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Zagrozenia wirusologiczne w ZywnoS$ci

Artur Rzezutka

Putawy, 11 czerwca 2019r. .

Historia wirusologii zywnoS$ci

1728 r. - znaczenie jako ,,czynnik powodujacy chorobe zakazng"
/zanim Dmitrij lwanowski odkryt wirusy w 1892 r./

1914 r. - po raz pierwszy opisano wirusy jako , przenoszone
z 2ywnosciy”

1956 r. - udokumentowana transmisja pokarmowa HAV na
cztowieka za posrednictwem matzy

1988 r. - najwieksze ognisko infekcji pokarmowej zwigzane
z konsumpcja ostryg zanieczyszczonych HAV

2005 r. - pierwsza krajowa publikacja naukowa nt. mozliwosci
przenoszenia wiruséw
przez zywnos¢
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Charakterystyka wirusow

v" obligatoryjne wewnatrzkomdrkowe pasozyty /
v’ prosta budowa i organizacja genomu
v" obecno$¢ lub brak otoczki lipidowej

v' niewielkie czastki widziane w mikroskopie
elektronowym

otoczka

kwas nukleinowy
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Wiasciwosci wirusow

stabilne w Srodowisku, oporne na wysychanie
- np. HAV (20 °C, 1 miesiac)
oporne na dziatanie niskich i wysokich temperatur
- np. HAV (56 °C, 30 min.)*
(>859C, 1 min.)**
-np. NoV (60 °C, 30 min.)***

oporne na niskie i wysokie pH (3 - 10)t
- np. HAV (pH 1; temp. pok. 5 godz.)
(pH 1; 38°C, 90 min.)

Piwet
*Cuthbert. Clin. Microbiol. Rev. 14, 2001; ***Greening, W: Viruses in Foods. 2006
**Nainan i wsp. Clin. Microbiol. Rev. 19, 2006; + Scholz i wsp. J. Gen. Virol. 70, 1989
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Zachowanie wlasciwosci zakaznych
HAV w swiezZej Zywnosci

koper (4°C, 7 dni) >4 log,,
satata (4°C, 9 dni) <2 log,q

Plwat
Croci i wsp. J. Food. Microbiol. 73, 2002

Zachowanie wlasciwosci zakaznych
wirusow w mrozonej zywnosci

HAV, HRoV
- np. maliny, truskawki (< -22°C; 90 dni*)

MNV-1

- np. cebula, szpinak (< -22°C; 6 miesiecy**)

Plwet *Butot i wsp. J. Food. Microbiol. 126, 2008
**Baert i wsp. J. Food. Prot. 71, 2008




Wirusy przenoszone droga pokarmowa

Neurotropowe Enterotropowe
Enterowirusy Norowirus
Poliowirus Sapowirus
Parechowirus Astrowirus
Wirus Nipah Rotawirus

TBE Aichiwirus

Adenowirus

Hepatotropowe

Wirus zapalenia watroby typu A
Wirus zapalenia watroby typu E

Pneumotropowe
Wirus grypy ptakow
SARS

MERS

élg Plwat
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Najczestsze przyczyny zakazen pokarmowych

w Europie
2009 2012 2015
1. Salmonella - 31% 28,6 % 14,4%
2. Wirusy -188% 14,1% 32,1%
3. Toksyny bakteryjne - 10,1% 14,5 % 19,2%
4. Campylobacter - 6% 9,3% 3,1%
S, The European Union
Summary report
Viruses
Plwet are
#1

2rédio: EFSA Community Summary Report, 2009, 2012, 2016 :1

Czynniki majace wplyw na wystapienie
zachorowan u ludzi

Stopien zanieczyszczenia
Srodowiska

Jakos¢ sanitarna
produktow spozywczych

Przestrzeganie
zasad sanitarnych

Wiasciwosci
drobnoustroju
/zjadliwosé/
Wielkos¢ dawki zakaznej
Wrazliwo$é/odpornosé
na zakazenie

Sprawnos¢ systemu

Edukacja nadzoru /monitoringu
2ywnosci
zty f %
dobry * A @ -

élg Plwat




Zywnos¢ zrédlem wirusow
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Pochodzenie Rodzaj Wirus

rodlinne owoce miekkie NoV, HAV, RoV,
warzywa zielone hAdV, HEV
NoV, HAV, AiV, AsV,
zwierzece mieczaki EV, RoV, hAdV, HEV
X mieso dzika,
zZwierzece jelenia HEV
podroby

zwierzece wieprzowe HEV

Zagrozenia wirusowe w zywnosci

@ Molluscs
@ Fruits
Vegetable

-

Zroédta zanieczyszczenia zywnosci

v woda
v gleba

Etap produkcji pierwotnej

v zanieczyszczone dfonie

v zwierzeta dziko zyjace
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Zrédla zanieczyszczenia ZywnoSci
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Etap przetworstwa i sprzedazy detalicznej

v zanieczyszczone dtonie

v urzadzeniai powierzchnie
v woda

NoV & Epidemiologia zakazen

v Szacuje sie, ze NoV sg przyczyng ok. 699 min zachorowan
i 219 000 przypadkdéw émiertelnych u ludzi na $wiecie

v’ Szczepy GII gtéwnie wykrywane sg w przypadkach zakazen
pokarmowych, dominuja szczepy GII.4 —> GII.17, GII.2

Liczba Genot
Genogrupa . . vp/ Gospodarz
genotypow wariant
Gl 9 Gl.1-9; GI.3b cztowiek
Gll.4a-b cztowiek, $winia
Gll 19 GlI.1-10; GII.12-17(17); iés !
Gl1.20-22 P

v Wysoce zakazne (IDso 16-1300 kopii genomu)
v Zakazenia pojawiajq sie sezonowo, gtdwnie porg zimowg

v Kroétko trwajaca odpornos¢ po zakazeniu
PlWet

HAV & Epidemiologia zakazen

v' Czestoé¢ zachorowan na WZW typu A w Europie wynosi
0d 0,55 - 1,5 przypadkéw na 100 000 mieszkaricow

v Wysoce zakazny /10-100 IDso/

v' Jeden serotyp, sze$¢ genotypdw, szczepy o subgenotypie IA
dominuja na swicie

v' Po przechorowaniu nabywa sie dtugotrwatg odpornosé




Hepewirusy - fakty i mity

» 1978 r. — pierwsze przypadki zachorowar na wirusowe zapalenie watroby typu nie-A
i nie-B w Indiach

» 1983 r. — identyfikacja wirusa przy uzyciu
mikroskopii elektronowej

» 1997 r. — pierwsza identyfikacja HEV
u zwierzat ($winie) w USA

» 2003 r. — przypadek transmisji HEV
na cztowieka po spozyciu
2zywnosci pochodzenia
zwierzecego

PiWet
#rédio: Syed i wsp., Microb. Path. 2018 16

2019-06-03

Seroprewalencja zakazen HEV u zwierzat

Gatunek Europa Swiat

68,6 - 98% 25-88,8%
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Wystepowanie HEV w tancuchu
Zywnosciowym

4 Produkcja pierwotna
| Jseropresalenda/

trzoda chlewna: 25 — 98%

Przetworstwo
Jobecnog¢ wirusowego RNA/
watroba: 0,28 —31,0%
krevs  1,20-66,6%

Ubéj
Jobecnosc wirusowego RNA/ . .
tuczniki od 22 - 44 tyg.: 8% g Sprzedaz detaliczna
) Jobecnost wirusowego RNA/

wyroby migsne: 2,5 - 10%
wyroby podrobowe: 22,2~
58,3%
(@E Piwet
Zrodto: Pavio i wsp., 2010; Di Bartolo i wsp., 2012; Boxman i wsp., 2017; Geng i wsp., 2019; Xao i wsp., 2018;
Said iwsp., 2013




HEV w ZywnoSci - fakty czy mity

v U ludzi notuje sie rocznie ok. 20 min zakazeri, 3 min przypadkdéw ostrego
zapalenia watroby i 57 000 zgonow*
*Said i wsp. Epidemiol. Infect. 2013
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Zywnos$¢é pochodzenia zwierzecego
aryzyko zakazenia HEV

Minimalne kryteria obrébki (UK)*
v wyroby z wieprzowiny /wedliny podrobowe/ =) 70 °C, 2 min.
/temp. wewnatrz wyrobu/

Metody obrobki cieplnej (przepisy krajowe

v' migso i produkty migsne — min. 70-80 °C /temp. wewnatrz miesa/
/pochodzace z obszaréw podlegajacych
ograniczeniom, nakazom lub zakazom/

Inaktywacja wirusa

mieso wieprzowe S 71 0C, 20 min. /temp. wewnatrz bloku/

Piwet
*Said | wsp. Epidemiol. Infect. 2013 20

Pojawianie sie nowych choréb zakaznych u ludzi
na $wiecie (1940-2004)

v' 60,3% ognisk choréb zakaznych dotyczyto zoonoz (54,3% zoonozy bakteryjne)

No.ofEDevents 1 @23 @45 @67 @811

#rodfo: Jones i wsp. Nature 2008
Piwet
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Wirusowe zoonozy pokarmowe zwigzane

Ortomyxoviridae  wirus SARS
wirus MERS

Paramyxoviridae  wirus Nipah

Filoviridae wirus Ebola
wirus Marburg
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Wykrywanie wiruséw w Zywnosci

Metody:

v’ Bezposrednia detekcja
/mikroskopia elektronowa, hodowle komérkowe, wykrywanie
kwaséw nukleinowych/

v’ Posérednia detekcja
/testy immunofluorescencyjne/

Metody wykrywania wirus6w w zywnosci

Pochodzenie Rodzaj Wirus ,Meﬁ\a /standard/

owoce migkkie, NoV, ‘

roslinne h
warzywa zielone ao“
e D\“S’W‘a
% 7 EV,
8 Hlpek

PN-EN ISQ}15216-
12017

zwierzece a\ieso Hﬂé v/‘l-lf(

1 i brak
5] WV“’W HEV

mleko krowie TBEV brak




Etapy badania Zzywnosci wg PN-EN ISO

Kontrola dodatnia
procesu g

: Ekstrakcjal Kontrola ujemna
i koncentracja procesu

SPCV = Mengowirus

wiruséw
e Kontrola ujemna
0,5ml Izolacja kwasow izolacji
nukleinowych

EC RNA = docelowa sekwencja
wirusowa

Kontrola ujemna
ekstrakeji i izolacji
kwaséw nukleinowych

ECRNAlbIAC 4

=

Wykrywanie
wiruséw

Plwat
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Kontrola IAC

20 — Medycyna
~ Weterynaria

Liczba publikacji

1989 1991 1993 1995 1997 1999 2001 2003 2005 2007 2009 2011 2013 2015 Lata badan

Zalety
v RNA IAC ulega amplifikacji w tych samych warunkach co badana prébka
v Nie tylko pozwala kontrolowa¢ zjawisko inhibicji reakcji molekularnych

v’ Oszczedza czas i koszty badan

Wady ?

Metoda PN-EN ISO (jakosciowa)
Zalety Wady

v' Gtéwne czynniki wirusowe v
i najwazniejsze rodzaje zywnosci
zostaty uwzglednione

Nie uwzglednia badanie zywnosci
przetworzonej

v' Bardzo rozbudowana metodyka badan
v Szczegétowy opis wykonania badania,

uzywanych odezynnikéw i sprzetu v" Duza liczba kontroli zwigksza koszt

badan
v Wigksze zaufanie do otrzymanych ) L .
wynikéw ze wzgledu na szeroki panel v" Nie pozwala na odréznienie zakaznych
stosowanych kontroli i zasad ich iinaktywowanych czastek wirusa

interpretacji
v Mozliwo$¢ poréwnania wynikow =
otrzymanych przez rézne laboratoria ‘

27




Co oznacza dodatni wynik?

v Obecno$¢ NoV / HAV RNA w metodzie real-time (RT)PCR wg
ISO TS 15216-1/2

v" Obecno$¢ sygnatu w badaniach molekularnych nie koniecznie
moze swiadczy¢ o obecnosci zakaznych czgstek wirusa

Obecnos¢ wirusowego = obecno$¢ zakaznych
RNA wiruséw

élg Plwat
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Interpretacja dodatnich wynikéw badan

v’ Interpretacja mozliwa tylko w potgczeniu z istniejgcymi
kontrolami uzywanymi na poszczegdlnych etapach analizy

v Rozwazyé mozliwos¢ potwierdzenia ,,dodatnich wynikéw”
innym testem molekularnym

v Obecno$¢ wirusowego RNA jednoznacznie nie wskazuje na
stopien zagrozenia zdrowia publicznego

Mieczaki zawierajgce
< 200 kopii gen. —) sporadyczne zachorowania

> 1000 kopii gen. ™= czeste zachorowania

Piwet
Dore i wsp. Euro Surveillance 2010, 15 29

Nowe metody w badaniach wirusologicznych
zywnosci

v Hodowle komérek macierzystych jelit

v' Mikromacierze DNA/RNA

v" Sekwencjonowanie nowej generacji (NGS) °§i:‘:”;‘:'..

©2016 by American Sociely for Biochermisiry
and Molecular Biology.

v llodciowa ocena czastek wiruséw /cyfrowy RT-PCR/

Plwat
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Urzedowy (wirusologiczny) monitoring
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. s =
L 350/44 Official Journal of the European Union 20.12.2012
COMMISSION IMPLEMENTING REGULATION (EU) No 1235/2012
of 19 December 2012
2862017 ] Daennik Urzgdowy Unii Europejskicj 116529
Ld ‘;‘,g‘,"’_‘,‘,‘, ROZPORZADZENIE WYKONAWCZE KOMIS]I (UE) 20171142
S, 2 dnia 27 czerwea 2017 .
Leon: amienizjace zakycznik 1 do rozporzadzenia (WE) nr 669/2009 w odniesieniu do wykazu paszy
Vietnar i zywnosci ni ierzay, ji i poziomowi kontroli
ihe en urzedawych przywozu
T p— ‘ ‘ ‘
evel ¢ —
consigr - Maliny 0811 20 31 Serbia (RS) Norowirus [ 10
(Zywnos¢ — mrozona) ex 0811 20 11; 10
ex 0811 20 19 10
PiWet
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Monitoring wirusologiczny tancucha
. . 7 =
produkcyjnego Zywnosci
Rodzaj prébek
wymazy wymazy wymazy | wymazy
woda | zdfoni z klamek ztoalet | znarzedzi | obornik owoce/
warzywa
Etap v v v v
produkciji
Etap v v v
przetwérstwa
Sprzedaz v
detaliczna

Wystepowanie wirusow w tancuchu
produkcyjnym malin

HEV HAV NoV Gl NoV GlI
Plantacja
Woda 0/56 0/56 0/56 2/56
Toaleta - 0/9 0/9 0/9
Toaleta (klamka) - 0/10 0/10 0/10
Dtonie - 0/113 0/113
Przetwérstwo
Tasma transportowa 0/24 0/24 0/24 0/24
Dtonie - 0/1 0/1 0/1
Sprzedaz detaliczna
Maliny (Swieze) 0/64 0/60 0/60 0/60
Maliny (mrozone) 1/38 0/39 0/39 0/39

Plwat
Maunula i wsp. Int. J Food Microbiol. 167, 2013
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Probki srodowiskowe w badaniach
monitoringowych zywnosci

Osoba zakazona moze by¢ siewcg wirusow nawet przez 8 tyg. po
ustgpieniu objawdw zakazenia, natomiast u 0s6b z obnizong odpornoscia
okres ten moze by¢ dtuzszy.

Codex Alimentarius Commission

Nawet 46 produktéw spozywczych moze zostac zanieczyszczonych
w trakcie ich przygotowywania za posrednictwem dtoni, na ktérych

znajduje sie co najmniej 3 log,, NoV
Ronquist, praca dokrorska , UH, Finlandia 2015

élg Plwat
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Zrodla zanieczyszczenia zywnosci na

etapie produkcji pierwotnej
NoV hAdV

jon water (PDUS)

0001

Aversge contaminamion  due 10 imigation water (PDUS)

3
£
¥
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Average contsmination dus to harvester's hands (PDUS) Aemes coutamioation hse 10 Mnevestac bt G}
Quantitativ frm-to-fork sk assessment modelfo norovirs and @

hepatits A virus in European leafy green vegetable and berry fruit
Piwet supply chains
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Wystepowanie wirusé6w w tancuchu produkcyjnym
warzyw zielonych - etap produkcji pierwotnej

Rodzaj prébki | NoV Gl | NoVGIl | HAV hAdV

Woda do
nawadniania 1/35 1/25 - 17/61
Dtonie - 1/101 | 2/97 | 34/209

n = 6 gospodarstw

Piwet
Kokkinos i wsp. Food Env. Virol. 4, 2012 36
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Whnioski

v wirusy nie namnazaja sie w zywnosci, a tylko jg zanieczyszczaja

v zywnos$¢ zanieczyszczona wirusami nie zmienia swoich
wtasciwosci organoleptycznych

v do zanieczyszczenia zywnosci wirusami gtéwnie dochodzi na
etapie produkcji pierwotnej

v obecno$é wiruséw oznacza btedy w stosowaniu dobrych praktyk
w fancuchu produkcyjnym zywnosci, ktére wymagajq podjecia
pilnych dziatan oraz wprowadzenia rozwigzan systemowych
gwarantujacych wirusologiczne bezpieczenstwo zywnosci

Plwat
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Dziekuje Panstwu za uwage
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