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Einleitung

1 Einleitung

Die Trichinellose ist in weiten Teilen Europas endemisch. In Deutschland sind
Trichinenfunde bei Hausschweinen selten, als Reservoir dienen jedoch noch immer
verschiedene Wildtiere, wie z. B. Wildschweine, Fiichse und in ansteigendem Malle
Marderhunde. Vereinzelte Humanfille kdnnen zumeist auf importierte Erkrankungen aus
Gebieten, in denen die Trichinellose noch verstirkt vorkommt, zuriickgefiihrt werden. In
Europa werden jahrlich Trichinellose-Ausbriiche mit Hunderten von Féllen beim Menschen
gemeldet. Die Hauptinfektionsquellen sind Schweine-, Pferde- oder Wildschweinefleisch.
Infiziertes Schweinefleisch stammte in allen gemeldeten Féllen aus kleinbduerlichen
Betrieben und Freilandhaltungen, nie aus Intensivhaltungen. Bei einer Untersuchung iiber das
Vorkommen von Trichinella spiralis und Toxoplasma gondii in verschiedenen Haltungen,
konnte in Freilandhaltungen und Biobetriecben mit Auslauthaltung ein vermehrtes
Vorkommen von Toxoplasma gondii beobachtet werden. Die Wahrscheinlichkeit,
Toxoplasma gondii nachzuweisen, scheint in Freilandhaltungen wesentlich héher zu sein als

in Intensivhaltungen. Trichinella spiralis zeigte in Biohaltungen nur einen leichten Anstieg.

Wichtig in diesem Zusammenhang ist auch die europdische Rechtsetzung. Auf Grund der
Verordnung (EWG) Nr. 2092/91 des Rates vom 24. Juni 1991 uber den ¢kologischen
Landbau und die entsprechende Kennzeichnung der landwirtschaftlichen Erzeugnisse
und Lebensmittel ist fiir Tiere, die nach dieser Vorschrift gehalten werden, ein Auslauf
vorgeschrieben. Seit Anfang 2006 sind auBlerdem neue Vorgaben zur Fleischuntersuchung
und zur Untersuchung auf Trichinellose in Kraft. Nach der Verordnung (EG) Nr. 2075/2005
der Kommission vom 5. Dezember 2005 mit spezifischen Vorschriften fir die amtlichen
Fleischunter suchungen auf Trichinen besteht die Moglichkeit, Betriebe als ,, Trichinen-frei*
oder Gebiete als ,,Regionen mit vernachldssigbarem Trichinenrisiko* anerkennen zu lassen.
Unter diesen Umstédnden ist eine Trichinenuntersuchung im Schlachthof fiir alle Schweine

dieser Herkunft nicht mehr vorgesehen.

Im Zusammenhang mit der zunehmenden Anzahl an Biobetrieben und Freilandhaltungen in
der Europdischen Union und den gesetzlichen Vorgaben stellt sich die Frage, ob Schweine
aus solchen Haltungen vermehrt mit Trichinen infiziert sein konnen und damit auch eine

Gefahr fiir den Menschen darstellen.
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Der Frage wurde in dieser Arbeit nachgegangen. Dazu wurden Hausschweine aus
verschiedenen Biobetrieben mit Freiland- oder Auslaufhaltung aus Norddeutschland auf
Trichinellose untersucht. Unterschiedliche Proben wurden mittels zweier Methoden auf

Trichinellose untersucht:
- Fleischproben von je 1 g und je 10 g mittels Digestion

- Fleischsaft und Blutserum mittels ELISA

Die Ergebnisse beider Nachweismethoden wurden einander gegeniibergestellt und verglichen

und die Eignung verschiedener Methoden zum Nachweis der Trichinellose diskutiert.
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2 Literatur

2.1 Geschichteder Trichinellose

1821 entdeckte Friedrich Tiedemann zum ersten Mal kleine, kalkige Gebilde in menschlichen
Leichen, die von ihm allerdings nicht zugeordnet werden konnten (BLANCOU 2001). Einige
Jahre spiter entdeckte Peacock kleine kndcherne Punkte in der Kehlkopfmuskulatur einer
menschlichen Leiche (BLANCOU 2001). 1835 stellten die Londoner Zoologen James Paget
und Richard Owen bei der mikroskopischen Untersuchung einer Leiche zusammengerollte
Parasiten fest, die sie Trichina spiralis nannten. Erst spiter wurde diese Bezeichnung in

Trichinella spiralisumgeandert (CAMBELL 1979).

1850 konnte Herbst zum ersten Mal die Infektiositét der Trichinen erfolgreich nachweisen. Er
infizierte Hundewelpen, indem er sie mit dem Fleisch eines infizierten Dachses fiitterte
(BLANCOU 2001). 1857 iibertrug Leuckart zum ersten Mal Trichinen auf Labormause, 1859
infizierte Virchow einen Hund (BLANCOU 2001).

1860 konnte Zenker erstmals lebende, bewegliche Trichinen in der Muskelprobe einer an
Trichinellose verstorbenen Frau beobachten. Als Ansteckungsquelle konnte er infiziertes
Schweinefleisch nachweisen. Er sandte die Proben an Leuckart und Virchow, die damit

erfolgreich einen Hasen, einen Hund und ein Schwein infizierten (BLANCOU 2001).

In den Jahren 1860 - 1880 gab es in Deutschland mehrere tausend Humanfille von

Trichinellose mit mehr als 500 Toten (CAMPBELL 1983a).

1863/64 wurde erstmalig in einigen Teilen Deutschlands eine Trichinenschau eingefiihrt.
1883 wurde sie im Berliner GroB3schlachthof eingefiihrt. Dort wurden noch im selben Jahr bei
0,088 % der geschlachteten Schweine Trichinen nachgewiesen (STRUCK 1959). 1891 wurde
die Trichinenschau dann auch bei Wildschweinen eingefiihrt, da Untersuchungen gezeigt

hatten, dass auch diese fiir die Trichinellose empfinglich sind (STRUCK 1959).

1900 wurde dann mit der Einfilhrung des Reichsfleischbeschaugesetzes die
Trichinenuntersuchung in ganz Deutschland einheitlich geregelt (NOCKLER 2000). Nach der

Einfiihrung der Trichinenuntersuchung nahm die Pravalenz in Deutschland kontinuierlich ab
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(STRUCK 1959). Wéhrend 1943 in Deutschland noch bei 0,0036 % der untersuchten
Hausschweine Trichinen nachgewiesen wurden, waren 1956 nur noch etwa 0,000278 % der

Inlandsschweine Trichinen positiv (STRUCK 1959).
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2.2 Taxonomieder Trichinen

Trichinen sind langgestreckte, fadenformige Helminthen des Diinndarms, die ihren gesamten
Larvalentwicklungszyklus in einer histotropen Phase abwickeln. Sie werden taxonomisch

folgendermallen eingeteilt:

- Reich: Animalia
- Stamm: Nemathelmintha (Schlauchwiirmer)
- Klasse: Nematodea (Nematoden, Rundwiirmer)

- Ordnung: Enoplida
- Familie: Trichinellidae

- Gattung: Trichinella

Nach der Entdeckung der Trichinen im Jahre 1835 wurden zunidchst alle Félle von
Trichinellose auf eine Infektion mit Trichinella spiralis zuriickgefithrt (MURELL et al. 2000),
da eine morphologische Unterscheidung der einzelnen Spezies zu dieser Zeit noch nicht
moglich war. Die Einfiilhrung der Digestion (im Gegensatz zur Trichinoskopie) bei der
Untersuchung stellte einen Fortschritt dar, da nun auch nicht Kapsel-bildende Spezies
nachgewiesen = werden konnten. Nach der Entwicklung biochemischer und
molekularbiologischer Untersuchungsmethoden konnen heute die verschiedenen Spezies und

Genotypen dieser Gattung genauer bestimmt und nachgewiesen werden (POZIO 2005).
Bisher wurden 11 Genotypen der Gattung Trichinella identifiziert. Acht davon konnten als
eigene Spezies benannt werden, wihrend drei weitere taxonomisch noch nicht eingeordnet

werden konnten und als Genotypen T6, T8 und T9 bezeichnet werden.

Laut POZIO (2005) konnen die verschiedenen Trichinenspezies in 2 Gruppen eingeteilt

werden:

1) Spezies, deren Larven in der Muskulatur des Wirtes von einer Kapsel umgeben sind

Trichinella spiralis
Trichinella nativa (einschlieBlich des Genotypus Trichinella T6)
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Trichinella britovi (einschlieBlich der Genotypen Trichinella T8 und T9)
Trichinella murrelli
Trichinella nelsoni

2) Spezies, deren Larven in der Muskulatur des Wirtes nicht von einer Kapsel umgeben sind

Trichinella pseudospiralis

Trichinella papuae

Trichinella zmbabwensis
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2.3 Morphologie und Entwicklungszyklus

Adulte Trichinen weisen einen runden Querschnitt auf. Die Méannchen sind ca. 1,0 - 1,8 mm
lang und 0,03 mm breit und weisen am Hinterende ein Spiculum und ein Paar
blattchenférmiger Kopulationshilfsorgane auf. Die Weibchen sind mit ca. 1,3 - 3,7 mm Linge
und 0,05 mm Breite deutlich grofer als die Ménnchen. Das Hinterende ist abgerundet und die
Vulvadffnung befindet sich im vorderen Kérperviertel. Der Osophagus ist von trichuroidem
Typ, d.h. mit einem vorderen kurzen, muskulésem Teil und einem langen hinteren Teil

umgeben mit speziellen Driisenzellen (Stichozyten).

Trichinen durchlaufen ihre gesamte Entwicklung in einem Wirt, der zugleich als Zwischen-

und Endwirt fungiert. Der Entwicklungszyklus kann in 3 Phasen eingeteilt werden:

- Darmphase
- Parasitaemiephase

Muskelphase

Darmphase

Die Entwicklung im Wirt beginnt nach der peroralen Aufnahme der Muskulatur eines Tieres,
das mit infektiosen Trichinenlarven (L1) infiziert ist. Die Larven werden durch
Verdauungsenzyme im Magen freigesetzt und gelangen in den Diinndarm. Dort dringen sie in
die Epithelzellen an der Basis der Zotten des Duodenums (seltener auch andere Abschnitte
des Diinndarms) ein. In wenigen Stunden erfolgen 4 Héutungen und weitere
Differenzierungen (Larve 2 — 3 — 4), bis etwa 24 - 36 Stunden nach der Infektion die Larve 5
geschlechtsreif ist. Wéahrend die Ménnchen kurz nach der Kopulation absterben, beginnen die
Weibchen am 5. oder 6. Tag p. i., die neugeborenen Larven freizusetzen. Die Weibchen
tiberleben im Darm mindestens 4 - 6 Wochen lang, bevor sie ausgeschieden werden. Sie
konnen wihrend dieser Zeit etwa 200 - 1600 Larven hervorbringen. Diese dringen mit Hilfe
eines in der vorderen Osophagusregion gelegenen Stiletts in die Lamina propria der

Diinndarmzotten und in die Lymphbahnen ein.
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Wander phase
Uber den Ductus thoracicus oder iiber den Pfortaderkreislauf gelangen die Wanderlarven ins
Blut, zirkulieren bis zu 3 Wochen in allen Organen, bis sie in die Zellen der

Skelettmuskulatur eindringen.

Muskelphase

Die Trichinen wandern bevorzugt in Muskelpartien mit hoher Aktivitét, wie z.B. Diaphragma,
Zungen- und Nackenmuskulatur ein, wo sie vor allem in den oberfldchlichen Bereichen und
in den Teilen am Sehnenansatz liegen. Die Larven liegen zu Beginn gestreckt in der
befallenen Muskelzelle und rollen sich ab der 3. Woche p. 1. spiralig ein. Bis dahin sind alle
Wachstums- und Differenzierungsprozesse abgeschlossen und die Larven (L1) haben ihre

volle Infektionsfahigkeit fiir einen neuen Wirt erreicht.

Die Muskelzelle wird wéhrenddessen zu einer Ammenzelle umgewandelt. Nach dem
Eindringen beginnt sie im Falle einer Kapselbildung den Parasiten durch Abscheidung
fibrilliren Materials aus dem endoplasmatischen Retikulum abzukapseln. In den
nachfolgenden 4 - 6 Wochen p. i. wird die Kapselwand immer weiter verstdrkt, bis sich
schlieBlich eine vollstindige, ldngsovale und etwa zitronenférmige Kapsel ausgebildet hat.
Die Grofle der ausgebildeten Kapsel schwankt, abhéngig vom entsprechenden Wirt zwischen
0,18 - 0,95 mm Léange. Bei Katzen und Schweinen konnen sich 5 - 6 Wochen p. i. an den
Polen der Kapseln Fettzellen ansammeln. Ab dem 5. Monat p. i. beginnen die Kapseln dann

ausgehend von den Polen zu verkalken.

Alle Spezies von Trichinella zeigen den gleichen Entwicklungszyklus mit Ausnahme von
T. pseudospiralis, T. papuae und T. zZimbabwensis, bei denen es im Unterschied zu den
anderen Spezies in der Muskulatur des Wirtes nicht zu der Ausbildung der typischen

Kollagenkapsel kommt.
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2.4 Vorkommen von Trichinella

Da die von Trichinen befallenen Muskelzellen zu ,,Ammenzellen”, umgeben von einem
Anastomosengeflecht zur Versorgung, umgewandelt werden (DESPOMMIER 1998) und die
meisten Trichinella Genotypen zusitzlich von einer Kapsel umgeben werden, sind diese gut
an das Uberleben in der Muskulatur eines Wirtes angepasst. Durch den anaeroben
Metabolismus der eingekapselten Larven sind sie in der Lage, selbst in sich zersetzendem Aas
langere Zeit zu iliberleben. Zusétzlich weisen einige der Genotypen eine Gefrierresistenz oder

eine Toleranz fiir hohe Temperaturen auf (KAPEL 2000a).

Aufgrund dieser hohen Anpassung sind Trichinen von den Polargebieten bis hin zu tropischen
Regionen zu finden. Wéhrend T. spiralis und T. pseudospiralis weltweit verbreitet sind, sind
die anderen Genotypen auf bestimmte zoogeographische Regionen begrenzt, wo sie an
individuelle 6kologische Nischen angepasst sind (KAPEL 2000a). In Europa sind vor allem
T. spiralis, T. britovi und T. pseudospiralis von praktischer Relevanz.

2.4.1 Wirtsspezies

Trichinen weisen ein groBes Wirtsspektrum auf (Tabelle 2.1). Das Hauptreservoir von
Trichinella sind Fleisch- und Allesfresser. Wihrend sich alle Genotypen von Trichinella sehr
gut in Fleischfressern vermehren, zeigen sie sehr verschiedene Infektivitit und Persistenz in
Herbivoren und Omnivoren. Die meisten der in der freien Wildbahn nachzuweisenden
Genotypen zeigen z.B. in Schweinen nur eine geringe Infektivitdt und Persistenz (KAPEL

20004a).

Dort, wo die Priavalenz von Trichinella hoch ist, kann ein Tier auch mehrmals wihrend seiner
gesamten Lebensspanne infiziert werden. Auch die gleichzeitige Infektion mit 2
verschiedenen Trichinella-Genotypen konnte nachgewiesen werden, wie z. B. bei T. spiralis
und T. britovi in Spanien und Finnland, T. spiralis und T. nativa in Finnland und Schweden
und bei T. nativa und T. britovi in Estland und Finnland (POZIO 2000a).
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Tabelle 2.1: Ubersicht iiber die Wirte von Trichinella spp. (nach KAPEL 2000a)

Systematische Einordnung der Art
Saugetiere
Marsupialia (Beuteltiere) Opossum

Insectivora (Insektenfresser)

Spitzmaus, Maulwurf, Igel

Chiroptera (Fledertiere)

Fledermaus

Edentata (Zahnarme)

Girteltier

Primates (Primaten)

Affe, Mensch

Lagomorpha (Hasenartige)

Hase, Kaninchen

Rodentia (Nagetiere) Biber, Meerschwein, Ratte, Wiihlmaus,
Hamster, Lemming, Bisamratte, Maus,
Eichhornchen, Erdhornchen, Murmeltier,
Haselmaus

Cetacea (Wale) Walfisch

Carnivora (Landraubtiere)

Fuchs, Schakal, Hund, Wolf, Marderhund,
Waschbir, Kojote, Katze, Luchs, Puma,
Buschkatze, Rotluchs, Lowe, Jaguar,
Leopard, Tiger, Hydéne, Vielfral,
Fischotter, Marder, Zobel, Dachs, Stinktier,
Wiesel, Hermelin, Nerz, Iltis, Frettchen,

Bér, Mungo, Ginsterkatze, Zibetkatze

Carnivora (Wasserraubtiere)

Seehund, Walross, Eisbér

Perissodactyla (Unpaarhufer)

Pferd

Artiodactyla (Paarhufer)

Hauschwein, Wildschwein, Rind, Ziege,

Schaf, Rentier, Nilpferd

Tylopoda (Schwielensohler)

Kamel

Wiéhrend die kapselbildenden Spezies ihren Lebens- und Entwicklungszyklus nur in
Sdugetieren mit einer Korpertemperatur von 37 - 40 °C vervollstdndigen kdnnen, weisen die
nicht-kapselbildenden Spezies ein weiteres Wirtsspektrum auf, das auch Vogel und Reptilien

mit einschliet (Tabelle 2.2).
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Tabelle 2.2: Vorkommen der kapsel- und nicht kapselbildenden Trichinen im

Zusammenhang mit der Korpertemperatur der Wirbeltierklassen (nach POZIO 2005)

Wirbeltierklassen kapselbildende nicht kapselbildende Spezies
Spezies T. pseudospiralis | T. papuae,
T. Zimbabwensis
Vogel (40,5 -42,5 °C) | nicht empfanglich nicht empfanglich
empfanglich
Saugetiere (37,5-40°C) | empfanglich empfanglich empfanglich
Reptilien* (25-32°C) nicht nicht empfianglich
empfanglich empfanglich

* dquatorial lebende Reptilien

2.4.2 Trichinella- Spezies und -Genotypen

2.4.2.1 Trichinella spiralis (Genotyp T1)

Trichinella spiralis war die erste Spezies der Gattung Trichinella, die entdeckt wurde (OWEN
1835) und sie ist die einzige der Genotypen, die hauptsdchlich im domestischen Zyklus
vertreten ist, wihrend die anderen vor allem im silvatischen Zyklus nachzuweisen sind und

nur ausnahmsweise Wirtsarten des domestischen Zyklus infizieren.

Die Muskellarven von T. spiralis zeigen eine hohe Empfindlichkeit gegeniiber groflen
Temperaturschwankungen und konnen durch Erhitzen oder Einfrieren leicht abgetotet
werden. Es kann daher vermutet werden, dass Trichinella spiralis vor allem auf Grund seiner
geringen Anpassung an extreme Umwelttemperaturen vorzugsweise im domestischen Zyklus
zu finden ist und weniger oft als die anderen ,silvatischen® Genotypen bei Wildtieren
(KAPEL 2000b). So kann man T. spiralis nur in gemafigten Zonen auch bei silvatischen oder
synanthropen Tieren nachweisen. In sehr kalten oder warmen Gebieten ist T. spiralis bei

Karnivoren, die weit entfernt von menschlichen Behausungen leben, nicht oder kaum
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anzutreffen (APPLEYARD et al. 1998). Nach POZIO (1998) konnte ein Zusammenhang
zwischen dem domestischen Zyklus und dem silvatischen Zyklus hergestellt werden.
Demnach ist die Privalenz von Trichinella spiralis bei Wildschweinen in den Gebieten
erhoht, in denen die Spezies schon im domestischen Zyklus vorhanden ist. In Landern, in
denen das Trichinella-Vorkommen in der Schweinepopulation sehr hoch ist, wie in den
Lindern der ehemaligen Sowjetunion, des ehemaligen Jugoslawiens, in Ruménien oder
Mexiko, kann T. spiralis auch auf Wildtiere und Pferde iibertragen werden, durch welche es
wieder zu Humanfillen kommt (POZIO 1998; DUPOUY-CAMET 1999).

T. spiralis wurde wahrscheinlich vor allem durch Hausschweine und synanthrope Ratten in
der Welt verbreitet. Durch den Handel mit Hausschweinen und die Einwanderung der
Wanderratte aus Asien wurde die Trichinellose nach Europa gebracht und von dort, durch
europdische Auswanderer in Nord-, Siid-, Zentralamerika und Neuseeland verbreitet (POZIO

20004a).

Die gegenwirtige geographische Verteilung von Trichinella spiralis kann laut POZIO

(2000a) in 3 verschiedene Kategorien eingeteilt werden:

1) Lénder, in denen T. spiralis bei domestischen, synanthropen und silvatischen Tieren

zu finden ist;

Europa: Bulgarien, WeiBrussland, Kroatien, Finnland, Georgien, Litauen,

Polen, Ruménien, Russland, Serbien, Spanien und Ukraine

Afrika: Agypten
Asien: China, Russland und Siidostasien
Amerika: Argentinien, Chile und Mexiko

Australien:  Neuseeland

2) Lénder, in denen T. spiralis frilher bei domestischen und synanthropen Tieren

endemisch war und heute nur noch bei Tieren des silvatischen Zyklus zu finden ist:

Europa: Osterreich, Tschechien, Frankreich, Deutschland, Ungarn, Slowakei,
Schweden und die Niederlande

Amerika: Kanada und die USA
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3) Lander, in denen T. spiralis nicht auftritt:

Europa: Italien und Schweiz
Afrika: alle Linder in Nordafrika auBer Agypten und fast alle Linder siidlich
der Sahara

Da Trichinella spiralis hoch pathogen fiir den Menschen ist, sind viele Humanfille auf diese
Spezies zuriickzufiihren. Trichinella spiralis weist aulerdem im Vergleich zu den anderen
Genotypen die hochste Infektiositit fiir Schweine, Wildschweine (KAPEL and GAMBLE
2000; KAPEL 2000a) und Schadnager wie Ratten und Méuse auf. Bei der Untersuchung von
trichinsen Schweinen konnten 73 % der Infektionen auf T. spiralis zuriickgefiihrt werden
(POZIO 2005). Zusitzlich scheint Trichinella spiralis im Vergleich aller Genotypen die
hochste Infektiositdt fiir Herbivoren, wie Pferd, Rind, Schaf und Ziege aufzuweisen. Vor
allem das Pferd stellt in bestimmten Landern (Frankreich, Italien) eine héufige

Infektionsquelle fiir den Menschen dar (BOIREAU et al. 2000).

2.4.2.2 Trichinella nativa (Genotyp T2)

Trichinella nativa wurde zusammen mit Trichinella nelsoni im Jahre 1972 als eigene Spezies
anerkannt (BRITOV and BOEV 1972). Ein wichtiges Charakteristikum von Trichinella
nativa ist die hohe Gefrierresistenz der Larven im Muskelgewebe von Karnivoren. So
konnten in dem gefrorenen Muskelfleisch von natiirlich infizierten Fiichsen noch nach 4
Jahren infektidse Larven bei einer Temperatur von - 18 °C nachgewiesen werden (KAPEL
2000a). In der Muskulatur von Eisbdren iiberlebte T. nativa 3 Jahre und in experimentell
infizierten Waschbdren 5 Jahre (POZIO 2000a). In dem Muskelgewebe von Schweinen,
Wildschweinen und Méusen ist die Gefrierresistenz eingeschriankt oder nicht vorhanden. Da
die Gefrierresistenz auch in natiirlich infizierten Fleischfressern stark wvariiert, ist
anzunehmen, dass die Isolate, die stark gefrierresistent sind, vorzugsweise in weiter ndrdlich

gelegenen Breiten zu finden sind (KAPEL et al. 1999).
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Trichinella nativa ist daher vorwiegend bei Fleischfressern der arktischen und subarktischen
Regionen zu finden. Die siidliche Grenze der Ausbreitung scheint etwa bei einer Isotherme

von - 5 °C im Januar zu liegen (MURRELL et al. 2000).

T. nativa konnte in verschiedenen Landern nachgewiesen werden:

Europa: Estland, Finnland, Norwegen, Russland und Schweden

Asien: China, Kasachstan, Kirgisien, Russland, Tadschikistan und
Usbekistan

Nord Amerika: Alaska, Gronland und Kanada

In der Arktis stellt der Eisbar das Hauptreservoir von T. nativa dar, so kann diese Spezies in
der Muskulatur von Eisbdren bis zu 20 Jahren iiberleben (KUMAR et al. 1990). Aber auch
andere Fleischfresser wie Braunbidren, Grizzlybaren, Wolfe, Fiichse und Waschbéren sind oft
infiziert. Bei Untersuchungen in den arktischen und subarktischen Gebieten Nordamerikas
und Eurasiens konnte eine Pravalenz von 0 bis 60 % bei Wildtieren, vor allem bei Wolfen,
Fiichsen, Polarbaren und Braunbéren nachgewiesen werden (POZIO 2000a). In Alaska konnte
beim Luchs eine Prdvalenz von 21 % nachgewiesen werden, mit altersabhidngigen
Unterschieden von 4 % bei Jungtieren und 59 % bei Tieren von 5 Jahren und élter (ZARNKE
et al. 1995). In derselben Region wurden Priavalenzen von 47 % bei Grizzlybédren und 27,5 %
bei Schwarzbiren festgestellt, mit einer Zunahme der Privalenz von Siiden (0 - 20 % beim
Schwarzbér) nach Norden (85 - 91 % beim Grizzlybir) (CHOMEL et al. 1998). In Finnland
betrdgt die Privalenz beim Luchs bis zu 40,5 %. Auch hier steigt die Prdvalenz von Siiden
nach Norden an. Allerdings wird dort der Marderhund als Hauptreservoir vermutet
(OKSANEN et al. 1998). In Gronland konnten sowohl beim Polarbdar als auch beim

Polarfuchs altersabhingige Privalenzen festgestellt werden.

Da Trichinella nativa in experimentell infizierten Schweinen, Wildschweinen (KAPEL and
GAMBLE 2000) und Grasfressern (THEODOROPOULOS et al. 2000) nicht tiberlebt, scheint
die Ansteckung moglicherweise iiber Fleisch- und Allesfresser stattzufinden. Die Infektivitit
ist in Ratten nur gering ausgepriagt (MURRELL et al. 2000). Werden Menschen infiziert,

erweist sich Trichinella nativa als hoch pathogen. Gelegentlich konnte Trichinella nativa aber
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auch in natiirlich infizierten Schweinen und Wildschweinen nachgewiesen werden (POZIO

and KAPEL 1999).

2.4.2.3 Trichinella britovi (Genotyp T3)

Da T. britovi dhnliche morphologische und biologische Merkmale wie T. spiralis besitzt,
wurde sie erst spit als eigene Spezies erkannt (POZIO et al. 1992a). Im Unterschied zu
T. spiralis weist T. britovi eine groBBere Gefrierresistenz auf. Larven von T. britovi iiberlebten
das Einfrieren in der Muskulatur von Fleischfressern bis zu 6 Monaten bei einer Temperatur
von - 20 °C (POZIO et al. 1989). In der Muskulatur von Méusen (POZIO et al. 1992b),
Hausschweinen und Wildschweinen (KAPEL 2000a) betriigt die Uberlebensrate nur einige
Wochen. In sich zersetzendem Fleisch halt sich Trichinella britovi nicht so lange wie
T. nelsoni. Trichinella britovi ist in den geméBigten Breiten Europas und Asiens verbreitet.
Die Isotherme von - 6 °C im Januar scheint die nordlichste Grenze der Verbreitung

darzustellen (MURRELL et al. 2000).

T. britovi konnte in folgenden Landern nachgewiesen werden (POZIO 2000a):

Europa: Bulgarien, WeiBirussland, Kroatien, Estland, Finnland, Frankreich,
Deutschland, Italien, Litauen, Mazedonien, Polen, Slowakei, Spanien,
Schweden, Schweiz und Niederlande

Asien: Aserbaidschan, Kasachstan, Russland, Tadschikistan, Turkmenistan

und Usbekistan

Das Hauptreservoir fiir Trichinella britovi sind Fuchs und Marderhund, aber auch andere
Fleischfresser wie Wolfe, Biaren und Marderartige konnen als Wirtsreservoir dienen.
Trichinella britovi ist vor allem bei Tieren des silvatischen Zyklus verbreitet und weist nur
eine méafige Infektiositdt fiir das Hausschwein auf (KAPEL 2000b). Trichinella britovi wurde
in Pferden nachgewiesen, die von Ost-Europa nach Italien und Frankreich importiert wurden
(DUPOUY-CAMET 1999). Im Gegensatz dazu scheint die Infektisitdt fiir andere
Pflanzenfresser, z.B. Schafe, gering zu sein (THEODOROPOULOS et al. 2000).
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Die Infektiositdt in Schweinen und Schadnagern ist gering. Dennoch stellen Wildschweine
hiufig eine Quelle fiir menschliche Infektionen dar, obwohl die Privalenz in natiirlichen
Wildschweinpopulationen gering ist. In manchen Gebieten Europas betrigt die Pravalenz von
Trichinella britovi bei Fiichsen 20 - 25 %, wéhrend sie bei Wildschweinen unter 0,001 % liegt
(POZIO 1998). So wurden in einer Untersuchung in der Schweiz zwischen 1988 und 1991 bei
11.226 untersuchten Hausschweinen und 356 getesteten Wildschweinen keine Larven von T.
britovi gefunden, wihrend 4 von 452 (0,88 %) untersuchten Rotflichsen positiv waren
(GOTTSTEIN et al. 1997). In Deutschland konnte T. britovi in Fuchspopulationen in geringer
Privalenz nachgewiesen werden (POZIO et al 2000a). In den Niederlanden wurde bei

Fiichsen eine Pravalenz von 3,9 % festgestellt.

2.4.2.4 Trichinella pseudospiralis (Genotyp T4)

T. pseudospiralis war die erste nicht-kapselbildende Trichinenspezies, die als neue Spezies
definiert wurde (GARKAVI 1972). Sie wurde erstmals 1972 in einem Marderhund aus
Russland (Kaukasus) nachgewiesen. Die wesentlichen Merkmale von T. pseudospiralis sind
das Fehlen einer Kapsel und die Féhigkeit, sowohl Sdugetiere als auch Vogel zu infizieren.
Hitzetoleranz, Gefrierresistenz und die Féhigkeit, in sich zersetzendem Fleisch zu iiberleben,
scheinen geringer ausgebildet zu sein als bei den kapselbildenden Spezies (KAPEL 2000a).
T. pseudospiralis zeichnet sich gegeniiber den anderen Spezies durch relativ kurze Larven
und Adulte aus (MURRELL et al. 2000). Da die Larven von T. pseudospiralis in der
Ammenzelle keine Kapselbildung induzieren, ist der Nachweis mit einem Trichinoskop nur
schwer moglich, was moglicherweise die niedrige Anzahl nachgewiesener Infektionen

weltweit erklart (POZIO 2000a).

T. pseudospiralisist in folgenden Landern weit verbreitet (POZIO 2000a):

Europa: Finnland, Frankreich, Italien, und Russland
Asien: Indien, Kamtschatka, Kasachstan und Thailand
Nord Amerika: USA (Alabama)

Australien: Tasmanien
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T. pseudospiralis weist ein breites Wirtsspektrum auf und konnte bei Fleischfressern
(Marderhund, Steppenfuchs, Wanderratte), fleischfressenden Vogeln (Eule, Krihe, Adler),
Beuteltieren (Tigerkatze, Opossum, Beutelteufel), Schadnagern, Schweinen und Menschen
nachgewiesen werden (POZIO et al. 1992c¢). Die Infektositit in Ratten ist méaBig. Es konnte
nachgewiesen werden, dass alle Isolate von T. pseudospiralis (aus Amerika, Australien und
Europa) fahig sind, sowohl Haus- wie auch Wildschweine zu infizieren, wobei allerdings die
Persistenz der Larven zwischen den einzelnen Isolaten variierte (KAPEL 2000b; KAPEL und
GAMBLE 2000). Schafe konnten experimentell infiziert werden, die Infektivitdt ist allerdings
gering (THEODOROPOULOS et al. 2000). In Australien, Asien und Europa konnten diverse
humane Fille nachgewiesen werden. Die Infektionsquelle war in diesen Fiéllen

Wildschweinefleisch (DUPOUY-CAMET 1999).

2.4.2.5 Trichinellamurrelli (Genotyp T5)

T. murrelli wurde im Jahre 2000 von POZIO und LA ROSA (2000) als eigene Spezies
beschrieben. T. murrelli weist in der Muskulatur von Fleischfressern (Katze und Fuchs) eine
méiBige Gefrierresistenz auf, die in der Muskulatur von Méusen und Schweinen deutlich

geringer ausgebildet ist (KAPEL 2000a).

T. murréli ist in den Neoarktischen Regionen der USA in verschiedenen Bundesstaaten
nachgewiesen worden. Als Wirte fungieren hauptsidchlich Fleischfresser, wie Rotfuchs,
Coyote, Waschbir, Rotluchs und Schwarzbir (POZIO and LA ROSA 2000). Bisher wurden

insgesamt 32 Isolate von T. murrelli nachgewiesen (Tabelle 2.3).

Tabelle 2.3: Vorkommen von T. murrelli in den USA (nach POZIO and LA ROSA 2000)

Bundesstaat Wirt

Pennsylvania Schwarzbér

Illinois Wachbir, Kojote und Rotfuchs
Indiana Nerz, Rotfuchs, Kojote und Waschbér
Georgia Rotluchs

Connecticut Pferd
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Die nordlichste Grenze der Ausbreitung liegt wahrscheinlich bei einer Isotherme von - 6 °C
im Januar, wihrend die siidliche Grenze (Mexiko, Zentral und Siidamerika) noch genauer
bestimmt werden muss (MURRELL et al. 2000). Humane Fille wurden aus Frankreich
gemeldet, bei denen sich die Menschen durch den Verzehr von rohem Pferdefleisch infiziert
hatten, das aus den USA (Connecticut) stammte (ANCELLE et al. 1988; DUPOUY-CAMET
et al. 1994a). Bei der experimentellen Infektion von Hausschweinen war die Infektiositit von
Trichinella murrelli geringer als die von T. britovi, T. nelsoni und T. pseudospiralis, aber
hoher als die von T. nativa (KAPEL and GAMBLE 2000, KAPEL 2000b). Natiirliche
Infektionen beim Schwein konnten nicht nachgewiesen werden, sind aber auch nicht

auszuschlief3en.

2.4.2.6 TrichindlaTé

Genau wie T. nativa weist auch dieser Genotyp eine hohe Gefrierresistenz iiber mehrere Jahre
auf. So waren Larven, die man in Grizzlyfleisch tiefgefroren hatte, auch nach 34 Monaten
noch fiir Miause infektios (POZIO 2000a). In der Muskulatur von Schweinen und Méusen

konnte diese Gefrierresistenz nicht aufgezeigt werden.

Trichinella T6 wurde in den subarktische Regionen Nord Amerikas bei verschiedenen
Fleischfressern (Puma, Grizzlybdr, Wolf, Graufuchs, Fischmarder und Schwarzbar)
nachgewiesen. Bei Untersuchungen von 1966 bis 1972 in Idaho, Montana und Wyoming, wo
Trichinella T6 in der Wildtierpopulation weit verbreitet ist, konnten folgende Pravalenzen bei
den verschiedenen Tierarten festgestellt werden (WORLEY et al. 1974):

- Grizzlybar 57,7 %
- Puma 54,4 %
- Vielfral3 50,0 %
- Fischmarder 40,0 %
- Kojote 25,0 %
- Rotluchs 17,9 %
- Schwarzbiar 11,9 %
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AuBerdem konnte Trichinella T6 bei einem Schwarzbéar aus Ontario nachgewiesen werden,

der 1998 die Infektionsquelle fiir einen Menschen war.

Im Vergleich zu Trichinella nativa ist die Infektivitit und Persistenz in Haus- und
Wildschweinen gering. Schafe konnten experimentell nicht infiziert werden. Gelegentlich
konnten humane Infektionen durch den Verzehr von Wildbret beobachtet werden (KAPEL
2000a).

2.4.2.7 Trichinella nelsoni (Genotyp T7)

Trichinella nelsoni zeigt eine hohe Haltbarkeit in sich zersetzendem Fleisch und ist als
Anpassung an die Tropen deutlich hitzeresistenter (Isotherme von 30 °C) als die anderen
Genotypen. Die Muskellarven von T. nelsoni iiberleben bis zu 60 Min. bei 56 °C, wéhrend die
Larven der anderen Spezies bei dieser Temperatur schon innerhalb von 10 Min. abgetotet
werden (MURRELL et al. 2000). Die Gefrierresistenz ist dagegen nur gering ausgebildet.
T. nelsoni weist Ahnlichkeiten mit T. spiralis, T. britovi und T. murrelli auf,

T. nelsoni ist in den tropischen Regionen Afrikas zu finden. Vor allem geschiitzte Gebiete in
Afrika (siidlich der Sahara) scheinen wichtige Okosysteme darzustellen, in denen Trichinen
im silvatischen Zyklus iibertragen werden. Dagegen konnten in anderen Gebieten, in denen

das Okosystem nicht speziell geschiitzt wird, bisher keinerlei Trichinenlarven nachgewiesen

werden (POZIO et al. 1997a).

Vor allem Aasfresser wie die Tiipfelhyédne, aber auch Fleischfresser, wie Lowe, Loffelhund,
Gepard und Leopard kénnen als Reservoir dienen. Bei experimentellen Ubertragungen wies
T. nelsoni sowohl bei Haus- als auch bei Wildschweinen eine maBige Infektivitit, aber eine
gute Persistenz auf (KAPEL 2000b; KAPEL and GAMBLE 2000). Wildschweine sind eine
haufige Infektionsquelle fiir den Menschen, allerdings ist die Pathogenitit von T. nelsoni im
Menschen gering (KAPEL 2000a). In natiirlich infizierten Pflanzenfressern konnte der
Genotyp nicht nachgewiesen werden. In Ratten ist die Infektivitdt von T. nelsoni geringer als
die von T. spiralis, in Mausen und Meerschweinen ist sie dagegen dhnlich (POZIO et al.
1992c¢).
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2.4.2.8TrichindlaT8

Der Genotyp T8 weist groBe Ahnlichkeiten mit Trichinella britovi auf. Der Parasit wurde
bisher nur 3-mal bei Fleischfressern in Siid Afrika (Kriiger-Nationalpark) und Namibia

(Etosha Park) nachgewiesen.

Seine Verbreitung in Afrika gilt als rétselhaft, da er eng mit T. britovi und T. murrelli
verwandt ist, die nur in der nordlichen Hemisphédre verbreitet sind (LA ROSA and POZIO
2000).

2429 TrichinellaT9

Der Genotyp T9 ist Trichinella britovi dhnlich. Er tritt in Japan im silvatischen Zyklus auf und

wurde dort bisher bei einem Marderhund und einem Schwarzbér nachgewiesen.

2.4.2.10 Trichinella papuae (Genotyp T10)

1988 wurde erstmals T. papuae in der Muskulatur von 5 Hausschweinen aus einem Dorf
(Balamuk) in Papua-Neuguinea festgestellt. Bei der darauf folgenden Untersuchung von
Hunderten von Hausschweinen, 67 Wildschweinen und 83 Wildtieren (7 Reptilien, 3 Vogel
und 73 Sédugetiere) von 1988 - 1989 konnte T. papuae bei 6 weiteren Wildschweinen (8,8 %)
festgestellt werden (POZIO et al. 1999). Alle infizierten Tiere stammten aus derselben

abgelegenen Region.

Wie Trichinella pseudospiralis, bildet auch T. papuae keine Kapsel aus. Im Unterschied zu T.
pseudospiralis kann der Genotyp T10 allerdings keine Vogel infizieren, was auf eine andere
evolutiondre Entwicklung schlielen ldsst. Die Larven von Trichinella papuae werden bis zu
einem Drittel ldnger als die Larven von T. spiralis und T. pseudospiralis. Infektiose Larven
von T. papuae konnen nicht mit anderen Spezies oder Genotypen von Trichinella gekreuzt
werden (MURRELL et al. 2000). T. papuae weist keine Gefriertoleranz auf.
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In der freien Natur konnten bisher nur Infektionen bei Haus- und Wildschweinen
nachgewiesen werden. Im Labor wurde auch eine Infektivitit in Miusen nachgewiesen
(POZIO et al. 1999). Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass der Genotyp T 10 eventuell
aus der Nachbarregion Irian Jaya (Indonesien) stammt. Die weitere Verbreitung ist bisher

unbekannt.

2.4.2.11 Trichinella. zimbabwensis (Genotyp T11)

1995 wurde eine Trichinenart erstmals auch bei Reptilien nachgewiesen. Dabei handelte es
sich um T. zimbabwensis bei Krokodilen auf einer Farm in Zimbabwe. Von 648 untersuchten
Krokodilen waren 256 (39,5 %) infiziert und bei 18 (62,1 %) der damals existierenden 29
Farmen wurden infizierte Krokodile festgestellt. Bei neueren Untersuchungen im Jahre 2002

wurden in 11 (40,7 %) von 27 Farmen infizierte Krokodile festgestellt (POZIO et al. 2002).

T. Zimbabwensis bildet keine Kapsel in der Wirtsmuskulatur und weist die groBte Ahnlichkeit
mit T. papuae auf. Die infektiosen Larven beider Spezies konnen in beide Richtungen
(Weibchen und Ménnchen) miteinander gekreuzt werden, produzieren aber nur vermindert

fertile Larven. T. Zimbabwensis ist nicht gefrierresistent (POZIO et al. 2002).

T. Zimbabwensis kann als einzige Trichinenspezies die Reptilien auf natiirlichem Wege
infizieren. Andere Spezies konnten im Labor auf Reptilien nur dann erfolgreich iibertragen
werden, wenn diese kiinstlich in erhohter Umgebungstemperatur gehalten wurden.
T. zimbabwensis kann auch Saugetiere, wic Mause, Ratten, Paviane und Schweine infizieren
und zeigt in Ratten und Schweinen eine hohe Infektiositdat. Im Gegensatz zu T. pseudospiralis

ist T. zimbabwensis jedoch nicht auf Vogel iibertragbar.

T. zimbabwensis ist die erste nichtkapselbildende Spezies, die in Afrika entdeckt wurde. Die
Existenz einer Trichinenspezies, die sowohl Sdugetiere als auch Reptilien infizieren kann,
konnte darauf schlieBen lassen, dass der Ursprung der Gattung Trichinella zeitlich weiter
zuriickliegt als bisher vermutet (POZIO et al. 2002).
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2.5 Epidemiologieder Trichinellose

Die Trichinellose wurde zuerst bei Menschen und Haustieren nachgewiesen. In den folgenden
Jahren konzentrierte sich die Forschung daher auf die Trichinellose bei Hausschweinen und
Ratten, um die Ubertragung auf den Menschen zu verhindern. Erst spiter wurde das
Vorkommen der Trichinellose bei Wildtieren und die Existenz eines silvatischen Zyklus, der
unabhingig vom domestischen Zyklus ist, bearbeitet. 1983 beschriecb CAMPBELL (1983b)
erstmals die beiden Ubertragungszyklen der Trichinellose und wies ebenfalls auf

Ubertragungswege zwischen den beiden Zyklen hin.

2.5.1 Domestischer Zyklus

Der vorherrschende Erreger des domestischen Ubertragungszyklus ist T. spiralis. Alle
anderen Genotypen der Trichinen werden vorwiegend durch Wildtiere, d.h. iiber den
silvatischen Zyklus iibertragen. Obwohl T. spiralis auch auf Tiere des silvatischen Zyklus und
silvatische Genotypen auch auf den domestischen Zyklus iibertragen werden konnen, stellt

der domestische Zyklus im Normalfall eine Sackgasse fiir die silvatischen Genotypen dar.
Zum Eindringen silvatischer Genotypen in das domestische Habitat kommt es vor allem dann,
wenn Hausschweine z.B. mit Uberresten von silvatischen Tieren gefiittert werden oder frei in

Wildarealen umbherstreifen konnen (POZIO 1998).

Das Hausschwein kann sich laut POZIO (2000a) auf verschiedenen Wegen mit Trichinen

infizieren:
1) Aufnahme von infizierten Fleischstiicken, die von anderen Hausschweinen
stammen
2) Aufnahme von infizierten synanthropen oder silvatischen Tieren (z. B. Ratten)
3) Schwanzbeiflen bei infizierten Schweinen
4) Aufnahme von Kot, der von Tieren stammt, die wenige Tage zuvor trichindses

Fleisch zu sich genommen haben

22



Literatur

T. spiralis unterscheidet sich von anderen Genotypen vor allem durch ihre hohe Infektivitit
fiir Schweine und Schadnager. Daher ist T. spiralis auch der einzige Genotyp, der sich
innerhalb des domestischen Zyklus iiber unterschiedliche Ubertragungswege weiterverbreiten
kann (z. B. Schwein — Schwein, Schwein — Ratte — Schwein, Schwein — Schlachtabfille —
Schwein, Ratte — Ratte) oder der vom domestischen Kreislauf auf den silvatischen {ibertragen
werden kann (z. B. Schlachtabfille — synanthrope Tiere — silvatische Tiere, Ratte — silvatische

Tiere, Hausschweine aus 6kologischen Kleinbetrieben — silvatische Tiere) (POZIO 2000a).

Der domestische Zyklus ist vor allem dort verbreitet, wo Hausschweine in kleinen
bauerlichen Betrieben ohne mikrobiologische Barrieren und ohne veterindrmedizinische
Kontrolle gehalten werden (POZIO 2000a). In Osteuropa wurden Okonomie der
verschiedenen Lander und Qualitdt der fleischhygienischen Kontrollen stark durch die
politischen Verdnderungen der letzten 15 Jahre beeinflusst. So stieg die Pridvalenz der
domestischen Trichinellose in einigen Léndern wie WeiBrussland, Kroatien, Georgien,
Litauen, Ruménien, Russland, Serbien und der Ukraine rapide an. Wéhrend in Russland z. B.
die Schweinepopulation von 26 Mio. im Jahr 1980 auf 7 Mio. im Jahr 1994 abnahm, stieg die
Privalenz der Trichinellose von 2,5 pro 1 Mio. im Jahre 1982 auf 8,9 pro 1 Mio.
geschlachteter Schweine im Jahre 1994 an. Die Griinde sind im Zerfall groB3er kollektiver
Schweineproduktionsbetriebe in kleine Schweinehaltungen ohne veterindrmedizinische
Kontrolle, in ungeniigender Schadnagerkontrolle und einer zunehmenden Bejagung von

Wildschweinen zu finden (POZIO 2000a).

In China kann in einigen Gebieten eine sehr hohe Priavalenz von 0,64 bis zu 50,4 % infizierter
Schweine auf drmliche Verhéltnisse und fehlende fleischhygienische Kontrolle zuriickgefiihrt
werden. So besitzt ein Grofteil der Bevolkerung keinerlei Wissen iiber die Vorbeugung der
Trichinellose oder sogar iiber deren Existenz selbst. Auch in Argentinien, Chile und Mexiko
ist die Pravalenz von Trichinella im domestischen Zyklus hoch. In der nérdlichen Hemisphére
kommt es zwischen Dezember und Januar gehéduft zu humanen Trichinellosefillen, da zu

diesem Zeitpunkt der Verbrauch an Schweinefleisch stark anwéchst.
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Gelegentlich konnen jedoch auch silvatische Genotypen im domestischen Zyklus

nachgewiesen werden:

- T. britovi bei Hausschweinen in Weilrussland, Kroatien, Estland, Frankreich,
Italien, Mazedonien und Spanien
- T. pseudospiralisin verschiedenen Regionen Russlands

- T. papuae in Neu Guinea

In den meisten Fillen war die Ansteckungsquelle der Kadaver eines Wildtieres. In anderen
Féllen wurden Schweine in Gebieten, in denen die Trichinellose im silvatischen Zyklus bei

Karnivoren endemisch war, im Freiland gehalten (POZIO 2000a).

2.5.2 Silvatischer Zyklus

Fleischfressende Wildtiere stellen das eigentliche Reservoir fiir Trichinella dar (POZIO
2000a). Wahrend Trichinella spiralis vor allem im domestischen Zyklus zu finden ist, haben
die anderen Genotypen im silvatischen Habitat ihre individuellen 6kologischen Nischen
gefunden. Der silvatische Zyklus kann nach POZIO (2000a) als ein ,,geschlossenes System*
betrachtet werden, wobei die silvatischen Genotypen von einem Fleischfresser zum néchsten
weitergegeben werden, oft auch durch Kannibalismus. Zur Ubertragung auf den domestischen

Zyklus kommt es erst durch den direkten Einfluss des Menschen.

In der EU stellt der Rotfuchs das Hauptreservoir der silvatischen Trichinellose dar und in
Finnland der Marderhund. Auch andere Marderartige und Fleischfresser konnen infiziert sein,
sie spielen aber auf Grund ihrer kleinen Population eine geringere Rolle bei der Verbreitung

der silvatischen Trichinellose.

Im silvatischen Zyklus Finnlands und Schwedens ist T. nativa als Hauptvertreter der

Trichinellose verbreitet, im restlichen Europa dagegen T. britovi.
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Das Vorkommen der silvatischen Trichinellose in Europa steht in Zusammenhang mit der
Bevolkerungsdichte. In Gebieten mit einer relativ geringen Bevdlkerungsdichte, wie z.B. in
Teilen Frankreichs (56 Einwohner / km?) und Italiens (73 Einwohner / km?) tritt der
silvatische Zyklus oft in Erscheinung. In Regionen mit einer durchschnittlichen
Bevolkerungsdichte mit liber 106 Einwohnern / km?, wie in manchen Ballungsgebieten
Italiens (238 Einwohner / km?) ist der silvatische Zyklus dagegen nicht nachweisbar (POZIO
et al. 1996).

In Frankreich variiert die Pravalenz von Trichinella spp. in der Fuchspopulation von 0,1 %, in
einer Hohe von unter 500 m {iber dem Meeresspiegel bis 2,5 % in hoher gelegenen Gebieten.
In der Wildschweinpopulation variiert die Prdvalenz von 0,0002 % (unter 500 m) bis
0,0003 % (in hochgelegenen Gebieten). In Italien stellt sich ein dhnliches Bild dar. Die
Pravalenz in der Fuchspopulation variiert dort von 0,2 % (unter 500 m) bis 7,8 % (in
hochgelegenen Gebieten) und in der Wildschweinpopulation von 0,0 % bis 0,006 % (POZIO
et al. 1996). Die Erkldrung hierfiir liegt in den Fressgewohnheiten der Hauptwirte.
Kannibalismus und das Fressen von Aas ereignen sich eher in abgelegenen Wildgebieten. In
der Ndhe von menschlichen Behausungen finden Fleischfresser interessantere Futterquellen

wie Fleischabfille oder domestische Tiere (POZIO 1998).

2.5.3 Ubertragungswege und Faktoren

Das Vorkommen von Trichinen im silvatischen und domestischen Zyklus und die
Ubertragungswege zwischen den beiden Zyklen werden durch den biologischen Charakter der
einzelnen Genotypen, durch menschliches Verhalten, durch das Vorkommen von
synanthropen Tieren und durch die Charakteristiken des Okosystems bestimmt (POZIO
2000a).
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2.5.3.1 Biologische Eigenschaften der Genotypen

Die biologischen Eigenschaften der Genotypen werden unter anderem durch die
Reproduktionskapazitit, den Uberlebenszeitraum der Larven im Wirt und die
Uberlebensfihigkeit der Larven in gefrorenem Fleisch oder bei hohen Temperaturen

bestimmt.

Die Reproduktionskapazitit bezeichnet die Anzahl an infektiosen Larven, die in einem Wirt
gebildet werden kann. Die Anzahl der frisch produzierten Larven pro weiblicher Trichine ist
in erster Linie abhidngig vom Trichinella Genotyp und der betroffenen Wirtsspezies und erst
in zweiter Linie von der Wirtsimmunitit, die die Uberlebensdauer der weiblichen Trichinen

bestimmen kann (POZIO 2000a).

Da die Reproduktionskapazitit der silvatischen Genotypen in Schweinen und Schadnagern
nur gering ist, kommen diese nur selten im domestischen Zyklus vor. Der domestische Zyklus

stellt daher fiir sie weitestgehend eine Sackgasse dar.

Der Uberlebenszeitraum der Larven, d.h. die Zeit, die die Larven in der Muskulatur des
Wirtes tliberleben konnen, wird durch den Lebensraum und die Lebenserwartung des Wirtes
mit beeinflusst und bestimmt so die Rolle des infizierten Wirtes als Reservoir. Wenn das
Wirtstier stirbt, kann der Parasit noch eine Zeit lang in einer Art ,,free-living stage® in dem
verrottenden Kadaver iiberleben. Die Féhigkeit einiger Genotypen, in gefrorenem Fleisch
oder bei hohen Umgebungstemperaturen zu iiberleben, leistet einen wichtigen Beitrag zur

Verbreitung der Trichinellose (POZIO 2000a).

2.5.3.2 Einfluss des Menschen

Auch der Mensch kann das Vorkommen und die Ubertragungswege der Trichinellose auf

verschiedene Weise beeinflussen (POZIO 2000a):

- Wildtierkadaver und -reste werden nicht ordnungsgemal entsorgt

- Fleisch von silvatischen Tieren wird zur Erndhrung von Haustieren genutzt
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- Wildtierfleisch wird als Koder fur silvatische Tiere verwendet

- Nicht kontrolliertes Fleisch wird fiir den menschlichen Verzehr genutzt

In Landern, in denen die Pridvalenz der humanen Trichinellose sehr gering ist, kann es
dadurch zu Fillen kommen, dass Fleisch oder Rohwurstwaren aus Léndern, in denen die
Trichinellose noch weit verbreitet ist, importiert werden. So treten immer wieder menschliche
Félle von Trichinellose in den Lindern Mittel- und Stidamerikas auf, die einen grofen Anteil
an spanisch-stimmigen Einwohnern haben (z.B. Argentinien, Bolivien, Chile und Mexiko),
da die Trichinellose in Spanien noch weit verbreitet ist. Dagegen tritt in Brasilien, wo der
Anteil an portugiesisch-stimmigen Einwohnern hoch ist, die Trichinellose nicht auf, was
darauf zuriickgefiihrt werden kann, dass die Trichinellose in Portugal nicht vorkommt

(POZIO 20004a).

In Gronland wird die Pravalenz von Trichinella nativa in Polarfiichsen und Polarbéren z.B.
von den Jagdgewohnheiten der Inuit mit beeinflusst. Eine wichtige Rolle spielen dabei die
Schlittenhunde, die eine Priavalenz zwischen 0 - 91 % aufweisen kénnen. Sie werden mit dem
erjagtem Fleisch der Eisbéaren gefiittert und nach ihrem Tod in Gletscherspalten entsorgt, wo

sich wiederum die Tiere des silvatischen Zyklus infizieren konnen.

In Nord-Kasachstan betrdgt die Pravalenz von T. nativa in der Population der Steppenfiichse
bis zu 50 %. Grund dafiir sind ebenfalls die dort herrschenden Jagdgewohnheiten, so werden
Teile der Fuchskadaver als Koder genutzt und die Kadaver nicht ordnungsgeméif entsorgt. So
konnen sich wieder andere Wildtiere durch den Verzehr der Kadaver mit Trichinellose

infizieren.

Wir haben heute das Wissen und die Moglichkeit, die Trichinellose in den domestischen
Lebensraumen zu kontrollieren und zu verhindern, aber politische und wirtschaftliche
Verdnderungen und eine ineffektive Hygieneiiberwachung koénnen schnell ein

Wiederauftreten und die Verbreitung der Trichinellose zur Folge haben (POZIO 2000a).
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2.5.3.3 DieRoalle synanthroper Tiere

Die Rolle der Wanderratte bei der Verbreitung und Ubertragung der Trichinellose ist stark
umstritten (POZIO 2000a). Nach LEIBY et al. (1990) spielen Ratten die wichtigste Rolle bei
der Ubertragung der Trichinellose, wihrend sie nach MADSEN (1974) so genannte ,,Opfer*

darstellen, die nur dort infiziert werden, wo Hausschweine mit Trichinellen infiziert sind.

Fakt ist, dass infizierte Ratten nur dort nachgewiesen werden konnten, wo das Hausschwein
schon betroffen war, oder die Ratten Zugang zu infizierten Tierkadavern hatten (POZIO
2000a). Es gibt keinerlei Berichte dariiber, dass infizierte Ratten irgendwo aufgefunden
wurden, wo Trichinen nicht schon bei Wildtieren oder Hausschweinen gefunden wurden. Die

Ratten kénnen dann die Infektion von einem Schweinebetrieb auf den néchsten iibertragen.

In den USA konnte nachgewiesen werden, dass Ratten, Stinktiere, Opossums und
Waschbiren, die in der Ndhe von Farmen mit infizierten Hausschweinen gefunden wurden,
die gleiche Trichinenspezies aufwiesen (MURRELL et al. 1987). Mit ihren synanthropen
Eigenschaften konnten sie das Bindeglied zwischen dem silvatischen und dem domestischen

Zyklus darstellen (POZIO 2000a).

Fiichse und einige Marderartige kénnen ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Ubertragung der
Trichinellose spielen. In manchen Regionen der Welt sind Fiichse in unmittelbarer Nihe der
menschlichen Umgebung zu finden. Auch andere Fleischfresser, wie Hund und Katze,
konnten eine Rolle als synanthrope Ubertriiger spielen. Katzen ernihren sich von
Schadnagern und werden hdufig mit Schlachtabfillen gefiittert. In einigen Féllen konnten
Trichinen bei Hauskatzen isoliert werden, wo zuvor Menschen infiziert worden waren
(POZIO 2000a). Durch das Herumstreifen der Katzen kann es wiederum zu einer Ubertragung
vom domestischen auf das silvatischen Habitat kommen. Auch wurden in traditionellen
Schweinehaltungen gelegentlich Teile von Katzen- und Hundekadavern an Hausschweine
verfiittert, was zu einer Ubertragung der Trichinellose beigetragen haben kénnte (POZIO
2000a).
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2.5.3.4 Trichindllose beim Pferd

1975 wurden erstmals Humanfille von Trichinellose auf den Verzehr von Pferdefleisch
zuriickgefiihrt. Seither war Pferdefleisch mit mehr als 3.200 Humanfillen in 13 Ausbriichen
die Ursache fiir 52,8 % der Humantrichinellosen in der Europdischen Union (ANCELLE
1998, BOIREAU et al. 2000).

Alle Fille traten in Frankreich und Italien auf. Die infizierten Pferde waren aus dem Ausland
importiert worden, die Mehrzahl aus osteuropédischen Landern. Laut POZIO (2000b),
gelangten in der EU in den letzten 25 Jahren etwa 6 Mio. Pferde zum Verzehr. Allein
Frankreich und Italien machten 71 % davon aus. Beide Léander sind die einzigen in der EU, in

denen Pferdefleisch roh konsumiert wird (POZIO 2000b).

Da beim Pferd anfangs nur geringe Probenmengen untersucht wurden, konnten viele infizierte
Pferde nicht erkannt werden (POZIO 2000b). Bei der spiteren Untersuchung von grofleren
Probenmengen konnten in Italien und Frankreich Trichinenlarven in 8 importierten Pferden
aus dem ehemaligen Jugoslawien, Polen und Ruméinien und in 4 Pferden aus Mexiko

nachgewiesen werden (POZIO 2000b).

Weltweit scheint die Pravalenz von Trichinglla in Pferden gering zu sein. Seit 1975 konnten
nur 25 natiirlich infizierte Pferde nachgewiesen werden (21 in Italien / Frankreich und 4 in
Mexiko). In 56 % der Fille waren die Pferde mit T. spiralis infiziert, in 12 % der Félle mit
T. britovi oder T. murrelli. Bei den restlichen Tieren konnte die Trichinenspezies nicht
identifiziert werden (POZIO 2000Db).

Verschiedene Arten der Infektion werden beim Pferd diskutiert (POZIO et al. 1997b):

- Aufnahme von Insekten, die als paratenischer Wirt (Transportwirt) dienen

- Grasen auf Weiden, die mit den Ausscheidungen von Tieren kontaminiert sind
die 1 - 2 Tage vorher mit Trichinen infiziert worden sind

- Grasen auf Weiden, die mit infizierten Fleischstiickchen oder Aas kontaminiert
sind

- Aufnahme von infiziertem Fleisch
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Zum Nachweis der Trichinellose beim Pferd sollten keine serologischen Nachweismethoden
verwendet werden, da Antikdrper schon etwa nach 20 Wochen p.i. rapide absinken und

spétestens 25 Wochen p.i. nicht mehr nachzuweisen sind (BOIREAU et al. 2000).
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2.6 Verbreitung von Trichinellain Europa

In Europa sind 4 Trichinellaspezies vertreten (DUPOUY-CAMET 1999):

1) Trichinella spiralis (als Vertreter der domestischen Trichinellose)

2) Trichinella britovi (als Vertreter der silvatischen Trichinellose in den
gemiBigten Gebieten Europas)

3) Trichinella nativa (als Vertreter der silvatischen Trichinellose in den arktischen
Gebieten Europas)

4) Trichinella pseudospiralis (als nichtkapselbildende Spezies Europas)

In den meisten Léndern der Europédischen Union ist ausschlieBlich der silvatische Zyklus der
Trichinellose vertreten (Tabelle 2.4). Hier spielt besonders der Rotfuchs als Reservoir eine
wichtige Rolle (DUPOUY-CAMET 1999). Wahrend in Dénemark die Trichinella-Pravalenz
mit < 0,1 % relativ gering ist (ENEMARK et al. 2000), liegt sie in Frankreich mit 1,7 % (LA
ROSA et al. 1991) und in Polen mit 7,5 % (MALCZEWSKA et al. 1997) deutlich hoher. Als
Ursache dafiir werden unterschiedliche Okosysteme vermutet (POZIO et al. 2000). Neben
dem silvatischen Zyklus tritt in manchen Gebieten Spaniens und Finnlands auch der
domestische Zyklus beim Hausschwein auf. In vielen osteuropdischen Landern kommt es seit
einigen Jahren zu einem Anstieg der Trichinella-Pravalenz sowohl im silvatischen als auch im

domestischen Zyklus.

Tabelle 2.4: Vorkommen von Arten der Gattung Trichinella und deren Ubertragungszyklus in
verschiedenen Landern in Europa (POZIO 2001)

Lander Domestischer Zyklus Silvatischer Zyklus
Albanien _ T. britovi
Belgien _ _

Bosnien und Herzegovina _ T. spiralis/ T. britovi
Bulgarien T. spiralis T. spiralis/ T. britovi
Déanemark _ _
Deutschland _ T. spiralis/ T. britovi
England B B
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Tabelle 2.4 (Fortsetzung)

Finnland T. spiralis T. spiralis/ T. britovi /
T. nativa/ T. pseudospiralis
Frankreich _ T. spiralis/ T. britovi
Georgien T. spiralis T. spiralis/ T. britovi
Griechenland _ T. britovi
Irland B B
Italien _ T. britovi / T. pseudospiralis
Kroatien T. spiralis T. spiralis/ T. britovi
Lettland T. spiralis T. spiralis/ T. britovi
Litauen T. spiralis T. spiralis/ T. britovi
Luxemburg _ _
Mazedonien _ T. britovi
Moldavien T. spiralis T. spiralis/ T. britovi
Niederlande _ T. spiralis/ T. britovi
Norwegen _ T. nativa/ T. britovi
Osterreich 3 T. spiralis/ T. britovi
Polen T. spiralis T. spiralis/ T. britovi
Portugal _ T. britovi
Ruménien T. spiralis T. spiralis/ T. britovi
Russland T. spiralis T. spiralis/ T. britovi /
Schweden _ T. spiralis/ T. britovi /
T. nativa
Schweiz _ T. britovi
Serbien T. spiralis T. spiralis/ T. britovi
Slowakei T. spiralis T. spiralis/ T. britovi
Slowenien _ T. britovi
Spanien T. spiralis T. spiralis/ T. britovi
Tschechien _ T. britovi
Tiirkei _ T. britovi
Ukraine T. spiralis T. spiralis/ T. britovi
Ungarn T. spiralis T. spiralis/ T. britovi
WeiBrussland T. spiralis T. spiralis/ T. britovi
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In Deutschland wurden zwischen 1999 und 2003 jdhrlich 42 bis 43 Mio. Hausschweine
geschlachtet, wobei nur 1 Tier Trichinen-positiv war. Dieses stammte aus einem
kleinbéuerlichen Betrieb aus NRW, das sich in Freilandhaltung infiziert hatte. Somit kann
davon ausgegangen werden, dass die deutschen Schweinebestinde praktisch Trichinen-frei
sind (NOCKLER 2005). Die jihrlich untersuchten 15.000 bis 20.000 Schlachtpferde waren
bisher frei von Trichinen (NOCKLER 2000; 2005).

In den Jahren 1991 bis 2003 wurden jeweils etwa zwischen 250.000 und 500.000 Stiick
Schwarzwild untersucht, von denen je 4 bis 26 Tiere Trichinen-positiv waren. Das entspricht
einer Pravalenz von 0,001 bis 0,01 %. Beim Rotfuchs betrug die Prdvalenz in manchen

Gebieten bis zu 0,2 % (NOCKLER 2005).
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2.7 Risiken fur den Menschen

In Europa ereignen sich jéhrlich Trichinellose-Ausbriiche mit Hunderten von Humanfillen.
Die Mehrheit der Humantrichinellosen (2.600 Fille) in den letzten 20 Jahren konnte auf den
Verzehr von infiziertem Pferdefleisch in Frankreich und Italien zuriickgefiihrt werden. Die
infizierten Pferde waren aus Nicht-EU-Staaten importiert worden (NOCKLER 2000). In
demselben Zeitraum wurden 1.200 Humanfélle in Frankreich, Italien, Spanien und
Deutschland durch den Verzehr von infiziertem Wildschweinefleisch hervorgerufen. Das
Fleisch von erlegtem Wild gewinnt als Infektionsquelle fiir die Trichinellose in verschiedenen
Landern (wie z.B. Bulgarien, Litauen, Russland und einigen EU-Ldndern) zunehmend an

Bedeutung.

Humanfille, die auf infizierte Hausschweine zuriickzufiihren sind, treten nur selten auf und
sind meist importiert. Nur in Spanien konnten Humantrichinellosen mit dem Verzehr von
Hausschweinefleisch aus bauerlichen Kleinbetrieben in Zusammenhang gebracht werden

(POZIO 1998).

In der Européischen Union konnte laut DUPOUY-CAMET (1999) bis 1999 eine Zunahme
der Trichinelloseausbriiche festgestellt werden. Ein Teil der infizierten Tiere wurde in der EU
gehalten und erjagt, der Grossteil der Tiere stammte jedoch aus Lidndern auBerhalb der EU.
Die Zunahme der Trichinellose kann auf verschiedene Griinde zurlickgefiihrt werden. Zum
einen hat der Wissenstand iiber die Trichinellose immer mehr zugenommen, so dass die Félle
zuverldssiger erkannt werden konnen, zum anderen hat die Wildschweinpopulation
zugenommen. Auch werden infizierte Pferde aus Léndern, in denen die Trichinellose
endemisch ist, importiert, wihrend die veterindrmedizinischen Kontrollen dort zum Teil noch

unzureichend sind.

Jéhrlich treten mehrere hundert bis tausend Félle von Humantrichinellose in den Landern des
chemaligen Jugoslawien, in Ruminien, Litauen, Russland und Bulgarien auf (NOCKLER
2000). Laut POZIO (2001) konnte vor allem in den 1990iger Jahren in verschiedenen Stadten
in Weillrussland, Kroatien, Lettland, Litauen, Ruménien, Russland, Serbien und der Ukraine
ein deutlicher Anstieg der Pravalenz der Trichinellose auf bis zu 50 % beobachtet werden.
Griinde dafiir sind politische Verdnderungen, Kriege und die allgemeine Verschlechterung

des dortigen sozial-6konomischen Zustandes (WRUCK 1998).
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Tabelle 2.5: Ausbriiche von Humantrichinellosen in Europa (MURRELL und POZIO 2000)

Land Jahr Anzahl der Félle | Infektionsquelle | Trichinenspezies
Bulgarien 1993 - 1995 2335 Hausschwein, T. spiralis
Wildschwein
Deutschland 1990 - 1998 82 Hausschwein T. spiralis
England 1999 8 Hausschwein T. spiralis
Frankreich 1992 - 1999 27 Wildschwein T. britovi, T.
pseudospiralis
1991 - 1998 1097 Pferd T. spiralis
Italien 1990 - 2000 621 Pferd T. spiralis
13 Hausschwein T. britovi
Kroatien 1994 - 1996 425 Hausschwein T. spiralis
1997 - 1998 1024 Hausschwein ?
Lettland 1995 - 1997 156 Hausschwein, ?
Wildschwein
1999 40 ? ?
Litauen 1993 - 1999 1290 Hausschwein T. spiralis
Polen 1993 - 1997 352 Hausschwein, T. spiralis
Wildschwein
Rumaénien 1990 - 1999 16712 Hausschwein T. spiralis
Russland 1993 - 1994 1720 Hausschwein, ?
Wild
1995 - 1997 1432 Hausschwein ?
Serbien 1995 - 1998 1806 Hausschwein T. spiralis
1999 559 Hausschwein T. spiralis
Slowakei 1998 - 1999 336 Hund T. britovi
30 Wild ?
Spanien 1993 - 1995 98 Hausschwein T. spiralis
1995 - 1998 192 Wildschwein T. spiralis
Weillrussland 1987 - 1994 268 Hausschwein, ?
Wild
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In der Bundesrepublik Deutschland kommt die Trichinellose bei Menschen nur selten vor. So
werden jahrlich nur etwa 0 bis 10 Fille gemeldet, die zumeist auf Auslandsaufenthalte in

Osteuropa zuriickgefiihrt werden konnten (NOCKLER 2000).

GroBere Ausbriiche gab es:

- 1967 in Rheinland-Pfalz

- 1977 in Bayern

- 1982 in Rheinland-Pfalz

- 1998 in Nordrhein-Westfalen

In allen Fillen war das infizierte Haus- oder Wildschweinfleisch vorher nicht ordnungsgemal
untersucht oder behandelt worden. Bei dem Ausbruch im Jahre 1982 in Bitburg in der Eifel

mit insgesamt 408 betroffenen Personen handelte es sich um den bisher grof3ten Fall.

Bei dem Ausbruch 1998 in Nordrhein-Westfalen wurden mehr als 50 Félle in 11 Stidten
gemeldet. Als Ansteckungsquelle wurde unter anderem eine Mettwurst vermutet, die von der
Mehrzahl der infizierten Personen aufgenommen worden war. Die Mettwurst war aus
tiefgefrorenen Schweinebduchen aus Belgien und Deutschland und aus frischen Sauennacken
aus Spanien hergestellt worden. Als Infektionsquelle wurde der Sauennacken vermutet, da
Trichinen durch Tiefgefrieren abgetotet werden. Eine Untersuchung der Mettwurst konnte
nicht vorgenommen werden. Zusdtzlich hatten sich einigen Personen {iber gemischtes
Hackfleisch aus Rind- und Schweinefleisch infiziert. Bei einer Untersuchung des

Hackfleisches konnte Trichinella spiralis nachgewiesen werden (NOCKLER 2000).

Durch die unterschiedliche Verteilung der verschiedenen Genotypen im silvatischen und
domestischen Zyklus kann die Gefahr der Ansteckung fiir den Menschen zwischen den
verschiedenen Landern stark variieren. Die Hauptansteckungsquelle fiir den Menschen liegt
im Verzehr von rohem oder nicht ausreichend erhitztem Muskelfleisch von Schwein, Wild
oder Pferd, das nicht ausreichend untersucht wurde. Die meisten Infektionen beim Menschen
weltweit stehen mit dem Verzehr von mit Trichinella spiralis infizierten Haus- oder
Wildschweinen in Verbindung. Epidemiologische Studien weisen darauf hin, dass die

infizierten Hausschweine meist aus kleinen, konventionellen Schweinehaltungen stammten
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oder aus Haltungen, in denen ein Kontakt zu Wildtieren moglich war. In den damaligen 15
Léndern der Europdischen Union konnten seit dem ersten Weltkrieg keine Humanfélle mehr

auf Hausschweine aus industrialisierten Haltungen zuriickgefiihrt werden (POZIO 1998).

Das Vorkommen des domestischen Zyklus in einer Region ist mit dem gleichzeitigen
Auftreten von Trichinella bei Wildschweinen (silvatischer Zyklus) vergesellschaftet. Wo der
domestische Zyklus von Trichinella weit verbreitet ist, ist die Prévalenz in der
Wildschweinpopulation hoher als in Gebieten, in denen der domestische Zyklus nicht mehr
auftritt. Der Grund hierfiir liegt mdglicherweise in der Kombination von kleinen,
konventionellen Haltungen mit schlechtem Hygienemanagment, bei denen mit Trichinella
infiziertes Fleisch hofnah in Behéltnissen aufbewahrt wird, zu dem sich auch Wildschweine
leicht Zugang verschaffen konnen. Zu so einer Verbreitung der Trichinellose kommt es meist
in Lindern, in denen die veterindrhygienische Kontrolle gar nicht oder nur ansatzweise

vorhanden ist (POZIO 2000a).

Die Anzahl der Infektionen beim Menschen, die auf die Ansteckung durch Karnivoren oder
Omnivoren zuriickgeht, ist eher gering. Sie ist vor allem dort anzutreffen, wo Wild aus
sportlichem Interesse gejagt wird (MOORHEAD et al. 1999), oder in Entwicklungsldndern, in
denen Wildfleisch eine wichtige Fleischquelle darstellt. Da auch gefrierresistente Genotypen
wie T. nativa, T6 und zu einem geringen Anteil auch T. britovi in Wildtieren zu finden sind,
bietet das vorherige Einfrieren von Wildfleisch keinen vollstindigen Schutz vor einer
Infektion. Eine Gefahr stellt vor allem das Fleisch von Karnivoren dar, da dort die
Gefierresistenz hoch ist, wihrend sie in dem Fleisch von Haus- und Wildschweinen auf
wenige Tage reduziert ist (POZIO und KAPEL 1999). Wird gefrorenes Karnivorenfleisch aus
arktischen Gebieten in geméBigtere Regionen gebracht, besteht das Risiko, dass
gefrierresistente  Genotypen vom silvatischen auf den domestischen Zyklus iibertragen
werden, wenn das infizierte Fleisch von Hausschweinen oder synanthropen Tieren

aufgenommen wird (POZIO 2000a).

Ein weiteres Risiko fiir den Menschen stellen Fleischwaren dar, die durch Rauchern, Pokeln
oder Trocknen haltbar gemacht werden, da diese Verfahren nicht immer ausreichen, um
vorhandene Trichinenlarven abzutdten, vor allem dann, wenn die benétigte Zeit nicht

eingehalten wird oder die Salzkonzentration zu gering ist (POZIO 2000a).

37



Literatur

2.8 Trichinellose des M enschen

Die Trichinellose ist eine Zoonose mit weltweiter Verbreitung. Die Schwere der Erkrankung
und die Auspriagung der Symptome sind beim Menschen abhingig von der Anzahl der
aufgenommenen infektiosen Larven, der beteiligten Trichinenspezies und von der

Immunantwort.

2.8.1 Klinische Aspekte der Trichinellose

2.8.1.1 Praepatenz

Die Praepatenz kann variieren. Je kiirzer die Praepatenz ist, desto schwerer ist die
Verlaufsform der Trichinellose. Bei einer schweren Erkrankung betrigt sie etwa 7 Tage, bei
einer mittelschweren Erkrankung etwa 16 Tage und bei einer leichten Erkrankung kann sie
bis zu 21 Tage betragen (KOCIECKA, 2000). Den typischen Symptomen der Trichinellose
gehen 4 - 5 Tage mit leichtem Durchfall voraus, laut KOCIECKA (2000) ein
Selbstheilungsversuch des Korpers.

2.8.1.2 Klinischer Verlauf

Nach KASSUR und JANUSZKIEWICZ (1968) kann die Trichinellose in verschiedenen
Formen von schwer, mittelschwer, benigne, iiber die abortive Form bis asymptomatisch
verlaufen. Wéhrend eine sehr schwere Erkrankung durch das deutliche Ausbilden aller
Symptome, einschlieBlich metabolischer, kardiovaskuldrer und neurologischer Stérungen
charakterisiert sein kann, konnen bei einem weniger starken Krankheitsverlauf die Symptome
in unterschiedlich starker Ausprigung auftreten. Einzig eine Eosinophilie scheint immer
ausgeprigt zu sein und stellt bei einem asymptomatischen Verlauf oft das einzige Anzeichen

fiir eine Trichinellose dar.
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Bei vielen Patienten manifestiert sich das erste Stadium der Trichinellose akut und deutlich.
Zu Anfang der Erkrankung stellt sich bei den betroffenen Personen oft ein allgemeines
Unbehagen ein, das mit Kopfschmerzen, ansteigendem Fieber und starkem Schwitzen
verbunden ist. Fieber, Odeme der Augenlider sowie des Gesichtes und Muskelschmerzen sind
die typischen Symptome des akuten Stadiums. Gelegentlich kénnen auch Durchfille und
Blutungen (der Konjunktiven und des Fingernagelbettes) auftreten. Selten kommt es zu

neurologischen Ausfillen (KOCIECKA 2000).

Odeme der Augenlider und des Gesichtes sind typische Symptome der Trichinellose. Thre
Intensitét ist abhdngig von der Intensitét der allergischen Reaktion des Wirtes. Sie treten meist
symmetrisch auf und konnen sich innerhalb von 5 - 6 Tagen nach Beginn der Therapie
zuriickbilden. Bei verschiedenen Untersuchungen konnten in 17 - 100 % der Fille Odeme

festgestellt werden.

Muskelschmerzen konnen in diversen Muskelgruppen auftreten. Die Intensitét ist abhéngig

von der Schwere der Erkrankung.

Durchfall ist eines der typischen Symptome des Gastrointestinaltraktes, der mit Schleim
vermischt sein kann, jedoch meist kein Blut enthélt. Langanhaltender Durchfall fiihrt zu einer
Verschlechterung des Allgemeinbefindens der Patienten, gefolgt von einem Ungleichgewicht

der Elektrolyte im Blut und dem Verlust von Proteinen und Albumin.

Kardiovasculare Stérungen konnen bei Patienten mit mittelschwerer bis schwerer
Trichinellose auftreten. Sie entwickeln sich erst in der 3. - 4. Woche der Infektion. Zu den

Symptomen gehdren Herzschmerzen und Tachykardie (PAWLOWSKI 1983).

Neurologische Stérungen konnen sich in verschieden schweren Symptomen widerspiegeln,
die bis zu einer Meningitis reichen konnen. In fast allen Fillen werden Kopfschmerzen

vermerkt.
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Das spite Stadium der Trichinellose beginnt etwa 5 - 7 Wochen nach Beginn der Erkrankung,
wenn die Besiedlung des Diinndarms vortiber ist, die Larven im Muskelgewebe eingekapselt
sind und sich die metabolischen Prozesse in der Muskulatur wieder stabilisiert haben. Das
spéte Stadium ist dadurch gekennzeichnet, dass sich die Symptome der Erkrankung nach und

nach zuriickbilden und sich die Laborwerte wieder normalisieren.

2.8.2 Komplikationen

Zu Komplikationen kommt es entweder in der frithen oder der spdten Phase der Erkrankung.
Betroffen sind Patienten, die an einer mittel- bis schweren Trichinellose leiden und die

entweder nicht ordnungsgemal oder zu spit behandelt wurden.

Komplikationen der Atemsysteme treten in der spdten Phase der Trichinellose zwischen der 3.
und 7. Woche auf und duBlern sich in schwerer Pneumonie und Pleuritis. Komplikationen des
Herz- und Kreislaufsystems sind von Myocarditis und Thrombophlebitis geprigt. Zu einem
plotzlichen Tod kann es durch Embolien der Lungenarterien oder durch eine Tachykardie
kommen. Neurologische Komplikationen duBlern sich meist in Paresen und Paralysen. Bei

schwangeren Patienten kann es zu Aborten und Frithgeburten kommen.

2.8.3 Diagnose

Die Diagnose kann aufgrund verschiedener Faktoren getroffen werden:

1) Anamnese (Quelle der Infektion, Zeitpunkt, aufgenommene Menge an Larven,
Anzahl der betroffenen Patienten)

2) Klinische Interpretation (Erkennen der Symptome der Trichinellose, der
Schwere und der Verlaufsform der Erkrankung)

3) Labordiagnostik  (Untersuchung auf Leukozytose und Eosinophilie,
Immunologischer Nachweis von Antikorpern oder Antigenen, Untersuchung

von Muskelbiopsien)
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Typische Laborparameter bei der Labordiagnostik der Trichinellose sind die auftretende

Leukozytose und Eosinophilie.

Eine Leukozytose beginnt frith und steigt zwischen der 2. und 5. Woche der Erkrankung
massiv an, wobei sie Werte von 15.000 - 30.000 Leukozyten / mm? erreichen kann. Im
Verlauf der Erkrankung bildet sie sich zusammen mit den Symptomen der Trichinellose

allméhlich zuriick, wéhrend die Eosinophilie erhalten bleibt.

Die Eosinophilie ist ein Hauptmerkmal der Trichinellose und kann auch bei sehr leichten oder
sogar asymptomatischen Verlaufsformen nachgewiesen werden. Sie beginnt schon friih vor
dem Einsetzen der eigentlichen Symptome und steigt dann zwischen der 2. und 5. Woche an.
Sie kann unterschiedlich stark auf Werte von 1000 - 19.000 Zellen / mm? ansteigen, wobei die
eosinophilen Granulozyten 30, 60 oder 80 % der Leukozyten ausmachen konnen. Die
Eosinophilie bildet sich nur langsam zuriick und kann auf geringem Niveau von mehreren

Wochen bis zu 3 Monaten bestehen bleiben.

2.8.4 Therapie

Die wichtigste Grundlage fiir eine effektive Behandlung ist die schnelle Erkennung der
Trichinellose. Konnen schon frithzeitig Anthelminthica verabreicht werden, speziell in den
ersten 3 Tagen nach der Infektion, um die Larven aus dem Darm-Trakt zu eliminieren, kann
eine anschlieBende Besiedelung der Muskulatur und ein Fortschreiten der Erkrankung

verhindert werden.
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2.9 Wirtschaftliche Gesichtspunkte der Trichinellose

Die Trichinellose schldgt sich auch finanziell nieder: zum einen in den Kontrollen, die zum
Nachweis der Trichineniibertrdger notwendig sind und zum anderen in den Folgen einer
Infektion bei Mensch und Tier (POZIO 2000a). Obwohl die Trichinellose weltweit verbreitet
ist, ist die Uberwachung der potentiellen Wirtstiere, wie Hausschweine, Wildtiere oder auch
Pferde bisher nur in einer begrenzten Anzahl von Léndern vorgeschrieben. Selbst in den
Lindern, in denen die Untersuchung von Tierkdrpern obligatorisch ist, werden die Tiere

mitunter nicht vollstdndig oder ungeniigend untersucht (POZIO 2000a).

In den damaligen 15 Europidischen Mitgliedslindern wurden jdhrlich etwa 190 Millionen
Schweine geschlachtet und routineméBig auf Trichinen untersucht (POZIO 1998). Die Kosten
fiir den Nachweis dieser Erkrankung betragen etwa 3 US Dollar pro Schwein. Das bedeutet,
dass in der EU jahrlich etwa 570.000.000 US Dollar aufgewendet werden, um die
Schweinepopulation zu iiberwachen (POZIO 1998). Allein die Routineuntersuchung von
Pferden auf Trichinellose in Frankreich kostet jéhrlich etwa schon 5.000.000 US Dollar, wenn
fiir die Untersuchung eines Pferdes ca. 10 US Dollar veranschlagt werden. Bei der
Untersuchung von Wildtieren (insbesondere Wildschweinen) kommen zusétzlich noch etwa 3
US Dollar pro untersuchtem Tier hinzu (POZIO 2000a). Uber die Anzahl der jihrlich

untersuchten Wildtiere stehen allerdings keine genaueren Angaben zur Verfiigung.

Zuséatzlich muss der potentielle Wert der Tierkorper beriicksichtigt werden, die jéhrlich auf
Grund einer Infektion mit Trichinellose vernichtet werden. Wéhrend der Verlust durch die
Tierkdrper in den Ldndern der EU sehr gering ist, stellt er in Léndern, in denen die
Trichinellose endemisch ist, wie z.B. Argentinien, Kroatien, Georgien, Ruménien usw. eine
wichtige wirtschaftliche Grofle dar (POZIO 2000a). Die Kosten pro infizierten Menschen
werden in den USA auf etwa 6.000 US Dollar (ROBERTS et al. 1994), in Frankreich auf
etwa 3.000 US Dollar (ANCELLE et al. 1990) geschitzt.

Die hohen Kosten der Routineiiberwachung auf Trichinellose konnten durch eine
Vereinfachung der Trichinenuntersuchung verringert werden. In den letzten 40 Jahren waren
Human-Trichinellosen in den Mitgliedstaaten der EU nie auf Schweine aus industriellen
Haltungen, sondern stets auf Schweine aus okologischen Kleinhaltungen zuriickzufiihren. Zur

Zeit stammen etwa 75 % der in der EU geschlachteten Schweine aus industriellen Haltungen
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mit mehr als 400 Tieren pro Betrieb. Damit kommen etwa 140 Mio., der 190 Mio. Schweine,
die jéhrlich in der EU geschlachtet werden aus industriellen Haltungen (POZIO 1998). Mit
der Anderung der Trichinelloseiiberwachung kénnen so jihrlich etwa 420 Mio. US Dollar

eingespart werden.

Schon nach der alten Gesetzgebung (Richtlinie 64/433/EWG, Artikel 6, Absatz 2), die 2005
abgeldst wurde, konnte die Trichinenuntersuchung am Schlachthof unterbleiben, sofern die
Trichinenfreiheit durch epidemiologische Untersuchungen nachgewiesen wurde und die
lebenden und geschlachteten Tiere einem wirksamen Nachweis- und Uberwachungsverfahren

unterlagen. Die praktische Umsetzung des Gesetzes war jedoch auf Grund fehlender Kriterien

damals noch nicht mdglich (NOCKLER 2000).
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2.10 Haltung von Schweinen in Deutschland und der Europaischen Union

2003 gab es in den 25 EU-Léndern 9,9 Mio. landwirtschaftliche Betriebe, die zusammen eine
landwirtschaftlich genutzte Fliche von 156 Mio. ha bewirtschafteten. Die groften Anteile
hatte Frankreich mit 18 %, Spanien mit 16 % und Deutschland mit 11 %. 39 % aller
Agrarbetriebe waren Kleinbetriebe mit weniger als 2 ha landwirtschaftlich genutzter Fliche.
Sie bewirtschafteten in der EU aber nur 2 % der Flichen. Italien wies mit 28 % und Polen mit
24 % den groBten Anteil dieser 3,9 Mio. Kleinbetriebe auf. GroBbetriebe, die mehr als 100 ha
bewirtschafteten, machten in der EU nur einen Anteil von weniger als 3 % aus, verfiigten aber
iiber 45 % der Landwirtschaftflache. 30 % dieser Betriebe befanden sich in Frankreich, 18 %

in Spanien, 14 % in England und 10 % in Deutschland.

Unterschiede zwischen den einzelnen Lindern zeigten sich auch in der durchschnittlichen
FlachengroBe der Betriebe. Die Spannweite reichte von etwa 1 ha auf Malta bis zu 79 ha in
der Tschechischen Republik. Der EU-weite Durchschnitt betrug 16 ha. Wéhrend in
Deutschland die genutzte Fliche pro Betrieb von 2000 bis 2003 von 36 auf 41 ha (um 13 %)
anstieg, lagen zum Teil bedeutende Agrarproduzenten, wie Griechenland (5 ha), Polen (7 ha)

oder Italien (7 ha) weit unter dem Durchschnitt.

In fast allen EU-Léndern hat die Zahl der landwirtschaftlichen Betriebe in den vergangenen
Jahren abgenommen. Dabei blieb die landwirtschaftlich genutzte Flache insgesamt nahezu
konstant, d. h. es ist ein kontinuierlicher, heute noch andauernder Strukturwandel hin zu

groferen Betriebsstrukturen festzustellen. (STATISTISCHES BUNDESAMT 2006).

Mit dem anwachsenden Umwelt- und Erndhrungsbewusstseins der Verbraucher gewinnt der
Markt fiir ©Okologisch erzeugte Lebensmittel in der EU zunehmend an Bedeutung
(STATISTISCHES BUNDESAMT 2006). Die 6kologische Landwirtschaft hat sich in den
Landern der EU bisher sehr unterschiedlich entwickelt, wobei jedoch ihre Bedeutung in den
meisten EU-Léndern von 2000 - 2003 zunahm. 2003 hatte Schweden den grofiten Anteil an
landwirtschaftlichen Betrieben in der EU:

- Schweden 22,2 %  (15.040 landwirtschaftliche Betriebe)
- Osterreich 10,3 %  (17.880 landwirtschaftliche Betriebe)
- Finnland 5,7 % (4.280 landwirtschaftliche Betriebe)
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- Déanemark 5,3 % (2.600 landwirtschaftliche Betriebe)
Deutschland 2,8 %  (11.420 landwirtschaftliche Betriebe)

Was die Schweinehaltung anbelangt, wurden im November 2006 in Deutschland 26,8 Mio.
Schweine in 83.000 Betrieben registriert. Insgesamt wurden 2006 etwa 46,6 Mio. Schweine in
Deutschland geschlachtet. Von 1999 bis 2003 stieg in Deutschland sowohl die Anzahl der
okologisch wirtschaftenden Schweinebetriebe als auch der Schweinebestand der 6kologischen

Betriebe an (Tabelle 2.6).

Tabelle 2.6: Schweinebestand in Betrieben mit 6kologischem Landbau (Statistisches Jahrbuch
2006)

Jahr Anzahl der Betriebe Anzahl der Schweine

1999 2.386 117.061

2001 2.377 140.782

2003 2431 144.882
Okologische Haltung

Um eine einheitliche Herstellung von Okologisch erzeugten Lebensmitteln in der EU zu
gewihrleisten, wurde bereits 1991 die Verordnung (EWG) Nr. 2092/91 des Rates vom 24.
Juni 1991 Uber den dkologischen Landbau und die entsprechende Kennzeichnung der
landwirtschaftlichen Erzeugnisse und L ebensmittel verabschiedet.

Hier sind gemeinschaftliche Rahmenvorschriften fiir die Erzeugung, Etikettierung und die
Kontrolle im okologischen Landbau festgelegt, wobei vorerst nur die Herstellung von
pflanzlichen Lebensmitteln geregelt wurde. Erst 1999 wurde mit der Verordnung (EG) Nr.
1804/99 des Rates vom 19. Juli 1999 zur Einbeziehung der tierischen Erzeugung in den
Geltungsbereich der Verordnung (EWG) Nr. 2092/91 Uber den dkologischen Landbau
und die entsprechende Kennzeichnung der landwirtschaftlichen Erzeugnisse und
Lebensmittel die Tierhaltung mit einbezogen. Damit ist nun seit August 2000 auch die

okologische Tierhaltung in der Européischen Union einheitlich geregelt.
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Seit dem 01.01.2009 sind nun zwei neue Verordnungen in Kraft. Die Verordnung (EG) Nr.
834/2007 des Rates vom 28. Juni 2007 Uber die 6kologische/biologische Produktion und
die Kennzeichnung von 6kologischen/biologischen Erzeugnissen und zur Aufhebung der
Verordnung (EWG) Nr. 2092/91 enthilt, um einige Ziele und Grundsétze erweitert, die
Vorgaben der alten Verordnung. Hier sind auch die Grundregegeln zur Tierhaltung festgelegt.
Laut Artikel 14 Absatz 1 Buchstabe b Ziffer iii ,,miissen die Tiere stindigen Zugang zu
Freigelidnde, vorzugsweise zu Weideland haben, wann immer die Witterungsbedingungen und
der Zustand des Bodens dies erlauben®, sofern keine Einschriankungen und Pflichten zum

Schutz der Gesundheit von Mensch und Tier bestehen.

Die Verordnung (EG) Nr. 889/2008 der Kommission vom 5. September 2008 mit
Durchfihrungsvor schriften zur Verordnung (EG) Nr. 834/2007 des Rates Uber die
okologische/biologische Produktion und die Kennzeichnung von 6kologischen/
biologischen Erzeugnissen hinsichtlich der 0kologischen/biologischen Produktion,
Kennzeichnung und Kontrolle entspricht in etwa den bisherigen Anhidnge der Verordnung
(EWG) Nr. 2092/91. Kapitel 2 Abschnitt 2 regelt die Grundsitze der Haltungspraktiken.

Wihrend die Angaben zur Stallhaltung recht prézise sind, bleiben die Vorgaben zu den
Auslédufen allgemein. Freigeldnde kann teilweise liberdacht sein (Artikel 14, Abschnitt 2). In
Gebieten, in denen die Klimaverhiltnisse die Haltung der Tiere im Freien zulassen, sind
Stallungen nicht vorgeschrieben (Artikel 10, Abschnitt 2). Schweinen miissen
,Bewegungsflichen zum Misten und zum Wiihlen zur Verfiigung stehen* (Artikel 11,

Abschnitt 6).

In einem Ubergangszeitraum bis 2010 ist die Endmast von Schweinen in Stallhaltung

zugelassen, wenn zweimal jéhrlich eine Kontrolle stattfindet (Artikel 95, Abschnitt 3).

Im Anhang III sind Angaben {iber die Anzahl der Tiere und die GroBe der AuBenflichen
festgelegt (Tabelle 2.7).
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Tabelle 2.7: Mindeststall- und -auBlenfldchen fiir die Unterbringung von Schweinen nach der

VO 834/2007

Tiere Stallfliche AuBenflache*
Lebendgewicht Mindestflache Mindestflache
(Kg) (m?/ Tier) (m?/ Tier)
Ferkel bis 30 0.6 0.4
(liber 40 Tage alt)
Mastschweine bis 50 0.8 0.6
bis 85 1,1 0,8
bis 110 1,3 1,0
Zuchtschweine (weiblich) 2,5 1,9
(méannlich) 6,0 8,0
Sauen sdugend mit Ferkeln | 7,5 2,5
(bis 40 Tage alt)

* Freilandflachen, ausgenommen Weidefldchen
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2.11 Rechtliche Vorgaben zur Trichinenunter suchung

Seit dem 01.01.2006 ist in allen Mitgliedstaaten der Europdischen Union das ,,EU-
Hygienepaket® in Kraft, das aus mehreren direkt geltenden Verordnungen besteht. Damit ist
das alte Hygienerecht abgeldst. Im Zuge dieser Verdnderungen kommt es zu einem
Funktionswandel der Lebensmitteliiberwachung, von einer ,nachlaufenden zu einer
praventiven Kontrolle. Im Folgenden werden die neuen gesetzlichen Vorgaben aus dem EU-

Recht zur Untersuchung auf Trichinen dargestellt:

2.11.1 Verordnung (EG) Nr. 854/2004

Laut Verordnung (EG) Nr. 854/2004 des Europaischen Parlaments und des Rates vom
29. April 2004 mit besonderen Verfahrensvorschriften fir die amtliche Uberwachung
von zum menschlichen Verzehr bestimmten Erzeugnissen tierischen Ur sprungs (Anhang
I, Abschnitt 1V, Kapitel IX, Buchstabe C) miissen alle Schlachtkdrper von Schweinen
(Hausschweine, Farmwildschweine und frei lebende Wildschweine), Einhufern und anderen
Tierarten, die Tridger von Trichinen sein konnen, geméf den geltenden gemeinschaftlichen
Rechtsvorschriften auf Trichinen untersucht werden und das Fleisch von mit Trichinen

infizierten Tieren fiir genussuntauglich erklirt werden.
Nach Artikel 18 dieser Verordnung konnen jedoch unbeschadet der allgemeinen Giiltigkeit
Durchfiihrungsbestimmungen und Anderungen der Anhiinge erlassen werden. Nach Artikel 9

und 10 betrifft dies auch die Kéltebehandlung von Fleisch und die Voraussetzungen, unter

denen Betriebe und Gebiete amtlich als frei von Trichinen erklart werden konnen.

2.11.2 Verordnung (EG) Nr. 2075/2005

Die Verordnung (EG) Nr. 2075/2005 der Kommission vom 5. Dezember 2005 mit
spezifischen Vorschriften fur die amtlichen Fleischuntersuchungen auf Trichinen gilt
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ebenfall seit dem 1. Januar 2006, die bis dahin geltende Richtlinie 77/96/EWG ist
aufgehoben.

Die Untersuchungspflicht auf Trichinen ist in Artikel 2 geregelt. Geméll Absatz 1 miissen
den Schlachtkérpern von Hausschweinen im Rahmen der Fleischuntersuchung Proben
entnommen und mit einer Digestionsmethode untersuchen werden. Das gleiche gilt fiir die
Schlachtkdrper von Pferden, Wildschweinen, Zuchtwild und frei lebendem Wild, die Tréger

von Trichinen sein konnen.

Sollte bei den Untersuchungen ein positiver Trichinenbefund auftreten, tritt ein von dem
Mitgliedstaat erarbeiteter Notfallplan (Artikel 7) in Kraft. Der Notfallplan enthdlt ndhere
Angaben iiber:

- die Riickverfolgbarkeit infizierter Schlachtkorper

- MaBnahmen zum Umgang mit infizierten Schlachtkorpern

- die Ermittlung der Infektionsursache und Verbreitung bei frei lebenden Tieren
- MaBnahmen im Einzelhandel und beim Verbraucher

- Bestimmung der Trichinenart

Der Einsatz einer serologischen Methode ist ebenfalls mdglich, sobald ein geeignetes

Testverfahren vom Gemeinschaftsreferenzlabor validiert wurde.

Zusitzlich sind jedoch bestimmte Ausnahmen von der Untersuchungspflicht moglich
(Artikel 3) fiir:

1) Schweinefleisch, das einer Gefrierbehandlung gemifl Anhang II unterzogen
wurde
2) Hausschweine, die aus einem Betrieb stammen, der von der zustindigen

Behorde amtlich als trichinenfrei anerkannt wurde (Absatz 2, Buchstabe a)
3) Hausschweine, die aus einer Region stammen, in der das Risiko von Trichinen

amtlich als vernachldssigbar gering anerkannt wurde (Absatz 2, Buchstabe b)
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Eine Gefrierbehandlung (Anhang II) ist nur fiir Hausschweine zugelassen, da bei Wild und

Pferd vorkommende Trichinenarten durch die Gefrierbehandlung nicht abgetotet werden.

Folgende Vorraussetzungen sind durch Betriebe, die amtlich als trichinenfrei anerkannt
wer den, zu erfiillen (Artikel 8, Anhang IV, Kapitel I und Kapitel II):

- Ein dokumentiertes Schidlingsbekdmpfungsprogramm gegen Nagetiere muss
durchgefiihrt werden.

- Futtermittel sind gemal der Verordnung (EG) Nr. 183/2005 des Europdischen
Parlaments und des Rates vom 12. Januar 2005 herzustellen und so zu lagern,
dass Nagern kein Zutritt moglich ist, oder einer Wirmebehandlung zu
unterziehen.

- Verendete Tiere sind innerhalb von 24 Stunden zu entsorgen, verendete Ferkel
diirfen bis zur Entsorgung in verschlossenen Rédumen gesammelt und gelagert
werden.

- Befindet sich in der Ndhe des Betriebes eine Miilldeponie, muss dies gemeldet
werden.

- Zugekaufte Schweine miissen aus offiziell als ,trichinenfrei anerkannten
Haltungen (integrierte Produktionssysteme mit kontrollierten Haltungs-
bedingungen) stammen oder bis zum Vorliegen des negativen Ergebnisses
einer serologischen Untersuchung in Isolation gehalten werden.

- Alle Schweine miissen gekennzeichnet sein.

- Schlachtschweine diirfen keinen Zugang zu Freigehegen haben. Ausnahmen
sind nur unter bestimmten Vorraussetzungen wéhrend der ersten

Lebenswochen vor der Ablaktation mdglich.

Die zustidndigen Behorden konnen auch in Mitgliedstaaten, in denen in den letzten 10 Jahren
Trichinen bei Hausschweinen nachgewiesen worden sind, einen Betrieb als trichinenfrei

anerkennen (Anhang IV, Kapitel II, Buchstabe A):

- Vor der Registrierung miissen mindestens 2 Kontrollen durchgefiihrt und alle
geschlachteten Schweine in den letzten 24 Monaten negativ auf Trichinen

getestet worden sein.

50



Literatur

- In der Region muss ein ,risikobasiertes Uberwachungssystem fiir frei lebende

Tiere* bestehen.

Alle als trichinenfrei anerkannten Betriebe miissen regelméfig durch die zustindige Behorde
kontrolliert werden. Zuséatzlich stellt die Behorde sicher, dass alle Zuchtsauen und -eber aus

solchen Betrieben auf Trichinen untersucht werden (Artikel 10).

Ein Mitgliedstaat kann unter folgenden Voraussetzungen eine Region mit
vernachlassigbarem Trichinenrisiko amtlich anerkennen (Artikel 3, Absatz 2, Buchstabe
b):

- Eine Notifizierung und ein erster Bericht, der verschiede Angaben {iber
untersuchte Tiere, Untersuchungsverfahren und die Ergebnisse verschiedener
Untersuchungen und  Uberwachungsprogramme  einschlieBlich  des
Vorkommens (eingeschleppter und autochthoner) Krankheitsfille beinhaltet,
muss an die Kommission und die anderen Mitgliedstaaten tibermittelt werden.

- Wird die Region anerkannt, muss dieser Bericht jahrlich von den zustidndigen

Behorden verfasst und bei der Kommission eingereicht werden.

Die zustindige Behdrde muss ein Uberwachungsprogramm (Artikel 11) fiir Hausschweine,
Pferde und andere fiir Trichinen empfangliche Tierarten aus als trichinenfrei anerkannten
Betrieben oder aus Regionen, in denen die Gefahr des Auftretens von Trichinen bei
Schweinen als vernachldssigbar anerkannt ist, festlegen, um sicherzustellen, dass diese Tiere

tatsichlich frei von Trichinen sind.

Fiir das Uberwachungsprogramm werden Fleischproben von verschiedenen Indikator-
Tierarten entnommen und mit einer Digestionsmethode untersucht. Die zu untersuchende
Tierart, die Anzahl der untersuchten Tiere, die Haufigkeit der Tests und ein

Probenentnahmeplan miissen im Uberwachungsprogramm festgelegt werden.
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Fir die Einfuhr (Artikel 13/14) gilt, dass das Fleisch von Trichinellose anfélligen Tierarten,
das (quer-gestreifte) Skelettmuskeln enthdlt und aus einem Drittland kommt, nur dann in die
Europdische Gemeinschaft eingefiihrt werden darf, wenn es vor der Ausfuhr in dem
betreffenden Drittland auf Trichinen untersucht wurde. Ausnahmen gelten fiir Hausschweine,
die aus einem Betrieb stammen, der von der Gemeinschaft als trichinenfrei anerkannt wurde,

oder die bereits einer Gefrierbehandlung unterzogen worden sind.

Die Moglichkeit einer Ausnahme von der Trichinenuntersuchung gilt nach dieser Verordnung
fast ausschlieBlich fiir Schweine aus industriemdfigen Haltungen. Schweine aus dkologischen
und alternativen Haltungen mit Zugang zu Freigehegen nach der Ablaktation miissen nach

wie vor direkt am Schlachthof auf Trichinen untersucht werden.
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2.12 Unter suchungsmethoden

Der Nachweis von Trichinella erfolgt durch direkte und indirekte Methoden. Bei den direkten
Methoden, wie Trichinoskopie und Digestionsmethode, wird die Trichinenlarve (L1)
unmittelbar in einem Stiick Muskulatur oder nach Digestion der Muskulatur sichtbar gemacht.
Bei den indirekten Methoden, wie z.B. dem ELISA, handelt es sich um serodiagnostische

Tests zum Nachweis spezifischer Antikrper (EUROPEAN COMMISSION 2001).

Schon in den 1860ern schafften Friedrich Albert Zencker und Rudolf Virchow mit der
Erforschung der Trichinellose die Grundvoraussetzung fiir die spdtere staatliche
Untersuchung in Deutschland (NOCKLER et al. 2000). Die Trichinoskopie wurde erstmals
1863 in Deutschland eingesetzt (BLANCOU 2001), jedoch nur zur Untersuchung einzelner
Tiere genutzt. Zu dieser Zeit war die Trichinellose in Europa und den USA weit verbreitet,
wobei auch zahlreiche Félle von Humantrichinellose zu verzeichnen waren (BLANCOU
2001). Erst mit der Entwicklung der Digestionsmethode verlor die Trichinoskopie in den
1970ern und 1980ern in Europa zunehmend an Bedeutung. Obwohl die Digestionsmethode
effizienter, zuverldssiger und billiger ist, ist die Trichinoskopie in manchen Osteuropéischen
Landern noch stark verbreitet (EUROPEAN COMMISSION 2001). Auch in Westeuropa wird

sie bis heute gelegentlich bei der Untersuchung von Wild und einzelner Tiere angewandt.

Heute ist die Digestion in allen EU-Léndern als Standarduntersuchungmethode bei der
Routineuntersuchung und der Untersuchung von Importfleisch aus Drittstaaten
vorgeschrieben. Zusétzlich werden die indirekten Methoden bei der epidemiologischen

Untersuchung von Wildtieren und Wirten, die als Reservoir dienen, genutzt.

Neben den direkten Methoden wurden in den letzten 2 Jahrzehnten zunehmend
serodiagnostische Methoden entwickelt und verbessert (NOCKLER et al. 2000). Es ist
generell akzeptiert, dass die momentanen serodiagnostischen Methoden die klassische
Digestion  nicht  komplett ersetzen  konnen, allerdings konnen sie  bei
Uberwachungsprogrammen auf Bestandsebene und fiir epidemiologische Studien bei

Wildtieren genutzt werden (NOCKLER et al. 2000).
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2.12.1 Direkte M ethoden

Die direkten Methoden sind bisher Teil der Routineuntersuchung auf Trichinellose, wobei den
Tierkdrpern nach der Schlachtung Muskelproben entnommen werden. Dabei héngt die
Sensitivitit von der Grofle der Proben, dem Ort der Probenentnahme und der Wahl der
Methode ab. Die Grofle der Muskelprobe muss der gewéhlten Sensitivitit angepasst sein. Um
bei einem Schwein mit Hilfe einer Digestionsmethode eine Trichineninfektion von 1 - 3
Larven / g nachzuweisen, sollte mindestens 1 g Muskulatur untersucht werden. Eine grofere
Probenmenge erhoht die Wahrscheinlichkeit, dass auch geringere Infektionsdosen
nachgewiesen werden (EUROPEAN COMMISSION 2001). Der Ort der Probenentnahme
hingt von den jeweiligen Pradilektionsstellen ab. Die Pridilektionsstellen eines Wirtes
konnen je nach Tierart voneinander abweichen und sind nach KAPEL (2000b) abhéngig von

dessen Erndhrungsweise (karnivor, herbivor oder omnivor):

Hausschwein (T. spiralis): Diaphragma, Zunge, M. masseter (GAMBLE 1996;
FORBES und GAJADHAR 1999)

- Hausschwein (T. britovi): Diaphragma, Zunge, M. masseter und zusitzlich
Nackenmuskulatur (KAPEL et al. 1998)

- Pferd (experimentell mit T. spiralis): Zunge, M. masseter (SOULE et al. 1989;
SOULE et al. 1993a; GAMBLE et al. 1996)

- Pferd (T. spiralis): vor allem die Kopfmuskeln, Zunge, M. masseter (POZIO et
al. 1998)

- Gefliigel (T. pseudospiralis): Kopfmuskulatur, Nackenmuskulatur, M. masseter
(NOCKLER et al. 2000)

Eine Muskelbiopsie, etwa im Rahmen einer ante-mortem Untersuchung entnommen, ist
schwierig und wird nur selten durchgefiihrt. Direkte Methoden werden in epidemiologischen
Studien, vor allem zur Untersuchung von sogenannten Indikatortieren verwendet. Dabei wird
die Eignung der Wirte als Reservoir fiir verschiedenen Trichinellaspezies und ihre

Wichtigkeit im domestischen und silvatischen Zyklus untersucht (NOCKLER et al. 2000).
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Die direkten Methoden, die bei der Routineuntersuchung angewendet werden, sind primér
entwickelt worden, um eine klinische Trichinellose des Menschen zu verhindern, konnen

jedoch eine Infektion an sich nicht véllig ausschlieBen (NOCKLER et al. 2000).

2.12.1.1 Trichinoskopie

Die Trichinoskopie ist eine direkte Nachweismethode, bei der haferkorngrof3e
Fleischstiickchen zwischen den Gldsern eines Kompressorium (Quetschglas) gequetscht und

dann mit Hilfe eines Glithlampentrichinoskops oder eines Mikroskops durchleuchtet werden.

Laut Verordnung (EG) Nr. 2075/2005 der Kommission vom 5. Dezember 2005 mit
spezifischen Vorschriften fiir die amtlichen Fleischuntersuchungen auf Trichinen kann die
Trichinoskopie in den Mitgliedslandern der Europdischen Union nur noch bis zum 31.
Dezember 2009 in bestimmten Ausnahmefdllen fiir Haus- und Wildschweine unter den

folgenden Bedingungen genehmigt werden:

- wenn einzelne Schlachtkorper separat in einem Betrieb untersucht werden
miissen, der nicht mehr als 15 Hausschweine pro Tag oder 75 Hauschweine pro
Woche schlachtet oder nicht mehr als 10 Wildschweine pro Tag verarbeitet

- keine Digestionsmethoden verfiigbar sind

- wenn das Fleisch durch eine bestimmte Genusstauglichkeitskennzeichnung
gekennzeichnet wird

- wenn das Fleisch nicht fiir die Herstellung von Produkten verwendet wird, bei

deren Produktionsprozess Trichinen nicht sicher abgetotet werden (Artikel 16)

In Anhang I, Kapitel III der Verordnung wird die Trichinoskopie detailliert beschrieben.
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1) Probenentnahme

Hausschwein: Sind beide Zwerchfellspfeiler vorhanden, sind jeweils 28
haferkorngroBe Stiickchen aus beiden Teilen am Ubergang vom muskuldsen in
den sehnigen Teil zu entnehmen, pro Schlachtkérper also 56 Stiickchen. Ist nur
ein Zwerchfellspfeiler vorhanden, sind 56 Stiicke an verschiedenen Stellen am
Ubergang vom muskuldsen in den sehnigen Teil zu entnehmen.

Wildschwein: Es werden die gleichen Proben wie beim Hausschwein
entnommen, zusitzlich ist vom Kiefer, der Unterschenkelmuskulatur, der
Zwischenrippenfellmuskulatur und der Zungenmuskulatur je eine Probe zu
entnehmen. Die zusdtzlichen 4 Proben werden in je 7 haferkorngrofie
Stiickchen zerteilt, was zusammen mit den Proben aus den Zwerchfellspfeilern,
insgesamt 84 Stiickchen pro Schlachtkdrper ergibt.

Fleischteile: Es sind 4 haselnussgrof3e Proben von quer gestreifter Muskulatur,
moglichst fettfrei, an verschiedenen Stellen in der Ndhe von Knochen oder
Sehnen zu entnehmen. Jede Probe wird in je 14 haferkorngroBe Stiickchen,

also 56 Stiickchen pro Fleischteil, zerteilt.

2) Untersuchung

Bei der Untersuchung muss jedes Prédparat bei 30- bis 40facher Vergroferung langsam und

sorgfiltig durchgemustert werden. Die Mindestuntersuchungszeit betrigt 6 Minuten. Von

einem Untersucher diirfen pro Tag hochstens 840 Stiickchen untersucht werden, was 15

Hausschweinen oder 10 Wildschweinen entspricht. Fallen bei der Trichinoskopie verdichtige

Bereiche auf, miissen diese mit der stidrksten Vergroferung (80- bis 100fach) untersucht

werden. Positive Proben miissen mit einer Digestionsmethode nachuntersucht werden (Artikel

6, Absatz 1, Buchstabe b).

56



Literatur

2.12.1.2 Digestionsmethode

Bei der Digestion handelt es sich um eine direkte Nachweismethode, bei der Fleischproben
mit Hilfe von Pepsin und Salzsidure wéhrend einer bestimmten Zeitdauer und Temperatur
kiinstlich verdaut werden, wobei eventuell vorhandene Trichinenlarven freigesetzt werden.

Trichinellalarven kénnen in der Verdauungsfliissigkeit bis zu 24 h lang tiberleben.

In der Verordnung (EG) Nr. 2075/2005 der Kommission vom 5. Dezember 2005 mit
spezifischen Vorschriften fiir die amtlichen Fleischuntersuchungen auf Trichinen ist
vorgeschrieben, dass alle auf Trichinen zu untersuchenden Tiere mit einer Digestionsmethode

untersucht werden miissen (Artikel 2, Absatz 1 und Artikel 6, Absatz 1).

Als Referenznachweismethode ist das Magnetrithrverfahren fiir die kiinstliche Verdauung von
Sammelproben nach Anhang I, Kapitel I vorgesehen. Als gleichwertige Methoden sind 3

weitere Digestionstionsmethoden erlaubt (Anhang I, Kapitel II):

- die mechanisch unterstiitzte Methode der kiinstlichen Verdauung von
Sammelproben (Sedimentationstechnik)

- die mechanisch unterstiitzte Methode der kiinstlichen Verdauung von
Sammelproben (,,On-Filter-Isolation“-Technik)

- das automatische Verdauungsverfahren fiir Sammelproben bis zu 35 g

1) Probenentnahme

- Hausschwein: Eine mindestens 1 g schwere Probe ist aus dem Zwerchfells-
pfeiler am Ubergang vom muskuldsen in den sehnigen Teil zu entnehmen. Bei
Zuchtsauen und Zuchtebern muss die Probe 2 g betragen. Fehlen die
Zwerchfellspfeiler, ist je eine Probe mit dem doppelten Gewicht aus dem
Rippenstiick, dem Brustbeinstiick des Zwerchfells, dem Kaumuskel oder dem
Bauchmuskel zu entnehmen.

- Fleischteile: Fleischteilen ist eine mindestens 5 g schwere, fettarme Probe aus
quer gestreiftem Muskelfleisch in der Ndhe von Knochen und Sehnen zu

entnehmen
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Wildschwein: Dem Antebrachium, der Zunge oder dem Zwerchfell ist eine
Probe von mindestens 10 g zu entnehmen.

Pferd: Dem Zungen- oder Kiefermuskel ist eine Probe von mindestens 10 g zu
entnehmen. Fehlt diese Muskulatur, ist eine grofere Probe aus einem
Zwerchfellpfeiler am Ubergang vom muskuldsen in den sehnigen Teil zu
entnehmen.

Anderes Wild: Anderem Wild als Wildschweinen ist an der Pridilektionsstelle
eine 10 g schwere Probe zu entnehmen. Ist diese Muskulatur nicht vorhanden,
ist an einer anderen Stelle eine grofBere Menge zu entnehmen.
Pradilektionsstellen sind beim Biren Zwerchfell, Kaumuskel und Zunge, beim
Walross die Zunge, beim Krokodil Kaumuskel, Musculi pterygoidei und die
Zwischenrippenmuskulatur und bei Vogeln die Kopfmuskeln (z.B.

Kaumuskeln und Halsmuskulatur).

2) Untersuchung

In einem Ansatz kénnen bis zu 100 g Fleisch gleichzeitig untersucht werden. Kommt es bei

der Untersuchung der Sammelprobe zu einem verdichtigen oder positiven Befund, werden

20 g Proben von je 5 Schweinen gemeinsam untersucht, ist das Ergebnis auch dann positiv,

wird von jedem Schwein eine 20 g Probe einzeln untersucht. Die isolierten Trichinenlarven

konnen dann in einem Referenzlabor ndher bestimmt werden.

2.12.1.3 PCR (Polymer ase Chain Reaction)

Bandi et al. (1993) wies zum ersten Mal die Moglichkeit auf, einzelne Muskellarven von

Trichinella mit Hilfe einer PCR zu identifizieren. Die PCR ist hoch sensitiv und wurden in

den folgenden Jahren immer weiter zur Genotypisierung von Trichinenspezies entwickelt

(EUROPEAN COMMISSION 2001):
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- Nachweis von spezifischen Genen (NAGANO et al. 1999)

- RAPD-Analyse (random amplified polymorphic DNA (DUPOUY-CAMET et
al. 1994b; BANDI et al. 1995)

- Multiplex PCR (ZARLENGA et al. 1999)

Von den oben genannten wird die Multiplex PCR am hédufigsten verwendet, da ihre einfache
Vorgehensweise schneller und einfacher zu interpretieren und sie daher ideal fiir

epidemiologische Untersuchungen ist (ZARLENGA et al. 1999).

2.12.2 Indirekte M ethoden

Bei den indirekten Methoden handelt es sich um serologische Tests, die auf den Nachweis

von Antikorpern gegen Trichinellaantigene basieren.

Mit Hilfe einer serologischen Methode kénnen Trichinella-spezifische Antikérper schnell im
Blut vor oder nach der Schlachtung nachgewiesen werden. Sie weisen eine hohe Sensitivitét

auf, so dass auch niedrige Infektionsdosen von 1 Larve / 100 g nachgewiesen werden kdnnen

(EUROPEAN COMMISSION 2001; NOCKLER et al. 2000).

In experimentell infizierten Hausschweinen, Wildschweinen und Fiichsen konnte ein enger
Zusammenhang zwischen dem Vorkommen von Muskellarven und einem nachweisbaren

Titer von Antikorpern festgestellt werden (KAPEL and GAMBLE 2000; KAPEL 2001).

Antikorper konnen bei Schweinen mit einer hohen Infektionslast nach etwa 2,5 - 3 Wochen
im Blut nachgewiesen werden (KAPEL und GAMBLE 2000). Bei Schweinen mit einer
leichten Infektion von < 1 Larve pro Gramm sind Antikdrper erst nach 4 - 7 Wochen

nachweisbar (GAMBLE 1996).

Somit besteht wihrend der ersten Phase der Infektion ein ,,diagnostisches Fenster*, wéihrend
dessen keine Antikdrper im Blut eines infizierten Tieres nachzuweisen sind (NOCKLER et al.

1995; 2000). Seropositive Hausschweine, Wildschweine und Fiichse bleiben ihr Leben lang
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seropositiv, wihrend in Langzeitstudien nachgewiesen werden konnte, dass die
Antikorperkonzentration bei Pferden mit der Zeit abnimmt (EUROPEAN COMMISSION
2001). Nach 15 bis 25 Wochen waren bei experimentell infizierten Pferden keine Antikorper
mit immundiagnostischen Tests mehr nachweisbar (SOULE et al. 1993b, BOIREAU et al.
2000). Zu falsch negativen Ergebnissen kann es auflerdem dann kommen, wenn der Wirt
durch wenig virulente Stamme (z.B. T. britovi in Schweinen) infiziert wurde oder die

Infektionsdosis nur gering war (GAMBLE 1996; 1998).

Wesentlich fiir den Nachweis von Antikorpern ist das verwendete Antigen. In den 1970igern
wurden somatische Antigene zum Nachweis von Antikorpern in Schweinen eingesetzt
(RUITENBERG und VAN KNAPEN 1977). Aus dem gesamten K&rper der Trichinenlarve 1
werden Larvenextrakte durch Digestion gewonnen. Somatische Antigene werden nicht mehr
verwendet, da sie eine hohe Wahrscheinlichkeit fiir Kreuz-Reaktionen mit verschiedenen
Nematoden, wie Toxocara und Anisakis spp., aufweisen. Seit den 1980igern wird
Exkretorisch-sektretorisches (E/S) Antigen verwendet, wodurch die Spezifitit des ELISA
wesentlich erhoht wurde. Dabei handelt es sich um metabolische Produkte von in vitro
kultivierten Trichinenlarven (GAMBLE et al. 1983). Die Antigene bestehen aus einer Gruppe
von strukturell dhnlichen Glykoproteinen, die zur so genannten TSL-1 Gruppe gehdren. Diese
kommen in Stichizytenzellen auf der Oberflache der Kutikula vor und werden aktiv durch die

Larve 1 sezerniert (GAMBLE et al. 2004).

Die Untersuchung von Blutserum wird bevorzugt, allerdings kann auch Vollblut oder
Gewebesaft beim ELISA verwendet werden. Blut sollte nach dem Abnehmen gerinnen und
das Blutserum bei - 20 °C eingefroren werden. Das Wiedereinfrieren von aufgetauten Proben
sollte vermieden werden, da der Serumtiterspiegel dadurch absinkt. Bei der Untersuchung
post mortem kann alternativ auch Fleischsaft verwendet werden. Das Fleisch sollte
gewaschen, in kleine Stiicke geschnitten, eingefroren und aufgetaut werden, um Fleischsaft zu
gewinnen. Originalfleischsaft sollte nicht genutzt werden, da er Blut enthilt und kontaminiert

sein kann (GAMBLE et al. 2004).
Die Sensitivitdt des ELISA liegt bei der Untersuchung von Schweinen bei etwa 93,1 - 99,2 %,

die Spezifitit bei etwa 90,6 - 99,4 %. Mit dem ELISA konnen bis zu 0,01 Larven pro Gramm
nachgewiesen werden (GAMBLE 1998).
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Weitere serologische Nachweismethoden sind die Western-blot Analyse, der indirekte
Immunofluoreszenz Test (IFT) der complement fixation test (CFT), der Agglutinationstest
und der Hamagglutinations Test (HAT). Diese Methoden sind &uferst arbeitsintensiv und
konnen nicht in einem automatischen System angewandt werden, wodurch sie im Vergleich
zum ELISA teurer sind und bevorzugt in der Humanmedizin angewendet werden. Der IFT
und der HAT erreichen eine hohere Sensitivitit als der CFT (NOCKLER et al. 2000). Da
diese Tests auf der Anwendung von somatischem Antigen basieren, konnen Kreuzreaktionen

mit Filarien und Schistosomen auftreten (NOCKLER et al. 2000).

2.12.3 Vergleich der verschiedenen Untersuchungsverfahren

Wihrend die meisten Trichinenspezies eine Kapsel in der Muskulatur ihrer Wirte ausbilden,
fehlt diese bei den nicht kapselbildenden Spezies T. pseudospiralis, papuae und auch
T. zambabwensis. Die Trichinoskopie ist als Standardmethode zum Nachweis von Trichinen
ungeeignet, da damit die nicht kapselbildenden Spezies nur schwer oder gar nicht
nachgewiesen werden konnen. Wéhrend die anderen beiden Spezies nicht in Europa
vorkommen, ist T. pseudospiralis in der Wildtierpopulation Europas durchaus vertreten und
konnte schon in Deutschland, Finnland, Frankreich und Italien nachgewiesen werden (LA
ROSA et al. 2001). Die Trichinoskopie ist eine einfach durchzufithrende Methode der

Trichinenuntersuchung, die jedoch zusétzlich viel Zeit und Arbeit in Anspruch nimmt.

Mit der Digestionsmethode konnen in etwa der gleichen Zeit bis zu 100 Tierkdrper untersucht
werden. Obwohl die Digestion einen hoheren Aufwand an technischer Ausriistung erfordert,
ist sie billiger und mittlerweile das Mittel der Wahl bei der Trichinenuntersuchung
(NOCKLER et al. 2000). Mit der Digestion sind auBerdem alle bekannten Trichinenspezies

zuverldssig nachweisbar.

PCR-Testverfahren sind die bei weitem sensitivsten Nachweisverfahren (Tabelle 2.8). Auf
Grund der aufwendigen Technik und des Kostenaufwandes sind sie jedoch fiir eine
Routinefleischuntersuchung im groflen Umfang nicht geeignet. Allerdings sind sie fiir die
Genotypisierung einzelner in Menschen oder Tieren nachgewiesener Trichinenlarven

nutzlich.
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Die meisten serologischen Nachweismethoden sind arbeits- und kostenintensiv und kénnen
nicht in einem automatischen System genutzt werden. Daher wird vor allem der ELISA
bevorzugt, der gut durchzufiihren, vergleichsweise giinstig und automatisierbar ist. Da der
ELISA aber sowohl in der friihen Phase als auch in der spiten Phase der Infektion bei
Schweinen versagen kann, kann er bei der Routineuntersuchung die Digestionsmethoden
nicht ersetzen. Dennoch ist diese Methode fiir die epidemiologische Uberwachung von

Schweineherden und beim Einsatz von Uberwachungsprogrammen geeignet.

Tabelle 2.8: Nachweisgrenzen verschiedener Untersuchungsmethoden (EUROPEAN
COMMISSION 2001)

Nachweisverfahren Nachweisgrenze in Larven pro g (LPG)
Trichinoskopie 3
Digestionsmethode (1g) 1
Immunofluoreszenz Test 0,1

Digestionsmethode (2x20g)

ELISA Antigennachweis 0,01
ELISA Antikorpernachweis
PCR 0,001

Es besteht nach wie vor ein hoher Bedarf nach validierten und standardisierten diagnostischen
Methoden, die eine Trichineninfektion schon in der frithen Phase der Infektion nachweisen

kénnen (EUROPEAN COMMISSION 2001).
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3 Material und Methoden

3.1 Herkunft der Tiere

Fiir die Untersuchungen wurden in einem Zeitraum von September 2003 bis Mai 2004

insgesamt 1.922 Hausschweine aus Norddeutschland beprobt.

Alle untersuchten Schweine stammten aus so genannten ,,0kologischen® Haltungen. Dabei
handelte es sich um 41 kleine bis mittelgroBe Betriebe, die Mitglieder in einer von 4
verschiedenen ,,0kologischen* Fleischvermarktungsgesellschaften waren. Fiir die Betriebe
gelten spezielle Vorgaben, was den 6kologischen Landbau und die Tierhaltung angeht, wobei
die gesetzlichen Vorgaben der Verordnung (EWG) Nr. 2092/91 des Rates vom 24. Juni
1991 Uber den o©kologischen Landbau und die entsprechende Kennzeichnung der
landwirtschaftlichen Erzeugnisse und Lebensmittel und zusitzliche Anforderungen der

Okologischen Fleischvermarktungsgesellschaften einzuhalten sind.

Tabelle 3.1: Haltung der untersuchten Tiere

Haltung Anzahl der Tiere
Ferkelaufzucht Mast
Stallhaltung Stallhaltung 17
Stallhaltung mit Grasauslauf Stallhaltung mit Grasauslauf 25
Stallhaltung mit Betonauslauf | Stallhaltung mit Betonauslauf 1.531
Stallhaltung mit Betonauslauf Freilandhaltung 115
Hiitten auf Betonauslauf Stallhaltung 29
Hiitten auf Betonauslauf Stallhaltung mit Betonauslauf 32
Hiitten auf Betonauslauf/ Stallhaltung mit Betonauslauf 45
Freilandhaltung
Freilandhaltung Stallhaltung 20
Freilandhaltung Stallhaltung mit Betonauslauf 25
Freilandhaltung Hiitten auf Betonauslauf 83
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Bei der Haltung der Tiere wurde zwischen Ferkelaufzucht und Mast unterschieden. Wahrend

die Schweine bei einem Grof3teil der Betriebe vergleichbar gehalten wurden, gab es bei einem

Teil der Betriebe Unterschiede in der Haltung der beiden Gruppen. Die héufigste

Haltungsform war die durchgéngige Stallhaltung mit einem frei zugédnglichen Betonauslauf

(Tabelle 3.1). Alle Ausliaufe waren von einem festen Zaun begrenzt.

Die Betriebe lagen in sieben Bundeslidnder in Nord- und Ostdeutschland. Der Grofteil der

Betriebe und untersuchten Tiere stammte aus Niedersachsen (Tabelle 3.2). Die Schweine der

einzelnen Betriebe wurden jeweils von den entsprechenden Fleischvermarktungsgesell-

schaften gesammelt und zu den Schlachthéfen transportiert.

Tabelle 3.2: Geographische Verteilung der Proben

Bundesland Anzahl der Betriebe Anzahl der Proben
Brandenburg 5 227
Mecklenburg-Vorpommern 5 198
Niedersachsen 23 1196
Nordrhein-Westfalen 5 71
Sachsen 1 110
Sachsen-Anhalt 1 5
Schleswig-Holstein 1 115
Gesamt 41 1922

Eine genauere Aufteilung der Betriebe nach Haltungsform,

beprobten Tiere findet sich im Anhang der Arbeit.
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3.2 Probenmaterial

Die Proben wurden direkt in drei Schlachtbetrieben wihrend des Schlachtprozesses
entnommen. Bei zwei der Betriebe (1 und 2) handelte es sich um Schlachtbetriebe mit einer
Schlachtkapazitéit von je etwa 300 - 350 Schweinen pro Stunde, in denen vor allem Schweine
aus Intensivhaltungen, aber auch Schweine aus 6kologischer Haltung geschlachtet werden. In
Betrieb 3 wurden primédr Schweine aus alternativen Haltungen geschlachtet. Dieser Betrieb
hatte eine Schlachtkapazitit von etwa 100 - 150 Schweinen pro Stunde (Tabelle 3.3).
Schlachtbetrieb 1 befindet sich in Mecklenburg-Vorpommern, Schlachtbetrieb 2 in

Niedersachsen und Betrieb 3 in Nordrhein-Westfalen.

Tabelle 3.3: Ubersicht iiber die Schlachtbetriebe

Schlachtbetrieb Ausfahrten Beprobte Schweine
insgesamt
1 A-CundE-J 560
2 K-W 1.397
3 D 78

Die Schweine aus ,,0kologischer Haltung™ wurden normalerweise abends am Vortag der
Schlachtung angeliefert und morgens als erste geschlachtet, um ein Minimum an Stress zu

garantieren.

Die beprobten Tiere waren Hausschweine beiderlei Geschlechts mit einem Schlachtgewicht
von etwa 120 Kg. Das jeweils erste Schwein in der beprobten Schlachtreihenfolge wurde
anhand seiner Ohrmarke identifiziert und mit einer 1 beziffert, alle nachfolgenden Tiere
wurden anhand der Reihenfolge der Schlachtung registriert und durchnummeriert. Zusétzlich
wurde jedes Tier gemél der Ausfahrt mit einem Buchstaben benannt. Insgesamt erfolgten 22
Ausfahrten, die in alphabetischer Reihenfolge mit GroBbuchstaben benannt wurden.
Dementsprechend wurde das erste Schwein der ersten Ausfahrt A mit dem Kiirzel A1 benannt
und die folgenden Tiere mit A2, A3 und so fort. Der Buchstabe I wurde weggelassen, um

Verwechslungen vorzubeugen
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Derart wurde sichergestellt, dass die entnommenen Blut- und Fleischproben vom selben Tier
stammen. Bei jeder Ausfahrt wurden jeweils zwischen 37 bis 130 Schweine beprobt (siche

Tabelle 3.4).

Tabelle 3.4: Ubersicht iiber die Ausfahrten

Ausfahrten Benennung Datum Anzahl der beprobten
Schweine
1 A 01.09.2003 61
2 B 29.09.2003 68
3 C 27.10.2003 39
4 D 03.-07.11.2003 71
5 E 10.11.2003 130
6 F 21.11.2003 37
7 G 28.11.2003 46
8 H 01.12.2003 58
9 J* 12.01.1004 96
10 K 23.01.2004 92
11 L 01.03.2004 118
12 M 15.03.2004 108
13 N 22.03.2004 129
14 O 29.03.2004 113
15 P 02.04.2004 77
16 Q 05.04.2004 123
17 R 16.04.2004 79
18 S 19.04.2004 108
19 T 26.04.2004 106
20 U 03.05.2005 104
21 \Y% 07.05.2004 72
22 4 10.05.2004 87

* Der Buchstabe I wurde weggelassen, um Verwechslungen vorzubeugen.
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3.2.1 Blutproben

Die Blutproben wurden unmittelbar beim Entbluten in 10 ml-Glasréhrchen abgefiillt, die in
Stdndern aufbewahrt wurden. Alle Glasrohrchen waren den beprobten Tieren entsprechend
gekennzeichnet. Die Blutrohrchen wurden nach der Entnahme zunéchst stehengelassen, bis
das Blut geronnen war und dann ungekiihlt transportiert, wobei bei dem Transport groBere

Erschiitterungen nach Moglichkeit vermieden wurden.

Die Proben wurden auf direktem Wege ins Institut fiir Fleischhygiene und -technologie
verbracht. Die Blutrohrchen mit dem geronnenen Blut wurden {iber Nacht im Kiihlschrank bei
8 °C aufbewahrt. Am nichsten Tag wurde das Blutserum aus den Rohrchen abpipettiert, in

Eppendorf-Hiitchen verbracht und bis zur Untersuchung bei - 20 °C eingefroren.

3.2.2 Muskelproben

Die Fleischproben wurden nach der amtlichen postmortalen Untersuchung entnommen. Dafiir
wurden sie mit einem Messer aus dem Zwerchfellspfeiler herausgeschnitten und wie
beschrieben in beschriftete Plastikgefriertiiten verbracht. Die entnommene Fleischmenge pro

Tier betrug etwa 30 - 40 g.

Die Gefriertiiten mit den Fleischproben wurden nach der Entnahme in einer Kiihlbox mit

Kiihlelementen aufbewahrt und derart transportiert.

3.2.3 Fleischsaftproben

Die Fleischproben der ersten 3 Ausfahrten wurden durchgéngig bei 8 °C im Kiihlschrank
gekiihlt und innerhalb der nichsten Tage mit Hilfe der Digestion untersucht. Vor der
Digestion wurden die Fleischproben ausgepresst und der dabei gewonnene Fleischsaft in

beschriftete Eppendorf-Hiitchen pipettiert und bei - 20 °C eingefroren.
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Bedingt durch die gro3e Anzahl an Proben und Ausfahrten konnten die Proben der restlichen
Ausfahrten nicht mehr unmittelbar nach der Entnahme untersucht werden. Aus diesem Grund
wurden die Fleischproben der anderen Ausfahrten direkt nach ihrer Ankunft im Institut fiir
Fleischhygiene und -technologie bei - 20 °C eingefroren. Der Fleischsaft dieser Proben wurde

erst nach dem Auftauen entnommen und ebenfalls eingefroren.
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3.3 Untersuchung der Proben

Die Proben wurden mittels Digestion und ELISA untersucht. Die Digestion wurde im Labor
des Bundesinstitutes fiir Risikobewertung durchgefiihrt, der ELISA im Labor des Institutes
fiir Fleischhygiene und -technologie. Die notwendigen verwendeten Geréte, Reagenzien und

Verbrauchsmaterialien sind im Anhang aufgefiihrt.

3.3.1 Digestionsver fahren

Den rechtlichen Bestimmungen entsprechend, war bereits bei allen Tieren wihrend der
amtlichen postmortalen Untersuchung je 1 g Zwerchfellsmuskulatur auf Trichinen untersucht
worden. Im Rahmen dieser Untersuchung wurden noch einmal 10 g Muskulatur pro Tier mit
dem Digestionsverfahren untersucht. Jeweils 10 Proben wurden zu einem Pool
zusammengefasst und nach den Vorgaben der seinerzeitigen AVVFIH (Kap. III, Nr.1) wie

folgt untersucht:

Das Fett- und Bindegewebe der Proben wurde entfernt und das reine Muskelfleisch mit
Scherenschldgen in kleine Stiickchen zerteilt. Die 10 zu untersuchenden Proben wurden
zusammengegeben und mit einem Mixer (Moulinette) zerkleinert. Das Fleisch wurde in ein
Becherglas mit einem Fassungsvermogen von 3 Litern gegeben, mit 10 g Pepsin
(30.000 E / g) bestreut und mit 2 Litern warmen Leitungswassers, das eine Temperatur von
46 - 48 °C aufwies, ibergossen. Hinzu kamen 16 ml einer 25 %igen Salzsdure. Ein etwa 5 cm
langer Magnetriihrstab wurde auf den Boden des Becherglases gelegt, das Gefdl mit
Aluminiumfolie abgedeckt und das ganze 30 Min. bei einer Temperatur von 44 - 46 °C auf
dem Magnetriihrer geriihrt. Nach Ablauf von 30 Min. wurde die Fliissigkeit durch ein Sieb
(Maschenweite ca. 180 pl) und einen Glastrichter in einen Scheidetrichter zur Sedimentation
abgefiillt und weitere 30 Min. stehen gelassen. AnschlieBend wurden 40 ml des Bodensatzes
in ein Zentrifugenglas abgelassen und weitere 10 Min. bei Raumtemperatur stehen gelassen.
Danach wurden 30 ml des Uberstandes vorsichtig vom Rand her mit einer Wasserstrahlpumpe
abgesaugt. Die verbleibenden 10 ml Bodensatz wurden sofort untersucht oder bei starker
Eintriibung erst wieder mit 40 ml Leitungswasser aufgeklart. Der Bodensatz wurde dann zur

Untersuchung in eine Petrischale gefiillt und das Zentrifugenglas erneut mit 10 ml
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Leitungswasser ausgespiilt. Der Boden der Petrischale war zur besseren Untersuchung
gitterformig unterteilt. Der Inhalt der Petrischale wurde zuletzt mit einem Stereomikroskop

bei 20 - 40facher Vergroferung sorgfiltig durchgemustert.

Die verdaute Restfliissigkeit wurde mit NaOH neutralisiert und entsorgt. Alle Gegensténde,
die mit dem Fleisch in Kontakt gekommen waren, wurden zur Desinfektion mit kochend

heiBem Wasser behandelt.

3.3.2ELISA (Enzyme-Linked |mmunosor bent Assay)

Bei diesem indirekten Nachweisverfahren werden IgG-Antikorper gegen Trichinella spp. im
Blutserum und im Fleischsaft nachgewiesen. Als Antigen wurde ein exkretorisch-

sekretorisches Antigen (E/S-Antigen) der Larve 1 von Trichinella spiralis verwendet.

Die Untersuchung wurde nach den Vorgaben der Laborarbeitsanweisung des Bundesinstitutes
fiir Risikobewertung durchgefiihrt (BfR 2004), das auch das Referenzlabor fiir Trichinellose
darstellt.

3.3.2.1 Vorbereitung der notwendigen Reagentien und Ger ate

Trichineélla-Antigen

Die mit dem exkretorisch-sekretorischen Trichinella-Antigen beschichteten Mikrotiterplatten
wurden freundlicherweise vom Bundesinstitut fiir Risikobewertung zur Verfligung gestellt.
Das E/S-Antigen wurde dort hergestellt und an die Mikrotiterplatten gekoppelt. Die
Mikrotiterplatten waren zu zweit in einer Plastiktiite luftdicht verschweiflit und wurden bei
Zimmertemperatur gelagert. Nach Anbruch der Verpackung wurden die Mikrotiterplatten bis
zum Gebrauch bei 8 °C im Kiihlschrank aufbewahrt. Eine Mikrotiterplatte enthdlt 96
Kavititen (wells). Pro Tag wurden 1 - 4 Mikrotiterplatten untersucht.
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Aqua bidest
Aqua bidest wurde im Institut fiir Fleischhygiene und -technologie zubereitet und bei

Zimmertemperatur gelagert.

Puffer

Der PBS-T Puffer wurde tédglich frisch zubereitet. Die Rezeptur ist fiir 2 Liter Puffer
berechnet und reicht aus fiir die Untersuchung von 2 Mikrotiterplatten. Der pH wurde mit
einigen Tropfen HCl auf 7.4 eingestellt. Das pH-Meter wurde mindestens ein Mal

wochentlich kalibriert. Der Puffer wurde als Wasch- und Verdiinnungspuffer verwendet.

Positiv- und Negativ-K ontrollen

Die Positiv- und Negativ-Kontrollseren stammten vom Schwein und wurden lyophilisiert vom
Bundesinstitut fiir Risikobewertung bezogen. Nach Erhalt wurden sie jeweils in einem
Milliliter Aqua bidest resuspensiert, in Eppendorf-Hiitchen aliquotiert (20 pl) und bei - 21 °C
eingefroren. Kurz vor Gebrauch wurden die benétigten Kontrollseren aufgetaut und mit

PBS-T Puffer 1 : 100 verdiinnt.

Serum- und Fleischsaftproben

Vor Gebrauch wurden die gewonnenen Seren und der Fleischsaft aufgetaut. Serumproben
wurden in einem Verhéltnis von 1 : 100 mit PBS-T Puffer verdiinnt, Fleischsaftproben in
einem Verhéltnis von 1 : 10. Serum und Fleischsaft wurde vor der Verdiinnung geschiittelt,
wie auch die verdiinnten Seren und der verdiinnte Fleischsaft, bevor sie in die Kavititen der

Mikrotiterplatte pipettiert wurden.

K onjugat

Das Peroxidase-konjugierte Anti-IgG vom Kaninchen (Fa. Sigma) wurde nach Erhalt 1 : 10
mit Aqua bidest vorverdiinnt, in Eppendorf-Hiitchen aliquotiert und bei - 20 °C eingefroren.
Vor Gebrauch wurde die bendtigte Menge an Konjugat aufgetaut und nochmals mit PBS-T
Puffer in einem Verhéltnis von 1 : 200 weiter verdiinnt, was einer Endverdiinnung von

1 : 2000 entsprach (in Absprache mit dem Bundesinstitut fiir Risikobewertung hielten wir uns
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hierbei nicht an die Laboranweisung, in der eine Endverdiinnung von 1 : 1000 vorgegeben ist,
da das neue Konjugat im Bundesinstitut fiir Risikobewertung getestet und als relativ stark

eingestuft worden war).

Substr at

Zur Herstellung der ABTS-Gebrauchslosung wurden 100 g Trockenpuffer (ABTS-Puffer,
Roche) in 100 ml Aqua bidest geldst, zu 10 ml portioniert und bei - 20 °C eingefroren. Bei
Bedarf wurden 10 ml der Gebrauchslosung aufgetaut, mit Aqua bidest auf 100 ml aufgefiillt
und 2 Tabletten ABTS (ABTS-Tabletten, Roche) dazugegeben. Das ganze wurde so lange mit
einem Magnetriihrer geriihrt, bis sich die Tabletten gelost hatten. Die gebrauchsfertige ABTS-
Losung konnte im Kiihlschrank (lichtgeschiitzt bei 4 °C) bis zu 3 Wochen gelagert werden.
Etwa 3 Stunden vor Gebrauch wurde die ABTS-Losung aus dem Kiihlschrank entnommen,
lichtundurchléssig abgedeckt und bei Zimmertemperatur stehen gelassen, um sich auf etwa 15

bis 25 °C zu erwarmen.

Washer

Mit dem Washer wurden die Mikrotiterplatten wéahrend der Untersuchung mit Aqua bidest
und PBS-T Puffer gespiilt (gewaschen), um die Reste der jeweils eingesetzten Reagentien zu
entfernen. Zu Beginn der Untersuchung wurden die 3 Vorratsbehélter des Washers frisch
aufgefiillt. Die Vorratsbehilter enthielten PBS-T Puffer, Aqua bidest und 70 % Alkohol. Der
Alkohol diente der Desinfizierung der Fiill- und Absaugnadeln des Washers. Die fiir den
ELISA notwendigen Programme sind eingespeichert und werden nach der Auswahl des
Programms selbstindig ausgefiihrt. Das Gerdt fiillt jeweils alle Wells der eingelegten
Mikrotiterplatte mit der vorgesehenen Fliissigkeit an, schiittelt die Platte automatisch, falls
erforderlich und saugt die Fliissigkeit zuletzt wieder ab. Vor jeder Nutzung wurden die Fiill-

und Absaugnadeln des Gerdtes mit Aqua bidest durchgespiilt.
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3.3.2.2 Durchfihrung und Auswertung

Abblocken der Mikrotiterplatte

Zu Beginn der Untersuchung wurden die Mikrotiterplatten ,,abgeblockt®, dh. 2 x mit PBS-T
Puffer angefiillt, je 5 Minuten geschiittelt und dann wieder abgesaugt, um {iiberschiissiges,
nicht gebundenes Antigen zu entfernen. Damit sollte sichergestellt werden, dass nur die
vorgesehene, defininierte Menge an fest gebundenem Anitgen vorhanden war. Danach wurde
die Platte aus dem Washer genommen und einmal per Hand auf einem Papierhandtuch

ausgeklopft.

Beschicken der Mikrotiterplatte

Jede Platte wurde im Vierfachansatz mit einer Positiv- und einer Negativkontrolle beschickt.
Die Proben (Serum und Fleischsaft) wurden jeweils im Doppelansatz untersucht. Beide
Ansdtze wurden aus einem Eppendorf-Hiitchen entnommen. Zusétzlich wurden auf jeder

Platte 5 verschiedene, definierte Kontrollproben mit untersucht.

S1 S3 S5 S7 S9 | S11 | S13 | S15 | S17 | S19 | K3

S1 S3 S5 S7 S9 | S11 | S13 | S15 | S17 | S19 | K3

FS1 | FS3 | FS5 | FS7 | FS9 | FS11 | FS13 | FS15 | FS17 | FS19 | K4

R

FS1 | FS3 | FS5 | FS7 | FS9 | FS11 | FS13 | FS15 | FS17 | FS19 | K4

- S2 S4 S6 S8 | S10 | S12 | S14 | S16 | S18 | Kl K5

- S2 S4 S6 S8 | S10 | S12 | S14 | S16 | S18 | Kl K5

- FS2 | FS4 | FS6 | FS8 | FS10 | FS12 | FS14 | FS16 | FS18 | K2 | BLK

I | | m| O] O] w| >

- FS2 | FS4 | FS6 | FS8 | FS10 | FS12 | FS14 | FS16 | FS18 | K2 | BLK

Abbildung 3.1: Prinzip der Mikrotiterbeschickung

+ Trichineglla-Positiv-Kontrollserum

Trichinella-Negativ-Kontrollserum

S Feldserum
FS dazugehoriger Fleischsaft
K Kontrollseren

BLK Platten-Blank
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Die Mikrotiterplatten wurden mit Hilfe einer Eppendorf-Pipette mit je 50 ul/Well beschickt.
Zur Ermittlung des plattenspezifischen Leerwertes (Blank) wurden die zwei letzten Wells

jeder Platte nur mit PBS-T Puffer beschichtet.

Inkubation
Die Mikrotiterplatte wurde mit Alufolie abgedeckt und 30 Minuten bei 37 °C im Brutschrank
inkubiert.

Waschen der Mikrotiter platte

Nach der Inkubation wurde die Platte ausgeschiittelt und anschlieBend im Washer gewaschen.
Dabei wurde die Mikrotiterplatte zuerst mit Aqua-bidest angefiillt, abgesaugt und dann drei
Mal mit PBS-T Puffer angefiillt, wobei die Platte vor dem Absaugen jeweils 5 Minuten

geschiittelt wurde.

Beschicken der MTP mit Konjugat
Die Mikrotiterplatte wurde mit 50 pl Konjugat/Well beschickt.

Inkubation
Die Platte wurde mir Alufolie abgedeckt und 30 Minuten bei 37 °C inkubiert.

Waschen
AnschlieBend wurde die Platte wieder gewaschen. 1x mit Aqua bidest, 3x mit PBS-T Puffer
und noch 2x mit Aqua bidest, wobei das Aqua bidest nur angefiillt und wieder abgesaugt

wurde, der Puffer aber jeweils 5 Min. geschiittelt wurde.

Beschicken der MTP mit Substrat
Die Mikrotiterplatte wurde mit zimmerwarmem Substrat beschickt (50 ul / Well).
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Inkubation
Die Platte wurde mit Alufolie abgedeckt und bei Zimmertemperatur auf einem Schiittler fiir

10 - 20 Minuten inkubiert.

M essen

Nach etwa 10 - 20 Minuten Inkubationszeit tritt ein Farbwechsel von farblos nach griin ein.
Die Farbreaktion wurde bei einer Wellenldnge von 405 nm mit einem Reader gemessen. Der
genaue Messzeitpunkt wurde anhand der Farbintensitédt der Trichinella-Positiv-Kontrollseren

geschitzt.

Fiir jede Serum- und Fleischsaftprobe wurde aus der Differenz des photometrisch gemessenen
absoluten Extinktionswertes (Ea) und der Eigenextinktion der Mikrotiterplatte (Egjank) der

relative Extinktionswert (Er) bestimmt:

Relativer Extinktionswert (Er) = (Ea) — (Esjank)

Als interner Referenzwert der Untersuchung diente der Extinktionswert des Trichinella-
Positiv-Kontrollserums. Die Auswertung der Proben erfolgte erst dann, wenn der relative
Extinktionswert der Positiv-Kontrollen (Erpk) einen Wert von 1,30 - 1,40 erreicht hatte. Aus
dem Quotienten des relativen Extinktionswertes des Feldserums (Ers), beziehungsweise der
Fleischsaftprobe (Erps) und des relativen Extinktionswertes des Trichinella-Positiv-

Kontrollserums (Erpk) errechnet sich der Index des Feldserums (Is) wie folgt:

Ers %100

Index des Feldserums (OD%)=

r.PK

Der Index des Feldserums (OD%) stellt den prozentualen Gehalt an Antikorpern im Vergleich
zum mitgefithrten Positiv-Kontrollserums dar. Die Beurteilung der OD%-Werte stellte sich

wie folgt dar:

75



Material und Methoden

,, Trichinella-negativ*: OD% < 14 %

,» Trichinella-positiv*: OD% > 14 %

3.3.2.3 Interne Kontrollen

Um die untersuchten Serum- und Fleischsaftproben besser beurteilen zu konnen, wurden auf
jeder Mikrotiterplatte zusétzlich verschiedene Serumproben mitgefiihrt, die bei der
Beurteilung der Proben als Referenzwerte dienten. Die Proben stammten aus dem
Bundesinstitut fiir Risikobewertung und wurden uns freundlicher Weise zur Verfiigung
gestellt. Es handelte sich um stark positive oder grenzwertige Serumprobe experimentell
infizierter Schweine, die einen bestimmten Grenztiter aufwiesen. Diese waren im
Bundesinstitut fiir Risikobewertung zuerst mit dem Magnetriihrverfahren und anschlieBend
mit dem ELISA untersucht worden, der Infektionsgrad war somit bekannt. Bei den anderen

Serumproben handelte es sich um Trichinella-negative Serumproben und um eine

Serumprobe, die kreuzreagierende Antikorper (von Trichuris suis oder Ascaris suum) enthielt.

Wihrend eine der Trichinella-positiven Serumproben und die zwei Trichinella-negativen
Serumproben auf jeder Platte durch Seren von verschiedenen Tieren vertreten waren, stammte
die mitgefiihrte grenzwertige Serumprobe auf jeder untersuchten Platte von selben Tier. Da
nach einem Teil der Untersuchungen diese erste Probe aufgebraucht war, wurde sie wihrend

der weiteren Untersuchungen durch eine dhnliche ersetzt (Tabelle 3.5).

Tabelle 3.5: Interne Trichinella-grenzwertige Seren von infizierten Schweinen

Serumprobe | Spezifikation | Infektionsdosis | LpG | ELISA % Grenztiter
A grenzwertig 150 1,04 12 1:40
B grenzwertig 150 1,51 12 1:80
Dosis Infektionsdosis des Tieres in Trichinenlarven
LpG Anzahl der nachgewiesenen Larven/1g Muskulatur
Grenztiter ~ grofite Verdiinnung bis zu der das Serum als Trichinella-positiv erkannt wurde
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Auf Grundlage dieser zusdtzlichen Proben konnten die Platte untereinander verglichen und
die cinzelnen Werte besser beurteilt werden. Alle Proben, die einen Index von > 14 %
aufwiesen oder einen hdoheren Wert als die mitgefiihrte positive bzw. grenzwertige

Serumprobe hatten, wurden vorerst als Trichinella-positiv eingeschétzt.

3.3.2.4 Abklarung der Seroreagenten

Zur endgiiltigen Abkldrung wurden die als Trichinella-positiv eingeschitzten Serum- und
Fleischsaftproben vom Bundesinstitut fiir Risikobewertung als Referenzlabor fiir
Trichinellose untersucht. Die Proben wurden dort erneut mittels ELISA untersucht. Fiir jede
Probe, die dort einen Index von > 8 % erreichten, erfolgte eine Bestimmung des Grenztiters,
das ist die geringste Serumkonzentration, bei der das Serum noch als Trichinella-positiv zu

beurteilen ist.

Dazu wurden die Serumproben in PBS-T Puffer von 1 : 10 bis zu einer Verdiinnung von
1 : 1280 verdiinnt (Abbildung 3.2) und erneut dem ELISA unterzogen. Der Fleischsaft wurde

bis zu einer Verdiinnung von 1 : 128 austitriert.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1:10 1:10 1:10 1:10 1:10 1:10 1:10 1:10 1:10 1:10

1:20 1:20 1:20 1:20 1:20 1:20 1:20 1:20 1:20 1:20

1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40

1:80 1:80 1:80 1:80 1:80 1:80 1:80 1:80 1:80 1:80

1:160 | 1:160 | 1:160 | 1:160 | 1:160 | 1:160 | 1:160 | 1:160 | 1:160 | 1:160

1:320 | 1:320 | 1:320 | 1:320 | 1:320 | 1:320 | 1:320 | 1:320 | 1:320 | 1:320

1:640 | 1:640 | 1:640 | 1:640 | 1:640 | 1:640 | 1:640 | 1:640 | 1:640 | 1:640

I|®| | m|O]O|w| >

1:1280 | 1:1280 | 1:1280 | 1:1280 | 1:1280 | 1:1280 | 1:1280 | 1:1280 | 1:1280 | 1:1280

Abbildung 3.2: Prinzip der Grenztiterbestimmung (Serum)

Die Proben wurden dann als ELISA-positiv gewertet, wenn die Serumproben bei der 1 : 10
Verdiinnung einen Index von > 80 % erreichten und bei der Titration mindestens bis zu einem

Titer von 1 : 80 positiv waren. Die Fleischsaftproben wurden dann als ELISA-positiv
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gewertet, wenn sie bei der 1 : 1 Verdiinnung einen Index von > 70 % und bei der Titration

mindestens einen Titer von 1 : 8 aufwiesen.

TG-ROC Analyse (receiver operating characteristic)

Des Weiteren wurde mittels einer TG-ROC Analyse der optimale Cut-off fiir die untersuchten
Proben tiiberpriift und die Sensitivitdt und die Spezifitit des ELISA-Testes ermittelt. Dazu
werden alle negativen und alle positiven untersuchten Proben des ELISA in einem
Computerprogramm erfasst. Der Computer berechnet den Cut-off, an dem die positiven und
die negativen Proben ideal getrennt sind und die Sensitivitdt und die Spezifitit des Testes

moglichst hoch sind.

3.3.2.5 Endgultige Bewertung der Proben

Fiir die endgiiltige Bewertung der Proben wurden zum einen die Ergebnisse aus dem ELISA
(Serum und Fleischsaft des gleichen Tieres) und zum anderen die Ergebnisse der Digestion
gegeniibergestellt. Zusitzlich wurden die Ergebnisse der Nachuntersuchungen aus dem
Bundesinstitut fiir Risikobewertung miteinbezogen. Erst Anhand aller Daten wurde die
endgiiltige Bewertung der Proben als Trichingla-positiv oder Trichinella-negativ

vorgenomimen.

3.3.2.6 Statistische Auswertung der Ergebnisse

Die Ergebnisse des ELISA fiir Serum- und Fleischsaftproben wurden in einer Excel-Datei
zusammengestellt, gespeichert und die ELISA-Index-Werte mit dem Statistikprogramm SPSS

analysiert.

Als statistische Parameter wurden fiir die beiden Gruppen Serum und Fleischsaft der
Mittelwert, der Standardfehler des Mittelwertes, der Median, die Standardabweichung,

Minimum und Maximum, die Spannweite und der Interquartilbereich ermittelt.
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Danach wurden die Ergebnisse mit dem Kruskal-Wallis-Test verglichen und einer
Varianzanalyse unterzogen. Die Haufigkeitsverteilungen fiir Serum- und Fleischsaftwerte
wurden graphisch erfasst und mittels Kolmogorov-Smirnov-Test auf Normalverteilung
gepriift. Auch die Korrelation der Werte wurde graphisch dargestellt und der

Korrelationskoeffizient errechnet.
Zusitzlich wurden die Ergebnisse der ELISA-Werte der Serum- und Fleischsaftproben

bezogen auf die Bundesldander und die Betriebe, in Boxplots dargestellt. Auch die Ergebnisse

der internen Kontrollen wurden ausgewertet.
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4 Ergebnisse

4.1 Digestionsverfahren (M uskelproben)

Alle 1.922 beprobten Schweine wurden bereits im Schlachthof mittels der vorgeschriebenen
Digestionsmethode auf Trichinen untersucht. Bei keinem dieser Schweine konnten
Trichinenlarven nachgewiesen werden. Die Schweine waren demnach auf Basis der amtlichen

Untersuchung Trichinella negativ.

Auch bei der Untersuchung von weiteren 10 g je Schwein mittels Digestionsmethode waren

alle Tiere negativ.
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4.2 ELISA (Serum- und Fleischsaftproben)

Von jedem Schwein wurde je eine Serum- und eine Fleischsaftprobe mittels ELISA auf
Trichinella-Antikorper untersucht, insgesamt 1.922 Serum- und Fleischsaftproben. Die
Mehrzahl der untersuchten Proben wies ELISA-Index-Werte unter 14 % auf und wurde als
negativ eingestuft. 1.877 Schweine, 97,66 % der getesteten Schweine, wurden demnach auch

mittels ELISA als Trichinella-negativ bewertet (Tabelle 4.1).

Tabelle 4.1: Ergebnisse der Untersuchung auf Antikdrper gegen Trichinen mittels ELISA

Fleischsaft
positiv negativ (%)
Serum positiv 3 2 50,26 %)
negativ 40 1.877 1.917 (99,74 %)
(%) 43 (2,24 %) 1.879 (97,76 %) | 1.922 (100 %)

5 Serumproben und 43 Fleischsaftproben hatten bei der Untersuchung auf Trichinella-
Antikorper-Indexwerte iiber 14 % und waren demnach positiv (Tabelle 4.1). Von den 45
Schweinen, die mit dem ELISA positiv getestet wurden, waren bei 3 Tieren sowohl die

Serum- als auch die Fleischsaftprobe positiv (Tabelle 4.1).

Tabelle 4.2: Ergebnisse der untersuchten Serum- und Fleischsaftproben (ELISA)

Bundesland Anzahl Betriebe | Anzahl Schweine | pos. Serumproben | pos. Fleischsaft-
(%) proben (%)
Brandenburg 5 227 0 (0 %) 3(1,3%)
Meckl.-Vorp. 5 198 0(0 %) 11 (5,6 %)
Niedersachsen 23 1.196 4 (0,3 %) 23 (1,9 %)
NRW 5 71 0 (0%) 2 (2,8 %)
Sachsen 1 110 1 (0,9 %) 1 (0,9 %)
Sachsen-Anhalt 1 5 0 (0%) 0 (0%)
Schlesw.-H. 1 115 0 (0%) 3 (2,6 %)
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Positive Fleischsaftproben stammten aus allen Bundesldndern (ausgenommen Sachsen-
Anhalt), widhrend positive Serumproben nur in Niedersachsen und Sachsen vorkamen

(Tabelle 4.2).

Von den insgesamt untersuchten 41 Bestinden wurden Serumproben in 5 (12,2 %) und
Fleischsaftproben in insgesamt 18 Betrieben (43,9 %) als Trichinella-positiv beurteilt. Eine
ausfiihrliche Tabelle mit den Angaben iiber positive Serum- oder Fleischsaftseren in den

einzelnen Betrieben findet sich im Anhang.

4.2.1 Statistische Auswertung der EL1SA-Ergebnisse
Bei der statistischen Auswertung wurden alle Ergebnisse des ELISA-Tests beriicksichtigt,
d.h. insgesamt wurden die ELISA-Index-Werte von 1.922 Tieren ausgewertet. Tabelle 4.3

zeigt die ermittelten statistischen Parameter der Serum- und Fleischsaftproben.

Tabelle 4.3: Statistische Parameter der ELISA-Index-Werte

Parameter Serum Fleischsaft
N 1.922 1.922
Mittelwert 6,7873 7,8774
95% Untergrenze | ¢ ce76 76776
Konfidenzintervall

) Obergrenze | 6,9069 8,0772
des Mittelwerts

Median 6,5660 7,2175
Varianz 7,152 19,950
Standardabweichung 2,6743 4,4665
Minimum -0,483 0,346

Maximum 18,565 77,144
Spannweite 19,048 76,798
Interquartilbereich 3,377 4,297
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Wihrend der Mittelwert und der Median der Serum- und Fleischsaftwerte nahe beieinander
liegen, zeigen sich deutliche Unterschiede in der Varianz und der Spannweite der
untersuchten Proben, was auf die positiven Fleischsaftwerte zuriickgefiihrt werden kann.
Auffillig sind die unterschiedlichen Maxima: wahrend die Seren Indexwerte bis etwa 18 %

aufweisen, erreichen die Fleischsaftwerte ein Maximum von 77 %.

Nach der Auswertung mit dem Kruskal-Wallis-Test, einem nicht parametrischen statistischen
Test, in dem unabhéngige Stichproben im Rahmen einer Varianzanalyse verglichen werden,
waren die ELISA-Werte fiir die Fleischsaftproben signifikant hoher im Vergleich zu den
Seren. Dazu wurden die Messwerte der Grofle nach aufsteigend geordnet und mit Réngen
versehen (Tabelle 4.4) Bei einer asymptotischen Signifikanz von 0,000 muss die
Nullhypothese, nach der die Proben der gleichen Grundgesamtheit entstammten, verworfen

werden und die Unterschiede als signifikant betrachten werden (Tabelle 4.5).

Tabelle 4.4: Kruskal-Wallis-Test, Range

N Mittlerer Rang

Werte Serum 1.922 1.786,41
Fleischsaft | 1.922 2.058,59
Gesamt 3.844

Tabelle 4.5: Kruskal-Wallis-Test, Statistik

Werte
Chi-Quadrat 57,801
df 1
Asymptotische ,000
Signifikanz

df Freiheitsgrad
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4.2.2 Vergleich der Serum- und Fleischsafter gebnisse, Haufigkeitsverteilung

In Abbildung 4.1 sind die 1.922 ermittelten ELISA-Index-Werte der untersuchten Seren
dargestellt. Abbildung 4.2 zeigt alle ermittelten ELISA-Index-Werte der untersuchten

Fleischsaftproben.
Haufigkeitsverteilung Serum (p,o)=(6.79,2.67)
a0
I Histogramm
Gausskurve Nip,o)
70 wtk*o, k=-2-1,01.2

60

[+,
[=]

Haufigkeit
-
[=]

30

20

10+

-5 0 5 10 15 20
Bewertung fir Serumwerte

Abbildung 4.1: ELISA-Index-Werte der Serumproben

Wihrend die ELISA-Werte fiir das Serum annidhernd normalverteilt erscheinen, weisen die
Werte fiir den Fleischsaft eine deutliche rechtsschiefe (linkssteile) Verteilung auf. Nach der
Entfernung der positiven Werte (Indexwerte > 14), wiesen auch die Fleischsaftproben eine

anndhernd normalverteilte Form auf (Abbildung 4.3).
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Haufigkeitsverteilung Fleischsaft (p,a)=(7.68,4.47)
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Abbildung 4.2: ELISA-Index-Werte aller Fleischproben

Héufigkeitsverteilung Fleischsaft-below14 (n,0%)=(7.23,2.75%)

I Histogramm
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Abbildung 4.3: ELISA-Index-Werte der Fleischsaftproben < 14 %
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Alle ELISA-Werte wurden dem Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest unterzogen, einem
nichtparametrischen Test zur Priifung auf Normalverteilung. Weder die Serum- noch die

Fleischsaftwerte wiesen eine Normalverteilung auf (Tabelle 4.6).

Tabelle 4.6: Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest

Komogorov-Smirnov*

Statistik df Signifikanz
Werte | ,042 1.922 ,000

a.  Signifikanzkorrektur nach Lillefors

df Freiheitgrade

4.2.3 Prufungauf Vergleichbarkeit der ELI1SA-Index-Werte

Die ELISA-Index-Werte der Serum- und der Fleischsaftproben wurden graphisch gegeniiber
gestellt und der Korrelationskoeffizient (r) der Proben berechnet (Abbildung 4.4).

Bei einem Korrelationswert von 1, ist eine vollstindige Korrelation gegeben und die Werte
stellen sich in einer Abbildung als Linie dar. Der errechnete Korrelationskoeffizient der
Proben von 0,1477 tendiert gegen Null. Dies zeigt an, dass kein Zusammenhang zwischen den
Vergleichswerten gegeben ist. Dementsprechend stellen sich die Daten in der Abbildung 4.4

eher als Wolke denn als Linie dar, was einer Korrelation widerspricht.

Zusétzlich wurde die Korrelation zwischen den Serumwerten und den negativen
Fleischsaftwerten (Indexwerte < 14 %) berechnet. Auch hier konnte mit einem

Korrelationskoeftizienten von 0,1842 keine Korrelation festgestellt werden.

Dabei ist allerdings zu beachten, dass es sich bei den Daten um die Messwerte negativer Tiere
handelt. Negative Daten weisen stets eine gewisse Streuung auf, die keiner festen
RegelméaBigkeit folgt, so dass Aussagen, die iiber diese Daten getroffen werden, nicht auf

positive Proben iibertragen werden diirfen.
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Vergleich der Stichproben Serum und Fleischsaft, Korrelationskoeffizient= 0.1477
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Abbildung 4.4: Vergleich der ELISA-Index-Werte der Serum- und Fleischsaftproben

r =0, vollstindige Unabhingigkeit der beiden Merkmale
r =1, vollstdndige Abhéngigkeit der beiden Merkmale

4.24 Statistische Auswertung der Ergebnisse der Bundeslander

Die Ergebnisse der Serum- und Fleischsaftproben wurden getrennt nach den 7 Bundesldndern,
aus denen die Proben stammten, betrachtet und verglichen. Alle Bundesldnder, bis auf
Sachsen-Anhalt weisen Maxima > 14 % auf. Die Mittelwerte und Mediane variieren zwischen

Werten von 5 bis 9.

In Abbildung 4.5 sind die Ergebnisse der Serum- und Fleischsaftwerte der Bundeslidnder in
Boxplots dargestellt.

Eine Ubersicht iiber die untersuchten Proben je Betrieb und Bundesland und die statistischen

Parameter der Bundeslénder ist im Anhang dargestellt.
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Abbildung 4.5: Boxplots der Ergebnisse der Bundeslédnder

4.25 Statistische Auswertung der Ergebnisse der Betriebe

Die Ergebnisse der Serum- und Fleischsaftproben wurden getrennt nach den 41 Betrieben, aus

denen die Proben stammten, betrachtet und verglichen.

In den Abbildungen 4.6 und 4.7 sind die Ergebnisse getrennt nach Serum und Fleischsaft in
Boxplots dargestellt. Wéhrend die Verteilungen bis auf Schwankungen regelméBig verteilt
sind, finden sich bei den Betrieben 16, 19 und 27 vermehrt Ausreiler, die mit den positiv

ausgefallenen ELISA-Proben erklart werden konnen.
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Antikorper in OD%

20

40—

80—

60—

;;g%aiéééqéééi-%éé%ﬁéﬁ é% é#@ﬁg-l-én

7111 T T r1T 1T 1T T 17T 17T T T T T T 1T T L
1234567891011121314151617181920212223242526272829303132333435363738394041

Betrieb

Abbildung 4.6: Boxplots der untersuchten Serumproben
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Abbildung 4.7: Boxplots der untersuchten Fleischsaftproben
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4.3 Vergleich der Ergebnisse von Digestionsverfahren und ELISA

Anhand einer Vierfelder-Analyse der Ergebnisse von Digestion und ELISA (Tabelle 4.7 und
Tabelle 4.8) konnte die Spezifitit des ELISA ermittelt werden. Die Digestion wurde dabei als
,»Gold Standard“ gewertet. Beim Serum erreichte der ELISA eine Spezifitit von 99,7 %. Die

Sensitivitdt konnte nicht ermittelt werden, da alle Proben bei der Untersuchung mittels

Digestion negativ waren.

Tabelle 4.7: Vierfelder-Analyse der Ergebnisse der Digestion und des ELISA (Serum)

Digestion
positiv negativ Summe (%)
ELISA positiv 0 5 5 (0,26 %)
(Serum) negativ 0 1.917 1.917 (99,74 %)
Summe (%) 0 (0 %) 1.922 (100 %) | 1.922 (100 %)
Spezifitét (%) = Zahl der negativen Tiereimvergleichenden Test (ELISA) X100

Zahl der negativen Tiereim"Goldstandart"

=99,7%

Tabelle 4.8: Vierfelder-Analyse der Ergebnisse der Digestion und des ELISA (Fleischsaft)

Digestion

positiv negativ Summe (%)
ELISA positiv 0 43 43 (2,24 %)
(Fleischsaft) negativ 0 1.879 1.879 (97,76 %)
Summe (%) 0 (0 %) 1.922 (100 %) 1.922 (100 %)
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Zahl der negativen Tiereimvergleichenden Test (ELISA) X100

ezifitat (%) =
» (%) Zahl der negativen Tiereim"Goldstandart"

= 97,8 %

Beim Fleischsaft erreichte der ELISA eine Spezifitdt von 97,8 %. Genau wie beim Serum

konnte auch hier die Sensitivitit nicht ermittelt werden.
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4.4 Abklarung der Ergebnisse

4.4.1 Ergebnisse der internen Kontrolle

Alle negativen Kontrollseren, die zusdtzlich in jedem Test mitgefiihrt wurden, waren
Trichinella-negativ. Alle kreuzreagierenden Proben fielen ebenfalls Trichinella-negativ aus.
Alle Trichinella-positiven Kontrollseren fielen Trichinella-positiv aus. Die 2 grenzwertigen
Kontrollseren (A und B), die auf allen Platten mituntersucht wurden, schwankten bei den
Ergebnissen zwischen positiv und negativ und waren jeweils normalverteilt. Tabelle 4.9 zeigt

die Ergebnisse der grenzwertigen Proben im Vergleich.

Tabelle 4.9: Ergebnisse der grenzwertigen Referenzproben im ELISA

Ergebnisse Probe A Probe B Gesamt

der Proben | Anzahl der | Anzahl in | Anzahl der | Anzahl in | Anzahl der | Anzahl in
Ergebnisse | % Ergebnisse | % Ergebnisse | %

positiv 23 53,5% 30 48,4 % 53 50,5 %

negativ 20 46,5 % 32 51,6 % 52 49,5 %

gesamt 43 100 % 62 100 % 105 100 %

4.4.2 Ergebnisse der Abklarungsunter suchungen

Alle 5 in der ersten Untersuchung beurteilten Trichinella-positiven Seren waren in der
Abklarungsuntersuchung negativ (Tabelle 4.10). Von den 43 als positiv beurteilten
Fleischsaftproben erwiesen sich in der Abkldrungsuntersuchung 28 (65,1 %) als negativ, 11

(25,6 %) als fraglich und 4 (9,3 %) als Trichinella positiv (Tabelle 4.11).
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Tabelle 4.10: Ergebnisse der Nachuntersuchung — Serum

Serum Ergebnisse der Ergebnisse der Nachuntersuchung
1. Untersuchung
Probe Indices (%) Indices (%) Indices (%) | Erreichter Ergebnis
Verd. 1:100 Verd. 1:100 Verd. 1:10 Grenztiter

E 101 18,3 16,8 48,9 1:40 -
N131 18,6 12,3 23,2 1:20 -

S 80 16,5 10,3 40,3 1:40 -

T 35 14,7 9,8 30,9 1:20 -

W 17 15,2 15,2 25,9 1:20 -

Tabelle 4.11: Ergebnisse der Nachuntersuchung — Fleischsaft

Fleischsaft | Ergebnisse der Ergebnisse der Nachuntersuchung im Bundesinstitut fiir
1. Untersuchung Risikobewertung
Probe Indices (%) Indices (%) Indices (%) | Erreichter Ergebnis
Verd. 1:10 Verd. 1:10 Verd. 1:1 Grenztiter
AS 14,3 13,4 40,1 1:4 -

C21 17,9 59 - - -

D 26 27,6 1,4 - - -

D 77 16,4 19,9 27,4 1:8 ?
ES 14,4 6,5 - - -

E 101 15,0 21,3 36,8 1:16 ?
Gl 16,9 12,3 29,2 1:2 -
G2 77,1 14,3 15,3 1:1 -

G 3l 28,0 14,8 23,1 1:2 -

G 37 247 21,6 25,2 1:2 -

H 45 19,0 7,5 - - -

H 51 18,0 3,7 - - -

H 53 15,1 6,0 - - -
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Tabelle 4.11 (Fortsetzung)

H 57 19,2 3,6 - -
J31 43,6 10,7 17,4 11
J 44 38,8 6,9 - 5
J51 48,0 11,9 16,4 11
K 20 254 8,1 11,6 -
K 70 24,6 8,1 29,3 1:2
M 18 22,4 19,9 53,3 1:8
M 20 26,2 28,9 63,8 1:32
M 59 23,1 2,5 - -
M 77 16,8 39,7 83,0 1:64
N 109 30,7 11,2 31,1 1:4
N 131 15,7 38,0 52,7 1:32
N 132 22,0 38,0 71,2 1:16
024 23,5 13,6 58,8 1:4
052 20,5 7,6 - -
Q92 18,3 283 452 1:32
T 35 16,1 12,2 46,4 1:4
U 40 214 9,2 26,6 1:2
U 43 25,5 14,8 30,7 12
U 44 18,7 5,0 : .
U 95 16,3 3,6 - -
U101 58,1 9,8 46,4 1:2
V 39 15,6 11,3 55,5 1:8
W2 37,5 33,0 49,9 1:32
W11 35,1 34,1 63,8 1:16
W 42 14,1 13,1 41,1 1:16
W 58 16,6 9,8 35,2 1:4
w71 14,9 13,9 444 1:32
W 74 14,4 24,6 69,7 1:64
W 78 33,8 22,3 120,0 1:64
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4.4.3 Endguiltige Bewertung der Proben

Bei der endgiiltigen Beurteilung der Proben wurden die Ergebnisse aus allen Untersuchungen
beriicksichtigt. Die Ergebnisse der Digestion wurden als ,,Gold Standard“ und damit als
ausschlaggebend gewertet. Ein GroBteil der nachuntersuchten Proben war negativ. Aulerdem
wurde die Tatsache beriicksichtigt, dass bei keinem der untersuchten Schweine in der
Nachuntersuchung sowohl Serum als auch Fleischsaft positiv waren. Dementsprechend

wurden alle Proben als Trichinella-negativ beurteilt.
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5 Diskussion

5.1 Hintergrund der Arbeit

Beim Hausschwein werden Trichinellen selten nachgewiesen, so sind nur etwa 0 - 3 Schweine
von den ca. 40 Mio., die jéhrlich geschlachtet werden, Trichinella-positiv (POZIO 2005). Im
Gegensatz dazu ist die Trichinellose im silvatischen Zyklus noch immer von Bedeutung.
Beim Wildschwein lag die Prdvalenz von Trichinglla spiralis in den letzten 10 Jahren
zwischen 0,001 und 0,01 %. Auch beim Fuchs (Trichinella spiralis, Trichinella britovi) und

Marderhund (Trichinella spiralis) konnen immer wieder Trichinen nachgewiesen werden.

Normalerweise kann eine Infektion von Haustieren auf Trichinella spiralis zuriickgefiihrt
werden. Doch gelegentlich werden auch die silvatischen Spezies Trichinella britovi und
Trichinella pseudospiralis bei Schweinen aus Freilandhaltungen und bei Pferden
nachgewiesen (MURRELL and POZIO 2000).

Eine Infektion von Hausschweinen ist ausschlieBlich in extensiven Systemen festzustellen,
wo keine Barrieren den Kontakt zu Wild- und Nagetieren verhindern. Dagegen kommt es in
industrialisierten Managementsystemen &duflerst selten zu einer Infektion mit Trichinen
(KAPEL 2005). Ausbriiche, die auf solche extensiven Haltungen zuriickgefiihrt werden
konnten, gab es bereits in verschiedenen Regionen Spaniens, Siidfinnlands und an diversen

Orten in Zentral- und Osteuropa (POZIO 1998).

Vor allem in den osteuropdischen Léndern ist die Anzahl der Trichinellose-Fille in den
letzten 10 bis 15 Jahren massiv angestiegen. Aufgrund politischer und wirtschaftlicher
Umwiélzungen stieg die Anzahl der kleinbéduerlichen Betriebe mit einer entsprechenden
Abnahme der Haltungshygiene und einer verminderten Qualitdt der Fleischuntersuchung. Im
Zuge dessen kam es in Bulgarien, Ruménien, Serbien, Kroatien, Polen und Litauen zu
verschiedenen Ausbriichen mit mehreren tausend infizierten Personen durch den Verzehr von

trichindsem Schweinefleisch (POZIO 2005).

Diese Situation spiegelt sich auch in der Untersuchung von HAMIDI (2005) wider. In dieser

Untersuchung wurden Hausschweine aus Outdoor- und Indoorhaltungen aus Kroatien und
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Deutschland auf Trichinen untersucht. Alle 1.401 untersuchten Proben aus Deutschland (225
aus Indoorhaltungen und 1.176 aus Outdoorhaltungen) waren Trichinella-negativ. In Kroatien
waren alle 163 Schweine aus Indoorhaltungen Trichinella-negativ, wahrend bei den 63
untersuchten Schweinen aus Outdoorhaltungen mit der Digestion 11 Trichinella-positive

Proben nachgewiesen werden konnten.

Da mittlerweile ein immer grofler werdendes Interesse des Verbrauchers an Produkten aus
Okologischen Betrieben und tiergerechter Haltung besteht, ist in Deutschland und der
Europédischen Union ein zunehmender Anstieg 0kologischer Landwirtschaft zu beobachten,
die zumeist mit Outdoorhaltung (Freiland- oder Auslauthaltung) verbunden ist. Dies war
Anlass, das Vorkommen der Trichinellose in Outdoorhaltungen in Deutschland weitergehend

zu untersuchen.
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5.2 Auswahl der Tiere

Bei der Auswahl der Proben wurde ein Schwerpunkt darauf gesetzt, dass die beprobten
Schweine aus Outdoorhaltungen stammten und damit im Gegensatz zu Indoorhaltungen

Kontaktmoglichkeiten zur Aullenwelt hatten.

Aus organisatorischen Griinden konnten nur Tiere aus mittelgroen Betrieben untersucht
werden, die in groferen 0kologischen Fleischvermarktungsgesellschaften organisiert waren.
Diese sammeln die zur Schlachtung vorgesehenen Tiere der einzelnen Betriebe ein und
transportieren sie dann zusammen zu den Schlachthofen. Da fiir die Untersuchung die
Schweine von 4 verschiedenen Vermarktungsgesellschaften beprobt wurden, konnte eine
relativ groBe Auswahl an Tieren untersucht werden, die aus insgesamt 42 verschiedenen

Betrieben aus 7 Bundesldndern stammte.

Auf Grund der Ubergangszeiten, die in der Verordnung (EWG) Nr. 2092/91 des Rates vom
24. Juni 1991 uUber den 6kologischen Landbau und die entsprechende Kennzeichnung
der landwirtschaftlichen Erzeugnisse und Lebensmittel vorgesehen sind, wurde ein
geringer Teil der Schweine noch in Stallhaltungen ohne Auslauf gehalten. Dabei handelte es
sich zumeist um AuBlenklimastille. Die restlichen Tiere wurden zumindest iiber einen Teil
threr Aufzucht in Stillen mit Auslaufmoglichkeiten gehalten. Fiir die Haltung, Fiitterung und
Aufzucht galten die Vorgaben der Verordnung Nr. 2092/91 und zum Teil zusétzliche
Anforderungen der Fleischvermarktungsgesellschaften. Wie diese Anforderungen praktisch

durch die Betriebe umgesetzt wurden, ist nicht bekannt.
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5.3 Auswahl der M ethoden

Digestionsmethode

Zum Zeitpunkt der Probenentnahmen galt die Richtlinie 77/96 EWG, nach der die
Digestionsmethode fiir die amtliche Trichinenuntersuchung vorgeschrieben war. Daher
wurden alle beprobten Schweine schon am Tage der Schlachtung mit 1 g
Zwerchfellsmuskulatur auf Trichinellen untersucht. Bei einer Probenmenge von 1 g liegt die
Nachweissensitivitdt der Digestion bei 1 - 3 Larven pro g Muskulatur. Da die amtliche
Trichinenuntersuchung vor allem eine klinische Trichinellose des Menschen verhindern soll,

ist dieser Grad an Sensitivitdt ausreichend (GAMBLE et al. 2000).

Die Digestionsmethode gilt als Referenznachweismethode fiir den Nachweis der
Trichinellose. Um die Nachweisempfindlichkeit zu verstirken und auch geringere Mengen an
Larvenbefall nachweisen zu kénnen, wurde eine weitere Untersuchung mit einem erhohten

Probengewicht (10 g) vorgenommen.

ELISA

Unter den serologischen Nachweismethoden stellt der ELISA eine praktikable und einfache
Variante dar, die vor allem bei der epidemiologischen Uberwachung von Wildtieren und beim
Herdenmonitoring genutzt wird. Die zusidtzliche Untersuchung mit dem ELISA bot die
Moglichkeit, zwei verschiedene Nachweismethoden der Trichinella-Diagnostik zu
vergleichen und die Sensitivitdit und Spezifitit des ELISA der Digestionsmethode (,,Gold

Standard*) gegentiber zu stellen.

Bei der Untersuchung mittels ELISA wird die Verwendung von Serum bevorzugt, allerdings
besteht auch die Mdglichkeit, Vollblut oder Gewebesaft zu nutzen (GAMBLE et al. 2004).
Fiir diese Untersuchungen wurde sowohl Serum als auch Fleischsaft verwendet. Der
Fleischsaft wurde dabei den Fleischproben aus der Zwerchfellsmuskulatur entnommen. Bei
der Entnahme der Proben wurde auf exaktes und sauberes Arbeiten geachtet, soweit dies unter
den gegebenen Umstinden moglich war. Laut GAMBLE et al. (2004) sollte das
Wiedereinfrieren von bereits aufgetauten Proben vermieden werden. Dies konnte nicht immer

umgangen werden, da die Proben in 2 verschiedenen Instituten untersucht wurden.
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Bei der Verwendung von Fleischsaft wird empfohlen (GAMBLE et al. 2004), das Fleisch
nach der Entnahme zu waschen, in kleine Stiicke zu schneiden, einzufrieren und dann
aufzutauen, um den Fleischsaft zu gewinnen. Orginalfleischsaft sollte nicht genutzt werden,
da er Blut enthélt und kontaminiert sein konnte. Auf Grund der gegebenen Umsténde konnte
das Probenfleisch vor Ort nicht gewaschen werden, stattdessen wurden die Fleischstiicke in
einem Stiick gekiihlt und spiter eingefroren. Fiir die ersten Untersuchungen wurde der
Originalfleischsaft genutzt, damit die frischen Proben danach direkt mittels Digestion

untersucht werden konnten.

Der ELISA wurde nach Absprache mit dem Referenzlabor fiir Trichinellose nach den
Vorgaben von NOCKLER et al. (1995) durchgefiihrt. Die Verwendung eines exkretorisch-
sekretorischen Antigens anstelle eines somatischen Antigens konnte dabei die hohe Spezifitit

des Testes gewéhrleisten.

Der Nachweis von Trichinellen-Antikorpern hat jedoch nur eine eingeschriankte Aussagekraft,
da in der Frith- und Spitphase der Infektion falsch-negative Ergebnisse moglich sind. Der
Antikorpertiter kann in der Frithphase der Infektion noch zu gering oder nicht ausgebildet sein
und in der Spatphase der Infektion bereits so stark abgesunken sein, dass Antikorper mit dem

ELISA nicht mehr nachzuweisen sind.
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5.4 Betrachtung der Ergebnisse

Alle 1.922 untersuchten Schweine wurden bereits anhand der amtlichen Untersuchung im
Schlachthof als Trichinella-negativ eingestuft. Auch bei der Untersuchung von 10 g

Zwerchfellsmuskulatur konnten keine Trichinenlarven nachgewiesen werden.

Dieses Ergebnis wurde bei 1.877 der untersuchten Schweine mit dem ELISA bestitigt. 5
Serumproben (0,26 %) und 43 Fleischsaftproben (2,24 %) wiesen jedoch bei der
Untersuchung mit dem ELISA Indexwerte iiber 14 % auf und wurden demnach auf Basis des

ELISA als Trichinella-positiv gewertet.

Es stellte sich die Frage, inwiefern die Nachweisempfindlichkeit des ELISA {iber der des
Larvennachweises der Digestion lag und ob demnach die ELISA-positiven Proben in der Tat

Trichinella-positiv waren oder ob es sich um falsch-positive Ergebnisse handelte.

Auffillig war, dass nur 3 der untersuchten Tiere einen positiven Serum- und gleichzeitig
einen positiven Fleischsaftbefund aufwiesen. Bei allen anderen positiv-getesteten Tieren war
nur eine der untersuchten Proben positiv, was gegen eine tatsdchliche Infektion spricht, da
sich im Falle von positiven Proben die Serum- und Fleischsaftproben entsprechen miissten.
Bei der Nachuntersuchung im Referenzlabor fiir Trichinellose konnte bestitigt werden, dass
es sich um falsch-positive Befunde handelte: nach der Titration wurden nur noch 4 der
untersuchten Fleischsaftseren als Trichinella-positiv und 11 als Trichinella-fraglich bewertet.
Die restlichten Fleischseren und alle Blutseren waren Trichinella-negativ, so dass keine Probe

auf Grundlage der Nachuntersuchung sowohl Serum- als auch Fleischsaftpositiv blieb

Betrachtet man zudem die Digestionmethode als "Gold-Standard“, waren die ELISA-
positiven Werte als falsch-positiv einzuschétzen. Dafiir spricht auch die Tatsache, dass auch
bei der Untersuchung von 10 g Muskulatur mittels Digestion und damit einer Erh6hung der
Sensitivitdt um das 10-fache keine Trichinenlarven nachgewiesen werden konnten. Aus den
Ergebnissen wurde geschlossen, dass die untersuchten Proben durchweg Trichinella-negativ

waren.

Auftillig war, dass viele der falsch-positiven Fleischsaftproben einen hohen Anteil an

korpuskuldren Bestandteilen aufwiesen, was die hohen Extinktionen erkléren konnte.
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Die verminderte Qualitdt der Proben kann mit der Probenentnahme im Schlachthof und durch
den langen Transport erklirt werden. Bei dem Vergleich der Ausfahrten fiel auf, dass die
falsch-positiven Proben recht gleichméBig auf alle Ausfahrten verteilt waren (Tabelle 5.1).
Einzig bei der letzten Ausfahrt fiel eine leichte Haufung der falsch-positiven Proben auf. Dies
stimmte mit der Beobachtung {iberein, dass einige Fleischsaftproben der letzten Ausfahrt

vermehrt korpuskuldre Teilchen aufwiesen. Ein direkter Grund hierfiir konnte nicht ermittelt

werden.

Tabelle 5.1: ELISA-positive Proben geordnet nach Ausfahrten

Ausfahrt Anzahl der Positive Ergebnisse der Positive
beprobten 1. Untersuchung Ergebnisse
Schweine (BfR)
Serum Fleischsaft Fleischsaft
A 61 0 1 0
C 39 0 1 0
D 71 0 2 1
E 130 1 2 1
G 46 0 4 0
H 58 0 4 0
J 96 0 3 0
K 92 0 2 0
M 108 0 4 3
N 129 1 3 2
O 113 0 2 0
Q 123 0 1 1
S 108 1 0 0
T 106 1 1 0
U 104 0 5 0
\Y 72 0 1 1
Y 87 1 7 6
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Bei der Untersuchung von Fleischsaft sollte daher darauf geachtet werden, dass die
Probenentnahme sauber verlduft, das Fleisch nach der Entnahme gereinigt und moglichst bald
eingefroren wird. Der nach dem Auftauen entnommene Fleischsaft sollte sofort wieder
eingefroren werden. Wiederholtes Auftauen und Einfrieren von Proben sollte soweit moglich
vermieden werden: Die Empfehlungen vom GAMBLE et al. (2004) konnen somit bestétigt

werden.

Auch das Blut sollte mdglichst hygienisch entnommen und bis zum Gerinnen stehen gelassen
werden. Das abgesetzte Blutserum sollte schnellstmdglich bis zur Aufarbeitung eingefroren
werden. Insgesamt zeigte sich das Blutserum weit weniger anfillig fiir einen Qualitatsverlust

als der Fleischsatft.

Die Spezifitit des ELISA liegt laut GAMBLE (1998) bei der Untersuchung von
Probenmaterial vom Schwein bei etwa 90.4 - 99,6 % und die Sensitivitit bei etwa 93,1 - 99,2
%. Mit der Digestion als ,,Gold Standard®, betrug die Spezifitit 97,8 % fiir den Fleischsaft
und bezogen auf das Blutserum sogar 99,7 %, was die hohe Spezifitit des ELISA bestitigt.
Ein weiterer Punkt, der fiir die Spezifitit des ELISA spricht, ist die Tatsache, dass alle parallel
untersuchten Seren mit kreuzreagierenden Antikorpern Trichinella-negativ waren. Mit den
ELISA-Ergebnissen der auf jeder Platte mitgefiihrten internen Kontrollseren (Trichinella-
negativ, -grenzwertig und -positiv), konnte zusitzlich gezeigt werden, dass die erwarteten
Ergebnisse mit dem verwendeten ELISA erhalten wurden. Die hohere Spezifitit des ELISA
beim Blutserum Idsst sich mit der geringeren Anfalligkeit des Serums gegeniiber
Qualitatsschwankungen erkldren. Die Sensitivitit des ELISA konnte auf Grund der Tatsache,

dass alle in der Digestion untersuchten Muskelproben negativ waren, nicht ermittelt werden.

Mit Hilfe weiterer Untersuchungen mit dem ELISA (Austitration der Trichinella-positiven
Serum- und Fleischsaftproben) konnte ein Grof3teil der Seroreagenten abgeklért werden. Auch
der Westernblot ist ein geeigneter Bestitigungstest zur Abkldrung von Seroreagenten in der
Trichinella-Diagnostik (NOCKLER and KAPEL 2007). Dieser Test stand fiir die eigenen

Untersuchungen jedoch nicht zur Verfligung.

Bei der Untersuchung der ELISA-Ergebnisse fiir Serum und Fleischsaft mit dem
Kolmogorov-Smirnov-Test war bei beiden Matrizes eine Normalverteilung nicht gegeben.

Dies kann zum einen auf die Anzahl extremen Ausreifler (insbesondere beim Fleischsaft) und
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zum anderen auf die relativ hohe Zahl der in den statistischen Test eingegangenen Werte

(1.922) zuriickgefiihrt werden (Abbildung 5.1).

Trotz der anndhernd gleichen Mittelwerte fiir die ELISA-Ergebnisse der Serum- und
Fleischsaftproben, ergab die statistische Auswertung signifikant hohere OD%-Werte fiir die
Fleischsaftproben, was ebenfalls auf die extremen Ausrei3er bei diesen Proben zuriickgefiihrt

werden kann (Abbildung 5.1).
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Abbildung 5.1: Boxplots der Serum- und Fleischsaftproben

Zusétzlich wurden die Ergebnisse der Serum- und Fleischsaftproben nach Bundeslédndern und
Betrieben geordnet und verglichen. Die signifikant unterschiedlichen ELISA-Werte fiir die
Fleischsaftproben (niedriger fiir Brandenburg und Niedersachsen) und Serumproben (hoher
fiir Nordrhein-Westfalen) sind wahrscheinlich nicht auf regionale Unterschiede
zurlickzufithren. Eventuell hatte die Wahl des Schlachthofes einen FEinfluss auf dieses
Ergebnis. Eine andere Erkldrung dafiir konnte auch die unterschiedlich groB3e Anzahl von
Proben sein, die fiir die Untersuchung aus den einzelnen Bundesldndern zur Verfiigung stand.

Bei der Untersuchung der Herkunft der Trichinella-positiven Serum- und Fleischsaftproben
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waren diese auf die Betriebe und Bundeslidnder, aus denen die Schweine zur Schlachtung

kamen, gleichméBig verteilt, so dass ein unmittelbarer Zusammenhang zum Herkunftsbetrieb

nicht hergestellt werden konnte (Tabelle 5.2).

Tabelle 5.2: ELISA-positive Proben geordnet nach Herkunft

Herkunft Bundesland Anzahl der | Positive Ergebnisse der Positive
untersuchten 1. Untersuchung Ergebnisse
Schweine (BfR)
Serum  Fleischsaft | Fleischsaft
Bestand 1 Brandenburg 107 0 1 0
Bestand 4 Brandenburg 78 0 1 0
Bestand 7 NRW 29 0 1 0
Bestand 9 NRW 15 0 1 1
Bestand 10 | Brandenburg 20 0 1 0
Bestand 11 Sachsen 110 1 1 1
Bestand 13 | Meckl.-Vorp. 12 0 2 0
Bestand 15 | Meckl.-Vorp. 25 0 2 0
Bestand 16 | Meckl.-Vorp. 115 0 7 0
Bestand 18 | Niedersachsen 81 1 2 0
Bestand 19 | Niedersachsen 160 1 6 2
Bestand 21 | Niedersachsen 65 0 4 2
Bestand 24 Schlesw.-H. 115 0 3 3
Bestand 25 | Niedersachsen 164 0 1 0
Bestand 26 | Niedersachsen 20 1 0 0
Bestand 27 | Niedersachsen 190 1 7 3
Bestand 28 | Niedersachsen 109 0 1 1
Bestand 30 | Niedersachsen 45 0 1 1
Bestand 39 | Niedersachsen 32 0 1 1
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5.5 Epidemiologische Er Orter ungen

Aus den Ergebnissen der Untersuchungen kann geschlossen werden, dass die Trichinellose
gegenwirtig auch bei Schweinen aus Outdoorhaltungen im domestischen Zyklus in

Norddeutschland nicht von Bedeutung ist.

Eine Prdavalenz von Trichinella in der Schadnagerpopulation des untersuchten Gebietes ist
entweder nicht vorhanden oder zu gering, um sich im domestischen Zyklus niederzuschlagen.
Allerdings kann diese Feststellung nur fiir die untersuchten Regionen getroffen werden, da in
einem anderen Habitat moglicherweise andere Voraussetzungen bestehen, die eine

Ubertragung in den domestischen Zyklus ermdglichen.

Zur endgiiltigen Klarung dieser Fragen sind weitere Untersuchungen in ganz Deutschland
sinnvoll. Dabei wiren sicherlich vor allem auch die dstlichen Gebiete Deutschlands an der
Grenze zu Polen und Tschechien von Interesse. Wahrend in Tschechien die Trichinellose,
wie auch in Deutschland, nur im sylvatischen Zyklus auftritt, ist sie in Polen auch im
endemischen Zyklus vertreten (POZIO 2001). In Siiddeutschland wiederum sind die

Strukturen der Betriebe anders, so dass auch dort Untersuchungen angebracht wiren.
Obwohl zurzeit das Risiko vernachléssigbar ist, besteht in Outdoorhaltungen die Moglichkeit,

dass potentielle Kreisliufe geschlossen werden und es damit zu einer Ubertragung von

Trichinen auf Hausschweine und damit zu einer Gefdhrdung von Menschen kommt.
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5.6 Schlussfolgerungen

Der ELISA ist als Methode fiir das Trichinellen-Herdenmonitoring beim Schwein sehr
geeignet. Mit der Verwendung eines exkretorischen-sekretorischen Antigens konnte eine hohe
Spezifitit, sowohl bei der Untersuchung von Blutseren als auch bei der Untersuchung von
Fleischsaft, erzielt werden. Bei der Untersuchung mittels ELISA ist die Verwendung von
Blutserum vorzuziehen, da Blutserum eine geringere Anfilligkeit fiir Qualititsverdnderungen

aufwies.

Dennoch besitzt der ELISA als diagnostische Methode zum Nachweis spezifischer
Trichinella-Antikorper nur eine beschriankte Aussagekraft, da in der Frithphase und in der

Spatphase der Infektion falsch-negative Ergebnisse moglich sind.

Fiir die amtliche Fleischuntersuchung empfiehlt sich als Referenznachweismethode noch
immer die Digestion, wie sie in Verordnung (EG) Nr. 2075/2005 der Kommission vom 5.
Dezember 2005 mit spezifischen Vorschriften fir die amtlichen Fleischuntersuchungen

auf Trichinen vorgesehen ist.

Angesichts des sehr seltenen Vorkommens der Trichinellose in Deutschland waren auch bei
der Untersuchung von Outdoorschweinen keine Trichinella-positiven Tiere zu erwarten, was

anhand der Untersuchungsergebnisse bestitigt werden konnte.

Da die Trichinellose in Deutschland endemisch ist und bei Wildtieren immer wieder
nachgewiesen wird, kann fiir die Untersuchung auf Trichinellose jedoch keine Entwarnung
gegeben werden. Auch weiterhin besteht bei Outdoorhaltungen ein groBeres Risiko fiir eine
mogliche Infektion mit Trichinen, da bei Tieren in Auslauthaltungen die Wahrscheinlichkeit
grofer ist, dass sie in Kontakt zu trichindsen Wild- oder Nagetieren kommen. Bei Schweinen
in Indoorhaltungen wird dies allein schon durch die geschlossene Haltung weitestgehend
verhindert. Doch auch in Outdoorhaltungen kann das Risiko einer Infektion durch ein gutes
Hygienemanagement minimiert werden. Dazu gehdéren BekdmpfungsmaBBnahmen gegen
Schadnager z.B. ebenso wie eine kontrollierte Fiitterung und ein kontrollierter Zukauf neuer

Tiere.
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Diskussion

Das erhohte Risiko in Outdoorhaltungen wird auch in der Verordnung (EG) Nr. 2075/2005
der Kommission vom 5. Dezember 2005 mit spezifischen Vorschriften fur die amtlichen
Fleischunter suchungen auf Trichinen beriicksichtigt.

Wihrend fiir Schweine aus Indoorhaltungen die Moglichkeit einer Abweichung von der
Trichinenuntersuchung besteht, miissen Schweine, die Zugang zu Freigehegen haben, nach
wie vor direkt am Schlachthof mittels Digestion auf Trichinen untersucht werden, was

angesichts des bestehenden Risikos gerechtfertigt ist.
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Zusammenfassung

6 Zusammenfassung

Mit der zunehmenden Verbreitung oOkologischer Haltungen von Schweinen ist auch ein
Anstieg an Auslauf- und Freilandhaltungen festzustellen. Damit stellt sich die Frage, ob
empfangliche Nutzungsgruppen aus diesen Haltungen vermehrt durch eine Infektion mit
Trichinen gefahrdet sind, da ein Kontakt zu infizierten Wild- und Nagetieren nicht immer

vermieden werden kann.

Es wurden insgesamt 1.922 Hausschweine aus Outdoorhaltungen mit einer direkten und einer
indirekten Methode auf Trichinen untersucht. Die Tiere stammen aus kleinen bis mittelgroB3en
Okologischen Betrieben aus Norddeutschland, wo sie zumeist in Stillen mit Auslaufhaltung
gehalten wurden. Fiir den direkten Nachweis wurden 10 g Zwerchfellsmuskulatur mittels
Magnetriihrverfahren auf Trichinenlarven untersucht. Fiir den indirekten Nachweis wurden
Serumproben in einer Verdiinnung von 1 : 100 und Fleischsaftproben in einer Verdiinnung
von 1 : 10 mittels ELISA auf Trichinen-Antikérper untersucht. Der ELISA wurde unter

Verwendung eines exkretorisch-sektretorschen Larvenantigens durchgefiihrt.

Alle untersuchten Schweine waren sowohl bei der Digestionsmethode als auch beim ELISA
Trichinella-negativ, allerdings wiesen eine geringe Anzahl von Fleischsaftseren falsch-
positive Ergebnisse auf, die auf Proben mit schlechter Qualitit zurlickzufiihren sind. Die
negativen Ergebnisse sprechen dafiir, dass die Trichinellose in Deutschland gegenwirtig auch
in Outdoorhaltungen nicht von Bedeutung ist. Dennoch stellen Outdoorhaltungen auch
weiterhin ein grofBeres Infektionrisiko fiir Parasiten dar als konventionelle Indoorhaltungen,
was auch in der gegenwirtigen Gesetzeslage berticksichtigt wird. So ist fiir Outdoorhaltungen

keine Moglichkeit zur Zertifizierung als Trichinenfreier Betrieb vorgesehen.

Fiir die Untersuchung groBer Probenmengen erwies sich der ELISA als bei weitem
praktikabler und zeitsparender als die Digestion, auch ermdglicht er die Untersuchung und
den Vergleich verschiedener Testmedien, wie Fleischsaft und Serum. Er zeigt sich jedoch auf
Grund der Komplexitit etwas storanfilliger, so wurden vor allem bei den Fleischsaftproben
falschpositive Proben nachgewiesen, die in der Digestion negativ ausfielen. Die im Vergleich
zum ELISA geringere Sensitivitit der Digestion konnte durch die Untersuchung einer

groferen Probenmenge ausgeglichen werden.

109



Zusammenfassung

Unsere Ergebnisse stiitzen daher die vorherrschende Auffassung, nach der die Digestion nach
wie vor fiir die amtliche Untersuchung vorzuziehen ist, wihrend der ELISA eher fiir

epidemiologische Untersuchungen und fiir das Herdenmonitoring zu empfehlen ist.
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7 Summary

Prevalence of Trichinella spiralisin pigs kept outdoors

An increasing number of farms applies ecological principles of keeping techniques with an
increase of animals kept outdoors. These animals may undergo increased epidemiological

pressure, because of their contact with wildlife and environment.

In this study, 1.922 domestic fattening pigs from outdoor were examined for Trichinella with
the direct digestion method and indirectly using a Trichinella ELISA. The animals came from
smaller holdings as well as from medium size ecological based farms in Northern Germany.
For the direct technique, 10 g of diaphragm muscles were taken and examined by digestion
technique. For indirect ELISA testing, serum was diluted 1 : 100, meat juice was diluted

1 : 10, based on the excretory-secretory antigen of Trichinella spiralis.

All samples tested negatively using both techniques. However, some samples were false-
positive, which refers to a low quality of these samples. Data show, that at present,
trichinellosis deems not to represent a risk in Northern Germany, which was true for the
outdoor farms also. However, with the change of the epidemiological pressure, outdoor offers
a greater risk for Trichinella spiralis infections, too. This situation is reflected in the
legislation, too: Outdoor cannot get the certification as a Trichinella-free farm acc. to

Regulation (EC) 2075/2005.

ELISA turned out to be practical and time efficient compared to digestion. Moreover, ELISA
may be used for the comparison of different matrices such as blood serum or meat juice. With
meat juice, this ELISA tested in few cases false-positively. This was not the case with the
digestion. In comparison to ELISA the digestion method is less sensitive, this can be

compensated with a higher amount of samples.
Finally, ELISA might serve well as an instrument for epidemiological studies and for herd

monitoring, but not as a means of mandatory inspection. As a reference technique, only

digestion should be used.
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Anhang

Auflistung der Betriebe nach Haltungsform, Bundesland und Anzahl der dort

beprobten Tiere

Herkunft Haltung Haltung Bundesland Anzahl der
Ferkelaufzucht Mast untersuchten
Schweine
Bestand 1 Betonauslauf Betonauslauf Brandenburg 107
Bestand 2 Betonauslauf Betonauslauf Brandenburg 5
Bestand 3 Betonauslauf Betonauslauf Brandenburg 17
Bestand 4 Betonauslauf Betonauslauf Brandenburg 78
Bestand 5 Betonauslauf Betonauslauf NRW 10
Bestand 6 Stallhaltung Stallhaltung NRW 11
Bestand 7 Hiitten Stallhaltung NRW 29
Bestand 8 Stallhaltung Stallhaltung NRW 6
Bestand 9 Betonauslauf Betonauslauf NRW 15
Bestand 10 Freilandhaltung Stallhaltung Brandenburg 20
Bestand 11 Betonauslauf Betonauslauf Sachsen 110
Bestand 12 Betonauslauf Betonauslauf Meckl.-Vorp. 31
Bestand 13 Betonauslauf Betonauslauf Meckl.-Vorp. 12
Bestand 14 Betonauslauf Betonauslauf Meckl.-Vorp. 15
Bestand 15 Grasauslauf Grasauslauf Meckl.-Vorp. 25
Bestand 16 Betonauslauf Betonauslauf Meckl.-Vorp. 115
Bestand 17 Betonauslauf Betonauslauf | Niedersachsen 55
Bestand 18 Betonauslauf Betonauslauf | Niedersachsen 81
Bestand 19 Betonauslauf Betonauslauf | Niedersachsen 160
Bestand 20 Betonauslauf Betonauslauf | Niedersachsen 22
Bestand 21 Freilandhaltung Hiitten Niedersachsen 65
Bestand 22 Betonauslauf Betonauslauf | Niedersachsen 70
Bestand 23 Betonauslauf Betonauslauf | Niedersachsen 2
Bestand 24 Betonauslauf | Freilandhaltung Schlesw.-H. 115
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Tabelle S. 127 (Fortsetzung)

Bestand 25 Betonauslauf Betonauslauf | Niedersachsen 164
Bestand 26 Betonauslauf Betonauslauf | Niedersachsen 20
Bestand 27 Betonauslauf Betonauslauf | Niedersachsen 190
Bestand 28 Betonauslauf Betonauslauf | Niedersachsen 109
Bestand 29 Freilandhaltung Hiitte Niedersachsen 18
Bestand 30 Feilandhaltung/ | Betonauslauf | Niedersachsen 45
Hiitten

Bestand 31 Betonauslauf Betonauslauf | Niedersachsen 3
Bestand 32 Betonauslauf Betonauslauf | Niedersachsen 22
Bestand 33 Betonauslauf Betonauslauf | Niedersachsen 31
Bestand 34 Betonauslauf Betonauslauf | Niedersachsen 40
Bestand 35 Betonauslauf Betonauslauf | Niedersachsen 22
Bestand 36 Betonauslauf Betonauslauf | Niedersachsen 5
Bestand 37 Betonauslauf Betonauslauf | Sachsen-Anhalt 5
Bestand 38 Freilandhaltung | Betonauslauf | Niedersachsen 25
Bestand 39 Hiitten Betonauslauf | Niedersachsen 32
Bestand 40 Betonauslauf Betonauslauf | Niedersachsen 6
Bestand 41 Betonauslauf Betonauslauf | Niedersachsen 9
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Reagentien, Gerate und Verbrauchsmaterialien fur die Digestionsmethode

Reagentien:

- Pepsin (30.000 E / g)
- Leitungswassser (46 - 48 °C)
- Salzsdure (25 %ig)

Geréate:

- Kiihlschrank (5 °C)

- Gefrierschrank (- 21 °C)

- Prazisionswaage

- Moulinette

- Wasserboiler

- Magnetriihrer mit Heizplatte (44 - 46 °C)
- Wasserstrahlpumpe

- Stereomikroskop

Verbrauchsmaterialien:

- Pinzette

- Messer

- 3 - Liter Becherglas

- Messzylinder

- Aluminiumfolie

- Teflonbeschichtetes Magnetriihrstdbchen (5 cm)
- Thermometer (1 - 100 °C)

- 50 ml Zentrifugengléser

- Priifsieb (Maschenweite ca. 180 um)

- Einfiilltrichter
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- 2-Liter Scheidetrichter
- Stativ
- Petrischalen (deren Boden gitterformig in Quadrate von 1 cm Seitenldnge

unterteilt ist)

130



Anhang

Reagentien, Gerate und Verbrauchsmaterialien fur den ELISA

Reagentien:
- mit Trichinella-Antigen beschichtete Mikrotiterplatten (Zul.-Nr.: BgVV 152)
- Trichinella-Positiv-Kontrollserum (1 ml lyophilisiert, Zul.-Nr.: BgVV 153)
- Trichinella-Negativ-Kontrollserum (1 ml lyophilisiert, Zul.-Nr.: BgVV 154)
- PBS-T Puffer
- Aqua bidest.
- Peroxidase-konjugiertes Anti-Schwein IgG vom Kaninchen (1.0 ml fliissig,
Fa. Sigma)
- ABTS-Gebrauchslosung
Pufferrezeptur:

PBS-T (Phosphate buffered saline / Tween 20)

- Kaliumdihydrogenphosophat 0,4¢g
(KH,PO4, VWR/Merck)

- Di-natriumhydrogen- phosphat-dodecahydrat 58¢g
(Na,HPO4x 12 H,O, VWR/Merck)

- Natriumchlorid 16,0g
(NaCl, VWR/Merck)

- Kaliumchlorid 04¢g
(KCl, VWR/Merck)

- Aqua bidest ad 2000 ml

- Tween 20 1,0ml

(Polyoxyethylensorbitanmonolaurat, CsgH;1402¢, VWR/Merck)
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ABTS-Gebrauchslosung:

Geréate:

Puffertrockensubstanz fiir ABTS-Losung (Fa. Roche)
ABTS-Tabletten (Fa. Roche)

Kiihlschrank 5 °C (£ 3 °C)

Gefrierschrank -21 °C (£ 3 °C)

Brutschrank 37 °C (= 1 °C)

Prazisionswaage

Kolbenhubpipette (10 - 100 ul, 100 - 1000 pl)
8-Kanal-Multipipette (Eppendorf, 50 - 250 pnl,)
pH-Meter

Schiittler (Vortex)

Mikrotiterplattenwascher mit 3 Vorratsbehaltern
(ELx50 Automated Strip Washer, Bio-Tek Instruments)
Mikrotiterplattenreader

(EL 800 Universal Microplate Reader, Bio-Tek Instruments,
Filter: 405 - 410 nm)

Gebrauchsmaterialien:
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Messzylinder
Bechergléser
Reagenzgléser und -stédnder

Pipettenspitzen
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Anzahl der untersuchten Serum- und Fleischsaftproben je Betrieb und Bundesland

Bundesland Probe
Gesamt
Serum Fleischsaft
Brandenburg | Betrieb 1 107 107 214
2 5 5 10
3 17 17 34
4 78 78 156
10 20 20 40
Gesamt 5 227 227 454
NRW Betrieb 5 10 10 20
6 11 11 22
7 29 29 58
8 6 6 12
9 15 15 30
Gesamt 5 71 71 142
Sachsen Betrieb 11 110 110 220
Gesamt 1 110 110 220
Mecklenburg- | Betrieb 12 31 31 62
Vorpommern 13 12 12 24
14 15 15 30
15 25 25 50
16 115 115 230
Gesamt 5 198 198 396
Schleswig- Betrieb 24 115 115 230
Holstein Gesamt 1 115 115 230
Sachsen- Betrieb 37 5 5 10
Anhalt Gesamt 1 5 5 10
Niedersachsen | Betrieb 17 55 55 110
18 81 81 162
19 160 160 320
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Tabelle S. 133 (Fortsetzung)

20 22 22 44
21 65 65 130
22 70 70 140
23 2 2 4

25 164 164 328
26 20 20 40
27 190 190 380
28 109 109 218
29 18 18 36
30 45 45 90
31 3 3 6

32 22 22 44
33 31 31 62
34 40 40 80
35 22 22 44
36 5 5 10
38 25 25 50
39 32 32 64
40 6 6 12
41 9 9 18

Gesamt 23 1.196 1.196 2.392
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Anzahl der der untersuchten Schweine und der positiven Serum- und Fleischsaftproben

je Bestand
Herkunft | Bundesland Anzahl der | Positive Positive
untersuchten | Serumproben | Fleischsaft-
Schweine proben
Bestand 1 | Brandenburg 107 0 1
Bestand 2 | Brandenburg 5 0 0
Bestand 3 | Brandenburg 17 0 0
Bestand 4 | Brandenburg 78 0 1
Bestand 5 | NRW 10 0 0
Bestand 6 | NRW 11 0 0
Bestand 7 | NRW 29 0 1
Bestand 8 | NRW 6 0 0
Bestand 9 | NRW 15 0 1
Bestand 10 | Brandenburg 20 0 1
Bestand 11 | Sachsen 110 1 1
Bestand 12 | Meckl.-Vorp. 31 0 0
Bestand 13 | Meckl.-Vorp. 12 0 2
Bestand 14 | Meckl.-Vorp. 15 0 0
Bestand 15 | Meckl.-Vorp. 25 0 2
Bestand 16 | Meckl.-Vorp. 115 0 7
Bestand 17 | Niedersachsen | 55 0 0
Bestand 18 | Niedersachsen | 81 1 2
Bestand 19 | Niedersachsen | 160 1 6
Bestand 20 | Niedersachsen | 22 0 0
Bestand 21 | Niedersachsen | 65 0 4
Bestand 22 | Niedersachsen | 70 0 0
Bestand 23 | Niedersachsen |2 0 0
Bestand 24 | Schlesw.-H. 115 0 3
Bestand 25 | Niedersachsen | 164 0 1
Bestand 26 | Niedersachsen | 20 1 0
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Tabelle S. 135 (Fortsetzung)

Bestand 27 | Niedersachsen | 190 1 7
Bestand 28 | Niedersachsen | 109 0 1
Bestand 29 | Niedersachsen | 18 0 0
Bestand 30 | Niedersachsen | 45 0 1
Bestand 31 | Niedersachsen |3 0 0
Bestand 32 | Niedersachsen | 22 0 0
Bestand 33 | Niedersachsen | 31 0 0
Bestand 34 | Niedersachsen | 40 0 0
Bestand 35 | Niedersachsen | 22 0 0
Bestand 36 | Niedersachsen |5 0 0
Bestand 37 | Sachsen-Anhalt | 5 0 0
Bestand 38 | Niedersachsen | 25 0 0
Bestand 39 | Niedersachsen | 32 0 1
Bestand 40 | Niedersachsen |6 0 0
Bestand 41 | Niedersachsen |9 0 0
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Statistische Parameter der Bundedander

Bundesland Statistik Serum Fleischsaft
Brandenburg N 227 227
Mittelwert 6,6362 60,4292
Median 6,5990 6,2780
Standartabweichung | 1,8032 2,84409
Minimum 0,300 1,226
Maximum 13,047 17,933
Spannweite 12,747 16,707
NRW N 71 71
Mittelwert 9,0262 9,3680
Median 8,8630 8,3500
Standartabweichung | 2,5809 3,9163
Minimum 4,890 4,209
Maximum 14,435 27,635
Spannweite 9,545 23,426
Sachsen N 110 110
Mittelwert 7,6271 8,7930
Median 7,1835 8,5845
Standartabweichung | 2,3389 2,5093
Minimum 3,440 4,755
Maximum 18,287 15,490
Spannweite 14,847 10,735
Mecklenburg- N 198 198
Vorpommern Mittelwert 7,1588 9,0500
Median 6,7750 7,7645
Standartabweichung | 2,4609 7,5125
Minimum 2,350 2,305
Maximum 13,186 77,144
Spannweite 10,836 74,839
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Tabelle S. 137 (Fortsetzung)

Schleswig-Holstein | N 115 115
Mittelwert 7,7635 9,1931
Median 7,6880 8,7820
Standartabweichung | 3,1683 3,7694
Minimum -0,394 2,366
Maximum 13,906 26,191
Spannweite 14,300 23,825

Sachsen-Anhalt N 5 5
Mittelwert 5,0572 60,4540
Median 5,9930 5,6080
Standartabweichung | 3,2352 2,7351
Minimum 0,353 3,813
Maximum 8,172 10,928
Spannweite 7,819 7,115

Niedersachsen N 1.196 1.196
Mittelwert 6,4576 7,6649
Median 6,2490 7,0665
Standartabweichung | 2,7200 4,1626
Minimum -0,483 0,346
Maximum 18,565 58,098
Spannweite 19,048 57,752
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