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Ausgangssituation:

Die Norovirus-Infektion ist die haufigste Ursache
fir Gastroentiritiden beim Menschen. Das hu-
mane Norovirus (hNV) ist hochkontagidos und
wird von Mensch-zu-Mensch, fékal-oral, aerogen
und durch Lebensmittel Ubertragen. Die Uber-
wiegende Anzahl der Ausbriiche wird durch Se-
kundarkontaminationen bedingt, die durch Hygi-
enemangel haufig im Rahmen der Lebensmittel-
produktion, -verarbeitung oder -zubereitung
erfolgen. Durch infiziertes Personal, kontaminier-
te Rohstoffe oder Oberflachen, wie z. B. Verpa-
ckungen, Arbeitsflachen, Maschinen, Transport-
bénder, Transportkisten oder Latexhandschuhe,
kénnen Viren in das Lebensmittel gelangen. Vor
diesem Hintergrund sind Informationen zur Uber-
dauerungsfahigkeit (Tenazitat) sowie zur wir-
kungsvollen Inaktivierung von hNV durch Desin-
fektionswirkstoffe auf Oberflachen in der Le-
bensmittelproduktion und -verarbeitung von be-
sonderer Bedeutung.

Untersuchungen zur Tenazitdt von hNV auf
Oberflachen und zur Wirksamkeit von Desinfek-
tionsmalRnahmen gegentiber hNV sind bisher nur
begrenzt verfiigbar. Dies ist dem Umstand ge-
schuldet, dass fur hNV keine Zellkultur zur Ver-
figung steht, in der sich hNV in vitro vermehren

bzw. quantifizieren lasst. Das erschwert Aussa-
gen darlber zu treffen, welchen Einfluss Um-
weltbedingungen bzw. Desinfektionsmittel auf
hNV haben. Besonders Aussagen zur Infektiosi-
tat sind nicht mdglich. Zur Quantifizierung von
hNV wurde im Rahmen des IGF-Projekts AiF
15215 N (,Einfluss technologischer Prozesse
auf die Inaktivierung und Tenazitat von Norovi-
rus in Lebensmitteln”) ein quantitatives real-time
Reverse-Transcriptase(RT)-PCR-Verfahren  ent-
wickelt (MORMANN et al., 2010). Dieses bein-
haltet eine RNase-Behandlung, mit deren Hilfe
freie RNA zerstort wird und den Nachweis intak-
ter Viruspartikel ermoglicht. Studien der For-
schungsstelle zeigten, dass RNA aus hNV sehr
stabil ist und Erhitzungen von 95 °C fir 180
min (berdauert (MORMANN und BECKER,
2011).

Im Rahmen von hNV-Inaktivierungsstudien wer-
den in der Regel zellkulturgdngige Surrogatviren
verwendet, die eine Quantifizierung sowohl mit-
tels Zellkultur als auch mittels real-time RT-qPCR
ermdglichen. Inwiefern sich Ergebnisse zur Inak-
tivierung der Surrogatviren Feline Calicivirus
(FCV) und murines Norovirus (MNV) auf huma-
nes Norovirus Ubertragen lassen, wird kontro-
vers diskutiert. Uber die genauen Wirkmecha-
nismen von Desinfektionsmitteln auf Viren und
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deren Einfluss auf die Infektiositat ist bislang
wenig bekannt. MNV und FCV werden zwar ge-
nerell als Surrogate fir hNV akzeptiert, sie zei-
gen jedoch gegenilber physikochemischen Ein-
flissen unterschiedliche Stabilitaten. Offen ist
die Frage, ob sich die Ergebnisse von Surrogatvi-
ren auf humanes Norovirus Ubertragen lassen.

Forschungsergebnis:

Im Rahmen des Forschungsvorhabens wurden
Arbeitsprotokolle entwickelt, die die Durchfih-
rung von Stabilitats- (Tenazitdt) bzw. Inaktivie-
rungstests (Wirkstoffpriifung) auf Werkstoffen
ermdglichen. Die Anzahl infektiéser Viren (FCV,
MNV) wurde mittels Plaque-Assay in Zellkultur,
die Anzahl intakter Virus-Partikel (FCV, MNV,
hNV) durch real-time RT-gPCR (PCR) bestimmt.
Im Rahmen dieser Studie wurden real-time RT-
gqPCR-Systeme flr die kulturgédngigen Surrogat-
viren FCV und MNV etabliert, um die PCR-Daten
mit Zellkultur-Daten zu vergleichen. Die Ergeb-
nisse werden unter dem Gesichtspunkt ausge-
wertet, inwiefern die real-time RT-qPCR-
Ergebnisse intakter Viruspartikel Ruckschlisse
auf infektidse Viren erlauben. Daraus lassen sich
Anhaltspunkte ableiten, ob die hNV-real-time
RT-gPCR-Ergebnisse im Rahmen von Inaktivie-
rungsstudien verifizierbar sind.

Tenazitatsanalysen zeigen, dass die Materialbe-
schaffenheit der Werkstofftrager (Edelstahl,
Kunststoff) keinen Einfluss auf die Uberdaue-
rungsfahigkeit von FCV, MNV und hNV hat. Ein
Lagerzeitraum von 7 Tagen bei Raumtemperatur
(RT) bedingt, dass infektibse FCV und MNV
nicht mehr nachgewiesen werden kénnen. Da-
hingegen ist zu beobachten, dass die Zahl intak-
ter Kapside von FCV, MNV sowie hNV kaum re-
duziert werden. Bei 7 °C sind die Testviren
deutlich stabiler als bei RT. Obwohl nach 70 Ta-
gen nur MNV unveranderte Infektiositat besal3,
entsprach die Anzahl intakter Kapside (FCV,
MNV, hNV) nahezu dem Ausgangstiter. Die Er-
gebnisse zeigen, dass die zur Hemmung bakteri-
ellen Wachstums eingesetzte Kihlung (7 °C) die
Inaktivierung der infektiosen Testviren verzdgert.

In Wirkstoffpriifungen kamen die Desinfektions-
wirkstoffe Ethanol, 1-Propanol, 2-Propanol,
Glutaraldehyd, Natriumhypochlorit, Peressigsau-
re sowie die Produkte NADES bzw. NADES 2.0
(Elektro-Chemisch-Aktiviertes Wasser) in praxis-
relevanter Konzentration zur Anwendung. Die
Desinfektionsmittel wurden nach definierter
Einwirkzeit durch Verdinnung inaktiviert. Zu-
satzlich wurde mit Hilfe von Zytotoxizitats-,
Nachwirkungs- und Inhibitionskontrollen sicher-
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gestellt, dass die Desinfektionswirkstoffe weder
die Zellkulturen noch die PCR beeinflussen.

Mit Hilfe von Suspensionstests wurden Wirk-
stoff-Konzentrationen und Einwirkzeiten ermit-
telt und daraus Parameter fir weiterfiihrende
Wirkstofftests auf Oberflachen abgeleitet. Zur
Einordnung der Desinfektionswirkung wurde in
Anlehnung an die ,Richtlinien fir die Prifung
Chemischer Desinfektionsmittel” (DVG) eine Ti-
ter-Reduktion von = 4 log1o als viruzid definiert.
Deutliche Titer-Reduktion = 4 logio wurde unter
Verwendung beider Nachweismethoden bei den
drei Test-Viren durch Peressigsaure (2 %) ermit-
telt. Natriumhypochlorit (0,1 %) inaktiviert eben-
falls FCV, MNV und hNV, ohne die Anzahl intak-
ter Virionen im gleichen Mal3 zu verringern.
Gegenliber hNV fihrten zudem Ethanol (70 %),
1-Propanol (70 %) sowie NADES (10 %) bei 5b-
minutiger Einwirkzeit zu einer Titerreduktion von
1,5 - 3 logio, jedoch nicht zu einer vollstdndigen
Inaktivierung. Keine Wirkung auf hNV war bei 2-
Propanol (70 %) und Glutaraldehyd (2,5 %) zu
beobachten.

Insgesamt erscheint gegenltber den eingesetzten
Desinfektionswirkstoffen FCV stabiler als MNV
— sowohl bei Betrachtung der Infektiositat als
auch intakter Kapside. Wahrend MNV in Tenazi-
tatsuntersuchungen als Surrogatvirus genutzt
werden kann, scheint in Wirkstoffprifungen der
Einsatz von FCV eher angezeigt. Die Ergebnisse
lassen den Schluss zu, dass Aussagen zur Infek-
tiositdt von hNV grundsatzlich nicht durch Ein-
satz eines Surrogatvirus maoglich sind.

Wirtschaftliche Bedeutung:

Die Ergebnisse sind fir alle produzierenden Un-
ternehmen der Lebensmittelindustrie sowie fir
Gemeinschaftsverpflegungseinrichtungen (Kanti-
nen, Mensen, Alten- und Pflegeheime, Kran-
kenhauser, Kreuzfahrtschiffe etc.) relevant. Sie
kénnen in Betrieben im Rahmen der Qualitatssi-
cherung genutzt werden und bei der Erstellung
von Hygienepléanen Berlicksichtigung finden. Des
Weiteren kénnen Dosierungen und Einwirkzeiten
auf hNV-Inaktivierung angepasst werden. Da-
durch wird eine Verbesserung der Hygienemal’-
nahmen und des Verbraucherschutzes gewahr-
leistet. Ebenso sind diese Daten fir die
Aufstellung von Konzepten im Rahmen von
Good Hygiene Practice (GHP) und Good Manu-
facturing Practice (GMP) verwertbar.

Haufig stellt sich die Frage, wie nach Norovirus-
ausbriichen Rdume und Gegenstande zuverlassig
desinfiziert werden kénnen. Desinfektionsmittel-
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hersteller kénnen ihre Produkte auf Basis der Da-
ten aus dem Projekt modifizieren. Dabei sind
Neuentwicklungen von wirkungsvollen Desinfek-
tionsmitteln mit Wirkung gegen humanes Noro-
virus auf Basis der Ergebnisse mdglich.

Dienstleistungslaboratorien kénnen ihr Portfolio
unter Verwendung der im Rahmen des For-
schungsprojektes entwickelten Arbeitsprotokolle
zur praxisnahen Durchflihrung von Stabilitats-
(Tenazitdt) bzw. Inaktivierungstests (Wirkstoff-
prifungen) erweitern. Die Ergebnisse beinhalten
das Potential, um hieraus Untersuchungsmetho-
den flr weitere unbehillte lebensmittelassoziier-
te Viren abzuleiten.
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fentlichkeit bei der Forschungsstelle abzurufen.
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