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Tagungen

Bericht zum Diskussionsforum
«Viren in Lebensmitteln:
Epidemiologie und Nachweis-
verfahren» vom 31. Mai 2000

Veranstaltung organisiert durch die SGLH, die IGAAM und das BAG an der HS
Widenswil

Roger Glass vom Center of Disease Control (CDC) Atlanta berichtete im ersten
Hauptvortrag tber die Fortschritte der molekularen Epidemiologie von humanen
enterischen Caliciviren (aktuelle Ubersicht in 5). In der CDC-Statistik der gastro-
intestinalen Erkrankungen anfangs der 90er Jahre waren die Caliciviren gerade ein-
mal bei 2% aller Erkrankungen nachgewiesenermassen die Ursache. Bei mehr als
der Hilfte aller Erkrankungen konnte die Ursache jedoch nicht analytisch eruiert
werden und bakterielle Erreger konnten nur bei ca. 10% aller Erkrankungen nach-
gewiesen werden. Dieses Bild hat sich nun durch die molekularen Nachweismog-
lichkeiten von human pathogenen enterischen Viren radikal geindert. In der von
R. Glass prisentierten aktuellen Statistik des CDC Atlanta sind Viren fiir zwei Drit-
tel aller Gastroenteritiden verantwortlich, wovon wiederum zwei Drittel (d.h.
knapp die Hilfte aller Erkrankungen) auf Small Round Structured Viren (SRSV) fal-
len. Der Anteil der durch bakterielle Erreger hervorgerufenen Erkrankungen blieb
hingegen konstant (1, siehe auch 2). Die SRSV bewirken Schwindel (98 %), Erbre-
chen (91 %), Bauchkrampfe (59 %), Durchfall (38 %) und Fieber (34 %). Die infek-
ti6se Dosis von SRSV ist mit weniger als 100 Virenpartikeln sehr gering und ein
Patient scheidet zwei Wochen lang bis zu 10® Partikel/g Stuhl aus. Im Gegensatz zu
andern viralen Erregern kann SRSV auch iiber Vomitus ausgeschieden werden.
SRSV wird durch 10 ppm Chlor, durch Tiefktihlen oder durch Erhitzen tiber 60°C
inaktiviert. Das bisher einzig bekannte Reservoir von SRSV ist der Mensch, wobei
neueste Befunde auf mogliche Reservoirs bei Rind und Schwein hindeuten. Fir die
Vermehrung und den Nachweis von SRSV gibt es bis anhin weder Tier- noch Zell-
kulturmodelle, so dass bis dato die Infektiositit von SRSV nur mittels Freiwilligen-
versuchen getestet werden konnte. Die Untersuchung von gastrointestinalen Aus-
briicchen von Juli 1997 bis Juni 1999 in den USA ergab, dass 58% der Fille
lebensmittelbiirtig, 16 % auf Korperkontakt zuriickzufithren und nur 3% wasser-
biirtig sind; 23 % der Ausbruchsquellen waren nicht bestimmbar. Im allgemeinen
sind SRSV Erkrankungen nicht ernsthafter Natur, fithren aber bei 10 bis 20% der
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Patienten zur Hospitalisierung. So konnte z.B. ein US Flugzeugtriger aufgrund von
fehlender Infusionsfliissigkeit nach einer an Bord ausgebrochenen SRSV-Epidemie
zwischenzeitlich nicht mehr eingesetzt werden. R. Glass hat anhand mehrerer Bei-
spiele die Einsatzmoglichkeiten der molekularen Epidemiologie eindriicklich vor
Augen gefithrt: In sieben US-Bundesstaaten traten mehr oder weniger gleichzeitig
SRSV-Epidemien im Zusammenhang mit Austernverzehr auf, wobei die moleku-
laren Daten dabei auf einen einzigen SRSV-Stamm hinwiesen. Alle in Frage kom-
menden Austernlieferungen konnten in der Tat auf eine einzige Austernfarm in
Louisiana zuriickverfolgt und der Zeitraum der kontaminierten Lieferungen auf
wenige Wochen eingegrenzt werden. Die fraglichen Austernbinke befinden sich
aber 10 km von der Kiiste, weit entfernt von Kliranlagenausfliissen, und die dort
produzierten Austern galten gerade wegen der Abwesenheit von coliformen Kei-
men als dusserst sauber. Was war passiert? Durch Befragung der Austernfischer
konnte eine Person eruiert werden, die zur fraglichen Zeit an Durchfall erkrankt
war und auf See dadurch iiber 6 Millionen Austern mit SRSV kontaminierte! Dieses
Beispiel widerspiegelt eindriicklich die Problematik von SRSV-Epidemien: da die
infektiése Dosis sehr gering ist und grosse Mengen an Viren ausgeschieden werden,
ist es vordringlich, «food handler» (wortlich zu verstehen!) besser tiber dieses
Gefahrdungspotential zu unterrichten. Sehr oft gehoren, in den USA wie auch in
Europa, die betroffenen Personen zu den am schlechtesten Bezahlten und zu den
am wenigsten Ausgebildeten, was die Situation zusitzlich erschwert.

Christoph Gantzer vom CNRS Nancy berichtet im zweiten Hauptvortrag iiber
«The state of the art of the methodology of virus detection in water». Je nach unter-
suchtem Wassertyp (Abwasser bis Trinkwasser) ist die zu erwartende Virenkonzen-
tration verschieden gross (von mehreren PFU/ml bei Abwasser bis zu 0,001
PFU/ml bei Trinkwasser). Dadurch ergibt sich fiir den Virennachweis aus Wasser
die Notwendigkeit, die Viren durch geeignete Massnahmen aufzukonzentrieren.
Waihrend fiir Abwasser 1 bis 20 1 ausreichen, missen bei Trinkwasser 1000 1 auf
0,5 ml (fiir Molekularbiologie) bis 10 ml (fiir Zellkulturen) autkonzentriert werden,
wozu oft die Absorptions-Elutions-Technik verwendet wird. Die meisten ente-
rischen Viren sind unter Umweltbedingungen an ihrer Oberfliche negativ geladen
(pK; 4 bis 8,2) und konnen an positiv geladene Matrizen gebunden werden (z.B.
Zeta-plus-, Zetapore- oder Virosorb-Filter). Die filtergebundenen Viren werden
darauf bei pH >9 in der Gegenwart von «beef extract» eluiert. Elektropositiv-
geladene Filter ergeben enterovirale Aufkonzentrierungsausbeuten von 80 bis 99 %.
Dieses Eluat muss weiter aufkonzentriert werden durch Ultrazentrifugation
(100000g, 2h), Ultrafiltration oder durch Fillung (organische Flokulierung, PEG).
Der Nachweis von enterischen Viren mittels Zellkulturen ist bei Enteroviren,
Hepatitis A Viren, Rotaviren, Astroviren und Adenoviren moglich und dauert
zwischen einer bis 10 Wochen. Fir den haufigsten Erreger SRSV besteht hingegen
keine Méglichkeit eines Nachweises mittels Zellkulturen. Anhand von kultvier-
baren Enteroviren zeigte C. Gantzer die Persistenz von Infektiositit und Integritit
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des viralen Genoms auf. Bereits eine Erwarmung wahrend 15 min auf 55°C fiihrte
zu einem Verlust der Infektiositit, wahrend die 15 min Erhitzung auf 95°C den
Nachweis von viraler RNA um 2 Grossenordnungen verminderte. Enteroviren
waren bei 25°C wihrend 50 Tagen mittels Zellkulturen und wihrend 160 Tagen
mittels RT-PCR nachweisbar. Daraus ergeben sich Too-Werte von 14,5 Tagen (Zell-
kulturen) und zwischen 30 bis 45 Tagen (RT-PCR). C. Gantzer diskutierte in die-
sem Zusammenhang die Bedeutung von nachgewiesener viraler RNA in Bezug zu
der moglichen Infektiositit dieser viralen Erreger und der daraus resultierenden
Gesundheitsgefihrdung und schlug am Ende seiner Ausfithrungen vor, entweder
Bakteriophagen oder virale Genome als Indikator fiir enterische Viren in Wasser zu
verwenden.

Am Nachmittag der Veranstaltung folgten vier Kurzreferate von Daniel Haf-
liger («Epidemiologische Untersuchung viraler Ausbriiche in der Schweiz»),
H.P. Ottiger («Molekularbiologische Methoden zum Virennachweis in Immunbio-
logika»), Pascal Cassinotti («Real-time PCR for quantitative pathogen detection»)
und Thomas Liithi («Lebensmittelbiirtige virale Gastroenteritiden aus Sicht der
Lebensmittelkontrolle»). Daniel Hifliger (Uni Bern) zeigte in seinem Referat auf,
dass in der Schweiz die molekulare Epidemiologie bei SRSV-Erkrankungen bereits
erfolgreich angewendet wurde bei Ausbriichen in einem Skilager in Gsteig, bei der
Trinkwasserhavarie in La Neuveville und bei einer Schiilerolympiade in Kiiblis (3).
D. Hifliger stiess bei seinen epidemiologischen Abklirungen wiederholt auf
Schwierigkeiten, insbesondere bemangelte er die Zusammenarbeit zwischen Kan-
tonsiarzten und Lebensmittelkontrolle, die fehlende Kenntnis der behandelnden
Arzte beziiglich SRSV sowie das Fehlen einer zentralen Koordinierungsstelle. H.P.
Ottiger (IVI Mittelhdusern) zeigte anhand eines tierischen Virus den betrichtlichen
Aufwand bei der Entwicklung einer geeigneten Nachweismethode und die notigen
Schritte bei der Qualititssicherung. Gestiitzt auf die Pharmacopéea, aufgrund wel-
cher in einem immunbiologischen Erzeugnis keine Fremdsubstanz vorhanden sein
darf, fithren positive Virennachweise mittels RT-PCR zur Riickweisung der betrof-
fenen Chargen. Pascal Cassinotti (IKMI St. Gallen) zeigte anhand des humanen
Parvovirus B19, welcher sich im Knochenmark vermehrt und Blut sowie Blutpro-
dukte kontaminieren kann, die Méglichkeiten des quantitativen Nachweises viraler
Genome mittels Real-time PCR auf. Aufgrund dieser Methodik konnte gezeigt
werden, dass das Virus bis zu drei Jahre nach einer Infektion mit 100 bis 1000 Par-
tikel/ml Blut persisitieren kann. Gesetzlich verbindliche Limiten bei Blutprodukten
gibt es zur Zeit lediglich fiir Hepatitis C Virus (GW: 5000 internationale Einheiten).
Thomas Liithi (KL Solothurn) wies in seinem Referat (siehe auch 4) auf die Absicht
des Gesetzgebers hin, die Gesellschaft vor Erregern zu schiitzen, welche die
Gesundheit gefihrden konnen (LMG Art. 10, LMV Art. 10). Es existieren aber
keine Toleranz- oder Grenzwerte weder fiir Viren noch fiir Parasiten, obwohl diese
in der LMV ausdriicklich als Mikroorganismen aufgezihlt werden. T. Liithi zeigte
auf, wie mittels eines Kriterienkataloges fiir SRSV-Infektionen epidemiologische
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Abklirungen méglich sind, welche analytisch durch molekularbiologische Nach-
weisverfahren abgesichert werden konnen. Problematisch sind nach wie vor die
mangelnde Personalhygiene sowie mangelnde Kenntnis beziiglich geeigneter
Dekontaminationsmassnahmen an den Quellen von Epidemien.

Urs Klemm (BAG Bern) wies bei seinen Schlussfolgerungen darauf hin, dass die
konventionellen Nachweismethoden von Bakterien fiir die Indikation von viralen
Erregern nicht gentigen, da sich Viren und Bakterien beztiglich Persistenz und Fil-
trierbarkeit betrachtlich unterscheiden. Aufgrund der vorliegenden Daten ist es
angebracht, Viren in Lebensmitteln und als Ursache bei gastrointestinalen Erkran-
kungen erhohte Aufmerksamkeit zukommen zu lassen. Insbesondere muss die
Analytik weiter entwickelt und vermehrt Augenmerk auf die gesetzlich vorge-
schriebene Sorgfaltspflicht (LMG Art. 23, HyV Art. 11) gelegt werden. Fiir die eher
mittelfristige Einfihrung von Toleranz- und Grenzwerten fiir virale Erreger wer-
den vorerst Risikoabschitzungen bendtigt. Zu diesem Zweck wird eine nationale
«Plattform» gebildet.
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