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Vorwort

VORWORT

Der Habilitationsschrift liegen zehn Mitteilungen zu Grunde. Einleitend wird auf die Bedeu-
tung der Trichinellose bei Mensch und Tier und auf aktuelle Fragen zur Epidemiologie, Dia-

gnostik, Uberwachung und Bekimpfung dieser parasitiren Zoonose eingegangen.

Inhaltlich gliedert sich die Arbeit in drei Abschnitte, die folgende thematische Zielsetzungen
haben:
1. Analyse zum Vorkommen der Trichinella-Arten und zur Bedeutung der humanen
Trichinellose in Europa und Deutschland
(Mitteilungen 1-4)
2. Bewertung der Methoden zum Nachweis von Trichinella spp.
(Mitteilungen 5-7)
3. Entwicklung und Beurteilung serologischer Methoden fiir den indirekten
Nachweis der Trichinella-Infektion beim Schwein

(Mitteilungen 8-10)

Zielsetzung, Versuchsdurchfiihrung und die wesentlichen Ergebnisse der einzelnen Untersu-
chungen werden in Abfolge der Mitteilungen zusammenfassend dargestellt und anschlie3end
tibergreifend diskutiert. Beziiglich der verwendeten Methoden und Materialien wird auf die
Mitteilungen 1-10 im Anhang verwiesen. Die sich aus den Untersuchungen ergebenden Er-
kenntnisse und Empfehlungen fiir zukiinftige Uberwachungs- und Bekidmpfungsstrategien

werden in den Schlussfolgerungen behandelt.
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1 Einleitung und Ziel der Untersuchungen

Die Trichinellose ist eine bedeutende, weltweit vorkommende lebensmittelbedingte Zoonose,
die durch Fadenwiirmer der Gattung Trichinella verursacht wird (Eckert und Hiepe, 1998).
Die Ubertragung auf einen neuen Wirt erfolgt ohne exogene Phase ausschlieBlich oral-
alimentdr durch Fleisch, welches die infektionsfihigen Muskellarven (Larve 1) enthélt. Nach
der Infektion findet die Entwicklung und geschlechtliche Vermehrung im Darm statt (Larve
2-4), gefolgt von der Migration der Wanderlarven iiber das Blut- und Lymphgefiaf3system und
der Manifestation der Larve 1 (Hypobiose) in der quergestreiften Muskulatur (Despommier et
al., 1975; Hiepe et al., 1985; Joachim, 2006).

Bisher wurden insgesamt 12 Trichinella-Genotypen (T1-T12) und 8 eigenstdandige Spezies (7.
spiralis, T. nativa, T. britovi, T. pseudospiralis, T. nelsoni, T. murrelli, T. papuae, T. zimbab-
wensis) identifiziert. Diese haben sich im Laufe der Evolution an bestimmte klimatische Be-
dingungen (Tropen, gemiBigte Klimazonen, Arktis) adaptiert und konnen ein breites Wirts-
spektrum (Warmbliiter, Vogel, Reptilien) befallen (Pozio, 2001; Gottstein et al., 2009). Bei
den meisten Trichinella-Spezies bzw. Genotypen wird mit Ausnahme von 7. pseudospiralis,
T. papuae und T. zimbabwensis eine Kollagenkapsel in der transformierten Muskelzelle, auch
,2Ammenzelle* genannt, ausgebildet (Zarlenga et al., 2006).

Ursache der humanen Trichinellose ist der Verzehr von Fleisch infizierter Tiere, welches
nicht oder nicht ordnungsgemaf auf Trichinellen untersucht bzw. nicht einem geeigneten In-
aktivierungsverfahren zur Abtotung der Muskellarven unterzogen wurde (Gamble et al.,
2000). In Abhéngigkeit von Dosis, Virulenz der Trichinella-Spezies und Wirtspradisposition
kann die humane Trichinellose mild bis tédlich verlaufen. Zur Untersuchung der Infektions-
ketten muss zwischen dem domestischen und silvatischen Zyklus unterschieden werden, in

denen verschiedene Trichinella (T.)-Spezies bzw. —Genotypen zirkulieren (Campbell, 1988).
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Abbildung 1. Domestischer und sylvatischer Zyklus von Trichinella (Soulé, 1991)

Weltweit wird die Anzahl der an Trichinellose erkrankten Personen auf etwa 10 Mio. Fille
geschitzt (Dupouy-Camet, 2000). In Abhingigkeit der Verzehrsgewohnheiten kann neben
Schweinefleisch auch das Fleisch von anderen mit Trichinellen infizierten Haustieren (z.B.
Pferd und Hund) oder Wildtieren (z.B. Wildschwein, Biar, Puma und Walross) als Infektions-
quelle in Betracht kommen (Margolis et al., 1979; Dworkin et al., 1996; Ancelle, 1998; Du-
binsky et al., 2001; Nelson et al., 2003; Gallardo et al., 2007).

Unter Beriicksichtigung der regional unterschiedlichen epidemiologischen Situation einerseits
und der Globalisierung von Handel, Verkehr und Tourismus andererseits sind Maflnahmen
auf verschiedenen Ebenen notwendig, um den Menschen vor einer Trichinellose zu schiitzen.
Im Vordergrund stehen fleischhygienische MaBinahmen zur Verhiitung dieser parasitdren
Zoonose beim Menschen. Diese stehen unter der veterindrmedizinischen Kontrolle und
erstrecken sich vom Herkunftsbestand der Tiere bis zum Konsumenten nach dem Prinzip
from ,,stable to table (GroBklaus, 2001; Hiepe und Daugschies, 2006). Zur Uberwachung der
Trichinellose wurden auf Ebene der EU verschiedene gesetzliche Regelungen erlassen. Im
Vordergrund stehen die Zoonosen-Richtlinie (European Community, 2003) und die Verord-
nung (EG) Nr. 2075/2005 zur Durchfithrung der Trichinenuntersuchung (European Commu-

nity, 2005), welche fiir die einzelnen Mitgliedslinder unmittelbar rechtswirksam sind. Nach
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der Zoonosen-Richtlinie ist von den Mitgliedslandern der EU ein Monitoring zur Trichinello-
se bei Mensch und Tier durchzufiihren und die Daten jdhrlich der EFSA zu iibermitteln. Die
Verordnung (EG) Nr. 2075/2005 schreibt vor, dass alle geschlachteten Schweine und alle
anderen fiir den menschlichen Verzehr bestimmten Tiere, die Triager von Trichinellen sein
konnen (insbesondere Wildschwein und Pferd), auf diesen Muskelparasiten zu untersuchen
sind. Neben der liickenlosen Untersuchung insbesondere solcher Tiere mit einem hoheren
Infektionsrisiko (z.B. Wildschweine, Hausschweine aus Freilandhaltung) muss die fiir die
Trichinenuntersuchung angewandte Methode eine ausreichende Nachweisempfindlichkeit
aufweisen. Unter besonderer Beriicksichtigung der Haltungsbedingungen besteht die Mog-
lichkeit einer risikoorientierten Trichinenuntersuchung fiir Mastschweine aus Bestdnden mit
einem geschlossenen Haltungssystem, wo das Risiko einer Infektion vernachlédssigt werden
kann. Fiir diese Bestdnde ist eine systematische Trichinenuntersuchung der Tierkorper nach
der Schlachtung nicht mehr notwendig. Dieser Ansatz setzt jedoch eine umfassende Risiko-
bewertung zum Vorkommen von Trichinella und der Bedeutung fiir den Verbraucher voraus.
Im Rahmen der Zertifizierung solcher Betriebe sind spezifische Manahmen durch den Le-
bensmittelunternehmer und die zustindige Behorde zu ergreifen. Nach der Zertifizierung ist
der Status eines solchen Bestandes kontinuierlich zu iiberwachen. Dazu konnen neben den
herkommlichen Methoden der kiinstlichen Verdauung auch serologische Methoden eingesetzt
werden, welche vorher auf ihre Eignung zu iiberpriifen sind.

Ziel der eigenen Untersuchungen war es, eine Bewertung zum Vorkommen und zur Bedeu-
tung der Trichinellose mit Blickwinkel auf die epidemiologische Situation in Europa und spe-
ziell in Deutschland vorzunehmen sowie die fiir die Trichinenuntersuchung eingesetzten Me-
thoden fiir den direkten Erregernachweis bzw. den indirekten serologischen Nachweis nach
ihrer Aussagkraft insbesondere fiir das Schwein anhand von experimentellen und Feldunter-

suchungen zu beurteilen.
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2 Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse

2.1  Analyse zum Vorkommen der Trichinella-Arten und zur Bedeutung der huma-

nen Trichinellose in Europa und Deutschland

2.1.1 Epidemiologie, Diagnostik, Behandlung und Uberwachung der Trichinellose
Mitteilung 1
Gottstein, B., Pozio, E., Nockler, K. (2009): Epidemiology, diagnosis, treatment, and

control of trichinellosis. Clin. Microbiol. Rev. 22, 127-145.

Am Anfang des Ubersichtsartikels wird auf die Biologie und die weltweite Verbreitung der
verschiedenen Trichinella-Spezies und —Genotypen eingegangen. Nach Auswertung der aktu-
ellen Daten wird gezeigt, dass bezogen auf die Situation in Europa insgesamt 4 Trichinella-
Spezies (T. spiralis, T. britovi, T. nativa und T. pseudospiralis) in bestimmten Regionen von
epidemiologischer Bedeutung sind (s. Tabelle 1 sowie Abbildungen 2 und 3). 7. spiralis stellt
dabei die Hauptinfektionsquelle fiir den Menschen durch den Verzehr des Fleisches infizierter
Schweine dar (Pozio and Murrell, 2006). 7. spiralis ist die natiirlicherweise beim Haus-
schwein vorkommende Spezies, kann aber auch Wildschweine und Wildkarnivoren im silav-
tischen Zyklus befallen und unter bestimmten Bedingungen (Freilandhaltung, Zufiitterung
von Wildabfillen) von dort zuriick in den domestischen Zyklus eingetragen werden (Pozio,
2001). T. britovi ist die zweithdufigste Ursache fiir Trichinellose-Félle beim Menschen insbe-
sondere nach dem Verzehr des Fleisches infizierter Wildtiere. Diese Spezies wird im silvati-
schen Zyklus hauptsidchlich bei Wildkarnivoren aber auch bei Wildschweinen nachgewiesen
und kann auch Hausschweine infizieren (Pozio et al., 2009a). T. nativa verfiigt iiber kiltetole-
rante Eigenschaften und infiziert die in der arktischen und subarktischen Region lebenden

Wildtiere, wie Béren, Fiichse und Walrosser. Hausschweine dagegen sind gegeniiber 7. nativa
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kaum empfinglich. Durch T. nativa verursachte Trichinellose-Fille beim Menschen werden
hauptsichlich auf den Verzehr von Bérenfleisch zuriickgefiihrt. T. pseudospiralis befillt eben-
falls Wildkarnivoren und -omnivoren, gelegentlich auch Schweine. Diese Spezies wurde in
Zusammenhang mit Trichinellose-Féllen beim Menschen nach dem Verzehr von Wild-
schweinfleisch nachgewiesen (Ranque et al., 2000). Im Vergleich zu den vorgenannten Spe-
zies kann 7. pseudospiralis neben Sdugern auch Vogel infizieren und bildet in der Muskulatur
ihrer Wirte keine Kollagenkapsel aus (Pozio, 2005).

Im Weiteren wird in dieser Ubersichtsarbeit auf die Grundsitze der Trichinenuntersuchung
beziiglich Probenentnahme, Untersuchungsmenge und Methodenwahl bei den Haus- und
Wildtieren eingegangen. Die unterschiedlichen Methoden der Trichinenuntersuchung (Di-
rektnachweis), die Probenentnahmen bei den verschiedenen Tierarten und die serologischen
Methoden werden unter Punkt 2.2 bzw. 2.3 detailliert beschrieben.

In dieser Mitteilung wird weiterhin gezeigt, dass die Trichinellose im engen Zusammenhang
mit den lokalen Verzehrsgewohnheiten (d.h. Verzehr von rohem oder nicht ausreichend er-
hitztem Fleisch) steht und sich das Risiko durch den Konsum des Fleisches von Wildtieren
oder von im Freiland gehaltenen Tieren in Endemiegebieten deutlich erhoht (Pozio, 2007a).
Ein Beispiel dafiir ist die Haufung von Trichinellose-Fillen in bestimmten ethnischen Grup-
pen (z.B. in Transsylvanien, Ruminien), die an alten Traditionen zur Herstellung von Roh-
fleischprodukten festhalten (Blaga et al., 2007). Selbst bei Muslimen, die aufgrund ihrer Reli-
gion kein Schweinefleisch verzehren, kam es zu Trichinellose-Fillen, nachdem zur Herstel-
lung eines lokalen Gerichtes Rindergehacktes illegal mit Schweinefleisch gemischt wurde
(Akkoc et al., 2009). Es wird auch auf die Bedeutung von Pferdefleisch eingegangen, denn
dieses spielte iiber lingere Zeit in Europa eine groB3e Rolle in Zusammenhang mit Trichinello-
se-Ausbriichen in Frankreich und Italien, verursacht durch 7. spiralis und T. britovi (Pferde

aus Osteuropa, Kanada, Mexiko) sowie T. murrelli (Pferde aus USA) (Boireau et al., 2000).
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Obgleich gelegentlich eine Kontamination des pflanzlichen Futters mit Fleischresten konta-
minierter Nager nicht ganz ausgeschlossen werden kann, basiert die Erkldarung der Infektion
der Pferde eher darauf, dass die nicht artgerechte Zufiitterung von Fleischabfillen vor der
Vermarktung die primére Eintragsquelle ist.

In der Ubersichtsarbeit wird darauf hingewiesen, dass sich die Feststellung der humanen Tri-
chinellose im Wesentlichen auf die folgenden drei Elemente stiitzt: (1) das klinische Bild, (2)
die Labordiagnose und (3) den epidemiologischen Zusammenhang. Das klinische Bild der
Trichinellose in den ersten Tagen der Infektion ist mit Bauchschmerz, Ubelkeit und Fieber
(Vermehrungsphase des Parasiten im Darm) eher unspezifisch. Erst mit dem Einsetzen der
Muskelschmerzen und 6dematdsen Verdnderungen im Gesicht und den Gliedmallen (Migrati-
ons- und Muskelphase) verhirtet sich der Verdacht auf eine Trichinellose (Dupouy-Camet et

al., 2002).

Abbildung 2. Histologisches Prédparat aus einer an Trichinellose erkrankten Frau, Trichinella
spiralis-Larven mit Zellinfiltraten im umliegenden Muskelgewebe (HE-Firbung, Aufnahme:

Klinikum Neubrandenburg)
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Die Diagnose erfolgt im Wesentlichen durch den Nachweis spezifischer Antikorper (anti-
Trichinella-1gM und —IgG) im Blutserum des Patienten mit dem ELISA, wobei eine Serokon-
version frithestens zwei Wochen nach Infektion auftritt (Brusci ez al., 1990). Wenn moglich,
sollte ein Western Blot (WB) als Bestitigungstest durchgefiihrt werden, um falsch-positive
Ergebnisse ausschliefen zu konnen (Nuiiez et al., 2000). Im Rahmen der epidemiologischen
Untersuchungen werden u.a. Informationen zur Reiseanamnese und den Verzehrsgewohnhei-
ten gesammelt und ein moglicher Zusammenhang mit weiteren exponierten bzw. erkrankten
Personen gepriift. Fiir eine erfolgreiche Therapie ist eine frithe Diagnose von entscheidender
Bedeutung, da mit langerem Krankheitsverlauf die in der Muskulatur eingekapselten Larven
durch den Wirkstoff nicht mehr wirksam abgetotet werden konnen (Pozio et al., 2001a). Fiir
die Behandlung der Trichinellose wird Mebendazol in einer Dosierung von 200-400 mg (3x
taglich) tiber drei Tage gefolgt von 400-500 mg (3x tédglich) iiber weitere zehn Tage empfoh-
len. Unterstiitzend sollten Steroide, wie Prednisolon in einer Dosierung von 30-60 mg pro Tag
gegeben werden (Shimoni et al., 2007).

Am Ende des Ubersichtsartikels wird auf die Notwendigkeit der Uberwachungs- und Be-
kdmpfungsmalBinahmen zum Schutz des Menschen vor Trichinellose eingegangen. Grundlage
dafiir bilden die nationalen bzw. iibergreifenden Rechtsgrundlagen der EU, wobei die Mal3-

nahmen entsprechend der epidemiologischen Situation regional unterschiedlich sein konnen.

2.1.2 Vorkommen und Bedeutung von Trichinella in Deutschland
Mitteilung 2
Nockler, K. (2005): Vorkommen und Bedeutung von Trichinella in Deutschland.
Wien. Tierdrztl. Mschr. 92, 301-307.

In dieser Mitteilung wird die aktuelle Situation zum Vorkommen von Trichinella spp. bei den

Haus- und Wildtieren in Deutschland beschrieben. Es wird dargestellt, welche Bedeutung die

10
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Trichinellose fiir den Menschen auch unter Beriicksichtigung der Globalisierung von Verkehr,
Handel und Tourismus mit besonderem Bezug auf die epidemiologische Situation in Europa
hat.

Zur Beurteilung des Trichinella-Vorkommens in Deutschland wurden die vom Statistischen
Bundesamt (Fachserie 4.3) herausgegebenen Daten aus der amtlichen Trichinenuntersuchung
fiir Schwein, Pferd und Wildschwein ausgewertet. Es wird gezeigt, dass die Trichinella-
Infektion beim Hausschwein in Deutschland praktisch nicht mehr vorkommt. So wurden bei
lediglich einem von 210 Mio. untersuchten Schlachtschweinen (Untersuchungszeitraum
1999-2003) Trichinellen nachgewiesen. Es handelte sich um ein im Jahr 2003 geschlachtetes
Schwein eines kleinbduerlichen Betriebes aus dem Landkreis Neuss (Nordrhein-Westfalen).
Vermutlich hatte sich das Schwein wihrend der Freilandhaltung tiber Wildkadaver mit Tri-
chinellen infiziert. Eine Information zur Bestimmung der Trichinella-Spezies lag fiir diesen
Fall nicht vor. Alle im oben genannten Zeitraum untersuchten 16.871 Schlachtpferde waren in
der Trichinenuntersuchung negativ. Wihrend der domestische Zyklus in Deutschland nicht
existiert, sind jedoch verschiedene Trichinella-Spezies im silvatischen Zyklus autochthon.
Nach den Ergebnissen der Trichinenuntersuchung beim Schwarzwild (Sus scrofa) lag die Tri-
chinella-Pravalenz in Deutschland zwischen 0,001 und 0,01 % (Untersuchungszeitraum 1991-
2003). Aus den Wildschwein-Isolaten wurde dabei ausschlieBlich 7. spiralis bestimmt. Es
konnte gezeigt werden, dass beziiglich des regionalen Vorkommens von Trichinella beim
Wildschwein ein Nord-Siid-Gefille in Deutschland besteht, wobei in Baden-Wiirttemberg und
Bayern am héaufigsten positive Fille (12 bzw. 13 auf 100.000 Untersuchungen) auftraten. Im
Rahmen verschiedener Monitoringprogramme wurden auch Rotfiichse (Vulpes vulpes) und
Marderhunde (Nyctereutes procyonoides) in verschiedenen Regionen Deutschlands auf Tri-
chinellen untersucht. Die Auswertung der Daten ergab, dass in Abhéngigkeit von Untersu-

chungszeitraum (1985-1998) und Anzahl der Proben (1750-7103) sowie Herkunft (Schles-

11
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wig-Holstein, Niedersachsen, Brandenburg, Hessen, Thiiringen, Baden-Wiirttemberg, Bayern)
die Trichinella-Privalenz beim Fuchs bis 0,2% betrug (Wagner and Frank, 1989; Wacker et
al., 1999; Hoffmann et al., 2000), und es wurde aus den Larvenisolaten neben 7. spiralis auch
T. britovi bestimmt. Im Vergleich dazu war die Trichinella-Pravalenz (T. spiralis) bei den in
Brandenburg untersuchten 120 Marderhunden (1998-1999) mit 5% deutlich hoher (Thiess et
al., 2001).

Im Weiteren wird auf die Rolle der humanen Trichinellose eingegangen, die in Deutschland
nach §7 Absatz 1 Infektionsschutzgesetz (IfSG) seit dem Jahr 2001 meldepflichtig bei Er-
krankung oder Tod ist. Grundlage der Meldung ist die vom RKI festgelegte Falldefinition,
nach welcher eine akute klinische Infektion durch den direkten oder indirekten Nachweis bes-
tiatigt werden muss. Nach Auswertung der Daten tritt die Trichinellose in Deutschland mit bis
zu 10 gemeldeten Fillen pro Jahr selten auf und steht in der Regel in Zusammenhang mit so-
genannten ,,importierten Erregern® aus Regionen, wo die Trichinellose im domestischen Zyk-
lus noch endemisch ist (Nockler et al., 2002). In dieser Mitteilung wird darauf hingewiesen,
dass es gelegentlich in Deutschland auch zu grofleren autochthonen Trichinellose-Ausbriichen
kam. In diesen Fillen handelte es sich um das Fleisch von infizierten Schweinen aus Frei-
landhaltung, die nicht ordnungsgemail} einer Trichinenuntersuchung unterzogen wurden. Im
Jahr 1967 erkrankten 269 Personen in Diez (Rheinland-Pfalz) an Trichinellose nach dem Ver-
zehr von Hackfleisch (Anders et al., 1969) und im Jahr 1982 wurde iiber 402 Erkrankungen
aus Bitburg (Rheinland-Pfalz) nach dem Verzehr von Mettwurst berichtet (Stein, 1983). Auch
das Fleisch infizierter Wildschweine spielte eine Rolle, was aus dem Ausbruch in Ebermann-
stadt (Bayern) im Jahr 1977 mit 69 Personen nach dem Verzehr von Rohwurst deutlich wird
(Teuber et al., 1979).

In der Mitteilung wird auch die Situation fiir Europa analysiert und festgestellt, dass Trichi-

nella spp. in den meisten westeuropdischen Landern ausschlieBlich im silvatischen Zyklus bei
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verschiedenen Wildtieren vorkommt, wobei mit der Zunahme der Wildpopulation mit einem
Anstieg der Priavalenz zu rechnen ist. Lediglich in einigen Regionen Finnlands und Spaniens
kommt der domestische Zyklus mit 7. spiralis beim Schwein vor (Pozio, 1998, 2001). Die bis
zum Jahr 2000 iiber einen Zeitraum von 20 Jahren gesammelten Daten zeigen, dass die meis-
ten Trichinellose-Fille in der Bevolkerung der EU-Mitgliedslander auf den Verzehr von Pfer-
defleisch (mehr als 3300 Fille in Frankreich und Italien), Schweinefleisch (mehr als 1800
Fille in Spanien, Frankreich, Osterreich und Deutschland) sowie Wildschweinfleisch (mehr
als 1300 Fille in Frankreich, Deutschland, Italien und Spanien) zuriickzufiihren waren (Euro-
pean Commission, 2001). Wihrend die durch Pferde- und Schweinefleisch verursachten Tri-
chinellosen zumeist importiert wurden, waren die durch Wildschweinfleisch verursachten
Fille in der Mehrzahl auf autochthone Infektionen zuriickzufiihren.

Auch in Osteuropa ist Trichinella spp. im silvatischen Zyklus mit zum Teil hohen Privalen-
zen beim Wild verbreitet. So ist z.B. die Befallshdufigkeit bei Wildschwein und Fuchs im
Nachbarland Polen mit bis zu 0,5% bzw. 7,5% um ein Vielfaches hoher als in Deutschland
(Malczewska et al., 1997; Ramisz et al., 2001). Neben dem silvatischen Zyklus existiert in
vielen Lindern Osteuropas auch der domestische Zyklus mit 7. spiralis beim Hausschwein,
von welchem wiederum ein Grofteil der Trichinellose-Félle beim Menschen ausgeht (Dupo-

uy-Camet, 2000).

2.1.3 Epidemiologie der Trichinellose in Deutschland
Mitteilung 3
Jansen, A., Schoneberg, 1., Stark, K., Nockler, K. (2008): Epidemiology of Trichinel-
losis in Germany, 1996-2006. Vector Borne Zoonotic Dis. 8, 189-196.

Bis zum Ende des 19. Jahrhunderts trat die Trichinellose beim Menschen mit mehr als 12.500

Fillen (1861-1890) in Deutschland endemisch auf. Erst nachdem im Jahr 1900 deutschland-
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weit die Trichinenuntersuchung beim Schwein eingefiihrt wurde, konnte mit etwa 700 Trichi-
nellose-Fillen (1910-1939) eine deutliche Verbesserung der Situation erreicht werden (Hinz,
1991). Dank der systematischen Uberwachung (Verbesserung der Bestandshygiene, Trichi-
nenuntersuchung, etc.) zéhlt heutzutage die Trichinellose zu den erfolgreich bekdmpften Zoo-
nosen in Deutschland und einer Reihe anderer européischer Lander (Pozio, 2000).

Zur Untersuchung der Epidemiologie der in Deutschland festgestellten Trichinellose-Falle
beim Menschen wurden die Daten des von 1996-2006 durchgefiihrten nationalen Surveillance
ausgewertet. Von den insgesamt gemeldeten 131 Fillen erfiillten 95 (70%) die Kriterien der
Falldefinition (Mitteilung 2) und wurden in die Auswertung einbezogen. Bezogen auf den
Untersuchungszeitraum des Suveillance lag die durchschnittliche jidhrliche Inzidenz fiir die
Trichinellose in Deutschland bei 0,01 Fillen auf 100.000 Einwohner. Wihrend das Verhiltnis
zwischen den an Trichinellose erkrankten Frauen und Minnern mit 47 bzw. 53% relativ aus-
geglichen war, lag die hochste alterbezogene Inzidenz bei Personen mit 20-29 Jahren (0,02
pro 100,000) und die niedrigste bei Personen mit 70 Jahren oder dlter vor (0,001 pro
100,000). Bemerkenswert war der signifikant hohere Anteil der an Trichinellose erkrankten
Personen mit Migrationshintergrund (0,3 pro 100,000). Die reiseassoziierten 26 Trichinello-
sen (27%) wurden in der Mehrzahl der Fille mit Aufenthalten in den Lindern der ehemaligen
Republik Jugoslawien (Serbien-Montenegro, Bosnien-Herzegowina, Kroatien), Rumaénien,
Polen und der Tiirkei in Verbindung gebracht. Die mittlere Diagnosedauer fiir die an Trichi-
nellose erkrankten Personen betrug 49 Tage. Als dominante Symptome wurden Muskel-
schmerzen (83%), Fieber (69%), Durchfall (53%) und Gesichtsodeme (44%) festgestellt. 46
Personen (48%) mussten wihrend der Zeit ihrer Erkrankung stationédr behandelt werden.

72 Trichinellose-Fille (76%) standen in Zusammenhang mit Ausbriichen. Insgesamt handelte
es sich um 12 Ausbriiche mit 2 bis 23 beteiligten Personen. Fiir 81 Personen mit Trichinellose

(85%) lag eine Information zum ursdchlichen Lebensmittel vor, wobei in 75 Fillen (93%) der
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Verzehr von Schweinefleisch oder daraus hergestellten Produkten (iiberwiegend mit Herkunft
aus Endemiegebieten) die Hauptinfektionsquelle war. In 6 Fillen (7%) wurde Wildschwein-
fleisch als Infektionsquelle angegeben (5x importiert, 1x autochthon). Sofern Trichinella-
Isolate fiir die Speziesbestimmung zur Verfiigung standen, wurde ausschlieBlich 7. spiralis
identifiziert.

In dieser Mitteilung wird gezeigt, dass in Deutschland die Trichinellose unter bestimmten
Bedingungen noch von Bedeutung fiir die offentliche Gesundheit ist. Dazu zédhlen insbeson-
dere Personen mit Auslandsaufenthalten in Risikogebieten, wo Trichinella im domestischen
Zyklus vorkommt oder wenn Lebensmittel aus solchen Gebieten eingefiihrt werden. Aber
auch mit Trichinellen infizierte einheimische Wildschweine konnen ein Risiko darstellen,
wenn deren Fleisch nicht ordnungsgemall auf Trichinellen untersucht worden ist (Pozio,

2000).

2.1.4 Aspekte zu Klinik, Diagnostik, Meldung und Riickverfolgung bei zwei Trichinel-
lose-Ausbriichen in Nordrhein-Westfalen, Deutschland, 1998
Mitteilung 4
Nockler, K., Reiter-Owona, 1., Heidrich, J., Protz, D., Rehmet, S., Sinn, G., Ammon,
A. (2001): Aspects of clinical features, diagnosis, notification and tracing back in
connection with two Trichinella outbreaks in North Rhine-Westphalia, Germany,

1998. Parasite 8, 183-185.

Obgleich die Trichinellose in Deutschland relativ selten auftritt und es sich zumeist um eine
importierte Erkrankung handelt, traten gelegentlich groflere Trichinellose-Ausbriiche auf, die
auf den Verzehr von Schweine- oder Wildschweinfleisch oder daraus hergestellten Rohpro-

dukten zuriickzufithren waren (Mitteilung 2). In dieser Mitteilung wird iiber eine Hiufung
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von Trichinellose-Fillen in 11 Stiddten von Nordrhein-Westfalen im Jahr 1998 berichtet und
auf Fragen zur Diagnostik, Meldung und Ermittlung der Infektionsquelle eingegangen.

Uber einen Gesamtzeitraum von etwa 14 Wochen wurde bei 52 Personen eine Trichinellose
festgestellt. Die Diagnose erfolgte auf der Grundlage der klinischen Symptome und Laborun-
tersuchungen. Bei 5 Personen (10%) verlief die Infektion asymptomatisch. Als héaufigste Be-
schwerden bei den an Trichinellose erkrankten 47 Personen traten Muskelschmerzen (77%),
Fieber (33%) und Kopfschmerzen (55%), gefolgt von Darmbeschwerden (38%), Muskel-
schwiche (32%) und Abgeschlagenheit (30%), sowie GliedmaBenodeme (25%), Gesichts-
odeme (23%), Durchfall (23%) und Juckreiz (23%) auf. Der Zeitraum vom Auftreten der kli-
nischen Symptome bei der ersten erkrankten Person bis zur Diagnostik im Labor betrug etwa
5 Wochen. Grundlage der Labordiagnose war die Feststellung einer Eosinophilie und/oder der
Nachweis spezifischer Trichinella-Antikérper mit den empfohlenen serologischen Methoden
ELISA, IFAT oder WB (Robert et al., 1996; Dupouy-Camet et al., 2002). Die Bestitigungs-
untersuchung mit dem ELISA im Nationalen Referenzlabor (NRL) fiir Trichinellose in Berlin
ergab Serumtiter von 1:80 bis 1:1280 fiir anti-Trichinella-IgM und 1:80 bis 1:2560 fiir anti-
Trichinella-1gG. Vom ersten diagnostizierten Fall vergingen etwa 7 Wochen bis zur Meldung
an das zustindige Gesundheitsamt. Der Meldezeitraum fiir alle 52 betroffenen Personen er-
streckte sich dabei iiber insgesamt 16 Wochen.

Nach den Ergebnissen der durchgefiihrten Fall-Kontrollstudie wurden zwei Infektionsquellen
fiir die Erkrankungen in Nordrhein-Westfalen ermittelt. Dabei waren 44 Trichinellose-Fille
auf den Verzehr von Mettwurst in zehn Stiddten Nordrhein-Westfalens und 8 auf Hackfleisch
(Mettmann) zuriickzufiihren (Rehmet et al., 1999). Die fragliche Mettwurstcharge wurde aus
gefrorenem Schweinefleisch aus Belgien bzw. Deutschland und aus frischen Sauennacken aus
Spanien hergestellt. Proben von den betreffenden Mettwiirsten standen fiir die Bestédtigungs-

untersuchung nicht mehr zur Verfiigung. Es war jedoch moglich, aus zwei Haushalten tiefge-
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frorene Reste des in Frage kommenden Hackfleisches durch das zustidndige Veterinidr- und
Lebensmitteliiberwachungsamt fiir eine Untersuchung im NRL fiir Trichinellose sicherzustel-
len. Dabei wurden in einer der Hackfleischproben Trichinellen nachgewiesen und als 7. spira-
lis identifiziert. Das Hackfleisch stammte aus einem Supermarkt in Mettmann und wurde aus
frischem Schweine- und Rindfleisch verschiedener Zulieferer aus Belgien, den Niederlanden
und Deutschland hergestellt. Es konnte nicht endgiiltig geklidrt werden, woher das trichindse

Schweinefleisch kam.

2.2  Bewertung der Methoden zum Nachweis von Trichinella spp.

2.2.1 Nachweis einer Trichinella-Infektion bei lebensmittelliefernden Tieren
Mitteilung 5
Nockler, K., Pozio, E., Voigt, W.P., Heidrich, J. (2000): Detection of Trichinella
infection in food animals. Vet. Parasitol. 93, 335-350.
In diesem Ubersichtsartikel werden sowohl die klassischen Methoden fiir den direkten Nach-
weis von Trichinellen in der Muskulatur als auch die indirekten Methoden zum blutserologi-
schen Nachweis bei den verschiedenen Tierarten beschrieben und deren Anwendung fiir die
Untersuchung bei Schlachttieren zum Zweck der Lebensmittelgewinnung und bei Reservoir-
tieren zur Durchfiithrung epidemiologischer Studien analysiert.
Es wird gezeigt, dass die Zuverldssigkeit der direkten Methoden zum Nachweis der Trichinel-
len in der Muskulatur im Wesentlichen von den folgenden drei Faktoren abhingt: (1) Stelle
der Probenahme, (2) Untersuchungsmenge, (3) Art der Methode.
Zur Ermittlung der Pridilektionsstellen wurden die Daten aus experimentellen Infektionen mit
Trichinella spp. bei unterschiedlichen Tierarten ausgewertet. Danach waren beim Schwein die

Muskulatur von Zwerchfell, Zunge und Masseter (Gamble, 1996; Kapel et al., 1998), beim
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Pferd Zunge und Masseter (Soulé et al., 1993; Gamble et al., 1996) und beim Wildschwein
die Muskulatur von Zwerchfell, Unterarm und Zunge (Van Knapen et al., 1996; Kapel, 2000)
am hdufigsten mit Trichinellen befallen. Bei mit 7. spiralis bzw. T. nativa infizierten Silber-
fiichsen (Vulpes vulpes fulva) und Polarfiichsen (Alopex lagopus) wurden Zwerchfell- und
Unterarmmuskulatur als geeignete Pridilektionsstellen identifiziert (Kapel et al., 1995;
Nockler and Voigt, 1998).

Mit steigender Untersuchungsmenge kann die Sensitivitit der Methode erhoht werden. Fiir
die Trichinenuntersuchung beim Schwein sollten mit einer Methode der kiinstlichen Verdau-
ung mindestens 1g von der Zwerchfellmuskulatur untersucht werden. Mit Erhohung der Un-
tersuchungsmenge auf 5g, wie fiir Pferd und Wildschwein empfohlen, wird die Sensitivitit
der Methode adiquat erhoht (Forbes and Gajadhar, 1999). Auch bei Reservoirtieren, wie z.B.
Fuchs und Marderhund, sollten mindestens 5g untersucht werden, da positive Tiere oftmals
eine relativ niedrige Larvenbefallsrate in der Muskulatur aufweisen (Gamble et al., 2000).
Bereits in den 60iger Jahren des 19. Jahrhunderts wurde auf mafigebliche Initiative Rudolph
Virchows die Trichinoskopie mittels Kompressorium fiir die Einzeluntersuchung von
Schlachtschweinen in Deutschland eingefiihrt und stellte iiber mehr als 100 Jahre die Stan-
dardmethode dar (Hinz, 1991). Erst mit Einfiihrung der Methode der kiinstlichen Verdauung
von Muskelproben mittels Pepsin wurde Ende der 70iger Jahre des 20. Jahrhunderts eine neue
Qualitét in der Trichinenuntersuchung erreicht. Mit dieser Methode ist es moglich, Poolpro-
ben im Gesamtansatz von 100g zu untersuchen und auch Larven solcher Trichinella spp.,
welche keine Kollagenkapsel in der Muskulatur ihrer Wirte bilden (z.B. T. pseudospiralis),
problemlos nachzuweisen. Deshalb wird hervorgehoben, dass die Methode der kiinstlichen
Verdauung die Methode der Wahl fiir die Trichinenuntersuchung bei den relevanten Tierarten

darstellt.
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Im Ubersichtsartikel wird weiterhin auf die Serodiagnostik zum Zweck des indirekten Nach-
weises einer Infektion mittels Trichinella-Antikorper in Blutserum oder Fleischsaft bei ver-
schiedenen Tierarten eingegangen. Methode der Wahl ist dabei ein indirekter ELISA auf Ba-
sis eines hochspezifischen exkretorisch-sekretorischen (E/S) Antigens, welches aus in vitro
kultivierten Muskellarven (Larve 1) gewonnen wird (Gamble et al., 1988). Dieser E/S-ELISA
wurde zum Nachweis von anti-Trichinella-1gG fiir Schwein, Pferd und Fuchs entwickelt und
evaluiert.

In dieser Mitteilung wird darauf hingewiesen, dass beziiglich Spezifitidt und Sensitivitit des
ELISA verschiedene Faktoren beachtet werden miissen. So sollte das verwendete Trichinella-
Antigen eine hohe Spezifitit aufweisen, um Kreuzreaktionen gegen Antikorper, die durch
Infektionen mit Helminthen anderer Gattungen induziert werden, auszuschlieBen. Anderer-
seits sollte innerhalb der Gattung Trichinella eine hohe Kreuzantigenitit bestehen, so dass
Antikorper gegen alle in Frage kommenden Spezies mit nur einem Testantigen nachgewiesen
werden konnen. Nach Auswertung der Ergebnisse experimenteller Studien bei Schwein, Pferd
und Fuchs kann die Serokonversion in Abhingigkeit von der Infektionsdosis 2 bis etwa 7
Wochen nach Primérinfektion betragen (Smith and Snowdon, 1989; Gamble, 1996; Gamble
et al., 1996; Nockler and Voigt, 1998). Wie Ergebnisse aus Studien zur Langzeitinfektion
zeigen, kann anti-Trichinella-1gG bei infizierten Schweinen und Fiichsen sehr lange im Blut-
serum persistieren und problemlos mit dem ELISA nachgewiesen werden (Nockler et al.,
1995; Nockler and Voigt, 1998). Im Gegensatz dazu kommt es bei experimentell mit 7. spira-
lis infizierten Pferden relativ schnell zu einem Titerabfall von anti-Trichinella-1gG und
falsch-negativen serologischen Ergebnissen im ELISA bei positiven Larvenfunden in der
Muskulatur dieser Tiere (Soulé et al., 1989, 1993; Voigt et al., 1998). Auch infizierte
Schlachtpferde mit einer relativ hohen Befallsrate von Trichinellen in der Muskulatur waren

im ELISA seronegativ (Pozio et al., 1997).
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2.2.2 Mischinfektion von Trichinella spiralis und Trichinella pseudospiralis bei einem
Wildschwein (Sus scrofa) in Deutschland
Mitteilung 6
Nockler, K., Reckinger, S., Pozio, E. (2006): Trichinella spiralis and Trichinella
pseudospiralis mixed infection in a wild boar (Sus scrofa) of Germany. Vet. Parasitol.
137, 364-368.
In dieser Mitteilung wird der Fund einer Mischinfektion von 7. spiralis und T. pseudospiralis
in der Zwerchfellmuskulatur eines in Mecklenburg-Vorpommern erlegten Wildschweins be-
schrieben. Bemerkenswert ist, dass es sich um den ersten Fund von 7. pseudospiralis in
Deutschland iiberhaupt handelte und eine Mischinfektion speziell fiir diese zwei Spezies zum
ersten Mal weltweit beschrieben werden konnte.
In diesem Fall handelte es sich um ein Wildschwein (weiblich, ca. 40 kg), welches in Zirchow
(Insel Usedom) geschossen und in der Trichinenuntersuchung positiv getestet wurde. Zur
Bestdtigung und Bestimmung der Trichinella-Spezies wurden Muskelproben dieses Tieres an
das NRL fiir Trichinellose geschickt. Aus der Muskulatur konnte eine Vielzahl von Trichinel-
len mit der Verdauungsmethode isoliert und eine Befallsrate von 922 Lpg Muskulatur ermit-
telt werden. Auffillig bei der mikroskopischen Untersuchung der Verdauungsfliissigkeit wa-
ren kleinere und grofere Larven mit einer durchschnittlichen Linge von 700 bzw. 1100 pum,
die in einem Verhiltnis von 22% bzw. 78% vorlagen. In der Multiplex-PCR (Pozio and La
Rosa, 2003) wurden diese Larven als T. pseudospiralis bzw. T. spiralis typisiert und vom Eu-
ropdischen Referenzlabor fiir Parasiten in Rom bestitigt.
Beziiglich der Genese dieser Mischinfektion wird davon ausgegangen, dass sich das Wild-
schwein zuerst mit 7. pseudopsiralis und danach mit 7. spiralis infiziert hat. Aus Infektions-
studien zu diesen beiden Spezies im Mausmodell ist bekannt, dass nach Primérinfektion mit

T. spiralis eine Manifestation der Larven in der Muskulatur nach Sekundéirinfektion mit 7.
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pseudspiralis nicht erfolgte, jedoch im Fall einer Primirinfektion mit 7. pseudospiralis eine
protektive Immunantwort nach Challenge nicht zu beobachten war, d.h. nach Sekundirinfek-
tion die 7. spiralis Larven in der Muskulatur nachgewiesen wurden (Ooi et al., 1987).

Bei der Nachuntersuchung von Zwerchfellmuskulatur des Wildschweins mit der Trichinosko-
pie (Kompressorium) konnten im Muskelgewebe sowohl Trichinella-Larven mit einer Kolla-
genkapsel (7. spiralis) als auch Larven ohne Kapselbildung (7. pseudospiralis) nachgewiesen
werden. Dabei waren die Larven von 7. pseudospiralis im Vergleich zu denen von T. spiralis

im Kompressorium aufgrund der fehlenden Kollagenkapsel nur sehr schwer erkennbar.

Abbildung 3. Mischinfektion von Trichinella spiralis (links) und Trichinella pseudospiralis

(rechts) in der Zwerchfellmuskulatur eines Wildschweins (Kompressorium, Aufnahme BfR)

In der Mitteilung wird hervorgehoben, dass das Fleisch infizierter Wildschweine ein poten-
tielles Risiko fiir den Verbraucher darstellen kann, zumal die Befallsrate bei diesem Tier au-
Bergewohnlich hoch war. Deshalb wird empfohlen, dass die fiir den menschlichen Verzehr
geschossenen Wildschweine ausnahmslos auf Trichinellen untersucht werden, wobei fiir die
Trichinenuntersuchung ausschlielich eine Methode der kiinstlichen Verdauung durchgefiihrt
werden sollte. Mit dieser Methode kann gegeniiber der Trichinoskopie durch die Untersu-

chung einer groferen Probenmenge eine bessere Nachweisempfindlichkeit erreicht und die
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Larven von T. pseudospiralis problemlos in der Verdauungsfliissigkeit nachgewiesen werden.
Weiterhin wird in Zusammenhang mit dem Erstnachweis von T. pseudospiralis in Deutsch-
land auf die Notwendigkeit von Wildmonitorings hingewiesen, um zu kldren, welche Wildtie-

re ein natiirliches Reservoir fiir diese Trichinella-Spezies sind.

2.2.3 Vergleich von drei Methoden der kiinstlichen Verdauung zum Nachweis von
nicht eingekapselten Trichinella pseudospiralis Larven in Schweinefleisch
Mitteilung 7
Nockler, K., Reckinger, S., Szabd, 1., Maddox-Hyttel, C., Pozio, E., van der Giessen,
J., Vallée, 1., Boireau, P. (2009): Comparison of three artificial digestion methods for
detection of non-encapsulated Trichinella pseudospiralis larvae in pork. Vet. Parasitol.
159, 341-344.

Nach der Verordnung (EG) Nr. 2075/2005 (European Community, 2005) ist die Trichinenun-

tersuchung nach dem Prinzip der kiinstlichen Verdauung durchzufiihren, wobei insgesamt

vier Methoden zuléssig sind. In den EU-Mitgliedslandern werden dabei am hiufigsten das

Magnetriihrverfahren, gefolgt vom Trichomatic-35® und der Stomacher-Methode durchge-

fiihrt (Webster et al., 2006). In einer Laborvergleichsuntersuchung mit NRL’s aus 5 EU-

Mitgliedsldndern wurden erstmals diese drei Methoden auf ihre Sensitivitit zum Nachweis

von T. pseudospiralis in Schweinefleisch tiberpriift.

Zur Gewinnung des trichindsen Fleisches wurde ein 7 Monate altes Schwein mit 40.000 Lar-

ven von T. pseudospiralis (Stamm ISS 176) experimentell infiziert und 18 Wochen danach

getotet. Bei der Sektion wurde Muskulatur von Zwerchfell, Zunge, Masseter, Schulter, Rii-
cken, Vorder- und Hinterbein entnommen und fiir jeweils 100g die Larvenbefallsrate mit dem

Magnetriihrverfahren bestimmt. Fiir die Laborvergleichsuntersuchung wurden die Fleischpro-

ben derart aufbereitet, dass pro durchgefiihrte Methode jeweils 10 Fleischproben zu je 1 g mit
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einer Larvenbefallsrate von 7 bzw. 17 Lpg an die 5 Labors (A, B, C, D, E) verschickt wurden.
Drei der Labors (A, B, E) fiihrten die Trichinenuntersuchung mit dem Magnetriihrverfahren,
zwel mit dem Trichomatic-35® (C, D) und eins mit der Stomacher-Methode (B) durch. Die
statistische Auswertung der quantitativen Ergebnisse zum Nachweis von T. pseudospiralis in
den Fleischproben mit 7 bzw. 17 Lpg erfolgte zum einen nach der durchgefiihrten Methode
und zum anderen nach dem teilnehmenden Labor. Fiir jede der drei durchgefiihrten Methoden
wurde auBBerdem die Variabilitdt zur Anzahl der nachgewiesenen Larven in den Fleischproben
mit 7 bzw. 17 Lpg untersucht. Zu diesem Zweck wurde fiir jede der Methoden ein Toleranz-
bereich (Mittelwert zur Anzahl der nachgewiesenen Larven + 1 Standardabweichung) be-
stimmt und fiir jede Methode ermittelt, wie oft die Ergebnisse zur Larvenzahl innerhalb bzw.
auferhalb dieses Toleranzbereiches lagen.

Die in der Mittelung dargestellten Ergebnisse zeigen, dass in Abhédngigkeit von der durchge-
fiihrten Methode fiir die Proben mit 7 Lpg die Anzahl der nachgewiesenen Larven mit der
Stomacher-Methode signifikant hoher war als mit dem Magnetriihrverfahren, wogegen fiir die
Proben mit 17 Lpg keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei Methoden festzustel-
len waren. Wesentlich deutlicher waren die Unterschiede zur Anzahl der nachgewiesenen
Larven beim Vergleich der Ergebnisse zwischen den fiinf Labors. Dabei wurden fiir die Pro-
ben mit 7 Lpg vom Labor E signifikant weniger Larven nachweisen als vom Labor B. Fiir die
Proben mit 17 Lpg war die Nachweisrate im Labor E im Vergleich zu den Labors A, B und D
signifikant niedriger, wobei auch das Labor B signifikant weniger Larven als das Labor D
nachwies. Beziiglich der Variabilitit zur Anzahl der in den Fleischproben nachgewiesenen
Larven traten die geringsten Unterschiede (d.h. quantitative Ergebnisse zur Larvenzahl, wel-
che auBlerhalb des Toleranzbereiches lagen) mit dem Magnetrithrverfahren, gefolgt von der

Stomacher-Methode und dem Trichomatic-35® auf.
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Insgesamt zeigen die Ergebnisse dieser Studie, dass alle drei nach dem Prinzip der kiinstli-
chen Verdauung durchgefiihrten Methoden geeignet sind, um 7. pseudospiralis in Fleischpro-
ben nachzuweisen. Die Unterschiede zur Anzahl der nachgewiesenen Larven waren dabei
weniger auf die Methode sondern auf die individuellen Ergebnisse der teilnehmenden Labors
zuriickzufiihren. In diesem Zusammenhang wird auf die Notwendigkeit der Qualitétssiche-
rung in der Trichinenuntersuchung hingewiesen. Bei abweichenden Ergebnissen muss durch
das Labor fiir die entsprechende Methode eine Identifikation der relevanten Fehlerquellen

(CCP’s) erfolgen (Gamble et al., 2000).

2.3  Entwicklung und Beurteilung serologischer Methoden fiir den indirekten Nach-

weis der Trichinella-Infektion beim Schwein

2.3.1 Experimentelle Untersuchungen beim Schwein zum Nachweis einer 7richinella—
Infektion in verschiedenen diagnostischen Matrices
Mitteilung 8
Nockler, K., Serrano Aguilera, F.J., Boireau, P., Kapel, C.M.O., Pozio, E. (2005): Ex-
perimental studies in pigs on Trichinella detection in different diagnostic matrices.
Vet. Parasitol. 132, 85-90.
Ziel dieser experimentellen Studie war es, bei zwei Schweinerassen aus unterschiedlichen
Haltungssystemen die Antikorperantwort und die Larvenbefallsrate in der Muskulatur in Ab-
hingigkeit von der Trichinella-Spezies und Infektionsdosis zu untersuchen. Zu diesem Zweck
wurden insgesamt 72 etwa 10 Wochen alte Schweine aus SPF-Haltung (Deutsches Edel-
schwein) und aus Freilandhaltung mit Eichelmast (Iberisches Schwein) mit 200, 1000 und
20.000 Larven von T. spiralis, T. nativa, T. britovi bzw. T. pseudospiralis infiziert (jeweils 3

Tiere pro Gruppe). Von jedem Tier wurden Blutproben zweimal vor der Infektion und an-
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Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse

schlieend am 5., 10., 15., 25., 25., 30., 40., 50. und 60. Tag p.i. entnommen und mit dem
ELISA auf Basis eines in vitro hergestellten E/S-Antigens von 7. spiralis auf Serumantikor-
per (anti-Trichinella-1gG) untersucht (Nockler et al., 1995). Nach der Tétung am 60. Tag p.i.
wurden von jedem Tier jeweils 50-100g von 9 verschiedenen Muskelpartien (Zwerchfell-,
Zungen-, Kau-, Schulter-, Bauch-, Vorder- und Hinterbein-, Zwischenrippen-, sowie Rii-
ckenmuskulatur) auf die Lavenbefallsrate mit der Methode der kiinstlichen Verdauung (Mag-
netrithrverfahren) untersucht (European Community, 2005) und aus der Zwerchfellmuskulatur
gewonnener Fleischsaft analog dem Serum mit dem ELISA auf Antikorper getestet.

Mit den Ergebnissen zur Larvenbefallsrate konnte gezeigt werden, dass die Empfinglichkeit
fiir das Iberische Schwein im Vergleich zum Deutschen Edelschwein fiir 7. spiralis, dhnlich
und fiir 7. britovi und T. pseudospiralis deutlich hoher war. Als Préadilektionsstelle wurde fiir
beide Rassen die Zwerchfellmuskulatur, sowie die Zungen- und Kaumuskulatur ermittelt,
wobei die hochste Larvenbefallsrate in der Muskulatur jeweils nach Infektion mit 7. spiralis,
gefolgt von T. britovi und T. pseudospiralis vorlag. Gegeniiber T. nativa zeigten beide Rassen
selbst bei hoher Infektionsdosis eine sehr geringe, vernachldssigbare Empfinglichkeit.

Fiir beide Rassen bestand eine Korrelation zwischen Serokonversion (d.h. der Zeitpunkt des
Erstnachweises von anti-Trichinella-I1gG im Blutserum) und Infektionsdosis sowie Trichinel-
la-Spezies. Beim Deutschen Edelschwein waren Serumantikorper frithestens 25Tage p.i. bei
einer Dosis von 20.000 Larven fiir 7. spiralis (durchschnittliche Befallsrate in der Muskula-
tur: 417 Lpg) sowie 30 und 40 Tage p.i. fiir T. britovi (4 Lpg) bzw. T. pseudospiralis (10 Lpg)
nachweisbar. Vergleichbare Ergebnisse zur Serokonversion wurden fiir das Iberische Schwein
mit 25 Tagen p.i. fiir 7. spiralis (durchschnittliche Befallsrate in der Musulatur: 539 Lpg)
sowie 30 und 40 Tagen p.i. fiir T. britovi (123 Lpg) bzw. T. pseudospiralis (99 Lpg) ermittelt,
wobei die Larvenbefallsraten fiir die beiden letzten Spezies beim Iberischen Schwein deutlich

hoher lagen. Bei einer geringeren Dosis von 1000 bzw. 200 Larven verlidngerte sich analog
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der Zeitpunkt der Serokonversion auf bis zu 60 Tage p.i. oder Antikorper waren noch nicht
nachweisbar. Mit sinkender Dosis nahm die Larvenbefallsrate analog ab und lag nach Infekti-
on mit 200 Larven von T. britovi und T. pseudospiralis bei den meisten Tieren unter 1Lpg. Im
Vergleich dazu fiihrte eine hohe Infektionsdosis mit 7. nativa nicht zu einer nennenswerten
Larvenbefallsrate in der Muskulatur bei beiden untersuchten Schweinerasen. Bemerkenswert
war allerdings, dass es nach Infektion mit 20.000 7. nativa-Larven zu einer starken Antikor-
perreaktion mit Serokonversion nach 25 und 30 Tagen p.i. beim Deutschen Edelschwein bzw.
Iberischen Schwein kam.

Fiir alle drei untersuchten Infektionsdosen konnte trotz unterschiedlicher Empfinglichkeit
zwischen beiden Rassen fiir das Deutsche Edelschwein und das Iberische Schwein eine hohe
Korrelation zwischen den Serumantikorpern in Blutserum (Verdiinnung 1:100) und Fleisch-
saft der Zwerchfellmuskulatur (Verdiinnung 1:10) nach Infektion mit 7. spiralis (0,98/0,89),
T. britovi (0,94/0,98), T. pseudospiralis (0,97/0,90) und T. nativa (0,94/0,94) nachgewiesen
werden. Allerdings sind in der Frithphase der Infektion aufgrund der verzogerten Serokonver-
sion und spiteren Nachweismoglichkeit der Antikorper negative Ergebnisse im ELISA auch

bei hoher Larvenbefallsrate in der Muskulatur nicht auszuschlieen.

2.3.2 Einfluss von Methoden auf den Nachweis einer Trichinella-Infektion bei Schwei-
nen aus einer endemischen und nicht-endemischen Region Europas
Mitteilung 9
Nockler, K., A. Hamidi, R. Fries, J. Heidrich, R. Beck, A. Marinculic (2004):
Influence of methods for Trichinella detection in pigs from endemic and non-endemic
European region. J. Vet. Med. B 51, 297-301.

In einer vergleichenden Studie wurden Schlachtschweine aus zwei Regionen mit unterschied-

licher epidemiologischer Situation mittels direkter und indirekter Nachweismethoden auf 77i-
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chinella spp. untersucht. Zu diesem Zweck wurden von jedem Schwein 10 g Zwerchfellmus-
kulatur mit der Verdauungsmethode nach dem Magnetriihrverfahren (European Community,
2005) getestet und beim Nachweis von Muskellarven die Trichinella-Spezies mit der Multip-
lex-PCR nach einem modifizierten Protokoll von Zarlenga et al. (1999) bestimmt. Au3erdem
wurden von jedem Tier Blutserum und Fleischsaft der Zwerchfellmuskulatur mit dem ELISA
(Nockler et al., 1995) auf Trichinella-Antikorper (IgG) untersucht. In Kroatien, wo der
domestische Trichinella-Zyklus beim Hausschwein noch existiert (Marinculic et al., 2001;
Stojcevic et al., 2004), wurden 163 Schweine aus zwei Betrieben mit geschlossener Haltung
und 63 Schweine aus vier kleinbduerlichen Betrieben mit Freilandhaltung untersucht. In
Deutschland ohne einen existierenden domestischen Zyklus beim Hausschwein (Mitteilung
2) wurden 1176 Tiere aus zwei Betrieben mit geschlossener Haltung und 225 Tiere aus drei
Betrieben mit Freilandhaltung untersucht. Unabhédngig von der Haltungsform erwiesen sich
alle 1401 Schweine aus den deutschen Betrieben in der Verdauungsmethode Trichinella-
negativ, was durch die serologischen Ergebnisse im ELISA (mit Ausnahme von vier
schwach-positiv reagierenden Fleischsaftproben) bestitigt werden konnte. Ein vergleichbares
Ergebnis wurde fiir die Schweine der kroatischen Betriebe mit geschlossener Haltung festge-
stellt, wobei lediglich ein Serum im ELISA eine schwach-positive Reaktion zeigte. Im Ge-
gensatz dazu waren bei 11 Schweinen (17%) aus den vier kleinbduerlichen Betrieben Muskel-
larven mit Befallsraten von 0,17 Lpg bis 696 Lpg nachweisbar. Mit der Multiplex-PCR wur-
den die Larven, soweit moglich (die Larven von drei Proben waren bereits degeneriert), als 7.
spiralis identifiziert. Bei 8 bzw. 9 dieser positiven Schweine konnten Trichinella-Antikorper
im Blutserum und Fleischsaft mit dem ELISA nachgewiesen werden. Unter Annnahme, dass
die Verdauungsmethode den Goldstandard darstellt, lagen Sensitivitdt und Spezifitét fiir den
Serum- und Fleischsaft-ELISA bei 72,7 und 99,6% bzw. bei 81,8 und 99,3%. Bei der Beurtei-

lung sollte jedoch beriicksichtigt werden, dass der Anteil der Trichinella-positiven Schweine
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an der Gesamtzahl der untersuchten Tiere relativ gering war. Nach den Ergebnissen des ELI-
SA zum Nachweis von Trichinella-Antikorpern bestand eine gute Ubereinstimmung zwischen
den Serum- und Fleischsaftproben der untersuchten Schweine (Kappa-Wert 0,78).

Die Ergebnisse zeigen, dass bei Vorliegen des domestischen Zyklus das Risiko einer Infekti-
on mit Trichinellen bei Schweinen aus kleinbduerlichen Betrieben deutlich hoher ist. Bei Ver-
wendung einer grofleren Untersuchungsmenge (in diesem Fall 10g Muskulatur) konnen auch
positive Tiere mit einer geringen Larvenbefallsrate von weniger als 1 Lpg mit der Digesti-
onsmethode post mortem identifiziert werden. Aullerdem ist es moglich, Trichinella-positive
Tiere in vivo durch die Untersuchung von Serum- bzw. Fleischsaftproben mit dem ELISA

zumindest auf Bestandsebene nachzuweisen.

2.3.3 Evaluierung von Western Blot und ELISA zum Nachweis von anti-Trichinella-
IgG in Schweineseren
Mitteilung 10
Nockler, K., Reckinger, S., Broglia, A., Mayer-Scholl, A., Bahn, P. (2009): Evaluation
of a Western Blot and ELISA for the detection of anti-Trichinella-1gG in pig sera. Vet.
Parasitol. 163, 341-347.
Zur Uberwachung von Schweinebestinden auf die Freiheit von Trichinellen miissen die dafiir
eingesetzten serologischen Tests eine hohe Sensitivitit und Spezifitit aufweisen. In einer Stu-
die wurden ELISA (E/S-Antigen von T. spiralis) und WB (somatisches Antigen von 7. spira-
lis) vergleichend untersucht und deren Eignung als Screening- bzw. Bestitigungstest fiir die
serologische Trichinella-Diagnostik bewertet. Die dafiir verwendeten Seren stammten von
144 Trichinella-freien Schlachtschweinen und von 159 Schweinen, die experimentell mit 7.
spiralis, T. britovi oder T. pseudospiralis infiziert worden waren. Aulerdem wurden Seren

von Schweinen, die experimentell mit Oesophagostomum dentatum, Trichuris suis,
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Hyostrongylus rubidus und Strongyloides ransomi (die beiden letztgenannten als Mono- bzw.
Mischinfektion) in die Studie einbezogen. Zur Beurteilung von Sensitivitit und Spezifitit von
ELISA und WB wurden die Ergebnisse der Verdauungsmethode zum Larvennachweis in der
Muskulatur als Goldstandard herangezogen.

Nach Auftrennung des somatischen Antigens in der Gelelektrophorese und Silberfirbung
zeigte sich ein @hnliches Bandenmuster fiir 7. spiralis, T. britovi und T. pseudospiralis. Wie
die weiteren Ergebnisse der Laboruntersuchung zeigten, lagen Sensitivitit und Spezifitit fiir
ELISA und WB bei 96,8 und 97,9% bzw. bei 98,1 und 100%. Kreuzreaktionen der Seren von
Schweinen, die mit den vier anderen Nematodengattungen infiziert wurden, konnten weder
im ELISA noch im WB nachgewiesen werden. Im WB reagierten insgesamt 5 Banden mit
einem Molekulargewicht von 43, 47, 61, 66 und 102 kDa in insgesamt 12 verschiedenen
Kombinationen gegen die Serumantikorper der Trichinella-positiven Schweineseren. Das
Bandenmuster war dabei weder abhingig von der fiir die Infektion der Schweine verwendeten
Trichinella-Spezies noch von der Dosis oder der Dauer der Infektion. Im WB trat die Bande
mit 43 kDa mit 97-100% (je nach Trichinella-Spezies) am hiufigsten auf, wobei alle fiinf
Banden in 75% der untersuchten positiven Schweine gegen Trichinella-Antikorper reagierten.
Mit der vergleichenden Studie auf Basis von negativen Feldseren und Seren aus experimentel-
len Infektionen mit 7. spiralis, T. britovi und T. pseudospiralis konnte erstmals gezeigt wer-
den, dass ELISA und WB als Screening bzw. Bestitigungstest fiir das serologische Trichinel-
la-Monitoring beim Schwein aufgrund der hohen Sensitivitidt und Spezifitit gut geeignet sind.
Durch Verwendung eines E/S-Antigens fiir den ELISA und somatischen Antigens fiir den
WB ist es moglich, Serumantikdrper beim Schwein sowohl nach homologer Infektion mit 7.
spiralis als auch nach heterologer Infektion mit 7. pseudospiralis oder T. britovi nachzuwei-

sen.
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3 Ubergreifende Diskussion

3.1  Zur aktuellen Situation der Trichinellose in Europa und in Deutschland

Es konnte gezeigt werden, dass von den weltweit bisher nachgewiesenen zwolf Trichinella-
Spezies —bzw. Genotypen fiir Europa insgesamt vier Spezies (7. spiralis, T. nativa, T. britovi
und 7. pseudospiralis) mit unterschiedlicher Wertigkeit von epidemiologischer Bedeutung
sind (Mitteilung 1). 7. spiralis spielt dabei fiir die Trichinellose des Menschen in Europa die
grofte Rolle und kommt origindr im domestischen Zyklus beim Hausschwein vor. Diese Spe-
zies kann aber auch verschiedene Wildtiere im silvatischen Zyklus befallen (Pozio, 2001),
was nach den fiir Deutschland erhobenen Daten aus der Trichinenuntersuchung und aus
Wildmonitorings bestitigt werden kann. Danach wurde 7. spiralis aus Muskel-Isolaten von
Wildschwein, Fuchs und Marderhund nachgewiesen (Mitteilung 2). Dass 7. spiralis noch
immer im silvatischen Zyklus Deutschlands vorkommt, wird auf die hohe Pridvalenz beim
Hausschwein in diesem Land bis Ende des 19. Jahrhunderts zuriickgefiihrt und zeigt, dass
diese Spezies iiber lange Zeit im silvatischen Zyklus persistieren kann und eine hohe Wirts-
adaptation fiir verschiedene Wildtiere (z.B. Wildschwein und Fuchs) aufweist (Pozio et al.,
2000). Die anderen drei in Europa vorkommenden Spezies sind typische Vertreter fiir den
silvatischen Zyklus, wobei die kiltetolerante Spezies 7. nativa in Deutschland nicht auto-
chthon ist, sondern in arktischen und subarktischen Gebieten z.B. bei Eisbiren, Polarfiichsen,
Seelowen und Walrdssern vorkommt (Kapel et al., 1995; Forbes, 2000; Gajadhar and Forbes,
2010). Die Infektiosiédt von T. nativa fiir das Hausschwein ist duferst gering und spielt epide-
miolgisch keine Rolle (Kapel et al., 1998). Im Vergleich dazu ist das Hausschwein empfing-
lich fiir 7. britovi und T. pseudospiralis (Kapel et al., 1998, Mitteilung 8), welche in den ge-
miBigten Klimazonen Europas bei verschieden anderen Wildtieren weit verbreitet sind (Pozio

et al., 2009b) und auch in Deutschland beim Fuchs (Mitteilung 2) und beim Wildschwein
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(Mitteilung 6) nachgewiesen wurden. Wihrend in Deutschland verschiedene Trichinella-
Spezies im Wildzyklus vorkommen, ist 7. britovi in einigen Nachbarlindern wie Italien,
Osterreich und Schweiz der alleinige Vertreter im silvatischen Zyklus z.B. bei Wolf, Luchs,
Fuchs und Wildschwein (Pozio et al., 2001b; Krois et al., 2005; Frey et al., 2009a). Mit dem
kontinuierlichen Anstieg der Marderhundpopulation insbesondere im Nordosten Deutschlands
(Mecklenburg-Vorpommern und Brandenburg) wird vermehrt iiber Trichinellenfunde bei
dieser Tierart berichtet, wobei neben 7. spiralis (Thiess et al., 2001) in den letzten Jahren
auch T. pseudospiralis aus Larvenisolaten identifiziert wurde (Pannwitz et al., 2009). Unter
bestimmten Bedingungen konnen T. spiralis, T. britovi und T. pseudospiralis ausgehend vom
silvatischen Zyklus eine Infektionsquelle fiir das Hausschwein darstellen. Ursache dafiir kon-
nen im Freiland gehaltene Schweine, die Kadaver infizierter Wildtiere fressen, sein. Méglich
ist aber auch die Verfiitterung von Wildabféllen an Schweine in kleinbduerlichen Betrieben
(Nockler, 2003; Hurnikova et al., 2005). Im Jahr 2008 wurden im Landkreis Ostvorpommern
(Mecklenburg-Vorpommern) bei drei von fiinf Schweinen aus einer Privathaltung nach der
Schlachtung Trichinellen nachgewiesen. Als Infektionsursache wurde hier entweder die Ver-
fiitterung von Wildabféllen oder das Fressen infizierter Wildtiere wihrend der Freilandhal-
tung vermutet (Pannwitz et al., 2009).

Im Vergleich zu Schweinen aus kleinbéduerlichen Betrieben und Freilandhaltungen ist das
Risiko einer Infektion bei Tieren in geschlossenen Haltungen zu vernachlidssigen. Auf der
Grundlage komplexer Mallnahmen bei der Haltung und Fiitterung der Tiere ist der Hygiene-
standard sehr hoch, so dass Eintrag von Trichinellen in den Bestand ausgeschlossen werden
kann (Gamble et al., 2007). Die Anforderungen fiir solche geschlossenen Haltungssysteme
wurden durch die International Commission on Trichinellosis (ICT) definiert (Gamble et al.,
2000) und entsprechen den MaBBnahmen, welche durch die Europidische Kommission im Rah-

men einer Risikobewertung zur Trichinellose ausgearbeitet wurden (European Commission,
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2001). So kann nach der Verordnung (EG) Nr. 2075/2005 bei Schweinen aus geschlossenen
Haltungen, welche diese Hygieneanforderungen erfiillen und fiir die eine Genehmigung durch
die zustdndige Behorde vorliegt, auf eine Trichinenuntersuchung verzichtet werden (European
Community, 2005). Diese Regelung kann auch fiir Mastschweine aus einer Region gelten, in
welcher das Risiko einer Trichinella-Infektion vernachlédssigt werden kann. Nach einer im
Jahr 2007 durchgefiihrten Risikobewertung ist allerdings eine Anerkennung Deutschlands als
Region mit einem vernachldssigbaren Trichinella-Risiko beim Schwein aufgrund des Vor-
kommens von Trichinella spp. im silvatischen Zyklus (Wildschwein und Wildkarnivoren)
nicht moglich. Unter Beriicksichtigung des hohen Anteils von Mastschweinen in geschlosse-
nen Haltungen wird jedoch die Moglichkeit gesehen, einen Betrieb oder eine Kategorie von
Betrieben mit Mastschweinen von der zustindigen Behorde amtlich als trichinenfrei anzuer-
kennen (Bundesinstitut fiir Risikobewertung, 2007). Nach der Verordnung (EG) Nr.
2075/2005 hat auBBerdem die zustdndige Behorde sicherzustellen, dass der Status der Betriebe
durch ein Monitoring bei den relevanten Haus- und Wildtieren iiberwacht wird (European
Community, 2005). In den USA ist bereits ein vergleichbares Programm fiir die Zertifizierung
von Trichinella-freien Schweinebestinden entwickelt und implementiert worden. Die Staus-
tiberwachung dieser zertifizierten Bestinde erfolgt durch die serologische Testung (ELISA)
einer repriasentativen Auswahl von Blutproben, die zum Zeitpunkt der Schlachtung von den
Schweinen gewonnen werden (Pyburn et al., 2005).

In Europa stellt sich das Risiko fiir den Menschen, an einer Trichinellose zu erkranken, sehr
unterschiedlich dar. Wie die Auswertung der Daten fiir Westeuropa zeigt, kommt Trichinella
spp. mit Ausnahme einiger weniger Regionen Norwegens und Spaniens im silvatischen Zyk-
lus bei verschiedenen Wildtieren (Wildschwein und Wildkarnivoren, wie Bir, Luchs, Fuchs
und Marderhund) jedoch nicht im domestischen Zyklus beim Hausschwein vor (Mitteilung

1). Daher sind Trichinellose-Félle beim Menschen in Westeuropa zumeist auf importierte
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Fille aus Lindern zuriickzufithren, wo diese Zoonose noch endemisch ist. So sind auch die
jahrlich fiir Deutschland gemeldeten Trichinellose-Fille zumeist importiert (Mitteilungen 2
und 3). Anfang 2007 erkrankten beispielsweise drei Personen in Bayern an Trichinellose
nach ihrer Riickkehr aus Ruménien, wo nach einer Hausschlachtung eines Schweins dessen
Fleisch in verschiedenen Zubereitungen (Rohwurst) verzehrt wurde (Nockler et al., 2007).
Immigranten, die aus Liandern kommen, wo diese Zoonose im domestischen Zyklus noch en-
demisch ist, erkranken dabei hdufiger an Trichinellose. Auch fiir Deutschland konnte gezeigt
werden, dass die Trichinellose-Inzidenz fiir diese Gruppe im Vergleich zur Normalbevolke-
rung signifikant hoher ist (Mitteilung 3). Im Vergleich zu den iiberwiegend auftretenden im-
portierten Fillen sind die autochthon erworbenen Trichinellose-Fille in einigen westeuropii-
schen Lindern auf den Verzehr von Wildfleisch zuriickzufiihren. So wurde Wildschwein-
fleisch, das vor dem Verzehr nicht ordnungsgeméall auf Trichinellen untersucht wurde, als
potentielle Infektionsquelle fiir den Menschen ermittelt (Mitteilung 3, Gallardo et al., 2007).
Sofern einheimisches Schweinefleisch die Ursache fiir Trichinellose-Fille war, stammten
diese Tiere nie aus geschlossenen Haltungen sondern aus kleinbduerlichen Betrieben mit Frei-
landhaltung (Mitteilung 1). In solchen Fillen erweist sich die Ermittlung der Infektionsquelle
oftmals als kompliziert, was ein Ausbruch mit 16 Erkrankungen bei Mitgliedern einer Grof3-
familie in Deutschland in Mecklenburg-Vorpommern (Landkreis Uecker-Randow) im Jahr
2006 zeigt. Als Infektionsquelle wurde das Fleisch eines privat gehaltenen Schweins vermutet
(Littmann et al., 2006). Die endgiiltige Aufkldrung war jedoch trotz umfangreicher Untersu-
chungen durch die zustdndigen Behorden nicht mehr moglich. Auch am Beispiel der Trichi-
nellose-Ausbriiche in Nordrhein-Westfalen im Jahr 1998 wird deutlich, wie schwer die Er-
mittlung der Infektionsquelle ist, wenn die in Frage kommenden Produkte (Mettwurst, Hack-
fleisch) aus Fleischchargen unterschiedlicher Zulieferer hergestellt worden sind und bereits

eine relativ lange Zeit von der Exposition (d.h. dem Zeitpunkt des Verzehrs des Lebensmit-
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tels) bis zur Meldung der Trichinellose-Félle an das Gesundheitsamt bzw. das Veterinér- und
Lebensmitteliiberwachungsamt vergangen ist (Mitteilung 4).

In Europa gibt es nur wenige Lénder (GroBbritannien, Zypern, Malta) in denen Trichinella
spp. bisher weder im silvatischen noch im domestischen Zyklus nachgewiesen wurde (Mittei-
lung 1, Pozio, 2007b). Allerdings kann sich in Lindern oder Regionen mit diesem Status die
epidemiologische Situation dndern, wie einige Beispiele der letzten Jahre zeigen. So galt ne-
ben den Britischen Inseln auch Irland iiber lange Zeit als frei von diesem Parasiten bis in
Nordirland bei einem Monitoring 7. spiralis beim Rotfuchs nachgewiesen wurde (Rafter et
al., 2005). Auch auf Sardinien wurde im Jahr 2005 nach mehr als 60 Jahren 7. britovi beim
Wildschwein nachgewiesen und in Zusammenhang mit einem Trichinellose-Ausbruch bei 11
Personen gebracht (Pozio et al., 2006). Es wird vermutet, dass sich T. britovi iiber infizierte
Wildschweine bis zur Nachbarinsel Korsika ausbreiten konnte (Pozio et al., 2009). Deshalb
kann der Status ,,Trichinella-frei* fiir eine bestimmte Region nur gelten wenn durch ein sys-
tematisches Monitoring bei Indikatortieren die Freiheit von diesem Parasiten nachgewiesen
werden kann (Pozio, 2007b).

In vielen Lindern Osteuropas ist Trichinella spp. sowohl im silvatischen als auch im domesti-
schen Zyklus mit dem Hausschwein als Reservoir autochthon und ist auf die politischen und
okonomischen Verdnderungen seit Beginn der 90iger Jahre zuriickzufiihren (Mitteilung 1).
Mit dem Strukturwandel in der Landwirtschaft und dem Wechsel von den industriemifBig
produzierenden geschlossenen Haltungen hin zu kleinbduerlichen Schweinebetrieben kam es
in vielen dieser Lander zu drastischen Einschnitten in der Haltungs- und Fiitterungshygiene,
Defiziten bei der Tierkorperbeseitigung und zu einer unzureichenden Trichinenuntersuchung
(Murrell and Pozio, 2000; Marinculic et al., 2001; Cuperlovic et al., 2005). Fiir das Ostlich
angrenzende Nachbarland Polen wird fiir das Hausschwein eine Trichinella-Privalenz von

<0,01% angegeben (European Food Safety Authority, 2009) und liegt damit um ein Vielfa-
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ches hoher als in Deutschland, wo T. spiralis im domestischen Zyklus nicht mehr vorkommt
(Mitteilung 2). Wesentliche Ursache fiir die Infektion von Hausschweinen mit Trichinellen
ist die Verfiitterung von Schlacht- bzw. Wildabfillen in den kleinbduerlichen Schweinebe-
trieben und Privathaltungen (Ramisz et al., 2001). Als natiirliches Trichinella-Reservoir spielt
dabei neben dem Fuchs auch das Wildschwein eine wichtige Rolle, wie die Ergebnisse einer
Studie in einer nord-westlichen Region Polens zeigen (Balicka-Ramisz et al., 2007).

Nach den Ergebnissen eines Surveys der ICT wurden im Jahr 2004 fiir Europa mehr als 1100
Trichinellose-Fille gemeldet. Davon entfielen etwa 90% der Erkrankungen auf Serbien, Ru-
minien, Bulgarien, Kroatien und Polen (Dupouy-Camet, 2006). Fiir Ruminien, einem osteu-
ropdischen Land, das kiirzlich der Europidischen Union (EU) beitrat, wurde nach der Erhe-
bung von Daten fiir den Zeitraum 1990-2004 eine Trichinellose-Inzidenz von 51 Fillen auf
100.000 Einwohner ermittelt (Blaga et al., 2007). Nach einer aktuelleren Bewertung der Eu-
ropdischen Lebensmittelbehorde (EFSA) betrug im Jahr 2007 die Trichinellose-Inzidenz bei
der iiberwiegenden Mehrheit der EU-Mitgliedsldnder weniger als 0,1 Fille, wogegen die In-
zidenz fiir Ruménien, Bulgarien und Polen mit 2, 0,8 bzw. 0,6 Fillen auf 100.000 Einwohner

um ein Mehrfaches hoher lag (European Food Safety Authority, 2009).

3.2  Trichinenuntersuchung: Methoden und Anforderungen

Mit der Trichinenuntersuchung, d.h. der Untersuchung der Muskulatur auf Trichinellen, wer-
den im Wesentlichen zwei Ziele verfolgt: Zum einen geht es darum, das Fleisch der relevan-
ten Tierarten nach der Schlachtung bzw. Jagd (z.B. Haus- bzw. Wildschwein) zum Zweck der
Lebensmittelgewinnung auf diesen Parasiten zu untersuchen. Bei einem positiven Ergebnis in
der Trichinenuntersuchung wird der Tierkorper untauglich fiir den Verzehr gemacht, um den
Verbraucher vor einer Erkrankung zu schiitzen. Zum anderen werden Muskelproben emp-

fanglicher Wildtiere, die als natiirliches Reservoir von epidemiologischer Bedeutung sind
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(z.B. Fuchs und Marderhund) im Rahmen von Monitorings auf diesen Parasiten untersucht
(Mitteilung 5).

Zum Schutz des Verbrauchers vor einer Trichinellose sollte die Nachweisempfindlichkeit in
der Trichinenuntersuchung bei mindestens 1-3 Trichinellen pro g Muskulatur liegen. Geringe-
re Befallsraten im Fleisch, die in der Trichinenuntersuchung nicht mehr nachweisbar sind,
wiirden zu einer Infektion, jedoch nicht zu einer klinischen Erkrankung des Menschen fiithren
(Gamble et al., 2000; Nockler and Kapel, 2007). Die Infektionsdosis fiir die Auslésung einer
klinischen Erkrankung ist nicht genau bekannt, es wird jedoch davon ausgegangen, dass be-
reits 100-300 aufgenommene Muskellarven zu einer Trichinellose des Menschen fiihren kon-
nen (Dupouy-Camet and Bruschi, 2007). Zur Erreichung der geforderten Sensitivitdt muss
daher eine Mindestmenge an Muskulatur von der fiir die Tierart spezifischen Pradilekti-
onsstelle mit der Verdauungsmethode untersucht werden (Mitteilung S), wobei fiir das
Schlachtschwein eine Probenmenge von 1 g der Zwerchfellmuskulatur als ausreichend ange-
sehen wird, um diese Nachweisempfindlichkeit zu erreichen (Gamble et al., 2000). Beim
Wildschwein sind aufgrund des hoheren Infektionsrisikos insgesamt 5 g Muskulatur auf Tri-
chinellen zu untersuchen. Bei dieser Probenmenge wird unter Beriicksichtigung der unglei-
chen Verteilung der Larven im Muskelgewebe eine Sensitivitdt von mindestens 1 Lpg erreicht
(Forbes and Gajadhar, 1999).

Wie Ergebnisse aus verschiedenen Monitorings zum Vorkommen von Trichinella spp. bei
Indikatortieren (z.B. Luchs, Marderhund, Fuchs) zeigen, kann die Larvenbefallsrate auch
deutlich unter 1 Lpg liegen und ist mit den sonst iiblichen Probenmengen kaum nachweisbar
(Schynts et al., 2006; Malakauskas et al., 2007; Frey et al., 2009a). Deshalb sollten beim
Wildmonitoring mehr als 5g Muskulatur von den Pradilektionsstellen mit der Verdauungsme-
thode untersucht werden, um auch schwach mit Trichinellen befallene Tiere besser identifi-

zieren zu konnen (Gamble et al. 2000, Nockler and Kapel, 2007). Fiir die Untersuchung von
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Wildtieren ist auBerdem zu beachten, dass die Muskulatur insbesondere ilterer Tiere in der
Verdauungsfliissigkeit schwerer aufgeschlossen werden kann und daher die Einwirkzeit auf
das Doppelte verldngert werden sollte (Kapel et al., 2005).

Die iiber viele Jahre angewandte Trichinoskopie wird fiir die routineméfige Trichinenunter-
suchung nicht mehr empfohlen, da zum einen die Probenmenge limitiert ist und zum anderen
die Trichinella-Spezies ohne Bildung einer Kollagenkapsel in der Muskulatur im Kompresso-
rium kaum nachgewiesen werden konnen (Nockler and Kapel, 2007). Nach den Ergebnissen
einer Studie mit 1769 infizierten Schweinen lag die Nachweisgrenze in der Trichinoskopie bei
lediglich 6 Lpg, wobei diese Befallsrate im Fall des Rohverzehrs ausreichen wiirde, um beim
Verbraucher eine Trichinellose zu verursachen (Beck et al., 2005). Mit dem Erstnachweis von
T. pseudospiralis in Deutschland bei einem Wildschwein (Mitteilung 6) wurde deshalb vom
BfR auf die Notwendigkeit hingewiesen, dass alle Wildschweine in Deutschland mit einer
Methode der kiinstlichen Verdauung auf Trichinellen zu untersuchen sind (Bundesinstitut fiir
Risikobewertung, 2006).

Mischinfektionen, wie in diesem Fall fiir 7. pseudospiralis und T. spiralis erstmalig beim
Wildschwein nachgewiesen (Mitteilung 6), sind auch in anderen Kombinationen bei ver-
schiedenen Tierarten, wie z.B. fiir T. spiralis und T. nativa sowie T. britovi und T. nativa
beim Marderhund (Kapel et al., 2001), T. spiralis und T. britovi beim Wildschwein
(Rodriguez et al. 2008) und Pferd (Liciardi et al., 2009), beschrieben worden. Wie héufig sol-
che Mischinfektionen bei welchen Tierarten vorkommen, ist jedoch kaum zu beurteilen. Eine
Speziesdifferenzierung anhand morphologischer Eigenschaften der Larven ist nicht moglich
und muss deshalb auf der Grundlage genetischer Eigenschaften des Erregers erfolgen (Zar-
lenga et al., 1999). Das Ergebnis zur Speziesdifferenzierung in der Mutiplex-PCR ist wieder-
um von der Qualitit und Anzahl der Larven abhéngig. Prinzipiell kann die PCR bereits mit

nur einer intakten Larve durchgefiihrt werden (Zarlenga and La Rosa, 2000). Zum Nachweis
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von eventuell vorliegenden Mischinfektionen miissen jedoch mehrere Larven - nach eigenen
Erfahrungen 5-10 Larven pro Isolat - mit der Multiplex-PCR untersucht werden.

Im Rahmen einer Laborvergleichsuntersuchung konnte am Beispiel von 7. pseudospiralis in
Schweinefleisch gezeigt werden, dass alle gebrduchlichen Methoden der kiinstlichen Verdau-
ung (Magnetriihrverfahren, Trichomatic-35® und Stomacher-Methode) fiir den Nachweis von
Trichinellen gut geeignet sind (Mitteilung 7). Die Ergebnisse zeigen aber auch, dass beziig-
lich der quantitativen Ergebnisse zur Anzahl der nachgewiesenen Larven, zwischen einigen
Teilnehmern signifikante Unterschiede auftraten. Auch bei den deutschlandweit jihrlich
durchgefiihrten Ringversuchen zur Uberpriifung der Qualitit der Trichinenuntersuchung tra-
ten zwischen den Labors teilweise gro3e Unterschiede auf. Wihrend ein Teil der Labors alle
Proben richtig beurteilten, traten bei anderen Labors falsch-negative und/oder falsch-positive
Ergebnisse auf, wobei es bei den meisten Teilnehmern Probleme bei der korrekten Quantifi-
zierung der Trichinellen gab (Nockler and Reckinger, 2008; Mayer-Scholl et al., 2009). Dem-
zufolge ist das Personal regelmiBig zu schulen und die Qualitit der Trichinenuntersuchung zu
iberpriifen, so wie es auch durch die Verordnung (EG) Nr. 2075/2005 vorgeschrieben ist (Eu-
ropean Community, 2007). Bei Abweichungen vom Erwartungswert muss das Labor eine
systematische Analyse der kritischen Punkte des vollstindigen Untersuchungsganges (,,Criti-
cal Control Points*), beginnend mit der Probe (Herkunft, Kennzeichnung, Aufbereitung), iiber
die Nachweismethode bis hin zur Dokumentation durchfiihren, um mogliche Fehlerquellen zu
identifizieren (Gamble et al., 2000; Gajadhar et al., 2009). Grundsitzlich sollte jedes Labor
auch eine interne Validierung der Verdauungsmethode auf der Grundlage eines Panels von
definiertem Probenmaterial durchfiihren (Forbes et al., 2005). Das Panel sollte Probengruppen
verschiedener Befallsraten mit 3-5, 10-20 und 20-50 Lpg enthalten, wobei aus den Fleisch der

erstgenannten Gruppe mindestens eine Larve und in den anderen beiden Gruppen mindestens
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75% der Larven (95% Konfidenzintervall) mit der Verdauungsmethode aus dem Fleisch iso-
liert werden sollten (Forbes et al., 1998).

Alternative direkte Verfahren wie z.B. der Nachweis von Trichinella-DNA in Fleisch haben
sich bisher in der Routinediagnostik nicht durchgesetzt, da aufgrund des hohen DNA-
Gehaltes der Muskelzellen ein inhibitorischer Effekt auf die nachzuweisende Trichinella-
DNA in der Matrix zu erwarten ist (Nockler and Kapel, 2007). Die Ergebnisse einer jiingeren
experimentellen Studie mit einer real-time PCR zeigen jedoch, dass ein DNA-Nachweis in
Schweinefleisch bis zu einer Befallsstiarke von 0,1 Lpg moglich ist und auf Basis der mito-
chondrialen rRNA (rrnL-Gen) die Spezies T. spiralis, T. brotovi und T. pseudospiralis identi-

fiziert werden konnen (Guenther et al., 2008).

3.3 Nutzung der Serologie fiir den indirekten Nachweis der Trichinella-Infektion
beim Schwein
Wie die Analyse der Ergebnisse aus experimentellen Studien und Felduntersuchungen zeigt,
ist der ELISA als serologische Methode grundsitzlich geeignet, um eine Trichinella-Infektion
bei Haus- und Wildtieren (z.B. Schwein, Wildschwein, Fuchs) iiber Trichinella- Antikérper im
Blutserum nachzuweisen. Neben den testspezifischen Merkmalen, wie Sensitivitit und Spezi-
fitdt sind Kenntnisse zur wirtsspezifischen Immunantwort, wie Dynamik der Antikérperreak-
tion (Serokonversion, Titerpersistenz) wichtig fiir den korrekten Einsatz serologischer Tests
(Mitteilung 5). Im Gegensatz zu den vorgenannten Tierarten kann die serologische Untersu-
chung von Pferden auf Trichinella- Antikorper nicht empfohlen werden (Gamble et al., 2004),
da der Antikorpertiter (anti-Trichinella-1gG) nach stattgefundener Infektion relativ schnell
abfillt und unter Beriicksichtigung der langen Lebenserwartung von Schlachtpferden ein gro-

Ber Anteil von falsch-negativen Ergebnissen im ELISA die Folge wire (Voigt et al., 1998).
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Durch Verwendung des E/S-Antigens kann mit dem ELISA eine hohe Sensitivitdt und Spezi-
fitat beim Nachweis von Trichinella-Antikopern erreicht werden (Mitteilung S). Bei diesem
Antigen handelt es sich um Stoffwechselmetaboliten aus in vitro kultivierten Trichinella-
Larven. Gewinnung, Aufreinigung und Einstellung des E/S-Antigens lassen sich jedoch nur
schwer standardisieren. Aus diesem Grund gab es verschiedene Ansétze, synthetische Produk-
te, wie Tyvelose (Wisnewski et al., 1993; Reason et al., 1994), oder rekombinante Trichinel-
la-Antigene (Jung et al., 2007; Nagano et al., 2008) fiir den indirekten Trichinella-ELISA
herzustellen. Die Etablierung eines praxistauglichen Tests fiir die Serodiagnostik war bisher
jedoch nicht moglich. Somit stellt das E/S-Antigen gegenwirtig das Mittel der Wahl dar und
wurde fiir die eigenen serologischen Untersuchungen im ELISA zum Nachweis von Trichi-
nella-Antikorpern beim Schwein eingesetzt.

Wie die ELISA-Ergebnisse der Infektionsstudie unter Verwendung der vier in Europa vor-
kommen Trichinella-Spezies (T. spiralis, T. britovi, T. pseudospiralis, T. nativa) zeigen, be-
stand eine hohe Kreuzreaktivitit zwischen dem E/S-Antigen von T. spiralis und den durch 7.
britovi, T. pseudospiralis und T. nativa induzierten Serumantikorpern. Serokonversion und
Antikopertiterverlauf waren zwischen den beiden untersuchten Schweinerassen vergleichbar,
obgleich die Larvenbefallsrate in der Muskulatur zwischen dem Deutschen Edelschwein und
dem Iberischen Schwein zum Teil erheblich variierte (Mitteilung 8). Neben der Beobach-
tung, dass die Empfinglichkeit fiir Trichinella nicht nur von der Parasitenspezies sondern
auch von der Schweinerasse abhidngig ist, konnten die Ergebnisse anderer experimenteller
Studien (Kapel et al., 1998; Kapel and Gamble, 2000) dahingehend bestitigt werden, dass
sich die Larven von T. nativa nur sehr schwer in der Muskulatur des Schweins manifestieren.
Die Ursachen fiir dieses Phinomen sind noch nicht endgiiltig geklért. Es wird angenommen,
dass die neugeborenen 7. nativa Larven augrund der starken Immunreaktion im Schweine-

darm frithzeitig abgetotet werden (Marinculic et al., 1991). Diese Annahme wiirde auch erkla-
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ren, weshalb in der eigenen Studie nach Infektion mit 7. nativa im ELISA eine starke wéh-
rend der Darmphase induzierte Antikdrperantwort bei den Schweinen beider Rassen messbar
war (Mitteilung 8). In Ubereinstimmung mit den Beobachtungen anderer Studien zur Anti-
korperantwort nach Trichinella-Infektion beim Schwein (Gamble, 1996; Kapel and Gamble,
2000) und bei anderen Tierarten, wie Wildschwein (Van Knapen et al., 1996) und Fuchs
(Nockler and Voigt, 1998) konnte gezeigt werden, dass Trichinella-Antikorper in Abhdngig-
keit der Infektionsdosis frithestens 3-4 Wochen p.i. im Blutserum mit dem ELISA nachgewie-
sen werden konnen (Mitteilung 8). Dabei ist die Serokonversion, d.h. der Zeitraum bis zum
Erstnachweis von anti-Trichinella-1gG im Blutserum umso ldnger, je niedriger die Infektions-
dosis ist. Somit besteht natiirlicherweise in der Frithphase der Trichinella-Infektion ein sog.
»diagnostisches Fenster”. In dieser Phase sind Trichinella-Antikérper im Blutserum noch
nicht nachweisbar, jedoch schon infektionsfihige Larven in der Muskulatur des Wirtes vor-
handen. Aus den genannten Griinden kann der ELISA die herkommliche Trichinenutersu-
chung nicht ersetzen, sondern ist vielmehr ein geeigneter Screeningtest fiir Bestands- und
Wildmonitorings im Rahmen epidemiologischer Untersuchungen (Office International des
Epizooties, 2008).

Wie die Ergebnisse aus experimentellen Studien zur Trichinella-Infektion beim Schwein wei-
terhin zeigen, kann auch der aus Zwerchfellmuskulatur gewonnene Fleischsaft eine geeignete
Matrix fiir den Nachweis von Trichinella-Antikopern im ELISA sein (Gamble and Patrascu,
1996; Kapel et al., 1998). Bei einer Verdiinnung von Blutserum und Fleischsaft aus der
Zwerchfellmuskulatur mit 1:100 bzw. 1:10 gab es beim Vergleich der ELISA-Ergebnisse
zwischen beiden Matrices eine sehr gute Korrelation von mehr as 90% (Mitteilung 8). Diese
Beobachtung konnte auch durch die Ergebnisse einer Feldstudie zum Trichinella-Vorkommen
bei Schlachtschweinen aus Deutschland und Kroatien bestitigt werden, wo beim Vergleich

der ELISA-Ergebnisse fiir Blutserum und Fleischsaft eine gute Ubereinstimmung (Kappa-
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Wert=0,8) bestand (Mitteilung 9). Von besonderem Interesse ist dabei der Fleischsaft fiir das
serologische Monitoring bei Wildtieren (z.B. Fuchs und Wildschwein), da nach dem Erlegen
der Tiere das Blutserum oftmals nicht in der gewiinschten Qualitdt verfiigbar ist und somit
eine gute Alternative fiir die serologische Untersuchung im ELISA darstellt (Mgller et al.,
2005). Wie die Ergebnisse verschiedener Wildmonitorings zur Trichinella-Pravalenz z.B.
beim Wildschwein zeigen, gibt es in der Population einen relativ groen Anteil an positiven
Tieren, bei denen ein Nachweis von Muskellarven nicht moglich ist (Sukura et al., 2001; Frey
et al, 2009b). Eine Erkldrung dafiir konnte sein, dass die Tiere durch die ein- oder mehrmalige
Aufnahme von trichinésem Fleisch eine Immunitédt gegen Trichinella ausgebildet haben. Es
wire auch denkbar, dass aufgrund einer geringeren Spezifitit des ELISA falsch-positive Er-
gebnisse bei der serologischen Untersuchung auftreten. Eine weitere Erkldrung wére, dass die
Nachweissensitivitit der Verdauungsmethode in Abhéngigkeit der untersuchten Probenmenge
limitiert ist und Tiere mit einer geringen Befallsrate nicht nachgewiesen werden konnen. So
konnte gezeigt werden, dass experimentell mit 7. spiralis infizierte Schweine mit einer sehr
geringen Befallsrate von etwa 0,01 Lpg im ELISA seropositiv waren (Gamble et al., 1996).
Nach den Ergebnissen der eigenen Feldstudie lagen die Befallsraten fiir die im ELISA positiv
getesteten Schweine zwischen 0,2 und 696 Lpg (Mitteilung 9). Aus den genannten Griinden
ist aus einem seropositiven Ergebnis kein Riickschluss darauf moglich, ob sich Larven in der
Muskulatur des Wirtes befinden oder wie hoch die Befallsrate ist.

Zur Bestitigung der positiven Ergebnisse aus dem Trichinella-ELISA und zur Abkldrung von
falsch-positiven Reaktionen ist ein hochspezifischer Test, erforderlich (Nockler and Kapel,
2007). Zu diesem Zweck wurde ein WB auf der Basis eines somatischen Antigens von 7. spi-
ralis entwickelt und anhand von Trichinella-positiven und negativen Seren insbesondere fiir
die Serodiagnostik beim Schwein (Frey et al., 2009¢) und beim Menschen (Yera et al., 2003)

evaluiert. In der eigenen Studie wurde fiir den WB ebenfalls ein somatisches Antigen von 7.
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spiralis verwendet, wobei zur Uberpriifung der Kreuzreaktivitit eine groBere Auswahl an
definierten Seren von Schweinen, die experimentell mit 7. spiralis, T. britovi oder T. pseu-
dospiralis in unterschiedlichen Dosen iiber verschiedene Zeitrdume infiziert waren, mit dem
ELISA und WB vergleichend untersucht. Wie die Ergebnisse des WB zeigen, war das 43 kDa
Protein die dominierende immunogene Fraktion fiir alle drei Trichinella-Spezies, wobei als
Reaktionsmuster eine Kombination dieses Proteins mit bis zu vier weiteren immunogenen
Fraktionen unabhingig von Trichinella-Spezies, Dosis und Infektionsdauer auftrat (Mittei-
lung 10). Dieses 43 kDa Protein wird von der Larve 1 sezerniert, iiber die transformierte
Muskelzelle in das umliegende Gewebe abgegeben und stimuliert dort das Immunsystem des
Wirtsorganismus (Vassilatis et al., 1992). Mit dieser Studie konnte bestétigt werden, dass bei
Verwendung eines somatischen Antigens von 7. spiralis, eine hohe Kreuzreaktivitit zu den
durch T. britovi und T. pseudospiralis induzierten Serumantikorpern besteht. Wie erwartet,
konnte im WB im Vergleich zum ELISA eine hohere Spezifitét erreicht werden. Bemerkens-
wert ist, dass auch die Sensitivitdit im WB hoher war als im ELISA (Mitteilung 10). Dennoch
ist der WB aufgrund der Kosten und Arbeitsintensitit ausschlieBlich als Bestitigungstest fiir

die Trichinella-Serodiagnostik geeignet (Gamble et al., 2004; Nockler and Kapel, 2007).
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4 Schlussfolgerungen

Aus der Bewertung zum Vorkommen der Trichinella-Arten im domestischen und silvatischen

Zyklus und zur Bedeutung der Trichinellose fiir den Menschen in Europa und speziell in

Deutschland und unter Beriicksichtigung der Ergebnisse der eigenen Studien zu den direkten

und indirekten Methoden fiir die Trichinella-Diagnostik beim Schwein lassen sich folgende

Schlussfolgerungen fiir die Uberwachung und Bekimpfung der Trichinellose ableiten:

¢ Da in den meisten westeuropédischen Landern einschlieBlich Deutschland Trichinella spp.
im domestischen Zyklus beim Hausschwein nicht mehr vorkommt, liegt das Hauptaugen-
merk auf dem silvatischen Zyklus, in dem verschiedene Wildkarnivoren (z.B. Fuchs und
Marderhund) und Wildschweine als natiirliches Trichinella-Reservoir aus epidemiologi-
scher Sicht von Bedeutung sein konnen (Mitteilung 1 und 2).

¢ In diesem Zusammenhang sind verschiedene Grundsitze zu beachten, um den Verbraucher
vor einer Trichinellose zu schiitzen und eine Ausbreitung dieses Parasiten im silvatischen
Zyklus zu verhindern. Da Wildschweine vorrangig fiir die Gewinnung von Lebensmitteln
erlegt werden, sind diese entsprechend der Verordnung (EG) Nr. 2075/2005 (European
Commission, 2005) und der Empfehlung der ICT liickenlos einer Trichinenuntersuchung
zu unterziehen. Das gilt prinzipiell auch fiir Wildschweinfleisch, das ausschlieBlich fiir den
privaten Konsum bestimmt ist (Mitteilung 1 und 2).

¢ Bei der Jagd von anderem fleischfressenden Wild, wie Fuchs und Marderhund, sollten die
Kadaver so entsorgt werden, dass diese keine Infektionsquelle fiir andere Tiere darstellen
konnen (Kapel et al., 1997; Pozio et al., 2001c). Wildkarnivoren, wie Fuchs und Marder-
hund sind aufgrund ihres Fressverhaltens (Aasfresser, Kannibalismus) gute Indikatortiere
fiir das Vorkommen von Trichinella spp. im silvatischen Zyklus. Im Ergebnis der erfolg-
reichen Tollwutbekdmpfung ist in vielen westeuropdischen Lindern die Fuchspopulation

verhéltnisméBig gro und in einigen Regionen (z.B. Nordostdeutschland) nimmt die Popu-
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lation der Marderhunde kontinuierlich zu. Aus diesen Griinden sollten die bereits erwihn-
ten lebensmittelhygienischen und jagdhygienischen MaBnahmen durch ein kontinuierliches
Monitoring bei Wildkarnivoren ergédnzt werden, um bessere Informationen zum Vorkom-
men der Trichinella-Arten zu erhalten und Verdnderungen in der epidemiologischen Situa-
tion rechtzeitig erkennen zu konnen (Mitteilung 2).

Da in vielen westeuropdischen Liandern wie Deutschland Trichinella spp. im domestischen
Zyklus nicht mehr vorkommt, ist das Risiko fiir den Menschen sehr gering, an einer Tri-
chinellose zu erkranken. Eine Exposition des Verbrauchers kann jedoch beim Verzehr des
Fleisches von Mast- und Zuchtschweinen aus Freilandhaltung nicht ausgeschlossen wer-
den, da sich die Tiere durch das Fressen von Wildkadavern mit Trichinellen infizieren
konnen. Auch bei Schweinen aus Privat- bzw. kleinbduerlichen Haltungen mit einem feh-
lenden Barriere- und Hygieneregime, ist der Eintrag von Trichinella spp. in den domesti-
schen Zyklus nicht auszuschlieBen (Pozio, 1998). Aus den genannten Griinden sind auch
Schweine aus diesen Haltungssystemen einer liickenlosen Trichinenuntersuchung zu unter-
ziehen (Mitteilung 1 und 2).

Bei Schweinen aus geschlossenen Haltungen ist dagegen das Risiko einer Trichinella-
Infektion zu vernachldssigen, wobei in Deutschland die Mehrheit der zur Mast gehaltenen
Schlachtschweine aus diesen Haltungssystemen kommt. Daher sollte auch fiir Deutschland
der Ansatz fiir eine risikoorientierte Trichinenuntersuchung dahingehend gepriift werden,
dass Mastschweine, die nach einem strikten Hygienemanagement (Barrieresystem, Schad-
nagerkontrolle, Fiitterungs- und Haltungshygiene) gehalten werden, nicht mehr systema-
tisch einer Trichinenuntersuchung unterliegen. Zu diesem Zweck sind die mit der Verord-
nung (EG) Nr. 2075/2005 definierten Anforderungen durch den Produzenten zu erfiillen
und durch die zustindige Behorde zu kontrollieren. Nach der Zertifizierung von Mastbe-

stinden, in welchen das Risiko einer Trichinella-Infektion beim Schwein zu vernachlissi-
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gen ist, muss der Status durch ein Monitoring regelméfig iiberwacht werden. Alle dafiir
notwendigen MafB3nahmen sind zwischen den verschiedenen Interessengruppen (Schweine-
produzenten, Schlachthéfe, wissenschaftliche Einrichtungen, Behorden) abzustimmen.
Obwohl die Trichinellose in Deutschland relativ selten vorkommt, besteht ein signifikant
hoheres Expositionsrisiko fiir bestimmte Bevolkerungsgruppen mit regelméfigem Aufent-
halt in Lindern, wo diese Erkrankung noch endemisch ist. Da es zur Diagnostik und The-
rapie dieser Erkrankung nur wenige Erfahrungen gibt, sollten die Arzte iiber Ursache und
Wesen dieser parasitiren Zoonose informiert werden. Je schneller die Trichinellose auf
Grundlage der Falldefinition diagnostiziert wird, umso frither kann eine wirksame Thera-
pie beim Patienten eingeleitet werden (Mitteilung 3 und 4).

Wie die Erfahrungen aus Ausbruchsuntersuchungen in Deutschland zeigen, ist eine schnel-
le Meldung der diagnostizierten Trichinellose-Fille an das zustidndige Gesundheits- und
Veterindramt wichtig fiir die Identifikation der Infektionsquelle und die Sicherstellung von
in Frage kommenden Lebensmitteln, von denen eine Gefahr fiir den Verbraucher ausgehen
kann (Mitteilung 4).

In Liandern mit einem endemischen Vorkommen von Trichinella spp. im domestischen
und/oder sylvatischen Zyklus ist eine liickenlose Trichinenuntersuchung aller relevanten
Haus- und Wildtiere unverzichtbar. Die Bevolkerung ist dariiber zu informieren, dass ein
erhohtes Gesundheitsrisiko beim Verzehr von rohem Fleisch oder daraus hergestellten
Rohprodukten bestehen kann. Ein hohes Risiko besteht insbesondere dann, wenn die Her-
kunft des Fleisches oder der daraus hergestellten Produkte unklar ist oder eine ordnungs-
gemiBe Trichinenuntersuchung nicht sicher belegt werden kann. Dieser Aspekt ist auch
beim Aufenthalt von Touristen in Risikogebieten von groBer Bedeutung (Mitteilung 1 und
2). Die Gefahr, an einer Trichinellose zu erkranken, ldsst sich am besten dadurch reduzie-

ren, dass das Fleisch vor dem Verzehr einer geeigneten Behandlung unterzogen wird, um
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eventuell vorhandene Larven wirksam abzutdten. Am zuverldssigsten ist das Erhitzen des
Fleisches auf mehr als 70°C iiber mindestens eine Minute, so dass sich im Kern die Farbe
von rosa nach grau verdndert (Gamble et al., 2000).

Um die Infektkette von 7. spiralis in Endemiegebieten mit einem domestischen Zyklus
beim Hausschwein wirksam zu unterbrechen, miissen die hygienischen Bedingungen in
den Schweinehaltungen durch geeignete MafBnahmen wie, Barrieresystem, Schadnager-
kontrolle, Futterkontrolle, Tierkorperbeseitigung, etc. verbessert werden (Gamble et al.,
2007).

Der Direktnachweis (d.h. die Untersuchung der quergestreiften Muskulatur auf Trichinel-
len) hat sich als Methode fiir die lebensmittelhygienische Beurteilung des Fleisches bei den
relevanten Haus- und Wildtieren bewihrt. Dieser Ansatz kann auch empfohlen werden fiir
die Durchfiihrung von Monitorings, um Indikatortiere auf das Vorkommen von Trichinella
und die Verbreitung im silvatischen Zyklus zu untersuchen. Dazu sollte Muskulatur von
den tierartspezifischen Pridilektionsstellen ausschlieBlich mit einer Methode der kiinstli-
chen Verdauung (z.B. Magnetriihrverfahren) untersucht werden, um eine hohe Nachweis-
sicherheit zu erreichen (Mitteilung S und 6). Im Vergleich zu den im Rahmen der Trichi-
nenuntersuchung fiir Schwein, Wildschwein und Pferd verwendeten 1g bzw. 5g, sollte die
Probenmenge bei Indikatortieren, die im Wildmonitoring untersucht werden, hoher sein
(z.B. 10g), um auch niedrigere Larvenbefallsraten in der Muskulatur nachweisen zu kon-
nen (Kapel and Nockler, 2007).

Bei einem positiven Ergebnis im Direktnachweis ist im Referenzlabor die Larvenbefallsra-
te in der Muskulatur zu ermitteln und die Trichinella-Spezies mit der Multiplex-PCR fiir
weitergehende epidemiologische Untersuchungen zu bestimmen (Mitteilung 6). In Ergin-
zung zum vorgenannten Verfahren des Direktnachweises (Verdauungsmethode) wird emp-

fohlen, in weiteren experimentellen Studien die Eignung einer real-time PCR auf der

47



Schlussfolgerungen

Grundlage spezifischer Sonden (Tagman PCR) fiir den Nachweis von Trichinella-DNA
aus Muskelproben zu iiberpriifen (Guenther et al., 2008).

Die Trichinenuntersuchungslabors miissen auf der Grundlage von Qualititsstandards arbei-
ten, damit die Ergebnisse eine hohe Aussagekraft haben. Dazu zdhlen z.B. die Schulung
des Untersuchungspersonals, die interne Validierung der Untersuchungsmethode, und die
regelméBige Teilnahme an Ringversuchen (Mitteilung 7). Ein wichtiger Schritt dafiir ist
die gemil der Verordnung (EG) Nr. 882/2004 (European Community, 2004) einzufiihren-
de Akkreditierung der Trichinenuntersuchungslabors.

Der ELISA, konfiguriert auf der Grundlage eines E/S-Antigens von T. spiralis, ist eine
geeignete Methode, um eine Trichinella-Infektion beim Schwein iiber den indirekten
Nachweis spezifischer Antikorper aus Blutserum oder Fleischsaft nachzuweisen. Aufgrund
des diagnostischen Fensters in der Frithphase der Infektion kann jedoch der ELISA die
Trichinenuntersuchung beim Einzeltier nicht ersetzen, sondern kann fiir das Monitoring
von Schweinen auf Bestandsebene eingesetzt werden (Mitteilung 8 und 9). Beim kom-
merziellen Einsatz des ELISA fiir das Monitoring in Schweinebestinden miissen Referenz-
seren und standardisierte Protokolle zur Antigenherstellung verfiigbar sein, um die Ergeb-
nisse zwischen den Tests vergleichen zu konnen.

Beim Einsatz des ELISA als Screeningtest fiir das Monitoring in zertifizierten Schweine-
bestidnden, wo das Risiko einer Trichinella-Infektion vernachlidssigt werden kann, sind ge-
eignete Stichprobenplidne zu entwickeln, um den Status des Bestandes effizient iiberwa-
chen zu konnen. Fiir das Monitoring muss der ELISA als Screeningtest iiber eine hohe
Sensitivitdt und Spezifitdt verfiigen, wobei positive Ergebnisse mit Hilfe eines geeigneten
Bestitigungstest abzuklédren sind. Zu diesem Zweck sollte der WB auf Grundlage eines ge-

reinigten somatischen Antigens von 7. spiralis eingesetzt werden (Mitteilung 10).
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5 Zusammenfassung

Die Trichinellose des Menschen z#hlt zu den bedeutenden lebensmittelbedingten Zoonosen
und unterliegt deshalb in den Mitgliedslandern der EU und in anderen Landern Europas der
amtlichen Uberwachung. Faktoren, wie das Vorkommen von Trichinella im domestischen
Zyklus beim Hausschwein und im silvatischen Zyklus bei Wildkarnivoren und -omnivoren,
die regionale Verzehrsgewohnheiten und die Durchfiihrung effizienter Kontrollmalnahmen
sind ausschlaggebend dafiir, wie hoch das Risiko fiir den Verbraucher ist, an einer Trichinel-
lose zu erkranken.

Das Ziel der eigenen Untersuchungen bestand darin, die aktuelle Situation zur Trichinellose
fiir Europa und speziell fiir Deutschland zu bewerten und Schlussfolgerungen fiir die zukiinf-
tige Uberwachung abzuleiten. Zu diesem Zweck wurden experimentelle Studien und Feldun-
tersuchungen zur Eignung und Aussagekraft von Methoden fiir den direkten und indirekten
Nachweis einer Trichinella-Infektion beim Schwein durchgefiihrt.

Die in Deutschland gemeldeten Trichinellose-Fille beim Menschen sind zumeist auf den Im-
port dieses Parasiten aus Lindern zuriickzufiihren, wo diese Zoonose noch ein Problem im
domestischen Zyklus beim Schwein darstellt (z.B. Ruménien, Bulgarien, ehemalige Lander
Jugoslawiens, Polen). Nach Auswertung der Daten ist die Inzidenz der Trichinellose bei Im-
migranten mit regelméfligen Aufenthalten in Risikogebieten (0,3/100.000) im Vergleich zur
Inzidenz in der Durchschnittsbevolkerung (0,01/100.000) signifikant hoher. Daher sollten
Rohprodukte, die aus Schweine- oder Wildschweinfleisch hergestellt wurden und aus Risiko-
gebieten stammen, nicht verzehrt werden. Aulerdem miissen die Arzte iiber die Besonderhei-
ten dieser Erkrankung gut informiert sein, um eine schnelle Diagnose und eine wirksame The-
rapie der Trichinellose gewéhrleisten zu konnen.

Nach den Ergebnissen der amtlichen Fleischuntersuchung in Deutschland kommt 7. spiralis

im domestischen Zyklus beim Hausschwein nicht mehr vor. Jedoch konnen sich Schweine
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mit Freilandhaltung oral-alimentér iiber den Kadaver infizierter Wildtiere mit Trichinella spp.
infizieren. Aus diesen Griinden ist fiir Deutschland ein risikobasierter Ansatz fiir die Trichi-
nenuntersuchung beim Schwein gemif} der Verordnung (EG) Nr. 2075/005 denkbar. Das be-
deutet, dass Schweine mit Freilandhaltung (einschlielich Zuchtschweine) weiterhin liicken-
los einer Trichinenuntersuchung unterliegen, wogegen die Untersuchung von Mastschweinen
aus geschlossener Haltung nicht erforderlich ist, sofern der Status des Bestandes durch ein
Monitoring kontinuierlich iberwacht wird.

Die Ergebnisse regionaler Studien bei Wildtieren zeigen, dass neben Marderhunden (deren
Population nimmt in Nordostdeutschland stetig zu) auch Fiichse ein natiirliches Reservoir fiir
T. spiralis, T. pseudospiralis und T. britovi sind und fiir die Aufrechterhaltung des silvati-
schen Zyklus (Trichinella-Privalenz bis zu 5% bzw. 0,2%) eine wichtige Rolle spielen. Des-
halb wird ein systematisches Wildmonitoring zum Vorkommen von Trichinella spp. bei die-
sen Wildkarnivoren empfohlen, um die aktuelle epidemiologische Situation in Deutschland
besser bewerten zu konnen. Da auch Wildschweine mit Trichinella spp. infiziert sein kénnen
(durchschnittliche Pravalenz 0,01%), sind erlegte Tiere ebenfalls liickenlos der Trichinenun-
tersuchung zuzufiihren, um den Verbraucher zuverldssig zu schiitzen.

Das Verfahren zum direkten Nachweis der Muskellarve wird vorrangig bei der Trichinenun-
tersuchung und fiir das Wildmonitoring eingesetzt. Wie die Ergebnisse verschiedener Studien
verdeutlichen, muss eine Methode der kiinstlichen Verdauung (z.B. Magnetriihrverfahren)
verwendet werden, um alle relevanten Trichinella-Spezies (einschlieBlich T. pseudospiralis)
in den Muskelproben mit der notwendigen Sensitivitit nachweisen zu konnen. In weiteren
Studien ist auch die Eignung einer real-time PCR zum Direktnachweis von Trichinella-DNA
aus Muskelproben zu tiberpriifen.

Weiterhin konnte anhand experimenteller Studien und Felduntersuchungen nachgewiesen

werden, dass der ELISA auf Basis eines E/S-Antigens ein gut geeigneter indirekter Test ist,
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um Trichinella-Antikorper aus dem Blutserum oder Fleischsaft von infizierten Schweinen
nachzuweisen. Wegen des diagnostischen Fensters zu Beginn der Infektion (Serokonversion
frithestens 2-3 Wochen p.i.) kann jedoch der ELISA die Trichinenuntersuchung am einzelnen
Schwein nicht ersetzen, sondern ist gut geeignet als Screeningtest fiir das serologische Moni-
toring auf Bestandsebene zur Kontrolle des Status ,,vernachlidssigbares Risiko einer Trichinel-
la-Infektion*. Ein positives Ergebnis im ELISA ist mit einem hochspezifischen serologischen
Test abzukldren. Als Bestitigungstest wird der Western Blot (WB) auf Basis eines gereinigten
somatischen Antigens von 7. spiralis empfohlen. Neben der dominanten 43 kDa Fraktion
beinhaltet das Bandenmuster bis zu vier weitere Trichinella-spezifische Fraktionen (47, 61,
66, 102 kDa), mit denen die Abkldarung von Trichinella-positiven Serum- oder Fleischsaft-
proben im WB moglich ist. In weiteren Studien sind ELISA und WB auf ihre Eignung und
Aussagekraft fiir das serologische Monitoring zum Vorkommen von Trichinella spp. bei

Wildschweinen, Fiichsen und Marderhunden zu iiberpriifen.
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6 Summary

Human trichinellosis is one of the most important foodborne zoonoses and is therefore
subjected to official control in the EU Member States and other European countries. Factors
such as the prevalence of Trichinella in the domestic cycle in pigs and in the sylvatic cycle in
carnivorous and omnivorous wild animals, regional consumer habits and the performance of
efficient control measures mainly determine the level of risk for the consumer of acquiring
trichinellosis.

The present study aimed to assess the current situation for trichinellosis in Europe, in
particular in Germany, and to derive conclusions for future control measures. For this
purpose, experimental studies and field investigations were conducted to verify suitability and
validity of methods for both the direct and indirect detection of Trichinella infection in pigs.
Human trichinellosis cases reported in Germany are mostly related to the import of this
parasite from countries where this zoonosis still poses a problem in the domestic cycle in pigs
(e.g. Rumania, Bulgaria, former countries of Yugoslavia, Poland). Data analyses show that
the trichinellosis incidence in immigrants with regular travel activities to risk regions
(0.3/100,000) is significantly higher compared with the incidence in the average German
population (0.01/100.000). Therefore, raw products processed from pork or wild boar meat
originating from a risk region should not be consumed. Furthermore, physicians should be
aware of the features of this disease in order to ensure a quick diagnosis and successful
treatment.

According to results of the official meat inspection in Germany, 7. spiralis is not prevalent in
the domestic cycle in pigs. However, pigs kept outdoors can be infected with Trichinella spp.
due to scavenging of wild animals. For this reason, a risk based approach should be
considered for Trichinella meat inspection in Germany as laid down by Regulation (EC) No.

2075/2005. Consequently, outdoor pigs (including breeding pigs) must undergo a systematic
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meat inspection, whereas pigs kept indoors need not be examined for Trichinella if the status
of the farm is controlled by continuous monitoring.

Results from regional studies in wildlife show that raccoon dogs (their population is steadily
growing in the North-East of Germany) and foxes play an important role as natural reservoir
for T. spiralis, T. pseudospiralis and T. britovi and for the maintenance of the sylvatic cycle
(Trichinella prevalence up to 5% and 0.2%, respectively). Therefore, a systematic monitoring
of the prevalence of Trichinella spp. in these animals is recommended to better assess the
current epidemiological situation in Germany. Since wild boars can also be infected with
Trichinella spp. (average prevalence 0.01%), all hunted game must be subjected to a
systematic meat inspection in order to protect the consumer.

The procedure of direct detection of the muscle larva is preferentially used in Trichinella meat
inspection and in wild animal monitoring. Results of several studies revealed that in order to
detect all relevant Trichinella species (including T. pseudospiralis) with the required
sensitivity in muscle samples, a method of artificial digestion (e.g. magnetic stirrer method)
must be used. The suitability of a real-time PCR for the direct detection of Trichinella-DNA
in muscle samples has to be evaluated in future studies.

Furthermore, results from experimental studies and field examinations demonstrate that an
ELISA based on the E/S antigen from 7. spiralis is a suitable indirect test for the detection of
Trichinella antibodies in blood serum or meat juice of infected pigs. However, due to the
diagnostic window in the early stage of infection (sero-conversion at the earliest 2-3 weeks
p.i.), the ELISA cannot replace the Trichinella meat inspection in a single pig. Yet, in order to
assess the status “negligible risk for Trichinella infection”, the ELISA is a suitable screening
test for the serological monitoring at farm level. In case of a positive ELISA finding, the
sample should be verified by a highly specific serological test. The Western Blot (WB) based

on purified somatic antigen from 7. spiralis is a suitable confirmatory test. In the WB, besides
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the dominant 43 kDa fraction, the band pattern comprises up to four other Trichinella-specific
fractions (47, 61, 66, 102 kDa) which are used for the verification of Trichinella positive
serum or meat juice samples. In further studies, the suitability and validity of the ELSIA and
the WB have to be evaluated for the serological monitoring about Trichinella spp. prevalence

in wild boars, foxes and raccoon dogs.
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BfR Bundesinstitut fiir Risikobewertung

CCP critical control point (kritischer Kontrollpunkt)
DNA desoxyribonucleinacid (Desoxyribonukleinsédure)

EFSA European Food Safety Authority (Europdische Lebensmittelbehorde)

ELISA  enzyme-linked immunosorbent assay (enzymgekoppelter Immunadsorbtionstest)

E/S exkretorisch-sekretorisch

EU Europiische Union

g Gramm

HE Héamatoxylin-Eosin

IFAT Immunfluoreszenz-Antikorpertest

ICT International Commission on Trichinellosis (Internationale Kommission fiir
Trichinellose)

IfSG Infektionsschutzgesetz

IgG Immunglobulin G

IgM Immunglobulin M

kDa Kilodalton

Lpg Larven pro Gramm

mg Milligramm

um Mikrometer

Mio. Million

NRL Nationales Referenzlabor

PCR polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion)

p.i. post infectionem (nach der Infektion)

RKI Robert Koch-Institut
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u.a.

WB

z.B.

Trichinella (Gattung)
unter anderem
Western Blot

zum Beispiel
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