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Ausgangssituation:

Die haufigste Ursache fir Gastroentiritiden beim
Menschen in den industrialisierten Landern ist
die Norovirus-Infektion. Primar und sekundar
kontaminierte Lebensmittel sind als Ubertra-
gungs-Medien von Noroviren bekannt. Hinsicht-
lich der Uberdauerungsfahigkeit (Tenazitat) von
Noroviren in Lebensmitteln liegen aber bislang
keine umfassenden studiengestitzten Daten
vor. Ziel des Forschungsvorhabens war es, mit-
tels quantitativer real-time RT-PCR Aussagen
dariiber treffen zu kdnnen, ob und in welchem
Umfang Noroviren im Rahmen technologischer
Prozesse im Lebensmittel inaktiviert werden.
Dazu musste im Vorfeld der Inaktivierungsstu-
dien ein geeigneter Workflow zur effizienten
Aufreinigung von Noroviren aus Lebensmitteln
und ein robustes real-time PCR-basiertes Detek-
tionssystem entwickelt werden.

Forschungsergebnis:

Im Rahmen des Forschungsvorhabens wurden
ausgewahlte Lebensmittel (Convenience-
Produkte, Feinkost, Fleisch, Salat, Frichte) arti-
fiziell mit einer definierten Anzahl humanem
Norovirus inokuliert und lebensmitteltechnologi-
schen Prozessen (z. B. Erhitzung, Kihlung, Ein-
frieren etc.) unterzogen. Durch den Vergleich
der Noroviren-Zahlen von Lebensmittelproben
~vor“ und ,nach” der Behandlung ergab sich die

Inaktivierung. Die Norovirus-Detektion und
Quantifizierung erfolgte im Rahmen dieser Stu-
die mittels quantitativer real-time RT-PCR unter
Verwendung eines optimierten TagMan Primer-
/Sondensystems und einer externen Standard-
kurve, die auf einem rekombinanten RNA-
Standard basierte. Mittels des Frameworks
~CAmMpER” konnte eine standardisierte Ermitt-
lung der Ct-Werte aus den real-time RT-PCR-
Laufen durchgefihrt werden. Damit konnte die
Vergleichbarkeit der PCR-Daten aus unter-
schiedlichen Laufen optimiert werden. Die
Nachweisgrenze des Systems betrug < 10 Vi-
ren/PCR-Ansatz, das entspricht ca. 400 Vi-
ren/mL Retentat. Durch eine der PCR vorge-
schaltete RNA-Degradation mittels RNase-
Verdau wurde sichergestellt, dass in den Inoku-
lationsstudien ausschlieBlich RNA aus intakten
Viruspartikeln detektiert wurde. An unterschied-
lichen Stellen des entwickelten Workflows (von
der Virusextraktion bis zum real-time PCR-
Nachweis) wurde mit Kontrollen zur Ermittlung
falsch-positiver (z. B. Extraktionsnegativkontrol-
le, Amplifikationsnegativkontrolle) und falsch-
negativer (z. B. interne MS2-Prozesskontrolle,
Amplifikationskontrolle) Ergebnisse gearbeitet.
Neben der Verifizierung lieferten die Kontrollen
Informationen Uber die Effizienz und Reprodu-
zierbarkeit der Virusextraktion und dartber, ob
und in welchem Mal3e eine Lebensmittelmatrix
die real-time PCR inhibierte.
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Es konnte gezeigt werden, dass lebensmittel-
technologische Prozesse, wie z. B. Kihlung,
Kryokonservierung, Sauerung und moderate
Hitzebehandlung (Pasteurisierung), ineffizient
sind, um humanes Norovirus in einer Lebens-
mittelmatrix oder auf der Oberflache zu inakti-
vieren. Hitzebehandlungen, wie Backen, Ko-
chen, Braten, flhrten in Lebensmittelprodukten,
wie Pizza und Hackfleisch, zu deutlichen Re-
duktionen bzw. vollstdndigen Inaktivierungen
der inokulierten Noroviren. Zusétzlich wurde
festgestellt, dass Lebensmittel spezifische pro-
tektive Effekte und die Prozessfiihrung Einfluss
auf die Inaktivierung von Noroviren in einem
Lebensmittel haben kann.

Das Vorhaben beinhaltete die erste systemati-
sche und umfangreiche quantitative Datener-
mittlung mit infektidsen humanen Nororiven be-
zliglich Einfluss technologischer Prozesse auf
die Tenazitdt und Stabilitdt in verschiedenen
Lebensmitteln. Dieser Ansatz kénnte mdglich-
erweise anwendbar sein auch auf andere enteri-
tische RNA-Viren, die lebensmittelassoziiert und
nicht-kultivierbar sind.

Wirtschaftliche Bedeutung:

Die im Forschungsprojekt etablierte Methode
und die ermittelten Daten kénnen von der Le-
bensmittelindustrie zur Prozessoptimierung be-
zuglich Noroviren-Inaktivierung in Lebensmitteln
genutzt werden und dazu beitragen, eine Risi-
kobewertung hinsichtlich eines verbesserten
Verbraucherschutzes zu ermdéglichen.

Der entwickelte Workflow erlaubt es flr eine
Vielzahl unterschiedlicher Lebensmittel, das
gleiche Untersuchungsverfahren anzuwenden.
Auf Basis dieses Workflows kdnnen Inokulati-
onsstudien fir unterschiedliche Lebensmittel
schnell und zuverladssig durchgefiihrt werden.
Die Ergebnisse zeigen, dass es keine Aussage
zur Hitzeinaktivierung von Norovirus in Le-
bensmitteln gibt, die gleichermalRen fir alle
Produkte gilt, da die Zusammensetzung des
Produktes sowie die Erhitzungstemperatur und
die Einwirkungsdauer einen erheblichen Einfluss
haben.
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Auf Basis des entwickelten Workflows kdénnen
Dienstleistungslaboratorien Lebensmittel produ-
zierenden Unternehmen individuelle, produkt-
spezifische ,NV-Challenge-Tests” (Beimpfungs-
versuche) anbieten und somit ihr
Dienstleistungsportfolio erweitern.
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