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Einleitung

1 Einleitung

In den vergangenen Jahren wurde ein Anstieg der Anzahl infektioser Gastroenteritiden
beobachtet, welche durch Viren hervorgerufen wurden. So treten mittlerweile bei den
meldepflichtigen infektiosen Darmerkrankungen Viren haufiger als Ausldser in Erscheinung

als bakterielle Erreger.

In vielen Féllen lieBen sich Infektionen auf den Verzehr kontaminierter Lebensmittel
zuruckfihren. In diesem Zusammenhang wurde der Begriff der sogenannten ,food borne
viruses“ geprégt. Vor allem Produkte, die zum Rohverzehr bestimmt sind, kénnen als
Infektionsquelle lebensmittelassoziierter Virusinfektionen dienen. Haufig werden in diesem

Zusammenhang Muscheln, Salate, Gemise, Obst als auch Eiswurfel oder Wasser genannt.

Zu Produkten, die ohne eine Hitzebehandlung zum Rohverzehr gelangen, gehdren auch
Rohfleischerzeugnisse wie Rohwirste. Diese sind im Zusammenhang mit bakteriellen
Lebensmittelinfektionen wie beispielsweise Salmonellen, Listerien oder Staphylococcus
aureus als Risikoprodukte bekannt. Die aktuellen Hygienerichtlinien und betrieblichen
HACCP-Konzepte (hazard analysis critical control point) fur biologische Gefahren in
Rohwurstprodukten wurden in erster Linie fur bakterielle Erreger erarbeitet. In welchem
AusmaR Rohwurstprodukte eine Rolle bei der Ubertragung lebensmittelassoziierter Viren
spielen, ist bisher kaum untersucht. Ebenso wenig ist zur Tenazitat lebensmittelrelevanter
Viren in Rohwurstprodukten und zum Einfluss technologischer Prozesse auf deren

Inaktivierung bekannt.

Der Eintrag von Viren in Lebensmittel erfolgt zumeist Uber eine sekundare Kontamination
wahrend der Herstellung oder Zubereitung von Speisen. In Zusammenhang mit der
Herstellung von Rohwiirsten ist ebenso ein primérer Eintrag von Viren Uber das verwendete
Rohfleisch méglich. Dabei sind insbesondere Viren mit Zoonosepotential von Bedeutung. So
besteht fir animale Rotaviren der Verdacht, dass diese auch beim Menschen Infektionen
auslésen konnen. Ebenso wird ein Zoosnosepotential fuir Noroviren von Schwein und Rind
diskutiert. Vor dem Hintergrund der aktuellen Ausbreitung des Geflugelinfluenzavirus H5N1

stellt sich die Frage nach einer Gefahrdung durch den Verzehr infizierter Geflugelprodukte.

Welche Bedeutung Rohwurstprodukten bei der Ubertragung humanpathogener Viren
zukommt, kann derzeit nur anhand weniger objektiver wissenschaftlicher Fakten

eingeschatzt werden.
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Die vorliegende Arbeit beschaftigte sich im folgendem mit Studien zu Tenazitat und
Inaktivierung von Viren in Rohwurstprodukten. Dabei wurde ECHO-Virus stellvertretend fir
die Spezies humaner Enteroviren untersucht. Enteroviren zeichnen sich durch eine hohe
Tenazitdt aus. Als ein wichtiger Vertreter kann Polio-Virus angefihrt werden, welches
bekanntlich durch Lebensmittel Ubertragbar ist. Im Zuge der aktuellen Problematik mit
aviaren Influenzaviren wurden stellvertretend zwei niedrigpathogene Isolate avidrer
Influenzaviren fur die Versuchsreihen gewaéhlt. Die gewonnenen Ergebnisse sollten dazu
beitragen, die Rolle des Lebensmittels Rohwurst bei der Ubertragung
lebensmittelassoziierter Virusinfektionen besser abschatzen zu kdnnen (hinsichtlich einer
Risikobewertung). Ebenso sollten Aussagen zu einer mdoglichen Risikominimierung

vorgenommen werden.
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2 Literaturiubersicht

2.1 Lebensmittelassoziierte Viren

2.1.1 Begriff und Vertreter

Die Bedeutung von Viren als Krankheitserreger in Lebensmitteln ist im Laufe der
vergangenen Jahre stark gestiegen. Infektiose Gastroenteritiden werden dabei weit haufiger
durch Viren verursacht als durch bakterielle Erreger. Die folgende Tabelle zeigt aktuelle
Fallzahlen Darm-

meldepflichtiger beziehungsweise Hepatitiserkrankungen fur die

Bundesrepublik Deutschland.

Tabelle 1: Anzahl der vom Robert Koch-Institut erfassten meldepflichtigen Infektionserkrankungen fir
ausgewahlte Erreger

Jahr (1- 52. . . Hepatitis Hepatitis

Woche) Campylobacter | Salmonella | Noroviren Rotaviren AVirus E-Virus
2008 64 534 42 789 211 247 77 336 939 101
2007 66 125 55 405 198 992 59 165 926 72
2006 52 044 52 600 75 838 67 027 1229 51

(madifiziert nach Robert Koch-Institut 2008, 2009)

In welchem Ausmaf Lebensmittel Bedeutung bei der Ubertragung von Viren haben, ist
bisher noch unzureichend untersucht. Anhand von Schatzungen kann man davon ausgehen,
in den USA

hervorgerufen werden (MEAD et al. 1999). Von den 38 Millionen Lebensmittelerkrankungen

dass jahrlich 76 Millionen Erkrankungen durch Lebensmittelverzehr

infektidser Natur wurden dabei circa 80 % durch Viren verursacht (MEAD et al.1999).

Eine Studie aus den Niederlanden untersuchte Proben von 941 gemeldeten Ausbrichen mit
viraler Gastroenteritis fir den Zeitraum von 1994 bis 2000 (SVARKA et al. 2007). Bei den
untersuchten Stuhlproben (n=6707) dieser Langzeitiberwachung wurde in 78 % der Falle
Norovirus als verursachendes Pathogen ermittelt, in knapp 5 % der Félle Rotavirus, in 1 %
Adenovirus und in 0,5 % Astrovirus. Bei ca. 12 % der untersuchten Proben konnte der virale
Erreger nicht ermittelt werden. Mdglicherweise sind diese auf Toroviren, Birnaviren oder
Enteroviren zurickzufiihren. Bei 38 % der gemeldeten Ausbruchsfélle (n=359) war der
Ubertragungsweg bekannt. Es handelte sich tberwiegend um eine Transmission von
Mensch zu Mensch, in einigen Fallen konnten Lebensmittel als Infektionsquelle ermittelt

werden. Bei 95 % der gemeldeten Ausbriiche war der Ort der Infektion bekannt: Im eigenen
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Haushalt erfolgten die meisten Infektionen, gefolgt von Krankenhausern, Restaurants,

Tageszentren und Schulen.

Wie hoch der tatsachliche Anteil lebensmittelassoziierter Infektionen an der Gesamtzahl der
viralen Gastroenteritiden ist, Ildsst sich nur anndhernd abschatzen. Da keine
Routinetiberwachung von Lebensmitteln auf Viren existiert, sich der Nachweis im
Lebensmittel hdufig schwierig gestaltet und die meisten Erkrankungen im privaten Haushalt
erfolgen, ist das Lebensmittel als Infektionsquelle schwer zu ermitteln. Fir Infektionen mit
Noroviren wurde der Anteil der lebensmittelbedingter Félle fir England und Wales auf 14 %
(DEDMAN et al. 1998) und fir die USA auf < 40 % (FRANKENHAUSER et al. 1998)

geschatzt.

Fir Deutschland wurden im Jahr 2006 1352 Falle lebensmittelbedingter
Krankheitsausbriiche an die Europaische Behorde fir Lebensmittelsicherheit (EFSA)
Ubermittelt. Davon konnten etwa 11 % urséchlich auf Viren zurtickgefuhrt werden (Tabelle 2).
Die meisten Ausbriiche traten dabei in Privathaushalten auf gefolgt von Restaurants und
Hotels (BfR 2009).

Tabelle 2: Von Deutschland an die EFSA gemeldete lebensmittelbedingte Krankheitsausbriche fir das

Jahr 2006

Infektionserreger Gemeldete Ausbriiche
Anzahl %
Salmonella 905 66,9
Campylobacter 207 15,3
Norovirus 140 10,4
Hepatitis A-Virus 15 11
Yersinia 13 1,0
Giardia 12 0,9
darmpathogene E. coli 7 0,5
Shigella 7 0,5
ECEC 6 0,4
Cryptosporidium 5 0,4
andere <1 <0,1

gesamt 1352

(modifiziert nach EFSA 2006)

Eine EU-weite Erfassung zum Anteil lebensmittelbedingter viraler Krankheitsausbriiche an

der Gesamtzahl viraler Gastroenteritisfalle ist in Tabelle 3 fur das Jahr 2000 dargestellt.
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Tabelle 3: Ubersicht lebensmittelassoziierter viraler Gastroenteritisfélle in der EU

Lebensmittelassoziierte virale Gastroenteritiden im Jahr 2000

total Lebensmittel-/ Wasserassoziiert (%)

Danemark 17 94
England 290 7
Finnland 58 24
Frankreich 28 100
Deutschland | 227 k.A.
Italien 2 0
Slowenien 14 14
Spanien 14 7
Schweden 190 k.A.
Niederlande 41 17

(modifiziert nach LOPMAN et al. (2003), Food borne Viruses in Europe group)

Lebensmittelassoziierte Viren werden auch unter dem Begriff der sogenannten ,food borne
viruses* zusammengefasst. Sie zeichnen sich im Allgemeinen durch folgende Charakteristika
aus (KOOPMANS u. DUIZER 2004):

niedrige infektiose Dosis
- sehr umweltstabil und meist saureresistent

hohe Zahl Gber Fézes ausgeschiedener Viruspartikel

leicht Ubertragbar, hoch kontagios

Nach KOOPMANS et al. (2002) lassen sich die Viren in drei Kategorien aufteilen:
- Viren, die gastrointestinale Erkrankungen auslésen mit dem Zielorgan Magendarmtrakt,
z. Bsp. Noroviren, Rotaviren, Adenoviren

- Viren, die Uber den enteralen Weg aufgenommen werden und Hepatitiden verursachen,

z. Bsp. Hepatitis A-Virus, Hepatitis E-Virus

- Viren, die Uber den enteralen Weg in den Organismus gelangen, aber in anderen
Zielorganen replizieren,

z. Bsp. Enteroviren
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Tabelle 4: Ubersicht zu Vertretern der , Food borne viruses*®

Virus Familie Erkrankung
Hepatitis A-Virus Picornaviridae Hepatitis
Hepatitis E-Virus Hepeviridae Hepatitis
Norovirus Caliciviridae Gastroenteritis

zumeist mit heftigem Vomitus
Gastroenteritis,
zumeist bei Kindern

Rotavirus Reoviridae

Polio-Virus,
Coxsackie-Virus, . - u.a. ZNS Infektionen, Gastroenteritis
ECHO-Virus, Picornaviridae Kardiomyophatien

Enterovirus

Aichivirus Picornaviridae Gastroenteritis

. - Gastroenteritis,
Astrovirus Astroviridae Zumeist bei Kindern
Adenovirus Adenoviridae Gastroenteritis
Saporovirus Caliciviridae Gastroenteritis

(modifiziert nach CARTER 2005)

Viren kdnnen sich im Gegensatz zu Bakterien nicht im Lebensmittel vermehren, da ihre
Replikation an lebende Zellen gebunden ist. Somit stellt die Dosis an viralen Partikeln,
welche in ein Lebensmittel gelangt, zugleich die maximale Ausgangsdosis fir eine mogliche
Infektion dar. Sind Viren einmal in das Produkt gelangt, so behalten sie ihre Infektitsitat
zumeist Uber Tage bis Wochen bei, besonders wenn die Lebensmittel unter Kuhlung
gelagert werden (KOOPMANS u. DUIZER 2004). Weiterhin fihren Viren, in Abgrenzung zu

vielen bakteriellen Erregern, zu keinerlei sensorischen Verédnderungen der Lebensmittel.

Der Mensch infiziert sich auf fékal-oralem beziehungsweise aerogen-oralem Weg, durch
direkten Kontakt zu infizierten Personen oder Uber die Aufnahme der Erreger aus der

Umwelt beziehungsweise tiber kontaminierte Lebensmittel oder Wasser.

2.1.2 Kontamination von Lebensmitteln und Nachweis der Viren

Bei dem Eintrag der Viren in Lebensmittel kann zwischen der Form der priméaren
Kontamination von Produkten und der Sekundarkontamination differenziert werden
(CARTER 2005).

Bei der Primarkontamination gelangen die Viren bereits in oder auf das Rohprodukt, noch

bevor dieses als Lebensmittel gewonnen wird. So konnen beispielsweise Muscheln in
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abwasserbelasteten Meeresregionen zirkulierende Viren aufnehmen oder Pflanzen durch

den Einsatz fékal verunreinigten Wassers mit Viren kontaminiert werden.

Die Sekundarkontamination von Lebensmitteln kann durch den Eintrag der Viren an jeglicher

Stelle der Lebensmittelkette bis zum Verzehr durch den Verbraucher erfolgen.

Indirekte Ubertragungsformen aufgrund mangelnder Hygiene bei der Zubereitung
beziehungsweise im Umgang mit Lebensmitteln spielen eine entscheidende Rolle. Infizierte
Personen scheiden in der Regel Viren in groRer Zahl mit dem Stuhl aus und in Form von
Aerosolen (beispielsweise beim Erbrechen). Im Umgang mit Lebensmitteln kdnnen sie diese
daher mit einer hohen Virusanzahl kontaminieren. Ebenso kdnnen die Verwendung von
kontaminiertem, fakal verunreinigtem Wasser bei der Speisenzubereitung oder das
Zubereiten auf kontaminierten Oberflachen sowie der Einsatz virusbelasteter (Kuchen-)
Gegenstande als wichtige Eintragsquellen genannt werden (KOOPMANS u. DUIZER 2004).
Auch eine ungeschitzte Lagerung von fertigen Speisen ermdglicht den nachtraglichen
Eintrag viraler Erreger aus der Umwelt.

Prinzipiell stellen Lebensmittel, die einer intensiven manuellen Verarbeitung unterliegen,
unter Bedingungen schlechter Hygiene zubereitet oder nach der Gewinnung zum
unmittelbaren Verzehr bestimmt sind, potentielle Risikoprodukte dar, insofern sie keiner
anschlieBenden Erhitzung unterliegen.

Die Liste an Lebensmitteln, die in Zusammenhang mit Virusinfektionen ermittelt wurden,

gestaltet sich vielfaltig. Haufig betroffen waren:

- Salate, Obst, Gemuse

- Wasser, Eiswirfel

- Muscheln

- Sandwiches, Wurstaufschnitte, Backwaren
- Safte

- ua.

Der aktuelle Trend zum Verzehr von so genannten ,minimal processed foods" und méglichst
natur belassener, frischer Lebensmittel sowie die zunehmende Gewohnheit, Lebensmittel
aul3er Haus fertig zubereitet zu verzehren, tragen zu ansteigenden Erkrankungszahlen mit

lebensmittelassoziierten Mikroorganismen bei (WHO 2008).
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Der Nachweis der Viren in Lebensmitteln gestaltet sich vor allem aus folgenden Griinden
schwierig (CARTER 2005, KOOPMANS et al. 2002):

- Fehlen sensorischer Veranderungen im Lebensmittel

- nur sehr geringe Anzahl an Viruspartikeln im Lebensmittel

- breites Spektrum an Viren und Lebensmittelmatrices

- Fehlen einheitlicher Isolierungsmethoden

- unzureichende oder keine Kultivierbarkeit vieler Viren

- teilweise hohe genetische Variabilitaten unter den Virusstdmmen, Fehlen einheitlicher

Detektionssysteme fir PCR

So gibt es mit der Ausnahme von Muscheln kaum eine Routinetiberwachung bei

Lebensmitteln hinsichtlich des Vorkommens von Viren.

Im Zusammenhang mit lebensmittelassoziierten Viruserkrankungen sind als haufigste

Vertreter Noroviren und Hepatitis A-Viren zu nennen (CLIVER 1997).

2.1.3 Zoonotisches Potential

Der Begriff der ,Zoonose" beschreibt Infektionskrankheiten, welche vom Tier auf den Mensch
und vom Mensch auf das Tier dbertragbar sind. Im Zusammenhang mit
lebensmittelassoziierten Viren ergibt sich die Frage einer Ubertragbarkeit dieser Viren von
Tier zu Mensch — zum einen auf dem Weg direkten Kontaktes, zum anderen Uber den

Kontakt beziehungsweise den Verzehr infizierter tierischer Produkte.

Die Ubertragung von Hepatitis E-Viren geschieht auf fakal-oralem Infektionsweg, zumeist
Uber kontaminiertes Trinkwasser, in einigen Fallen auch Uber kontaminierte Lebensmittel.
Berichte Uber Infektionen von Menschen nach Verzehr von ungeniigend erhitztem Fleisch
von Wildtieren, lassen ein zoonotisches Potential dieser Erkrankung vermuten (JOHNE et al.
2008). So wurden bei Schweinen Hepatitis E-Viren gefunden, die in nahezu identischer Form
auch beim Menschen entdeckt werden konnten (MENG et al. 1997). Eine erste Studie zur
Hepatitis E-Verbreitung zeigt, dass auch in Deutschland ein hoher Prozentsatz an
Wildschweinen mit Hepatitis E-Virus infiziert ist (KACI et al. 2008).

Die Moglichkeit einer Ubertragung der Erkrankung TBE (Tick-borne encephalitis) durch den
Konsum ungenigend erhitzter Milch oder Milchprodukte ist bereits in mehreren Féllen
beschrieben (JEZYNA et al. 1984, HERZIG et al. 2002). Der Erreger aus der Familie der
Flaviviridae kann in der Milch von virusinfizierten Ziegen und Schafen auftreten, seltener in

der Milch von Kuhen.
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Die aviare Influenza wurde lange Zeit als unbedenklich flr den Menschen eingestuft, bis im
Jahr 1997 erstmals Menschen an einem origindr aviaren Influenzavirus Typ H5N1 schwer
erkrankten, zum Teil mit Todesfolge (WHO 2008). Die Infektion wird Gber engen Kontakt zu
infiziertem Gefllgel oder tGiber den Umgang mit infizierten Gefligelprodukten Ubertragen, als
auch durch deren Verzehr.

Rotaviren treten sowohl beim Menschen als auch bei zahlreichen Haus- und Nutztieren auf.
Animale Rotaviren sind als potentielles Reservoir fir den genetischen Austausch mit
humanen Rotavirusstimmen in Betracht zu ziehen. Es gibt vermehrt Grund zur Annahme,
dass animale Rotaviren auch Menschen infizieren konnen, sei es durch direkte
Virustbertragung oder auf dem Weg der Entstehung von Reassortanten bei Ko-Infektionen
(MULLER u. JOHNE 2007). Typenkombinationen, wie sie normalerweise beim Menschen
auftreten, wurden auch bei Tieren gefunden, u. a. bei Rindern (LUCCHELLI et al. 1994,
GULATI et al. 1999) und bei Schweinen (SANTOS et al. 1999, WINIARCZYK et al. 2002).
Von Menschen konnten dagegen Stamme isoliert werden, die sonst bei Tieren gefunden
werden (DESSELSBERGER et al. 2001). Fur einzelne Falle wurde die direkte Erkrankung
von Personen mit einem animalen Rotavirusstamm berichtet (NAKAGOMI u. NAKAGOMI
1989). So erkrankte beispielsweise ein Kind an einem felinen Rotavirus, ein anderes Kind an
einem kaninen Virusstamm (NAKAGOMI et al. 1992).

Die in Zusammenhang mit infektidsen viralen Gastroenteritiden am haufigsten beobachteten
Noroviren treten ebenfalls bei Mensch und Tier auf. So ist das Vorkommen von
Norovirusstdmmen bei Schwein, Rind und Maus bekannt. Porzine Noroviren, die bei
Schweinen in Japan, den Niederlanden und den USA gefunden wurden (VAN DER POEL et
al. 2000, WANG et al. 2005, SUIGEDA et al. 1998), wiesen genetisch groRe Ahnlichkeit zu
den humanen Noroviren auf. Die bei Rindern entdeckten Noroviren zeigten dagegen wenig
Ahnlichkeit zu den humanen Stammen (OLIVER et al. 2003). Das Entstehen moglicher
Norovirusrekombinanten aus humanen und animalen Virusstammen bei Ko-Infektion eines
Wirtes mit zwei genetisch ahnlichen Viren wird diskutiert. In einer Studie wurden bei der
Untersuchung von Kotproben von Rind und Schwein sowohl porzine als auch bovine
Norovirusisolate entdeckt, die Gensequenzen humaner Noroviren aufwiesen (MATTISON et
al. 2007).

Somit ist eine zoonotische Ubertragung von Erregern auf dem Weg infizierter tierischer

Produkte ist im Zusammenhang mit lebensmittelassoziierten Viren durchaus von Bedeutung.
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2.2 Humane Enteroviren - ECHO-Virus

2.2.1 Taxonomie

Das Genus Enterovirus gehort zur Familie der Picornaviridae. Das Genus umfasst derzeit die
humanen Enterovirusspezies (HEV): Humanes Enterovirus A, B, C, D und Polio-Virus
(STANWAY et al. 2005, International Comitee on Taxonomy of Viruses, ICTV) und darUber

hinaus bovine und porzine Enterovirusspezies.

Weit ber 80 Serotypen sind derzeit bei Enteroviren bekannt (PALLANSCH u. ROOS 2001),
darunter auch einige Serotypen, die vorlaufig dem Genus Enterovirus zugeordnet wurden,

aber noch keiner Spezies zugeteilt sind (ICTV 2002).

Tabelle 5: Ubersicht zu Serotypen humaner Enteroviren

Virus Serotypen
Polio-Virus 1,2,3
Coxsackie-Virus A 1-24
Coxsackie-Virus B 1-6
ECHO-Virus 1-7,9,11-27,29-33
Enterovirus 68,79, 71

(modifiziert nach ICTV data base, 2002)

Die Spezies Humanes Enterovirus B umfasst zur Zeit alle Serotypen von ECHO-Viren
(enteric, cytopathogenic, human, orphan virus), verschiedener Coxsackie-Viren sowie einem

Enterovirustyp.

2.2.2 Virusaufbau

Enteroviren sind unbehillte Viren mit einem ikosaedrisch aufgebauten Kapsid von 24 bis 30
nm Durchmesser. Das Kapsid setzt sich aus 60 Untereinheiten, den Kapsomeren,
zusammen, welche jeweils durch die Strukturproteine VP1 bis VP4 gebildet werden. VP4 ist
dabei nur an der Innenseite des Kapsids lokalisiert und mit dem RNA-Genom verbunden.
VP1 bis VP3 bilden die Au3enflachen der Ikosaeder. Die Sequenz der Proteine VP1 bis VP3
im Kapsid entscheidet dabei Uber den jeweiligen Serotyp der Enteroviren. Haufig sind im
Bereich der lkosaederecken grabendhnliche Vertiefungen der Oberflachenstruktur, so
genannte Canyons zu finden. Die Canyonregionen, die aus Interaktionen verschiedener
Aminosaurereste der Strukturproteine VP1, VP2 und VP3 hervorgehen, dienen den Viren zur
Adsorption an zellulare Rezeptoren (MODROW et al. 2003). Das Virusgenom in Form einer

Einzelstrang-RNA in Plusstrangorientierung umfasst ca. 7400 Basenpaare. Der RNA-Strang
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ist aus drei Abschnitten aufgebaut: der 5’NTR- Region, der kodierenden Region und der
3'NTR-Region mit Poly A-tail. Das 5 Ende besitzt keine Cap Struktur. Die Basenabschnitte
an diesem Ende besitzen daflir eine ausgepragte Sekundarstruktur mit Aktivitat einer IRES
(internal ribosomal entry site). Weiterhin befindet sich am 5 Ende in kovalenter Bindung ein
kleines, 22 Aminoséuren umfassendes Protein, das VPg-Protein. Dieses wird mit Beginn der
Translation abgespalten. Das Virusgenom enthélt einen grofRen offenen Leserahmen, der flr
ein Vorlauferprotein kodiert. Dieses Polyprotein umfasst drei Bereiche, die bei der
Proteinspaltung entstehen: Einen aminoterminalen Bereich mit Vorlaufersequenzen viraler
Kapsidproteine, einen mittigen Bereich mit Nichtstrukturproteinen und einen

carboxyterminalen Bereich mit viralen Enzyme und Nichtstrukturproteinen.

Das Polyprotein wird von viralen Proteinasen prozessiert. Es entstehen daraus final elf virale
Proteine.

Tabelle 6: Funktion verschiedener Proteine von Enteroviren

Protein Funktion

Kapsidproteine

VP 1-3 bilden Kapsidauf3enflache

VP 4 nur an Kapsidinnenflache

Kotranslationale Abspaltung des Protomers vom
Polyprotein, proteolytische Spaltungen

1A -1 D-Proteine
(VP 1,2,3,4)

2 A-Protease

Beteiligung an Genomreplikation und

2 B-Protein Wirtsspezifitat

2 C-Protein Initiation der RNA-Synthese

3 A-Protein Uridinylierung von 3 B

3 B-Protein (VPgQ) Wirkung als Primer bei RNA-Polymerisation

Prozessierung von Kapsidproteinen

3C-Protease Spezifischer Abbau zellularer Komponenten

RNA-abhéngige RNA-Polymerase
Synthetisierung von RNA-Strang mit
Negativorientierung als Matritze fur neue
Positivstranggenome

3 D-Polymerase

2.2.3 Pathogenese

Eine Infektion mit Enteroviren kann je nach Spezies tber den Weg der enteralen Aufnahme
oder durch die Aufnahme von Viren tber den oberen Respirationstrakt erfolgen. Bei oraler
Aufnahme passieren die Viren aufgrund ihrer Saurestabilitdt den Magen und infizieren
zunachst Epithelzellen des Enterums. Eine erste Virusvermehrung findet in den regionalen

lymphatischen Geweben des Darmes statt. Uber das Blut oder infizierte Lymphozyten
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gelangen die Erreger in der VirAmiephase anschlielend in die jeweiligen Zielgewebe
(Myokard, Zentralnervensystem, Muskulatur, Haut etc.). Die Ausscheidung der Viren erfolgt
uber den Stuhl. Es konnten Mengen von 10° bis 10** Viruspartikel pro Gramm Stuhl tiber
einen Zeitraum von bis zu 16 Wochen nachgewiesen werden (FONG u. LIPP 2005,
GREGORY et al. 2006). Eine Persistenz der Viren im Darmtrakt ist bis zu mehreren Wochen
madglich (TAKAO et al. 2000).

Die Aufnahme der Enteroviren Uber den Respirationstrakt geschieht in Form von
Tropfcheninfektion. Hier erfolgt zunachst eine Virusinfektion der Nasen- bzw.
Rachenschleimhaute. Die Virusinfektion kann lokalisiert im Bereich dieser Schleimhéaute
verlaufen oder sich Uber angrenzende Lymphknoten auf hamatogenem Weg auf weitere

Zielgewebe ausdehnen.

Enteroviren besitzen unterschiedliche Gewebetropismen (FONG u. LIPP 2005). So ist der
Neurotropismus der einzelnen Enterovirus-Serotypen unterschiedlich ausgepragt: Wahrend
alle drei Serotypen des Polio-Virus einen ausgepragten Neurotropismus besitzen, sind bei
ECHO-Viren die Typen 30, 7, 9, 11, das Coxsackievirus B 5 und die Enterovirustypen 70, 71
fur ihre Neurovirulenz bekannt (ROTBART 1995).

2.2.4 Wirtsspektrum

Eine Vielzahl von Enterovirus-Serotypen ist an den Menschen adaptiert (PALLANSCH u.
ROOS, 2001). Daneben gibt es einige Serotypen die bei Schwein, Rind sowie Primaten
auftreten. Beim Schwein ruft das Porzine Enterovirus 1 die ,Teschen Krankheit* und das
Swine vesicular disease-Virus die Vesikularkrankheit des Schweins hervor. Der einzige

nattrliche Wirt fiur ECHO-, Polio- und Coxsackie-Viren scheint der Mensch zu sein.

2.2.5 Epidemiologie und Klinik

Infektionen mit Enteroviren treten weltweit auf. Sie verursachen neben endemischen
Virusinfektionen auch epidemische Ausbriiche. In gemaRigten Breiten zeigen sich saisonale
Haufungen in den Sommermonaten bis zum Frihherbst. In warmeren Regionen treten
Infektionen ganzjahrig in Erscheinung. Enteroviren konnen ein breites Spektrum an
Erkrankungen verursachen, sie verlaufen jedoch in 90 bis 95 % der Falle asymptomatisch
(RKI 2008). Bei klinischer Manifestation tberwiegt die Verlaufsform eines unspezifischen
fieberhaften Infektes (DAGAN 1996, KRETH 1997, MC CARTHY et al. 2000). Die
durchschnittliche Inkubationszeit bei Enteroviruserkrankungen betragt drei bis zehn Tage.

Nach den Rhinoviren zahlen Enteroviren zu den haufigsten viralen Erregern, die allgemeine
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Erkaltungserkrankungen beim Menschen hervorrufen. Weitere durch Enteroviren

verursachte Krankheitsbilder sind in der nachfolgenden Ubersicht (Tabelle 7) dargestellt.

Tabelle 7: Ubersicht zu Erkrankungen hervorgerufen durch humane Enteroviren

Virus Serotyp Erkrankung
Polio-Virus 1-3 grippeahnliche Symptome, aseptische
Meningitis, Paralysen
Coxsackie A- 1,2,7,9, 10, 14, 16, 22 aseptische Meningitis
Virus 9, 10, 16, 21, 24 respiratorische Erkrankungen
2-6, 8, 10, 22 Herpangina
Coxsackie B- 1-5 Perikarditis, Myokarditis, Meningoenzephalitis
Virus 1-6 aseptische Meningitis
ECHO-Virus 1-9, 11, 13- 21, 24-27, 29- 33 | aseptische Meningitis
1,6,9, 19, 21 Perikarditis, Myokarditis
1,6,9 Myalgien
4,9, 11, 20, 21, 25 respiratorische Erkrankungen
4,9, 11, 20, 21, 25 Gastroenteritis (Kleinkinder)
Enterovirus 68, 96 Pneumonie
70 akute hdmorrhagische Konjunktivitis
71 Meningitis, Hand-Fu3-Mund Krankheit

In der Mehrzahl der Falle handelt es sich um selbst limitierende Infektionen, fatale Verlaufe
sind selten (DIEDRICH u. SCHREIER 2001). Kinder sind von Erkrankungen mit Enteroviren

haufiger betroffen als Erwachsene.

Die Bedeutung von Enteroviren als Erreger von ZNS-Infektionen wird zunehmend erkannt.
Als Verursacher von aseptischen Meningitiden gelten Non-Polio-Enteroviren als die
haufigsten viralen Erreger weltweit (SAWYER 2002, CONNOLLY u. HAMMER 1990). Dabei
treten ECHO-Viren am haufigsten in Erscheinung (DIEDRICH u. SCHREIER 2001). In
Deutschland ist vor allem der Serotyp ECHO 30 h&ufig mit Meningitiden assoziiert
(Tabelle 8). Die aseptische Meningitis tritt dabei bei Kindern haufiger auf als bei
Erwachsenen (NICOLOSI et al. 1986). Sie ist bei Kindern die am haufigsten beobachtete
ernsthafte Erkrankung in Zusammenhang mit HEV (DIEDRICH u. SCHREIER 2001, LEE et
al. 2007).

Enterovirusinfektionen sind nach deutschem Infektionsschutzgesetz nicht meldepflichtig. Das
Auftreten von Infektionen wird aber seit einigen Jahren in Deutschland auf nationaler Ebene
im Rahmen eines Enterovirus Surveillance—Programms erfasst. In der folgenden Ubersicht
ist die Enterovirusdiagnostik fur den Zeitraum von 2005 bis 2009 dargestellt. Dabei erfolgte
eine Typisierung von 1747 Patientenproben (=100 %). 40 Proben waren keinem Enterovirus
zuzuordnen. Bei 875 Proben (50 %) wurde ECHO-Virus Serotyp 30 als Erreger diagnostiziert
(Tabelle 8).
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Tabelle 8: Ergebnisse der Enterovirus-Surveillance in Deutschland, (Stand vom 29.01.2009)

2005 | 2006 | 2007 | 2008 | Jan 2009

Untersuchte Anzahl der Infektionen insgesamt

Erreger:
Coxsackie-

Virus,
ECHO-Virus, 61 410 397 897 0
Enterovirus,
Non-Polio-
Enteroviruses

2.2.6 Tenazitdt und Vorkommen in Lebensmitteln

Enteroviren zeichnen sich durch eine hohe Tenazitat und Stabilitdt aus. Sie tolerieren pH-
Werte bis zu pH 3, was ihnen den Infektionsweg Uber die Passage des Magens in den
Darmtrakt ermoglicht. Die hohe Sé&ureresistenz scheint mit der genetische Stabilitat der Viren
verbunden zu sein, da nur wenige AS-Sequenzen eine derartig hohe Stabilitdt verleihen
(MODROW et al. 2003). Mit der F&higkeit, Uber lange ZeitrAume aullerhalb eines
Wirtsorganismus zu (berdauern, bergen HEV ein gewisses Infektionsrisiko fir den
Menschen, wenn sie in Gewassern, im Boden oder auf Lebensmitteln auftreten. NPEV
wurden unter anderem in Wasser, im Boden, bei Gemise und Muscheln gefunden und

kénnen Uber kontaminierte Nahrungsmittel Ubertragen werden (WHO 2008).

In Abwassern sind humane Enteroviren die am haufigsten nachgewiesenen Viren. (RUSIN et
al. 2000). Bei Untersuchungen von Muscheln auf das Vorkommen von Viren, konnte unter
den viralen Erregern am haufigsten humane Enteroviren nachgewiesen werden (GERBA u.
GOYAL 1978).

Bedingt durch ihr haufiges Vorkommen in Abwéssern, werden die Enteroviren in gro3er Zahl

in Muscheln angereichert, welche in kiistennahen, abwasserbelasteten Regionen leben.

Bei einer Untersuchung auf Enteroviren in Rinderhackfleisch aus dem Handel, konnte aus
drei von insgesamt zwolf untersuchten Proben Polio-Virus und ECHO-Virus isoliert werden
(SULLIVAN et al. 1970).

Unter Kuhlbedingungen konnen Enteroviren ihre Infektidsitat langer bewahren als bei
hoheren Temperaturen, vergleichsweise bei Raumtemperatur. Dies ergaben sowohl
Untersuchungen in Wasser, in Bodenproben als auch in beziehungsweise auf Lebensmitteln
(Tabelle 9). Es wurde weiterhin ein Einfluss der Feuchtigkeit beobachtet. Nach Austrocknung

des Virusinokulums auf Oberflachen von Gemusen konnte nach wenigen Tagen kein
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infektionsfahiges Virus mehr detektiert werden. Der Zusatz von Faeces zum Inokulum
verzogerte die Titerreduktion (KONOWALCHUK u. SPEIRS 1975).

Nach Lufttrocknung von Bodenproben konnten nach 25 Tagen keine Viren mehr
nachgewiesen werden im Gegensatz zu den nicht—getrockneten Kontroll-Proben. Kein
Effekt wurde bei Inkubation von sterilisierten und nicht-sterilisierten
Bodenproben mit den Viren beobachtet (BAGDASARYAN 1964).

entscheidender

Tabelle 9: Ubersicht zu Tenazitatsstudien mit humanen Enteroviren

Virus Matrix/ Tenazitat Autor
Versuchsbedingungen
Coxsackie-Virus | Oberflachenwasser Titerreduktion: HURST et al.,
B3 1989
ECHO-Virus 7 Viren in 5 verschiedenen bei 20 °C binnen 8 Wochen
Polio-Virus 1 Gewasserproben inkubiert | um @ 6,5-7 log 19 Stufen
bei Temperaturen von: bei 1 °C binnen 12 Wochen
20°C, 1°Cund -20°C um g 4- 5 log;o Stufen
bei -20 °C binnen 12
Wochen < 1 logy, Stufe
Polio-Virus 1 Bodenproben Tenazitat: BAGDASARYAN,
Echovirus 7, 9 Sandboden, Lehmboden 1964
Coxsackie-Virus bei pH 7,5: 110 -170 d
B3 Viren in verschiedenen
Bodenproben & 10g bei bei pH 5,0: 25-60d
verschiedenen Be-
dingungen inkubiert bei 3-10 °C: 110- 130d
(pH/ Temperatur)
bei 23-28 °C: 40-90d
Polio-Virus Stabilitat der Viren auf Erhalt der Infektiositat BAGDASARYAN,
Echo-Virus Oberflachen ver- 1964
Coxsackie-Virus | schiedener Gemuse: bei 4 °C mit Titerverlust
B3 <1 logyo Stufe
Salat, Tomate, Gurke,
Rettich bei Raumtemperatur
mit Titerverlust
Gemdiseoberflachen mit von 2-2,5 log,, Stufen
Virussuspension
kontaminiert, Lagerung:
bei 4 °C/ Raumtemperatur
Uber 10 — 15 Tage
Coxsackie-Virus | Stabilitat der Viren auf Wiederfindung: KONOWALCHUK
Oberflachen von Friichten: u. SPEIRS,
in geschloss. Behaltnis: 1975
Erdbeeren, Kirschen, bis zu 100% auf Kirschen
Pfirsiche
in offenem Behaltnis:
Fruchtoberflachen mit unter 1%
Virussusupension
kontaminiert, Lagerung: héhere Tenazitat
beobachtet, wenn
bei 4 °C Uber 6 Tage Virussuspension zusatzlich
in verschlossenen oder mit Faeces versetzt, Schutz
offenen Behaltnissen vor Austrocknung
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Fortsetzung Tabelle 9

Coxsackie-Virus | Stabilitat der Viren auf Wiederfindung: KONOWALCHUK
B5 Gemuseoberflachen: U. SPEIRS,
Polio-Virus 1 in geschloss. Behdltnissen: 1975
ECHO-Virus 7 Sellerie, Salat, Karotte, keine Virusreduktion
Reovirus Paprika, Tomate, Rettich
Adenovirus in offenen Behaltnissen:
Viren in wassriger Eintrocknen des Inokulums,
Suspension oder in kein infektitses Virus nach
Faecessuspension auf 4d
Gemuseoberflache
Lagerung: Virussuspension mit Faeces
bei 4°C Uber 8 Tage versetzt — verzogerte
in verschlossenen oder Titerreduktion
offenen Behéltnissen
Polio-Virus Tenazitat der Viren in Tenazitat: TIRON,
Coxsackie-Virus | Milchprodukten in Milch bei 4 °C: 1992
ECHO-Virus far mind. 90 d
in pasteurisierter und
gekochter Milch, in Milch bei 25 °C
bei 4 °C und 25 °C far 15 bzw. 30 d
(Polio und Coxsackie)
in Joghurt bei 4 °C:
in Joghurt bei 4 °C 90 d fur Polio/Coxsackie-
(Polio, Coxsackie, ECHO) | Virus,120 d fur ECHO-Virus
Polio-Virus 1, 2 Tenazitat der Viren in Tenazitat: CLIVER et al.,
ECHO-Virus ~low moisture foods", 1970
gefriergetrocknet bei 5—-12 °C his zu
2 Monaten
Lebensmittel mit Viren
kontaminiert, Abpackung
unter Vakuum, Lagerung
Coxsackie-Virus | Tenazitat der Viren in Titerreduktion: HERRMANN u.
9 rohem Rinderhackfleisch CLIVER,
bei 4 °C um 2-3 log,oStufen 1973
Fleisch artifiziell inl4d
kontaminiert mit Viren
ECHO-Virus Tenazitat der Viren in Titerreduktion: KANTOR u.
Coxsackie-Virus | Rohwurst POTTER,
(Salami, Zervelatwurst) in Salami keine deutliche 1975

Reduktion tiber 43 /56 d

in Zervelatwurst durch
Erhitzungsprozess
Reduktion, danach hohe
Virusstabilitat tber 1 Woche
bei 4 °C

227

Aufgrund ihres haufigen Vorkommens in der Umwelt und ihrer hohen Tenazitat erscheint ein
Eintrag von Enteroviren
Kontamination mit anschlieender Viruspersistenz im Lebensmittel als mdglich. Bei

Ausbriichen mit sporadischen als auch epidemischen Enterovirusinfektionen bleibt die

in Lebensmittel

Infektionsgefahr durch Enteroviren in Lebensmitteln

auf dem Weg primarer oder sekundarer
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Infektionsquelle zumeist unbekannt. Die Rolle von Lebensmitteln ist im epidemiologischen

Zusammenhang mit Enterovirusinfektionen kaum erforscht.

2.3 Aviéare Influenzaviren

2.3.1 Taxonomie und Nomenklatur

Influenzaviren gehdren zur Familie der Orthomyxoviridae .Dieser Familie sind die drei
Genera Influenza A, B und C zugeordnet. Wahrend Influenza A-Viren ein sehr breites
Wirtsspektrum aufweisen, beschranken sich Influenza B- und C-Stamme vorrangig auf den

Menschen oder das Schwein.

Tabelle 10: Ubersicht zu Influenzavirus-Subtypen und ihren Wirtsspezies

Genus Wirtsspezies Subtypen (A) / Linien (B)
Mensch H1N1, HIN2, H3N2
Vogel H1-16 N1-9
Pferd H3N8,H7N7
Influenza A Robbe H7N7, H3N3, H4N6
Schwein H1N1, HIN2, H3N2
Wal H1N3, H13N2, H13N9
Nerz H10N4
u.a.
B/ Victoria Linie und
Influenza B Mensch, Robbe B/ Yamagata Linie
Mensch, Schwein
Influenza C -

(HAY et al. 2001, HORIMOTO u. KAWAOKA 2001, WEBSTER et al. 1992)

Die Genuszugehorigkeit der Influenzaviren wird durch die Unterschiede in den

Matrixproteinen (M) und Nukleoproteinen (NP) bestimmit.

Die Nomenklatur fir einzelne Influenzavirusisolate ist von der WHO vereinheitlicht
vorgegeben. Es wird der Typ, der Ort der Isolierung, die Nummer des Isolats und das Jahr

der Isolierung. Bei Influenza A-Viren wird der Subtyp in Klammern hinzugefigt.

2.3.2 Aufbau von Influenza A-Viren

Bei Influenzaviren handelt es sich um pleomorphe Viruspartikel mit einem Durchmesser von
80 bis 120 nm. Die Viren sind behllt. Die doppelschichtige Lipidhtlle leitet sich von der
Zellmembran infizierten Wirtszellen ab und wird durch ,budding” neuer Viruspartikel an der

Zellmembran erworben.
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In der Virushille eingelagert befinden sich bei Influenza A- und B-Viren die Glykoproteine
Hamagglutinin  (HA) und Neuraminidase (NA). Influenza C-Viren besitzen nur ein
Glykoprotein, das Hamagglutinin-Esterase-Fusionsprotein (HERRLER u. KLENK 1991).

Die Glykoproteine H&amagglutinin und Neuraminidase sind die zwei wichtigsten
stammspezifischen Oberflachenproteine. Sie stellen sogleich die bedeutendsten antigenen
Determinanten fur eine gerichtete Immunantwort seitens des Wirtsorganismus dar. Die
Bildung neutralisierender Antikdrper erfolgt nur gegen HA, nicht jedoch gegen NA (SUAREZ
u. SCHULTZ- CHERRY 2000). Das HA vermittelt die Virusadsorption an zellulare
Rezeptoren, die endstdndig N-Acetyl-Neuraminsauren besitzen. Weiterhin besitzt das
Hamagglutinin die Fahigkeit, N-Acetylneuraminséurehaltige Proteine auf der Oberflache von
aviaren Erythrozyten und denen einiger Séaugetiere zu binden und somit die Erythrozyten zu

aggregieren.

Das Protein Neuraminidase reguliert im Anschluss an die Virusreplikation die Abspaltung
endstandiger Neuraminsauren vom Viruspartikel und von zellularen Glykoproteinen und
erleichtert so das Ausschleusen der Viruspartikel aus der Zelle und die Weiterverbreitung zu
neuen Zellen (AMINOFF 1961, VAN DEUSEN et al. 1983, PALMER et al. 1975).

Anhand der Oberflachenglykoproteine H&magglutinin und Neuraminidase lassen sich
Influenza A-Viren serologisch in Subtypen unterteilen. Es sind zur Zeit 16 Hamagglutinin-
und neun Neuraminidase-Typen bekannt, welche frei miteinander kombinierbar auftreten
(FOUCHIER et al. 2005). Darluber hinaus ist in der Huille in geringen Mengen das
Matrixprotein M2 eingelagert. Unter der Virushulle befindet sich eine Schicht aus Matrix-
Proteinen M1, welche den Viruskern mit dem darin befindlichen Virusgenom umgeben. Das
Virusgenom umfasst insgesamt circa 14 000 Nukleotide, welche sich auf acht

einzelstrangige RNA-Segmente mit Negativstrangorientierung aufteilen.

Diese RNA-Segmente kodieren flir insgesamt zehn virale Proteine (Tabelle 11).

Tabelle 11: Funktion verschiedener Proteine von Influenza A-Viren

Protein Funktion
Hamagglutinin Virusadsorption an zelluldre Rezeptoren
Neuraminidase Abspaltung terminaler Neuraminsauren
Matrixproteine M1 und M2 M1genusspezifisch, RNP Transport
M2 Funktion als lonenkanal
Nukleokapsidprotein genusspezifisch, Transport von RNP’s in
Zellkern
Polymeraseproteine P1, P2 und PA Polymerisierung der Virus RNA
Nichtstrukturproteine N1 und N2 N1 nicht im Virion, beteiligt an Virusreplikation
N2 Export von RNP's aus Zellkern
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Die Segmentierung des Genoms ermoglicht eine hohe genetische Variabilitdt auf Basis des
Reassortments (antigenetic shift). Ist eine Zelle gleichzeitig mit zwei verschiedenen
Influenzaviren infiziert, kdnnen durch Austausch von Gensegmenten neue genetische
Varianten entstehen. Daneben existiert wie bei allen Viren die Méglichkeit der Punktmutation
in einzelnen Nukleotiden (antgenetic drift) (MURPHY u. WEBTSER 1996).

2.3.3 Pathogenese

Das HA ist der primar bestimmende Faktor der Pathogenitat. Die Aminosauresequenz fir die
proteolytische Spaltstelle des HA entscheidet, ob eine Infektion mit dem Virus systemisch
oder lokal begrenzt verlauft, je nachdem welche Art von Proteasen diese Spaltstelle erkennt
und spaltet (ROTT 1992).

Die proteolytische Spaltung des HA-Vorlaufermolekils HAO stellt die Grundvoraussetzung
fur die Infektionsfahigkeit der Viren dar (KLENK et al. 1975, LAZAROWITZ u. CHOPPIN
1975, GARTEN u. KLENK 1999). Diese erfolgt post-translational durch zellulare Proteasen,

wobei die zwei Untereinheiten HA1 und HA2 entstehen.

Kann die HA-Spaltstelle ausschlief3lich von extrazellularen Wirtsproteasen, welche in den
Epithelien des Respirations- oder Gastrointestinaltraktes vorkommen, erkannt und gespalten
werden, so begrenzt sich die Virusinfektion lokal auf diese Gewebe (HORIMOTO et al.1994)
(2.3.5).

Erfolgt die Spaltung des HA durch intrazelluldre ubiquitare Endoproteasen, Enzyme die in
samtlichen Zellen vorkommen, so folgt daraus die Infektion verschiedenster Gewebe mit
resultierender systemischer Infektion des Wirtsorganismus. (VEY et al. 1992, WOOD et al.
1993, SENNE et al. 1996) (siehe 2.3.5).

2.3.4 Wirtsspektrum

Die Wirtsspezifitat der Influenzaviren wird unter anderem uber die Rezeptoraffinitdt des HA
vermittelt. Es existieren verschiedene Bindungstypen der endstdndigen N-Acetyl-
Neuraminsauren an Galaktose (CONNOR et al. 1994, SKEHEL u. WILEY 2000). Mutationen
im HA-Protein, die zu veranderter Bindungspraferenz des HA flihren, spielen somit eine
entscheidende Rolle bei Adaptation an neue Wirte (ROGERS et al. 1983, VINES et al . 1998,
MATROSOVICH et al. 2000). So konnten einzelne Influenzasubtypen die Speziesbarriere
Uberwinden, nachdem Mutationen auftraten, die zu einer Veranderung der Bindungsaffinitat
des HA fuhrten (NAEVE et al. 1984, CONNOR et al. 1994, MATROSOVICH et al. 2000,
GLASER al. 2005).
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Fur die Konversion eines niedrigpathogenen avidren Influenzavirus (LPAI) zu einem
hochpathogenen Influenzavirus (HPAI) spielt ebenfalls die Veranderung der Spaltbarkeit des
HA eine wichtige Rolle. Insgesamt kann ein nur geringes Ausmalf an Mutationen bereits die

Konversion auslosen.

2.3.5 Klinische Erscheinungen bei Vogel und Mensch

Hinsichtlich ihrer klinischen Ausprdgungen werden Influenza-Viren bei Vogeln in HPAI oder
LPAI klassifiziert. Diese Klassifizierung erfolgt nach den Vorgaben der OIE basierend auf in-

vivo-Tests der Viren.

LPAI verursachen milde Krankheitsbilder bis asymptomatische Verlaufe beim Vogel. Es
handelt sich hierbei um lokale Infektionen des Respirationstraktes und/oder des
Intestinaltraktes. Die Virusauscheidung erfolgt hauptsachlich tber den Kot, aber auch tber
Kopfsekrete. Dabei gelangen die Influenzaviren in grof3er Zahl ins Wasser, welches eine
wichtige Rolle bei der Ubertragung von Infektionen spielt. Végel infizieren sich auf dem oro-
nasalen Weg durch Aufnahme beziehungsweise Kontakt mit viruskontaminiertem Wasser,

Kot, Futter oder infizierten Artgenossen.

HPAI verursachen dagegen akute bis perakute Krankheitsverlaufe mit hohen Mortalitatsraten
von bis zu 100 % binnen 48 Stunden (OIE 2008). Als klinische Symptome kénnen bei akuter
Infektion  respiratorische und gastrointestinale  Symptome, Apathie, Inapetenz,
Odemausbildung, Zyanosen, Hautveranderungen, zentralnervose Symptome, rapider Abfall

der Legeleistung und verminderte Eiqualitdten auftreten.

Die beim Menschen zumeist saisonal auftretenden Influenzainfektionen kénnen sowohl als
asymptomatische als auch schwer fieberhafte Erkrankungen verlaufen. Die Infektion erfolgt
durch die Virusaufnahme tber den oberen Respirationstrakt in Form von Tropfcheninfektion
oder virushaltigen Aerosolen. Nach einer Inkubationszeit von einem bis vier Tagen treten
zumeist plétzlich hohes Fieber, respiratorische Symptome, selten gastrointestinale
Symptome sowie allgemeine Schwéache auf. Komplikationen kénnen in Form von primarer
Viruspneumonie oder sekundar bakterieller Pneumonie sowie Myokarditis oder selten
Enzephalitis auftreten. Von Komplikationen sind sowohl Kleinkinder als auch Aaltere
Menschen sowie immunsupprimierte Patienten betroffen. Dabei kdnnen auch fatale Verlaufe

auftreten.
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2.3.6 Epidemiologie

Das natirliche Reservoir der aviaren Influenzaviren (AIV) bilden wildlebende Vogelarten, die
in oder an Gewassern leben, vor allem Géansevogel (Ordnung Anseriformes) und so-

genannte Watvogel (Ordnung Charadriiformes).

In diesen Wildvogelpopulationen zirkulieren AlV nahezu aller Subtypen in grof3er genetischer
Vielfalt. In der Regel fuhren sie bei ihren natirlichen Wirten zu keinen Erkrankungen. Die
Influenzaviren replizieren in erster Linie im Darm infizierter Wirtsvogel und werden zahlreich
mit dem Kot ausgeschieden (WEBSTER et al. 1978).

Eine Neuinfektion erfolgt durch die orale Aufnahme der Erreger oder durch aerogene
Aufnahme als Tropfchen oder Aerosol. Dabei spielt die Virustbertragung Uber fékal

verunreinigtes Wasser eine epidemiologisch wichtige Rolle.

Viele Vogelarten stellen fir Influenzaviren keine naturlichen Wirte dar beziehungsweise
zeigen eine sehr unterschiedliche Empfanglichkeit fir die Viren. Ist ein Influenzavirus fur eine
Vogelspezies hochpathogen, so kann es fir eine andere Spezies harmlos sein
(ALEXANDER et al. 1986). Unter den domestizierten Spezies gelten Puten und Huhner
(Ordnung Galliformes) allgemein als hoch empféanglich fur Erkrankungen mit Influenzaviren,
sie stellen aber keine natirlichen Wirte dar (SPACKMAN 2008).

Beobachtungen zeigten, dass HPAI-Varianten hervorgehen kénnen, wenn LPAI-Stamme aus
Wildvogelpopulation in Hausgefligelbestande, vornehmlich Hihner und Puten, eingefuhrt
werden und mehrere Wirtspassagen durchlaufen. Hier wurden MutationszeitrAume von
Wochen bis Jahren beobachtet (SPACKMAN 2008).

Es ist dabei unbekannt, weshalb bisher nur aus urspriinglich niedrigpathogenen H7- und H5-
Subtypen HPAI-Varianten entstehen (SENNE et al. 1996, ALEXANDER 2000).

2.3.7 Aviare Influenzaviren als Zoonoseerreger

Aviare Influenzaviren wurden lange Zeit als fur den Menschen ungefahrlich betrachtet, da
Menschen normalerweise nur an humanadaptierten Influenzaviren erkranken. AlV replizieren
im Menschen nicht effizient (BEARE u. WEBSTER 1991) ebenso wenig bei anderen
Primaten (MURPHY et al. 1982, BEARD et al. 1987).

Ein geringes Zoonosepotential konnte fiir Einzelfalle beschrieben werden, so wurde 1996 in
Grol3britannien ein  H7N7-Gefligelinfluenzavirus bei einer Frau als Erreger einer
Konjunktivitis isoliert (KURTZ et al. 1996).
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1997 wurde in Hongkong erstmals ein schwerer Infektionsausbruch mit einem avidren
Influenzavirus vom H5-Subtyp beim Menschen beobachtet. Im Rahmen eines akuten
Seuchengeschehens mit einem hochpathogenen H5N1-Virus bei Hausgefliigel in Hongkong
erkrankten 18 Personen an diesem Erreger, in sechs Fallen mit Todesfolge. Im Jahr 2003
erkrankten erneut zwei Personen in Hongkong an dem HS5N1-Virus in einem Fall mit
Todesfolge. Von diesem Zeitpunkt an erfolgte eine kontinuierliche Ausbreitung des H5N1-
Erregers im asiatischen Raum und schlie3lich dariber hinaus. Zu Jahresbeginn 2009 ist
H5N1 bereits in Uber 60 Landern der Erde aufgetreten (OIE). In der Mehrzahl der betroffenen

Lander wurde das Virus bei Infektionsausbriichen in Hausgefliigelbesténden registriert.

Die Anzahl an humanen Infektionen mit dem H5N1-Erreger stieg ebenfalls an.
Erkrankungsfalle wurden im Zeitraum 2003 bis 2008 vor allem aus Hongkong, Thailand,
Vietnam, China, Kambodscha, Indonesien, Tlrkei, Irak u.a. gemeldet. Zu Beginn des Jahres
2009 (Stand vom 2.Méarz) verzeichnete die WHO 409 bestétigte humane Infektionen mit dem
H5N1-Errger, in 256 Fallen mit Todesfolge.

Neben Infektionen des Menschen mit dem hochpathogenen H5N1-Virus sind weitere

Infektionen mit niedrigpathogenen aviaren H7- und H9-Subtypen bekannt.

Tabelle 12: Ubersicht der beim Menschen durch niedrigpathogene aviére Infuenzaviren verursachten
Infektionen

1996 UK H7N7 |1 Fall KURTZ et al.1996

1999 Hongkong |HIN2 |2 Falle PEIRIS et al. 1999

2003 Niederlande | H7N7 | 89 Falle FOUCHIER et al. 2004; KOOPMANS et al. 2004
2004 Kanada H7N3 |2 Falle TWEED et al. 2004

2007 UK H7N2 |2 Falle ANON. 2007

Infektionen des Menschen mit AIV sind bisher in Folge engen, intensiven Kontaktes zu
infiziertem Gefligel oder Geflugelprodukten hervorgegangen. Dabei bildet der Eintritt des
Virus Uber die Schleimhédute des Respirationstraktes oder der Konjunktiven den
Hauptinfektionsweg. Das Rupfen oder Schlachten von infizierten Tieren, das Verarbeiten von
kontaminierten Gefligelprodukten, der Kontakt mit virushaltigen Exkrementen oder Exkreten
bergen hohe Ansteckungsrisiken fir den Menschen (ONER et al. 2006, DINH et al. 2006,
AREECHOKCHAI et al. 2006, SEDYANINGSIH et al. 2007).

Der Ubertragungsweg des H5N1-Virus erfolgte stets liber Gefligel auf den Menschen. Die
Vermutung einer Virusubertragung des Erregers von Mensch zu Mensch wurde fir
Einzelfalle bisher beschrieben (KANDUN et al. 2006, UNGCHUSAK et al. 2005). Die

Personen infizierten sich jeweils nach intensivem Kontakt zu an H5N21-Virus erkrankten
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Patienten. Eine effiziente Ubertragung von AIV von Mensch zu Mensch ist bisher nicht

aufgetreten.

Bei an Influenza erkrankten Patienten zeigten sich neben deutlich respiratorischen
Symptomen in vielen Fallen auch Symptome einer Durchfallerkrankung (BUCHY et al. 2007,
ABDEL-NASSER et al. 2008). Somit muss eine Ubertragung des H5N1-Virus uber infizierte
Faeces daher auch fir den Menschen in Betracht gezogen werden (RIMMELZWAAN et al.
2006).

Die Infektion des Menschen Uber den Gastrointestinaltrakt durch orale Aufnahme des
Influenzavirus und der Eintritt des Virus direkt tiber das Intestinum konnte bisher jedoch nicht
eindeutig nachgewiesen werden. Fur Gefligel jedoch stellt die Virusaufnahme tber den
Darm eine der Hauptinfektionsrouten mit dem Erreger dar (ALEXANDER 1993).

Im Jahr 2003 erfolgte erstmals ein Report Uber fatale Infektionen von GroRR3katzen (zwei Tiger
und zwei Leoparden) mit dem H5N1-Virus aus einem Zoo in Thailand. Die Tiere wurden

zuvor mit virushaltigem Geflugelfleisch gefuttert (WHO 2008).

Fiar Katzen und andere Karnivoren konnte ebenfalls eine Infektion mit Influenza nach oraler
Virusaufnahme beschrieben werden (THIRY et al. 2007). In experimentellen Studien mit dem
H5N1-Erreger erkrankten Katzen an dem Virus nach Verfutterung virushaltigen
Huhnchenfleischs. Eine Virusausscheidung Uber die Faeces konnte bestétigt werden
(RIMMELZWAAN et al. 2006).

Ebenfalls konnte ein Fall einer fatalen H5N1 Erkrankung fir einen Hund beschrieben
werden, der nach Aufnahme kontaminierten Entenfleisches hohes Fieber zeigte und
anschliel3end verstarb (SONGSERM et al. 2006).

Nach intranasaler Applikation erkrankten auch Frettchen und M&use an dem H5N1-Erreger,
wobei das Virus bei beiden Tierarten im Verlauf der Erkrankung auch im Darm
nachzuweisen war (ZITZOW et al. 2002, GAO et al. 1999).

Der HS5N1-Erreger wurde als Todesursache auch bei Hauskatzen und Steinmarder

nachgewiesen, die in entsprechenden Ausbruchsgebieten aufgefunden wurden (FLI 2006).

Fiar den Menschen wird der Rohverzehr von méglicherweise infizierten Gefligelprodukten in
jedem Fall als potentiell hohes Risiko eingestuft. Die Virusaufnahme beim Rohverzehr von
Gefligel kann neben dem oralen Weg auch tber den oberen Respirationstrakt erfolgen
(RIMMELZWAAN et al. 2006). Bei experimenteller oraler Infektion von Katzen mit dem

H5N1-Virus konnte nach der Verabreichung virushaltigen Fleisches die Mdglichkeit einer
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Virusaufnahme (Uber den Respirationstrakt nicht ganzlich ausgeschlossen werden
(RIMMELZWAAN et al. 2006).

2.3.8 Infektionsgefahr durch Verzehr kontaminierter Gefligelprodukte

Geflugel, das an HPAI erkrankt, weist in aller Regel systemische Infektionen mit dem Virus
auf. Der Erregernachweis ist in verschiedenen Geweben moglich (SWAYNE u.
HALVORSON 2003). So konnten im Muskelfleisch von infizierten Huhnern, Enten und
Wachteln Virusmengen von 10”2 EIDsy pro Gramm Muskel nachgewiesen werden (SWAYNE
u. BECK 2005, ANTARASENA et al. 2006).

Influenzaviren kénnen in schlachtfrischem Gefluigelfleisch besonders unter Kihlung oder
auch Gefrierung ihre Infektiositat fur eine gewisse Zeit erhalten und so tber die Vermarktung
und Handel des kontaminierten Fleischs weiterverbreitet werden (WHO 2007). So wurde
beispielsweise 2001 in Korea bei importierten Pekingenten aus China ein H5N1-Virus
isoliert. In nachfolgenden Untersuchungen konnte das Isolat als HPAI klassifiziert werden,
welches nach experimenteller Infektion effizient in Hihnern replizieren konnte und welches
groRRe genetische Ahnlichkeit mit dem 1997 in Hong Kong zirkulierenden, humanpathogenen
H5N1-Virus aufwies (TUMPEY et al. 2002).

Im Jahr 2003 wurde in Japan ebenfalls ein HS5N1-Virus in importiertem Entenfleisch aus
China gefunden (MASE et al. 2005). In weiterfihrenden Untersuchungen konnte das Isolat
nach den Vorgaben der OIE ebenfalls als HPAI charakterisiert werden. Eine phylogenetische
Analyse ergab deutliche Unterschiede im Genom des Isolats zu bereits bekannten H5N1-

Genotypen.

In Italien wurden im Rahmen von regionalen Veterinarkontrollen illegal eingefiihrte
Geflugelwaren aus China entdeckt. Aus den gefrosteten Gefligelteilen von Enten und Puten
konnte ein H10N7-Virus isoliert werden (BEATO et al .2006). Auch wenn sich bei der
Bestimmung des Intraventsen Pathogenitatsindex (IVPI) ein Wert von 0,0 fur das Isolat
ergab, so verdeutlicht dieser publizierte Fall beispielhaft die groRe Gefahr der

Viruseinschleppung durch illegale Geflugelimporte.

Welches Risiko die Verfutterung von Gefligelfleisch an Hausgefligel bergen kann,
verdeutlicht jingst eine Verdffentlichung aus Deutschland. Im Rahmen epidemiologischer
Untersuchungen konnte ein Zusammenhang zwischen einer Ausbruchsserie mit dem
Influenzavirus H5N1 bei deutschen Kleinstbetrieben im Winter 2007 mit dem H5N1-
Ausbruch in einem deutschen Grol3betrieb im Sommer des gleichen Jahres aufgezeigt
werden (HARDER et al. 2009). Zunéchst legten phylogenetische Untersuchungen der
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gewonnenen Influenzaisolate einen epidemiologischen Zusammenhang der beiden
Ausbruchsserien nahe. Weitere Ermittlungen ergaben daraufhin die illegale Verfutterung von
Entenfleischabféallen in den Kleinhaltungen. Das Entenfleisch war zuvor bei einer
Supermarktkette zum Eigenverzehr gekauft worden. Die Rickverfolgung des vermarkteten
Entenfleisches flihrte zu einem Schlachtbetrieb, in dem auch Tiere des betroffenen

GrolRRbetriebes geschlachtet wurden.

Diese Umstande lassen den kurzzeitigen Eintrag von HPAI in die Lebensmittelkette in Form
gefrorener Entenfleischkarkassen mit hoher Wahrscheinlichkeit annehmen, resultierend in
einem weiteren Ausbruchsgeschehen bei Hausgefligel nach illegaler Verfitterung von
entsprechenden, unerhitzten Fleischresten.

Die Gefahr eines Eintrags von HPAI in die Lebensmittelkette besteht somit prinzipiell, wenn

unerkannt infiziertes Gefliigel zur Schlachtung gelangt. Dies gilt im Inland wie im Ausland.

Um das Risiko einer Infektion mit Influenzaviren beim Verzehr von Gefligelfleisch zu
vermeiden, empfiehlt die WHO ein grindliches Durcherhitzen von Gefligelfleisch vor dem
Verzehr. Eine Temperatur von 70 °C soll dabei im Kern der Produkte erreicht werden, um
das Virus sicher zu inaktivieren. Auf die Einhaltung strenger Hygienemafl3nahmen beim
Umgang mit rohen Gefligelfleischprodukten wird besonders fir Ausbruchsgebiete mit

Influenza hingewiesen.

2.3.9 Tenazitat

Behullte Viren zeigen sich gegenuber &uferen Einflissen wie Hitze, saurem pH-Wert,
Trockenheit etc. empfindlicher als unbehlillte Vertreter. So gelten Orthomyxoviren als
allgemein sensibel gegenuber sauren pH-Werten. Der Erhalt der Infektiositdt hangt dabei
sowohl vom Grad der Sauerung ab als auch vom jeweiligen Virusislolat (PURI et al. 1990).

In Studien zum Einfluss des pH-Wertes auf Influenzaviren wurden zuweilen unterschiedliche
Beobachtungen gemacht. Nach CASTRO et al. (1998) und LU et al. (2003) konnte nach
einer 15-mindtigen Inkubation mit einem pH von 5,0 kein Infektiositatsverlust bei vier
Influenzaisolaten vom Typ H7N2 festgestellt werden. In Studien von SHAHID et al. (2009)
wurde eine Inaktivierung eines H5N1-Isolats hach 24 h bei pH 5,0 beobachtet. Bei einem pH-

Wert um 7,0 und 9,0 erfolgte im gleichen Zeitraum kein Infektiositatsverlust.

In Untersuchungen zum Einfluss des Salzgehaltes auf AIV konnte gezeigt werden, dass sich
mit Erhohung des Salzgehaltes die Inaktivierung beschleunigte. Ebenso verkurzten hdhere

Temperaturen die Infektionsdauer der Viren. Die starkste Reduktion der Infektiositat wurde
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bei niedrigem pH-Wert und hohen Temperaturen beobachtet (STALLKNECHT et al. 1990a,
BROWN et al. 2007).

Die Studien von Stallknecht et al. (1990a, b) und Brown et al. (2007) zeigten weiterhin, dass
deutliche Unterschiede hinsichtlich der Tenazitat der einzelnen AlV-Isolate bestehen. HPAI-
Isolate zeigten dabei nicht zwingend eine hohere Stabilitat als LPAI-Isolate. Die Ursachen fir

die Heterogenitat von Influenza A-Viren hinsichtlich ihrer Tenazitatseigenschaften sind

weitgehend unbekannt.

Tabelle 13: Ubersicht zu Tenazitatsstudien mit aviaren Influenzaviren

Influenzavirus Untersuchung Beobachtung Autor
Subtyp
5 LPAI Isolate | Tenazitat in Wasser | Erstellung eines Tenazitat: STALLKNECHT
linearen et al.,
H3N8, H4NSG, Isolate bei zwei Regressionsmodells bei 17 °C 1990 b
H6N2, H12N5, |Temperaturen: fir den Titerverlauf | 126 bis 207 d
H10N7 17°Cu.28°Cin
Wasser inkubiert bei 28° C
30 bis 102 d
dtl. Unterschiede
in der Tenazitat
der Isolate
8 LPAIl Isolate | Tenazitéat in Wasser | Beobachtung Tenazitat: BROWN et al.,
Titerverlauf 2007
H7N3, H7N4, |lIsolate bei zwei bei 17°C langere
H5N2, H5N3, | Temperaturen: Persistenzzeiten
H5N7, H5N8 |17 °C u. 28 °C und als bei 28°C
Salzkonzen-
2 HPAl Isolate | {yationen von Erhdhung des
0%, 1,5 %, 3 % Salzgehaltes fuhrt
H5N1 inkubiert zu schnellerer
Inaktivierung
3 LPAIl Isolate | Tenazitéat in Wasser | Beobachtung Inaktivierung: STALLKNECHT
Titerverlauf et al.,
H4NG6, H6N2, |lIsolate bei zwei am schnellsten 1990 a
H10N7 Temperaturen: bei 28°C, 2 %
17 °C u. 28 °C und Salz, pH 8,2
Salzkonzen-
trationen von am langsamsten
0 %, 2 % und bei 17°C, 0 %
pH-Werten von Salz, pH 8,2
.6’2’ 7.’2’ 8.2 Erhdhung von
inkubiert
Temperatur und
Salzkonzentration
beschleunigt
Inaktivierung
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Fortsetzung Tabelle13

1 LPAl Isolat | Tenazitatin Beobachtung Inaktivierung Lu et al.,
organischem Mist | Virusinaktivierung 2003
H7N2 bei 4 °C Keine
Isolat bei zwei Virusinaktivierung
Temperaturen: nach 20 d
4°Cu.20°C
in Huhnermist bei 15-20 °C
inkubiert Virusinaktivierung
binnen 1 Woche
1 HPAI Isolat | Tenazitét in Kot Beobachtung Infektidsitat: BEARD et al.,
Virusinaktivierung 1984
H5N2 Isolat im Kot bei 4 °C bis d 35
naturlich infizierter erhalten
Huhner bei 4 °C
und 25°C inkubiert bei 25 °C
Inaktivierung
nach 2d
2 Human-Isolate |pH- abhéngige pH- abhangiges pki (pH bei dem MITTAL et al.,
Inaktivierung Inaktivierungsmodell | HA zu 50 % 2002
HINI, H2N2 mit pk; / pKa inaktiviert ist)
Untersuchung der pki 4,8- 4,9
Isolate bei
verschiedenen. pH- pka (pH bei dem
Werten HA zu 50 %
aktiviert ist)
pka 5,6— 5,7
Isolate der pH- abhangige Beobachtung H3-Subtypen SCHOLTISSEK
Subtypen: Inaktivierung Inaktivierung relativ stabil- etal,
Inaktivierung zw. 1985
H1,2 3, 4,5,6, |einstindige pH 5,1- 5,4
7,8, 10,11 Inkubation bei
20 °C mit H5- und H7-
verschiedenen Subtypen labil-
pH- Werten, in Inaktivierung zw.
Abstufung von pH 5,6 — 6,0
0,1 bis 0,2 pH-
Einheiten H1- Subtypen von
mittlerer Stabilitat
4 LPAI Isolate | Inaktivierung Beobachtung Inaktivierung bei CASTRO et al.,
durch pH-Wert Inaktivierung pH 2 nach 5 min 1998
H7N2
Inkubation bei pH- Infektiositat LU et al.,
Wertenvon: 2, 5, 7, erhalten bei 2003
10, 12 pH 5, 7, 10, 12
nach 15 min
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Fortsetzung Tabelle 13

1 HPAI Isolat | Inaktivierung durch | Prifung mit Anstieg der THOMAS u.
Erhitzung verschiedener Erhitzungs- SWAYNE,
H5N1 Temperatur/Zeit- temperatur 2008
Erhitzung Kombinationen flr beschleunigt sich
virushaltigen Inaktivierung Inaktivierung,
Huhnchenfleischs effiziente
bei verschiedenen Inaktivierung um
Temperatur/Zeit- 11 log Stufen bei
Kombinationen 70 °C fur 5,5 sec
1 HPAI Isolat | Inaktivierung Erstellung eines ab Driicken von ISBARN et al.,
durch Hochdruck Druck- Temperatur | 300 MPa effektive 2007
H7N7 Modells zur Inaktivierung, bei
Druckbehandlung Inaktivierung gleichem Druck
virushaltigen beschleunigte
Hihnchenfleischs Inaktivierung
im Bereich von durch hohere
0,1 - 500 MPa, bei Temperatur,
verschiedenen Reduktion um
Temperaturen 1,5 log Stufen bei
1min mit;
15 °C u. 400MPa
30 °C u. 300MPa

2.4 Rohwurst

2.4.1 Begriff

Rohwirste unterscheiden sich von anderen Wurstwaren wie beispielsweise Koch- oder
Brihwirsten dadurch, dass sie im Herstellungsprozess keine Hitzebehandlung erfahren. Es
handelt sich um begrenzt haltbargemachte Rohfleischprodukte von artspezifischem
Charakter (WILKE 1992), bei denen besonderes Augenmerk auf mikrobiologische
Beschaffenheit zu legen ist (LEISTNER 1985).

Unter dem Begriff ,Rohwurst® werden gemafll den Leitsdatzen fir Fleisch und
Fleischerzeugnisse [/ Deutsches Lebensmittelbuch (2008), Absatz 2.21, Wurstwaren
verstanden, welche in der Regel umgerdtet und ungekihlt lagerfahig zum Rohverzehr

gelangen. Es werden streichféahige und schnittfeste Rohwurstwaren unterschieden.

Bei streichfahiger Rohwurst handelt es sich den Leitsatzen nach um sortenabhéngig gereifte,
umgerétete, jedoch nur gering abgetrocknete Wirste / Fleischerzeugnisse, die nicht zur

langeren Lagerung bestimmt sind (Leitsatz 2.212).
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Schnittfeste Rohwirste sind gereifte Fleischerzeugnisse, die ohne Kihlung lagerungsfahig
sind (Leitsatz 2.211).

Zur Herstellung von Rohwirsten werden rohes Fleisch zumeist von Schwein und Rind sowie

Speck, zumeist Rickenspeck, eingesetzt.

2.4.2 Herstellung

Kochsalz wird in Rohwirsten, je nach Sorte, in Mengen von 2,5 bis 3 % zugesetzt
(LEISTNER 1985). Zum einen dient das Salz der Geschmacksgebung, zum anderen liegt die
Wirkung des Kochsalzes darin, dem Fleisch Wasser und darin geltste Eiweil3bestandteile zu
entziehen, was zu einer Verfestigung der Bratmasse fuhrt. Dabei wird der a,Wert
(Wasseraktivitatswert, Mal3 zur Angabe des freiverfligbaren Wassers in Lebensmitteln)

abgesenkt und somit die Vermehrung unerwiinschter Mikroorganismen gehemmit.

Die Anwendung von Pdkelsalz (Kochsalz in Kombination mit Nitrit oder Nitrat) bewirkt eine
stabile Umfarbung (Umrdtung) der Produkte, hat antioxidative und konservierende
Wirkungen und dient ebenfalls der Geschmacksgebung. Das Pdkeln beeinflusst die
mikrobielle Flora im Produkt Gber eine Verminderung der Wasseraktivitat und Uber die Nitrit
eigene antimikrobielle Wirkung basierend auf der Hemmung von Enzymen, der Bindung von
Eisen und der Beeinflussung von Elektronentransporten (WIRTH 1980). Bei Nitritzugaben

von 200 mg/kg werden bereits viele Gram-negative Keime gehemmt (HILDEBRANDT 2004).

Wahrend sich das Pokeln auf einige wichtige Parasiten wie Toxoplasmen und
Sarkosporidien bereits in gewerbetblichen Konzentrationen inaktivierend auswirkt, konnte
gegeniuber MKS- und Schweinepest-Viren kein Einfluss beobachtet werden (HILDEBRANDT
2004).

Der Zusatz von Ascorbinsdure oder Natrium-Ascorbat liegt in der Wirkung als

Reduktionsmittel sowie der Wirkung von Ascorbinsaure als Antioxidans.

Die Zugabe von Glucono-delta Lacton (GdL) fordert die Absenkung des pH- Wertes im
Produkt und damit auch den Prozess der Umrdtung. GdL wird vor allem bei schnellgereiften

Rohwdrsten zur raschen Ansduerung eingesetzt.

Mit der Schaffung eines sauren Milieus durch die gezielte Ansauerung mit GdL oder Uber
milchsaurebildende Bakterien wird die Vermehrung unerwinschter Keime, vor allem Gram-

negativer Stabchen und Bazillen, unterdrickt.
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Gewilirze werden bei Wurstwaren zur Geschmacksgebung zugesetzt, dartber hinaus
entfalten sie aber auch antimikrobielle oder oxidative Wirkungen. Antimikrobielle Substanzen
von Gewilrzen werden als Phytozine bezeichnet, sie sind zumeist an die in Gewdlrzen
enthaltenen atherischen Ole gebunden. Starke antimikrobielle Wirkungen zeigen

beispielsweise Thymian, Nelken oder Paprika.

Mit der Zugabe von so genannten Starterkulturen kann die Reifung der Rohwirste gezielt
gefordert werden. Dabei handelt es sich um selektierte Mikroorganismen in Rein- oder
Mischkultur, die Lebensmitteln mit der Absicht zugesetzt werden, Geschmack, Geruch,
Aussehen, Konservierung zu verbessern (STIEBING 1998). Die eingesetzten Starterkulturen
durfen selbst nicht pathogen oder toxinogen sein (LUCKE u. HECHELMANN 1985).
Uberwiegend werden Mischkulturen eingesetzt, haufig Kombinationen aus Laktobazillen/
Pediokokken- und Mikrokokken/Staphylokokken-Spezies (GEISEN et al. 1990).

2.4.3 Reifung

Je nach Zeitdauer des Reifungsprozesses kann eine schnelle, mittlere oder langsame
Reifung unterschieden werden (RODEL 1985). Gesteuert wird die Reifung uber externe
Faktoren wie die relative Luftfeuchtigkeit, Temperatur und Luftgeschwindigkeit sowie interne
Faktoren wie Salzgehalt und Zuckergehalt, Fettanteil im Produkt, Zerkleinerungsgrad,
Kaliber sowie Starterkulturen. Bei der schnellen Reifung wird durch eine rasche pH-
Wertabsenkung binnen weniger Tage ein verzehrsfertiges Produkt bei relativ hohem a,-Wert
hergestellt. Bei der langsamen Reifung laufen Sauerungsprozesse durch niedrigere
Reifetemperaturen allmahlich ab, so dass eine zunehmende Abtrocknung der Produkte
erzielt wird (RODEL 1985).

Tabelle 14: Zielvorgaben fir Wasseraktivitats- und pH-Wert von Rohwurstendprodukten

pH- Wert Wasseraktivitat
schnellreifende Rohwurst <50 0,95- 0,90
langsamreifende Rohwurst 53-5,8 0,90- 0,65
streichfahige Rohwurst <55 0,94- 0,91

(modifiziert nach LEISTNER, 1986)

Da bei schnellgereiften Rohwirsten Fermentation und Umrdtung binnen kurzer Zeitrdume
ablaufen, eine Abtrocknung aber nur in geringem Male stattfindet, ist die schnelle
Absenkung des pH-Wertes fir die mikrobielle Stabilisierung von besonderer Wichtigkeit.
Dagegen spielt bei langgereiften Wirsten die Absenkung des a,-Wertes die priméar
wichtigste Stabilisierungsmafinahme (LEISTNER 1985).
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2.4.4 Keimflora

Im Herstellungsprozess von Rohwurstprodukten spielen  Mikroorganismen eine
entscheidende Rolle. Wahrend der Reifung gilt es, unerwiinschte Keime zu unterdriicken
und erwinschte Mikroorgansimen und ihre fermentativen Eigenschaften gezielt zu férdern
(CORETTI 1971). Schlachtfrisches Fleisch, gewonnen unter hygienischen Bedingungen,
weist in der Regel geringe Keimzahlen von unter 10* KbE/cm? auf wobei Mikrokokken und
Hefen Uberwiegen (LUCKE 1985). Unter Kihlung vermehren sich unter aeroben
Bedingungen vor allem Pseudomonaden oder einige Arten der Enterobacteriaceae, unter
anaeroben Bedingungen Laktobazillen. Wie gut sich dabei Laktobazillen gegentiber anderen
Bakterien durchsetzen konnen, héngt neben der anfanglichen Anzahl dieser
Milchsaurebildner von der Temperatur, dem pH-Wert und der Verfligbarkeit von
fermentierbaren Kohlehydraten im Wurstbrat ab (LUCKE 1985). In den ersten Tagen der
Reifung findet tblicherweise eine Vermehrung der Laktobazillen bis auf bis zu 10® KbE/g
statt (LUCKE 1985). Diese Zahl sinkt mit fortschreitender Reifedauer wieder ab.

Somit zeichnet sich die Keimflora ausgereifter Rohwirsten typischerweise durch hohe
Gesamtkeimzahlgehalte aus, wobei Gram-positive Spezies (Laktobazillen, Mikrokokken,
Streptokokken, Staphylokokken, Pediokokken) dominieren. Pseudomonaden und
Enterobacteriacae sind zu Beginn haufig im Brat nachzuweisen, sie sollten zu Beginn der
Reifung jedoch stark in der Keimzahl zuriickgehen (HECHELMANN u. KASPROWIAK 1991).

Zu den pathogenen Keimen, die in Rohwirsten auftreten kdnnen, zahlen vor allem
Salmonellen, Staphylococcus aureus, Listerien und Enterohdmorrhagische Escherischia coli.
Durch den Verzehr kontaminierter Minisalamis wurde 2007 ein Uberregionaler
Infektionsausbruch mit Salmonellen bei Uber 50 Personen hervorgerufen (RKI 2007). Nach
einem Nachweis von Enterohamorrhagischen E. coli (EHEC) in Rohwirsten, musste in
Osterreich 2008 entsprechende Ware aus dem Handel zuriickgerufen werden (AGES 2008).
Auch werden Listerien immer wieder in Rohfleischerzeugnissen und Rohwurst gefunden
(BfR 2009).

Das Wachstum pathogener Keime wird bei der nach guter Herstellungspraxis hergestellten
Rohwirsten im konventionellen Bereich durch Verwendung von Pdkelstoffen, S&auerung,
Reifungsflora sowie der mit der Reifung verbundenen Abtrocknung bei schnittfesten
Rohwirsten ausreichend gehemmt. Inwieweit sich das Hurdenprinzip zur mikrobiellen
Stabilisierung bei Rohwirsten auch auf die Hemmung bzw. Inaktivierung von viralen
Erregern anwenden lasst, ist bis dato wenig erforscht.
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2.5 Arbeitsplan

Dass verschiedenste Lebensmittel Infektionsquellen viraler Infektionen des Menschen
darstellen kdnnen, ist langst bekannt. Die Kontamination der Lebensmittel mit Viren kann auf
dem primaren oder sekundaren Weg erfolgen. Im Zusammenhang mit der Ubertragung
humanpathogener Ilebensmittelassoziierter Viren, werden Fleischerzeugnisse derzeit

zunehmend diskutiert, nicht zuletzt auch durch das Auftreten des Influenza-Virus H5N1-Asia.

Dass vor allem Rohfleischerzeugnisse aufgrund eines fehlenden Erhitzungsprozesses ein
erhohtes Infektionsrisiko bergen, ist beispielsweise in Zusammenhang mit Erkrankungen des
Menschen an Salmonellen, Listerien oder EHEC nach Verzehr solcher Produkte bekannt.
Wahrend zahlreiche Studien zu Vorkommen und Beeinflussbarkeit bakterieller Erreger in
verschiedenen Rohfleischerzeugnissen vorliegen, gibt es dagegen wenige Erkenntnisse zum
Auftreten und Uberdauern von Viren in Rohfleischerzeugnissen sowie madglichen

Inaktivierungsmechanismen.

Im Verlauf dieser Arbeit sollten Erkenntnisse hinsichtlich der Tenazitdt und Inaktivierung

aviarer Influenzaviren und ECHO- Viren in Rohfleischerzeugnissen gewonnen werden.

In vitro wurde gezielt der Einfluss der rohwurstspezifischen Parameter D/L-Milchs&ure und
Natriumchlorid beziehungsweise Natriumnitrit auf die Virusinaktivierung untersucht. In
Versuchsreihen mit Rohwirsten sollten Daten zur Tenazitat der Viren in diesen Produkten
ermittelt werden, es wurden sowohl kurz- als auch langgereifte Rohwirste hergestellt und

Uber den Verlauf der Reifung und Lagerung untersucht.

Mit den Ergebnissen dieser Arbeit sollte zu einer objektiven Risikobewertung des
Lebensmittels Rohwurst als Infektionsquelle lebensmittelassoziierter Virusinfektionen
beigetragen werden. Mdgliche MalRBnhahmen zur Beeinflussung von Viren in

Rohwurstprodukten sollten erdrtert werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Modellviren

In den Studien wurden folgende Viren eingesetzt:
ECHO 1, Stamm Farouk von Dr. J. Steinmann, Mikrolab GmbH, Bremen.

Aviares Influenzavirus (AIV) H3N8 A/duck/Ukraine/1/63 und H5N6 A/duck/Potsdam/2216/84

von PD Dr. T. Harder, FLI, Greifswald - Insel Riems.

3.1.2 Zellen

Die Vermehrung und der Nachweis von ECHO-Virus erfolgte unter Verwendung der
permanenten Zelllinie Buffalo Green Monkey (BGM) Cells. Die Morphologie der Zellen mit

und ohne Virus-cpe ist im Anhang dargestellt.

3.1.3 Bruteier

Die Vermehrung und der Infektidsitdtsnachweis der Influenzaviren erfolgten in 9 bis 11 Tage

bebriteten, embryonierten Hihnereiern (Bezug von Fa. Kirbis, Wurgwitz bei Dresden).

3.1.4 Rohmaterial zur Herstellung von Rohwiirsten

Das standardisierte Fleisch fir die Herstellung der Rohwirste (Schweinefleisch der
Kategorie S |, Rindfleisch R I, Putenoberkeulenfleisch und Rickenspeck V) wurde von der
Firma Schafft, Ansbach, zur Verfiigung gestellt. Das im Betrieb vorgewolfte Rohmaterial
wurde in gefrorenem Zustand angeliefert und bei -20 °C in der Gefrierzelle fir die

Versuchsreihen gelagert.

Die verwendeten Wursthullen fur die kurzgereiften Rohwirste (Nalo Zellulosehydrat-Hdillen,
Kaliber 38) und langgereiften Rohwurste (Nalo Faser |, Kunststoffdarm, farblos, Kaliber 40)

stammten von der Firma Kalle, Wiesbaden.
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3.1.5 Geréte, Laborbedarf, Reagenzien etc.

Tabelle 15: Ubersicht Gerate, Laborbedarf, Reagenzien, Kits

Gerate
a, Meter Aqualab
Kutter Cutter FGC 10-2 Firma FEUMA

Wourstabflllgerat

Reife-/Raucherschrank Universalanlage

Umlaufkihler

Stomacher
Zentrifuge

Waage
Vakuumiergerat
Pipettierhelfer
Sterilwerkbanke
Mikroskop
Kamera

Brutschrank Eier

pH Meter
Real time PCR-Cycler

Elektrophoresegerat
UV-Transluminator

Wourstfiller, Edelstahzylinder, Firma Westfalia
Universalanlage, Firma Brokelmann
IDROBLOC, Firma Elektro- und Kaltetechnik
Kleinehr GmbH

Laboratory Blender 400, Firma Seward
Biofuge fresco, Haereus Instruments
Biofuge Stratos, Haereus Instruments

BL 1500, Firma Satorius

Firma Lava Vakuumverpackung

StarPet Pipette Controller, Firma Starlab
Haereus, Kojair

Leica DM IL, Leica Mikrosystems GmbH Wetzlar
Leica DC 180, Leica Microsystems Ltd,
Heerbrugg, Schweiz

Hekea Brutgeréte, Rietberg, Deutschland
Incubatrici Maino Enrico, Italy

VWR International sympHony S890 MS
Stratagene MX 3000 P

mit Software des Herstellers

Power Pack 200, Firma BioRad

GelDoc 2000, Firma BioRad

mit Software ,Quantity one 4.1.1" BioRad

Laborbedarf

Stomacherbeutel
Sterile Einmalpipetten
SpritzenvorsatZzfilter
Sterile Spritzen
Kaniilen
Schraubréhrchen
Zellkulturflaschen
Vortex

Pipetten
Eppendorffgefalle
Petrischalen

Bag Light 20 x 25, 400 ml, Firma Transia

1 ml, 5ml, 10 ml, Firma LP ITALIANA SPA
0,22 pl, Firma TPP AG

2,5, 10 ml, B. Braun AG, Melsungen, Germany
24 G x 1, Sterican

15 ml, 50 ml, Firma TPP AG

Firma TPP AG

Vortex Genie 2, Scientific Industries USA, VWR
international

Firma Eppendorff

1,5ml und 2ml, Firma TPP AG

Firma TPP AG

Reagenzien/ Puffer/ Medien

PBS
Zellkulturmedium

Trypsin 1:250

NEA

FKS
Streptomycin/Penicillin
Natriumchlorid
Natriumnitrit, reinst
Natrium (L)- Ascorbat
Glucono-delta-Lacton
D/L- Milchsaure

Pfeffer, schwarz, gemahlen

Rezeptur siehe Anhang

Dulbeccos Minimal essential medium (MEM),
Biochrom AG, Berlin

Biochrom AG, Berlin

Biochrom AG, Berlin

Biochrom AG, Berlin

Biochrom AG, Berlin

> 99,8% Art.-Nr. 9265.1 Firma Roth
Art.-Nr. 1.06544.1000 Firma Roth
Art.-Nr. 5048.0100, Firma Diagonal
F2500 Firma Jungbunzlauer

90% synthetisch, Carl Roth GmbH.
SCHUCO Gewiirze, Nurnberg
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Fortsetzung Tabelle 15

PCR
PCR Kits Quantitect Sybr RT- PCR Kit, Firma Qiagen
Quantitect Probe RT- PCR Kit, Firma Qiagen
Primer Firma Biomers
DNA- Marker DNA 50 bp, Firma Peglab

3.2 Methoden

3.2.1 Zellkultur BGM

Die Anzucht der permanenten BGM Zellen wurde in Vent-Zellkulturflaschen durchgefuhrt.
Das Zellkultur-Medium wurde mit fetalem Kalberserum zu einem Anteil von 10 %, mit
nichtessentiellen Aminosauren und Glutamin zu einem Anteil von jeweils 1 % angereichert.
Pro ml Medium wurden 100 IE Penicillin und 100 pg Streptomycin zugesetzt. Die Zellen
wurden bei 37 °C im Brutschrank mit 5 % CO, inkubiert. Zur Subkultivierung wurde
verbrauchtes Medium dekantiert und der Zellrasen mit 0,025 % Trypsin-haltiger Losung
gewaschen. Anschlieend wurden die Zellen bei 37 °C mit Trypsinldsung solange inkubiert,
bis sich der Zellrasen leicht vom Flaschenboden abldste. Danach wurden die Zellen mittels
Pipette unter Zugabe einiger Milliliter Zellkulturmedium resuspendiert. Ein Teil der

Zellsuspension wurde anschlie3end in eine neue Zellkulturflasche tuberfihrt.

Zur Bestimmung des Infektidsitatstiters wurde die Zellsuspension bis zu einer Konzentration
von 1-2 x 10° Zellen / ml in Medium verdinnt. Die Zellzdhlung erfolgte dabei mittels
Neubauer-Zahlkammer. AnschlieRend wurde die Zellsuspension auf einer 96 well-Platte zu
je 100 ul pro Kavitat aufgetragen. Die Platten wurden bei 37 °C bis zum folgenden Tag fir

die Beimpfung mit dem Virus inkubiert.

3.2.2 Vermehrung von ECHO-Virus

Zur Vermehrung der ECHO-Viren wurden frisch passagierte BGM-Zellen nach Ausbildung
eines geschlossenen Zellrasens mit einer Stammvirussuspension beimpft. Es folgte eine
Inkubation der Zellkultur bei 37 °C bis zum Auftreten eines cytopathischen Effekts (cpe) bei
ca. 80 bis 90 % der Zellen. Anschliel3end erfolgte ein Zyklus aus Tiefgefrieren und Auftauen
der Kultur. Der Zelldetritus wurde durch 10-minitige Zentrifugation bei 498 x g abgetrennt
und der virushaltige Uberstand aliquotiert und bei -80 °C eingefroren. Der Virustiter wurde

durch Titration in Zellkultur bestimmt.
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3.2.3 Bestimmung des Infektidsitatstiters

Fiar die Bestimmung der infektiosen Dosis 50 des ECHO-Virus in Gewebekultur (Tissue
Culture infectious dose -TCIDs) wurden die Zellen einen Tag vor Infektion in 96-well Platten

subkultiviert.

Die Virussuspension beziehungsweise die virushaltigen Versuchslésungen wurden zunéchst
in einer separaten Platte mit PBS vortitriert. Die Verdiinnung erfolgte in 10er-Schritten bis zur
Verdiinnungsstufe 10"°. AnschlieRend wurden je 100 pl der Verdiinnungsstufen auf die
Zellkulturplatte dbertragen. Die Zellkulturplatten wurden bei 37 °C inkubiert und der
auftretende cpe nach vier Tagen unter lichtmikroskopischer Betrachtung abgelesen. Digitale
Aufnahmen der Zellkulturen erfolgten bei 40-facher mikroskopischer VergroRerung (Leica
DC 180, Leica Mikrosystems). Zur Dokumentation und Archivierung der Aufnahmen wurde
das dazugehtrige Programm Leica IM 50 verwendet. (Die Darstellung der Zellkultur sowie

des cpe mit ECHO-Virus befinden sich im Anhang).

Die Berechnung des Titers als TCIDso/ml erfolgte nach der Methode von SPEARMAN und
KAERBER (1908, 1931).

3.2.4 Vermehrung, Nachweis und Titration von Influenzaviren

Die Eier fur Virusvermehrung und -nachweis wurden zunéchst fir neun bis elf Tage bei
37 °C im Brutschrank bebritet. Nach dem Schieren erfolgte die Infektion der Eier nach der
CAS (chorioallantoic sac)-Methode. Mittels einer 24x1 G-Kanule wurden je 200 pl Virus- oder

Probensuspension in senkrechter Einstichrichtung in die Chorioallantoishdhle injiziert.

— amniotic
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Abbildung 1: CAS Methode (chorioallantoic sac) zur Beimpfung embryonierter Hihnereier (nach
SPACKMAN et al. 2008)
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Nach drei Tagen Bebritung wurden die Eier fur 24 bis 48 Stunden bei 4 °C gekihlt. Die
Virusernte erfolgte unter der Sterilwerkbank. Die Allantoisflissigkeit wurde mittels

Einmalpipetten aus den infizierten Eiern gewonnen.

Mittels Hamagglutinationstest (HA-Test) wurde die Allantoisflissigkeit auf den Virusgehalt
geprift. Hamagglutinin-positive Allantoisflissigkeiten wurden gepoolt, aliquotiert und bei —

80 °C gelagert. Die Ermittlung des Infektidsitatstiters erfolgte wiederum im Hihnerei.

Fir die Testdurchfihrung wurden humane Erythrozyten der Blutgruppe O (Haema AG

Leipzig) in einer 0,5 % Konzentration mit PBS eingesetzt.

Fiar den HA Test wurden 96-well Platten mit V-Boden verwendet. Es wurden zunéchst 25 pl
PBS in jeder Kavitat vorgelegt. Mit einem Volumen von je 25 pl wurden die zu
untersuchenden Allantoisflissigkeiten in der Platte titriert. Es folgte die Zugabe weiterer 25 pl
PBS pro well sowie von 50 pl Erythrozytensuspension. Nach einstiindiger Inkubation bei 4 °C

wurde der Test in Hamagglutionationseinheiten abgelesen.

Nachdem in Vorversuchen die Titration der Influenzavirusisolate in Zellkultur (permanente
Zelllinie, Madin Darbey kidney cells, MDCK) stets geringere Virustiter als die vergleichsweise
Titration im Brutei hervorbrachte, wurde von dem Infektiositdtsnachweis der Viren mittels
Zellkultur abgesehen. Der Nachweis der Infektidsitat wurde in Hihnereiern gefuhrt. Obwohl
sich diese Methode des Virusnachweis durch einen hohen Zeit- als auch Arbeitsaufwand
auszeichnet, ist sie eine der sensitivsten Methoden, um infektionsfahige Influenzaviren
nachzuweisen (SPACKMAN et al. 2008). Das Virus wurde in PBS vortitriert, das in 1,5 ml
Eppendorfgefallen mit einem Volumen von 900 ul vorgelegt wurde. Die Verdiinnung erfolgte
in logie-Stufen. AnschlieRend erfolgte die Infektion der Eier mit den entsprechenden

Verdiinnungsstufen.

Nach einer Bebrutungszeit von 72 bis 96 Stunden mit anschlieBender Kihlung bis 48
Stunden bei 4 °C erfolgte die Auswertung. Nach makroskopischer Besichtigung der
Embryonen wurde die Allantoisfliissigkeit mittels HA-Test auf ihren Virusgehalt getestet. Die
die Anzahl der Hamagglutinin-positiven Eier pro Verdinnungsstufe wurde verwendet, um die
Ei-infektiose Dosis 50 fur die verwendete Inokulationsdosis zu ermitteln. Basierend auf der
Methode von REED und MUENCH (1938) erfolgte die Berechnung der Ei-infektiosen Dosis
50 (EIDsp).
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(% positiv der Verdiinnungsstufe gerade tber 50 %) — 50 %

Index =
(% positiv der Verdiinnungsstufe gerade tber 50 %) —
(% positiv der Verdiinnungsstufe gerade unter 50 %)

Index + Verdinnungsstufe, die gerade lber 50% positiv umfasst

(madifiziert nach FAO 2002)

Abbildung 2: Formel zur Berechnung der EIDso

Fir die durchgefuhrten Versuchsreihen sowohl im in vitro-Modell als auch mit experimentell
kontaminierten Rohwiursten wurde die Angabe der infektisen Dosis im Ei nach der hdchsten

positiven Verdinnungsstufe im Ei, als infektidse Dosis (ID) log;o vorgenommen.

3.2.5 Real time RT-PCR

Um den Virusnachweis in Rohwurstprodukten abzusichern, erfolgte ein qualitativer

Erregernachweis zusétzlich mittels real time RT-PCR.

Die Homogenate der Rohwurstproben wurden dazu zentrifugiert und der Uberstand fur die
RNA-Aufreinigung verwendet. Diese erfolgte gemall den Angaben des Herstellers Qiagen
mit dem ,Viral RNA mini Kit 50“. Die Primer beziehungsweise Sonde fir die PCR wurden
jeweils Gber die Biomers.net GmbH (UIm), bezogen, die verwendeten one Step-Kits von der

Firma Qiagen (Hilden).

Der PCR-Ansatz erfolgte gemaR Herstellerangaben mit einem Volumen von jeweils 25 pl.
Die Temperaturprofile fir das Cyclerprogramm wurden ebenfalls nach Vorgabe von Qiagen

verwendet.

Die Influenza RT-PCR erfolgte in Anlehnung an ein Protokoll des Friedrich Loffler Institutes
(2005). Die verwendeten Primer und Sonde basieren auf einer Publikation von SPACKMAN
et al. (2002). Es wird ein 100 bp- Fragment aus dem Matrixprotein-Gen von Influenza A-
Viren amplifiziert. Es wurde das ,Quantitect Probe RT- PCR Kit" von Qiagen verwendet. Fir
den Stamm ECHO 1 Farouk wurden die Primer mittels des Programms ,MegAlign“ der Firma
DNAStar designt. Das amplifizierte Fragment aus der VP 1 Region umfasst eine Grof3e von
101 bp. Fur die PCR wurde das ,Quantitect SYBR RT-PCR Kit“ von Qiagen verwendet. Die
PCR-Amplifikate wurden anschlieRend in einem 2 %igen Agarosegel aufgetrennt und nach

Ethidiumbromidbehandlung mittels UV-Translumineszens visualisiert.
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Tabelle 16: Ubersicht der fiir die RT-PCR verwendeten Primer und Sonde

Primer forward 5'- aga tga gtc ttc taa ccg agg tcg — 3°
Primer revers 5’- tgc aaa aac atc ttc aag tct ctg — 3°
Influenza A | Probe 5°- tca ggc ccc ctc aaa gcc ga—3°
5'Mod. 6- Fam
3'Mod. BHQ -1
ECHO-Virus Pr@mer forward 5 ctt gcc aga tca geg tgt gt — 3:
Primer revers 5°- gcc act cgc ctg gtt gta at — 3

3.2.6 Untersuchungen

Tabelle 17: Gesamtibersicht zu den durchgefiihrten Versuchsreihen

Virus zur Versuchsreihe durchgefiihrte Messungen/
Versuchsreihen Untersuchungen
ECHO- |H3N8- |H5N6- | pH- aw- chemische | mikrobiologische
Virus |Virus |Virus | Wert | Wert [ Untersuchung| Untersuchung
in vitro NaCl X X X X
MS X X X
Rohwurst | kurzgereift X X X X X X X
langgereift X X X X X

Im Produkt Rohwurst spielen die Faktoren Natriumchlorid und Natriumnitrit sowie DI/L-
Milchsdure eine wichtige Rolle zur mikrobiellen Stabilisierung und Konservierung. Daher
wurde zunachst der Einfluss dieser Faktoren auf die Tenazitat und Inaktivierung von ECHO-
Virus als auch von Influenzaviren in vitro untersucht. Die in vitro-Versuchsreihen erfolgten
unter Verwendung phosphatgepufferter Kochsalzlésung, welche mit den entsprechenden
Konzentrationen an Natriumchlorid, Natriumnitrit sowie einem Racemat aus gleichen
Anteilen D- und L-Milchsdure supplementiert wurde (Tabelle 1818). Die Versuchsreihen
wurden bei Temperaturen von 4 °C und 20 °C durchgefiihrt. Die Expositionsdauer des
ECHO-Virus mit Natriumchlorid und Natriumnitrit sowie D/L-Milchsaure betrug jeweils drei
Stunden und sieben Tage. Die beiden Versuchsreihen wurden insgesamt je funfmal

durchgefihrt.

Analog zu den Versuchsbedingungen der Versuchsreihe mit D/L-Milchsaure wurde der
Einfluss von Salzsaure (HCI) auf ECHO-Viren untersucht. Dazu wurden die pH-Werte
entsprechend der zuvor gemessenen Werte im Milchsaureversuch mit Salzsdure in PBS
eingestellt und die Viren mit diesen Lésungen inkubiert. Die Versuchsreihe wurde zweimal

durchgefihrt.

Aufgrund des zeit- und arbeitsaufwandigen Nachweises im Brutei wurden die
Versuchsreihen mit Influenzaviren reduziert. Fur das Virus Typ H3N8 wurde der Einfluss von

NaCl bei 4 °C und 20 °C mit Expositionszeiten von drei, sieben und zehn Tagen geprtft. Der
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Einfluss von D/L-Milchséaure wurde bei 4 °C und 20 °C mit Expositionszeiten von 1 Stunde,
24 und 72 Stunden geprift.

Tabelle 18: Ubersicht verwendeter Konzentrationen an Natriumchlorid, Natriumnitrit und D/L-Milchs&ure
sowie eingesetzter Virustiter fir die Durchfihrung der in vitro-Versuchsreihen

Virus Natriumchlorid Natriumnitrit | D/-L Milchsaure Zeit Temp.
(%) in PBS (ppm) (%) (°C)

0,8

ECHO-Virus 2,0
6,0

Titer 10%%° TCIDso /ml 12.0 3h/7d | 4/20
20,0
2,0 100
2,0 150
2,0 200
0,8 0,10

ECHO-Virus 0,8 0,15
0,8 0,20 3h/7d | 4/20

Titer 10*° TCIDso/ml 0,8 0,30
0,8 0,40
0,8

Influenza-Virus H3N8 2,0 3/7/10 | 4/20
6,0 d

Titer 5 x 10"*® EIDso /ml 12.0
0,8 0,00

Influenza-Virus H3N8 0,8 0,10 1/24] | 4/ 20
0,8 0,15 72h

Titer 5 x 10"*® EIDso /ml 0,8 0,20

3.2.6.1 Untersuchungen in vitro

Die Herstellung der Natriumchloridlosungen erfolgte unter Verwendung von NaCl-freiem
PBS, in dem die entsprechende Gewichtsteile an NaCl beziehungsweise NaNO, eingewogen
wurden (Tabelle 18). Im Anschluss wurde der pH-Wert in den fertigen Losungen gemessen
und bei Bedarf mittels NaOH beziehungsweise HCI auf Werte im neutralen Bereich (pH 7,3 —
7,6) eingestellt. Die Losungen wurden in festverschlieBbare Schraubglaschen gefillt und
autoklaviert.

Die Herstellung der D/L-Milchsaureldsungen erfolgte ebenfalls unter Verwendung von PBS,
in dem die entsprechenden Gewichtsanteile an D/L-Milchsédure eingewogen wurden. Die
Losungen wurden in Schraubglaschen gefillt und aufgrund der Hitzelabilitat der DI/L-
Milchs&ure nicht autoklaviert. Alternativ wurde eine Steriffiltration unmittelbar vor Gebrauch
durchgefihrt.
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Die Versuchslésungen mit Natriumchlorid und Natriumnitrit sowie mit D/L-Milchsaure wurden
mit der entsprechenden Virussuspension (Virus in Zellkulturmedium) in einem Verhaltnis von
1:10 in Schraubréhrchen angesetzt. Dazu wurden je 9,0 ml der Versuchslésung vorgelegt
und 1,0 ml Virussuspension hinzugefuigt. Der pH-Wert wurde mittels pH-Elektrode in dem
Ansatz gemessen. Die Ansatze wurden auf 5 ml aufgeteilt, die Rohrchen fest verschlossen,
kurz gevortext beziehungsweise geschwenkt und bei 4 °C oder 20 °C Raumtemperatur

gelagert.

Die Probennahme erfolgte bei ECHO-Viren nach drei Stunden und nach sieben Tagen. Dazu
wurden die Rohrchen vorher aufgeschwenkt und etwas Probenflissigkeit in ein
Eppendorfgefal Uberfihrt. Danach erfolgten Titration und Titerbestimmung der Proben
mittels Zellkultur (siehe 3.2.3).

Fur Influenzavirus H3N8 erfolgten die Probennahmen bei den Versuchsreihen mit D/L-
Milchs&ure nach 1, 24 und 72 Stunden und bei den Versuchsreihen mit Natriumchlorid nach
drei, sieben und zehn Tagen. Die Probenflissigkeit wurde sterilfiltriert und das Filtrat fir den

Infektiositatsnachweis in embryonierte Hihnereier verimpft (siehe 3.2.4).

3.2.6.2 Untersuchungen in Rohwirsten

3.2.6.2.1 Herstellung experimentell kontaminierter Rohwirste

Fur die Untersuchungen mit Rohwurst wurde jeweils eine Kontrollcharge an Wirsten

hergestellt und im Anschluss eine Charge mit experimentell viruskontaminierten Rohwursten.

Zunachst wurden die Rezepturbestandteile separat eingewogen, Natriumnitrit und
Natriumchlorid wurden anschlielend miteinander zu Pokelsalz vermischt. Das Fleisch sowie

der Speck wurden nach dem Einwiegen bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert.

Das Fleisch wurde mit einer Temperatur von ca. -4 °C in die Kutterschissel gegeben
(Abbildung 3) und bei 840 U/min fur finf Minuten gekuttert. Es folgte die Zugabe der
Virussuspension (bei Herstellung der infizierten Chargen) beziehungsweise alternativ von
Zellkulturmedium (bei den Kontrollchargen). Ebenso wurden GdL, Pfeffer und Na-Ascorbat
wahrend des Kutterprozesses zugegeben. Unter schrittweiser Zugabe des Riickenspecks
wurde bei gleicher Geschwindigkeit kontinuierlich bis zum Erreichen eines grob zerkleinerten
Grundbrats gekuttert. Danach erfolgte die Zugabe von Pdkelsalz (Natriumchlorid mit Nitrit)
und weiteres Kuttern bis zu einer Endkérnung des Brats von 3-4 mm. Diese Kérnung war
nach circa sechs Minuten erreicht. Fir die streichfahigen Wirste wurde das Brat an dieser

Stelle bis zur Entstehung einer streichféahigen Bratmasse weiter gekuttert (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Streichfahiges Wurstbrat am Ende des Kutterprozesses

Von der experimentell mit Virussuspension kontaminierten Bratmasse wurden Proben direkt
aus der Kutterschiissel zur virologischen, mikrobiologischen und physikalischen
Untersuchung (Probennahmezeitpunkt: Tag 0) mittels sterilen Bestecks gewonnen.

AnschlieRend wurde das Wurstabflillgerat unter Vermeidung von Lufteinschliissen mit dem
hergestellten Brat befillt. Es folgte das manuelle Abfiillen des Brates in Wursthillen
(kurzgereift Kaliber 38, langgereift Kaliber 40). Um ein Absinken des a,-Wertes zu
vermeiden, erfolgte bei den kurzgereiften Rohwirsten nach der R&ucherung eine
Umverpackung in Vakuumbeutel. Die Wirste wurden nach Punkt 3.2.6.2.2 gelagert und
gereift.
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Tabelle 19: Grundrezeptur zur Herstellung der Rohwirste

Rezepturbestandteile Zugabe pro 1 kg Rohmaterial Konzentration pro 1 kg Rohmaterial
Natriumchlorid 26,09 251 %
Natriumnitrit 150 mg 145 ppm
Pfeffer 20g 0,19 %
Glucono-delta-Lacton (GdL) 6,09 0,58 %
Natrium (L)-Ascorbat 059 0,048 %

Schweinefleisch S I, Rindfleisch R |, Riickenspeck V, Putenoberkeulenfleisch,
jeweils in verschiedenen Anteilen

Fir die Untersuchungen zur Tenazitdt des ECHO-Virus in kurzgereiften Rohwirsten wurden
insgesamt 4 kg Wurstbrat bestehend aus 2,8 kg Schweinefleisch S | und 1,2 kg
Ruckenspeck V hergestellt. Die experimentelle Kontamination des Brates erfolgte mit 40 ml
einer Virussuspension mit einem Titer von 10®" log TCIDso/ml. Daraus ergibt sich eine

theoretische Kontaminationsdosis von 0,1 ml Suspension (10""° TCIDs,) auf 10 g Brét.

Fur die Untersuchungen in langgereiften Rohwirsten wurden 4 kg Wurstbrat aus 1,4 kg
Schweinefleisch, 1,4 kg Rindfleisch und 1,2 kg Schweinespeck hergestellt. Das Brat wurde
mit 40 ml Virussuspension mit einem Titer von 10%° TCIDgo/ml beimpft, was einer

Kontaminationsdosis von 0,1 ml Suspension (10”° TCIDso) auf 10 g Brét entspricht.

Die Versuchsreihen mit Influenza-Viren wurden nur anhand experimentell kontaminierter,
streichfahiger Rohwurst durchgefiihrt. Es wurden jeweils 2 kg Wurstbrat unter Verwendung
von 0,7 kg Schweinefleisch, 0,7 kg Putenoberkeulenfleisch und 0,6 kg Schweinespeck
hergestellt. Die experimentelle Kontamination pro Kilogramm Brat erfolgte mit 10 ml
virushaltiger Allantoisfliissigkeit mit einer infektiésen Dosis von 5 x 10”?° beziehungsweise
06,25

5x10"*® EIDso/ml. Die Kontaminationsdosis betrug somit 0,1 ml Suspension (1

beziehungsweise 10°® EIDs,) auf 10 g Brt.

Das Brat wurde nach der Herstellung unter Vakuum modellhaft in Portionen von ca. 200 g

abgepackt.

3.2.6.2.2 Reifung und Lagerung der Rohwiirste

Fur die Untersuchungen mit ECHO-Virus wurden die kurzgereiften streichfahigen Rohwiirste

bei zwei Temperaturprofilen fir 28 Tage gereift (Tabelle 20).
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Tabelle 20: Reifung und Lagerung kurzgereifter Rohwirste der Versuchsreihe mit ECHO-Virus

Tag Temperatur (°C)  Temperatur (°C)
0-3* 22 22

4-7 22 7

8-28 22 7

* Raucherung

Die relative Luftfeuchtigkeit wurde Uber den gesamten Zeitraum auf 92 % eingestellt. Alle
Wirste wurden am Tag drei fir 16 h bei 22 °C gerduchert und anschlieRend zusatzlich
umhiillt, um die Abnahme des a,-Wertes so gering wie moglich zu halten. Die langgereiften
schnittfesten Rohwirste wurden bei einem Temperaturprofil fir 56 Tage gereift und gelagert
(Tabelle 21).

Tabelle 21: Reifung und Lagerung langgereifter Rohwirste der Versuchsreihe mit ECHO-Virus

Tag Temperatur ('C) | e 2l (%)
0-1 23 90

2*.3 22 90

411 18 85

12-56 18 70

* Raucherung
Die relative Luftfeuchte wurde mit fortschreitender Reifedauer schrittweise abgesenkt. Alle

Wirste wurden am Tag zwei fur zehn Stunden bei 22 °C gerauchert.

Die Reifungs- und Lagerungsbedingungen fiir die Versuche mit Influenzaviren gehen aus
Tabelle 22 hervor.

Tabelle 22: Reifung und Lagerung von kurzgereiften Rohwirsten der Versuchsreihen mit Influenzavirus
H3N8 und H5N6

Virus Tag Temperatur (C°)
H5N6 0-18 22 und 7
H3N8 0-14 22 und 7

Das Wurstbrat wurde unter Vakuum verpackt und bei den jeweiligen Temperaturen gereift

und gelagert. Es erfolgte keine Raucherung.
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3.2.6.2.3 Probennahme/ Beprobung von Rohwurst

Tabelle 23: Probennahmetage fiir die virologische, mikrobiologische und physikalische Untersuchung

ECHO-Virus, kurzgereifte Rohwurst 0|3]|7 |14|21|28

ECHO-Virus, langgereifte Rohwurst 0|7)14121|28|35]|42 |49|56

Influenzavirus H3N8, H5N6, kurzgereifte Rohwurst |0 1| 3 | 7 |10|14 |17*
* nur HSN6

An den entsprechenden Probenahmetagen wurde jeweils eine Wurst beider
Temperaturprofile untersucht. Mittels steriler Schere wurde die Wursthtlle aufgeschnitten
und mit sterilem Besteck eine Probe Wurstbrat entnommen. Insgesamt wurden so funf
Proben pro Wurst gewonnen. Es folgte das Abwiegen der Bratproben auf zehn Gramm.
Diese wurden unter Zugabe von 90 ml PBS fir 60 Sekunden (bei streichfahigem Brét)
beziehungsweise 120 Sekunden (bei schnittfestem Brat) im Stomacher homogenisiert.
AnschlieRend wurde mittels Einmalpipetten eine Menge von 2 ml Probenvolumen aus dem
Wourstbrathomogenat enthommen und in Eppendorfgefal3e tberfuhrt. Diese wurden bei 8000
rom fur vier Minuten zentrifugiert und der erhaltene Uberstand der Proben per
Spritzenvorsatzfilter sterilfiltriert. Es folgte die direkte Titration der Proben in PBS und

Ubertragung auf die Zellkultur (siehe 3.2.4).

(Die in Vorversuchen getestete Toxizitdt der Wurstsuspension auf die Zellen zeigte nur bei
niedrigster Verdiinnungsstufe von 10™ gering bis mittelgradige Effekte. Diese zeigten sich als

abgrenzbar zu denen eines Virus verursachten cpe.)

Im Fall der mit AIV experimentell kontaminierten Wurstproben erfolgte die Enthahme der
Bratproben direkt aus den unter Vakuum verschlossenen Abpackungen. Die
Probeneinwaage mit PBS fir die Aufbereitung mittels Stomacher erfolgte neben dem bereits
aufgefihrten 1:10 Verhaltnis zusatzlich in den Verhéltnissen von 1:5 und 1:4. Nach
Zentrifugation sowie Sterilfiltration wurden die entsprechenden Probenverdinnungen in

Bruteier injiziert (siehe 3.2.4).

Nach der sterilen Probenenthahme wurden im Brat des verbliebenen Wurstmaterials der pH-
Wert und der a,~-Wert bestimmt. Die restlichen Bratproben wurden unter Vakuum abgepackt
und bei -80 °C gelagert. Fir die Durchfiihrung der chemischen Analyse wurden die Wirste

nachfolgend zur Untersuchung herangezogen.

Dabei erfolgte die chemische Untersuchung aus Griinden der Laborsicherheit nur anhand

der unbeimpften Wiirste der Kontrollchargen.
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3.2.6.2.4 Mikrobiologische Untersuchung der Wurstproben

Die mikrobiologische Untersuchung erfolgte anhand der aufbereiteten Probenhomogenate
sowohl der infizierten Wdrste als auch der unbeimpften Wiurste. Mittels
Oberflachenspatelverfahren wurde die aerobe mesophile Keimzahl auf Plate count (PC)-
Agar, die Zahl der Milchsaurebakterien auf Man-Rogosa-Sharpe (MRS)-Agar sowie die Zahl
der Enterobacteriaceae auf Desoxicholat-Hydrogen-Sulfide-Lactose(DHL)-Agar. Die
Bestimmung der aeroben Keimzahl und der Milchsdurebakterien erfolgte gemafl den
Methoden des LFGB § 64, L 08:00-37 und L 08.00-41. Die Keimzahlbestimmungen erfolgten
jeweils im Doppelansatz. Dazu wurde das Wurstbrathomogenat mit Peptonwasser zunachst
in dezimalen Stufen verdinnt. AnschlieRend wurden je 100 pl der entsprechenden
Verdunnungsstufen auf MRS-Agar und PC-Agar Ubertragen und ausgespatelt. Die
Beimpfung des DHL-Agars erfolgte direkt mit der Verdiinnungsstufe 10™ mit einem Volumen
von 1 ml gleichmafig verteilt auf drei Platten.

Die MRS- und PC- Agarplatten wurden fir 72 Stunden bei 30 °C inkubiert, die DHL- Platten
fur 24 Stunden bei 37 °C. AnschlieBend erfolgte die Berechnung der koloniebildenden
Einheiten in der Probe mit Hilfe des gewichteten arithmetischen Mittels (Abbildung 5).

Zc 2 ¢ - Summe der Kolonien aller ausgezahlten Platten
C = e

ni-1+ny-0,1 ny - Anzahl der Platten der niedrigsten auswertbaren Verdiinnungsstufe
n2 - Anzahl der Platten der ndchst héheren Verdinnungsstufe

_ 1 _
KZ=C W - oommeee c - gewichteter Mittelwert der gezahlten Kolonien
10" 10" - niedrigste auswertbare Verdiinnungsstufe
\Y - Verdinnungsfaktor (10)

Abbildung 5: Formel zur Berechnung der Gesamtkeimzahl als KbE/g

3.2.6.2.5 Chemisch-physikalische und chemische Untersuchung der Wirste

Zum Zeitpunkt der Probennahme wurde von allen beprobten Wirsten der pH- und a,-Wert
bestimmt. Die Bestimmung des Gehaltes an Rohprotein, Gesamtfettgehalt, Trockenmasse,
Hydroxyprolin, Nitrit und D/L-Milchsdure wurde ausschlie3lich bei den unbeimpften
Kontrollwirsten durchgefuhrt. Die Bestimmungen erfolgten im Doppelansatz nach den
Vorgaben des § 64 LFGB (siehe Anhang).
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3.2.7 Statistische Auswertung der Ergebnisse

Die  Auswertung der ermittelten Untersuchungsergebnisse erfolgte mit dem
Statistikprogramm SPSS Version 15 fir Windows (SPSS GmbH Software Minchen).

Fur die statistische Auswertung der Versuchsreihen mit ECHO-Virus wurden die Messwerte
LVirustiter” logarithmiert. Es wurde anschlieRend eine Prifung dieser Messwerte auf
Normalverteilung innerhalb der Gruppen mittels Shapiro Wilk-Test durchgefiihrt. Fiur alle
Versuchsreihen mit ECHO-Viren in den in vitro-Studien sowie in kurz- und langgereiften

Rohwiirsten konnte Normalverteilung angenommen werden.

In der deskriptiven statistischen Analyse wurden Mittelwert, Median, Standardabweichung,
Minimum, Maximum und die Konfidenzintervalle der Messwerte ,Virustiter* in den einzelnen

Gruppen der verschiedenen Versuchsreihen bestimmt.

Zum Vergleich von Gruppen miteinander wurde zunéchst die einfaktorielle Varianz-Analyse
ANOVA (Analysis of Variance) fur die abh&ngige Variable Virustiter als Methode zum
Vergleichen von mehreren Gruppenmittelwerten mit nachgeschalteter post hoc Betrachtung

durchgefihrt.

Nach Prufung auf Gleichheit der Fehlervarianzen mittels Levene-Test, wurden die post hoc-
Tests mit den Verfahren nach Bonferroni oder nach Tamhane bei Varianzgleichheit
beziehungsweise mit dem Verfahren nach Tukey bei Ungleichheit der Varianzen

durchgefihrt.

Die Prifung von Unterschieden zwischen den Gruppen hinsichtlich der gemeinsam
beobachteten Variablen ,Virustiter* erfolgte mit Hilfe des t-Tests fir unabh&ngige
Stichproben. Dabei wurde bei den in vitro-Modellen eine Einteilung der Gruppen nach Zeit,
Temperatur sowie untersuchter Bedingung vorgenommen (Erzeugung von Teil-Stichproben).
Basierend auf den beobachteten arithmetischen Mittelwerten fir die Gréf3e Virustiter erfolgte

der Vergleich der verschiedenen Gruppen untereinander.

Die Priifung der linearen Regression (R?) der Variablen ,Virustiter* und ,Zeit* erfolgte fiir die
Versuchsreihen mit kurz— und langgereiften Rohwiirsten getrennt nach Temperatur (7 °C /
22 °C). Die Prufung auf Korrelation (Korrelationskoeffizient r) der Variablen ,Virustiter* und
LZeit* erfolgte ebenfalls getrennt nach Temperatur fur die Versuchsreihen mit kurz — und
langgereiften Rohwursten. Fur die Berechnung der Korrelationen wurde der

Korrelationskoeffizient nach Pearson verwendet.
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Aufgrund des zeit- und arbeitsaufwandigen Infektiositdtsnachweises der Influenzaviren in
embryonierten Huhnereiern, wurden sowohl die in vitro-Versuchsreihen als auch die
Versuchsreihen mit Rohwurst reduziert. Durch die notwendige Reduktion des
Versuchsumfangs musste die Auswertung der Ergebnisse auf Basis geringerer
Stichprobenumfange, teilweise anhand von Einzelanalysen vorgenommen werden. Dies fihrt

zu gewissen Einschrankungen beziglich der Aussage eines statistischen Nachweises.

Die Auswertung der Ergebnisse basierend auf der Virustitration in embryonierten
Huhnereiern, erfolgte sowohl fur die in vitro-Versuche mit Natriumchlorid als auch fur die
Versuche in Rohwirsten unter Anwendung von nichtparametrischen Tests. Dazu wurden die

ermittelten Werte der infektiésen Dosen (,Virustiter) ebenfalls logarithmiert.

Zunachst wurden die Ergebnisse der Rohwurstversuchsreihnen im Kruskal-Wallis—Test
getrennt nach Zeit hinsichtlich der im Ei erzielten ,Virustiter* fir die Temperaturen von 7 °C
und 22 °C miteinander verglichen. AnschlieBend erfolgte die Prifung von Unterschieden
zwischen den Gruppen hinsichtlich der gemeinsam beobachteten Variablen ,Virustiter® mit
Hilfe des Mann-Whitney-Tests. Dabei wurde fur die in vitro-Versuche eine Einteilung der
Gruppen nach Zeit, Temperatur sowie untersuchter Bedingung vorgenommen (Erzeugung
von Teil-Stichproben). Basierend auf der Vergabe von Rangen fir die GroRe der,Virustiter*

erfolgte der Vergleich der verschiedenen Gruppen untereinander.

Die Priifung der linearen Regression (R?) der Variablen ,Virustiter* und ,Zeit* erfolgte fiir die
Versuchsreihe mit kurzgereiften Rohwirsten getrennt nach Temperatur. Ebenso erfolgte die
Prufung auf Korrelation der beiden Variablen unter Anwendung des Korrelationskoeffizienten

nach Spearman.

In allen durchgeflhrten statistischen Tests wird ein Signifikanzniveau von p < 0,05

angenommen.
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4 Ergebnisse

4.1 Virusnachweis mittels BGM-Zellkultur

Die Zellkulturen wurden bei 40-facher mikroskopischer VergroRerung digital aufgenommen.
Die Darstellung der Zellkultur sowie des durch ECHO-Virus hervorgerufenen cpe befinden
sich im Anhang. Die in Vorversuchen geprifte Zytotoxizitat der Wurstprobenhomogenate in
der Zellkultur konnte geringgradig in der niedrigsten Verdinnungsstufe beobachtet werden

mit einer deutlichen Abgrenzung zum Virus-cpe.

4.2 \Virusnachweis im Brutei

Die exemplarische Darstellung von makroskopisch-pathologischen Befunden der
Huhnerembryonen befindet sich im Anhang. Nach zunachst makroskopischer Beurteilung
wurden die Embryonen in Verbindung mit den Ergebnissen des HA-Tests als positiv

beziehungsweise negativ gewertet.

4.3 In vitro-Versuchsreihen

4.3.1 Einfluss von Natriumchlorid und Natriumnitrit auf ECHO-Virus

Fur die Untersuchung des Einflusses von Natriumchlorid und Natriumnitrit auf die Tenazitat
von ECHO-Viren wurde eine Virussuspension mit einem Titer von 10%% TCIDs¢/ml
eingesetzt. Unter den gepriften Versuchsbedingungen waren ECHO-Viren mit nur geringen
Abweichungen im Virustiter Gber die gesamte Versuchsreihe nachweisbar. (Die ermittelten

Virustiter sind im Anhang aufgeftihrt).
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Tabelle 24: Versuchsgruppen in Studien zum Einfluss von Natriumchlorid und Natriumnitrit auf ECHO-
Virus

NaCl (%)/

Gruppe | NaNo, (ppm)

Zeit Temperatur (°C)

1 (PBS) 0,8
2 2,0
3 6,0
4 12,0 3h/7d 4120
5 20,0
6 2,0/ 100
7 2,0/150
8 2,0/ 200

Zur statistischen Auswertung der Ergebnisse wurden die acht Versuchsgruppen hinsichtlich
der Variable ,Virustiter* mittels einfaktorieller Varianzanalyse miteinander verglichen. Dazu
erfolgte eine Einteilung der Gruppen nach Temperatur und Zeit. In den angeschlossenen
post hoc-Betrachtungen zeigten sich nach dem Verfahren von Bonferroni keine signifikanten
Unterschiede im Virustiter. Um den Einfluss ,Temperatur* zu prifen, wurden die Gruppen
getrennt nach Zeit fir die beiden Versuchstemperaturen im t-Test miteinander verglichen. Im
Vergleich der Gruppen (Expositionstemperatur 4 °C und 20 °C) zeigten sich ebenfalls keine

statistisch signifikanten Unterschiede in der H6he des Virustiters.

Zur Prufung des Einflusses ,Zeit* wurden die Gruppen anschlielend getrennt nach
Temperatur fir die beiden Versuchzeiten drei Stunden und sieben Tage im t-Test
miteinander verglichen. Weder bei 4 °C noch bei 20 °C lie3en sich signifikante Unterschiede

im Virustiter beobachten.
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<& Mittlerer Virustiter (n=5, 2xSEM) Exposition: 4°C, 7 Tage
@® Mittlerer Virustiter (n=5, 2xSEM) Exposition: 20°C, 7 Tage
------- Referenztiter

Mittlerer Virustiter [ log,, TCIDg, 1
o]
e
—e—
ot §

0,8 2,0 6,0 12,0 20,0 2,0 2,0 2,0
PBS (100 ppm) (150 ppm) (200 ppm)

Natriumchloridkonzentration [ % ]
(Natriumnitritkonzentration )

Abbildung 6: Mittlere ECHO-Virustiter nach 7 Tagen in Abhangigkeit von Natriumchlorid-/ Natriumnitrit-
konzentration und Temperatur

Somit lieBen sich in den durchgefuhrten Versuchsreihen weder ein Einfluss der gepriften
Salzkonzentrationen, noch ein Einfluss der Versuchstemperatur oder der gepriften
Expositionszeitenzeiten auf eine Inaktivierung von ECHO-Viren demonstrieren. Auch konnte
durch die Zugabe von Natriumnitrit kein zusatzlicher Effekt beobachtet werden. Unter den
gepriften Bedingungen zeigten ECHO-Viren eine hohe Stabilitat. Abweichungen in der H6he

des Virustiters waren unter statistischer Betrachtung ohne Signifikanz (p < 0,05).

Tabelle 25: pH- und aw-Werte der Natriumchlorid-Versuchsreihe mit ECHO-Virus

Gruppe Ngll?lglz g()p))r/n) ay-Wert pH-Wert
1 0,8 0,992 - 0,998 7,36 — 7,69
2 2,0 0,987 - 0,992 7,34 -7,50
3 6,0 0,964 - 0,986 7,36 — 7,49
4 12,0 0,924 - 0,926 7,32 -7,50
5 20,0 0,841 - 0,843 7,24 -7,49
6 2,0/100 0,986 - 0,991 7,31-7,55
7 2,0/150 0,986 - 0,991 7,31-7,63
8 2,0/ 200 0,985 - 0,992 7,29 -7,43

(Spanne der Werte aus 5 Versuchsdurchfuhrungen)
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4.3.2 Einfluss von D/L-Milchsaure auf ECHO-Virus

Fur die Untersuchung des Einflusses von D/L-Milchsaure auf die Tenazitat von ECHO-Viren
wurde eine Virussuspension mit einem Titer von 10%% TCIDs¢/ml eingesetzt. Die Viren
zeichneten sich Uber den gesamte Versuchsreihe durch hohe Stabilitat bezuglich der

nachweisbaren Virustiter aus. (Die ermittelten Virustiter sind im Anhang dargestellt.)

Tabelle 26: Versuchsgruppen in Versuchsreihen zum Einfluss von D/L-Milchsaure auf ECHO-Virus

DIL- MS (%)

in PBS Zeit Temperatur (°C)

Gruppen

0,10
0,15
0,20 3h/7d 4120
0,30
0,40

o o0~ W N P

0,00

Die Versuchsgruppen 1 — 6 wurden hinsichtlich der Variable ,Virustiter* mittels einfaktorieller
Varianzanalyse miteinander verglichen. Dazu erfolgte analog zu den Betrachtungen der
Versuchsreihen mit NaCl und NaNO;, eine Einteilung der Gruppen nach Temperatur und Zeit.
Bei dieser vergleichenden Betrachtung der Gruppen zeigten sich im Verfahren nach
Tamhane beziehungsweise Bonferroni keine signifikanten Unterschiede im Virustiter (p <
0,05).

Um den Einfluss , Temperatur* zu prufen, wurden die Gruppen im t-Test getrennt nach Zeit
fur die beiden Versuchstemperaturen miteinander verglichen. Dabei waren keine
signifikanten Unterschiede in Merkmal ,Virustiter” zu beobachten. Zur Prifung des Einflusses
der Variable ,Zeit* wurden die Gruppen getrennt nach Temperatur fir die beiden
Versuchszeiten miteinander verglichen. Im t-Test zeigten sich bei 4 °C signifikante
Unterschiede bei den Gruppen zwei und finf zwischen den Expositionszeiten von drei
Stunden und sieben Tagen. Bei Gruppe zwei lag der beobachtete Unterschied allerdings mit
p = 0,049 nah an der Grenze des angenommenen Signifikanzniveaus von 0,05. Bei Gruppe
funf zeichnete sich der Unterschied mit einem Wert von p = 0,035 deutlicher als signifikant
ab. Bei 20 °C war ebenfalls ein signifikanter Unterschied im Virustiter bei Gruppe funf (sieben
Tage) zu beobachten (p = 0,025).
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9,5

<& Mittlerer Virustiter (n=5, 2xSEM) Exposition: 4 °C, 7 Tage
@® Mittlerer Virustiter (n=5, 2xSEM) Exposition: 20 °C, 7 Tage
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(PH5.9-6.0)  (pH4.4-48) (pH3.9-4.0) (pH3.4-35) (pH3.2-3.3)

D,L-Milchsaurekonzentration [ % ]

Abbildung 7: Mittlerer ECHO-Virustiter nach 7 Tagen in Abhangigkeit der Milchsaurekonzentration und
Temperatur

ECHO-Viren zeigten auch in der Versuchsreihe mit D/L-Milchsaure eine hohe Stabilitat. Ein
Einfluss der Temperatur auf die Hohe des Virustiters konnte statistisch nicht belegt werden.
Ein Einfluss in Abhéangigkeit von Zeit und Milchsaurekonzentration konnte fir die
Versuchsgruppe funf (0,4 % MS) fir beide Versuchstemperaturen ermittelt werden. Sowohl
bei 4 °C als auch bei 20 °C zeigte sich dabei eine signifikante Abnahme des Virustiters in

Abhéngigkeit zur Expositionszeit (p < 0,05).

4.3.3 Vergleich der Versuchsreihen zum Einfluss von D/L- Milchsaure und Salzséure
auf ECHO-Virus

Fir die Versuchsreihe mit Salzsaure wurde ebenso wie bei den Versuchsreihen mit D/L-
Milchs&ure eine Virussuspension mit einem Titer von 10%% TCIDso/ml eingesetzt. Ausgehend
von den gemessenen pH-Werten im Milchsdureversuch wurden entsprechende pH-Werte
mit Salzsdure in PBS eingestellt. Der Versuch erfolgte zu gleichen Prifbedingungen

entsprechend der Milchsdureversuchsreihe (siehe 3.2.6.1).
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Tabelle 27: pH-Werte der Milchsaure- und Salzsaurelésungen der Versuchsreihen mit ECHO-Virus

D/L-MS (%) in PBS

0,10
0,15
0,20
0,30
0,40

pH-Werte / pH-Werte /
Versuchsreihe MS | Versuchsreihe HCI

5,85 - 6,02 6,00

4,39 - 4,76 4,60 — 4,80

3,90 - 3,95 3,90

3,44 — 3,49 3,50

3,22 -3,26 3,20

(Spanne der Werte aus 5 (MS) bzw. 2 (HCI) Versuchsreihen)
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@ Mittlerer Virustiter (n=2) Exposition: 20°C, 7 Tage
----- Referenztiter

6,0

46-48 3,9 3,5

3,2

pH-Wert der Versuchslésungen mit Salzsdure

Abbildung 8: Mittlere ECHO-Virustiter nach 7 Tagen in Abhangigkeit von pH-Wert und Temperatur

Die Versuchsreihe mit Salzsaure wurde zweimal durchgefuhrt. Das ECHO-Virus zeigte auch

hier eine hohe Stabilitat.

Fir den Vergleich der Versuchsreihen mit D/L-Milchsdure und Salzsdure erfolgte die

Betrachtung der entsprechenden Gruppen (1- 6) hinsichtlich des gemeinsam beobachteten

Merkmals ,Virustiter getrennt nach Temperatur und Zeit. Beim Vergleich der jeweiligen

Gruppen beider Versuchsreihen miteinander traten im t-Test signifikante Unterschiede im
Virustiter innerhalb der Gruppen drei (3 h, 4 °C, p = 0,044) und vier (7 d, 20 °C, p = 0,008)

auf.

In der Gesamtbetrachtung ergaben sich damit zwei

Unterschiede von signifikanter

Bedeutung im Vergleich der Milchsauregruppen zu den entsprechenden Salzsduregruppen.
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Diese Unterschiede traten unabhéngig von Gruppe, Zeit und Temperatur in Erscheinung,

auch reprasentieren die jeweiligen Gruppen keine Extreme in den Versuchsbedingungen.

4.3.4 Versuchsreihen mit Influenzaviren

Aufgrund des arbeitsaufwandigen Virushachweises im Brutei basiert die Auswertung der
Ergebnisse auf geringeren Stichprobenumféngen, teilweise auf Einzelanalysen. Dies fuhrt zu
gewissen Einschrankungen beziglich der statistischen Auswertbarkeit. Trotz der Annahme
eines Signifikanzniveaus von < 0,05 ist die Wahrscheinlichkeit erhoht, dass Ereignisse als
signifikant eingestuft werden, welche bei Betrachtungen eines Modells mit grof3erem

Stichprobenumfang mdaglicherweise nicht signifikant wéaren.

Daher sind die hier aufgefiihrten Signifikanzen nicht als endgultiger statistischer Nachweis zu

betrachten.

4.3.4.1 Einfluss von Natriumchlorid auf das Geflugelinfluenzavirus H3N8

Der Einfluss von Natriumchlorid auf das H3N8-Virus wurde unter folgenden

Versuchsbedingungen bei Temperaturen von 4 °C und 20 °C untersucht:

Tabelle 28: Versuchsgruppen in Studien zum Einfluss von Natriumchlorid auf Influenzavirus H3N8

Gruppe NaCl (%) pH-Werte Zeit (d) | Temperatur (°C)
1 0,00 7,29 -7,55
2 2,00 732765 | 3/7/10 4120
3 6,00 7,51-7,68
4 12,00 7,48 -7,85

In der mitgefuhrten PBS-Kontrolle zeigten die Viren eine Uber zehn Tage erhaltene
Infektiositat, bei 4 °C mit konstanter infektiéser Dosis (ID), bei 20 °C mit einer Reduktion der
mittleren infektiosen Dosis an Tag zehn. Diese Reduktion zeichnete sich als signifikant
gegeniber Tag drei aus (p = 0,018). Bei Inkubation mit 2 % NaCl zeigte sich nach zehn
Tagen bei beiden Temperaturen ein Abfall der mittleren ID. Hier zeichnete sich der
beobachtete Unterschied nur fir 4 °C als signifikant aus (p = 0,05). Bei 6 % NaCl war ab Tag
drei bei 20 °C eine stetiger Abfall der mittleren ID bis Tag zehn zu beobachten. An Tag zehn
waren infektidse Viren nur noch in der niedrigsten Verdiinnungsstufe (10™") nachzuweisen.
Die mittlere ID unterschied sich an Tag zehn bei dieser Salzkonzentration fur beide
Temperaturen signifikant zu Tag drei (mit p = 0,05 fur 4 °C und p = 0,01 fiir 20 °C). Bei 12 %
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NaCl konnte nach drei Tagen bei beiden Expositionstemperaturen ein Infektidsitatsverlust
der Viren beobachtet werden. Nach zehn Tagen Inkubationszeit war bei 20 °C kein
infektioses Virus mehr nachzuweisen (signifikanter Unterschied von Tag drei zu zehn mit p=
0,05). Bei 4 °C war ebenfalls ein deutlicher Infektiositatsverlust bis Tag zehn zu verzeichnen.
Der Unterschied der mittleren ID von Tag drei gegenidber Tag zehn war mit p = 0,05

statistisch signifikant.

Der Abfall der mittleren ID lies sich bei 20 °C stets deutlicher beobachten als bei 4 °C. Im
Vergleich der Temperaturen zeichnete sich der Unterschied der mittleren ID an Tag drei bei
den Natriumchloridkonzentrationen von 2 %, 6 % und 12 % als statistisch signifikant aus (mit
p = 0,01, p=0,02 und p = 0,04). An Tag zehn zeigten sich signifikante Unterschiede der
mittleren ID bei den Konzentrationen 6 % und 12 % Natriumchlorid (p = 0,029) im

Temperaturvergleich.
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Abbildung 9: Einfluss verschiedener Natriumchloridkonzentrationen auf des Influenzavirus H3N8, bei
einer Expositionstemperatur von 4 °C
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—m— 2% NaCl 20°C
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Abbildung 10: Einfluss verschiedener Natriumchloridkonzentrationen auf das Influenzavirus H3N8, bei
einer Expositionstemperatur von 20 °C

In den Versuchsreihen mit Natriumchlorid konnte ein Einfluss von Temperatur, Zeit und
Salzkonzentration auf die Inaktivierbarkeit des H3N8-Virus beobachtet werden. Die mittels

Mann Whitney-Test ermittelten Signifikanzen sind im Einzelnen im Anhang aufgefuhrt.

4.3.4.2 Einfluss von D/L-Milchsédure auf das Geflugelinfluenzavirus H3N8

Die Milchséaureversuchsreihe erfolgte mit dem H3N8-Virus unter den in Tabelle 29

dargestellten Versuchsbedingungen.

Tabelle 29: Versuchsgruppen in Studien zum Einfluss von D/L- Milchsaureversuchsreihe auf
Influenzavirus H3N8

Gruppe D/L-MS (%) pH-Werte Zeit (h) Temperatur (°C)
1 0,00 7,39 -7,46
2 0,10 580-599 | 1/24/72 4120
3 0,15 4,38 -4,70
4 0,20 3,80-3,91

In Abhé&ngigkeit von Inkubationszeit und Milchsdurekonzentration wurden folgende

Ergebnisse beobachtet.
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Tabelle 30: Nachweisbarkeit von infektiosem Influenzavirus im Brutei

1 h (n=3) 24 h (n=2) 72 h (n=1)
D/L- MS (%) in PBS

4°C 20°C 4°C 20°C 4°C 20 °C

0,00 + + + + + +
0,10 + + + + + +
0,15 + + + + - -
0,20 - - - - - -

Virusnachweis im Ei: ja +/ nein -
n — Anzahl der Durchfiihrungen (Doppelansatz)

Nach einstiindiger Inkubation mit 0,2 %iger Milchs&ure war unabhéngig von der Temperatur
kein infektidses Virus im Brutei mehr nachzuweisen. Die gleiche Beobachtung wurde nach
72-stundiger Inkubation mit 0,15 %iger Milchsdure gemacht. Bei Inkubation mit 0,1 %iger
Milchsaure waren dagegen infektiose Viren Uber den gesamten Versuchszeitraum

nachweisbar.

4.4 Versuchsreihen mit Rohwirsten

4.4.1 Hergestellte Produkte

Die Herstellung aller Rohwiirste in den Versuchsreihen erfolgte mit einer Menge von 2,5 %
Natriumchlorid in der Rezeptur. Die zu Reifebeginn ermittelten Gehalte betrugen in den
kurzgereiften Rohwirsten zwischen 2,3 und 2,8 %, in den langgereiften Wirsten der ECHO-
Virus Versuchsreihe 1,9 %. Mit zunehmender Reifedauer und damit verbundener
Abtrocknung stieg im Zuge der Trockensubstanzzunahme der Natriumchloridgehalt an. Bei
den langgereiften Rohwirsten wurde ein Gehalt von 4,4 % an Tag 56 ermittelt. Die

Kochsalzgehalte entsprechen damit produkttypischen Werten.

Nitrit wurde mit einer Menge von 145 ppm pro kg Brét eingesetzt. Die an Tag null
beziehungsweise eins in den Rohwirsten wieder gefundenen Werte lagen zwischen 15 und
104 ppm. Nach einer Woche zeigt sich in allen Rohwirsten eine Abnahme des Nitritgehaltes.
An Tag 14 war Kkein Nitrit mehr nachweisbar, was auf einen abgeschlossenen

Umrdtungsprozess hinweist.

In den hergestellten kurzgereiften Rohwirsten wurde ein charakteristisch schneller pH-Wert-
abfall in den ersten sieben Tagen beobachtet. Der Abnahme erfolgte bei den 22 °C
gelagerten Produkten schneller als bei der 7 °C -Lagerung. Diese Beobachtung lasst sich in
einer erhohten Stoffwechselaktivitat der MSB bei 22 °C und der damit verbundenen

Milchsaureproduktion erklaren.
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Bei der Versuchsreihe mit ECHO-Viren in langgereiften Wirsten stieg der pH-Wert nach
anfanglichem Absinken auf 5,1 allm&hlich bis Tag 56 wieder an. Dies entspricht einem
produkttypischen Verlauf. Mit fortschreitender Reifedauer nimmt die hohe Anzahl an MSB

langsam ab und damit auch die S&ureproduktion.

Die Messung der a,-Werte in den hergestellten Rohwiirsten ergab produkttypische Werte. In
den kurzgereiften Wirsten zeigte sich ein weitgehend konstanter a,-Wert. In den
langgereiften Produkten konnte dagegen eine charakteristische Abtrocknung wéhrend der

Reifung beobachtet werden.

In Rohwirsten kommt neben D-Milchsaure als Hauptmetabolit verschiedener Laktobazillen
auch L-Milchs&ure (Fleischmilchs&ure) vor. Der Gehalt an D-Milchs&ure steigt im Verlauf der
Rohwurstreifung bedingt durch die Stoffwechselaktivitdét der MSB. Damit spiegelt er die

mikrobiologische Reifung in Rohwurstprodukten wieder.

In den kurzgereiften Rohwirsten war in der Versuchsreihe mit ECHO-Virus bis Tag 28 ein
charakteristischer Anstieg des D-Milchsauregehaltes zu beobachten. In den langgereiften
Produkten zeigte sich typischerweise ein Anstieg der D-Milchsauregehalte mit zunehmender
Reifedauer. Der bereits an Tag null gemessene Gehalt an L-Milchs&ure ist auf physiologisch

im Muskelfleisch enthaltenes Laktat zurtickzuftihren.

In den kurzgereiften Produkten der Versuchsreihe mit Influenzavirus H3N8 konnte nach 14
Tagen bei 7 °C keine D-Milchsaure gemessen werden — gleichzeitig wurde ein nur geringer
Anstieg in der Anzahl der MSB und der GKZ ermittelt. Bei den 22 °C gelagerten Rohwursten

wurden hingegen ubliche Keimzahlen und ein Anstieg im D-Milchsé&uregehalt beobachtet.

In den kurzgereiften Rohwirsten mit Influenzavirus HSN6 wurden bei beiden Temperaturen
Ubliche Keimzahlen beobachtet, jedoch kaum eine D-Milchs&urebildung. Die gemessenen

Gehalte an L-Milchsdure waren deutlich hoher.
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Abbildung 11: Langgereifte Rohwiirste in der Reifekammer

4.4.2 Tenazitat von ECHO-Virus in kurzgereiften Rohwirsten

Die Kontamination des Brates erfolgte auf 1 kg mit 10 ml Virussuspension mit einem Titer

von 10%7 log TCIDsy/ml. Daraus ergibt sich eine Kontaminationsdosis von 10"’ TCIDs, pro

zehn g Brat. Eine Wiederfindungsrate von 2 % kann in den entnommenen Bratproben an

Tag null angenommen werden.

Tabelle 31: Mittlere Virustiter in kurzgereiften Rohwiirsten der Versuchsreihe mit ECHO-Virus

Tag TCIDsp (I0g10/ml) Standard-
(Gruppe) x = Mittelwert aus n=5 abweichung
0 6,05 0,497
3 22°C 555 0,274
0,274
o * o * L]
7 22 °C 5,30 7°C | 5,40 0.137
0,370
o * o i)
14 22 °C 5,45 7°C | 5,80 0112
0,285
o * o i)
21 22 °C 4,65 7°C | 5,50 0.354
0,306
o * o * L]
28 22 °C 4,00 7°C | 5,00 0.000

"n= 10, * statistisch signifikanter Unterschied zu Tag 0

Die post hoc-Betrachtung erfolgte mit dem Verfahren nach Tukey. Dabei zeigte sich im

Vergleich zum Ausgangstiter (Tag 0) nach drei Tagen keine signifikante Titerreduktion.

Ab Tag sieben unterschieden sich jedoch die Virustiter aller Gruppen bei 22 °C signifikant

zur Ausgangsgruppe. Bei 7 °C hingegen trat kein kontinuierlich signifikanter Unterschied auf.

60



Ergebnisse

Es unterschieden sich hier die Gruppen sieben und 28 signifikant zu Gruppe null. Um den
Einfluss ,Temperatur” zu prifen, erfolgte die vergleichende Betrachtung der Gruppen ab Tag
sieben, da die kurzgereiften Wirste bis zum Tag drei bei einheitlicher Temperatur gelagert
wurden. Wahrend sich im t-Test bei den Gruppen an Tag sieben und Tag 14 kein
Unterschied im Virustiter zeigte, so lie3 sich an Tag 21 und 28 ein signifikanter Unterschied
im Vergleich der beiden Temperaturen 7 °C und 22 °C feststellen. Bei 22 °C konnte eine

insgesamt starkere Reduktion des Virustiters beobachtet werden.

Die Prifung eines linearen Zusammenhanges der Variablen Virustiter und Zeit (Tag) erfolgte
getrennt nach Temperatur. Firr 7 °C lag der berechnete Wert der TestgroRe R? bei 0,349. Die
Anpassung an das lineare Modell ist demnach eher gering. Eine héhere Anpassung an das
Modell konnte flr die Virustiter bei einer Expositionstemperatur von 22 °C festgestellt werden

(R*=0,734). Hier zeigte sich ein linearer Zusammenhang von Virustiter und Zeit deutlicher.
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7,0 A ¢ Mittlerer Virustiter (n=5, 2xSEM) Lagerung: 7 °C
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Abbildung 12: Verlauf der ECHO-Virustiter in kurzgereiften Rohwirsten in Abh&ngigkeit von Reife- und
Lagerungstemperatur

Die Prufung der Korrelation von Virustiter und Zeit erfolgte ebenfalls getrennt nach
Temperatur. Bei 7 °C ergab sich mit Berechnung des Korrelationskoeffizienten nach Pearson
von -0,589 ein mittelgrof3er linearer Zusammenhang. Bei 22 °C dagegen zeigte sich ein
hoher linearer = Zusammenhang zwischen Virustiter und Zeit mit einem
Korrelationskoeffizienten von -0,857. Der Virustiter war fur beide Betrachtungen negativ mit

der Zeit korreliert. Die Korrelation war auf dem Niveau von 0,01 (2- seitig) signifikant.
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4.4.3 Ergebnisse der chemischen Untersuchung kurzgereifter Rohwirste in
Versuchsreihen mit ECHO-Virus

Die chemische Untersuchung der hergestellten Rohwiirste erfolgte anhand der unbeimpften

Kontrollchargen, welche unter analogen Bedingungen hergestellt wurden.

Tabelle 32 : Ergebnisse der chemischen Untersuchung kurzgereifter Rohwirste der unbeimpften
Kontrollchargen in Versuchsreihen mit ECHO-Virus

Tag Wasser (%) Fett (%) Rohprotein (%) BEFFE (%) BEFFE i.FE (%)
0 55,8 23,3 16,4 15,4 94,2
21 43,7 27,9 21,8 20,7 94,9

Angabe des arithmetischen Mittels jeweils aus Doppelbestimmung
BEFFE: Bindegewebseiweil3freies Fleischeiweild
BEFFE i. FE: Bindegewebseiweil3freies Fleischeiweild im Fleischeiweil3

Hinsichtlich ihrer Zusammensetzung entsprachen die kurzgereiften Rohwirste einer
handelsublichen Ware. Die Zunahme des Fett- und Proteingehaltes ist durch den
Wasserverlust und die damit verbundenen Zunahme des Trockensubstanzgehaltes zu

erklaren.

Tabelle 33 : Ergebnisse der chemischen Untersuchung kurzgereifter Rohwirste der unbeimpften
Kontrollchargen der Versuchsreihe mit ECHO-Virus, Reifung und Lagerung bei 7 °C

g NaCl Nitrit D-MS L- MS
(9/100g) (ma/kg) (9/100g) (9/100g)
0 2,8 103 0,00 0,00
3 : 15 - -
14 - n.n. 0,17 0,01
21 3,4 - - )
28 : : 0,30 0,01

Angabe des arithmetischen Mittels jeweils aus Doppelbestimmung
n.n.: nicht nachweisbar, - nicht durchgefihrt
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Tabelle 34: Ergebnisse der chemischen Untersuchung kurzgereifter Rohwirste der unbeimpften
Kontrollchargen der Versuchsreihe mit ECHO-Virus, Reifung und Lagerung bei 22 °C

Tag NaCl Nitrit D-MS L- MS
(9/100g) (ma/kg) (9/100g) (9/100g)
0 2,8 104 0,00 0,01
3 : 15 : -
14 - n.n. 0,36 0,01
21 3,4 - - )
28 : : 0,40 0,01

Angabe des arithmetischen Mittels jeweils aus Doppelbestimmung
n.n.: nicht nachweisbar, - nicht durchgefihrt

Die Ergebnisse der chemischen Analyse zeigten produkttypische Werte. Bei den Wiirsten
beider Temperaturprofile zeigte sich im Zusammenhang mit dem Umrétungsprozess ein
Abbau von Nitrit im Verlauf der Zeit. Der Natriumchloridgehalt stieg dagegen durch
Wasserverlust und relative Trockensubstanzzunahme an. Ebenso stieg der Gehalt an D-
Milchséaure.

In den folgenden Abbildungen 13 bis 15 sind die Verlaufe von pH-Wert, a,~Wert und der
ermittelten Keimzahlen fir die kurz und langgereifte Rohwirste in Versuchsreihen mit
ECHO-Viren dargestellt.

5,8
—&— kurzgereifte Rohwzrst, Lagerung: 7 °C
—O— kurzgereifte Rohwurst, Lagerung: 22 °C
5,6 _ —v— langgereifte Rohwurst
tr 54 -
=
1
I
o 52
5,0 A
4,8 T T T T T T

0 10 20 30 40 50 60

Abbildung 13: Verlauf des pH-Werts in kurz- und langgereiften Wirsten in Versuchsreihen mit ECHO-
Virus in Abhangigkeit von Lagerungs- und Reifetemperatur
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Bei den kurzgereiften Rohwirsten lie3 sich ein charakteristischer Abfall des pH-Wertes
erkennen. Bei 22 °C erfolgt die Reduktion des pH-Wertes schneller. In den langgereiften
Rohwirsten zeigte sich ein rascher Abfall des pH-Wertes nach sieben Tagen. Bis zum Ende
der Untersuchungsreihe (Tag 56) war ein allméhlicher Wiederanstieg des pH-Wertes

festzustellen.

1,00
0,95 -
0,90 A
5 085 -
=
& 0,80 1
0,75 -
—e— kurzgereifte Rohwurst, Lagerung: 7 °C
0,70 1 | —O— kurzgereifte Rohwurst, Lagerung: 22 °C
—v¥— langgereifte Rohwurst
0,65 T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60
Tag

Abbildung 14: Verlauf der ay-Werte in kurz- und langgereiften Rohwirsten der Versuchsreihen mit ECHO-
Virus in Abhangigkeit von Lagerungs- und Reifungstemperatur

Die Reduktion des a,-Wertes zeigte in Abhéngigkeit zur hergestellten Rohwurstsorte eine
unterschiedliche produkttypische Dynamik. Bei den kurzgereiften Rohwirsten trat durch die
Umverpackung nach der Raucherung nur ein geringer Wasserverlust auf, was folglich nur
geringe Anderungen des a,-Wertes bedingte. Im Vergleich dazu, erfolgte bei langgereiften

Rohwirsten bis Tag 56 eine deutliche Reduktion des a,-Wertes auf 0,70.
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10

—e— EBC langgereifte RW
—o— EBC kurzgereifte RW, Lagerung 7°C
—v— EBC kurzgereifte RW, Lagerung 20°C
—— MSB langgereifte RW

—=— MSB kurzgereifte RW, Lagerung 7°C
—o— MSB kurzgereifte RW, Lagerung 20°C

Keimzahl (log,, KbE/Q)
N

0 10 20 30 40 50 60

Abbildung 15: Keimzahlverlauf in kurz- und langgereiften Rohwirsten der Versuchsreihen mit ECHO-
Virus in Abhéngigkeit von Lagerungs- und Reifungstemperatur

Die Keimzahlverlaufe verhielten sich ebenfalls produkttypisch. Die Anzahl der
Enterobacteriaceae sank deutlich unter log 2,0 KbE/g ab, wahrend sich indes die Anzahl der
Milchsaurebildner rasch erhohte und die Keimflora dominierte. Bei der langgereiften
Rohwurst lie3 sich mit fortschreitender Reifedauer ein leichtes Absinken der Anzahl an

Milchsaurebildnern erkennen.

4.4.4 Tenazitat von ECHO-Virus in langgereiften Rohwursten

Bei der Herstellung der langgereiften Rohwirste wurde 1 kg Brat mit 10 ml einer
Virussuspension mit einem Titer von 10%° TCIDso/ml artifiziell kontaminiert. Das entspricht
einer Kontaminationsdosis von 10"° TCIDs, auf zehn Gramm. Somit kann eine
Wiederfindungsrate von 3,8 % in den entnommenen Bréatproben an Tag null angenommen

werden.
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Tabelle 35: Probentage und mittlere Virustiter in langgereiften Rohwirsten in Versuchsreihen mit ECHO-

Virus
Tag TCIDso(logie/ml) Standard-
(Gruppe) x = Mittelwert aus n=5 abweichung
0 6,08 0,374
7 5,30* 0,209
14 4,95* 0,209
21 4,65* 0,285
28 4,70* 0,209
35 4,00* 0,467
42 4,00* 0,250
49 3,54* 0,209
56 3,50* 0,306

Tn=10, * statistisch signifikanter Unterschied im Virustiter zu Tag O

In der post hoc-Betrachtung mit dem Verfahren nach Tukey wurde im Vergleich zu Gruppe
null bei Gruppe sieben bis 56 ein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Variable
LVirustiter” deutlich. Ab Tag sieben unterschieden sich somit die Virustiter aller Gruppen

signifikant vom Anfangstiter. (Die einzelnen Signifikanzwerte sind im Anhang dargestellt.)

Wourden die Gruppen von Probentag zu Probentag miteinander verglichen, so waren keine
kontinuierlichen Abweichungen von statistischer Signifikanz im Merkmal ,Virustiter® zu
beobachten. Nur im Vergleich von Gruppe null zu sieben und Gruppe 28 zu 35 traten

signifikante Unterschiede auf.

Die Prifung der linearen Regression von Virustiter und Zeit ergab eine hohe Anpassung an
das Modell (linear R? = 0,868). Die Vermutung eines linearen Zusammenhangs zwischen

LVirustiter” und ,Zeit" kann somit bestétigt werden.
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Abbildung 16: Verlauf mittlerer ECHO-Virustiter in langgereiften Rohwirsten

Die Prufung der Korrelation der Variablen ,Virustiter und ,Zeit* (Tag 0-56) ergab einen
Korrelationskoeffizienten nach Pearson von -0,932 (r ist auf dem Niveau von 0,01 (2-seitig)
signifikant). Demnach besteht ein sehr hoher linearer Zusammenhang zwischen ,Virustiter”

und ,Zeit", wobei der Virustiter negativ korreliert mit der Zeit.

4.45 Ergebnisse der chemischen Untersuchung langgereifter Rohwirste in
Versuchsreihen mit ECHO-Virus

Tabelle 36: Zusammensetzung langgereifter Rohwirste der unbeimpften Kontrollchargen der
Versuchsreihen mit ECHO-Virus

Tag Wasser (%) Fett (%) Rohprotein (%) BEFFE (%) BEFFEi.FE (%)
0 55, 2 23,2 17,0 16,0 94,3
56 18,0 42,0 33,3 31,2 93,5

Angabe des arithmetischen Mittels jeweils aus Doppelbestimmung
BEFFE: Bindegewebseiweil3freies Fleischeiweil}
BEFFE i. FE: Bindegewebseiweil3freies Fleischeiweild im Fleischeiweil3

Die hergestellten langgereiften Produkte entsprechen hinsichtlich ihrer Zusammensetzung
handelsiblicher Ware. Dabei war die charakteristische Abtrocknung der Produkte mit
fortschreitender Reifedauer und damit verbundenem Anstieg im Trockensubstanzgehalt

deutlich zu erkennen.
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Tabelle 37: Ergebnisse der chemischen Untersuchung langgereifter Rohwirste der unbeimpften
Kontrollchargen der Versuchsreihen mit ECHO-Virus

g NaCl Nitrit D- MS L- MS
(9/100g) (ma/kg) (9/100g) (9/100g)
0 1,9 15 0 0,28
7 - 9 - -
14 - - 0,22 0,28
28 : : 0,31 0,20
42 - - 0,38 0,18
56 4,4 : 0,45 0,10

Angabe des arithmetischen Mittels jeweils aus Doppellbestimmung
n.n.: nicht nachweisbar, - nicht durchgefihrt

Die Ergebnisse der chemischen Analyse zeigten ebenfalls produkttypische Werte. In
Zusammenhang mit dem Umrdtungsprozess erfolgte ein Abbau von Nitrit. Der
Natriumchloridgehalt stieg dagegen mit zunehmender Reifedauer an, ebenso der Gehalt an
D-Milchsaure. Der bereits an Tag null gemessene Gehalt an L-Milchséure ist auf

physiologisch im Muskelfleisch enthaltenes Laktat zurtickzufuihren.

4.4.6 Influenzaviren in kurzgereiften Rohwursten

Bei der Herstellung des Rohwurstbrats wurde 1 kg Brat mit 10 ml Allantoisflissigkeit mit
einer infektidsen Dosis von 5 x 10"%* EIDso/ml (H3N8) beziehungsweise 5 x 10"% EIDsy/ml
(H5N®6) artifiziell kontaminiert. Damit kann auf zehn Gramm Bréat eine Kontamination von
5 x 10°%® beziehungsweise 5 x 10%% EIDs, angenommen werden. Fiir Influenzavirus H3N8
konnte somit eine Wiederfindungsrate von 0,4 % ermittelt werden und fur H5N6 eine
Wiederfindung von 0,2 %.
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Tabelle 38: Probennahmetage fur die virologische, mikrobiologische, chemische Untersuchung und
Nachweis der Infektiositat des H3N8- und H5N6-Virus im Brutei

Gruppe |Temperatur | Nachweisbarkeit der | Nachweisbarkeit der
(Tag) Infektiositat im Ei Infektiositat im Ei
H3N8 H5N6
O 22 OC + +
22 °C + +
1
7°C - +
22°C n.n. +
3
7 °C + +
22°C n.n. n.n.
7
7 °C + +
10 + +
7°C
14 + +
17 - n.n.

+ Infektionsféhiges Virus nachweisbar, n.n. nicht nachweisbar, - nicht untersucht

Fur Influenzavirus H3N8 konnte nach drei Tagen Lagerung bei 22 °C kein infektidses Virus
im Wurstbrat mehr nachgewiesen werden. Dagegen war bei den 7 °C gelagerten
Rohwirsten ein Virusnachweis noch an Tag 14 moglich. Allerdings zeigte sich auch bei

dieser Temperatur eine fortschreitende Reduktion des Virustiters.

Das Geflugelinfluenzavirus H5N6 konnte in den Rohwirsten bei einer Reife- und
Lagerungstemperatur von 22 °C nach drei Tagen nachgewiesen werden, jedoch nicht mehr
an Tag sieben. Bei den 7 °C gelagerten Produkten war ein Infektidsitatsnachweis ebenfalls

noch an Tag 14 mdglich, jedoch nicht mehr an Tag 17.

4.4.6.1 Tenazitat von Influenzavirus H3NS8

Um einen Temperatureinfluss auf den Virustiter zu prifen, wurden die Gruppen nach Tag
getrennt mittels Mann-Whitney-Test fur 7 °C und 22 °C miteinander verglichen. Ein
statistisch signifikanter Unterschied zeigte sich zwischen den beiden Temperaturen ab Tag
drei (mit p = 0,048 an Tag drei, p = 0,008 an Tag sieben, p = 0,008 an Tag zehn und p =
0,008 an Tag 14).
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Im Vergleich der Virustiter von Tag drei bis 14 (fir 7 °C) beziehungsweise drei bis sieben (fur
22 °C) zum Ausgangstiter (Tag 0) zeichnete sich stets ein signifikanter Unterschied ab (mit

jeweils p= 0,008).

Die Prufung auf eine lineare Regression von Virustiter und Zeit bei 7 °C lieferte eine hohe

Anpassung an das lineare Modell mit R?= 0,890.

4,5

4,0 1 —o— H3N8 Lagerung: 7°C
—e— H3N8 Lagerung: 22°C
3,5 - = y=569x-0,46/ 7°C

3,0
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2,0 A

1,5 A

1,0

Mittlere infektiése Dosis im Ei [log, 1x5 /ml

0,5

0,0

Tag

Abbildung 17: Verlauf der mittleren infektiosen Dosis in kurzgereiften Rohwirsten der Versuchsreihen
mit Influenzavirus H3N8 in Abhangigkeit von Reife- und Lagerungstemperatur

Die Prufung der Korrelation der Variablen ,Virustiter* und ,Zeit ergab fur 7 °C einen
Korrelationskoeffizienten nach Spearman von -0,946 (r ist auf dem Niveau von 0,01 (2-seitig)

signifikant). Somit zeigt sich zwischen beiden Grol3en ein hoher linearer Zusammenhang

4.4.6.2 Tenazitat von Influenzavirus H5N6

Um einen Temperatureinfluss auf den Virustiter zu prifen wurden die Gruppen analog zu
H3N8 mittels Mann- Whitney-Test verglichen. Ein statistisch signifikanter Unterschied

zwischen den beiden Temperaturen zeigte sich nur an Tag sieben.

Im Vergleich der Virustiter von Tag eins bis 17 zum Ausgangstiter (Tag null) ergab sich das
gleiche Ergebnis wie bereits bei H3N8 beobachtet. Fir beide Temperaturen zeigten sich

stets signifikante Unterschiede (mit jeweils p= 0,008).

Die Prifung auf lineare Regression von Virustiter und Zeit lieferte mit einem Wert der
TestgroRe R? = 0,856 fur 7 °C und R*= 0,918 fiir 22 °C jeweils eine hohe Anpassung an das

lineare Modell.
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Abbildung 18: Verlauf der mittleren infektiosen Dosis in kurzgereiften Rohwursten der Versuchsreihe mit
dem Influenzavirus H5N6 in Abhé&ngigkeit von Reife- und Lagerungstemperatur

Die Prufung der Korrelation der Variablen ,Virustiter® und ,Zeit* ergab fiur die beiden
Temperaturen Korrelationskoeffizienten nach Spearman von -0,934 bzw. -0,938 (r ist auf
dem Niveau von 0,01 (2-seitig) signifikant). Daher besteht ebenfalls ein hoher linearer

Zusammenhang dieser beiden Gro3en.

4.4.7 Ergebnisse der chemische Untersuchung kurzgereifter Rohwuirste in
Versuchsreihen mit Influenzaviren

4.4.7.1 Influenzavirus H3NS8

Tabelle 39: Zusammensetzung kurzgereifter Rohwirste der unbeimpften Kontrollchargen der
Versuchsreihen mit dem H3N8-Virus

Tag Wasser (%) Fett (%) Rohprotein (%) BEFFE (%) BEFFE i.FE (%)
0 54,6 27,6 16,1 14,6 90,6
14 55,3 26,1 16,2 15,8 93,1

Angabe des arithmetischen Mittels jeweils aus Doppelbestimmung
BEFFE: Bindegewebseiweil3freies Fleischeiweild
BEFFE i. FE: Bindegewebseiweil3freies Fleischeiweil im Fleischeiweil’

Das hergestellt Produkt entsprach in seiner Zusammensetzung handelsublicher Ware.
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Tabelle 40: Ergebnisse der chemischen und mikrobiologischen Untersuchung kurzgereifter Rohwurste
der unbeimpften Kontrollchargen der Versuchsreihen mit dem H3N8-Virus, Lagerung und
Reifung bei 7 °C

Tag NacCl Nitrit D-MS L-MS MSB/GKZ
(9/1009) (mg/kg) (g/1009) (9/1009) (log KbE/gQ)
0 2,3 33 n.n. 0,34 0/5,00
7 - 8 n.n. 0,33 0/3,66
14 2,3 - n.n. 0,33 4,88/4,94

n.n. nicht nachweisbar, - nicht untersucht

Tabelle 41: Ergebnisse der chemischen und mikrobiologischen Untersuchungen kurzgereifter Rohwirste
der unbeimpften Kontrollchargen der Versuchsreihen mit dem H3N8-Virus, Lagerung und
Reifung bei 22 °C

Ta NaCl Nitrit D-MS L-MS MSB/GKZ
9 (g/1009) (mg/kg) (g/1009) (9/1009) (log KbE/qQ)

0 - - 0,0 0,34 0/5,00

7 - - 0,28 0,23 7,18/7,24

n.n. nicht nachweisbar, - nicht untersucht

Die chemische Analyse zeigte das Absinken des Nitritgehaltes. Der Anstieg in der MSB-
Anzahl zeigte Unterschiede im Vergleich der beiden Temperaturen. Der Nachweis von D-
Milchs&ure war in den Produkten bei 7 °C nicht mdglich.

—@&— kurzgereifte Rohwurst, Lagerung 7 °C
—&— kurzgereifte Rohwurst, Lagerung 22 °C

4,8 T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Tage

Abbildung 19: pH- Wertverl&dufe in kurzgereiften Rohwursten in Versuchsreihen mit dem H3N8-Virus
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Abbildung 20: aw-Wertverlaufe in kurzgereiften Rohwirsten in Versuchsreihen mit dem H3N8-Virus und
H5N6-Virus, Lagerung und Reifung bei 7 °C

Bei Lagerung und Reifung der kurzgereiften Rohwirste bei 22 °C entsprach der Verlauf der

ay-Werte bis Tag drei beziehungsweise sieben dem hier abgebildeten Verlauf bei 7 °C.

4.4.7.2 Influenzavirus H5N6

Tabelle 42: Zusammensetzung kurzgereifter Rohwuirste der unbeimpften Kontrollchargen der
Versuchsreihen mit dem H5N6-Virus

Tag Wasser (%) Fett (%) Rohprotein (%) BEFFE (%) BEFFEi.FE (%)

1 48,12 31,00 14,52 13,52 93,1

Angabe des arithmetischen Mittels jeweils aus Doppelbestimmungen
BEFFE: Bindegewebseiweil3freies Fleischeiweild
BEFFE i. FE: Bindegewebseiweil3freies Fleischeiweild im Fleischeiweil’

Tabelle 43: Ergebnisse der chemischen und mikrobiologischen Untersuchung kurzgereifter Rohwuirste
der unbeimpften Kontrollchargen der Versuchsreihen mit dem H5N6-Virus, Reifung und
Lagerung bei 7 °C

Tag NacCl Nitrit D-MS L-MS MSB/ GKZ
(9/1009) (mg/kg) (9/1009) (9/1009) (log KbE/gQ)

0 - 30 0,0 0,28 0/4,25
7 - 21 0,1 0,31 4,59/4,69
18 - - 0,0 0,35 7,08/7,16

- nicht untersucht
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Tabelle 44: Ergebnisse der chemischen und mikrobiologischen Untersuchung kurzgereifter Rohwuirste
der unbeimpften Kontrollchargen der Versuchsreihen mit dem H5N6-Virus, Reifung und
Lagerung bei 22 °C

Ta NaCl Nitrit D-MS L-MS MSB/ GKZ
9 (9/1009) (mg/kg) (9/1009) (9/1009) (log KbE/gQ)
0 - 27 0,0 0,28 0/4,25
7 - 5 0,08 0,30 8,03/8,40

- nicht untersucht

Die chemische Analyse zeigte wiederum das Absinken des Nitritgehalts und einen Anstieg
der MSB. D-Milchsaure war nur in sehr geringen Mengen nachweisbar, der Gehalt an L-

Milchséure lag deutlich héher. L-Milchsdure ist auf im Muskelfleisch vorhandenes Laktat
zuriickzufuhren.

—®— kurzgereifte Rohwurst, Lagerung 7 °C HGNG
56 4 —&— kurzgereifte Rohwurst, Lagerung 22 °C H5N6
’
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Abbildung 21: pH-Wertverlaufe in kurzgereiften Rohwursten in Versuchsreihen mit dem H5N6-Virus

4.4.8 Ergebnisse der mittels real time RT-PCR untersuchten Wurstproben

In allen mittels real time RT-PCR auf ECHO-Virus untersuchten Probenhomogenaten der

kurz- und langgereiften Rohwirste konnte das entsprechende Virusgenom nachgewiesen
werden (Abbildung 22- 24).
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Fluarescence (dRn)

Abbildung 22: Nachweis von ECHO-Virus in langgereiften Rohwirsten - Amplifikationskurven der real
time RT-PCR

Ebenso konnte in allen mittels real time RT-PCR auf Influenzavirus untersuchten

Probenhomogenaten der kurzgereiften Rohwurste Influenza A-Virusgenom nachgewiesen
werden.

PK P;roben vond0 - ;14 ;

Fluorescancs (dRn)

Abbildung 23: Nachweis von Influenza A-Virus in kurzgereiften Rohwirsten der Versuchsreihe mit dem
H3N8-Virus — Amplifikationskurven der real time RT-PCR

Die Kurven zeigen in der Reihenfolge: Positivkontrolle (PK), Proben der Versuchstage: 0 d,
3dbei22°C,7dbei7°C,3dbei7°C,10d bei 7 °C, 14 d bei 7 °C, 7 d bei 22°C.
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PK Proben der d 0 -18

Fluarescence (dRn)

Abbildung 24: Nachweis von Influenza A-Virus in kurzgereiften Rohwirsten der Versuchsreihe mit dem
H5N6-Virus — Amplifikationskurven der real time RT-PCR

Die Kurven zeigen in der Reihenfolge: Positivkontrolle (PK), Proben der Versuchstage: 7 d
bei 7 °C,3 d bei 22 °C,3d bei 7 °C,0d, 10 d bei 7 °C, 18 d bei 7 °C, 7 d bei 22 °C.

Weitere Ergebnisse zur PCR sind im Anhang dargestellt.
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5 Diskussion

5.1 Ziel der Arbeit

Rohwiirste sind Fleischerzeugnisse, deren Bedeutung bei der Ubertragung viraler
Infektionserreger bisher kaum untersucht ist. Im Verlauf dieser Arbeit wurden daher
Untersuchungen zur Tenazitdt und Inaktivierungskinetik anhand niedrigpathogener aviarer
Influenzaviren und ECHO-Viren mit dem Fokus auf Rohwursterzeugnisse durchgefuhrt. Es
sollte geklart werden, inwieweit diese Viren nach experimenteller Kontamination der
Produkte ihre Infektidsitat erhalten. Die gewonnenen Erkenntnisse sollen dazu beitragen, die
Rolle des Lebensmittels Rohwurst als madgliche Quelle lebensmittelassoziierter
Virusinfektionen besser abschéatzen zu kdnnen. Weiterhin sollten Maoglichkeiten einer
gezielten Beeinflussung der untersuchten Viren wahrend der Herstellung beziehungsweise

Reifung und Lagerung von Rohwurstprodukten geprift werden.

Das ECHO-Virus wurde als Vertreter der besonders stabilen Spezies der humanen
Enteroviren eingesetzt. Diese Viren zeichnen sich durch eine hohe Umwelttenazitat aus und
sind héaufig in Wasser oder auch in Muscheln nachzuweisen. Sie konnten ebenfalls in einigen

Lebensmitteln nachgewiesen werden.

Im Zuge der aktuellen Seuchenproblematik mit aviarer Influenza (H5N1) und der méglichen
Infektionsgefahr ausgehend von kontaminierten Gefligelprodukten, wurden stellvertretend

zwei niedrigpathogene Geflugelisolate, H3N8 und H5NG, fur die Versuchsreihen verwendet.

5.2 Vorgehensweise

Zunachst wurde der Einfluss spezifischer rohwurstrelevanter Parameter in vitro gepruft.
Dabei wurde untersucht, inwieweit die Infektiositat der Erreger durch D/L-Milchsaure,
Natriumchlorid und Natriumnitrit in Abhéngigkeit von Expositionstemperatur und -zeit
beeinflusst werden kann. Die ausgewahlten Parameter stellen Faktoren dar, die zu einer
mikrobiologische Stabilisierung von Rohwurstprodukten wesentlich beitragen. Aufgrund der
Komplexitat der Rohwurstzusammensetzung und- matrix sollte anhand der Prifung einzelner
Faktoren eine gezielte Aussage zu deren Wirkung ermoglicht werden. Die Auswahl der
Natriumchlorid-, Natriumnitrit- sowie Milchsaurekonzentrationen fir die Versuchsreihen
orientierte sich an produkttypischen Gehalten. Dabei sollte die ausgewahlte Spannbreite die
Verhéltnisse in Rohwurstprodukten maoglichst reprasentativ erfassen. AnschlieRend erfolgten

Versuchsreihen mit experimentell viruskontaminierten kurz- und langgereiften Rohwirsten.
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Die Herstellung der Rohwirste erfolgte nach praxisiiblicher Rezeptur und Technologie. Auf
den Einsatz von Starterkulturen wurde aus Grinden der Standardisierbarkeit jedoch
verzichtet. Ebenso verzichtet wurde auf den Einsatz von Gewilrzen mit Ausnahme von
Pfeffer. Mogliche Einflisse dieser beiden Parameter sollten in diesen Studien nicht

untersucht werden.

5.3 Versuchsaufbau

Der Virusnachweis von ECHO-Virus erfolgte aufgrund der guten Anzichtbarkeit in der
Zellkultur. Die Kultivierbarkeit gilt dabei als eindeutiges Zeichen fur eine Infektidsitat. Die
Aussage, vermehrungsfahiges, infektioses Virus in den Versuchen nachzuweisen, war von
besonderem Interesse, um ein mdgliches Infektionsrisiko fur Verbraucher abschatzen zu

kdénnen.

In vitro wurde der Einfluss von sieben Konzentrationen an Natriumchlorid, davon drei unter
Zusatz von Natriumnitrit, sowie vier Konzentrationen an D/L-Milchsaure untersucht. Dieser

Einfluss wurde bei zwei Temperaturen und flr zwei Versuchszeiten geprift.

Fur die entsprechenden in vitro-Versuche mit Influenzaviren wurden die Versuchsreihen
reduziert. Es wurde hier der Einfluss von drei Konzentrationen an Natriumchlorid und drei
Konzentrationen an Milchsdure jeweils bei zwei Temperaturen und zu drei Zeitpunkten
getestet. Der Grund fur die Reduktion der Versuchsreihen liegt in der arbeits- und
zeitaufwendigen Methode des Virusnachweis im Brutei. In Vorversuchen wurde die
Kultivierung der beiden Influenzaisolate in MDCK-Zellkultur gegeniber dem Brutei
verglichen. Dabei wurden in Zellkultur stets geringere Virustiter beobachtet als

vergleichsweise im Brutei.

Dass einzelne Influenzavirus-Isolate in Zellkultur nur schlecht replizieren, wurde schon von
STUART-HARRIS u. SCHILD (1976) beschrieben. ASAOKA et al. (2006) konnte eine
verminderte Kultivierbarkeit verschiedener H3N2-Isolate in MDCK-Zellen beobachten. Er

konnte das Phanomen auf eine geringe Rezeptoraffinitat dieser Viren zurtckfihren.

Von einem Virusnachweis von Influenzaviren in Zellkultur wurde aufgrund der geringen
erzielten Virustiter abgesehen und auf den Nachweis im Brutei zurlckgegriffen. Fir die
geplanten Versuchsreihen erwies sich ein Einsatz mdglichst hoher infektioser Dosen zur
Beurteilung einer Inaktivierungskinetik und Tenazitat als notwendig, welche mittels Anzucht
in MDCK-Zellen nicht zu erreichen waren. Die Nachweismethode im Brutei stellt eine der

sensitivsten Verfahren dar, um infektionsfahige Viren nachzuweisen. Die Frage nach der
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Infektionsfahigkeit 1&sst sich mit anderen Methoden des Virusnachweis wie beispielsweise

HA-Test oder PCR nur ungentigend beziehungsweise nicht beantworten.

5.4  Ergebnisse

5.4.1 Nachweis der Viren mittels real time RT-PCR

Parallel zu dem Virusnachweis in Zellkultur und Brutei erfolgte aus den Probenhomogenaten

der Rohwurste zusétzlich ein qualitativer Erregernachweis mittels real time RT-PCR.

In allen untersuchten Wurstproben konnte ECHO-Virus detektiert werden. Ebenso konnte
Influenza A-Virus bei allen untersuchten Proben nachgewiesen werden. Fur Influenza-Viren
zeigte sich allerdings eine Diskrepanz des Virusnachweises mittels PCR gegeniber dem
Infektidsitatsnachweis im Brutei. In allen mittels PCR untersuchten Proben konnte Influenza
A-Virus detektiert werden, welches jedoch nicht in gleichem Mal3e im Brutei replizieren
konnte. Der Nachweis von viralem Genom in der PCR ist nicht gleichzeitig mit der
Infektiositat viraler Partikel assoziiert. So koénnen Fragmente des viralen Genoms
nachgewiesen werden, auch wenn bereits ein Verlust der Infektionsfahigkeit
beziehungsweise eine Degradation der Partikel eingetreten ist. Daher wurde zur
Abschatzung eines mdoglichen Infektionsrisikos besonderes Augenmerk auf den
Infektidsitatsnachweis im Brutei gelegt beziehungsweise den Infektisitatsnachweis in der
Zellkultur.

5.4.2 Einfluss von Natriumchlorid und Natriumnitrit auf ECHO-Virus

Unter den gepriften Versuchsbedingungen zeichneten sich ECHO-Viren durch groR3e
Stabilitat gegeniber Natriumchlorid Konzentrationen von bis zu 20 % aus. Durch die Zugabe
von Nitrit wurde kein zusatzlicher Effekt beobachtet, ebenso wenig ein Einfluss der
Temperatur oder der Zeit auf eine Virusinaktivierung. In dieser Versuchsreihe zeigten die
unbehdlliten Enteroviren mit pH-Werten im neutralen Bereich eine hohe Stabilitat. Eine

Virusinaktivierung wurde in den Versuchsreihen nicht beobachtet.

Dass Natriumchlorid eine Verstarkung der Virusinaktivierung bewirkt, wurde von SALO u.
CLIVER (1976) gegenuber Polio-Viren beobachtet. Die Zugabe von 0,1 molarer NaCl-
Losung zu verschiedenen Pufferlésungen fuhrte bei pH-Werten von 2,8 bis 3,7 zu einer
vergleichsweise stéarkeren Virusinaktivierung als ohne Zusatz von NaCl. Bei hoheren pH-
Werten im Bereich von 4,5 bis 6,5 liel3 sich die Kochsalzwirkung nur in Zusammenhang mit

einer starken Konzentrationssteigerung beobachten. Im Versuch mit ECHO-Virus 7 zeigte
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sich bei Zugabe von NaCl (0,5mol) bei pH-Werten von 3 - 6 ebenfalls eine starkere
Reduktion der Infektiositdt. Es ist daher anzunehmen, dass Kochsalz seine antivirale
Wirkung gegeniiber Enteroviren nur in sehr hohen Konzentrationen beziehungsweise bei

sehr niedrigen pH-Bereichen entfalten kann.

Nitrit ist Bestandteil von Pokelsalz und besitzt eine direkte keimhemmende Wirkung
gegenuber zahlreichen Mikroorganismen. Der Wirkungsmechanismus von Nitrit beruht auf
der Hemmung von Enzymen, der Bindung von Eisen und der Beeinflussung von
Elektronentransporten (WIRTH 1980). Diese Art von Hemmmechanismen spielt bei der
Inaktivierung von Viren keine Rolle. In Untersuchungen mit ECHO- und Polio-Viren in Salami
und Zervelatwurst konnte experimentell mit drei verschiedenen Nitrit-Konzentrationen (von
37,5 bis 150 ppm) kein Einfluss gegeniiber der Kontrolle ohne NaNO, beobachtet werden
(KANTOR u. POTTER 1975). Die Ergebnisse der Studie belegen eigene Untersuchungen
zum Einfluss von Nitrit auf ECHO-Viren im in vitro-Modell. Hier konnte ebenfalls keine
Wirkung durch die Zugabe von NaNO, ermittelt werden. Somit erscheint eine antivirale
Wirkung von Nitrit gegenuber Enteroviren in Konzentrationen bis 200 ppm, als

unwahrscheinlich.

5.4.3 Einfluss von D/L-Milchsaure auf ECHO-Virus

In den Versuchsreihen mit D/L-Milchsdure zeigten ECHO-Viren ebenfalls eine hohe
Stabilitat. Eine signifikante Reduktion im Virustiter konnte nur bei Inkubation mit 0,4 %
Milchséure im Vergleich von drei zu sieben Tagen beobachtet werden. Diese Reduktion

erfolgte bei beiden Versuchstemperaturen gleichermalZen.

Es stellt sich die Frage, ob dieser von der Temperatur als unabhangig beobachteter Effekt
allein auf einer Wirkung des pH-Wertes (3,22-3,26 im Versuch) basiert oder auf einer
zusatzlichen von Milchséure ausgehenden Wirkung. Fir Bakterien ist bekannt, dass neben
dem pH-Wert auch die Art der Saure bei der Inaktivierung eine wichtige Rolle spielt — je
nachdem wie gut eine undissoziierte S&ure die Bakterienmembran penetrieren kann und auf
intrazellulare Prozesse einwirkt (BOOTH u. KROLL 1989). Dabei erweist sich Milchsaure in
der Wirkung gegentber Mikroorganismen schwacher wirksam als andere organische
Sauren. So konnte EKLUND (1990) im Vergleich organsicher Sauren hinsichtlich ihrer
antimikrobiellen Wirksamkeit folgende Abstufung beobachten: Milchsédure < Essigsaure <

Proprionsaure < Sorbinsdure < Benzoesaure.

Fur Rotaviren, welche ebenfalls unbehiilite RNA Viren von groRRer Stabilitat darstellen, wurde
in einer Studie der Temperatureinfluss in sauren Medien untersucht. Dabei konnte kein

Unterschied in der Wirkung zwischen Milchsaure und Essigsaure festgestellt werden (WOOD
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u. ADAMS 1992). Der antivirale Effekt von schwach organischen Sauren wird daher eher auf
die Wirkung des niedrigen pH-Wertes als auf die Wirkung der Saure zuriickgefuhrt. Dass
antivirale Effekte unabhangig der verwendeten Saure in Folge einer pH-Wertsenkung
auftreten, wurde bereits in friheren Untersuchungen mit Rotaviren geaufRert (WEISS u.
CLARK 1985, RODGER et al. 1977).

Da es sich bei Viren im Gegensatz zu Bakterien nicht um lebende Zellen handelt, ist der
Mechanismus der Saureinaktivierung nicht an das Unterbrechen essentieller
Stoffwechselvorgdnge gekoppelt. Ein Verlust der Infektitsitat ist als wahrscheinliche Folge
einer Alteration der Nukleinsdure, des Kapsids beziehungsweise beider Strukturen zu
vermuten (SALO u. CLIVER 1976). Bei unbehillten Viren erfolgt eine Inaktivierung bei
niedrigen pH-Werten mutmalilich tGber eine Denaturierung von Kapsidproteinen (RODGER
et al. 1977). Nach Haas et al. (1995) wirken anorganische Sauren nur Uber die pH-
Wertabsenkung inaktivierend auf Viren. Organische S&auren kénnen daruber hinaus uber
Interaktionen mit lipophilen Oberflachenstrukturen behdllter Viren eine inaktivierende

Wirkung entfalten.

In eine Studie von SALO u. CLIVER (1978) wurde der Einfluss von Zitronen- und
Ascorbinsaurelosungen auf die Inaktivierung von Enteroviren untersucht. Ascorbinsdure und
Zitronensaure unterschieden sich bei gleichem pH-Wert und gleicher Inkubationszeit deutlich
in ihrer Wirkung gegentiber Polio-Virus. Eine deutliche Reduktion im Virustiter wurde nur fur

Ascorbinsaure beobachtet.

Somit lasst sich auch gegenuber unbehullten Viren neben dem pH-Wert Effekt eine Wirkung

organischer Sauren in Abhangigkeit der Saureart vermuten.

In den eigenen in vitro-Versuchsreihen wurde der Einfluss von Salzsaure unter analogen
Bedingungen zu Milchsaure gepruft. Hinsichtlich der beobachteten Virustiter zeigte sich im
Ergebnis mit Salzsdure eine weitgehende Ubereinstimmung mit den Resultaten der
Milchsaurereihe. Allerdings ist diese Ubereinstimmung aufgrund der geringen Anzahl der

Versuchsdurchfihrungen mit Salzsaure (n=2) als eher tendenziell zu sehen.

Auch wenn in den Versuchsreihen mit D/L-Milchsdure und Salzsdure kein
Temperatureinfluss beobachtet werden konnte, so ist die Temperatur als wichtiger
Einflussfaktor zu berlcksichtigen. In Inaktivierungsstudien mit Enteroviren in Pufferldsungen
mit pH-Bereichen von 3 bis 9 wurden Polio- und Coxsackie-Virus bei 30 °C in bedeutend
kirzeren ZeitrAumen inaktiviert als bei 2 °C (SALO u. CLIVER 1976). Der Einfluss einer
Temperaturerh6hung auf die Inaktivierung wurde auch in anderen Studien mit Enteroviren
beobachtet (siehe 2.2.6, BAGDASARYAN 1964, HURST et al. 1989, TIRON 1992).
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5.4.4 Versuchsreihen mit Rohwurst

Die Betrachtung der Viren in der Rohwurstmatrix erfolgt vor einer sehr komplexen Summe
von Einflussfaktoren. Einzelne Faktoren sind immer im gesamten Wirkungssystem in
Wechselwirkung mit anderen Faktoren zu betrachten. Rohwurst ist durch ein komplexes

Zusammenspiel chemischer, physikalischer und mikrobieller Mechanismen gekennzeichnet.

5.4.4.1 Rohwurstprodukte

In Hinblick auf ihre Zusammensetzung entsprachen die hergestellten kurz- und langgereiften
Rohwirste handelsiiblichen Erzeugnissen. Die Messung der pH- und a,-Werte sowie die
Bestimmung der Keimzahlen erfolgte sowohl in den Virus-kontaminierten Produkten als auch
in den unbeimpften Kontrollproben. Die chemische Analyse wurde aus Grinden der
Laborsicherheit nur anhand der nicht-kontaminierten Kontrollen durchgefiihrt. Die
Verwendung gleicher Rohmaterialien und identischer Rezepturen sowie die Herstellung
unter gleichen Bedingungen erlauben im Ruckschluss auf die infizierten Wurstprodukte die

Annahme gleicher Bedingungen.

Hinsichtlich der Nitritgehalte in den Rohwirsten variierten die wiedergefundenen Werte an
Tag null beziehungsweise eins zwischen 15 und 104 ppm. Warum die Anfangswerte in den
langgereiften Wirsten der ECHO-Virus Versuchsreihe (15 ppm) und in kurzgereiften
Wirsten mit Influenzavirus H3N8 (33 ppm) so niedrig lagen ist fraglich. Moglicherweise war
die Zeit zwischen Herstellung und chemischer Analyse Uber ein Einfrieren und Auftauen der

Proben unterschiedlich lang, so dass eine fortschreitende Nitritumsetzung stattfand.

Beziglich der Gehalte an D-Milchsédure wurde in den kurzgereiften Rohwirsten mit ECHO-
Virus ein typischer Anstieg bis zum Tag 28 beobachtet, wobei die Gehalte in den Wursten
bei der 7 °C Lagerung etwas niedriger lagen als bei 22 °C. Dies ist mit einer geringeren

Aktivitat der MSB bei KUhltemperaturen zu erklaren.

Bei den Untersuchungen zur Tenazitat von Influenzavirus H3N8 in kurzgereiften Produkten
konnte nach 14 Tagen bei der 7 °C Lagerung keine D-Milchsdure gemessen werden. Ein
Anstieg in der Anzahl der MSB und der GKZ erfolgte nur m&Rig. Ein fehlender Gehalt an D-
Milchsédure deutet auf eine mangelhafte Fermentation in den Rohwirsten hin, welche in
diesem Fall mit der geringeren Anzahl an milchsaurebildenden Bakterien in Verbindung
gebracht werden kann. Der gemessene Gehalt an L-Milchsdure lasst sich auf

physiologisches Muskellaktat zurtickfhren.
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In den kurzgereiften Rohwirsten mit Influenzavirus HSN6 wurden bei beiden Temperaturen
Ubliche Keimzahlen beobachtet, jedoch kaum eine D-Milchs&urebildung. Eine mangelhafte
Laktatbildung trotz hoher Keimzahlen kann auftreten, wenn entsprechend D-

milchsaurebildende Keime in der Rohwurstflora fehlen.

In den Versuchen mit Rohwirsten wurde das Darstellen praxisnaher Verhaltnisse
angestrebt. Die hergestellten kurz- und langgereifte Rohwirste entsprachen in ihren
Kennzahlen weitgehend handelsublichen Waren und kdnnen somit als reprasentativ fur die

Produktgruppe der Rohwirste angesehen werden.

5.4.4.2 Methodik der experimentellen Rohwurstkontamination

Eine experimentelle Kontamination von Rohwurstprodukten mit Viruspartikeln ist bisher in
der Literatur kaum beschrieben. Fir die Versuchsreihen mit kurz- und langgereiften
Rohwirsten wurde daher in separaten Vorversuchen eine Methodik entwickelt. Wahrend des
maschinellen Kuttervorganges wurde das Rohwurstbrét experimentell mit Virussuspension
beimpft. Anhand der direkten Entnahme von Proben aus der Kutterschissel wurde die
Verteilung der Viruspartikel im Rohwurstbrat gepruft. Fir die Aufbereitung der Bratproben
zum Virusnachweis in Zellkultur wurden ein Ubliches Stomacherverfahren fir die
Aufbereitung von Lebensmittelproben mit anschlieRender Zentrifugation sowie Sterilfiltration

angewandt.

Aus allen untersuchten Bratproben war eine Virusisolierung in Zellkultur beziehungsweise
Brutei mit geringen Abweichungen im Virustiter moglich. Die ermittelten Wiederfindungsraten
im Anschluss an die Herstellung lagen hoéher fir ECHO-Virus (mit 2 % und 3,8 % im
Rohwurstbrat) und etwas niedriger fur Influenzavirus (mit 0,4 % fur H3N8 und 0,2 % fur
H5N6 im Rohwurstbrat). Bei Anwendung gleicher Herstellungsprotokolle sind die geringeren
Wiederfindungsraten fur Influenzavirus maoglicherweise mit einer geringeren Stabilitdt und
schnellerem Infektionsverlust der Influenzaviruspartikel zu erklaren. Ob die
Wiederfindungsraten mittels weiterer Verfahren von Virusaufkonzentrierung noch erhoht
werden konnen, wurde nicht gepruft. Insgesamt lassen Wiederfindungen zwischen 0,2 bis
3,8 % in Anbetracht der experimentell eingesetzten hohen Kontaminationsdosen eine
ausreichend hohe Partikeldichte nach dem Einmischen im Wourstbrdt annehmen. Die
erfolgreiche Virusisolierung aus allen untersuchten Bratproben in Verbindung mit nur
geringen Abweichungen im Virustiter lassen auf eine verhaltnismaRig homogene Verteilung
der Viruspartikel im Wurstbrat riickschlie3en. Dennoch kann eine variable Konzentration von
Viruspartikeln in verschiedenen Kompartimenten der Rohwurstmatrix nicht ausgeschlossen

werden.
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Ein nachteiliger Effekt durch die Zugabe flussiger Virussuspension beziehungsweise
Zellkulturmedium auf die Beschaffenheit des Rohwurstbréates oder Rohwurstreifung wurde

bei den verwendeten Mengen nicht beobachtet.

5.4.5 Tenazitat von ECHO-Virus in kurz- und langgereiften Rohwirsten

In den Versuchen mit kurzgereiften Rohwirsten konnte tber den untersuchten Zeitraum von
28 Tagen eine temperatur- und zeitabh&ngige Reduktion des Virustiters beobachtet werden.
An Tag 28 betrug die Gesamtreduktion des Titers bei 22 °C Lagerung zwei log;o-Stufen. Bei

7 °C erfolgte eine Reduktion um insgesamt eine log;o-Stufe.

In den langgereiften Produkten konnte, &hnlich den kurzgereiften Wirsten bei 22 °C, eine
kontinuierliche Abnahme des Virustiters verzeichnet werden. An Tag 56 betrug die

Gesamtreduktion 2,5 log;o-Stufen.

Ein Temperatureinfluss wurde vor allem bei den kurzgereiften Rohwirsten deutlich. Bei
22 °C erfolgte eine schnellere Reduktion im Virustiter. An Tag 21 und 28 der Reifung

bestand ein signifikanter Unterschied zwischen beiden Lagerungstemperaturen.

In den in vitro-Untersuchungen wurde kein Einfluss von Natriumchlorid in Konzentrationen
bis 20 % auf ECHO-Viren beobachtet. Daher erscheint eine antivirale Wirkung von Kochsalz
in rohwurstiiblichen Mengen von 2 % bis 3 % in der Rohwurst als héchst unwahrscheinlich.
Bei den in vitro-Versuchen mit Milchsdure wurde im relevanten pH-Wert Bereich um 5
ebenfalls keine Wirkung auf ECHO-Viren ermittelt. Dennoch stellt sich die Frage, ob in
Summe auch geringe Salzgehalte in Verbindung mit den rohwursttypischen pH-Werten und
hoherer Reifetemperatur einen Effekt auf die Inaktivierung der ECHO-Viren ausiiben. Die
Wirkung einer Kombination der Einflussfaktoren Natriumchlorid, pH- Wert und Temperatur
gegeniuber ECHO-Viren wurde in vitro nicht untersucht und kann daher auch fir die

Rohwurst nur unzureichend beurteilt werden.

Die fur langgereifte Rohwurstprodukte charakteristische Abtrocknung lie3 den a,-Wert im
Laufe der beobachteten Reifung auf Werte nahe 0,70 sinken. Verschiedene Studien zur
Virustenazitat konnten einen Einfluss des Feuchtigkeithaltes auf die Tenazitat der Viren in
der Umwelt aufzeigen. So konnte beobachtet werden, dass eine hohe relative Feuchtigkeit
die Tenazitat von Enteroviren beglnstigte, wohingegen sich bei Hepatis A- und Rotaviren
eine geringe Feuchtigkeit positiv auf die Tenazitat auswirkte (SATTAR et al. 1986, SATTAR
et al. 1988, MBITHI et al. 1991).

In Studien zur Tenazitat von Enteroviren auf Gemuseoberflachchen war bei Eintrocknen des
Inokulums kein infektionsfahiges Virus mehr nachzuweisen (KONOWALCHUK u. SPEIRS
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1975). Nach dem Trocknen von Bodenproben konnte, im Vergleich zu ungetrockneten
Proben, nach 25 Tagen ebenso kein infektionsféahiges Virus mehr nachgewiesen werden
(BAGDASARYAN 1964).

In langgereiften Rohwirsten sinkt mit fortschreitender Abtrocknung der Wassergehalt im
Produkt deutlich ab. Der Abtrocknungsprozess ist jedoch nicht mit dem Prozess des
Eintrocknens zu vergleichen. In Rohwirsten werden die Viren von einer heterologen Matrix
aus Fett und Protein umgeben, welche die Viren mutmalilich vor einer Austrocknung schutzt.
Somit erscheint ein inaktivierender Einfluss des a,-Wertes in Rohwurst auf die Enteroviren
eher unwahrscheinlich. In gefriergetrockneten Produkten mit sehr geringer Feuchtigkeit (low
moisture foods) konnte von CLIVER et al. (1970) eine hohe Stabilitat von ECHO- und Polio-

Virus beobachtet werden. Die Viren zeigten eine Persistenz von bis zu zwei Monaten.

Obwonhl bei der Herstellung keine Starterkulturen eingesetzt wurden, zeichneten sich die
Rohwirste durch charakteristisch hohe Keimzahlen mit Dominanz von Milchsédurebakterien
aus. Es ist bekannt, dass von Bakterien gebildete Proteine oder Peptide, sogenannte
Bakteriozine, auf andere Bakterien hemmend bzw. abtdtend wirken (beispielsweise Nisin,
Sakazin, Enterocine, Pediocine). Ob Bakteriozine auch gegentber Viren eine inaktivierende
Wirkung entfalten kdnnen, ist dagegen kaum bekannt. In den Versuchen mit Rohwirsten
konnte die Infektidsitat von ECHO-Viren trotz hoher Keimgehalte kaum beeinflusst werden.
Eine antivirale Wirkung bakterieller Stoffwechselprodukte scheint daher eher von
untergeordneter Bedeutung zu sein. In der Studie von KANTOR und POTTER (1975)
wurden trotz hoher Keimzahlen in den Rohwirsten ebenfalls keinerlei Effekte auf die

Tenazitat der untersuchten Viren beobachtet.

Eine gezielte Untersuchung zum Einfluss von Starterkulturen gegenuber Viren ist dennoch
von Interesse. Die Frage, ob bestimmte Bakteriozine oder bakterielle Stoffwechselprodukte

antivirale Wirkungen in Rohwirsten entfalten, ist bisher unzureichend untersucht.

Gleiches gilt fur den Einfluss verschiedener Gewirze und Pflanzenextrakte. Uber mogliche

antivirale Wirkung von Phytozinen in Rohwiirsten ist ebenfalls kaum etwas bekannt.

Fur verschiedene Fruchtsafte konnten virusinaktivierende Eigenschaften gegeniber
Enteroviren aufgezeigt werden. KONOWALCHUK u. SPEIRS (1978) fanden eine
virusinaktivierende Wirkung in frisch hergestellten und kommerziellen Apfelséften gegeniber
Polio- und Coxsackievirus. Dabei zeigte sich frischer Apfelsaft effektiver in der Wirkung als
hitzebehandelte Apfelsaftgetranke. Eine antivirale Wirkung gegeniber Polio-, ECHO- und
Coxsackie-Viren zeigte auch Traubensaft sowie Tee gegeniber Polio-Viren. Die antivirale

Wirkung von Apfel- und Traubensaft kann dabei wahrscheinlich auf die enthaltenen
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Polyphenole, insbesondere auf Tannine, zuruckgefuhrt werden (KONOWALCHUK u.
SPEIRS 1978).

Eine gezielte Untersuchung zum antiviralen Einfluss von Gewilrzen und pflanzlichen
Extrakten, welche in der Rohwurstherstellung Anwendung finden, ist daher ebenfalls von

Interesse.

In den Versuchsreihen mit ECHO-Virus wurden die hergestellten Rohwiirste einem
R&aucherungsverfahren unterzogen (siehe 3.2.6.3.2) R&aucherrauch stellt ein Gemisch aus
Hunderten von chemischen Substanzen dar. In der Gasphase sind vor allem Phenole und
Carbonyle vorhanden, daneben organische Sauren, Alkohole, Furane, Lactone, aromatische
Verbindungen (HILDEBRADT 2004). Ob einzelne Substanzen im Raucherrauch antivirale
Wirkungen entfalten und diese auch in den Rohwirsten und nicht ausschlie3lich auf deren
Oberflache beschrankt zur Wirkung gelangen, kann anhand der durchgefuhrten
Versuchsreihen nicht eingehend beurteilt werden. Das ECHO-Virus zeigte in den
Rohwirsten trotz R&ucherung eine hohe Tenazitdt. Nach dem Prozess des R&ucherns
konnte keine verstarkte Reduktion im Virustiter im Vergleich zu den anderen

Probenahmezeitpunkten beobachtet werden.

5.4.6 Einfluss von Natriumchlorid auf Gefligelinfluenzavirus H3N8

Im Gegensatz zu ECHO-Viren handelt es sich bei Influenzaviren um behillte Viren, die
gegeniuber &auReren Einflissen wie extremen pH-Werten, Hitze oder Trockenheit etc.

wesentlich groRere Empfindlichkeit zeigen.

In der in vitro-Versuchsreihe mit NaCl konnte in Abhangigkeit von Temperatur, Zeit und

Salzkonzentration ein Einfluss auf die Inaktivierbarkeit von H3N8 beobachtet werden.

Mit steigender Salzkonzentration zeigte sich eine vermehrte Inaktivierung der Viren. Die
Inaktivierung erfolgte bei einer Temperatur von 20 °C starker als bei 4 °C. Eine Inkubation
mit 12 % NacCl bei 20 °C fuhrte nach zehn Tagen schlief3lich zum volligen Infektionsverlust
von H3N8.

Der in den Studien von BROWN et al. (2007) und STALLKNECHT et al. (1990a)
beschriebene Zusammenhang zwischen einer Erhéhung des Salzgehaltes und
Beschleunigung der Inaktivierung, kann anhand der eigenen Untersuchungsergebnisse mit
Influenzavirus H3N8 bestétigt werden, ebenso der beobachtete Temperatureffekt. Das

Einwirken hoherer Temperaturen beschleunigt die Inaktivierung von aviaren Influenzaviren.
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5.4.7 Einfluss von D/L-Milchséure auf Gefligelinfluenzavirus H3N8

In den durchgefuhrten Versuchsreihen konnte ein Einfluss von D/L-Milchséure auf das
Influenzavirus H3N8 beobachtet werden. Nach einstindiger Inkubationszeit mit 0,2 %iger
Milchséure konnte eine von der Temperatur unabhéngige Inaktivierung festgestellt werden
(pH-Wert 3,80-3,91). Eine Inaktivierung erfolgte ebenso bei Inkubation mit 0,15 %iger
Milchsaure fur beide gepriften Temperaturen binnen 72 Stunden (pH-Wert 4,38-4,70).
Keine Inaktivierung wurde nach drei Tagen Expositionszeit mit 0,1 %iger Milchsédue (pH 5,8—
5,99) beobachtet.

Studien zur pH-Toleranz von avidren Influenzaviren haben eine Stabilitat der Viren fir den
neutralen Bereich bis 8,5 gezeigt (GLATHE et al. 1982, Lang et. al 1968). Bei niedrigen pH-
Werten (< 5) erfolgt im HA-Molekdl von AIV eine Konformationsanderung, welche die
Voraussetzung fir eine Fusion von Virusmembran mit endosomaler Membran in der
Wirtszelle darstellt (DOMS et. al. 1985, WEBSTER et al. 1988). Fir eine optimale Fusion
muss das Virus bereits vor Exposition niedriger pH-Werte an die Zielmembran gebunden
sein (STEGMANN et. al 1987, WHITE et al. 1982). Nach SATO et al. (1982) trat ein
irreversibler Verlust der Fusionsaktivitat bei Inkubation im sauren Medium (pH 5,0) und einer
Expositionstemperatur von 37 °C ein. Dagegen konnte STEGMANN et al. (1987) bei
Kihltemperatur (0 °C) keinen Verlust der Fusionsfahigkeit bei pH 5 beobachten. Ein
Temperatureffekt wurde bei Alteration im HA-Molekidl vermutet (SATO et al. 1982,
STEGMANN et al. 1987). PURI et al. (1990) konnten in ihren Studien wiederum eine
Variabilitdt von Virussubtypen beobachten. Nach einer 15-minitigen Inkubation im sauren
Medium (pH 5,0) zeigte ein Virusisolat vom Subtyp H3 vollstdndigen Infektionsverlust,

wohingegen ein H2-Subtyp infektids blieb.

In umfangreichen Studien mit Influenza A-Viren zum Einfluss des pH-Wertes auf die
Stabilitat der Infektidsitat und Hamagglutininaktivitat konnten SCHOLTISSEK et al. (1985)
eine Korrelation zwischen der pH-Stabilitdt und dem Hamagglutinin-Subtyp beobachten. Die
Inaktivierungsstudien wurden bei 20 °C und verschiedenen pH-Wertabstufungen
durchgefuhrt. Als relativ stabil zeigten sich alle untersuchten H3-Stdmme, welche ihre
Infektiositat bei pH-Werten zwischen 5,1 und 5,4 verloren. Relativ labil zeigten sich alle
untersuchten Isolate der Subtypen H7 und H5 (Infektiositatsverlust bei pH 5,6 bis 6,0). Als
intermedi&r hinsichtlich ihrer pH-Stabilitdt erwiesen sich die untersuchten H1-Stamme. Dabei
zeigten Stdmme mit bereits gespaltenem Hamagglutininmolekil eine deutlich hohere
Empfindlichkeit gegenlber niedrigen pH-Werten als Stdmme mit nicht gespaltenem HA-
Molekdl. In den eigenen Versuchsreihen mit H3N8 zeigte sich eine erhaltene Infektiositat bei
Inkubation mit pH-Werten von 4,38— 4,70 (0,15 % MS) nach 24 Stunden, bei 20 °C und 4 °C.
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Somit ergeben sich Abweichungen zu den Beobachtungen von SCHOLTISSEK et al. (1985)

zur Inaktivierung von H3-Influenzavirussubtypen.

Obwohl in der Versuchsreihe mit D/L-Milchsaure kein Temperatureinfluss beobachtet werden
konnte, ist dieser Effekt aufgrund des begrenzten Versuchsumfanges nicht auszuschlief3en.
Wie in anderen in vitro-Studien beobachtet wurde, flihrten héhere Temperaturen schneller zu
einer Inaktivierung (STALLKNECHT et al.1990a, b, BROWN et al. 2007). Dies konnte u.a.
auch in praktischen Versuchen bei der Inkubation von AlV-Isolaten in Hihnermist ermittelt
werden (BEARD et al. 1984, LU et al. 2003).

Ob Milchsaure neben dem pH-Effekt eine eigene Wirkung gegenuber Influenzaviren
entfaltet, konnte mit den durchgefiihrten Versuchsreihen nicht Uberprift werden.
Organischen  S&uren  konnen  zusatzlich  Uber Interaktionen  mit  lipophilen
Oberflachenstrukturen behdliter Viren inaktivierend wirken (HAAS et al. 1995). Ein Vergleich
mit der Wirkung anderer organischer Sauren auf AIV wurde in den Versuchsreihen nicht
durchgefuhrt. Die in den pH-Studien von SCHOLTISSEK et al. (1985) gewonnenen

Ergebnisse wurden unter Verwendung von Essigsaure beobachtet.

5.4.8 Tenazitat der Influenzaviren in kurzgereiften Rohwitrsten

In den Untersuchungen mit Kkurzgereifter Rohwurst wurde eine temperatur- und
zeitabhangige Inaktivierung der beiden Influenzavirusisolate beobachtet. Bei 22 °C trat eine
Inaktivierung des H3N8-Virus innerhalb von drei Tagen und des H5NG6-Virus innerhalb von
sieben Tagen auf. Bei 7 °C wurde eine hohere Tenazitat fur beide Influenzaviren beobachtet.

An Tag 17 war kein Infektionsnachweis fir das H5N6-Virus mehr moglich.

Somit zeigen beide Isolate die Fahigkeit, ihre Infektidsitat in der Rohwurstmatrix fir eine
gewisse Zeit aufrecht zu erhalten. Ein fortschreitender Verlust der Infektidsitat konnte fir

beide Viren in Abhangigkeit von Temperatur und Zeit beobachtet werden.

Auch wenn der Unterschied zwischen den Versuchstemperaturen nicht fir jeden
Versuchstag als statistisch signifikant belegt werden kann, so wird mit Berlicksichtigung des
reduzierten Versuchsumfanges die Tendenz einer rascheren Inaktivierung bei der
Temperatur von 22 °C deutlich.

Aus experimentellen Studien von BROWN et al. (2007) und STALLKNECHT et al. (1990)
sowie SHAHID et al. (2009) lasst sich ein Einfluss der Temperatur auf die Tenazitat von AIV
ableiten. Mit steigender Temperatur nimmt die Geschwindigkeit der Inaktivierung zu. In der
Rohwurststudie wurde der Temperatureinfluss ebenfalls beobachtet. Bei 22 °C wurden beide

untersuchten Isolate schneller inaktiviert als bei 4 °C.
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Der beobachtete Unterschied in der Tenazitat des H3N8- und H5N6-Virus bei 22 °C lasst
sich in der variablen Stabilitat von Influenzavirusisolaten vermuten (siehe 2.3.9). Wie unter
anderem die Studien von STALLKNECHT et al. (1990a, b) und BROWN et al. (2007)
zeigten, bestehen deutliche Unterschiede hinsichtlich der Tenazitdt der einzelnen AIlV-
Isolate, wobei HPAI-Isolate nicht zwingend eine hdhere Stabilitdt aufweisen als LPAI-Isolate.
Die Ursachen fir die Heterogenitat von Influenza A-Viren hinsichtlich ihrer Tenazitat sind

weitgehend unbekannt.

Durch Prifung weiterer Isolate kann die Aussagekraft der durchgefiihrten Versuchsreihen

weiterhin erhdht werden.

Anders als bei den ECHO-Viren spielt fur Influenzaviren der pH-Wert in der Rohwurst eine
wichtige Rolle bei der Inaktivierung. Die ermittelten pH-Werte in kurzgereifter Rohwurst
liegen in einem fur Influenza-Viren kritischen Bereich von pH 5,5 - 5,0. Dabei entsprechen
sich die pH-Werte beider Temperaturen an den Tagen drei beziehungsweise sieben, an
denen der Infektionsverlust bei 22 °C beobachtet wurde. Neben der Wirkung des pH-Effektes
kann ein zusatzlich inaktivierender Einfluss durch die D/L-Milchsaure selbst vermutet

werden.

Dass Natriumchlorid in steigenden Konzentrationen einen Einfluss auf die Tenazitdt von
aviaren Influenzaviren ausiibt, wurde ebenfalls in Studien von BROWN et al. (2007) und
STALLKNECHT et al. (1990a, b) als auch in den eigenen Untersuchungen beobachtet.
Daher ist ein Einfluss von Salzgehalten zwischen 2 % und 3 % in Rohwirsten auf die

Inaktivierung der Viren durchaus anzunehmen.

Ein zusatzlicher Einfluss von Nitrit wurde in vitro nicht Gberpruft. Eine Wirkung von Nitrit in

Rohwurst kann daher gegentiber AlV nicht beurteilt werden.

Ein Einfluss des a,-Werts in kurzgereifter Rohwurst ist aufgrund der fehlenden Abtrocknung

beziehungsweise Konstanz des Werts eher nicht zu vermuten.

Zum Einfluss bakterieller Stoffwechselprodukte beziehungsweise Enzymen oder
Bakteriozinen auf die Tenazitdt von Influenzaviren in Rohwirsten existieren bisher keine

gezielten Untersuchungen.

Eine Studie zur Wirkung von pflanzlichen Extrakten auf Influenza A-Virus wurde von
CHANTRILL et al. 1952 durchgefihrt. Es wurden 142 pflanzliche Extrake auf eine antivirale
Wirksamkeit in virusinfizierten Bruteiern untersucht. Dabei erwiesen sich zwolf Substanzen

nach Injektion in die Allantoish6hle hemmend auf die Virusreplikation. Keine Wirkung zeigten
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die Substanzen allerdings, wenn sie in proteinhaltigen Medien oder in den Dottersack injiziert

wurden.

Die antivirale Wirksamkeit wird wahrscheinlich durch Tannine bedingt. Die
virusinaktivierende Wirkung von Tanninen gegenuber Influenzaviren konnte von CARSON u.
FRISCH (1953) bestatigt werden. Nach Injektion von Tanninsdure und verschiedener
Derivate in Bruteier zeigte sich eine deutliche Reduktion in der Infektidsitat der Influenzaviren

im Ei.

Uber eine mogliche antivirale Wirkung von pflanzlichen Stoffen (z. Bsp. von Gewiirzen)

beziehungsweise allgemein von Phytozinen in Rohwirsten ist derzeit kaum etwas bekannt.

5.4.9 Schlussfolgerung aus den beobachteten Ergebnissen mit ECHO-Virus

Fiar das ECHO-Virus konnte in den Versuchen mit kurz- und langgereiften Rohwdrsten eine
Reduktion im Virustiter in Abhangigkeit von Temperatur und Zeit beobachtet werden. Jedoch
erfolgt diese Reduktion verhaltnisméRig langsam. Innerhalb der beobachteten Zeitrdume von
28 Tagen fur kurzgereifte beziehungsweise 56 Tagen fir langgereifte Rohwirste konnte
keine vollstandige Inaktivierung der Viren verzeichnet werden. Das verwendete Modellvirus

ECHO 1 Farouk zeigt damit eine hohe Tenazitat in den untersuchten Rohwurstprodukten.

Diese Ergebnisse zeigen weitgehende Ubereinstimmung mit den Beobachtungen einer
Studie mit Polio-Virus Typ 1 und ECHO-Virus 6 in Rohwirsten (KANTOR u. POTTER 1975).
Nach experimenteller Infektion des Wourstbrats, konnte in den anschlieBend daraus
hergestellten Salami- und Zervelatwirsten eine bemerkenswert hohe Stabilitat der beiden
Viren Uber den Reifungsprozess hinweg festgestellt werden. Bei einer Versuchsdauer von 44
beziehungsweise 56 Tagen wurde unter Kiuhllagerung der Salami bei 4 °C ab Reifetag vier

sowohl bei ECHO- als auch Polio-Virus keine Reduktion der Virustiter beschrieben.

In Annahme einer ahnlichen Stabilitdt anderer Vertreter der Spezies Humaner Enteroviren,
sind Enterovirusinfektionen durch den Verzehr von kontaminierten Rohwirsten als potentiell
madglich anzusehen. Aus experimentellen Grinden erfolgte der Einsatz einer sehr hohen
Virusmenge zur Kontamination der Produkte. Unter praktischen Bedingungen sind derartig
hohe Viruskonzentrationen in einer Rohwurst eher nicht zu erwarten. Jedoch ist die minimal
infektibse Dosis zum Auslosen einer Enterovirusinfektion beim Menschen sehr gering.
(KOPROWSKI et al. 1956, PLOTKIN et al. 1959). Daher sind auch geringere Mengen an
Viren in Rohwurst als gewisses Infektionsrisiko anzusehen. Ob bei einer geringeren

Kontaminationsdosis der Verlauf der Virusinaktivierung analog der in den Versuchen
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beobachteten Kinetik folgt, kann anhand dieses Versuchaufbaus nicht eingehend beurteilt

werden.

Ein Eintrag von Enteroviren kann dabei auf sekundarem Weg Uber infizierte Personen oder
aufgrund mangelnder Hygiene im Zeitraum des Herstellungsprozesses erfolgen. Anders als
Viren mit zoonotischem Potential treten humane Enteroviren naturgemaf nicht im Fleisch

von Tieren auf, welches fir die Herstellung von Rohwirsten eingesetzt wird.

In den Versuchsreihen mit Rohwirsten zeigte das ECHO-Virus eine hohe Stabilitat. Die
beobachtete Inaktivierung erfolgte nur langsam in Abhé&ngigkeit von Temperatur und Zeit.
Die auf3erordentliche Stabilitat der Enteroviren liegt im Aufbau ihres Kapsids begriindet.
Extreme Bedingungen an Hitze, UV-Strahlung, Chlor oder Saure sind notwendig, um diese
Viren zu inaktivieren (NUANUALSUWAN u. CLIVER 2003). Damit erscheinen geeignete
MalBnahmen zur gezielten Inaktivierung von Enteroviren in Rohwurstprodukten wenig
realisierbar beziehungsweise schlecht praktisch durchfihrbar. Extreme S&ure- oder
Salzgehalte konnen in den Produkten aufgrund sensorischer Qualitaten nicht zur

Anwendung gelangen.

Gezielte Malinahmen zur Inaktivierung von Enteroviren in Rohwurstprodukten erscheinen
lediglich Uber die Wahl der Temperatur/Zeit-Kombinationen mdglich. Lange Reife- und
Lagerungszeiten sowie hohe Reifetemperaturen beginstigen eine Virusinaktivierung. Das

Erreichen einer Erregerfreiheit kann jedoch nicht mit Sicherheit angenommen werden.

Bekanntlich werden die meisten Probleme mit lebensmittelassoziierten Viren durch die
Sekundarkontamination der Produkte wahrend deren Zubereitung beziehungsweise
Herstellung hervorgerufen (KOOPMANS u. DUIZER 2004). An Enteroviren erkrankte
Mitarbeiter kbnnen Viren in hohem Malf3e tber Stuhl oder Aerosol ausscheiden und somit
mogliche Kontaminationen von Produkten verursachen. Ein Eintrag der Viren in den
Rohwurstherstellungsprozess kann durch Einhaltung strikter Hygienemal3nahmen
unterbunden werden. Dies betrifft vor sowohl die Personalhygiene als auch die Hygiene im
Produktionsbereich. Dabei ist auf eine ausreichend viruzide Wirkung verwendeter
Desinfektionsmittel zu achten. Im Zusammenhang mit einer Infektionsgefahr durch

Enteroviren ist die Pravention des Erregereintrags als wichtige Malinahme zu nennen.

5.4.10 Schlussfolgerungen aus den beobachteten Ergebnissen mit Influenzaviren

Dass ein unbemerkter Eintrag infizierter Gefligelkarkassen in die Lebensmittelkette ein

latentes Risiko darstellt, wurde bereits in Kapitel 2.3.8. erortert. Wird solches Geflligelfleisch
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zur Herstellung von Rohwurstprodukten eingesetzt, so kann (Uber ein maogliches

Expositionsrisiko fur den Verbraucher diskutiert werden.

Als Risikoprodukt sind Sorten von schnellgereiften streichfahigen Rohwirsten (Mettwirsten)
in Betracht zu ziehen. Insbesondere dann, wenn unter durchgangiger Kihltemperatur gereift
wird. Frische streichfahige Mettwirste werden weder langen Reifungs- und
Trocknungsprozessen unterzogen, wie dies beispielsweise bei Salami geschieht, noch wird
das Material wie bei Koch- oder Bruhwirsten hitzebehandelt. Frische Mettwurst durchlauft
lediglich einen Sauerungs- und sehr kurzen Reifungsprozess, die aber nicht ausreichen,
eventuell vorhandene gesundheitsschadigende Keime sicher abzutéten (BfR 1997). Diese
vorrangig auf pathogene Bakterien bezogene Aussage ist auch in Zusammenhang mit
Influenzaviren von Bedeutung. Eine Reifung unter durchgangiger Kihlung hat das Ziel,
einem mikrobiellen Verderb vorzubeugen. Gleichzeitig bietet eine solche Schnellreifung
glnstige Voraussetzungen sowohl fir die Persistenz pathogener Bakterien als auch von
Viren im Produkt. So vergeht bei frischen Mettwirsten von der Herstellung bis zur
Auslieferung in den Handel beziehungsweise Erwerb durch den Verbraucher nur relativ
wenig Zeit. Erhaltene Infektidsitat von Influenzaviren in Rohwirsten konnte in den
durchgefuihrten Versuchsreihen fir begrenzte Zeit beobachtet werden. Unter Kiihlung bei 7
°C zeigten beide Influenzaisolate nach 14 Tagen noch erhaltene Infektidsitat. Daher
erscheint eine Virusexposition des Verbrauchers bei entsprechend schnellgereiften und

gekuhlten Rohwurstprodukten mit kontaminiertem Geflugelfleisch theoretisch moglich.

In den Versuchsreihen wurde das gesamte Brat experimentell mit einer hohen infektidsen
Dosis kontaminiert. Die Herstellung von Geflugelfleischrohwirsten erfolgt in der Regel nicht
unter ausschlieBlicher Verwendung von Geflugelfleisch. Zumeist finden neben
Geflugelfleisch auch Schweinefleisch und Speck Anwendung. Bei mit Influenza-Viren
infiziertem Gefligel konnten im Muskelfleisch allerdings ebenfalls hohe infektiose Dosen
nachgewiesen werden (siehe 2.3.8). Somit kann eine Kontamination des Rohwurstbrats bei
anteiliger Verwendung entsprechenden Gefliigelfleisches durchaus hohe infektiose Dosen

erreichen.

In den durchgefihrten Versuchsreihen liel3 sich eine Beeinflussung der avidaren
Influenzaviren durch Temperatur, pH-Wert und Salzgehalt feststellen. Wurden die
Rohwurstprodukte einer hdheren Reifetemperatur unterzogen, so folgte eine schnellere

Inaktivierung beider Isolate.

Die Wahl der Temperatur-Zeit Kombination bei der Reifung und Lagerung erscheint somit als
wichtiges Instrument einer méglichen Risikominimierung. Ebenfalls wirken die Hirden pH-

Wert und Kochsalzkonzentration bei hdherer Temperatur effektiver. Mit der Dauer der
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Reifezeit nimmt die Infektionsféhigkeit der Influenzaviren ab. In den Versuchen wurde eine
hohe Korrelation von Titer und Zeit beobachtet. Langere Reifezeiten konnen daher zum

Senken eines Infektionsrisikos mit den Viren dienen.

Langgereifte Produkte wie beispielsweise Salami sind aufgrund ihrer vergleichsweise langen
Reife- und Lagerungszeitenzeiten weniger als Risikoprodukte einzustufen. Ausgehend von
den Beobachtungen mit kurzgereiften Rohwirsten erscheint eine Inaktivierung von avidren
Influenzaviren in der Zeit bis zum Verkauf dieser Produkte im Handel als wahrscheinlich. Auf

Versuchsreihen mit langgereiften Rohwirsten wurde daher verzichtet.

Weitere antivirale Effekte gegenuber Influenzaviren, beispielsweise durch den gezielten
Einsatz von Starterkulturen oder Gewitrzextrakten, bleiben auf eine Nutzbarkeit in der Praxis

noch zu prifen.

Im Zusammenhang mit einer Infektionsgefahr durch aviare Influenzaviren ist die Pravention
des Erregereintrags einerseits als wichtige Mallinahme zu nennen. Durch entsprechende
KontrollmaRnahmen gilt es, den Eintrag infizierter Gefliigelschlachtkérper Gber Importe als
auch Uber die landeseigene Produktion in die Lebensmittelkette zu vermeiden. Zum anderen
ist ein Expositionsrisiko durch die Vermeidung der Herstellung von Risikoprodukten in Form

von unter Kihlbedingungen schnellgereiften Rohwiirsten zu senken.

5.4.11 Temperatureffekt bei Viren

In den durchgefiihrten Versuchsreihen konnte sowohl fir ECHO- als auch aviare
Influenzaviren ein Temperatureffekt beobachtet werden. Bei Raumtemperatur wurde im
Vergleich zur Kuihltemperatur eine schnellere Inaktivierung beobachtet. In anderen Studien
zur Tenazitat von Enteroviren und avidren Influenzaviren konnte dieser Temperatureinfluss
ebenfalls beobachtet werden (siehe Tabelle 9, 13). Aber auch flr andere Viren konnte eine

schnellere Inaktivierung bei Raumtemperaturen gezeigt werden.

Tabelle 45: Ubersicht zum Einfluss der Temperatur auf die Tenazitat verschiedenen Viren

Virus Matrix/ Tenazitat Autor
Versuchsbedingungen
Felines Calicivirus Seewasser Titerreduktion: KADOI u. KADOI,
40 d bei 4 °C: 1-3 log,o-Stufen 2001
bei 20 °C. > 7 log;o-Stufen
Poliovirus Seewasser Titerreduktion: BOSCH,
Hepatitis A-Virus 30d bei 5 °C geringere 1995

Reduktion gegentiber 25 °C
fur beide Viren

Hepatitis A-Virus Seewasser Titerreduktion: ARNAL et al.,
11d Uber 90 % Inaktivierung bei 1998

25 °C nach 11 d,

keine Inaktivierung bei 4°C
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Fortsetzung Tabelle 45

Rotavirus Leitungswasser Titerreduktion: RAPHAEL et al.,
64 d bei 4 °C keine Reduktion 1985
bei 20 °C: 2 log;e-Stufen
Astrovirus Papier Titerreduktion: ABAD et al.,
90d bei 4 °C: 2001

bis 4,5 log;o-Stufen
bei 20 °C: Inaktivierung

binnen 7 d
Felines Calicivirus Glasdeckel Titerreduktion: DOULTREE et al.,
56d bei 4 °C: 4,75 log;o-Stufen 1999
bei 37 °C: Inaktivierung
nach1d

Obwohl der Einsatz von Hitze zur Inaktivierung von Mikroorganismen / Viren in der
Lebensmittelherstellung und —verarbeitung weithin verbreitet ist, so sind die genauen
Mechanismen einer temperaturabhéangigen Inaktivierung in gemaRigten

Temperaturbereichen fur Viren wenig untersucht.

In einer Studie mit Hepatitis A-Virus konnte VOLKIN et al. (1997) im Bereich von 40 °C bis
60 °C keine deutliche Verénderung der Integritdt des Viruspartikels beobachten. Geringe
Veranderungen im Viruskapsid konnten im Bereich von Tryptophan-Aminosaureresten
festgestellt werden. Bei 60 bis 62 °C zeigten sich dagegen deutliche Verénderungen im
Kapsid, welche auf eine klassische Denaturierung verschiedener viraler Proteine
zuruckgefihrt wurden.

Fiar Norovirus ahnliche Partikel konnte bis 60 °C kein Effekt auf die quarternéare Struktur
beobachtet werden. Erst ab 65 °C traten Veranderungen der Form und Partikelstruktur auf
(AUSAR et al. 2006).

Nach einer thermischen Inaktivierung von FCV, Polio-Virus und Hepatitis A-Virus bei 37 °C
zeigte sich eine erhaltene Schutzfunktion des viralen Kapsids gegeniiber RNase. Nach einer
Inaktivierung bei 72 °C wurde das virale RNA-Genom enzymatisch angreifbar. Die Alteration
viraler Zielstrukturen der thermischen Inaktivierung erscheint somit als temperaturabhangig
variabel (NUANULASUWAN u. CLIVER 2003).

In einer Inaktivierungsstudie mit Polio-Virus bei neutralem pH-Wert und gemaRigten
Temperaturen (45 °C) konnten keine Konformationsédnderungen der viralen
Antigenstrukturen beobachtet werden. Die Inaktivierung wurde aufgrund der Hydrolyse der
Virus-RNA durch die RNA-Polymerase innerhalb des Viruspartikels (NEWMAN et al. 1995)
beobachtet. Folglich wurde ein temperaturinduzierter Infektionsverlust bei Picornaviren zum
einen auf einer Proteinkomponente, zum anderen auf einer Komponente des RNA- Genoms

vermutet. Wahrend niedrige Temperaturen das RNA-Genom verandern beziehungsweise
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alterieren, so verursachen hohe Temperaturen Veranderungen am Genom und der
Proteinstruktur (ROMBAUT et al. 1994, ANDRIES et al. 1994).

Nach zwolfstiindiger Inkubation bei 37 °C konnten in einem Kapsidprotein eines MKS-Virus
chemische Veranderungen mittels IEF (Isoelectric focusing)-Verfahrens festgestellt werden
(RAZDAN et al. 1996).

Wahrend chemisch strukturelle Veranderungen fir pharmazeutisch eingesetzte Proteine fir
die Zeit der Herstellung und Lagerung gut beschrieben sind, gestaltet sich der Nachweis
chemischer Verédnderungen wie Oxidation oder Desaminierung als schwierig (VOLKIN et al.
1995, 1997).

Eine thermische Inaktivierung viraler Partikel scheint keinem allgemein gultigen
Mechanismus von Destrukturierungs- und Abbauprozessen zu folgen. Vielmehr bleibt ein
komplexes Geschehen in Abhangigkeit verschiedener Faktoren zu vermuten (AUSAR et al.
2006).

So konnte in den eigenen Versuchsreihen in Abh&ngigkeit des untersuchten Virus ein
Einfluss gemaRigter Temperaturen von 20 - 22 °C beobachtet werden. Jedoch bleibt der

Mechanismus dieses Effektes wenig geklart.

5.4.12 AbschlieRende Betrachtung

In den durchgefuhrten Versuchsreihen mit Rohwirsten konnte fur das ECHO-Virus als
Vertreter der humanen Enteroviren eine hohe Tenazitat beobachtet werden, wohingegen die
untersuchten Influenzavirusisolate eine deutlich geringere Tenazitdt in den Produkten
zeigten. So konnte in Abhangigkeit von der jeweiligen Art des Virus eine unterschiedliche
Inaktivierungskinetik in der Rohwurstmatrix beobachtet werden. Die hohe Tenazitat von
ECHO-Virus in Verbindung mit der geringen minimal infektisen Dosis indiziert, dass sich die
rohwurstspezifischen Konservierungsfaktoren zur mikrobiellen Stabilisierung gegenuber
Enteroviren nicht als effizient erwiesen, um eine effektive Virusinaktivierung zu erzielen.
Gegenuiber  avidgren  Influenzaviren  jedoch  zeigten sich  die  spezifischen
Konservierungsfaktoren wie pH-Wert beziehungsweise Milchsdure und Kochsalzgehalt
durchaus als wirkungsvoll.

Fir das Lebensmittel Rohwurst ist somit das Maf3 an Einflussnahme Uber die spezifischen
Konservierungsfaktoren  beziehungsweise technologischen MaflRhahmen auf eine

Inaktivierung viraler Erreger von der Art des jeweils betrachteten Virus abhéngig.
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Als allgemein wirksam scheint sich der beobachtete Temperatureffekt auf Viren zu erweisen.
Gegenuber Kihltemperatur zeigte sich bei Raumtemperatur eine schnellere Inaktivierung.
Diese Beobachtung konnte sowohl in den eigenen Versuchsreihen als auch in anderen
Studien mit unterschiedlichen Viren gemacht werden. Durch die Verwendung hoherer
Reifetemperaturen erscheint eine gezielte Einflussnahme auf die Inaktivierung von Viren in
Rohwurstprodukten in unterschiedlichem Ausmall moglich. Wie stark sich dieser

Temperatureffekt auswirken kann, ist wiederum von der Art des Virus abhangig zu machen.

Aus den erzielten Ergebnissen dieser Arbeit ergeben sich weitere Fragestellungen. So wurde
eine antivirale Wirkung durch den gezielten Einsatz von Starterkulturen oder Gewirzen
beziehungsweise deren Extrakten in den Versuchsreihen nicht geprift. Ebenso erfolgte in
den in vitro-Modellen keine Prufung kombinierter Effekte (pH-Wert, Salzgehalt, Temperatur)
auf die untersuchten Viren. Fur Influenza A-Viren wurden neben den zwei avidren Isolaten
H3N8 und H5N6 keine weiteren Isolate hinsichtlich ihrer Variabilitdét in der Tenazitat

untersucht.
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Viren gewinnen als Erreger von Lebensmittelinfektionen zunehmend an Bedeutung. Fir das
Jahr 2008 registrierte das Robert Koch-Institut in Deutschland tber 211 000 Erkrankungen
mit Noroviren und Uber 77 000 Félle mit Rotavirus. Als Ausloser infektioser Gastroenteritiden
nehmen Viren damit eine fihrende Position unter den meldepflichtigen Darmerkrankungen
ein. Als Infektionsquelle spielen Lebensmittel eine wichtige Rolle. Vor allem Produkte, die
zum  Rohverzehr bestimmt sind, stehen héaufig in  Zusammenhang  mit
lebensmittelassoziierten Virusinfektionen. Dabei sind auch tierische Erzeugnisse wie

Rohfleischwaren oder Rohmilchprodukte von Bedeutung.

Rohwirste sind in Verbindung mit bakteriellen Lebensmittelinfektionen als Risikoprodukte
bekannt. Zur Infektionsgefahr durch Viren in Rohwurstprodukten existieren bisher wenige
Erkenntnisse. In der vorliegenden Arbeit wurden daher Untersuchungen zur Tenazitat und
Inaktivierung anhand von ECHO-Virus und aviaren Influenzaviren in Rohwirsten
durchgefuhrt. ECHO-Virus wurde als Stellvertreter fur die Spezies Humaner Enteroviren
gewahlt. Vor dem Hintergrund der aktuellen Influenzavirusproblematik wurden zwei
niedrigpathogene Geflugelinfluenzaisolate (H3N8 und HS5N6) in den Untersuchungen

eingesetzt.

Zunachst wurde in vitro der Einfluss der rohwurstspezifischen Konservierungsfaktoren
Natriumchlorid und Natriumnitrit sowie D/L-Milchsdure auf die Inaktivierung der Viren gepruft.
AnschlieRend erfolgten Versuchsreihen mit kurz- und langgereiften Rohwirsten. Dafir

wurden Rohwuirste nach praxisublichen Verfahren hergestellt und experimentell mit Virus
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kontaminiert. Der Infektidsitdtsnachweis erfolgte jeweils in BGM-Zellkultur fir ECHO-Virus

beziehungsweise im Brutei fur Geflugelinfluenzavirus.

In vitro konnte gegenuber ECHO-Viren kein Einfluss von Natriumchlorid in den gepriften
Konzentrationen bis 20 % innerhalb von sieben Tagen beobachtet werden. Natriumnitrit
zeigte ebenfalls keine Wirkung. In der Versuchsreihe mit D/L-Milchsdure zeigte ECHO-Virus
ebenfalls eine hohe Stabilitat. Eine signifikante Titerreduktion trat nur bei der héchsten im
Versuch verwendeten Milchsaurekonzentration von 0,4 % auf. In den Versuchsreihen mit
kurz- und langgereiften Rohwursten erwies sich ECHO-Virus ebenfalls als sehr stabil. Eine
vergleichsweise geringe Virustiterreduktion erfolgte in Abhangigkeit von Zeit und
Temperatur. In den langgereiften Rohwirsten war nach 56 Tagen noch infektiéses Virus
nachweisbar. Die hohe Tenazitadt von ECHO-Virus indiziert, dass sich die
rohwurstspezifischen Konservierungsfaktoren gegeniiber Enteroviren nicht als effizient
erwiesen, um eine effektive Virusinaktivierung herbeizufiihren. Eine gezielte Einflussnahme
auf eine Virusreduktion im Rohwurstprodukt erscheint in begrenztem Mal3 Uber die Wahl der

Temperatur/ Zeit- Kombination wéhrend der Reifung und Lagerung mdglich.

Eine zeit-, temperatur- und konzentrationsabhangige Inaktivierung wurde in der
Versuchsreihe mit Natriumchlorid fir das Influenzavirus H3N8 beobachtet. Nach 10-tagiger
Inkubation mit 12 % Natriumchlorid war bei 20 °C kein infektioses Virus mehr nachzuweisen.
In den Versuchsreihen mit D/L-Milchsédure konnte nach einstindiger Exposition mit 0,2 %iger
Milchsdure ebenfalls kein infektidses Virus mehr nachgewiesen werden. In kurzgereiften
Rohwirsten unterlagen beide untersuchten Influenzavirusisolate einer zeit- und
temperaturabhéngigen Inaktivierung. Bei 22 °C war nach drei Tagen (H3NS8)
beziehungsweise sieben Tagen (H5N6) kein infektioses Virus mehr nachweisbar. Dagegen
konnte bei 7 °C nach 14 Tagen noch infektionsfahiges Virus detektiert werden. Beide
Influenzavirusisolate wiesen in kurzgereiften Rohwirsten somit nur eine begrenzte Tenazitat
auf. Fur den Verbraucher kann im Zusammenhang mit Rohwurstverzehr ein gewisses
Expositionsrisiko entstehen, wenn virushaltiges Geflugelfleisch zur Herstellung von unter
Kihlung schnellgereifter, frischer Rohwirste verwendet wird. Daher ist die Wahl der
Temperatur/Zeit-Kombination bei der Reifung und Lagerung von Rohwurstprodukten als
wichtiges Instrument der Risikominimierung anzuftihren. Im Allgemeinen ist das Mald an
Einflussnahme auf virale Erreger Uber die spezifischen Konservierungsfaktoren
beziehungsweise technologischen MalRnahmen in Rohwurstprodukten von der Art des
jeweiligen Virus abhangig. Ein positiver Einfluss auf die Inaktivierung ist durch die

Anwendung hoherer Reife- und Lagerungstemperaturen zu erwarten.
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Viruses are increasingly recognized as causative pathogens of food borne illness. In 2008
the Robert Koch-Institute recorded more than 211 000 cases of norovirus infections and over
77 000 cases of rotavirus infections. As causative pathogens of infectious gastroenteritis
viruses play a leading role among notifiable enteric diseases. Thereby food is considered as
an important source of viral infection. Particularly raw products are frequently involved in food
borne-viral transmission. In this respect animal products like raw meat or dairy products are

of importance as well.

With regard to food borne iliness caused by bacterial pathogens raw fermented sausages are
known as risk products. However the risk of viral infection due to the consumption of raw
fermented sausage products has hardly been studied. In this study investigations on viral
persistence and inactivation kinetics in raw fermented sausages were made using echovirus
and avian influenza viruses. Echovirus was used as a surrogate for the species of human
enteroviruses. With regard to the current problems with avian influenza virus two low

pathogenic isolates (H3N8 and H5N6) were used in the study.

At first the influence of the relevant parameters sodium chloride, sodium nitrite and D/L-lactic
acid on viral persistence was tested in vitro. Subsequently studies with short and long
fermented raw sausages were conducted. Raw sausages were produced according to
common terms and conditions and experimentally spiked with each virus during processing.
The infectivity of the viruses was determined in Buffalo Green Monkey cells for echovirus and

in embryonated chicken eggs for avian influenza virus.

In vitro no influence of sodium chloride up to concentrations of 20 % could be observed on

persistence of echovirus within a period of 7 days. Also sodium nitrite showed no effect.
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In the series of experiments with D/L-lactic acid echovirus showed high stability as well.
Significant decline in viral titer was only observed with the highest amount of lactic acid
(0.4 %) used in the investigation. In short and long fermented raw sausages echovirus
showed high stability. Only slow decrease in viral titer was observed in dependence on
temperature and time. After 56 days infectious virus was still detectable in long fermented
sausages. The long term survival of echovirus indicates that the relevant preservation
methods were not sufficient to achieve effective viral inactivation of enterovirus in raw
fermented sausages. Influence on viral inactivation seems only possible by applying
appropriate temperature and time during ripening and storage.

An influence of sodium chloride was observed in dependence on time, temperature and
concentration on avian influenza virus H3N8. At 20 °C loss of infectivity was observed by day
10 during exposition to 12 % sodium chloride. Loss of infectivity was also observed after one
hour exposure to 0.2 % D/L-lactic acid. In short fermented raw sausages both influenza
isolates showed inactivation in dependence on time and temperature. At 22 °C no infectious
virus was detected by day 3 (H3N8) and 7 (H5N6), respectively. However, at 7 °C infectious
virus was detectable by day 14 with a low infectious dose. Both influenza viruses were able
to maintain infectivity in raw fermented sausages only for a certain time. The consumption of
raw fermented sausages may pose a certain risk for consumers, if contaminated poultry
carcasses are used for producing kinds of short fermented raw sausages ripened and stored
under cooling only. With regard to avian influenza viruses the choice of temperature and time
for ripening and storage of raw fermented sausages is of importance to reduce the risk of

infection.

Overall the degree of influence on viral pathogens via the specific preservation factors or
technological methods in raw sausages depends on the type of the respective virus. A
positive effect on the inactivation of viruses can be expected from the utilization of higher

temperatures for ripening and storage.
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Abbildung 25: BGM- Zellkultur
Die Abbildung zeigt die BGM-Zellen nach 4 Tagen Inkubationszeit.

Abb. A: intakter Zellverband, Abb. B: cpe hervorgerufen durch ECHO-Virus

Abbildung 26: Makroskopische Besichtigung von Hilhnerembryonen aus mit Influenzavirus infizierten
Bruteiern

Dargestellt sind ein Virus-negativer und ein Virus-positiver Befund.
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Tabelle 46: Auswertung der Befunde der infizierten Bruteier

Makroskopischer Befund Embryo: Positivbefund Makroskopischer Befund Embryo: Negativbefund

- Embryonen deutlich kleiner als - deutlich gréRer (KoérpergréRe, Gewicht)
Negativkontrollen (GroRRe, Gewicht) - weiter entwickelt (vollstandige

- Entwicklungsstatus entspricht etwa Flaumausbildung am ganzen Kérper,
Beimpfungstag (Tag 10/ 11) Entwicklung Krallen, Schnabel)

- Kein Flaum oder nur leichte Flaumansétze - blassrosa Hautfarbe

- Hamorrhagien der Haut
- Anzeichen von Lysis

Bewertung immer in Verbindung mittels Virusnachweis im HA-Test (Nachweis in Allantoisflissigkeit)

(Exemplarisch erfolgte der Virusnachweis von Influenza A-Virus auch aus Allantoisflissigkeit mittels real time
RT-PCR.)

Fluoreseencs (dRn)

Abbildung 27: Exemplarischer Nachweis von Influenza A-Virus in Allantoisflissigkeit infizierter Bruteier
aus den Versuchsreihen mit dem H3N8- Virus — Amplifikationskurven der real time RT-PCR
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TRV 18

Abbildung 28: Infektidsitatsnachweis von Influenzavirus im Brutei: Hihnerembryonen aus der
Versuchsreihe mit HSN6-Virus in kurzgereiften Rohwirsten

Dargestellt ist der Nachweis von infektiosem Influenzavirus aus einer Rohwurstprobe
nach 3 Tagen Reifung und Lagerung bei 7 °C. Die Infektion der Bruteier erfolgte mit

der Verdiinnungsstufe (Vs) von 1:5. Die Embryonen waren Virus-positivim HA-Test.

Abbildung 29: Infektiésitatsnachweis von Influenzavirus im Brutei: Hihneremryonen aus der
Versuchsreihe mit HSN6-Virus in kurzgereiften Rohwirsten

Dargestellt ist der Nachweis von infektiosem Influenzavirus aus einer Rohwurstprobe
nach 3 Tagen Reifung und Lagerung bei 22 °C. Die Infektion der Bruteier erfolgte mit
der Verdiinnungsstufe (Vs) von 1:5. Ein Embryo war Virus-positiv, ein Embryo virus-

negativ im HA-Test.
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Abbildung 30: Infektiésitatsnachweis von Influenzavirus im Brutei: Hihneremryonen aus der
Versuchsreihe mit HSN6-Virus in kurzgereiften Rohwiirsten

Dargestellt ist der Nachweis von infektiosem Influenzavirus aus einer Rohwurstprobe
nach 7 Tagen Reifung und Lagerung bei 7 °C. Die Infektion der Bruteier erfolgte mit
der Verdiinnungsstufe (Vs) von 1:5. Die Embryonen waren Virus-positivim HA-Test.

Abbildung 31: Infektiésitatsnachweis von Influenzavirus im Brutei: Hihneremryonen aus der
Versuchsreihe mit HSN6-Virus in kurzgereiften Rohwirsten

Dargestellt ist der Nachweis von infektiosem Influenzavirus aus einer Rohwurstprobe
nach 7 Tagen Reifung und Lagerung bei 22 °C. Die Infektion der Bruteier erfolgte mit
der Verdiinnungsstufe (Vs) von 1:5. Beide Embryonen waren Virus-negativ im HA-Test.
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Fluorescence (RN}

Abbildung 32: Positiv- und Negativkontrolle des ECHO-Virusnachweis mittels real time RT- PCR in kurz-
und langgereiften Rohwursten

Fluarescence (dRn)

Abbildung 33: Nachweis von ECHO-Virus in kurzgereiften Rohwirsten — Amplifikationskurven der real
time RT-PCR

Dargestellt sind die Proben der Versuchstage: 28 d bei 22 °Cund 7 °C, 3 d, 0 d.
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Abbildung 34: Amplifikationsprodukte der real time RT-PCR fir ECHO-Virus in kurz- und langgereiften
Rohwiursten

Dargestellt sind die Proben der kurzgereiften Rohwirste von Tag 0, 3 und 28 sowie der
langgereiften Rohwirste von Tag 0, 7, 21, 42, 56. Die Fragmentgrofe betragt 101 bp.
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Tabelle 47: ECHO-Virustiter der Versuchsreihe mit Natriumchlorid und Natriumnitrit

TCIDso
GrUPPe  aNo,pm)  ZE) Temp()  fognl e un
n=5
1 (PBS) 0,8 3 4 8,25 0,306
2 2,0 3 4 8,20 0,326
3 6,0 3 4 8,10 0,224
4 12,0 3 4 8,35 0,285
5 20,0 3 4 8,30 0,209
6 2,0/100 3 4 8,15 0,225
7 2,0/150 3 4 8,05 0,371
8 2,0/200 3 4 8,05 0,481
Zeit (d)
1 0,8 7 4 8,10 0,379
2 2,0 7 4 8,15 0,224
3 6,0 7 4 8,40 0,487
4 12,0 7 4 8,50 0,586
5 20,0 7 4 8,55 0,570
6 2,0/100 7 4 8,15 0,379
7 2,0/150 7 4 8,05 0,112
8 2,0/200 7 4 8,20 0,447
Zeit (h)
1 0,8 3 20 8,10 0,487
2 2,0 3 20 8,25 0,395
3 6,0 3 20 8,15 0,379
4 12,0 3 20 8,20 0,412
5 20,0 3 20 8,00 0,250
6 2,0/100 3 20 8,10 0,285
7 2,0/150 3 20 8,25 0,530
8 2,0/200 3 20 8,25 0,433
Zeit (d)
1 0,8 7 20 7,75 0,848
2 2,0 7 20 8,10 0,379
3 6,0 7 20 8,10 0,379
4 12,0 7 20 8,20 0,412
5 20,0 7 20 8,15 0,518
6 2,0/100 7 20 7,95 0,542
7 2,0/150 7 20 8,05 0,209
8 2,0/200 7 20 8,05 0,326
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Tabelle 48: ECHO-Virustiter der Versuchsreihe mit D/L-Milchsaure

TCiDso
Gruppen DIL-Milchséure  Zeit (h) ~ Temp.(°.C) ~ (odw/m) aﬁ\t\f‘é‘igﬁhdn'g
n=5
1 0,10 3 4 8,30 0,326
2 0,15 3 4 8,30 0,370
3 0,20 3 4 8,50 0,250
4 0,30 3 4 8,40 0,418
5 0,40 3 4 8,35 0,137
6 0,00 3 4 8,00 0,000
Zeit (d)
1 0,10 7 4 8,34 0,147
2 0,15 7 4 8,20 0,274
3 0,20 7 4 8,35 0,379
4 0,30 7 4 8,20 0,326
5 0,40 7 4 7,95 0,326
6 0,00 7 4 8,00 0,000
Zeit (n)
1 0,10 3 20 8,25 0177
2 0,15 3 20 8,35 0,418
3 0,20 3 20 8,25 0,433
4 0,30 3 20 8,15 0,379
5 0,40 3 20 8,10 0,224
6 0,00 3 20 8,00 0,000
Zeit (d)
1 0,10 7 20 8,20 0,274
2 0,15 7 20 7,80 0,326
3 0,20 7 20 8,05 0,274
4 0,30 7 20 8,00 0,177
5 0,40 7 20 7,75 0,177
6 0,00 7 20 8,00 0,000
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Tabelle 49: ECHO-Virustiter der Versuchsreihe mit Salzsaure

pH eingestellt mit TCIDso Standards
Gruppen HCI analog zu Zeit ()  Temp. (°C) Nfi't?egvlv%ﬁ"a'as abweichung
MS gk
1 3 4 8,37 0,177
2 3 4 8,50 0,354
3 3 4 8,00 0,000
4 3 4 8,38 0,177
5 3 4 8,38 0,177
6 3 4 8,00 0,000
Zeit (d)
1 7 4 8,00 0,354
2 7 4 8,00 0,354
3 7 4 7,75 0,000
4 7 4 8,13 0,177
5 7 4 7,86 0,177
6 7 4 8,00 0,000
Zeit (h)
1 3 20 8,36 0,530
2 3 20 8,25 0,354
3 3 20 8,25 0,000
4 3 20 8,36 0,177
5 3 20 8,25 0,354
6 3 20 8,00 0,000
Zeit (d)
1 7 20 7,63 0,530
2 7 20 7,38 0,177
3 7 20 7,50 0,354
4 7 20 7,38 0,177
5 7 20 7,38 0,177
6 7 20 8,00 0,000
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Tabelle 50: ECHO-Virustiter der Versuchsreihe mit kurzgereiften Rohwuirsten

Tag TCIDsg Standard-
(= Gruppe) (log1o/ml) abweichung
Mittelwert aus n =5
0 22 °C 6,05 0,497
3 22 °C 5,55 0,274
7 22 °C 5,30* 0,274
7°C 5,40* 0,137
14 22 °C 5,45* 0,370
7°C 5,80 0,112
21 22 °C 4,65* 0,285
7°C 5,50 0,354
28 22 °C 4,00* 0,306
7°C 5,00* 0,000

1 n=10, * statistisch signifikanter Unterschied gegentiber Tag 0
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Tabelle 51: Influenzavirus H3N8 - mittlere infektiose Dosen der Versuchsreihen mit Natriumchlorid

Mittlere Ei-infektiose Dosis

Gruppen NaCl (%) Zeit (d) Temp. (°C) (Iog10 x 5 / ml)

1 0,8 (PBS) 3 4 7,40 n=>5
2 2 3 4 7,33 6
3 6 3 4 7,17 6
4 12 3 4 6,17 6

Zeit (d) n
1 0,8 (PBS) 7 4 6,50 2
2 2 7 4 7,50 2
3 6 7 4 7,00 2
4 12 7 4 5,50 2

Zeit (d) n
1 0,8 (PBS) 10 4 6,67 4
2 2 10 4 5,75 4
3 6 10 4 5,25 4
4 12 10 4 2,75 4

Zeit (d) n
1 0,8 (PBS) 3 20 7,00 5
2 2 3 20 5,83 6
3 6 3 20 5,67 6
4 12 3 20 3,67 6

Zeit (d) n
1 0,8 (PBS) 7 20 6,50 2
2 2 7 20 7,00 2
3 6 7 20 5,00 2
4 12 7 20 2,50 2

Zeit (d) n
1 0,8 (PBS) 10 20 5,67 4
2 2 10 20 5,00 4
3 6 10 20 0,50 4
4 12 10 20 n.n. 4

n.n.: kein infektidéses Virus nachweisbar
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Tabelle 52: Influenzavirus H3N8 - signifikante Ergebnisse der Versuchsreihe mit Natriumchlorid

Mittels Mann-Whitney-Test untersuchte Variable: Infektiése Dosis

Temperatur/ Zeit

Vergleich Gruppe

bei Zeit 3d

bei Zeit 10 d

4°C

PBS -2 %

PBS -6 %

PBS -12 %

0,032*

0,029*

20 °C

PBS -2%

0,015*

PBS -6 %

0,002*

0,029*

PBS -12 %

0,004*

0,029*

Vergleich Zeit

PBS 2%

6 % 12 %

4°C

3d- 7d

3d —10d

- 0,005*

0,005* 0,005*

20 °C

3d- 7d

3d —10d

0

,018* -

0,010* 0,005*

Vergleich Temperatur

4°Cvs.20°C

3d

PBS

2%

0,011~

6 %

0,002*

12 %

0,004*

10d

PBS

2%

6 %

0,029*

12 %

0,029*
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Tabelle 53: Influenzavirus H3N8 - mittlere infektiose Dosen der Versuchsreihe mit kurzgereiften

Rohwiirsten

Tag (= Gruppe)

Mittlere Ei-infektiose

Statistisch signifikanter

Dosis Unterschied
(logio x5/ ml) (Vergleich Temperatur)

0 22 °C 4,0 -
3 22 °C n.n. 0,048*

7°C 1,8
7 22 °C n.n. 0,008*

7°C 1,0
10 7°C 0,8 0,008*
14 7°C 0,35 0,008*

*signifikanter Unterschied / - nicht signifikant (exakte Sign. 2-seitig mit p< 0,05)
n.n : kein infektiéses Virus nachweisbar

Tabelle 54: Influenzavirus H5NG6 - mittlere infektiose Dosen der Versuchsreihen mit kurzgereiften

Rohwiirsten

Tag (= Gruppe)

Mittlere Ei-infektiose

Statistisch signifikanter

Dosis Unterschied
(logio x 5/ ml) (Vergleich Temperatur)
0 22 °C 3,6 -
22 °C 1,8 -
1
7°C 15 -
22 °C 1,5 -
3
7°C 12 -
7 22 °C n.n. 0,008*
7°C 0,6 -
10 7°C 0,1 -
14 7°C 0,1 -
17 7°C n.n. -

*signifikanter Unterschied / - nicht signifikant (exakte Sign. 2-seitig mit p< 0,05)
n.n.: kein infektiéses Virus nachweisbar
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Tabelle 55: Methoden und Materialien/ Chemikalien fir die chemische Untersuchung der Rohwirste

Methode nach LFGB § 64

Chemikalien

Gerate/
Material

Messung des
pH-Wertes
in Wurstwaren

L 08.00-2 1980-09

pH- Meter
pH 340

WTW Weilheim

Bestimmung der
Trockenmasse
in Wurstwaren

L 08:00-3 2008-06

Seesand-
Quarzsand

(0,4- 0,8 mm)

Firma Grissing

Trockenschrank
FD 240
BINDER GmbH

Bestimmung des
Gesamtfettgehaltes
in Wurstwaren

L 08.00-6 1980-09

Salzsaure
Carl Roth GmbH

Petrolether (40- 60)

Trockenschrank
FD 240
BINDER GmbH

Hydrolyseeinheit
HY 16/6

Firma Gerhardt
GmbH & Co. Kg

Soxtherm

Multistat SX PC
Firma Gerhardt
GmbH & Co. Kg

Bestimmung von
Rohprotein

L 08.00-7 in Wurstwaren

2007-04

Kjel Tabs CX
Thomson & Capper LTD,
UK

Schwefelsaure 98%
Carl Roth GmbH

Thermoblock

Turbosog

Vapodest 50

Firma Gerhardt
GmbH & Co. Kg

Bestimmung des
Hydroxyprolingehaltes

L 08.00-8 in Wurstwaren

1980-09

L-Hydroxyprolin
Citronenséaure-Monohydrat
NaOH- Platzchen
Natriumacetat

Natriumethylmercuri-Thio-
salcicylat

1- Propanol

2- Propanol

Zinnfolie
a&p
Instruments
Detmold

Heizblock
Kjeldatherm

Wasserbad
Memmert GmbH
& Co. Kg
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Chloramin-T
Perchlorsaure
Petroleumbenzin (60-80)

4- Dimethylamino-
benzaldehyd

Carl Roth GmbH

Spekralphoto-
Meter

SPEKOL 1200
Analytik Jena
AG

Bestimmung des
Nitritgehaltes

Bromthymolblau
Ethanol 96%
Sulfanylamid

1- Naphtyl- Ethylen-
Ammoniumdichlorid

Natriumnitrit

Spekralphoto-
Meter

SPEKOL 1200
Analytik Jena
AG

Homogenisator
Ultra Turax T25

L 08.00-14 | 2008-06 in Wurstwaren, KIKA Labortech.
enzymatische Kaliumhexacyanoferrat(ll)
Reduktion von Nitrat Trihydrat
zu Nitrit,
Spektralfotometrisches | Zinkacetat
Verfahren
Essigsaure 96%
Carl Roth GmbH
Kit
Bestimmung von D- Milchséure
L- und D-Milchsaure L- Milchs&ure
L 08.00-17 ) 1981-11 (L- und D-Lactat) in Enzymatische
Wourstwaren BioAnalytik
R- Biopharm AG
Kaliumhexacyanoferrat(ll)
Trihydrat Wasserbad
Memmert GmbH
Zinkacetat & Co. Kg
Bestimmung des Essigsaure 96%
L 06.00-5 1980-09 Kochsalzgehaltes

in Wurstwaren

Kaliumchromat

Silbernitrat

Carl Roth GmbH
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Tabelle 56: Methoden und Materialien/ Chemikalien zur mikrobiologischen Untersuchung der Rohwirste

Methode nach LFGB § 64 Material Néhrbdden
: Fertig- Agar
Bestimmung der
aeroben Keimzahl Katalase (HzO2) PC- Agar
. bei 30 °C in : Bln AYAD
L 08:00-37 | 1992-06 . Oxidase Reagenz Firma Sifin

Wurstwaren; o Lo

Spatelverfahren (1% Napht(_) Losung,

(Referenzverfahren) 1% N-N-Dimethyl-1,4— DHL- Agar
phenylendiammonium- Firma Merck
chlorid)

Bestimmung der

L 08.00-41 | 1992-12 aerob wachsenden Carl Roth GmbH MRS- Agar
' Milchsaurebakterien Firma Sifin

in Wurstwaren

Tabelle 57: Rezeptur zur PBS- Herstellung

Rezeptur PBS
mit / ohne NaCl

pH 7,4

Aqua dest.: 1000 ml
Natriumchlorid (NaCl): 8,00 g
Kaliumchlorid (KCI): 0,20g
Dinatriumphosphat (Na2HPO4 x 12H20): 1,15 g
Monokaliumphosphat (KH2PO4): 0,20 g
Calciumchlorid (CacCl): 0,10g

Magnesiumchlorid (MgCI2 x 6H20): 0,10 g
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