetauscht werden kdnnen.

Zusammenfassend weisen die Ergebnisse darauf hin, dass Sauger- und Geflligel-Rotaviren
der Gruppe A eine unabhéngige Evolution durchlaufen haben und sich an ihre Wirte ange-
passt haben. Ubertragungen zwischen verschiedenen Vogelarten sind aber mdglich. Ob ein
Austausch genetischen Materials und die Ubertragung von Geflligel-Rotaviren auf den Men-
schen auch moglich ist, muss in weiteren Studien ermittelt werden. Danach wird auch ein
maoglicher Ubertragungsweg Uber kontaminiertes Geflligel-Fleisch zu untersuchen sein.
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Mit der Einflihrung des Infektionsschutzgesetzes und der damit verbundenen Meldepflicht fir
ausgewahlte humane Infektionskrankheiten ist die Kenntnis der Haufigkeit und geografi-
schen Verbreitung von Lebensmittel-Ubertragenen Zoonoseerregern deutlich verbessert
worden. Zu diesen Erregern gehdren auch solche, bei denen Nagetiere eine Rolle als Re-
servoir spielen und somit epidemiologisch relevant flr die Ubertragung sein kénnten. AuBer-
dem gibt es bei Nagetieren Hinweise auf den humanpathogenen Erregern verwandte Patho-
gene, die méglicherweise zur Entwicklung von Tiermodellen dienen kénnten.

Far Untersuchungen u.a. zu den genannten Fragestellungen wurde in Deutschland das
Netzwerk ,Nagetier-Ubertragene Pathogene® etabliert, das eine intensive interdisziplinare
Zusammenarbeit von Zoologen, Okologen, Virologen, Mikrobiologen, Parasitologen, Geneti-
kern, Epidemiologen, Forstwissenschaftlern und Klimaforschern mit Klinikern der Human-
und Veterinarmedizin ermdglicht. Bisher wurden in Zusammenarbeit mit einer Vielzahl von
Kooperationspartnern ca. 7.500 Nagetiere und andere Kleinsduger in 14 Bundeslandern ge-
sammelt. Ein Standardprotokoll fir die zentrale Sektion der Tiere und die nachfolgende Do-
kumentation von biometrischen Daten und Ergebnissen der serologischen und molekularbio-
logischen Untersuchungen ermdglicht dabei zukinftig eine umfassende Beurteilung der
Durchseuchung von Reservoirtieren mit den verschiedenen Zoonoseerregern.

Erste Untersuchungen an 1.400 Darmproben von unterschiedlichen Nagetieren lieferten
erstmals Hinweise auf das Vorhandensein darmpathogener E. coli (atypische enteropatho-
gene E. coli; aEPEC) sowie unterschiedlicher Parasiten, wie den humanpathogenen Cesto-
den Hymenolepis diminuta. Bisher wurden bei diesen initialen Untersuchungen noch keine
viralen Erreger gefunden.



