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Ausgangssituation:

Die Norovirus-Infektion ist die haufigste
Ursache fir Gastroentiritiden beim Men-
schen. Das humane Norovirus (hNV) st
hochkontagiés und wird von Mensch-zu-
Mensch, fakal-oral, aerogen wund durch
Lebensmittel Gbertragen. Die Uberwiegende
Anzahl der Ausbriiche wird durch Sekundar-
kontaminationen bedingt, die durch Hygiene-
mangel haufig im Rahmen der Lebensmittel-
produktion, -verarbeitung oder -zubereitung
erfolgen. Durch infiziertes Personal, konta-
minierte Rohstoffe oder Oberflachen, wie z.
B. Verpackungen, Arbeitsflachen, Maschinen,
Transportbadnder, Transportkisten oder Latex-
handschuhe, kénnen Viren in das Lebensmit-
tel gelangen. Vor diesem Hintergrund sind
Informationen zur Uberdauerungsfahigkeit
(Tenazitat) sowie zur wirkungsvollen Inakti-
vierung von hNV durch Desinfektionswirk-
stoffe auf Oberflachen in der Lebensmittel-
produktion und -verarbeitung von besonderer
Bedeutung.

Untersuchungen zur Tenazitdt von hNV auf
Oberflachen und zur Wirksamkeit von Des-
infektionsmaBRnahmen gegeniber hNV sind

bisher nur begrenzt verfligbar. Dies ist dem
Umstand geschuldet, dass fir hNV keine
Zellkultur zur Verfligung steht, in der sich
hNV in vitro vermehren bzw. quantifizieren
lasst. Das erschwert Aussagen darlber zu
treffen, welchen Einfluss Umweltbedingun-
gen bzw. Desinfektionsmittel auf hNV haben.
Besonders Aussagen zur Infektiositdt sind
nicht moglich. Zur Quantifizierung von hNV
wurde im Rahmen des IGF-Projekts AiF
15215 N (,Einfluss technologischer Prozesse
auf die Inaktivierung und Tenazitdt von
Norovirus in Lebensmitteln”) ein quantitatives
real-time Reverse-Transcriptase(RT)-PCR-Ver-
fahren entwickelt (MORMANN et al., 2010).
Dieses beinhaltet eine RNase-Behandlung, mit
deren Hilfe freie RNA zerstort wird und den
Nachweis intakter Viruspartikel ermdglicht.
Studien der Forschungsstelle zeigten, dass
RNA aus hNV sehr stabil ist und Erhitzungen
von 95 ©°C far 180 min Uberdauert
(MORMANN und BECKER, 2011).

Im Rahmen von hNV-Inaktivierungsstudien
werden in der Regel zellkulturgangige Surro-
gatviren verwendet, die eine Quantifizierung
sowohl mittels Zellkultur als auch mittels
real-time RT-qPCR erméglichen. Inwiefern
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sich Ergebnisse zur Inaktivierung der Surro-
gatviren Feline Calicivirus (FCV) und murines
Norovirus (MNV) auf humanes Norovirus
Ubertragen lassen, wird kontrovers diskutiert.
Uber die genauen Wirkmechanismen von
Desinfektionsmitteln auf Viren und deren
Einfluss auf die Infektiositat ist bislang wenig
bekannt. MNV und FCV werden zwar
generell als Surrogate fiir hNV akzeptiert, sie
zeigen jedoch gegeniber physikochemischen
Einflissen unterschiedliche Stabilitaten. Of-
fen ist die Frage, ob sich die Ergebnisse von
Surrogatviren auf humanes Norovirus Uber-
tragen lassen.

Forschungsergebnis:

Im Rahmen des Forschungsvorhabens wur-
den Arbeitsprotokolle entwickelt, die die
Durchfliihrung von Stabilitdts- (Tenazitat)
bzw. Inaktivierungstests (Wirkstoffpriifung)
auf Werkstoffen ermdglichen. Die Anzahl
infektioser Viren (FCV, MNV) wurde mittels
Plaque-Assay in Zellkultur, die Anzahl intakter
Virus-Partikel (FCV, MNV, hNV) durch real-
time RT-qPCR (PCR) bestimmt. Im Rahmen
dieser Studie wurden real-time RT-qPCR-
Systeme fir die kulturgadngigen Surrogatviren
FCV und MNV etabliert, um die PCR-Daten
mit Zellkultur-Daten zu vergleichen. Die
Ergebnisse werden unter dem Gesichtspunkt
ausgewertet, inwiefern die real-time RT-
gPCR-Ergebnisse intakter Viruspartikel Rlck-
schliisse auf infektiose Viren erlauben.
Daraus lassen sich Anhaltspunkte ableiten,
ob die hNV-real-time RT-qPCR-Ergebnisse im
Rahmen von Inaktivierungsstudien verifizier-
bar sind.

Tenazitdatsanalysen zeigen, dass die Material-
beschaffenheit der Werkstofftrager (Edel-
stahl, Kunststoff) keinen Einfluss auf die
Uberdauerungsfahigkeit von FCV, MNV und
hNV hat. Ein Lagerzeitraum von 7 Tagen bei
Raumtemperatur (RT) bedingt, dass infek-
tiobse FCV und MNV nicht mehr nachge-
wiesen werden konnen. Dahingegen ist zu
beobachten, dass die Zahl intakter Kapside
von FCV, MNV sowie hNV kaum reduziert
werden. Bei 7 °C sind die Testviren deutlich
stabiler als bei RT. Obwohl nach 70 Tagen
nur MNV unveranderte Infektiositdt besal,
entsprach die Anzahl intakter Kapside (FCV,
MNV, hNV) nahezu dem Ausgangstiter. Die
Ergebnisse zeigen, dass die zur Hemmung
bakteriellen Wachstums eingesetzte Kihlung

(7 ©°C) die Inaktivierung der infektiésen
Testviren verzogert.

In Wirkstoffprifungen kamen die Desinfek-
tionswirkstoffe Ethanol, 1-Propanol, 2-Propa-
nol, Glutaraldehyd, Natriumhypochlorit, Per-
essigsaure sowie die Produkte NADES bzw.
NADES 2.0 (Elektro-Chemisch-Aktiviertes
Wasser) in praxisrelevanter Konzentration zur
Anwendung. Die Desinfektionsmittel wurden
nach definierter Einwirkzeit durch Verdin-
nung inaktiviert. Zusatzlich wurde mit Hilfe
von Zytotoxizitats-, Nachwirkungs- und Inhi-
bitionskontrollen sichergestellt, dass die Des-
infektionswirkstoffe weder die Zellkulturen
noch die PCR beeinflussen.

Mit Hilfe von Suspensionstests wurden
Wirkstoff-Konzentrationen und Einwirkzeiten
ermittelt und daraus Parameter fir weiter-
fuhrende Wirkstofftests auf Oberflachen
abgeleitet. Zur Einordnung der Desinfektions-
wirkung wurde in Anlehnung an die ,Richt-
linien fir die Prifung Chemischer Desinfek-
tionsmittel” (DVG) eine Titer-Reduktion von
= 4 log1o als viruzid definiert. Deutliche Titer-
Reduktion = 4 logio wurde unter Verwen-
dung beider Nachweismethoden bei den drei
Test-Viren durch Peressigsaure (2 %) ermit-
telt. Natriumhypochlorit (0,1 %) inaktiviert
ebenfalls FCV, MNV und hNV, ohne die
Anzahl intakter Virionen im gleichen Mafl3 zu
verringern. Gegenlber hNV flhrten zudem
Ethanol (70 %), 1-Propanol (70 %) sowie
NADES (10 %) bei 5-minttiger Einwirkzeit zu
einer Titerreduktion von 1,5 - 3 log1o, jedoch
nicht zu einer vollstandigen Inaktivierung.
Keine Wirkung auf hNV war bei 2-Propanol
(70 %) und Glutaraldehyd (2,5 %) zu beo-
bachten.

Insgesamt erscheint gegeniber den einge-
setzten Desinfektionswirkstoffen FCV stabiler
als MNV - sowohl bei Betrachtung der Infek-
tiositat als auch intakter Kapside. Wahrend
MNV in Tenazitatsuntersuchungen als Surro-
gatvirus genutzt werden kann, scheint in
Wirkstoffpriifungen der Einsatz von FCV eher
angezeigt. Die Ergebnisse lassen den Schluss
zu, dass Aussagen zur Infektiositdt von hNV
grundsatzlich nicht durch Einsatz eines
Surrogatvirus moglich sind.

Wirtschaftliche Bedeutung:

Die Ergebnisse sind fir alle produzierenden
Unternehmen der Lebensmittelindustrie sowie
fir Gemeinschaftsverpflegungseinrichtungen
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(Kantinen, Mensen, Alten- und Pflegeheime,
Krankenhauser, Kreuzfahrtschiffe etc.) rele-
vant. Sie kénnen in Betrieben im Rahmen der
Qualitatssicherung genutzt werden und bei
der Erstellung von Hygieneplanen Berlick-
sichtigung finden. Des Weiteren koénnen
Dosierungen und Einwirkzeiten auf hNV-
Inaktivierung angepasst werden. Dadurch
wird eine Verbesserung der Hygienemal3-
nahmen und des Verbraucherschutzes ge-
wabhrleistet. Ebenso sind diese Daten fir die
Aufstellung von Konzepten im Rahmen von
Good Hygiene Practice (GHP) und Good
Manufacturing Practice (GMP) verwertbar.

Haufig stellt sich die Frage, wie nach
Norovirusausbriichen Radume und Gegen-
stdande zuverladssig desinfiziert werden koén-
nen. Desinfektionsmittelhersteller kénnen ihre
Produkte auf Basis der Daten aus dem Projekt
modifizieren. Dabei sind Neuentwicklungen
von wirkungsvollen Desinfektionsmitteln mit
Wirkung gegen humanes Norovirus auf Basis
der Ergebnisse moglich.

Dienstleistungslaboratorien kénnen ihr
Portfolio unter Verwendung der im Rahmen
des Forschungsprojektes entwickelten Ar-
beitsprotokolle zur praxisnahen Durchfiihrung
von Stabilitdts- (Tenazitdt) bzw. Inaktivie-
rungstests (Wirkstoffprifungen) erweitern.
Die Ergebnisse beinhalten das Potential, um
hieraus Untersuchungsmethoden fir weitere
unbehtllte lebensmittelassoziierte Viren abzu-
leiten.
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