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1. Einleitung

Labornager sind die am haufigsten fiir Versuchsvorhaben verwendeten Tiere. Offen-
sichtlich erkrankte Tiere sind fiir experimentelle Vorhaben ungeeignet, da sie im
Versuchsverlauf andere Reaktionen zeigen als Gesunde. Auch augenscheinlich gesun-
de Tiere, die latent mit Krankheitskeimen belastet sind, sollten nicht fiir Versuchs-
vorhaben verwendet werden. Die durch das Experiment hervorgerufene Belastung
der Tiere konnte durch diese Erreger bedingte Erkrankungen zum Ausbruch brin-
gen. Die Beanspruchung der Versuchstiere durch das Experiment kann dazu fiihren,
dass fakultativ pathogene Erreger pathologische Prozesse hervorrufen.

Auch ohne eine Symptomatik zu erzeugen wirken sich Infektionserreger auf die Phy-
siologie ihrer Wirte aus. Somit werden Versuchsergebnisse beeinflusst und deren
Interpretation erschwert. Da die Bedeutung von Erregern als Einflussgrofie auf Ex-
perimente schon lange bekannt ist, wurde bereits 1971 ein Symposium zu dieser
Problematik abgehalten (PAKES S.P., BENIRSCHKE K, 1971). Die Verwendung
von Versuchstieren, welche frei von unerwiinschten Mikroorganismen sind, ist somit
eine wichtige Voraussetzung um aussagekréftige und reproduzierbare Ergebnisse zu

erhalten.

Es muss davon ausgegangen werden, dass die meisten nicht hinter Barrieren ge-
haltenen Méuse und Ratten mit Nematoden infiziert sind. Allerdings schliefit auch
Barrierenhaltung einen Befall nicht vollig aus. Die Bekémpfung der im Wirt lebenden
Larvenstadien und der adulten Wiirmer erfolgt durch die Gabe verschiedener Anti-
helminthika. Die Infektion allerdings verbreitet sich durch Dauerstadien, welche eine
hohe Widerstandsfiahigkeit gegen Umwelteinfliisse aufweisen, aus. Diese Widerstands-
fahigkeit beruht auf der Eischale, welche den Embryo umbhiillt. Thre Aufgabe ist es,
den Keim wéhrend der Passage durch den Wirt und wéhrend seiner Entwicklungs-
zeit in der Umwelt zu schiitzen. Somit bleibt der Einsatz von Medikamenten bei der
Tilgung einer Infektion ohne nachhaltigen Erfolg, wenn die Hygiene und somit die
Bekdmpfung der Dauerstadien vernachléssigt wird. Deshalb ist die Reinigung und

Desinfektion der Umgebung der Tiere von immenser Wichtigkeit.

Die Deutsche Veterindrmedizinische Gesellschaft (DVG) hat Vorschriften zur Prii-
fung von Desinfektionsmitteln erstellt. Geniigt ein Desinfektionsmittel den dort ge-
stellten Anforderungen, so wird es in die von der DVG herausgegebenen Desin-
fektionsmittellisten fiir den Bereich Lebensmittel und / oder Tierhaltung aufgenom-

men. In den Desinfektionsmittelrichtlinien werden genaue Angaben iiber den Ablauf
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der Desinfektionsmittelpriifung und iiber die Auswertung der gewonnenen Ergeb-
nisse gemacht. Als Testobjekt fiir antiparasitdr wirkende Substanzen dienen im Be-
zug auf die Wirksamkeit gegen Wurmeier die Dauerstadien des Schweinespulwurms
Ascaris suum. Die Beurteilung der Wirksamkeit eines Desinfektionsmittels wird nach
erfolgter Desinfektion und anschlieBender Bebriitung der Eier anhand der Embryo-
nierungsrate ermittelt. Diese Ergebnisse werden ohne weitere Untersuchungen auf
die Wurmarten anderer Tieren iibertragen.

In der vorliegenden Arbeit wurde das Desinfektionsmittel Neopredisan 135-1, wel-
ches sich bereits an Askarideneiern gut als wirksam erwiesen hat, auf seine Wirkung
gegen Dauerstadien von Nematoden bei Labornagern getestet. Die Richtlinien der
DVG dienten als Leitfaden, mussten aber modifiziert werden, da sich durch die Ver-
wendung von Aspiculuris tetraptera— und Trichuris muris—Eiern ein abgeénderter
Versuchsablauf bedingte.
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Helminthen sind bei Labornagern weit verbreitet. Zu den am héufigsten vorkommen-

den Arten zéhlen Aspiculuris tetraptera, Syphacia obvelata und Trichuris muris.

2.1 Aspiculuris tetraptera

2.1.1 Entwicklungszyklus

A. tetraptera ist ein Nematode und gehort zur Familie der Oxyuren. Die Entwicklung
von A. tetraptera ist nicht von einem Zwischenwirt abhéingig und erfolgt iiber vier
Larvenstadien (ANYA, 1966b). Der Wurm ist getrennt geschlechtlich. Die ménn-
lichen Tiere haben einen einfachen Chromosomensatz und entwickeln sich somit
aus unbefruchteten Eiern, die weiblichen Tiere hingegen besitzen einen doppelten
Chromosomensatz und gehen aus befruchteten Eiern hervor (ADAMSON, 1984).
A. tetraptera wird im Diinn— und Dickdarm von M&usen, Ratten und anderen Nage-

tieren gefunden. Bei Laborméusen ist er ein haufig anzutreffender Parasit. Die Méause
infizieren sich durch kontaminiertes Futter und Koprophagie (ANDERSON, 2000).

HSU (1951) verbrachte embryonierte Eier in die Anal- und Vaginalregion von Miusen,
welche negativ auf A. tetraptera getestet worden waren. Die Mause wurden getotet
und ihre Organe untersucht. Im Darmtrakt fand er Larven von A. tetraptera und
wertete dies als Beweis einer Retroinfektion. NEUSER (1974a) kam zu entgegen-
gesetzten Schliissen. Im Rahmen seiner Versuche zum Lebenszyklus von A. tetraptera
infizierte er Méuse mit embryonierten Eiern und toétete die Tiere ab dem 25. Lebens-
tag des Wurmes zu verschiedenen Zeitpunkten. Die im Rahmen der Sektion gefunde-
nen Wiirmer wurden gezahlt und vermessen. Er fand keine Larvenstadien und stellte

somit keine Neuinfektionen fest und schloss eine Retroinfektion mit Sicherheit aus.

ANYA (1966 b) infizierte Mause per os. Er beobachtete den Schlupf der Larven im un-
teren Abschnitt des Diinndarms oder im Blinddarm innerhalb von zwei Stunden p.i.
Nach der Hautung dringen die Larven des zweiten Larvenstadiums in die Kolonkryp-
ten ein, entwickeln sich dort zur Larve III weiter und wandern dann zuriick in das
Darmlumen. Hier erfolgt die Reifung zu adulten Tieren, die ihren typischen Sitz nach
NEUSER (1974 a) 0,5 bis 2 cm hinter dem Ostium caecocolicum haben. Laut PHILI-
POT (1924) kénnen ménnliche und weibliche Tiere nach 8 bis 10 Tagen unterschieden

werden, adulte Charakteristika werden zwischen dem 14. und 18. Tag ausgebildet.



4 2. Literaturaufstellung

Nach ANYA (1966 b) hat der ménnliche Wurm seine Entwicklung 20 Tagen p.i., der
weibliche Wurm 23 Tage p.i. abgeschlossen und beginnt am darauf folgenden Tag
mit der Eiablage. Die Weibchen verlassen ihren Sitz im Kolon zur Eiablage nicht.
Der Absatz erfolgt periodisch, eine dreitédgige Eiablegephase und eine Ruhephase von
10 Tagen wechseln sich ab. Dies erfolgt fiinf mal und so legen die Weibchen im Laufe
ihres Lebens ungefihr 370 bis 400 Eier (NEUSER, 1974b). Um den 40. Lebens-
tag haben die Wiirmer ihre maximale Grofle erreicht; die ménnlichen Tiere messen
nun 3mm, die weiblichen Tiere 4,5mm. Die adulten Mannchen sind 0,1 mm, die
Weibchen je nach Anzahl der im Geschlechtstrakt befindlichen Eier 0,12 bis 0,18 mm
dick. Die Zahl der Weibchen iibertrifft immer die der Méannchen. Die mittlere Le-
benszeit der Méannchen betrégt ca. 65 Tage, weibliche Tiere werden ca. 90 Tage alt
(NEUSER, 1974 a).

Oxyuren sind Nahrungskonkurrenten ihres Wirtes.

Nach MATHIES (1959) sind Mause als Wirte fiir A. tetraptera geeigneter als Ratten.
Die Empfanglichkeit fiir A. tetraptera ist unter anderem geschlechtsbestimmt. Ménn-
liche Méause sind empfénglicher als weibliche Méuse. Am empfinglichsten sind nach
NEUSER (1974 a) ménnliche Tiere im Alter von 21 bis 25 Tagen. Bei den Ménn-
chen ist die Resistenz altersabhéngig, so beschreibt TAFFS (1976) eine Altersresis-
tenz in Abhéngigkeit der physiologischen Zunahme der Schleimproduktion des Dar-
mes. Weibliche Tiere werden withrend des ersten Ostrus resistent. NEUSER (1974 a)
fand bei vielen trachtigen oder laktierenden Méauseweibchen des Stammes AMZ
eine starke natiirliche Infektion. Die zellvermittelte Immunantwort ist wéahrend der
Tréchtigkeit herabgesetzt und die Wiirmer kénnen sich etablieren (ALEXANDER,
STIMSON, 1988). Schon EATON (1972) beobachtete, dass manche Laborstdmme
empfanglicher fiir eine Oxyureninfektion sind als andere. NEUSER (1974 a) unter-
suchte NMRI-Méuse und swiss—Méuse hinsichtlich ihrer Empféanglichkeit und hier-
bei zeigten sich die NMRI-M&use resistenter gegen eine Infektion. DEROTHE et
al. (1997) fanden heraus, dass Laborstdmme resistenter als Wildstdmme sind und
erklarten diese Entwicklung durch den hoheren Infektionsdruck in Gefangenschaft.
Es erfolgten Versuche an 16 Labor- und 6 Wildstammen. Die Wildstdmme zeigten
durchgéingig hohere Wurmbiirden als die Laborstdmme, wobei es auch innerhalb der
Laborstdamme Unterschiede hinsichtlich der Empfinglichkeit gab. Nur bei vier der
insgesamt 22 untersuchten Stdmme war der Befall der ménnlichen Tiere signifikant
hoher als der der weiblichen Tiere. In verschiedenen Wirt—Parasit Beziehungen wer-
den ménnliche Sexulhormone als einer der Hauptgriinde dafiir angesehen, dass die
Starke der Immunantwort niedrig ist und sich eine akute oder chronische Infekti-
on manifestieren kann. Diese Studie spricht allerdings dafiir, dass die Abstammung

einen hoheren Einfluss auf die Empfanglichkeit als das Geschlecht ausiibt.
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Da Oxyureneier sehr leicht und klebrig sind, kénnen sie mit dem Staub verbreitet
werden und weite Bereiche der Umgebung kontaminieren (HOAG, 1961; BAKER,
1998). Die Ausbreitung in einem Luftraum von 45m? dauert etwa 10 bis 20 Tage
(MAESS, KUNSTYR, 1981). Die Eier kénnen iiber einen lange Zeitraum bei Raum-
temperatur iiberleben (BAKER, 1998).

Die Eier sind ellipsoid, 70 bis 98 pm lang und 30 bis 50 ym breit (THIENPONT, 1990).
Das Ei wird durch fiinf Hiillen geschiitzt. Die drei innersten Schichten werden von
der Eizelle gebildet, die duBleren beiden Hiillen hingegen durch das Uterusepithel.
Die innere Lipidschicht ist 40 nm dick und enthélt aufler Lipiden auch Proteine. Die
innere Lipidhiille von A. tetraptera ist diinn, der weitaus gréflere Anteil der Lipidfrak-
tion wird von den Uterinschichten gestellt. Die Lipide der Schale sind hauptséchlich
fiir deren Undurchdringlichkeit verantwortlich. Auf die innere Lipidschicht folgt eine
Chitinschicht. Bei den meisten Nematoden besteht die Chitinhiille aus Chitin und
Proteinen. Nicht so bei den Oxyuren, bei A. tetraptera kann kein Proteinanteil nach-
gewiesen werden. Die Chitinschicht ist 1,7 um dick und tragt vor allem zur Form-
stabilitdt bei. Darauf folgt die Vitellinschicht aus Lipoproteinen, welche durch die
Vitellinmembran der Oocyte gebildet wird. Zu Beginn der Schalenbildung ist sie
46 nm dick, nach Abschlufl der Schalenbildung ist sie kraftiger ausgebildet. Nun fol-
gen zwei Schichten, die von den Uteruszellen gebildet werden und aus Phospholipiden
und Proteinen bestehen. Die innere Schicht ist von einem Hohlraumsystem durch-
zogen, welches sich iiber die duflere Schicht zur Umgebung 6ffnet. Bei A. tetraptera
stehen diese Hohlrdume miteinander in Verbindung. Die innere Uterinschicht misst
ca. 1 um, die duflere ist 13nm dick. Die beiden vom Uterus gebildeten Schichten
sind mit ihren Poren mafigeblich an der Regelung des Wasserhaushaltes beteiligt
(WHARTON, 1979, 1980). Das Ei ist gedeckelt, der Deckel liegt seitlich des Eipols.
In diesem Bereich ist die Eischale modifiziert.

Es werden nur entwicklungsfahige Eier abgelegt, ein derartiges Ei ist in Abb. 2.1a
dargestellt. Die Eier sind farblos, wenn sie direkt aus graviden Weibchen gewon-
nen werden und braun bei Gewinnung aus dem Kot. Sie gelangen in Kotpellets
eingeschlossen in die Umwelt und befinden sie sich zu diesem Zeitpunkt meist im
64—Zell-Stadium. Aus diesen Fiern entwickeln sich nach 10 tdgiger Bebriitung in vitro
Eier mit infektiosen Larven (NEUSER, 1974 a). PHILIPOT (1924) beschreibt eine
schnelle Entwicklung der Eier in der Umwelt und beobachtete embryonale Bewegung
in den Eiern nach 68h bei 22°C und schon nach 20 Stunden bei 27°C. Abb. 2.2b
zeigt ein Ei nach dreitdgigem Aufenthalt in der Umwelt bei Raumtemperatur. Nach
fiinf bis sieben Tagen bei einer Temperatur von 25°C sind die Eier fiir Mause in-

fektios. Die Entwicklung der Dauerstadien ist abhingig von Feuchtigkeit, Sauerstoff
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und einem geeigneten Temperaturbereich von 20 °C bis 30 °C. Hohere Temperaturen
fithren zu einer Reduktion der Anzahl infektionstiichtiger FEier (ANYA, 1965).

(a) (b)

Abb. 2.1: a) Unembryoniertes Ei von Aspiculuris tetraptera, gewonnen aus frischem
Méusekot. b) Embryoniertes Ei von Aspiculuris tetraptera, gewonnen aus drei Tage al-

tem Méausekot.

2.2 Syphacia obvelata

2.2.1 Entwicklungszyklus

S. obvelata gehort wie A. tetraptera zu den Oxyuren. Die Entwicklung erfolgt wie bei
A. tetraptera einfach und direkt. Der Wurm ist getrennt geschlechtlich, die ménnli-
chen Tiere haben einen haploiden Chromosomensatz. Die Weibchen hingegen besit-
zen einen diploiden Chromosomensatz (ADAMSON, 1984). S.obvelata wird haufig im
Blinddarm, seltener im Dickdarm von Labor- und Wildmé&usen gefunden und kommt
auch gelegentlich bei Ratten, Gerbils und Hamstern vor (HUSSEY, 1957). S. obvelata
kann zwischen verschiedenen Nagetieren iibertragen werden (KELLOG, 1982). Auch
der Mensch ist empfénglich. Wirtstiere infizieren sich iiberwiegend durch orale Auf-
nahme embryonierter Eier aus der Umwelt oder der Perianalregion (CHAN, 1952;
MAESS, KUNSTYR, 1981). CHAN versuchte Mause mit inokulierten Eiern und
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Larven in den Anus zu infizieren. Da dies nicht gelang, hielt er eine Retroinfektion
fiir unwahrscheinlich. Andere Autoren wiederum gehen von einer Retroinfektion aus

(ANYA, 1965; KELLOGG, WAGNER, 1982).

Die Larven schliipfen nach etwa einer Stunde im Diinndarm und sind nach zwei Stun-
den im Blinddarm angekommen. Innerhalb von zwei Tagen kénnen die meisten Lar-
ven im Blinddarm angetroffen und Hautung beobachtet werden. 48 Stunden p.i. sind
die Larven geschlechtlich differenziert, die ménnlichen Tiere sind nach 96 Stunden
geschlechtsreif und nach 120 Stunden ausgewachsen (CHAN, KOPILOF, 1958 a). Die
adulten Ménnchen sind 1,1 bis 1,5 mm lang und 0,12 bis 0,14 mm breit, die weiblichen
Tiere messen 3,4 bis 5,8 mm, bei einer Breite von 0,24 bis 0,40 mm (FLYNN, 1973).
Nach fiinf Tagen werden die Weibchen befruchtet, danach sterben die mé&nnlichen
Tiere. Nach neun bis zehn Tagen ist die iiberwiegende Anzahl der weiblichen Wiirmer
tragend. Die graviden Weibchen wandern wihrend eines Zeitraums von drei Tagen
zum Anus und beginnen nach zwolf Tagen mit der Eiablage in der Perianalregion.
Hierbei werden im Durchschnitt 300 Eier abgesetzt. Die Weibchen sterben nach der
Eiablage, sie werden maximal 15 Tage alt; somit sind innerhalb von 16 Tagen die
meisten Wirtstiere frei von Wiirmern (CHAN, KOPILOF, 1958 a).

Die Empfanglichkeit der Wirtstiere ist altersabhéngig. Bei vier bis fiinf Wochen al-
ten Nagetieren ist die Infektionsrate am hochsten (KELLOGG, WAGNER 1982).
Eine Altersresistenz wird auch von PANTER (1969) und CHAN (1952) beschrieben.
Mannliche Tiere zeigen einen hoheren Befall als weibliche (MATHIES, 1954). Auch
bei S. obvelata gibt es Unterschiede hinsichtlich der Empfanglichkeit der verschiede-
nen Laborstdmme. Es werden spezifische Antikorper gebildet (SATO, 1995).

Die Eier von S. obvelata kénnen ebenso wie die Eier von A. tetraptera mit dem Staub
verbreitet werden. Bei Raumtemperatur iiberleben auch sie lange Zeit (BAKER,

1998).

Die Eier sind auf einer Seite abgeflacht, manchmal sogar konkav. Sie sind 118 bis
153 pm lang und 33 bis 55 pm breit (FLYNN, 1973; THIENPONT, 1990). Der Aufbau
der Eischale ist bei allen Oxyuren sehr dhnlich. Die Schale ist auf der gewolbten Seite
dicker als auf der abgeflachten Seite. Allerdings besteht das Hohlraumsystem im Ge-
gensatz zu A. tetraptera aus einzelnen Hohlraumen, welche ebenfalls mit der Umge-
bung verbunden sind. Die Fier sind klebrig und haften aneinander und an Substraten
(WHARTON, 1979, 1980). Das Ei wird gewohnlich mit einer Morula ausgeschieden.
Die Zeit, welche zur Erlangungen der Infektiositdt benotigt wird, ist abhéngig von
Feuchtigkeit, Sauerstoff und der Umgebungstemperatur. Bei einer Temperatur von
37°C sind die Eier nach drei bis fiinf Stunden infektios, bei Raumtemperatur benoti-

gen sie etwa 20 Stunden (ANYA, 1965; CHAN, KOPILOF 1958a). Abb. 2.2 zeigt
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ein aus dem Kot gewonnenes Ei von S. obvelata nach einem Tag Aufenthalt in der

Umwelt bei Raumtemperatur.

Abb. 2.2: Embryoniertes Syphacia
obvelata Ei, gewonnen aus Méuse-
J kot.

2.3 Trichuris muris

2.3.1 Entwicklungszyklus

Auch die Entwicklung von T. muris erfolgt einfach und direkt. Der Wurm ist getrennt
geschlechtlich. Er ist ein weltweit verbreiteter Parasit bei Mausen, Ratten und an-
deren Nagetieren (ANDERSON, 2000). Das Ei, welches das erste Larvenstadium
enthélt, wird vom Wirt aus der Umwelt aufgenommen. Nach 30 bis 60 Minuten
schliipft die Larve I (HUTTEMANN, 2004). 2,5 Stunden p.i. kann man Eier und
freie Larven im Jejunum und Ileum finden (FAHMY, 1954). Nach sechs Stunden
sind die Larven im Blinddarm angekommen, dort penetrieren sie das Kryptenepi-
thel. Neun bis zehn Tage p.i. erfolgt die erste Hautung. Nach der zweiten Hautung
am 20 oder 21 Tag p.i. ist das Geschlecht erkennbar. Die ménnlichen Tieren hiduten
sich nach 25 Tagen, die weiblichen nach 28 bis 30 Tagen. Die letzte Hautung erfolgt
bei den Méannchen 28 Tage p.i., bei den Weibchen nach 32 bis 34 Tagen (PANESAR,
1989). Die adulten Ménnchen sind ca. 26 bis 30 mm lang, die Weibchen sind mit
32 bis 38 mm etwas grofer, ihre Vorderenden sind diinn und fadenférmig, die Hin-
terenden dick. Der Eiabsatz erfolgt ab dem 35 Tag kontinuierlich mit dem Kot der
Wirtstiere (PIKE, 1969). Es werden von jedem Weibchen mehrere tausend Eier pro
Tag abgesetzt, je weniger Wiirmer vorhanden sind, desto mehr Eier setzt das Ein-
zeltier ab (HUTTEMANN, 2004). Die Lebensdauer im Wirt betrégt 76 bis 100 Tage
(ANDERSON, 2000).

Trichuren wird eine Erndhrung von Wirtsblut zugeschrieben. In ihrer 2004 vor-
gelegten Dissertation macht HUTTEMANN andere Annahmen. Sie fiihrte licht-
und elektronenmikroskopische Untersuchungen an Entwicklungsstadien von 7. muris

durch und konnte keine partikuldren Bestandteile in den Darmen der untersuchten
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Wiirmer nachweisen. Bei T.muris ist weder die Mundoffnung noch der After gut
ausgebildet. Im Rahmen ihrer Untersuchungen fand sie Driisen, welche Sekret nach
auflen abgeben. Sie stellt die Vermutung an, dass es sich bei dem Sekret um ly-
tische Enzyme handelt, welche extern die Nahrung verdauen. Im Zusammenspiel
mit den Bacillarzellen, die die extern vorverdaute Nahrung resorbieren koénnten,
ware die Erndhrung des Wurms gewéhrleisten. Sie kommt zu dem Schluss, dass

T. muris wahrscheinlich von niedermolekularen Stoffen aus dem Wirtsdarm lebt

(HUTTEMANN, 2004).

Im Hinblick auf den Befall mit 7. muris existieren empféangliche und weniger empféng-
liche M&usestdmme. Auch innerhalb eines unempfénglichen Stammes kommen Indi-
viduen vor, welche T.muris nicht abstoflen konnen (ELSE, DESCHOOLMESTER,
2003). Wenn der Wurm abgestoBen wird, erfolgt dies zwischen 16 und 19 Tag p.i.
Die Befallstirke ist zudem abhingig vom Vorkommen anderer Helminthen (WA-
KELIN, 1967). Ist ein Wirt von A. tetraptera und S. obvelata befallen, so ist die
Empfianglichkeit fiir 7. muris herabgesetzt. Auch existiert ein Antagonismus zwi-
schen T.muris und A. tetraptera. Liegt eine Mischinfektion vor, so reduziert sich
Anzahl beider Parasiten im Gegensatz zur Einzelinfektion (KEELING, 1961).

Die Eier haben Zitronenform. Sie besitzen deutlich hervorstehende, durchsichtige
Polpfropfen, ihre Seitenwéinde sind leicht gewdlbt. Die Eier sind mittelgrof, sie sind
67 bis 70 um lang und 31 bis 34 um breit. Die dicke Schale hat eine glatte Oberflache
(THIENPONT, 1990). Angehérige der Gattung Trichuris haben Eischalen, welche
aus drei Hiillen aufgebaut sind; die bei den Oxyuren vom Uterusepithel gebildeten
Schichten fehlen. Somit besteht die Schale aus einer Vitellinschicht, einer mittleren
chitinhaltigen Schicht und einer inneren Lipoproteinschicht. Die Chitinhiille ist heli-
coidal aufgebaut und enthélt Proteine welche die Strukturstéirke der Wand verbes-
sern. Kovalente Bindungen zwischen Chitin- und Proteinanteil erh6hen die Resistenz
gegen chemische Einfliisse. Der Chitinanteil ist hoch. Die Eischale durchlauft einen
Gerbprozess, welcher die Widerstandsfahigkeit gegeniiber mechanischen und chemi-
schen Einfliissen steigert (WHARTON, 1980, 1983).

Die Eier werden unsegmentiert ausgeschieden und embryonieren auflerhalb des End-
wirtes. Abb. 2.3a zeigt ein Ei von T. muris nach Ausscheidung durch den Wirt bei
Raumtemperatur. Alle in dieser Doktorarbeit verwendeten Aufnahmen wurden im

Rahmen der Versuchsreihe angefertigt.

Die Pronuclei fusionieren bei 30°C nach 24 bis 30 Stunden (ANDERSON;, 2000).
FAHMY (1954) beobachtete eine erste Abgrenzung der Larve nach 22 Tagen bei
einer Temperatur zwischen 25 und 26 °C, nach 30 bis 31 Tagen waren sie voll em-

bryoniert. Sinken die Temperaturen, so erhoht sich die Zeit, welche zum Erreichen
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der Infektiositit gebraucht wird. WAKELIN (1969) inkubierte Eier bei 16 bis 20°C
und fand voll entwickelte Larven nach 43 Tagen, allerdings ging er davon aus, dass
bis zu 63 Tagen verstreichen miissen bis die Eier fiir den Wirt infektios werden. Auf
Abb. 2.3b sieht man ein embryoniertes Ei nach 34 Tagen Aufenthalt in der Umwelt
bei Raumtemperatur.

_(a) - 20 din*, (b) 20 um

Abb. 2.3: a) Unembryoniertes Ei von Trichuris muris gewonnen aus Méusekot. b) Em-

bryoniertes Ei von Trichuris muris nach 34 tiagiger Aufbewahrung bei Raumtemperatur.

2.4 Widerstandsfihigkeit der Eier

Die Widerstandsfihigkeit der Dauerstadien und deren langes Uberleben in der Um-
welt beruht auf der Eischale. Diese schiitzt den Keim effektiv vor gefdhrlichen Um-

gebungseinfliissen.

Die Hauptaufgabe der Eischale besteht in der Einschréankung der Permeabilitéat, wel-
che bei den verschiedenen Helmintheneiern variiert. Die Eischale ist fiir die meisten
Substanzen mit Ausnahme von Gasen und lipidloslichen Substanzen undurchdring-
lich. Hierfiir ist hauptséachlich der Lipidgehalt verantwortlich, der die Schale weitge-
hend impermeabel fiir Chemikalien werden ldasst. Anorganische Verbindungen drin-
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gen auch in hohen Konzentrationen meist nicht zum Keim vor, allerdings kénnen
fettlosliche Verbindungen wie Phenolderivate die Lipidschicht {iberwinden. Molekiile
mit kleinem Molekiilvolumen und geringer Polaritdt durchdringen die Lipidschicht
leichter als andere. Versuche an T.muris—Eiern, durchgefithrt von GHIGLIETTI
(1995) unter Verwendung einer alkalischer Losung mit einem pH-Wert von 11,2
zeigten bei einer Temperatur von 22°C eine Abnahme der Entwicklungsfihigkeit
in Abhéngigkeit von der Zeit. So waren nach sieben Tagen noch 82 % der Eier fihig
sich weiter zu entwickeln, nach 21 Tagen nur noch 3 %. Mit zunehmender Temperatur
sinkt die Zeit, die zur Inaktivierung der Eier benotigt wird. 2 % ige Peressigsiure, die
eine sehr gute Wirkung gegen Bakterien, Viren und Pilze hat, inaktiviert nach 30 Mi-
nuten Einwirkzeit nur einen geringen Prozentsatz an Syphacia muris Dauerstadien
(VAN DER GULDEN, 1972).

Die mittlere Schicht ist durch ihren Chitingehalt sehr stabil. Sie hat die Aufgabe
den Embryo gegen mechanische Einfliisse zu schiitzen. Durch den Gerbprozess in der
Chitinschicht entsteht Sklerotin, welches nur durch hoher konzentrierte Natrium-

hypochloritlosung aufgelost werden kann.

Hohe Temperaturen werden von Oxyureneiern schlechter toleriert als tiefe, es kommt
bei 55 °C zur Koagulation der Proteine (ENIGK, 1979). Eine Temperatur von 100 °C
tiber einen Zeitraum von 30 Minuten zerstort 100 % der Eier von S. muris (DIX et
al., 2004). Die Eier samtlicher Spulwiirmer werden im Wasserbad vernichtet, so z.B.
bei 50°C innerhalb von zwei Stunden. Noch schneller geschieht dies bei trockener
Hitze, bei 50 °C halbiert sich die Zeit auf eine Stunde. Embryonierte Eier zeigen sich
gegen hohe Temperaturen empfindlicher als unreife. Spulwurmeier kénnen niedrige
Temperaturen lange Zeit iiberdauern, selbst gegeniiber Temperaturen unter dem
Gefrierpunkt sind sie sehr resistent (ENIGK, 1979). Dies tragt maBgeblich zu ihrer
Verbreitung bei. Die Widerstandsfiahigkeit sinkt, wenn die Eier aufgetaut und wieder
eingefroren werden (JETTMAR und EXNER, 1951). Tiefgefrieren fiihrt zu einer
schnellen Vernichtung der Dauerstadien, bei —78°C sind die Eier nach 30 Minuten

abgestorben.

Austrocknung ist eine der grofiten Gefahren fiir die Eier wihrend ihres Verweilens in
der Umwelt. Die Widerstandsfihigkeit gegen Trockenheit ist nur méaflig ausgebildet,
die Lipide in der Vitellinmembran bieten Schutz, allerdings ist dieser bei starker
Trockenheit nicht ausreichend. Der Wasserverlust nimmt bei steigender Umgebungs-
temperatur zu. Mit Polpfropfen ausgestattete Eier sind relativ empfindlich, so sind
nach fiinf Tagen bei 77 % relativer Feuchtigkeit 84 % aller Trichuris—Eier tot, nach
elf Tagen sind alle vernichtet.
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Gegen UV-Strahlen zeigen sich die Eier nur méfig resistent, wobei pigmentierte Eier
widerstandsfdhiger sind als unpigmentierte. Eine 1 bis 2mm dicke Erd- oder Kot-
schicht reicht aus, um die Eier gegen Sonnenstrahlen mit einem UV-Strahlenbereich
von 321 nm zu schiitzen (ENIGK, 1979). Sauerstoffabschluss fiihrt zu einem Entwick-
lungsstillstand der Eier. Bei ansonsten guten Umweltbedingungen fiithrt wiederein-
setzende Sauerstoffzufuhr zu einer Weiterentwicklung der Eier (LUNSMANN, 1972).

2.5 Symptome der Infektion

Bei Méausen ist die Auspriagung einer Oxyureninfektion abhingig von Alter, Ge-
schlecht und Immunstatus des Wirts, sowie dem Stamm, welchem dieser angehort,
wobei innerhalb eines Stammes ménnliche Tiere stédrker befallen sind als weibli-
che Tiere. In durchseuchten Bestéanden haben frisch abgesetzte Tiere die hochsten
Wurmbiirden, da die Befallsrate der Tiere mit zunehmendem Alter abnimmt. Tiere
die Laborstammen angehoren, scheinen resistenter zu sein als Wildtiere, aber auch

innerhalb der Laborstdmme existieren Unterschiede hinsichtlich der Empfanglichkeit.

Oft verlauft die Infektion subklinisch (BAKER, 2003). Hochgradiger Befall mit Oxy-
uren fiihrt zu Beunruhigung der Tiere. Verminderte Wachstumsraten und Gewichts-
verlust sind bei stark mit Oxyuren infizierten Tieren beschrieben worden, ebenso
Enteritis und Verstopfung (TAFFS, 1976). Versuche an experimentell mit S. muris
infizierten Ratten zeigten, dass diese Tiere im Vergleich mit nicht infizierten Rat-
ten langsamer wuchsen und auch nicht das gleiche Endgewicht wie die Tiere der
parasitenfreien Kontrollgruppe erreichten (WAGNER, 1988).

Durch die Penetration der Darmwand infolge des Parasitenbefalls kommt es zu gra-
nulomatosen Entziindungen der Mukosa (MULLINK, 1970). Das tiefe Einbohren
der Larven von T.muris in die Schleimhaut kann katharrhalische bis hdmorrhagi-
sche Dickdarmentziindungen hervorrufen, die sich als schleimig-blutige Durchfélle
auBern. Die Nematodeninfektion verdndert die Darmmotilitit, die Kontraktilitat
steigt in befallenen Bereichen und sinkt in parasitenfreien Gebieten des Darmes
(MAHIDA, 2003). Einige Autoren gehen von einer Beteiligung von S. obvelata durch
Irritation der Schleimhaut an der Entstehung von Mastdarmvorfallen bei der Maus
aus (HOAG, 1961; BIENIEK, 1976; MULLINK, 1970).

Der Befall mit Nematoden kann zur Ausbildung eines rauen Haarkleides fiihren.
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2.6 Einfluss auf Untersuchungsergebnisse

Daten, die mit Hilfe von Tieren gewonnen werden, welche offensichtlich Krankheits-
symptome zeigen, diirfen verstdndlicherweise nur mit Vorsicht verwertet werden. Ver-
ursacht ein Erreger keine klinischen Symptome, bleibt er hdufig unerkannt und kann
somit experimentelle Ergebnisse beeinflussen, ohne dass dies entdeckt wird. Erreger
konnen sich auf ihre Wirte auf vielfiltige Weise auswirken. Pfriemenschwénze und
Peitschenwiirmer verursachen bei endemischem Verlauf keine oder sehr mild ver-
laufende Erkrankungen. Das Auftreten von klinischen Symptomen kann durch Be-
lastungen, welche durch das Experiment verursacht werden, geférdert werden. Bei
verschiedenen Labortierstidmmen verlaufen die Infektionen unterschiedlich, besonders
bei immundefizienten Tieren sind stédrkere Auswirkungen zu erwarten. Unabhéngig
von ihren pathogenen Eigenschaften wirkt sich eine Infektion auf die Physiologie der
Tiere aus und fiihrt zu Verdnderung verschiedenster korpereigener Parameter. Dies

kann die Ergebnisse von Tierversuchen beeinflussen.

Der Befall von Versuchstieren mit Helminthen kann zu verédndertem Verhalten fiithren.
Die Weibchen von Syphacia ssp. verursachen durch ihre Auswanderung zur Eiablage
Juckreiz, welcher die Tiere beunruhigt. MCNAIR and TIMMONS (1977) beschrei-
ben eine Abnahme der Bewegungsaktivitdt bei mit S. obvelata infizierten Méausen.

Somit sind die befallenen Tiere fiir Verhaltensstudien unbrauchbar.

Laut TAFFS (1976) konnen Nematoden bakterielle und virale Infektionen iibertragen
oder deren Angehen férdern. Versuche, in denen das Wachstum der Tiere beobachtet

wird, werden durch Helmintheninfektionen beeinflusst, da sich der Wurmbefall auf
die Entwicklung der Tiere auswirkt (WAGNER, 1988).

Dariiberhinaus wirkt sich der Oxyurenbefall auf den Verdauungsapparat der Wirts-
tiere aus. So nimmt wéhrend einer Infektion bei den untersuchten Ratten der Elek-
trolyt- und Wassertransport signifikant ab (LUBCKE et al., 1992). Verdauungs-

vorgiange konnen beeinflusst, die Kotkonsistenz verédndert werden.

Der Befall mit S. obvelata verringert das Auftreten bestimmter Arthritiden bei Rat-
ten (PEARSON and TAYLOR, 1975).

Weiterhin wirkt sich der Helminthenbefall auf das Immunsystem aus. Die Infek-
tion mit S.oblevata fithrt zu einer Zunahme der B— und T-Lymphozyten in Milz
und Lymphknoten (BEATTIE et al 1981). Die Reaktion auf Umweltreize wird mo-
difiziert, so zeigen mit Oxyuren infizierte Tiere eine andere Antikorperbildung auf
nichtparasitische Antigenstimulation als parasitenfreie Tiere. SATO (1995) kommt
deshalb zu der Annahme, dass auch Infektionen ohne klinische Anzeichen das Im-

munsystem modulieren und somit experimentelle Ergebnisse beeinflussen kénnen.
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2.7 Bekampfungsmoglichkeiten

Es ist sinnvoller einen Nematodenbefall zu verhiiten, als diesen zu bekédmpfen.

Hygienische Mafinahmen wie Barrierenhaltung kénnen Infektionen vorbeugen. Prin-
zipiell spricht sich die Gesellschaft fiir Versuchstierkunde gegen prophylaktische oder
therapeutische Medikamentengaben bei kleinen Versuchstieren aus, da die Eliminie-
rung der Erreger meist unvollstdndig und unzuverlassig ist. Auch wird eine bestehen-
de Infektion wihrend der Behandlungsphase verdeckt. Das mikrotkologische Gleich-
gewicht des Tieres wird gestért und das Wachstum unerwiinschter Keime kann hier-
durch gefordert werden. Weiterhin besteht die Gefahr der Resistenzbildung und des
Auftretens von Nebenwirkungen, welche negativen Einfluss auf das Tier und/oder auf
das Experiment nehmen konnen. Allerdings spricht sich die GV—-Solas (Gesellschaft
fiir Versuchstierkunde — Society for Laboratory Animal Science (GV-SOLAS).htm)
fiir Prophylaxe und Therapie aus, wenn Zuchttiere seltener Versuchstierstdmme be-

troffen sind und ohne diese die Stammerhaltung nicht méglich wiére.

Die Kontrolle oder Eliminierung von Wurminfektionen in Labortierhaltungen ist des-
halb so aufwendig, da Anthelminthika zwar die adulten Stadien bekidmpfen aber
keinen Einfluss auf die Dauerstadien haben, welche lange Zeit in der Umgebung

iiberleben kénnen. Somit besteht die Gefahr, dass sich die Tiere erneut infizieren.

2.7.1 Bekimpfung der Infektion durch verschiedene Haltungsformen

In der Versuchstierhaltung existieren verschiedene Haltungssysteme, die sich durch
ihre verschiedenen hygienischen Bedingungen unterscheiden. Aus ihnen gehen aus
mikrobiologischer Sicht unterschiedliche Tiere hervor.

Das offene System oder konventionelle System verfiigt iiber keine aufwendigen
technischen und hygienischen Sicherheitsvorkehrungen gegen das Einschleppen von
Infektionen, daher ist der hygienische Status der aus diesen Systemen hervorgehenden
Tieren nicht definiert. Eine Standardisierung der physikalischen Umwelt der Tiere

muss gewahrleistet sein.

Im geschlossenen System, auch Barierren— oder SPF-System, existieren zusétz-
lich zu den Einrichtungen des offene Systems hygienische Barrieren. Diese schirmen
die Haltungseinheit gegen die mikrobiologisch unkontrollierte Umgebung streng ab
um das Einschleppen von Krankheitserregern zu verhindern. Alle Versorgungsgiiter
werden sterilisiert, das Personal kann diesen Bereich nur unter Benutzung von Luft-
oder Wasserduschen betreten. Die in dieser Haltungsform geziichteten Tiere werden
SPF-Tiere genannt. Dies sind spezifiziert pathogenfreie Tiere, d.h., die abwesenden

Pathogene konnen genau definiert werden.
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Das Isolatorsystem besteht aus geschlossenen Behiltnissen mit keimdichten Ein-
und Ausléssen fiir die Luft, langarmigen Handschuhen und sterilisierbaren Schleusen.
In ihnen kénnen gnotobiotische Versuchstiere gehalten und geziichtet werden. Diese
Tiere sind entweder vollig frei von Keimen und Kleinstlebewesen oder ihre Besiedlung

ist vollstandig bekannt.

Es muss davon ausgegangen werden, dass fast alle nicht hinter Barrieren gehaltenen
Mause und Ratten mit Oxyuren infiziert sind. HASSLINGER und WIETHE (1987)
untersuchten stichprobenartig sieben konventionelle Haltungen namenhafter Ziichter
in Deutschland. In diesen Bestédnden waren 0 % bis 94,7 % der M&use mit A. tetraptera
und 0% bis 69,7% mit S. obvelata infiziert. Bei den untersuchten Ratten konnten
Befallsraten bis 48,6 % bei A. tetraptera und bis zu 94,9 % bei S. muris festgestellt
werden. Bei hinter Barrieren gehaltenen Mausen fanden sie keine Oxyuren. Untersu-
chungen in brasilianischen Tierhaltungen offenen Systems im Jahr 2002 zeigten einen
Befall von bis zu 91,5 % mit S. obvelata und 8,5 % mit A. tetraptera. Der hohere Befall
mit S.obveleta wurde auf den kiirzeren Entwicklungszyklus zuriickgefiihrt, welcher
eine hohe Durchseuchung in kurzer Zeit erlaubt (BAZZANO et al., 2002).

2.7.2 Parasitennachweis

Das Freisein von unerwiinschten Mikroorganismen und damit die Eignung fiir spezi-
fische Experimente kann nur durch umfassende mikrobiologische Untersuchungen vor
und wihrend des Experiments gewéhrleistet werden. Der Nachweis von S. obvelata
kann auf verschiedene Weise erfolgen. Nach FLYNN (1973) erfolgt der sicherste Nach-
weis mittels Sektion. Am lebenden Tier kénnen Eier aus der Perianalgegend mit-
tels eines Tesafilmstreifens abgenommen werden. Durch die besondere Form der Ei-
ablage ist der Nachweis der Eier im Kot mittels Flotationsmethode mit Zinkchlorid—
Natriumchlorid-Loésung am unsichersten. Der Befall mit A. tetraptera und T. muris
lésst sich zuverlassiger als der Befall mit S. obvelata per Flotationsmethode nachwei-

sen. Allerdings ist auch hier ein Nachweis durch Sektion sicherer.

2.7.3 Bekimpfung der endogenen Entwicklungsstadien

Zur Bekdmpfung der larvalen und adulten Stadien im Wirtstier werden Anthel-
minthika eingesetzt. Eine Behandlung des Einzeltieres per os oder iiber spot-on
Préaparate ist auf Grund des hohen Arbeitsaufwandes selten realisierbar, somit er-
folgt die Applikation zumeist iiber das Trinkwasser. Die Medikamentengabe kann
auf unterschiedliche Weise erfolgen, es werden sowohl Behandlungszyklen als auch

Medikamentendauergaben iiber Wochen beschrieben.
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KLEMENT (1996) verabreichte mit S. obvelata befallenen Tieren Ivermectin iiber
das Trinkwasser. Er behandelte die Tiere fiir die Dauer von vier Tagen, danach folgte
eine Behandlungspause von drei Tagen. Wiahrend eines Behandlungszyklus erhielten
Ratten 2,9 mg /kg pro Tag und Méause 4,0 mg /kg pro Tag. Nach zwei dieser Zyklen
war von zehn Ratten noch ein Tier und vier von fiinf Mausen infiziert. Dehnte er
die Behandlung auf drei Durchgénge aus, erniedrigte sich die Anzahl der infizierten
Ratten auf eine Ratte von 40 und eine von fiinf Mausen. Eine weitere Erhohung der

Behandlungen eliminierte alle Oxyuren.

LIPMANN (1994) beschreibt verschiedene Bekdmpfungsansétze. Er fithrte Behand-
lungen mit 2,1mg Piperazinsulfatlosung /ml Trinkwasser und 0,007 mg Ivermec-
tinlosung / ml Trinkwasser durch. Piperazin wurde eine Woche eingegeben, dann
folgte eine einwochige Pause. Dies wurde zwei- bis viermal durchgefiihrt. Ivermec-
tin wurde iiber einen Zeitraum von 21 Tagen verabreicht. Bei alleiniger Behandlung
mit einem dieser Mittel wurden nach Ablauf mehrere Monate wieder Oxyuren ent-
deckt. Tiere, welche erst zwei Wochen mit Piperazin und im Anschluss zwei Wo-
chen mit Ivermectin behandelt wurden, waren auch nach 12 Monaten noch frei von
Wiirmern. Man muss allerdings beachten, dass Ivermectin bei Neugeborenen und
Jungtieren oder entsprechend préadisponierten transgenen Mé&usen die Blut—Hirn—

Schranke durchdringen und zu Todesféllen fithren kann.

Die Gesellschaft fiir Versuchstierkunde beschreibt eine Behandlung der Tiere mittels
Ivermectin als Spraylosung. Hierbei werden die Tiere wihrend drei aufeinanderfol-
genden Wochen einmal wochentlich mit einer Spraylosung aus einem Teil 1% iger
Ivermectinlosung und 10 Teilen Wasser jeweils beim Umsetzen in einen frischen Kéfig

bespriiht. Bei diesem Verfahren bleiben die Tiere sechs Monate oxyurenfrei.

ZENNER (1998) beschreibt die Tilgung von S. obvelata, S. muris und A. tetraptera
aus einer Zuchtkolonie. Es wurde 2,1 mg Piperazinsulfatlésung / ml Trinkwasser und
0,007 mg Ivermectinlosung / ml Trinkwasser verabreicht und ein Hygienemanagement
durchgefiihrt. Zwei Wochen wurde Piperazin verabreicht, gefolgt von einer zweiwochi-
gen Verabreichung von Ivermectin, auf die dann wieder zwei Wochen andauernde Be-
handlung mit Piperazin folgte. Am 35. Tag nach Behandlungsbeginn wurden Kéfige,
das gesamte Zubehor sowie die Rdume gereinigt und desinfiziert, teilweise wurden
Tiere in andere Raume umgesetzt. Auch nach einer Uberwachung von bis zu 14 Mo-
naten konnten nach diesem Management keine Oxyuren festgestellt werden.

Die Bekdmpfung von 7. muris wurde ebenfalls ausgiebig untersucht. So beschreibt
RAJASEKARIAH (1991) Versuche mit Oxantel, Mebendazol und weiteren Arznei-
mitteln. Oxantel zeigt hierbei die besten Ergebnisse, es eliminiert sowohl praadulte

als auch adulte Stadien bei einer einmaligen Gabe von 6,25 mg/ kg KG komplett.
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2.7.4 Bekimpfung der exogenen Entwicklungsstadien

Eine effektive Bekdampfung der Infektion ist durch die Kombination von Anthel-
minthikagabe mit der Reinigung und Desinfektion des Zubehors und der Tierrdume
moglich. Auf diesen Sachverhalt wird von mehreren Autoren hingewiesen (NICK-
LAS, 1984; ZENNER, 1994). Der Hygiene, besonders der Entfernung und Zerstérung
der Dauerformen ist besondere Aufmerksamkeit zu widmen. Arzneimittelgabe kann

Hygiene nicht ersetzen.

Hygienische Mafinahmen sind Reinigung und Desinfektion.

Reinigung

Mikroorganismen sind immer an Trigersubstanzen angelagert, d.h., sie sind an Staub,
Kot, Blut, Harn oder dhnliches gebunden (STRAUCH, BOHM 2002). Deshalb ar-
beiten Reinigung und Desinfektion Hand in Hand. Vor jeder Desinfektion muss eine
griindliche mechanische Vorreinigung erfolgen. Diese bewirkt, dass im Schmutz ent-
haltene Keime entfernt werden und die auf den Fléachen zuriickbleibenden Keime dem
Desinfektionsmitteln leichter zugénglich sind. Den Umweltbedingungen unmittelbar
ausgesetzt sterben viele Bakterien ohne umhiillende Schmutzschicht ab. Verbleiben-
der Schmutz hat einen negativen Einfluss auf die Desinfektionswirkung, da Desin-
fektionsmittel gebunden wird (METZLER, 2002). Unter Schmutz bleiben Wurm-
eier monatelang invasionstiichtig (SCHREIER, SPECK, 1966). Durchfeuchtung der
Hiillen macht Eier fiir Desinfektionsmittel besser zugénglich (ENIGK, 1947). Wird
nach einer Nassreinigung eine Desinfektion durchgefiihrt, muss auf eine vollstandige
Trocknung geachtet werden, da es sonst zur Verdiinnung des Desinfektionsmittels

kommt.

Desinfektion

Die Gesellschaft fiir Versuchstierhaltung hilt folgende Definition der Desinfektion
nach REBER (1972) fiir zutreffend:

,Desinfektion ist eine gezielte Mainahme mit dem Zweck, bestimmte Mikroorganis-
men und Parasiten durch Eingriffe in deren Struktur oder Stoffwechsel unabhéngig

von ihrem Funktionszustand unschéadlich zu machen.*

Bei Desinfektionsmafinahmen handelt es sich um selektive Mafinahmen, die nicht
zwingend alle Keime erfassen miissen. Dies ist das Ziel der Sterilisation.
Desinfektion kann durch physikalische oder chemische Verfahren (Desinfektionsmit-

tel) erfolgen. Bei den meisten physikalischen Verfahren sind die Ubergéinge zur Ste-
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rilisation fliefend. Physikalische Mafinahmen sind zum Beispiel Bestrahlung mit
UV-Licht, Einwirkung von sehr hohen oder sehr tiefen Temperaturen und Filtra-

tion.

Alle Anforderungen, die an ein ideales Desinfektionsmittel zu stellen wéren, konnen
von ein und derselben Substanz nicht erfiillt werden.

Anforderungen:

e breites Wirkungsspektrum oder hohe selektive Wirkung gegen Mikroorganis-

men
e rasche und irreversible Schédigung der Erreger bei der Gebrauchskonzentration
e geringer Wirkungsverlust durch Milieueinfliisse (Eiweif, Kot, pH-Wert)

e gleichbleibende Zusammensetzung (Lagerfihigkeit des Konzentrats, Stabilitét
der Gebrauchslosung, Wasserloslichkeit)

e Unschédlichkeit fiir Mensch und Tier

e Unschédlichkeit fiir tierische Lebensmittel

e Umweltvertréglichkeit

e Materialvertraglichkeit

e gute Anwendungseigenschaften (Netzfahigkeit, Reinigungseffekt)

e Wirtschaftlichkeit

(METZLER 2002)
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WERNER (2002) teilt Desinfektionsmittel in folgende Stoffgruppen ein:

1. Oxidationsmittel: Thre Wirkung beruht hauptséachlich auf der Freisetzung von
atomarem Sauerstoff. Es kommt zu Gerinnung der Zellmembran und zum Eindringen
des Desinfektionsmittels in die Erregerzelle. Dort werden Enzymsynthesen verdndert.
Alle Verbindungen dieser Gruppe sind bakteriostatisch bzw. bakterizid. Einige Ver-
bindungen dieses Types zeigen viruzide, sporozide oder antimykotische Effekte. Sie
sind temperaturunabhéngig, da Sauerstoff sehr reaktionsfreudig ist. Diese Reaktions-
freudigkeit fiihrt allerdings auch zu einem groflen Eiweififehler. Als Eiweififehler be-
zeichnet man einen Aktivitdtsverlust des Desinfektionsmittels, wenn es mit Proteinen

in Beriihrung kommt.

2. Halogene und halogenabspaltende Verbindungen: Sie fithren zu Eiweif3-
denaturierung der Erregerzellmembran. Im Zellinneren wird die Proteinsynthese durch
Enzymblockade (Bindung an SH-Gruppen) verandert. Gebréuchlich sind chlor- oder
jodhaltige Verbindungen. Chlorabspaltende Préperate zeigen konzentrationsabhéngig
bakterizide, viruzide und in geringem Mafle sporozide Effekte. Bestimmte Parasiten-
formen wie Protozoen werden geschédigt. Sie sind schleimhautreizend und korrosiv.
Entscheidend fiir ihre Wirksamkeit ist die Menge an freiem Chlor. In Gegenwart
organischer Substanzen nimmt die Wirksamkeit merklich ab (Eiweififehler). Jod-
haltige Verbindungen wirken rasch und haben ein weites Spektrum, welches neben

Bakterien, Mykobakterien und Sporen auch Viren umfasst.

3. Aldehyde: Aldehyde sind sehr reaktionsfreudige Verbindungen. Durch Oxidation
entstehen die entsprechenden Carbonséuren, durch Reduktion die dazugehorigen Al-
kohole. Aldehyde reagieren mit den Aminogruppen von Eiweiflen. Der Membranstoff-
wechsel wird gestort, die intrazelluldre Eiweilsynthese wird beeinflusst. Verschiedene
Aldehyde haben verschieden ausgepréigte desinfizierende Eigenschaften. Vor allem bei
Formaldehyd ist die bakterizide, viruzide, sporizide und fungizide Wirkung gut ausge-
préigt. Parasitdre Dauerstadien werden nicht beeinflusst. Die Wirkung der Aldehyde
ist stark von der Temperatur abhéngig. Sie sollten bei 20 °C oder hoheren Tempera-
turen eingesetzt werden. Bei 10°C ist ihre Wirkung eingeschréankt, bei 0°C sind sie
praktisch unwirksam. Sie bediirfen relativ langer Einwirkzeiten. Aldehyde kénnen zu
Hautreizungen fiithren, ihre mutagene und kanzerogene Wirkung wird immer wieder

diskutiert, allerdings sind keine gesicherten Daten vorhanden.

4. Alkalien: Freigesetzte OH-Gruppen reagieren mit den Zellmembranen der Er-
reger, deren Eiweiflbestandteile quellen und l6sen sich teilweise auf. Somit wird das
Zellinnere zugénglich. Dort vorhandene Proteine werden denaturiert, so dass der

Zelltod eintritt. Der Eiweiflfehler ist deutlich ausgeprégt.
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5. Sauren: Sduren losen einen pH—Schock aus. Proteine werden denaturiert. Da-
durch kommt es zu Membrannekrosen und somit zum Zelltod. Séduren zeigen bakte-

rizide und teilweise fungizide Wirkung bei starkem Eiweififehler.

6. Alkohole: Alkohole sind lipidloslich, somit membrangingig und fithren so zu
Zellmembranschéden. Im Inneren angekommen, entfalten sie ihren eiweiflkoagulie-
renden Effekt. Thre Wirkung héngt von Einwirkungsdauer und Konzentration ab.
Langkettige und hohermolekulare Verbindungen sind wirksamer als kurzkettige und
niedermolekulare Verbindungen. Vegetative Mikroorganismen, auch Mycobakterien
werden abgetotet, doch gegen Sporen sind Alkohole nicht wirksam. Unter prakti-
schen Bedingungen wirken sich ihre hydrohopen Eigenschaften sowie ihre leichte

Entflammbarkeit negativ auf ihre Einsatzmoglichkeiten aus.

7. Phenole und Phenolderivate: Phenol wird kaum mehr eingesetzt, da es zu
Haut- und Schleimhautreizungen fiihrt und warmbliitertoxisch ist. Phenolderivate
werden zur Tuberkuloseprophylaxe und antiparasitidren Vorbeuge genutzt. Sie sind
lipidloslich, fithren so zur Schidigung der Zellmembran und zeigen somit ein gutes
Eindringungsvermogen. Im Zellinneren greifen sie in den Eiweiflstoffwechsel ein. Sie
wirken bakterizid, teilweise viruzid, antimykotisch und antiparasitér. Sie zeigen den

geringsten Eiweilfehler aller Stoffgruppen.

8. Schwermetallverbindungen: Schwermetalle sind Protoplasmagifte. Ihre Ionen
inaktivieren SH-Gruppen. Der Aminosédureaufbau wird gestért und somit der Pro-
teinaufbau der Zelle verdndert. Enzymaktivitit wird verhindert, Eiweifle werden
gefillt.

9. Detergentien: Es werden strukturell sehr unterschiedliche Substanzen in dieser
Gruppe zusammengefasst. Alle haben grenzflachenaktive Anteile. Sie weisen eine gu-
te Netzwirkung auf und dringen somit tief ein. Sie wirken durch Ionenadsorption auf
der Zellmembran, wodurch die Membrandurchléssigkeit erhoht wird. Stark lipoid-
haltige Membranen wirken sich negativ auf die Tensidwirkung aus. Sie entfalten eine
bakterizide Wirkung vor, allem bei gram + Erregern, zum Teil auch sporizide und

antimykotische Wirkung. Thre viruzide Wirkung ist auf behiillte Viren beschrénkt.
10. Farbstoffe: Fiir Desinfektionszwecke genutzte Farbstoffe durchdringen die Zell-

membran und binden intrazelluldr meist an funktionelle Gruppen. Diese Eigenschaf-
ten sind sowohl fiir ihre farbgebenden Effekte als auch fiir ihre Eignung als Desin-

fektionsmittel verantwortlich.

Verschiedene Faktoren nehmen Einfluss auf den Desinfektionserfolg. Hemmend wir-
ken sich keimhiillende Stoffe wie Schmutz, Kot, Blut aus. Ungiinstige Keimunterlagen

wie rissige Fliachen oder zu glatte Fldchen, an denen das Desinfektionsmittel zu
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schnell ablauft, beeinflussen den Desinfektionserfolg ebenfalls negativ. Pordse, saug-
fahige Materialien benttigen mehr Desinfektionsmittel und eine intensivere Desinfek-
tion. Niedrige Raumtemperaturen setzen die Wirkung herab. Allgemein gilt, dass bei
10°C doppelt so lange Einwirkzeiten notwendig sind wie bei 20 °C (Durchfithrungsbe-
stimmungen des Ministeriums fiir Gesundheit und Konsumentenschutz GZ 39.505/6-
II1/A/4b/96). Hohe Feuchtigkeit verdiinnt oder neutralisiert das Desinfektionsmittel.
Umgekehrt fiihrt die vorherige Trocknung der zu desinfizierenden Bereiche, herauf-
setzen der Temperatur und eine der Desinfektion vorausgehende griindliche mecha-

nische Reinigung zu einer Erhchung des Desinfektionserfolges.
Griinde fiir ein Versagen von Desinfektionsmassnahmen:

e durch unzureichende Reinigung erreicht das Desinfektionsmittel die Keime

nicht oder wird inaktiviert
e Unempfindlichkeit der Keime gegeniiber dem Desinfektionsmittel

e falsche Zubereitung oder Einsatz des Desinfektiondmittels: Konzentration, Tem-

peratur, pH—- Wert, ...
e Inaktivierung des Desinfektionsmittels durch Reinigungsmittelriickstédnde

e Reinfektion von auflen: Tierzukaufe, Futter, . ..
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3. Material und Methode

3.1 Getestetes Mittel

In dieser Arbeit wurde das Breitbanddesinfektionsmittel Neopredisan 135-1 der
Fa. Menno Chemie—Vertriebsgesellschaft m.b.H. getestet. Es besteht zu 25—30 % aus
p—Chlor-m-kresol, zu 20—-25% aus Propan—1-ol und zu 10-15% aus Propan—2-ol.
Die Desinfektionswirkung basiert auf dem Wirkstoff Preventol CMK (p—Chlor—m-—
kresol). Neopredisan 135-1 ist ein von der DVG zugelassenes Desinfektionsmittel
gegen Endoparasiten und Mykobakterien. Es ist klar, in den verwendeten Konzen-

trationen gut mit Wasser mischbar und hat einen leicht stechenden Geruch.

Kresole sind Alkylphenole. Phenole und Phenolderivate werden als Oberflichendesin-
fektionsmittel in Stallungen und in der Kommunalhygiene eingesetzt. Thre abtotende
Wirkung auf Bakterien und parasitédre Dauerstadien ist schon lange bekannt. Phenol
verfiigt {iber einen charakteristischen Geruch, der auch schon bei sehr geringen Kon-
zentrationen bemerkbar ist. Auch bei Phenolderivaten ist er noch stark ausgeprégt,

wodurch die Anwendungsbereiche einschréinkt werden.

Kresole gehdren zu den antiseptisch wirkungsvollsten Alkylphenolverbindungen.

Bereits 1959 testen PAVLOV et al. o-Kresole auf ihre Wirksamkeit gegen Askariden-
eier. Die Versuche ergaben, dass eine 1 %ige Kresollosung nach 2,5 Stunden Einwirk-
zeit nicht embryonierte Eier zu 100 % abtotet. Mit ansteigender Konzentration sinkt
die zur Abtotung benotigte Zeit, so werden bei einer Konzentration von 4 % nur
noch fiinf Minuten Einwirkzeit benotigt um das gleiche Resultat zu erzielen. Auch
embryonierte Eier wurden durch o—Kresol geschéidigt, nach erfolgter Desinfektion

war keine larvale Bewegung mehr feststellbar.

Kresole zeigen eine hohe Oberflachenaktivitdat und gute Lipoidloslichkeit. Thr Nachteil
besteht in einer geringen Wasserloslichkeit. Durch die Halogensubstitution wird die
bakterizide, viruzide und fungizide Wirkung heraufgesetzt (FREY, LOSCHER, 2002).
Besonders effektiv sind phenolische Mittel im sauren Bereich, da sie dann undisso-
ziiert vorliegen. Alkylreste fordern die Lipophilie. Werden Halogene in Phenol ein-
gefiihrt, so ist deren Desinfektionswirkung in 3-Stellung zur Hydroxylgruppe von
Phenol am ausgeprégtesten. Phenole wirken durch Proteindenaturierung. Hydroxyl-
gruppen der Phenole reagieren mit Aminogruppen im Protein und fithren so zu
Eiweiifallung. Phenolen sind im Vergleich mit anderen Stoffgruppen schwer durch

Umwelteinfliisse in ihrer Wirksamkeit herabzusetzen. Sie sind weitgehend unemp-
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findlich gegen organische Substanzen (Durchfiihrungsbestimmungen des Ministeri-
ums fiir Gesundheit und Konsumentenschutz GZ 39.505/6-111/A /4b/96). Mit einem
Siedepunkt von 228 °C gehort p—Chlor—m-—kresol zu den mittel bis schwer fliichtigen

Substanzen.

3.2 Infektion der Wirtsmaéause

Fiir die Desinfektionsversuche wurden Dauerstadien von A. tetraptera und T. muris

verwendet.

Um die Dauerstadien zu gewinnen wurden weiblichen Balb /¢ Méausen per os mit
embryonierten Eiern infiziert. Die embryonierten Eier von T.muris stellte freund-
licherweise Prof. Dr. Mehlhorn zur Verfiigung. Die Eikonzentration pro ml Fliissig-
keit wurde vor der Infektion der Mause bestimmt. Hierfiir wurden die Eier in zwolf
10 pl-Portionen bei 100 —facher VergroBerung unter einem Lichtmikroskop gezéhlt.
Die Probe mit der geringsten und die mit der héchsten Anzahl wurde nicht gewer-
tet und aus den verbliebenen zehn Werten der Mittelwert gebildet. Dann wurde der

Eigehalt pro ml ermittelt.

Die Eier von A. tetraptera wurden aus dem Kot von auf natiirlichem Weg infizier-
ten Mausen isoliert. Der Kot wurde gesammelt und {iber Nacht mit Leitungswas-
ser eingeweicht, dann wurde er in einem Morser unter Verwendung von geséttigter
Zinkchlorid—Kochsalz—Loésung zerkleinert, gesiebt und zehn Minuten bei 2800 Um-
drehungen / Minute zentrifugiert. Der Uberstand wurde durch ein Sieb mit einer
Maschenweite von 30 pm geseiht und der Inhalt des Siebes wurde mehrfach mit
Leitungswasser gewaschen. Der im Sieb verbliebene Riickstand wurde mit etwas Lei-
tungswasser in eine Glaspetrischale mit einem Durchmesser von ca. 5 cm gefiillt, wel-
che acht Tage bei Raumtemperatur aufgestellt wurde. Wéahrend dieser Zeit wurde die
Eisuspension dreimal pro Woche mit einer Pasteurpipette beliiftet. Dann wurde der
Uberstand abpipettiert, das Sediment mit der geringen verbliebenen Menge Wasser

aufgemischt und die Eikonzentration nach oben genannter Methode bestimmt.

Die Infektionsdosis betrug sowohl bei den Tieren die A. tetraptera erhielten als auch
bei den Méausen, welche mit T.muris infiziert wurden, ca.300 Eier pro Maus. Die
Mé&use waren zum Zeitpunkt der Infektion zwischen 3 und 16 Wochen alt. Die M&ause
wurden konventionell in Gruppen in Kaifigen auf Kleintierstreu gehalten. Zweimal
pro Woche wurden die Tiere in neue Kéfige umgesetzt. Sie bekamen das pellettierte
Standardfutter Altrumin 1324 zu fressen und Wasser ad libitum zu trinken. Den
Méusen wurde zweimal wochentlich 2 mg Prednisolon / kg KG s.c. in die Kniefalte

verabreicht.
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3.3 Gewinnung der Dauerstadien

Der Kot wurde zweimal pro Woche gesammelt. Einmal wochentlich wurden die Eier
aus dem Kot gewonnen, in der Zwischenzeit wurde der Kot im Kiihlschrank aufbe-
wahrt. Die Féazes wurde vor der Gewinnung der Eier iiber Nacht in Leitungswasser
eingeweicht um das Zerkleinern zu erleichtern.

Am folgenden Tag wurde der Kot in einem Morser mit geséttigter Zinkchlorid—
Natriumchlorid-Losung zerkleinert und durch ein Teesieb gegossen. Die Fliissig-
keit wurde in Zentrifugengléser iiberfiihrt und zehn Minuten bei 2800 Umdrehun-
gen / Minute zentrifugiert. Auch hier wurde der Uberstand in ein Sieb mit einer
Maschenweite von 30 um gegossen und mehrfach mit Leitungswasser gewaschen.
Das so gewonnene Material wurde in Zentrifugengléser gegeben und 25 Minuten bei
2800 Umdrehungen / Minute zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgekippt und das
Sediment mit Leitungswasser aufgemischt. Die Anzahl der gewonnenen Eier wurde
mit der oben schon beschriebenen Methode bestimmt. Bis zur weiteren Verwendung
wurde die Fliissigkeit in Spitzrohrchen gefiillt. Diese wurden im Kiihlschrank gelagert
und die Suspension wurde dreimal pro Woche mittels einer Pasteurpipette beliiftet.

3.4 Suspensionsversuch

Die Priifung des Desinfektionsmittels Neopredisan 135-1 erfolgte im Suspensions-
verfahren. Als Leitlinie dienten die Richtlinien der Deutschen Veterindrmedizinischen
Gesellschaft zur Priifung von Desinfektionsmitteln an Spulwurmeiern im Suspensions-
test.

Die Konzentration der Eisuspension wurde durch oben beschriebene Auszéhlung der
Eier bestimmt. Die Eikonzentration der verschiedenen Versuche war unterschiedlich.
Sie bewegte sich bei den Versuchen mit 7. muris—Eiern in einem Bereich von 2500
bis 3500 Eiern pro Ansatz. Bei den Versuchen mit A. tetraptera wurden ungefahr
1000 Eier pro Ansatz verwendet.

Fiir den Suspensionstest wurde Neopredisan 135-1 unmittelbar vor dem Versuch
angesetzt. Dreimal erfolgten die Versuche an den T.muris—Dauerstadien mit einer
Anwendungskonzentration von 2 %. Hierzu wurden 0,4ml Neopredisan 135-1 mit
10 ml Leitungswasser gemischt und somit eine Konzentration der Desinfektionslosung
von 4% erreicht. Durch die Zugabe der gleichen Menge an Eisuspension im Test
reduzierte sich die Konzentration um die Hélfte. Einmal fand der Versuch an den
T. muris—Eiern mit einer Anwendungskonzentration von 1% statt. Dafiir wurden
0,2 ml Desinfektionsmittel mit 10 ml Wasser gemischt und somit eine Konzentration

von 2% erreicht. Damit betrug die Endkonzentration 1 %.
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Die Versuche an den A. tetraptera—Dauerstadien erfolgten einmal mit einer Endkon-

zentration von 2 % und einmal mit einer Endkonzentration von 1 %.

Als Gefafle wurden Glaspetrischalen mit einem Durchmesser von 2cm verwendet.
Pro gepriifter Einwirkzeit wurde ein Doppelansatz gebildet. In jedem Versuch gab
es zwei Kontrollansétze bestehend aus 0,5 ml Suspension und 0,5 ml Leitungswasser.
Die Einwirkzeiten betrugen bei den Versuchen mit T.muris—Dauerstadien immer
30,60, 90, 120 und 180 Minuten.

Bei den Versuch mit Aspiculuriseiern mit 2 %iger Endkonzentration betrugen die
Zeiten ebenfalls 30,60, 90,120 und 180 Minuten, bei dem Versuch mit 1 %iger End-
konzentration 60,90 und 120 Minuten.

In jede Schale wurden 0,5ml der Desinfektionslosung gegeben. Zum Start der Des-
infektionsreaktion wurde die gleiche Menge Eisuspension hinzugefiigt. Wahrend des
Versuches standen die Ansétze auf einem Wipptisch der Marke Heidolph, der die
Fliissigkeiten in stetiger schwacher Bewegung hielt. Nach den vorgegebenen Einwirk-
zeiten wurde der Inhalt jeder Petrischale in ein Becherglas mit ca. 1200 ml Fassungs-
vermogen iiberfiihrt, die Petrischalen wurden mit einem scharfen Wasserstrahl aus-
gespiilt und die so gewonnene Fliissigkeit ebenfalls in dem Becherglas aufgefangen.
Dann wurde das Glas mit Leitungswasser auf 1000 ml aufgefiillt und die Fliissigkeit
mit einem Glasstab umgeriihrt. Nach 24 stiindiger Sedimentation bei Raumtempe-

ratur wurde der Uberstand mit einer Wasserstrahlpumpe bis auf ca. 30 ml abgesaugt.

Das Sediment jedes Ansatzes wurde resuspendiert und in Zellkulturplatten mit sechs
Vertiefungen der Fa. Greiner iiberfiihrt. Die Platten wurden bei Zimmertemperatur

gelagert und dreimal pro Woche mittels einer Pasteurpipette beliiftet.

Die Lagerdauer betrug bei 7. muris 34 bis 37 und bei A. tetraptera 8 Tage.

3.5 Ermittlung des Desinfektionserfolges

Trichuris muris:

Der Uberstand wurde abpipettiert und das Sediment aufgemischt. Mit einer Impfose
wurde etwas von dieser Fliissigkeit auf einen Objekttréger iiberfiithrt, mit einem
Deckglaschen abgedeckt und bei 400 facher Vergroflerung jeweils 50 Eier pro Vertie-
fung ausgezahlt. Eier in denen die Larven deutlich sichtbar entwickelt waren, wurden
als embryoniert gewertet. Nicht embryonierte Eier, blasig degenerierte Eier und Eier
mit plump erscheinenden, larvendhnlichen Gebilden wurden als nicht embryoniert

bewertet.
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Der Prozentsatz der embryonierten Eier (abs. ER [%] = absolute Embryonierungsrate
in Prozent) wurde errechnet und der Mittelwert der Doppelansétze gebildet. Die
relative Embryonierungsrate (rel. ER [%]) wurde nach folgender, in den Richtlinien

angegebenen Formel ausgedriickt:

100 x abs. ER X [%]

1L E =
rel. ER [%)] abs. ER Kontrolle [%)]

Die Wirksamkeit (Wi[%]) des Desinfektionsmittels wurde geméB der Richtlinien
im Grad der Entwicklungshemmung ausgedriickt und ergibt sich aus der Differenz
zu 100:

Wirksamkeit [%] = 100 — rel. ER [%)]

Mit den Trichuris—Eiern des zweiten Desinfektionsversuches mit einer Anwendungs-
konzentration von 2% wurde am Tag der mikroskopischen Bestimmung des Desin-

fektionserfolges jeweils eine Maus pro Ansatz mittels Knopfkaniile infiziert.

Der Kot dieser Tiere wurde vor deren Infektion mit den ,,desinfizierten* Eiern mittels
Flotationsmethode auf etwaige Eiausscheidung untersucht. In keiner Probe konn-
ten Eier nachgewiesen werden. Als Flotationslosung wurde gesattigte Zinkchlorid—
Kochsalz-Losung verwendet. Die Zentrifugation erfolgte drei Minuten lang mit 2800 Um-

drehungen / Minute.

Die Anzahl der desinfizierten Eiern wurde durch eingangs beschriebene Ziahlung be-
stimmt und der Eigehalt durch anschlieSende Verdiinnung der Suspension mit Lei-
tungswasser eingestellt. Direkt vor der Infektion wurde die Eier enthaltende Fliissig-
keit gut aufgemischt. Die Infektionsdosis betrug pro Tier etwa 450 Eier. Nach er-
folgter Infektion wurden die Mé&use einzeln gehalten. Die Tiere bekamen zweimal
wochentlich 2 mg Prednisolon / kg KG s.c. in die Kniefalte gespritzt. Wahrend der
folgenden 30 Tage wurden die Tiere einmal wochentlich mittels Flotationsmethode
beprobt. Ab dem 30 Tag p.i. wurde der Kot der Tiere fiinfmal wochentlich mittels
Flotationsmethode untersucht. Dies erfolgte bis sieben Tage nach den ersten positi-
ven Befunden der Kontrollgruppe. Konnten zu diesem Zeitpunkt keine Eier im Kot
nachgewiesen werden wurden die Tiere als frei von Trichuren gewertet. Danach wurde
der Versuch beendet.

Aspiculuris tetraptera:
Nach acht Tagen Embryonierungszeit bei Raumtemperatur wurden je eine Maus pro
Desinfektions— und Kontrollansatz mit der ,,desinfizierten“ Eisuspension per Knopf-

kaniile infiziert. Die Mause wurden vor der Infektion mittels Flotationsmethode auf



28 3. Material und Methode

das Vorhandensein von Wurmeiern im Kot untersucht. Jede Maus erhielt eine Dosis
von ca. 250 Eiern. Wahrend der ersten 21 Tage p.i. wurde der Kot der Tiere wchent-
lich untersucht. Ab dem 23 Tage p.i. wurde der Kot fiinfmal wochentlich gesammelt
und per Flotation mit geséttigter Zinkchlorid—Natriumchlorid-Losung untersucht.
Die Beprobung wurde sieben Tage nach dem ersten Nachweis von Fiern im Kot
der Méause der Kontrollgruppe weitergefithrt. Konnten dann immer noch keine Eier

nachgewiesen werden, wurden die Mause als nicht infiziert gewertet.



4. Ergebnisse

4.1 Suspensionsversuche mit Eiern von Trichuris muris:

4.1.1 1 %ige Anwendungskonzentration

Tabelle 4.1 stellt die Ergebnisse des Versuches mit einer Endkonzentration von 1%
dar. Die nicht mit Desinfektionsmittel behandelten Eier der Kontrollgruppen erreich-
ten eine Embryonierungsrate von 85,7 %. Die mit einer 1 %igen Neopredisanlosung
,desinfizierten“ Eier erreichen diese Rate nicht, der Anteil der sich weiterentwickeln-
den Eier nimmt mit zunehmender Dauer der Desinfektionszeit ab. Abbildung 4.1
zeigt alle fiir diesen Versuch ermittelten Werte als Kurve. Die Kurven der beiden
Embryonierungsraten in diesem Versuch zeigen einen flacheren Verlauf als die der

drei Versuchsansitzen mit 2 %iger Desinfektionsmittellosung.

Kontrolle | 30 Min. | 60 Min. | 90 Min. | 120 Min. | 180 Min.
abs. ER [%)] 85,67 73,00 32,00 13,34 0,67 0,00
rel. ER [%)] - 85,21 37,35 15,57 0,78 0,00
Wi. [%)] - 14,79 62,65 84,43 99,22 100,00

Tab. 4.1: Desinfektionsversuch an Eiern von T.muris mit Neopredisan 135-1 in einer

Anwendungskonzentration von 1%, 37. Tag nach erfolgter Desinfektion. abs. ER = absolute

Embryonierungsrate, rel. ER =relative Embryonierungsrate, Wi= Wirksamkeit

4.1.2 2 %ige Anwendungskonzentration

In Tabelle 4.2 werden die Ergebnisse des 1. Versuchsansatz mit Neopredisan 135-1

in einer Anwendungskonzentration von 2 % dargestellt.

Kontrolle | 30 Min. | 60 Min. | 90 Min. | 120 Min. | 180 Min.
abs. ER [%)] 93,33 81,50 72,83 22,17 1,84 0,34
rel. ER [%)] - 87,35 78,06 23,76 1,97 0,36
Wi. [%] - 12,65 21,94 76,24 98,03 99,64

Tab. 4.2: Versuchsansatz Nr. 1 an T. muris— Dauerstadien mit Neopredisan 1351 in einer

Anwendungskonzentration von 2 %, 34. Tag nach erfolgter Desinfektion.

29




30 4. Ergebnisse

100 N —
i o rel. ER
:é 75 B abs. ER |
v ° Wi
Uj; 50 | Abb. 4.1: Werte der relativen Em-
= bryonierungsraten, absoluten = Em-
%ﬁ il 1 bryonierungsraten und Wirksambkeit
= in Abhéngigkeit von der Einwirkzeit.
h Desinfektionsversuch an Dauerstadien
0 al ' & von T.muris mit Neopredisan 135-1
0 60 120 180 in einer Anwendungskonzentration von
Zeit t/ min 1%, 37. Tag nach erfolgter Desinfektion.

Die Eier der Kontrollgruppe zeigen nach 34 Tagen Lagerung bei Raumtemperatur
mit regelméfBiger Beliiftung eine Embryonierungsrate von 93,33 %. Die mit Neopre-
disan 135-1 in einer Konzentration von 2 % behandelten Eier zeigen geringere Em-
bryonierungsraten. Bei einer Erhohung der Einwirkzeit von 60 zu 90 Minuten ist der
grofite Abfall der Entwicklungsraten erkennbar. Dies bedingt das deutliches Absinken
der Embryonierungsrate nach einer Einwirkzeit von 90 Minuten. Mit zunehmender
Dauer der Exposition sinkt die Anzahl der embryonierten Eier bis auf 0,3 % nach
180 Minuten Desinfektionsdauer deutlich ab. Auch bei Versuchsansatz 2 und 3 ist
der Unterschied zwischen 60 und 90 miniitiger Einwirkzeit am grofiten wie aus Ta-
belle 4.3 und 4.4 ersichtlich ist.

Kontrolle | 30 Min. | 60 Min. | 90 Min. | 120 Min. | 180 Min.
abs. ER [%)] 90,67 86,67 56,67 15,67 0,34 0,00
rel. ER [%)] - 95,59 62,50 17,28 0,37 0,00
Wi. [%] - 4,41 37,50 82,72 99,63 100,00

Tab. 4.3: Versuchsansatz Nr.2 an Dauerstadien von T.muris mit Neopredisan 135-1 in

einer Anwendungskonzentration von 2 %, 35. Tag nach erfolgter Desinfektion.

Abbildung 4.2 stellt alle fiir Versuchsansatz 1 ermittelten Werte dar. Als Wert der
absoluten Embryonierungsrate zum Zeitpunkt t =0 wird die absolute Embryonie-
rungsrate des Kontrollansatzes verwendet. Daraus resultiert eine relative Embryo-
nierungsrate von 100 % zu Beginn der Desinfektionsreaktionen. Der deutliche Abfall
der abs. ER zwischen 60 und 90 miniitiger Einwirkzeit sowie der daraus resultierende
Abfall der rel. ER ist gut zu erkennen.
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Kontrolle | 30 Min. | 60 Min. | 90 Min. | 120 Min. | 180 Min.
abs. ER [%)] 94,17 83,84 71,67 21,67 1,50 0,17
rel. ER [%)] - 89,03 76,11 23,01 1,59 0,18
Wi. [%] - 10,97 23,89 76,99 98,41 99,82

Tab. 4.4: Versuchsansatz Nr.3 an Eiern von T.muris mit Neopredisan 135-1 mit einer

Anwendungskonzentration von 2 %, 34. Tag nach erfolgter Desinfektion.
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Tabelle 4.5 zeigt die absoluten Embryonierungsraten aller mit einer Anwendungs-
konzentration von 2% durchgefiihrten Suspensionsversuche im Vergleich. Den sel-
ben Sachverhalt stellt auch Abbildung 4.3 dar. Alle Kurven zeigen einen &hnlichen
Verlauf.

Versuch 1 | Versuch 2 | Versuch 3
abs. ER Kontrolle[%] 93,30 90,67 94,17
abs. ER 30 min.|[%] 81,50 86,67 83,84
abs. ER 60 min.|[%] 72,83 56,67 71,67
abs. ER 90 min.[%] 22,17 15,67 21,67
abs. ER 120 min.[%] 1,84 0,34 1,50
abs. ER 180 min.[%)] 0,34 0,00 0,17

Tab. 4.5: Versuchsansétze mit Dauerstadien von T.muris und Neopredisan 135—1 mit

einer Anwendungskonzentration von 2 %.
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Tabelle 4.6 zeigt die Wirksamkeit [%)] nach den fiir die Beurteilung wichtigen 120 Mi-
nuten und nach 180 Minuten bei allen Versuchen mit einer Anwendungskonzentration

von 2% im Vergleich. Die Ergebnisse der drei Versuche weichen kaum voneinander
ab.

Versuch 1 | Versuch 2 | Versuch 3

Wi [%] 120 Min. 98,03 99,63 98,41
Wi [%] 180 Min. 99,64 100,00 99,82

Tab. 4.6: Desinfektionsversuche an Dauerstadien von T. muris mit Neopredisan 135—1 mit

einer Anwendungskonzentration von 2 %.
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4.1.3 Infektionsversuch an 12 Balb / ¢ Miusen mit Eiern von Trichuris
muris des 2. Versuches mit Neopredisan 135-1 in einer Konzentra-

tion von 2 %

Bei den wochentlichen Kotuntersuchungen der ersten 30 Tage p.i. konnten bei keiner
Maus Eier nachgewiesen werden. Am 47. Tag p.i. wurden sowohl im Kot der Tiere
der Kontrollgruppe als auch im Kot der Tiere, welche die 30 Minuten ,,desinfizierten*
Eier erhielten, T.muris—Dauerstadien nachgewiesen. Im Kot der Tiere der anderen
Gruppen wurden keine Eier nachgewiesen, obwohl ein Teil der Eier nach erfolgter
Desinfektion eine Larve enthielt. Auch bei der letzten Kotuntersuchung 54 Tage p.i.
wurden keine Eier bei diesen Méusen gefunden. Somit wurden die Tiere, die mit
Eiern infiziert wurden, welche 60, 90, 120 oder 180 Minuten mit Neopredisan 135-1

desinfiziert wurden als nicht befallen gewertet.

4.2 Infektionsversuche mit Eiern von Aspiculuris tetraptera

Der Desinfektionserfolg wurde aufgrund der schnellen Weiterentwicklung der Eier
in der Umwelt nicht wie bei den Versuchen mit 7. muris—Dauerstadien durch die
Embryonierungsraten bestimmt. Es erfolgte ein Infektionsversuch von M&ausen mit

,desinfizierten“ Eiern.

Die Daten beider Versuche sind in Tabelle 4.7 dargestellt.

Kotuntersuchung Kontr. | 30 Min | 60 Min. | 90 Min. | 120 Min. | 180 Min.
Neopredisan 135-1, 2% | pos pos neg neg neg neg
Neopredisan 135-1, 1% pos - pos pos pos - —

Tab. 4.7: Desinfektionsversuche an A. tetraptera Dauerstadien mit Neopredisan 135-1.
Das Zeichen — — deutet an, dass fiir diese Desinfektionsdauer kein Versuch durchgefiihrt

wurde.

Bei den regelméfligen Kotuntersuchungen konnten bei den Tieren, die die Eier des
Desinfektionsversuches an A. tetraptera—Eiern mit einer 2 % igen Losung von Neopre-
disan 135-1 erhielten, bis einschliefllich Tag 26 p.i. keine Eier nachgewiesen werden.
Am 27 Tag p.i. wurde bei den Méusen der Kontrollgruppe und den Tieren, welche
die Eier erhielten, die dem Desinfektionsmittel 30 Minuten ausgesetzt waren, Eier
im Kot gefunden. Alle anderen Tiere blieben bis zum 34 Tag p.i. negativ. Dann wur-
de der Versuch beendet. Die bis dahin unauffilligen Tiere wurden als nicht infiziert

gewertet.
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Alle Tiere, die im zweiten Versuch mit einer 1% igen Neopredisan 135-1 Konzentra-
tion ,,desinfizierten* Eier erhielten, blieben bis einschliellich 48 Tage p.i. unauffillig.
Am 49. Tag konnten bei einem Tier der Kontrollgruppe A. tetraptera—Eier nachge-

wiesen werden. Vier Tage spéter wurden Dauerstadien im Kot aller Tiere gefunden.
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5.1 Besprechung der Methoden

5.1.1 Infektion der Miuse

Die fiir die Versuche benétigten Wurmeier wurden durch Infektion von Méausen er-
zeugt. Erste Infektionsversuche erfolgten an jungen NMRI und Balb / ¢ Mausen. Bei
den NMRI Mausen konnte keine Infektion gesetzt werden, bei den Balb /¢ Mausen
gelang dies nur bei einem Teil der Tiere. Bei den anderen Tieren konnten ebenfalls

keine Eier im Kot nachgewiesen werden.

Mehrere Autoren beschreiben Schwierigkeiten bei der Etablierung einer Infektion
mit 7. muris (CAMPBELL 1963, KEELING 1961). Es erfolgt eine AbstoBung der
Wiirmer im Verlauf der ersten drei oder vier Wochen der Infektion als Reaktion auf
die larvalen Stadien (WAKELIN, 1969). Hierfiir ist die T-Zellantwort der Mesen-
teriallymphknoten bestimmend. Der Infektionsverlauf ist abhéngig von der Domi-
nanz der T—Zelltypen. Es werden verschiedene Subtypen von T—Zellen unterschie-
den; fiir die AbstoBung der Larven sind vor allem CD4-Rezeptor tragende Zellen
verantwortlich. Die Rolle der CD4+ T-Zellen ist ausfiihrlich beschrieben, es werden
Th 1 Zellen und ihre Sekrete IL -2, IFN -~ und Lymphotoxin, sowie Th 2-Zellen
und deren Produkte IL—4, IL-5, IL-6, IL—9, IL—10 und IL—-13, sowie regulieren-
de T—Zellen unterschieden. Resistente Stamme oder Individuen zeigen typischerweise
eine ausgeprigte Th 2-Antwort. Diese Individuen stoflen die Wiirmer am 18 Tag p.i.
ab. Empfingliche Stdmme zeigen eine ausgepriagte Th 1-Antwort, der Cytokinspie-
gel ist niedrig bei einem hohen Gehalt von IFN -+, welches die Differenzierung zu
Th 2-Zellen hemmt. Empfangliche Tiere zeigen also eine Immunantwort, aber die Art
der Antwort ist nicht geeignet die Wiirmer abzustoflen. Die Infektion bleibt beste-
hen. Es existiert auch die Moglichkeit einer kombinierten Th 1— und Th 2—-Antwort.
Hierbei werden einige oder alle Wiirmer zwischen dem 21 und 28 Tag p.i. ausgetrie-
ben. Hierfiir ist die Th 1-Antwort entscheidend. Helmintheninfektionen verursachen
zudem einen Anstieg von Mastzellen, eosinophilen Granulozyten und Antikérpern.
Durch Interleukine der Th2-Zellen angeregte B-Zellen und von diesen produzierte
Antikérpern spielen ebenfalls eine bedeutende Rolle (BLACKWELL, ELSE, 2001;
ELSE, DESCHOOLMASTER, 2003; JOHNSTON et al, 2005).

MATHIES (1959) experimentierte mit A. tetraptera. Er unterdriickte die Immun-

antwort durch Kortisongaben. Drei bis sieben Wochen alte ménnliche und weib-
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liche Albinoméuse erhielten jeweils 500 embryonierte Eier. 50 % der Tiere wurde
75mg / kg KG Kortison fiir insgesamt elf Tage p.i. verabreicht. Dann erfolgte die
Totung der Tiere und eine Untersuchung des Darmkonvolutes. Er fand einen signi-
fikanten Anstieg der Wurmbiirde bei behandelten Tieren. Der Effekt war umso aus-
gepragter je jiinger die Tiere waren.

CAMPBELL (1963) infizierte funf Wochen alte Albinomé&usen mit je 200 Eiern von
T. muris. Ein Teil der Tiere erhielt am Tag vor der Infektion Kortison. Behandel-
te wie unbehandelte Tiere, die nach zwei oder drei Wochen getotet und untersucht
wurden, beherbergten larvale Stadien. Im Durchschnitt hatten sich 35% der ver-
abreichten Eier weiterentwickelt. Die mit Kortison behandelten Tiere zeigten etwas
hohere Wurmbiirden als die unbehandelten Wirte. Von den unbehandelten Méausen,
welche am 37 Tag p.i. getétet wurden, hatten die Tiere alle oder einen Teil der
Wiirmer abgestolen. Tiere, denen Kortison verabreicht worden war, beherbergten

deutlich mehr Wiirmer als unbehandelte.

WAKLIN (1970) verabreichte M#usen Kortison wéhrend einer Erstinfektion mit
T. muris. Er tat dies an zwei Tagen und unterdriickte somit die Immunantwort. Er
wihlte verschiedene Tage fiir die Kortisongaben aus und kam zu dem Schluss, dass
die Immunantwort und somit die Abstofung der Larven am effektivsten unterdriickt
wird, wenn die Kortisongabe an Tag 14 und 15 p.i. erfolgt.

In Versuchen mit Nippostrongylus brasiliensis an Ratten wurde die Immunantwort
und somit die Abstoflung des Wurms erfolgreich durch Prednisolongaben unter-
driickt.

Kortison und Prednisolon gehéren zu den Glukokortikoiden. Somit wirken sie iiber
intrazelluldre Rezeptorbindung, welche die Genexpression und daraus resultierend
die Proteinsynthese modifiziert. Dies fiihrt dazu, dass glukokortikoide Effekte erst
nach einer Latenzzeit auftreten und iiber das Verschwinden des Glukokortikoids aus
der Blutbahn hinaus anhalten.

Glukokortikoide haben unter anderem eine immunsuppressive Wirkung. Wichtig
hierfiir ist der Membran-stabilisierende Effekt. Er erstreckt sich praktisch auf alle
biologischen Membranen. Durch diesen Effekt hemmen Glukokortikoide zum Bei-
spiel die Ausschiittung von lysosolmalen Enzymen. Es erfolgt eine Hemmung der
Leukozyteninfiltration und eine T—Zell Umverteilung. Dadurch sinkt deren Anzahl
in der Peripherie. Durch Hemmung der IL—2 Freisetzung reduziert sich die Prolife-
rationsrate der T-Lymphozyten. Ebenso wird die Aktivierung der T—Zellen beein-
trachtigt. Die Zytokinsynthese in den T-Lymphozyten wird vermindert, IL -1, IL -6
und TNF werden in geringerer Menge gebildet. Durch eine Verminderung der Makro-

phagenaktivierung wird die Phagozytose verringert. Die Bindung von Antikérpern an
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Effektorzellen wird herabgesetzt. Eine lang anhaltende und hochdosierte Gabe ruft
eine Verminderung der Antikorperbildung hervor (FREY, LOSCHER, 2002). Durch
all diese Eigenschaften wird eine deutliche Th 2—-Antwort auf einen Helminthenbefall
effektiv gehemmt. Die Infektion bleibt bestehen.

Nach meinen ersten erfolglosen Versuchen eine Infektion zu setzten wurde bei er-
neuten Infektionsversuchen den Tieren Prednisolon verabreicht. Nun gelang es die
Méuse zu infizieren und den Nematodenbefall aufrecht zu erhalten. Mit A. tetraptera
infizierte Tiere schieden ca. zwei Monate Eier aus. Dies entspricht in etwa der ma-
ximalen Lebensdauer des weiblichen Wurmes. Die Anzahl der im Kot auffindbaren
Eier sank mit zunehmender Dauer der Ausscheidung ab und erlosch dann véllig. So-
mit blieb die gesetzte Infektion die einzige, die Tiere infizierten sich nicht aus ihrer

Umwelt neu.

Mit T. muris infizierte Mause schieden ungefdhr 2,5 Monate deutlich Eier aus. Da-
nach ging die Ausscheidung auf so geringe Werte zuriick, dass die Gewinnung einge-

stellt wurde.

S. obvelata gehort mit A. tetraptera zu den am weitesten verbreiteten Nematoden
in der Versuchstierzucht. Dies liegt sowohl an dem kurzen Reproduktionszyklus des
Wurmes als auch an dem typischen Verhalten der Méause, die die Eiern aus der Peri-
analgegend durch Fellpflege oder soziale Kontakte mit infizierten Tieren aufnehmen.
Ein Desinfektionsversuch an Syphacia—Eiern konnte nicht im Suspensionsversuch
durchgefiihrt werden, da die Anzahl der Eier, welche ich aus dem Kot natiirlich infi-
zierter Tiere gewinnen konnte gering war. Dies lag sowohl an der typischen Eiablage,
die hauptséchlich in der Perianalgegend des Wirtstieres erfolgt, als auch an der ge-
ringe Anzahl von Eiern, welche die Weibchen hervorbringen. Eine Gewinnung einer
ausreichenden Anzahl von Eiern war mir nicht méglich. Zudem gehen bei jedem neu-
en Arbeitsschritt Eier verloren.

Da S. obvelata einer der bedeutensten Helminthen bei M&ausen ist, wurde er der
Vollstéandigkeit halber im Literaturteil mit abgehandelt.

5.1.2 Suspensionsversuch

Im Rahmen dieses Versuches war es nicht méglich Neopredisan 1351 an A. tetraptera—
und 7. muris—Dauerstadien iibereinstimmend mit den Richtlinien der DVG zu tes-
ten, da dort als Modell Eier des Schweinespulwurms Ascaris suum dienen. A. suum
legt téaglich 200000 bis 2 Mio. Eier. Geméaf der Richtlinien werden die Eier aus
den Uterusschlauchen der Wiirmer gewonnen. Die Weibchen von A. tetraptera legen

im Laufe ihres Lebens ungefdhr 370 - 400 Eier. Eine Gewinnung aus dem Kot iiber
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einen langeren Zeitraum fithrt zu einer hoheren Eiausbeute als dies bei T6tung der
Tiere und der Gewinnung aus den Uteri moglich gewesen wére. T. muris Weibchen
legen téglich zwar mehr Eier als A. tetraptera Weibchen, aber auch mit dieser Eiaus-
beute wire es nicht gelungen, die in den Richtlinien geforderte Konzentration von
100000 Eier /ml herzustellen. Die Anzahl der Mé&use, die notig gewesen wére um
genug weibliche Wiirmer zu beherbergen, hétten den Rahmen des Versuches und die
Moglichkeit der Unterbringung der Tiere gesprengt. Um eine so grole Menge Eier zu
erhalten, héitten die gewonnenen Dauerstadien iiber einen langen Zeitraum hinweg

gelagert werden miissen und vermutlich an Infektiositdt verloren.

Durch die Gewinnung der Eier aus dem Kot wies die Eisuspension einen héheren
Verschmutzungsgrad auf als dies wahrscheinlich bei der Gewinnung aus den Uterus-
schlduchen der Fall gewesen wére, wobei auch hier Gewebspartikel vorhanden gewe-
sen wéren. Somit ist die Gefahr eines erhohten Eiweiifehlers gegeben. VON DER
HEIDE (1973) ermittelte die Grofie des Eiweiifehlers durch Gegeniiberstellung von
Ergebnissen, welche in Suspensionsversuchen, die mit und ohne Serumzusatz durch-
gefiihrt wurden, erzielt wurden. Hierbei stellte sie fest, dass die Anwesenheit von
Eiweifl zu einer geringen Beeintrachtigung der Ergebnisse fiihrte. Allerdings testete
sie kein Mittel auf alleiniger Kresolbasis. Betrachtet man beispielsweise die Versuchs-
ergebnisse fiir das Mittel LOMASEPT, das unter anderen Wirkstoffen Kresol enthélt,
so ist die Abtotungsrate ohne Serumzusatz fiir die meisten Einwirkzeiten hoher, aber
nicht fiir alle, daher ist der Eiweififehler nicht ausgeprigt.

Nach den Richtlinien soll die Eisuspension mit WSH angesetzt werden. In den von mir
durchgefiithrten Versuchen wurde Leitungswasser verwendet. Dies fithrt nach VON
DER HEIDE (1973) nicht zu Verédnderungen des Ergebnisses.

Die Konzentration der Eisuspension soll geméfl der Richtlinien mit einer Mc Master—
Kammer durch acht Zahlungen bestimmt werden. Durch die Gewinnung der Eier
aus dem Kot der Tiere zeigte sich die Sicht durch Kotpartikel eingeschrankt. Vor
allem die durchscheinenden Eier von A. tetraptera waren sehr schwer zu erkennen.
Deshalb erfolgte die Eikonzentrationsbestimmung anhand der Auszidhlung von zehn
Portionen unter dem Lichtmikroskop. Hierdurch war der Fliissigkeitsfilm diinner und

somit die Sicht besser.

Die Priifung von Desinfektionsmitteln an Spulwurmeiern hat geméfl der Richtlinien
der DVG im Suspensionstest und im Keimtréagertest zu erfolgen. Im Suspensionsver-
such werden die nicht embryonierten Eier von A. suum in einer Glaspetrischale mit
dem zu testenden Desinfektionsmittel in Kontakt gebracht. Durch die Vermengung
von 1ml Eisuspension mit der gleichen Menge an Desinfektionsmittellosung ent-

steht eine Ei-Desinfektionsmittelsuspension in Gebrauchslosung, welche auf einem
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Wipptisch in Bewegung gehalten wird. Beim Keimtriagertest dienen 15 c¢m grofle
Wandfliesen als Tragermaterial fiir die Eisuspension. Die Riickseite der Fliesen muss
hierfiir abgebiirstet und getrocknet werden. Die Fliesen werden dann mit der Vor-
derseite nach unten in eine Plastikschale mit einem Durchmesser von 30 cm gelegt
und mit einer Wasserwaage ausgerichtet. Nun werden 5ml der Eisuspension auf die
Tragerfliese aufgetragen. Nach einer Stunde Trocknungszeit wird die Fliese mit Des-
infektionsmittellosung in Anwendungskonzentration iiberschichtet bis ein liickenloser
Film entsteht. Da die Fliesenriickseite einen Teil der Desinfektionsmittellosung auf-
nimmt, wird nach zehn Minuten erneut Desinfektionsmittel aufgebracht. Der weitere
Verlauf des Versuches ist bei beiden Ansétzen identisch.

Da mir fiir beide Versuchsansitze nicht genug Eier zu Verfiigung standen, musste ein
Test ausgewahlt werden. Auch gehen bei beiden Ansétzen im Verlauf des Versuches
Eier fiir die Auswertung verloren. HIEPE (1985) untersuchte Wiederfindungsraten
an verschiedenen Keimtrégern. Hierzu benutzte er Oozysten. Er fand die Oozysten
am besten bei glatten Materialien wie Glas wieder und am schlechtesten bei rauen
Oberflachen wie Ziegeln. SANDER (2000) fiihrte Dekontaminationstest an A. suum
Dauerstadien durch. Hierfiir wurden unterschiedliche Keimtréiger verwandt. Sie be-
nutzte als Keimtriger unter anderem Objekttrager und die Riickseite von Fliesen.
Nach Aufbringen der Eisuspension wurden diese Tragermaterialien auch mit Wasser
abgespiilt. Bei den Versuchen, in denen die Glasfliche als Keimtréger dienten, war
die Widerfindungsrate hoher als bei Versuchen mit Fliesen. Somit fiel die Wahl auf
den Suspensionstest.

Die ersten Suspensionsversuche an Eiern von 7. muris wurden mit einer 2 % igen
Endkonzentration durchgefithrt. Der Grund hierfiir war, dass Neopredisan 135-1
bereits seine Wirksamkeit in dieser Konzentration an Eiern von A. suum bewiesen
hat und in dieser Konzentration gegen Wurmeier vom Hersteller empfohlen wird. Um
die Ergebnisse des ersten Versuchansatzes mit 2 %iger Desinfektionsmittellosung zu
iiberpriifen, wurde dieser mit der gleichen Konzentration zweimal wiederholt. In allen

drei Versuchsansitzen konnten dhnliche Ergebnisse erzielt werden.

Dann erfolgte ein Versuch mit einer 1% igen Anwendungskonzentration um heraus-
zufinden, ob mit der halben Konzentration des Desinfektionsmittels dhnlich gute

Ergebnisse zu erzielen sind.

Auch der erste Versuch mit den Eiern von A. tetraptera wurde mit einer Anwendungs-
konzentration von 2 % durchgefiihrt. Der zweite Versuch erfolgte mit einer 1% igen
Konzentration. Da schon bei der h6heren Konzentration keine ausreichende Desinfek-
tionswirkung bei einer Einwirkzeit von 30 Minuten erzielt werden konnte, wurde im

zweiten Versuch auf diesen Ansatz verzichtet. Ein weiterer Grund fiir die Reduktion
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der Versuchsansitze war die geringe Eianzahl, die fiir die Versuche zur Verfiigung
stand, da die Menge der abgelegten Eier bei A. tetraptera sehr gering ist. Auf eine
Einwirkzeit von 180 Minuten wurde verzichtet, weil in den Richtlinien der DVG die
120 miniitige Zeit zu Beurteilung des Desinfektionserfolges herangezogen wird und
somit Neopredisan 135-1 mit einer zwei stiindigen Einwirkzeit gegen Wurmeier in die
Desinfektionsmittelliste aufgenommen wurde. Daher ist eine langere Anwendungzeit
durch den Verbraucher nicht vorgesehen.

Die Embryonierungsdauer betrug bei den Desinfektionsversuchen an T. muris—Dauer-
stadien mit einer Anwendungskonzentration von 2% 34 und 35 Tage. Bei dem Ver-
such mit einer Konzentration von 1% wurden am 34.Tag 300 Eier des Kontroll-
ansatzes ausgezihlt. Da die Anzahl der embryonierten Eier unter denen der davor
stattgefundenen Versuche lag, wurde dies auch am 35. Tag durchgefiihrt. Da sich die
absolute Embryonierungsrate auch am 37. Tag nicht erhoht hatte, erfolgte nun die

Beurteilung.

5.1.3 Ermittlung des Desinfektionserfolges

Trichuris muris:

Die Richtlinien verlangen eine Durchmusterung der Ansétze mit einem Untertisch-
mikroskop bei ca. 160 facher Vergroflerung. Hierbei wird der Boden der sechs Vertie-
fungen je Ansatz untersucht. Es werden 6 x 50 Eier ausgezéhlt. Diese Vorgabe konnte
so nicht iibernommen werden, da die Sicht durch die iibrig gebliebenen Kotbestand-
teile eingeschrankt war und die im Sediment enthaltenen Eier nicht beurteilt werden
konnten. Deshalb wurde der Uberstand abpipettiert und das Sediment resuspendiert.
Nun wurde mit einer Impfose etwas von dieser Fliissigkeit auf einen Objekttriger
iiberfithrt, mit einem Deckgldschen abgedeckt und bei 400 facher Vergréflerung je-
weils 50 Eier pro Vertiefung ausgezéhlt. Durch die 400 fache Vergréferung war der

Entwicklungszustand der Eier besser zu beurteilen.

Die rechnerische Ermittlung des Desinfektionserfolges ist durch die Richtlinien klar
vorgegeben und wurde auch so iibernommen. Hierdurch ist eine deutliche Einteilung
in embryonierte und nicht embryonierte Eier nétig, die dazu fiithrt, dass keine Unter-
scheidung hinsichtlich verschiedener Degenerationsformen vorgenommen wird. Bei
den dem Desinfektionsmittel ausgesetzten Eiern wurden aufler embryonierten und
nicht embryonierten Eiern auch morphologisch verdnderte Stadien gefunden. Diese
wurden in dieser Versuchsreihe immer den nicht embryonierten Eiern zugerechnet.
PHILLIPS (1980) untersuchte in der von ihr vorgelegten Arbeit die von ihr ,des-

infizierten Eier auf unterschiedliche Weisen. Sie fiihrte sowohl lichtmikroskopische
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Untersuchung als auch Versuche mit Chlorbleichlauge durch, in welchen embryonale
Bewegung sichtbar gemacht wurde. Dann verglich sie die erzielten Ergebnisse. Diese
korrelierten signifikant bis sehr hoch signifikant miteinander. Bei Desinfektionsver-
suchen mit Phenol, Kresol und verschiedenen phenolhaltigen Desinfektionsmitteln
bewegte sich die Irrtumswahrscheinlichkeit bei <0,1%. Somit scheint nach Literatur-
angaben die mikroskopische Beurteilung der Eier zu aussagekriftigen Ergebnissen

hinsichtlich des Entwicklungszustand der larvalen Stadien zu fiihren.

Aspiculuris tetraptera:

Die Eier von A. tetraptera entwickeln sich in der Umwelt rasch weiter. Aus diesem
Grund war in einem Teil der gewonnene Eier immer schon eine Larve erkennbar.
Da fiir eine Bestimmung gemifl der DVG-Richtlinien ein nicht embryoniertes Ei
Voraussetzung ist, wurde ein anderer Versuchsablauf gewéhlt. Es wére natiirlich
moglich gewesen, den Anteil der schon vor dem Desinfektionsversuch embryonierten
Eier mikroskopisch zu bestimmen. Dieser Wert hétte dann von den Ergebnissen der
absoluten Embryonierungsraten abgezogen werden miissen. Da es sich hierbei um
mit Fehler behaftete grofle Zahlen handelt, hat die Differenz keine Signifikanz.

Wegen der somit schlechten Beurteilbarkeit geméafl der Richtlinien wurde der Desin-

fektionserfolg im Infektionsversuch mit ,,desinfizierten” Eiern bestimmt.

Deshalb wurde je eine Maus pro Desinfektions- und Kontrollansatz mit der Eisus-
pension per Knopfkaniile infiziert. Durch das Angehen der Infektion bei den mit
dem Kontrollansatz infizierten Méausen kann davon ausgegangen werden, dass auch
die fiir die Desinfektionsansétze verwendeten Eier grundsétzlich embryonierungsfihig

warer.
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5.2 Besprechung der Ergebnisse

5.2.1 Trichuris muris

Werden die Eier von A. suum geméfl der Richtlinien gewonnen, so erfolgt dies direkt
aus den Uteri weiblicher Wiirmer. Auf diese Weise gewonnen Dauerstadien weisen
eine andere Oberflichenstruktur auf als Eier, welche aus dem Kot der Tiere gewon-
nen werden. Bei einer Entnahme aus dem Uterus fehlt dem Ei die duflerste, vom
Uterus gebildete Schicht. Diese Hiille war bei den in diesem Versuch verwendeten
Dauerstadien vorhanden. Nun stellt sich die Frage, ob sich das Vorhandensein dieser
Hiillstruktur auf die Ergebnisse auswirkt und dies zu anderen Anspriichen hinsicht-
lich der Embryonierungsraten fithren muss. Nach Versuchen von VON DER HEIDE
(1973) und SANDER (2000) wirkt sich die Anwesenheit der Hiillstrukur nicht auf
die Versuchsergebnisse aus. Beiden Autorinnen nahmen Untersuchungen an direkt
aus den Uteri weiblicher Wiirmer gewonnenen Eiern und FEiern, die aus dem Kot
isoliert wurden, vor. Die durchgefiihrten Desinfektionsversuche fithrten zu vergleich-
baren Ergebnissen. Somit wurden in diesem Versuchsablauf die gleichen Anspriiche
an den Desinfektionserfolg gestellt wie in den Richtlinien der DVG gefordert.

Setzt man nicht embryonierte Eier unterschiedlicher Wiirmer Desinfektionsmittel
aus, so zeigen sie nach angemessener Bebriitungsdauer teilweise ein anderes mor-
phologisches Erscheinungsbild als ein nicht ,,desinfiziertes” Ei, welches den gleichen
Bedingungen ausgesetzt wurde. Dies ist von mehreren Autoren beschrieben worden,

welche nach einer Einteilung fiir diese Verdnderungen suchten.

So teilte LARSEN (1955) die Degenerationsformen, welche er in seinen Desinfekti-
onsversuchen an Askariden— und Trichostrongyliden—Eiern fand, in folgende Haupt-

gruppen ein:

e Verdnderungen, welche im Morulastadium auftreten, es erscheinen Vakuolen
e atypische Teilungsvorgénge
e aus der Schrumpfungsform hervorgehende, undurchsichtige Embryonalmasse

e deutlich morphologisch Abweichungen von den weiterentwickelten Formen

Die von LARSEN gewéihlte Einteilung scheint zur Beschreibung der hier beobachte-
ten Verdnderungen am besten geeignet.

Im Rahmen dieses Versuches erfolgte keine Aufzeichnung iiber die mengenméfi-
ge Verteilung der Verinderungen. Alle morphologischen Abweichungen wurden den

nicht embryonierten Eiern zugerechnet.
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Ein Teil der mit Neopredisan 135-1 behandelten Eiern unterschied sich von den
unbehandelten Eiern der Kontrollgruppe. Andere , desinfizierte“ Eier verdnderten
sich morphologisch nicht. Sie behielten das Aussehen nicht embryonierter Eier auch

nach abgeschlossener Bebriitungsdauer bei.

Nach erfolgter Desinfektion konnte Vakuolenbildung beobachtet werden. Es zeigten
sich eine oder mehrere Vakuolen verschiedener Grofle. Einige Eier beinhalteten nur
eine Vakuole, welche mehr als 1/3 des Innenraums einnahm. In andere Dauerstadien
hatten sich so viele kleine Vakuolen gebildet, dass der Inhalt schaumig wirkte. Die
Vakuolenbildung ist in Bild 5.1a deutlich zu sehen. Abb. 5.1b zeigt ein Ei mit ge-

schrumpfter Embryonalmasse. Diese Veranderung wurde selten beobachtet.

— —_—
(a) 20 pm (b) 20 pm

Abb. 5.1: a) Trichuris muris—Ei mit blasigen Degenerationserscheinungen 34 Tage nach
120 miniitiger Desinfektion mit Neopredisan 135-1. b) Degeneriertes Trichuris muris—Ei

34 Tage nach 90 miniitiger Desinfektion mit Neopredisan 135-1.

Atypische Teilungsvorginge wurden haufiger festgestellt. Es entstanden zwei oder

mehr kugelige Gebilde im Inneren des Eis.
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Das in Abbildung 5.2 gezeigte Ei wurde in seiner Weiterentwicklung gestoppt.

o
i % _I'{ 'i'-' 3\ : Abb. 5.2: Nicht entwickeltes Ei von
Bl it S - T. muris 34 Tage nach 90 miniitiger
"J ARt oy 2 )

o ol TS 5 e h Desinfektion mit Neopredisan 135-1.

Wie Abbildung 5.3 verdeutlicht, lagen verschiedene Degenerationsformen und mor-

phologisch normal entwickelte Larven nebeneinander vor.

Abb. 5.3: Nicht em-
bryonierte T. muris—
Dauerstadien 34 Ta-
ge nach 90 miniiti-
L — ger Desinfektion mit
g Neopredisan 135-1.
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Zur Beurteilung des Desinfektionserfolges wurden die Anforderungen, welche die
DVG-Richtlinien an ein Desinfektionsmittel gegen Spulwurmeier stellen, herange-

zogen. Die DVG-Richtlinien fordern folgendes:

»Zur Eintragung in die Liste gepriifter Desinfektionsmittel fiir die Tierhaltung miissen
im Suspensionstest wenigstens 98%, im Keimtriagertest wenigstens 95% der Ascaris
suum—Eier nach 120 Minuten langer Einwirkzeit in ihrer Entwicklung gehemmt sein.“
Dieser Anspruch wird in allen an 7. muris—Eiern durchgefiihrten Versuchen erfiillt.
Fiir die Versuche mit einer 2% igen Gebrauchskonzentration ergaben sich in Tabel-

le 5.1 dargestellten Ergebnisse.

Versuch 1 | Versuch 2 | Versuch 3
abs. ER [%] 120 Min. 1,84 0,34 1,50
rel. ER [%] 120 Min. 1,97 0,37 1,59
Wi [%] 120 Min. 98,03 99,63 98,41

Tab. 5.1: Embryonierungsraten in den Desinfektionsversuche an Dauerstadien von
T. muris mit Neopredisan 135-1 mit einer Anwendungskonzentration von 2% und

120 miniitiger Einwirkzeit.

Somit ist eine Entwicklungshemmung von wenigstens 98 % in allen Féllen erreicht.
Stellt man die absoluten Embryonierungsraten aller Versuche mit einer 2 % igen
Losung dar, so zeigen sie alle eine dhnlichen Verlauf wie in Abbildung 5.4 zu se-

hen ist.

100 [~ -

Absolute ER

Abb. 5.4: Absolute Embryonie-

rungsraten aller Versuche mit Neo-

0 60 120 180

predisan 135-1 mit einer Konzentra-
Zeit t/ min tion von 2 %.
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Anfanglich nimmt die Embryonierungsrate nur wenig ab. In dieser Periode werden
die am wenigsten resistenten Eier in ihrer weiteren Entwicklung gehemmt. Bei zu-
nehmender Expositionsdauer der Dauerstadien verringert sich der Anteil entwick-
lungsfihiger Eier stark. Besonders ausgepragt ist dies nach einer Einwirkdauer von
60 Minuten. Vermutlich wird nun die Lipidschicht der Eier iiberwunden und Neo-
predisan 135-1 kann im Inneren der Eis seine Wirkung entfalten. Nach 120 Minuten
Desinfektionsdauer sind nur noch wenige Eier in der Lage eine Weiterentwicklung zu
vollziehen.

Die Richtlinien besagen, dass die Embryonierungsrate der Kontrollansétze mindes-

tens 90 % betragen sollte. Diese Anforderung wird den Versuchen mit einer Anwen-

dungskonzentration von 2 % erfiillt.

Versuch 1 | Versuch 2 | Versuch 3
abs. ER [%] Kontrolle 93,30 90,67 94,17

Tab. 5.2: Embryonierungsraten der Kontrollanséitze der Desinfektionsversuche an Dauer-

stadien von T. muris mit Neopredisan 135-1 mit einer Anwendungskonzentration von 2 %.

Der mit einer 1% igen Losung durchgefiihrte Desinfektionsversuch erbrachte eben-
falls eine ausreichende Entwicklungshemmung. So wurden nach einer Einwirkdau-
er von 120 Minuten 99,22 % an ihrer Weiterentwicklung gehindert. Allerdings lag
hier die Embryonierungsrate des nicht mit Desinfektionsmittel behandelten Kon-
trollansatzes mit 85,67 % unter den in den Richtlinien erwihnten 90 %. Eine Rate
von 85,50 % wurde am 34. Tag nach erfolgter Desinfektion ermittelt. Da die Ra-
te so niedrig schien, wurden eine erneute Auszdhlungen von je 300 Eiern der nicht
desinfizierten Kontrollgruppe am 35. und am 37. Tag durchgefiihrt. Da auch am
37. Tag kein deutlicher Anstieg beobachtet wurde, erfolgte nun die Ermittlung des
Desinfektionserfolges. Da die relative Embryonierungsrate die absolute Embryonie-
rungsrate der Kontrolle miteinrechnet, kann die Desinfektionsleistung nach 120 Mi-
nuten dennoch als gut geméafl der Richtlinien bewertet werden. Die in diesem Versuch
verwendeten Eier schienen weniger vital als die Eier in den zuerst durchgefiihrten
Versuchen mit der 2 %igen Neopredisan—135-1-Losung zu sein. Vergleicht man die
Embryonierungsraten, so nimmt der Anteil an weiterentwicklungsfihigen Eiern bei
dem Versuch mit der 1 %igen Anwendungskonzentration schneller ab als bei den Ver-
suchen, die mit der 2 %igen Konzentration erfolgten. Auch zeigten die Eier niedrigere
Embryonierungraten, obwohl sie einer geringeren Konzentration Desinfektionsmittel
ausgesetzt waren. Schon nach 60 miniitiger Desinfektionsdauer entwickelten sich

nur noch 32,00 % weiter. Bei den zuerst durchgefiihrten Versuchen mit einer Anwen-
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dungskonzentration von 2 % waren dies im Schnitt mit 67,06 % mehr als doppelt so
viele, selbst die niedrigste absolute Embryonierungsrate im zweiten Versuch betrug
mit 56,56 % deutlich mehr. Die fiir die Desinfektionsversuche verwendeten Trichu-
ris—Eiern wurden fiir alle Versuche aus dem Kot der gleichen M&use wahrend einer

Ausscheidungsperiode gewonnen.

Mit den ,desinfizierten® Eiern des zweiten Versuchansatzes mit Neopredisan 135-1
in einer Enkonzentration von 2% wurde ein Infektionsversuch an Balb /¢ M#usen
durchgefiihrt. Die Eier der nicht desinfizierten Kontrollgruppe fiithrten zu einer In-
fektion, die Tiere schieden Dauerstadien im Kot aus. Somit kann davon ausgegangen
werden, das die Eier nach 35 Tagen bei Raumtemperatur infektios waren. Auch die
Tiere, welche Trichuris—Eier erhielten, die 30 Minuten mit Neopredisan 135—1 des-
infiziert worden waren, begannen mit dem Kot Eier auszuscheiden. Erhielten die
Mause Dauerstadien, welche dem Desinfektionsmittel langer als 30 Minuten ausge-
setzt worden waren, so konnten keine Eier im Kot nachgewiesen werden. Nach einer
60 miniitigen Desinfektionszeit enthielten nach 35 Tagen 56,67 % der Eier des zweiten
Versuchsansatzes larvale Stadien. Bei einer Infektionsdosis von anndhernd 450 Tri-
churis—Fiern entspricht dies ungefahr 255 weiterentwickelten Eiern. Tabelle 5.3 zeigt
die ungefiahre Anzahl der embryonierten Eier, welche eine Maus im Rahmen des

Infektionsversuches erhielt und den Infektionserfolg.

Kontrolle | 30 Min. | 60 Min. | 90 Min. | 120 Min. | 180 Min.
abs. ER [%] 90,67 86,67 56,67 15,67 0,34 0,00
Embry. Eier/
Infektionsdosis 408 390 255 70 2 0
Eier im Kot
nachweisbar ja ja nein nein nein nein

Tab. 5.3: Infektionsversuch mit den Eiern der zweiten Versuchsansatzes mit Trichuris

muris—Eiern

WAKELIN (1973) infizierte im Rahmen seiner Versuche Méuse sowohl mit 10, 100
als auch 1000 Eiern. Als die Tiere 14 Tage p.i. getotet wurden, konnten in allen

Méusen Larven gefunden werden.

Demnach hétte eine Infektion mit 250 embryonierten Eiern und eine Behandlung mit
Prednisolon zu einer Infektion der Mause mit anschlieBender Eiauscheidung fiithren
konnen. Da dies nicht der Fall war, wurden die Dauerstadien soweit geschédigt, dass
sie im Wirt nicht zu einer patenten Infektion fiihrten. Dies wirft die Frage auf, ob

eine Einteilung in embryoniert /nicht embryoniert nur auf Grund lichtmikroskopi-
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scher Untersuchung sinnvoll ist, denn embryoniert lasst nicht auf Entwicklungsfiahig-
keit riickschliessen. Diese Fragestellung wurde nicht weiter untersucht, auch ist ein

durchgefiihrter Infektionsversuch zu wenig um sichere Aussagen machen zu kénnen.

1997 wurde Neopredisan 135-1 durch das Labor Dr. Bose, Hildesheim, an A. suum—
Eier in Anlehnung an die DVG-Richtlinien getest (persoénliche Mitteilung Menno
Chemie—Vertriebsges.M.B.H). Es erfolgte die Priifung im Suspensions- und im Keim-
tragertest. Untersucht wurde eine Endkonzentration von 2% und 3 %. Hierfiir wurde
Neopredisan 135-1 in 1,11 facher Konzentration angesetzt. Dann wurden 0,9 ml der
Desinfektionsmittellosung mit 0,1 ml Eisuspension gemischt. Dieses Verfahren wur-
de gewihlt, da die Experimentatoren bei vorangegangenen Versuchen die Erfahrung
gemacht hatten, dass es bei Ansatz der doppelten Anwendungskonzentration zur

Ausfillung der aktiven Substanzen kommen kann.

Von mir wurde das Desinfektionsmittel unmittelbar vor dem Suspensionstest in dop-
pelter Anwendungskonzentration angesetzt. In den wenigen Minuten, die bis zur
Mischung mit der Eisuspension vergingen, konnte ich visuell keine Verdnderung der
Desinfektionslosung feststellen. Wéahrend der Versuche kam es trotz sténdiger Be-
wegung der Desinfektions—Eisuspensionsmischung durch den Wipptisch zur Bildung
eines braunen Bodensatzes, welcher durch leichtes Schwenken der Petrischalen mit
der Hand wieder aufgelost werden konnte. Da dies auch bei dem Kontrollansatz auf-
trat, gehe ich davon aus, dass dieser Satz vorherrschend aus Kotpartikeln bestand,

allerdings wurde dies nicht nachgepriift.
Nach einer 20 tagigen Bebriitung der Platten bei 25°C wurden jeweils 300 Eier pro

Ansatz mit 200 facher Vergroflerung beurteilt. Der durchgefiihrte Suspensionstest
fithrte zu folgenden, in Tabelle 5.4 angefiihrten, Ergebnissen:

30 Min. | 60 Min. | 90 Min. | 120 Min. | 180 Min. | 240 Min.
Wi [%], 2%ige K. 58 83 87 100 100 100
Wi [%], 3%ige K. 100 100 100 100 100 100

Tab. 5.4: Wirksamkeit von Neopredisan 1351 in 2% und 3 %iger Anwendungskonzentra-

tion an A. suum—Eiern im Suspensionsversuch durchgefiithrt durch das Labor Dr. Bése

Ebenfalls 1997 erfolgten Desinfektionsversuche an Eiern der Gattung Heterakis durch
das Institut fiir Parasitologie und Zoologie der Veterindrmedizinischen Universitét
Wien (personliche Mitteilung Menno Chemie—Vertriebsges.M.B.H). Es wurde sowohl
ein Suspensionstest als auch ein Infektionsversuch mit , desinfizierten* Eiern durch-
gefiihrt. Die fiir den Desinfektionsversuch benétigten Eier wurden aus dem Kot infi-

zierter Tiere gewonnen. Es wurden verschiedene Einwirkzeiten und Desinfektionsmit-
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telkonzentrationen im Doppelansatz mit ca. 20 Eiern getestet. Die ,,desinfizierten*
Eier wurden mit Leitungswasser gewaschen, zur Weiterentwicklung bei Raumtempe-
ratur inkubiert und téglich beliiftet. Nach 22 Tagen hatten sich im Durchschnitt in
91 % der unbehandelten Eier der Kontrollansitze Larven entwickelt und die Beurtei-
lung der mit Neopredisan 135-1 behandelten Ansétze erfolgte. Bei einer Konzentra-
tion von 0,25 % wurde zwar Segmentation aber keine Larve beobachtet, ebenso bei
Verwendung einer 1% igen Losung. Wurde die Konzentration auf 2% erhoht, war

keine Segmentation mehr zu beobachten und die Eier zeigten Deformation.

Fiir den Infektionsversuch wurden Eier bei Raumtemperatur inkubiert, dann wurden
die infektiose Eier zwei Stunden mit 2 % iger Losung desinfiziert. Darauf erfolgte eine
Infektion von jeweils vier einwochigen Kiiken mit ca. 50 dieser Eiern. Die Tiere der
Kontrollgruppe erhielten nicht ,,desinfizierte“ Dauerstadien. Bei den Tieren, welche
die mit Neopredisan 135-1 behandelten Eier erhielten, konnten im Gegensatz zu den
Tieren der Kontrollgruppe weder Eier im Kot, noch Wiirmer im Darm nachgewiesen
werden.

So zeigt sich hinsichtlich der Wirksamkeit des Desinfektionsmittels an den Dauersta-
dien der verschiedenen Wiirmer nach den fiir die Beurteilung nach DVG-Richtlinien

relevanten 120 Minuten folgendes Ergebnis:

Wi[%] 120 Minuten
A. suum 100
Heterakis ssp. 100
T. muris 99

Tab. 5.5: Wirksamkeit des Desinfektionsmittels Neopredisan 135-1 2 %iger Konzentration
nach einer Einwirkdauer von 120 Minuten an unterschiedlichen Dauerstadien im Suspen-

sionstest. Durchschnittliche Wirksamkeit von drei an T. muris durchgefithrten Versuchen.

5.2.2 Aspiculuris tetraptera

Der erste Desinfektionsversuch wurde mit einer 2 %igen Anwendungskonzentration
durchgefiihrt. Nach Literaturangaben beginnen die weiblichen Wiirmer ab dem 24
Tag p.i. mit der Eiablage. In meinem Versuch vergingen 27 Tage bis zum ersten
Auftreten von Eiern im Kot. Es konnten sowohl bei den M#usen, welche die ,,unbe-
handelten“ Eier der Kontrollgruppe erhielten, als auch bei den Tieren, die mit Eier
infiziert wurden, welche 30 Minuten lang dem Desinfektionsmittel ausgesetzt worden
waren, Eier im Kot nachgewiesen werden. Hatten die Méuse die linger , desinfizier-

ten“ Dauerstadien erhalten, so konnten keine Eier im Kot nachgewiesen werden.



50 5. Diskussion

Somit konnte ab einer Einwirkzeit von mindestens 60 Minuten eine patente Infekti-
on verhindert werden. Nach Literaturangaben beginnen die weiblichen Wiirmer ab
dem 24 Tag p.i. mit der Eiablage.

Um eine gesicherte Aussagen machen zu konnen, reicht jedoch ein Versuch nicht aus.

Der darauffolgende Versuch mit einer 1% igen Losung fithrte zu einem unklaren Er-
gebnis. Die Zeit, welche bis zu einer Eiauscheidung verging, betrug 49 Tage. Eine
Beschreibung einer solch langen Prapatenz konnte in der Literatur nicht gefunden
werden. Somit liegt die Vermutung nahe, dass die Eiausscheidung nicht auf der von
mir durchgefiihrten experimentellen Infektion der Méuse beruht. Wahrscheinlich in-
fizierten sich die Tiere durch Eier aus der Umwelt, obwohl sich in dem Raum, in
dem die Tiere untergebracht waren keine A. tetraptera positiven Tiere befanden.
Allerdings wird A. tetraptera wie im Literaturteil angefiihrt leicht innerhalb einer

Tierhaltung verbreitet. Somit brachte dieser Versuch keine verwertbaren Ergebnisse.

5.2.3 Schlussfolgerung

Die Desinfektionswirkung von Neopredisan 135-1 an 7. muris—Eiern entspricht in
einer Anwendungskonzentration von 2 % den von der DVG gestellten Anforderungen.
In den Versuchen wurde sowohl eine ausreichende Embryonierungsrate der Eier der
Kontrollgruppe, als auch eine gute Wirksamkeit nach einer Desinfektionszeit von 120

Minuten erreicht. Diese Ergebnisse konnten in drei Versuchen bestétigt werden.

In dem Suspensionsversuch mit einer 1 % igen Losung an T. muris—Eiern lag die abso-
lute Embryonierungsrate der Kontrollgruppe unter den gewiinschten 90 %, allerdings
entsprach die Wirksamkeit nach einer Desinfektionszeit von 120 Minuten mit 99,22 %
den Forderungen der DVG.

Bei einer Anwendungskonzentration von 2 % reichte in den Infektionsversuchen mit
T. muris— und A. tetraptera—Eiern eine 60 miniitige Einwirkzeit aus, um eine paten-
te Infektion der M&ause zu verhindern. Im Versuch mit 7. muris betrug die relative
Embryonierungsrate nach einer Desinfektionsdauer von 60 Minuten 56,67%. Dies ent-
spricht einer Anzahl von ca. 255 embryonierten Eiern, welche nicht zu einer patenten
Infektion der M&ause fithrten. Somit waren die in den Eiern morphologisch normal ent-
wickelten Larven so geschéadigt, dass sie sich nicht zu adulten, eierlegenden Wiirmer

weiter entwickeln konnten.
Auf Grund der Versuchsergebnisse ist Neopredisan 135-1 gut geeignet um eine In-
fektion von M&usen durch T. muris— und A. tetraptera—Dauerstadien zu verhindern.

Vermutlich besteht eine dhnlich gute Wirkung von Neopredisan 135-1 auch gegen
die Eier von S. obvelata, da der Aufbau der Eischale sehr dhnlich ist.



6. Zusammenfassung

In Anlehnung an die von der DVG erstellten Richtlinien zur Desinfektionsmittel-
priifung erfolgte die Testung des Desinfektionsmittels Neopredisan 135-1, Wirkstoff
Preventol CMK (p—Chlor-m-kresol), im Suspensionsversuch. Als Testobjekt dienten
die Dauerstadien von Trichuris muris.

Die benéttigten Wurmeier wurden aus dem Kot experimentell infizierter Méuse ge-
wonnen. Da unter natiirlichen Verhéltnissen eine kontinuierliche, aber nur geringgra-
de Eiauscheidung erfolgt, wurden Balb/c Mause zunéchst mit Prednisolon immun-

supprimiert. Dadurch wurde eine weitaus hohere Eiausscheidung erzielt.

Die Beurteilung des Embryonierungsgrades der Eier erfolgte lichtmikroskopisch nach
angemessener Bebriitungsdauer. Es wurden pro Versuchansatz jeweils 300 Eier einer
Kontrollgruppe sowie je 300 Eier nach 30, 60, 90, 120 und 180 miniitiger Desinfekti-
onsdauer begutachtet.

In der vom Hersteller gegen Wurmeier angegebenen Anwendungskonzentration von
2 % wurde nach der zur Bewertung der Wirksamkeit herangezogenen Einwirkzeit von
120 Minuten in drei Versuchsansétzen eine durchschnittliche Wirksamkeit von 99 %
erzielt. Tiere, die Eier erhielten, die linger als 30 Minuten dem Desinfektiosmittel

ausgesetzt worden waren, zeigten keine Eiausscheidung.

Ein Suspensionstest wurde mit einer Anwendungskonzentration von 1 % durchgefiihrt.
Hierbei wurde nach 120 Minuten Desinfektionszeit ebenfalls eine Wirksamkeit von
99 % ermittelt.

Fiir die Uberpriifung der Wirksamkeit von Neopredisan 1351 auf Aspiculuris te-
traptera—FEier wurde ein andere Weg gewéhlt, da ein Teil der Eier zum Zeitpunkt der
Eigewinnung aus dem Kot bereits embryoniert war. Es erfolgte ein Infektionsversuch
nach Desinfektion der Eier mit 2 % iger Losung und angemessener Embryonierungs-
dauer. Die Tiere der Kontrollgruppe und die Tiere, die Wurmeier erhielten, welche
30 Minuten , desinfiziert“ worden waren, schieden in der Folge Eier aus. FEier, die
mindestens 60 Minuten dem Desinfektionsmittel ausgesetzt worden waren, fiithrten

nicht mehr zu patenten Infektionen mit Eiausscheidung.

Somit konnte im Rahmen der Versuche die gute Wirksamkeit des Desinfektionsmit-

tels Neopredisan 135-1 gegen die getesteten Wurmeier nachgewiesen werden.
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D2 6. Zusammenfassung

Summary

Study of the efficiency of Neopredisan 135-1
via the investigation of resting stages of
Aspiculuris tetraptera and Trichuris muris

Following the DVG guidelines for the testing of disinfectants, experiments in sus-
pension were carried out in order to study the efficiency of Neopredisan 135-1 with
Preventol CMK (p-chlorine-m-cresol) as active ingredient. In these investigations

eggs of Trichuris muris were used as testing objects.

The worm eggs for the testing runs were extracted from the excrement of experi-
mentally infected mice. Under natural conditions a continuous but only a rather low
egg release is obtained. The immunity of Balb/c mice was thus suppressed by the
application of Prednisolon. In this way a considerably higher egg release could be

achieved.

After an appropriate breeding time, the development of the eggs was studied via
inspection with a light microscope. In each run 300 eggs of a control group were
assessed together with 300 eggs that had been disinfected for 30, 60, 90 120 and 180

minutes, respectively.

A disinfectant solution containing 2% Neopredisan 1351, as proposed by the manu-
facturer, was applied for 120 minutes. An average efficiency of 99% was obtained in
three runs. Animals infected with eggs which had been exposed to the disinfectant

for more than 30 minutes did not exhibit any egg release.

One suspension test was carried out with a concentration of 1%. The effectiveness
after a disinfection time of 120 minutes was also found to be 99%. Animals infected
with eggs which were exposed for more than 30 minutes to disinfectant did exhibit

egg release.

To test the efficiency of Neopredisan 135-1 against the eggs of Aspiculuris tetraptera
we chose a different approach because some the eggs were already embryonated at
the time the eggs were extracted from the mouse excrement. An infection test was
performed with eggs which were disinfected with a 2% solution and an appropriate
duration of embryonation. Both, the animals of the control group and the animals
with eggs that had been , disinfected” for 30 minutes excreted eggs. However, eggs
that had been exposed to the disinfectant for at least 60 minutes did not lead to a

patent infection with egg release.

In conclusion, the high effectiveness of the disinfectant Neopredisan 135-1 against

worm eggs could be verified.
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