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Vurdering fra DTU Fgdevareinstituttet:
Varmeinaktivering af virus i baerprodukter

| forbindelse med lovkrav til fadevarevirksomheder om inaktivering af norovirus (NoV) i fros-
ne hindbeer ved kogning i 1 min ved 100°C, eller ved anden behandling, der giver tilsvarende
effekt, har Fgdevarestyrelsen bedt DTU Fgdevareinstituttet om dokumenteret viden indenfor
hvilke varmeinaktiverings-temperaturer og tider, der har vist sig at reducerer NoV i baerpro-
dukter som juice og teerte.
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LITTERATURSTUDIE

Baer kan blive forurenet med NoV under produktionen, hvis der f.eks. benyttes utilstreekkelig
renset spildevand eller medarbejdere, der er inficeret med NoV. Da beer ofte spises uden
forudgdende behandling og NoV er hardfgre i miljget samt meget smitsom i selv lave kon-
centrationer (10-100 partikler), kan NoV forurenede baer medfgre sygdom hos forbrugerne.
Infektionsdosis afheenger bade af den enkelte NoV genotype'® samt veertens’s modtagelig-
hed af denne'®. Blandt de f& studier omhandlende monitorering af NoV i baer, er der pavist
NoV i niveauer p& 10'-10° genom kopier/g bzer **'°, mens der i prgver af udbrudspartier er
pavist 10*-10° genom kopier/g baer'®. Specielt bevares NoV bedst ved frysning, hvorfor det
mest har veeret de frosne produkter, der har givet anledning til sygdomsudbrud med roskil-
desyge.

Da NoV ikke lader sig kultiverer, har kultiverbare modelvirus som hepatitis A virus i vaccine-
form (HAV), murine norovirus (MNV) samt feline calicivirus (FCV) veeret de mest anvendte til
studier af varmeinaktivering af NoV i forskellige matricer. Af disse studier fremgar det, at de
naevnte modelvirus kan rangordnes efter faldende varmeresistens som fglger: HAV > MNV >
FCV®, mens varmeresistensen af NoV formodes at svare til MNV, om end nogle NoV-
genotyper kan vaere mere resistente end MNV™.

Der er adskillige faktorer der har indflydelse p& den varmereducerende effekt af virus i beer-
produkter. Nogle af disse faktorer er stabiliteten af den enkelte NoV-type'!, kontaminations-
niveau, inaktiveringsmetode (bagning, kapileer opvarmning, opvarmning i gryde m.m.) samt
komponentsammensaetning (flydende, fast, sukkerindhold og pH) i matricen hvori virus be-
finder sig. Aggregeringer (sammenklumpninger) af virus kan reducere inaktiveringseffektivite-
ten**” og koncentrationen af forureningsgraden indenfor et forurenet produkt kan variere in-
denfor batch’ets enkelte enheder (del-batch og poser)®*°. Sammenseetningen af selve fade-
varen (f.eks. pH-veerdi og indhold af sukker) kan farer til en beskyttende effekt af virus under
opbevaring, forarbejdning og behandling’. Beer er generelt sure med pH-veerdier imellem 2.5
- 3.3, mens sukker indholdet er omkring ~5% (wt/wt)’.

De fleste publicerede studier vedr. varmeinaktivering af virus, omhandler flydende matricer
som buffere eller cellekulturmedier mens varmeinaktivering af virus i baer er sjeeldne og kun
omhandler purrerede produkter af baer med forskellige niveauer af pH og tilsatte ingredienser
som f.eks. sukker®®’. De fremkomne resultater kan derfor ikke direkte sidestilles med forven-
tet virusinaktivering pa hele beer, eller baerprodukter hvori der er tilsat forskellige ingredien-
ser. Derfor bgr studier af varmebehandling tilpasses de specifikke karakteristika der geelder
for det individuelle produkt, der sgges oplysning om®’. Dette har fert til udvikling af virus-
produkt modeller med henblik p& at forudsige varmeinaktiveringskinetikken i forskellige virus-
produkt kategorier*®"*8,

To af disse studier omhandler varme inaktivering af HAV i baerpuré. Det ene med varierende
sukkermaengde behandlet ved 80-90°C®, det andet med varierende pH behandlet ved tempe-
raturer, der minder om pasteurisering’. Varmeinaktivering af HAV i syntetiske medier, der
simulerer den kemiske sammensaetning af jordbaerpuré viste, at stigende sukkerkoncentrati-
oner medfarer en stigning af den beskyttende effekt af HAV®, Tabel 1. S&ledes fandtes 1 log
reduktion af HAV i jordbaerpuré tilsat sukker (f.eks. 28% (wt/wt)) efter 2 min opvarmning til
80, 85 eller 90°C efterfulgt af en bibeholdelse af de pagaeldende temperaturer i hhv. 1,22,
0,96 or 0,32 minutter (Tabel 1).
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Table 1. Effekten af varmeinaktivering af virus i baer puré.

Virus Inaktiverings parametre Beerprodukt Log reduktion® Reference
HAV 80°C: 1.22 min, 28% sukker Jordbaer puré (1g) 1 °
8.94 min, 52% sukker 1
85°C: 0.96 min, 28% sukker 1
4.98 min, 52% sukker 1
90°C: 0.32 min, 28% sukker 1
3.00 min, 52% sukker 1
MNV 75°C: 15sec, 9.2% sukker Hindbaer puré (10 g) 2.81 2

®Log reduktion af infektive virus malt i plaque formende enheder eller 50% tissue culture infectious doses.

Omvendt, medfarer faldende pH en forggede varmeinaktivering af HAV i fremstillet puré af
hindbaer og jordbaer®’, figur 2.
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Figur 1. Varmeinaktivering af HAV i jordbaerpuré ved forskellig pH.

Ved sammenligning af modelforudsigelserne og eksperimentelt opnaede resultater af varme-
inaktiveringsforsgg af HAV i puré af forskellige baertyper (jordbeer, hindbaer og blabaer), Figur
2, fandtes overordnet en god overensstemmelse’. Studiet viste en omtrentlig inaktivering af
HAV i puré af de tre baertyper pa 3 log ved 70°C i 6 min og 4 log ved 75°C i 4 min Figur 2.
Opnaelse af de gnskede temperature fandt sted i lgbet af de farste 2 min, hvorunder ogsa en
del af virus reduktionen fandt sted. Det bemeerkes i Figur 2, at behandlingstider pa 6-8 min
ikke i alle tilfeelde medfarer yderligere drab. Dette betegnes en 'hale-effekt’ og kan teenkes at
skyldes evt. tilstedeveerende aggregater af virus.
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Figur 2 Inaktiveringskinetik af HAV i jordbaerpuré (pH 3.35) ved 65°C (A), 70°C (B) og 75°C (C), i
hindbeerpuré (pH 3.05) at 65°C (D), 70°C (E) and 75°C (F), og i bldbzerpuré (pH 2.87) ved 65°C (G),
70°C (H) og 75°C (I); eksperimentelle data (symboler, 3 gentagelser) og model forudsigelse (kurve) ’.

Et andet studie fandt at MNV i hindbaerpuré forvarmet til 75°C, blev reduceret med 2,81 log efter kun
15 sekunders yderligere varmebehandling ved samme temperatur (sukkerindhold, 9.2% (Wt/Wt))Z. HAV
syntes sdledes at veere mere varmeresistent end MNV, men den hgjere sukkerkoncentration i jord-
baerpuréen, den indledende opvarmningsperiode pa 2 min og en hgjere inokulum af virus (107 PFU/mI
HAV kontra 10° PFU/ml MNV), kan delvis vaere arsag til forskellen i inaktivering.

Drabseffekten efter blanchering (skoldning i kogende vand eller dampbad) af friske krydderurter (per-
sille, basilikum, mint og purlgg) har vist, at 2,5 min damp-blanchering ved 95°C reducerede antallet af
infektive HAV (10° TCIDso) med >3 log, i modsaetning til en gennemsnits reduktion p& 2 log ved 75°C>.

Endelig har et gammelt studie fra 1987* vist, at for fuldsteendig inaktivering af HAV (~10° PFU) i skal-
dyr kreevedes opnéelse af en intern temperatur af skaldyrrene pad 85-90°C og at denne temperatur
skulle opretholdes i yderligere 1 min.

VURDEREDE VARMEEFFEKTER PA VIRUS | BAERPRODUKTER

Der findes ingen studier, der undersgger varmeinaktivering af virus pa hele beer eller i beerprodukter
udsat for kogning ved 100°C i 1 minut. Pa baggrund af resultaterne fundet i ovenfor naevnte studier
vurderer Fgdevareinstituttet at HAV og NoV vil inaktiveres med mindst 4 log i forurenede frosne baer
efter 1 min kogning ved 100°C, hvilket ma forventes tilstreekkeligt i betragtning af de naevnte NoV-
niveauer fundet i baer™>*,
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For produkter hvori hele frosne baer indgéar, som f.eks. teerter toppet med frosne baer, ma en reduktion
af virus pa 4 log forventes tilstreekkelig. Ved bagning i ovn kan det dog veaere sveert at opna en tempe-
ratur pa 100°C, hvorfor den opnaede virusreduktion under opvarmingstiden frem til en mulig opnaelig
temperatur pa evt. 85-90°C opretholdt i yderligere 1 min, ma anses at kompenserer for et evt. reduce-
ret temperaturkrav.

For produkter som f.eks. juice af frosne beaer hvor disse holdes optget en vis tid (formentlig dage til
uger) under forarbejdning, distribuering og salg, vil en naturlig reduktion (~1 log) af virus ineffektivite-
ten forventes at finde sted. Da baerrene samtidig fortyndes med vand, vil en evt. viruskoncentrationen
fortyndes tilsvarende. En lavere virusreduktion (=3 log) ma derfor forventes tilstreekkelig til oprethol-
delse af fgdevaresikkerheden. Nar det er sagt, bar der i inaktiverings temperatur-tids bestemmelsen
indtaenkes risiko for, at virus udskilt med faeces ofte kan findes i form af aggregeringer, hvorfor klum-
per af virus kan veere ujeevnt fordelt i veesken. Desuden bgr der tages hgjde for at varmeinaktivering
reduceres ved evt. tilseetning af sukker samt evt. stigning i pH, samt at der ved opvarmning af juicen
ved gennemlgb i 'kapilleerrgr’ ikke finder en opvarmningstid sted. Dersom endelig nyere studie har
vist, at visse NoV-typer kan veere mere varme resistente end MNV*, vil 75°C i 15 sec svarende til
2,81 log reduktion af MNV?, nok veere utilstraekkelig til at sikre tilpas virusdrab. Det vurderes at mindst
80°C i mindst 20 sec, vil resultere i en mere overbevisende inaktivering af NoV i tilfeelde af 'worst-
case’ kontamineringsniveauer (105 NoV genome copier/g) af baerprgver pavist i det franske studie be-
skrevet af Baert m.fl.".

Afslutningsvis skal det understreges at de ovenstdende vurderinger er foretaget pa baggrund af den
sparsomme litteratur, der findes pa omradet. Fremtidige vurderinger kan aendres i forhold til ny viden
opnaet fra nye inaktiveringsstudier baseret pa virus-produktkategorier mere lig de forespurgte.
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