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1 Ziele und Aufgabenstellung des Projekts

Die Ziele und Aufgabenstellung des Projektes sind in der Leistungsbeschreibung (Zuwendungsbe-
scheid der BLE ,Forschungsvorhaben ,Weiterfihrung der Methodenentwicklung zur Diagnostik
des Duncker’'schen Muskelegels (2810HS017)“ definiert:

Seit dem Jahr 2004 kommt es auf dem gesamten Gebiet der Bundesrepublik regelmafig zu Mel-
dungen Uber Nachweise von Mesozerkarien des parasitdren Saugwurms Alaria alata in Wild-
fleisch. Bedingt durch ihr breitgefachertes Nahrungsspektrum sind insbesondere Wildschweine
haufig Trager der Parasiten. Bei Menschen hat der Verzehr von unzureichend erhitztem
mesozerkarienhaltigem Wildfleisch und Froschschenkeln mehrfach schwerwiegende Erkrankun-
gen verursacht, zum Teil mit Todesfolge. Die Erkenntnisse zur Vorkommenshaufigkeit, zur Organ-
verteilung im Tierkdrper sowie zur geographischen Verteilung des DME waren bislang jedoch -
ckenhaft. Weiterhin fehlte bislang eine spezifische Nachweismethode fir Alaria spp.
Mesozerkarien. Durch die Entwicklung der Alaria alata mesocercariae migration technique (AMT)
steht nun erstmals eine Methode zur Verfligung, mit welcher die Mesozerkarien in den verschiede-
nen Geweben der paratenischen Wirte sicher identifiziert werden kdnnen (s. Abschlussbericht zum
Forschungsvorhaben 2808HS012).

Ziel des Forschungsvorhabens ist somit neben der Validierung und Optimierung dieser Methode
im Ringversuch und der damit verbundenen Entwicklung von geeigneten Standardmaterialien der
Einsatz der AMT innerhalb einer bundesweit durchgefiihrten Pravalenzstudie. Durch den flachen-
deckenden Einsatz einer validierten Methode zum Nachweis des Duncker'schen Muskelegels be-
steht hier erstmals die Moglichkeit die tatsachliche Befallssituation in deutschen Wildtierbestanden
zu klaren.

Des weiteren werden Tenazitatsversuche durchgefiihrt, welche zum einen eine bessere Bewer-
tung des humanen alimentaren Expositionsrisikos, insbesondere im Hinblick auf verarbeitete Wild-
produkte, zulassen, zum anderen aber auch gemeinsam mit den Ergebnissen der morphologi-
schen Untersuchung die Grundlage fur die Identifizierung von Speziesunterschieden auf moleku-

larbiologischer Ebene bilden.

2810HS017 10



Die Arbeitsziele des Forschungsvorhabens wurden entsprechend der im Antrag formulierten Mei-
lensteine sowie des Zuwendungsbescheides folgendermal3en definiert:

e Optimierung der AMT (Zur Optimierung der Methode wurden drei verschiedene Kriterien,
das Auswanderungsmedium, der Zerkleinerungsgrad der Probe und die Auswanderungs-
zeit, in denen die Mesozerkarien auswandern und absinken kdnnen, genauer betrachtet.)

e Validierung der AMT (Methodik zur Herstellung von Standardmaterialien, Workshop, Ring-
versuche, einschlief3lich statistische Analyse)

e Pravalenzstudie einschlieBlich Verteilung der Mesozerkarien im Hinblick auf die
Probennahme

e Tenazitat die Uberprifung der Tenazitat der Mesozerkarien gegeniber verschiedenen
physikalischen und chemischen Parametern im Hinblick auf das alimentdre humane Expo-
sitionsrisiko.

e Molekularbiologie/genetische Diversitat: ldentifizierung von Speziesunterschieden auf
morphologischer und insbesondere molekularbiologischer Ebene und Erfassung der gene-
tischen Diversitat innerhalb der européaischen Alaria alata Population mithilfe der AFLP-
Analyse.

1.1 Planung und Ablauf des Vorhabens

Fur den Berichtszeitraum vom Projektbeginn im September 2010 bis zum Termin der Abgabe des
Schlussberichts am 28. Februar 2013 wurden in Anlehnung an die oben aufgefiihrten wissen-
schaftlichen Arbeitsziele die nachfolgend naher beschriebenen Arbeitsschritte durchgefiihrt:
e die Eignungsprifung und Optimierung der Nachweismethode fiir Alaria alata
Mesozerkarien (AMT) in Wildfleisch;
e Durchfiihrung und Abschluss von Ringversuchen fir die Validierung der Untersuchungsme-
thode sowie fir die Erarbeitung statistischer Kenngré3en im Rahmen der Validierung;
o die Identifizierung der am besten geeigneten Probenentnahmestellen fir den Nachweis des
Duncker’'schen Muskelegels mit Hilfe von Verteilungsuntersuchungen;
e die Uberpriifung der Tenazitat der Mesozerkarien gegeniiber verschiedenen physikalischen
und chemischen Parametern im Hinblick auf das alimentare humane Expositionsrisiko;
e die Optimierung der PCR-Methode zum Nachweis von Alaria alata-Isolaten und Erfassung
der genetischen Diversitat innerhalb der européischen Alaria alata Population mithilfe der
AFLP-Analyse;
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1.2 Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angeknupft

wurde

1.2.1 Einleitung

Der Mensch stellt neben verschiedenen anderen Sauger-, Reptilien- und Amphibienarten einen
paratenischen Wirt der Trematode Alaria alata dar. Im Lebenszyklus von A. alata ist neben den
obligatorischen Wirten dieser paratenische Wirt als fakultatives Wirtsstadium integriert. Diese Wirte
werden vom mesozerkarialen Stadium des Parasiten befallen, das im deutschsprachigen Raum
nach dem Erstbeschreiber auch als Duncker’scher Muskelegel (DME) bezeichnet wird (DUNCKER
1881b, 1896).

Die Verbreitung des Parasiten in Deutschland scheint nach bisherigen Untersuchungen besonders
die 6stlichen Bundeslander zu betreffen. Eine seit 2002 stetig steigende Anzahl an zufalligen Fun-
den in Wildschweinfleisch im Rahmen der routinemé&Rigen Trichinellenuntersuchung (TU) macht
eine Bewertung des potentiellen Infektionsrisikos fur den Menschen notwendig (GRORE und
WUSTE 2004; BfR 2007; MOHL et al. 2009).

So ist der Befall des Menschen mit der Mesozerkarie von Alaria spp., die humane Alariose, im
amerikanischen Raum von mehreren Autoren beschrieben und kann zu unterschiedlich schweren
Symptomen bis zum Tod fuhren (BYERS und KIMURA 1974; KRAMER et al. 1996; MCDONALD
et al. 1994, BEAVER et al. 1977; FERNDANDES et al. 1976; FREEMANN et al. 1976; SHEA et al.
1973). Auch das Bundesinstitut fir Risikobewertung (BfR) weist darauf hin, dass eine Gefahrdung
des Menschen nicht auszuschlieRen ist. Eine abschlieBende Bewertung des humanen Expositi-
onsrisikos ist indes aufgrund der liickenhaften Daten zu Pravalenz und Biologie des Parasiten
noch nicht moéglich. Aus diesem Grund empfiehlt das BfR im Sinne eines vorbeugenden Verbrau-
cherschutzes, Fleisch im Falle eines Nachweises des Duncker'schen Muskelegels als untauglich
fur den menschlichen Verzehr zu beurteilen (BfR 2007).

Der wichtigste Punkt im Rahmen des Verbraucherschutzes ist der sichere Nachweis des Parasiten
in Lebensmitteln tierischer Herkunft, was nach bisherigem Kenntnisstand vor allem Wildschwein-
fleisch betrifft. Eine spezifische und evaluierte Methode fur den Nachweis des Parasiten in Fleisch
fehlt jedoch bislang. Die Detektion mit Hilfe der TU ist fir den Nachweis des DME nicht evaluiert
und aufgrund der biologischen Unterschiede zwischen Trichinella spp. und Alaria spp. fragwirdig.
So wandert beispielsweise der DME, im Gegensatz zu den in Kapseln liegenden Trichinellen, aktiv
im Gewebe des Wirts (ODENING 1963). Weiterhin sind Funde des DME Uberwiegend in Fettge-
webe und intermuskularem Bindegewebe beschrieben (CORT 1918, DICK und LEONARD 1979,
ODENING 1961b, PEARSON 1956, SHOOP et al. 1990, SHOOP et al. 1983a, KIMBER und
KOLLIAS 2000, BUGGE 1942a, SUDARIKOV 1960). Die Verwendung von reinen Muskelproben

wie bei der TU gefordert erscheint daher fir die Probengewinnung unzweckmafig.
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1.2.2 Lebenszyklus

Endwirt

Paratenische Wirte e x‘. YD % @ 1. Zwischenwirt

Abbildung 1: Lebenszyklus von A. alata (MOHL et al. 2009)

Der adulte Egel parasitiert im Darm des Endwirtes und legt nicht embryonierte Eier, die tGber den
Kot des Wirtes in der Umwelt verteilt werden. Die Entwicklung vom Ei zum ausgewachsenen Indi-
viduum dauert durchschnittlich 92-114 Tage (LUCIUS et al. 1988). Wenn das Ei ins Wasser ge-
langt schliipft daraus das Mirazidium (ODENING 1961a; HIEPE 1985). Diese dringen aktiv in einen
aguatilen Schneckenwirt ein. In diesem ersten Zwischenwirt entwickelt sich die Mirazidie tiber mul-
tiple Vermehrung (HIEPE 1985) weiter und nach etwa einem Jahr der Reifung geben
Tochtersporozysten die mit einem gegabelten Schwanz ausgestatteten Zerkarien frei
(Furkozerkarie). Diese bewegen sich lebhaft im freien Wasser und dringen dann aktiv in einen
zweiten Zwischenwirt ein, wobei sie ihren Schwanz abwerfen. Wie Tabelle 4 zeigt, kann der zweite
Zwischenwirt eine Kaulquappe bzw. ein adulter Frosch oder eine andere Amphibienart sein
(BUGGE 1942b). Hier entwickelt sich die Furkozerkarie zur Mesozerkarie.

Wahrend die Mitglieder des Genus Strigaea einen obligaten 4 - Wirtszyklus haben, hat Alaria spp.
einen 3 - Wirtszyklus mit einem fakultativen, mesozerkarialen Stadium zwischen der Zerkarie und
der Metazerkarie. Die Erstbeschreibung dieser Art des Lebenszyklus und der Begriff
.Mesozerkarie“ wurden von Bosma festgelegt (BOSMA 1934). Die Mesozerkarie ist eine Art ,War-
testadium®, das sich durch Penetrationsdriisen auszeichnet.

Die Verteilung im Korper der Kaulgquappe bzw. des Frosches war bei experimentell infizierten Tie-
ren heterogen, bei natirlich infizierten Froschen konzentrierten die Mesozerkarien sich dagegen in
den Schenkeln und der seitlichen Mundhohle (PEARSON 1956). Pearson konnte auch feststellen,
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dass sich die Mesozerkarien nach dem Tod des Wirtes langsam weiter bewegen und aus dem
Gewebe in umgebendes Wasser abwandern Abbildung 1.

Das Spektrum der Schnecken, Frosche und Amphibien und die Préferenz zu einem bestimmten
Wirt variiert je nach Alaria Spezies. In den Froschen liegen die Mesozerkarien je nach Spezies
entweder in Gruppen, frei zwischen den Muskelbauchen oder einzeln in Zysten, wobei die Zysten
aus Wirtsgewebe gebildet werden (HOFER und JOHNSON 1970).

Die Mesozerkarie wird durch Aufnahme des infizierten zweiten Zwischenwirtes auf den
paratenischen Wirt oder direkt auf den Endwirt Ubertragen. Der paratenische Wirt dient hierbei
lediglich als ,Wartewirt“. Der Begriff ,hotes d attente” (= Wartewirt/Stapelwirt) wurde als erstes von
Joyeux und Baer beschrieben (JOYEUX und BAER 1934). In diesen Stapel- oder Reservewirten
kénnen die Parasitenlarven Uberleben, jedoch keine weitere Entwicklung vollziehen. Eine Aus-
nahme stellt A. mustelae der Untergattung Paralaria dar. Diese Alaria Spezies hat sich bei Versu-
chen in Mausen und Huhnern innerhalb weniger Tage von der Mesozerkarie zur Metazerkarie wei-
terentwickelt, wahrend dieser Entwicklungsschritt bei den anderen Alaria - Spezies allein auf den
Endwirt beschrankt ist (MADSEN und JOHNSON 1974).

Der paratenische Wirt wird von anderen Autoren auch als ,Transport* oder ,Hilfszwischen® Wirt
bezeichnet (WALLACE 1939; CUCKLER 1949; BAER 1951), da sich die Mesozerkarien in diesen
Wirten durch jeden Verzehr ansammeln und die Infektion vom im Wasser lebenden Wirten auf
landlebende Wirte tibertragen (DONGES 1969). Die Larve verandert sich weder morphologisch,
noch verliert sie die Invasionsfahigkeit gegentiber ihrem Endwirt (ODENING 1961b; ODENING
1960; ODENING 1963) und kann so mehrere Wirtswechsel unbeschadet tberstehen. SHOOP und
CORKUM (1984c) gehen von einer Kérperwanderung des Parasiten im paratenischen Wirt vom
Magen ins Unterhautfettgewebe aus, wo sie als aktiv wandernde Stadien verbleiben.

Wahrend diese Wirte nicht essentiell fir die Entwicklung des Parasiten sind, sind sie doch nutzlich
fur die Verbreitung der Infektion. Der Zwischenwirt, in dem sich die obligate Entwicklung der Para-
sitenlarve vollzieht, gehort z.B. nicht immer zum Nahrungsspektrum des Endwirts, wohingegen
einige paratenische Wirte dies tun. Auf der anderen Seite kann es auch sein, dass der
paratenische Wirt nicht zum Nahrungsspektrum des Endwirtes gehdrt, so dass er sich fur den Pa-
rasiten als Sackgasse herausstellt (,cul-de-sac”) (PEARSON 1956). Im paratenischen Wirt durch-
lAuft der Parasit eine transenteralsomatische Wanderung (ODENING 1963), bei der die
Mesozerkarie durch die Darmwand in die Bauchhéhle und dann weiter in die Muskulatur vor allem
der vorderen Korperhalfte und/oder an oder in die unterschiedlichen Organe wandert (HIEPE
1985).

Eine weitere Mdglichkeit ist die Invasion der Milchdrisen von graviden paratenischen Wirten
(SHOOP und CORKUM 1981). HierUber werden dann nach der Geburt die sdugenden Jungtiere

infiziert. Im Gegensatz dazu ist eine transplazentare Ubertragung der Mesozerkarien vom Mutter-
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tier auf das Ungeborene nach bisherigen Erkenntnissen nicht méglich (SHOOP und CORKUM
1983b).

Die weitere Entwicklung der Mesozerkarie erfolgt ausschliel3lich im Korper des Endwirts. Laut
ODENING (1963) kommen nur Vertreter der Caniden fur A. alata als Endwirte in Frage. Aktuellere
Studien zeigen jedoch, dass auch andere Carnivoren (Felidae, Mustelidae) als Endwirte fir diesen
Parasiten dienen kdnnen. Nach der oralen Aufnahme eines infizierten Hilfs- oder obligaten zweiten
Zwischenwirtes durch den Endwirt, vollzieht die Mesozerkarie eine  zyklische,
transenteropulmonale Wanderung (ODENING 1963). Durch diese Wanderung im Gewebe kénnen
auch bei Endwirten im Rahmen einer Sektion mesozerkariale Stadien von Alaria spp. gefunden
werden. Im Magen angekommen durchdringt die Mesozerkarie die Magenwand, durchquert die
Bauchhohle Richtung Zwerchfell und passiert dieses. Durch die Brusthdhle gelangt sie in die Lun-
ge. Nach Erreichen der Lunge wandelt sich die Mesozerkarie in die Metazerkarie um, wandert die
Trachea hoch, wird dort abgeschluckt und entwickelt sich im Dinndarm zum adulten Wurm (be-
schrieben von Pearson fur A. arisaemoides und A. canis, von Savinov fir A. alata und von John-
son fir A. marcianae) (SAVINOV 1953a, CUCKLER 1940; CUCKLER 1949; PEARSON 1956;
ODENING 1963; JOHNSON 1968; HIEPE 1985; SCHNIEDER 2006). Angaben uber die Dauer der
Entwicklung im Endwirt liegen fur A. marcianae in Katzen zwischen 14 (CUCKLER 1940;
CUCKLER 1949) und 15 Tagen (SHOOP und CORKUM 1983a), fur A. alata in Caniden bei 35
Tagen (SAVINOV 1953b) und fur A. canis in Caniden bei 34 Tagen (PEARSON 1956).

Eine von einigen Autoren ebenfalls in Betracht gezogene Mdglichkeit der Verteilung der
Mesozerkarien im Wirtskorper ist der Weg durch den Blutkreislauf. Bei experimentell infizierten
Hauskatzen wiesen SHOOP und CORKUM (1983a) Mesozerkarien in Herz und Leber nach. Sie
gehen jedoch davon aus, dass es sich hier nicht um den bevorzugten, aktiv gewanderten Weg der
Larven handelt, da er keinerlei Schaden an den GeféalRen oder der Leberkapsel fand, sondern dass
die Larven passiv verteilt wurden. PEARSON (1956) fand Mesozerkarien im Blut der Leber eines
experimentell mit A. canis infizierten Fuchses. Auch IASTREB et al. (2005) wies Mesozerkarien im
Blut von Hunden und Katzen nach. ALLEN und MILLS (1971) gehen ebenfalls davon aus, dass die
Mesozerkarien die Lunge unter anderem uber die hintere Hohlvene und die rechte Herzkammer

auf dem Blutweg erreichen.

1.2.3 Die transmammaére Ubertragung

Die vertikale Ubertragung ist bei 38 Helminthenspezies beschrieben (SHOOP 1991). Die Ursachen
fur die Anreicherung der Larven in den Milchdrisen sind noch nicht abschlie3end geklart. MILLER
(1981) geht davon aus, dass es sich um einen hormonellen Stimulus handelt, der die Larven zur
Anderung ihres gewohnten Weges veranlasst. Die Infektion von Neugeborenen uber die Mutter-
milch durch Mesozerkarien der Spezies Alaria wurde von SHOOP und CORKUM (1984c) bei Kat-
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zen (Endwirt) und M&usen (paratenischer Wirt) belegt. Auch bei Florida-Panthern (Puma concolor)
und Coyoten (Canis latrans) wurde sie nachgewiesen (PENCE et al. 1988; FOSTER et al. 2009).
SHOOP und CORKUM (1981) teilt die transmammare Ubertragung in drei Typen ein: Typ A sind
paratenische Wirte (auch als ,,euparatenische Wirte* bezeichnet), wie z.B. die Maus, bei der einige
Mesozerkarien Uber die Milch auf die Jungtiere Gbertragen werden und sich dort als Mesozerkarien
im Korper verteilen. Typ B sind sogenannte ,amphiparatenische” Wirte (SHOOP 1991), wie z.B.
der Waschbar, bei dem ebenfalls einige Mesozerkarien Uber die Milch auf die Jungtiere Ubertragen
werden, sie sich im Jungtier dann aber zu adulten Parasiten weiterentwickeln, was sie zu keiner
Zeit im adulten Wirtstier tun. Der adulte Waschbar ist somit ein paratenischer Wirt, wohingegen
das Jungtier als Endwirt dient. Typ C sind die Endwirte, die gleichzeitig auch amphiparatenische
Wirte sind, bei denen nicht alle Mesozerkarien in die Lunge und dann weiter in den Darm wandern
und sich ausdifferenzieren, sondern einige als Mesozerkarien mit der Milch auf die Jungtiere Uber-
gehen und sich dann dort zu adulten Parasiten entwickeln (SHOOP und CORKUM 1983b).
SHOOP und CORKUM (1984c) zeigten, dass auch Primaten amphiparatenische Wirte sind. In
einem Infektionsversuch wiesen sie nach, dass die Affenmutter die Infektion an mehrere nachfol-
gende Generationen uber die Milch weitergibt. Sie stellten auch fest, dass die adulten Primaten als
paratenische Wirte, die Jungtiere aber zusatzlich als Endwirte dienen. Seiner Einschatzung nach
sollten daher Frauen, die mit Mesozerkarien infiziert sind, darauf hingewiesen werden, dass die
Mdoglichkeit der Ubertragung auf ihre Nachkommen tiber die Muttermilch besteht (SHOOP et all.
1990). Eine einmal infizierte Frau konnte den Parasiten an all ihre gestillten Kinder weitergeben
und auch ihre weiblichen Nachkommen gében die Infektion auf die gleiche Weise an ihre Kinder
weiter (SHOOP und CORKUM 1984c).

1.2.4 Wirte der Mesozerkarie

Die in Tabelle 1 gezeigte Ubersicht tiber die bislang bekannten Wirte der Mesozerkarie von Alaria
spp. zeigt das breite Wirtsspektrum dieses Parasitenstadiums.

Bislang gibt es keine gesicherten Untersuchungen dariber, ob auch Fische als paratenische Wirte
fur Alaria spp. dienen. PEARSON (1956) verfutterte in einem Infektionsversuch Mesozerkarien von
A. canis an Goldfische. Drei Tage post infectionem fand er in der Bauchhdhle alle Mesozerkarien
abgestorben und in verschiedenen Stadien der Verkapselung. Kein Parasit wurde in den Einge-
weiden oder der Muskulatur gefunden. Der Autor schloss daraus, dass der Goldfisch nicht als
paratenischer Wirt fir die Mesozerkarien von Alaria spp. in Frage kommt. Auch SHOOP und
CORKUM (1981) wies bei keiner der acht von ihm untersuchten Fischarten (Dorosoma

cepedianum, Fundulus chrysotus, Gambusia affinis, Ictalurus
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Tabelle 1: Wirte der Mesozerkarie von Alaria spp.

e Amphibien

e Reptilien

e Saugetiere

e Ordnung Anura

- Rana kl. esculenta
(Teichfrosch), R. temporaria
(Grasfrosch), R. fusca (Brau-
ner Grasfrosch), R. arvalis
(Moorfrosch), R. catesbeiana
(Amerikanischer Ochsen-
frosch), R. clamitans (Schrei-
frosch), R. utricularia (Sudli-
cher  Leopardfrosch), R.
pipiens (Leopardfrosch)

- Hyla chrysoscelis
(Copes Grauer Laubfrosch),
H. cinerea (Amerikanischer
Laubfrosch)

- Bufo bufo (Erdkrote),
B. calamita (Kreuzkrote), B.
viridis (Wechselkrote)

e Ordnung Squamata

- Agkistrodon
piscivorus
(Wassermokassinotter),
Coluber constrictior
(Schwarznatter), Lampropeltis
getulus (Kettennatter),
Nerodia cyclopion (Grine
Schwimmnatter), N.
(Rotbauch-

Kukrinatter), N. fasciata (Ge-

erythrogaster
banderte Wassernatter),
Thamnophis proximus (West-
liche Bandernatter), T.
cyrtopisis cyrtopsis (Schwarz-
nacken  Strumpfbandnatter),
Natrix natrix (Ringelnatter),
Coronella austriaca (Schling-
natter), Vipera berus (Kreuzot-
ter)

- Lacerta Vvivpara
(Waldeidechse), L. agilis
(Zauneidechse)

- Anolis carolinensis

(Chamaleon)
e Ordnung Crocodilia

- Alligator

mississipiensis (Alligator)

e Ordnung Carnivora
- Procyon lotor
(Waschbar), Lontra
Canadensis (Nordamerikani-
scher Flussotter), Lutra lutra
(Eurasischer Flussotter),
(Marder),
Mephitidae (Stinktier), Meles

meles (Europdischer Dachs),

Mustelidae

Taxidae taxus (Silberdachs),
Ursidae (Bar), Puma concolor
(Florida-Panther), Felis
silvestris catus (Hauskatze),

Canis familiaris (Haushund)

e Ordnung
Didelphimorphia
- Didelphis virginiana

(Opposum)

e Ordnung Eulipotyphla
- FErinaceidae (lgel),
Talpa euopaea (Europaischer

Maulwurf)

e Ordnung Rodentia
- Mus musculus

(Maus)

e Ordnung Primates
- Macaca mulatta

(Rhesusaffe)
e Ordnung Artiodactyla

- Sus scrofa (Wild-
schwein), Sus scrofa

domestica (Hausschwein)
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punctatus, Lepisosteus gulosus, Micropterus salmoides, Pomoxis annularis) Mesozerkarien nach.
Es ist jedoch bekannt, dass Larven von Diplostomatidae zeitweise die Linse und den Glaskorper
von Fischaugen befallen (ASHTON et al. 1969; LEIBOVITZ et al. 1980). So wiesen RIIS et al.
(1981) lebende verkapselte Mesozerkarien im periokuldren Gewebe, der Kornea, der Sklera und in
der Iris eines Austerfroschfisches (Opsanus tau) nach. Eine genaue Speziesdifferenzierung wurde
jedoch nicht durchgefuhrt.

In der Klasse der Amphibien dienen dagegen viele Arten nachweislich als paratenische Wirte fir
die Mesozerkarien von Alaria spp.. SHOOP und CORKUM (1981) wiesen bei flnf verschiedenen
Froscharten (Hyla chrysoscelis, H. cinerea, Rana catesbeiana, R. clamitans, R. utricularia) mit ei-
ner Pravalenz von 66,3 % Mesozerkarien von A. marcianae nach. Auch die Mesozerkarien von A.
alata wurden bei mehreren Froscharten (Rana kl. esculenta, R. temoporaria, R. fusca, R. arvalis)
und drei Krotenarten (Bufo bufo, B calamita, B. viridis) nachgewiesen (BUGGE 1942; POTEKHINA
1951; SHIMALOV und SHIMALOV 2001b; ANDREAS 2006). Zahlreiche Reptilien gehéren eben-
falls zum Wirtsspektrum der Mesozerkarien. SHOOP und CORKUM (1981) wiesen bei 87 % der
von ihnen untersuchten Schlangen (Agkistrodon piscivorus, Coluber constrictor, Farancia abacura,
Lampropeltis getulus, Nerodia cyclopion, N. erythrogaster, N. fasciata, Regina rigida, Thamnophis
proximus) Mesozerkarien von A. marcianae nach. Sie fanden in nahezu allen Organen
Mesozerkarien, jedoch mit einer Préferenz fir die Fettkorper der Schlangen. Auch GOLDBERG
und BURSEY (2002) isolierten Mesozerkarien von Alaria spp. aus dem Oesophagus von
Schwarznacken — Strumpfbandnattern (Thamnophis cyrtopsis cyrtopsis). Die Mesozerkarien von
A. alata wurden in drei heimischen Schlangenarten (Natrix natrix, Coronella austriaca, Vipera
berus) (SHIMALOV und SHIMALOV 2000b) und zwei Eidechsenarten (Lacerta agilis, L. vivipara)
(LEWIN 1992; SHIMALQV et al. 2000a) nachgewiesen. SHOOP und CORKUM (1981) infizierten
daruber hinaus erfolgreich experimentell ein Chaméaleon (Anolis carolinensis) und einen Alligator
(Alligator mississipiensis).

Bei den Saugetieren dienen unterschiedlichste Arten aus verschiedenen Ordnungen als Wirte der
Mesozerkarie (Kurzfassung siehe Tabelle 1, ausfuhrliche Fassung in Tabelle 5 im Anhang).
SHOOP und CORKUM (1981) fanden naturliche Infektionen mit den Mesozerkarien von A.
marcianae bei Waschbéren (Procyon lotor) und Opossums (Didelphis virginiana) und infizierten
Laborméuse und Katzen (SHOOP und CORKUM 1987) erfolgreich experimentell. FOSTER et al.
(2009) wiesen A. marcianae Mesozerkarien in den Lungen von drei neugeborenen Florida Pantern
nach. Der Ubertrager der A. marcianae — Infektion des Florida Panters ist nach Einschatzung der
Autoren der Waschbar (Procyon lotor). Mesozerkarien von A. canis wurden beim Nordamerikani-
schen Fischotter und Mesozerkarien von A. taxideae beim Silberdachs nachgewiesen (PEARSON
1956; WITTROCK und ULMER 1974). IASTREB et al. (2005) erwahnen Infektionen mit
Mesozerkarien von A. alata bei streunenden Hunden und Katzen, bei Igeln, Fischottern, Mausen,

Maulwirfen, Mardern und beim Stinktier. Auch beim Européischen Dachs und beim Eurasischen
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Fischotter wurden Infektionen mit A. alata Mesozerkarien nachgewiesen (BUGGE 1943;
SHIMALOQV et al. 2000b). Das Wildschwein dient den Mesozerkarien von A. alata ebenfalls als
paratenischer Wirt. So wurden in Deutschland seit Ende des 19. Jahrhunderts immer wieder
Mesozerkarien als Nebenbefund im Rahmen der amtlichen Trichinellenuntersuchung festgestellt.
Beim Wildschwein scheint vor allem das intermuskulare Binde- und Fettgewebe der Kehlkopf-,
Zwerchfell-, Zwischenrippen- und Bauchmuskulatur befallen zu sein (DUNCKER 1881a; DUNC-
KER 1896; BAARS 1942; BUGGE 1942a; HASSLINGER und NAGLER 1969). BAARS (1942)
stellte bei der Untersuchung histologischer Praparate grof3e, bindegewebig ausgekleidete Hohl-
raume fest, in denen Larven lagen. Er bezeichnete sie als Bohrgange der Parasiten. WILLACH
(1892a; 1892b) fand bereits Ende des 18. Jahrhunderts in der Lunge von Pferden und in der ge-
samten Korper- und Hautmuskulatur von Bullen Knétchen mit griingelblichem, késigem Inhalt und
einem bis mehreren Parasiten, die er mit den Beschreibungen Dunckers fir den Muskelegel ver-
glich, und darauf schloss, dass es sich bei seinen Funden ebenfalls um Muskelegel handelte. Da
er die Funde nicht sicher identifizieren konnte, bezeichnet er die Parasiten als ,Distomenbrut”.
ODENING (1961a) zeigte in einem Versuch, dass es mdglich ist, Mesozerkarien auf einen Rhe-
susaffen zu Ubertragen. Dabei fitterte er dem Affen 40 Mesozerkarien, wovon er 38 Tage spéter
bei der Sektion des Affen 30 Mesozerkarien v. a. im Fett— und Bindegewebe der vorderen Korper-
halfte und im Bereich des Halses wiederfand. Er beschreibt, dass die Larven in glasklaren, dinn-
wandigen Zysten bereits mit bloRem Auge oder mit Hilfe einer Lupe zu erkennen waren. Der Autor
geht aufgrund seiner Untersuchungen davon aus, dass auch der Mensch als paratenischer Wirt in

Frage kommt.

1.2.5 Pathogenitat und humane Infektionen

Bei zahlreichen Tieren beobachtete PEARSON (1956) bei massivem Befall mit Mesozerkarien
eine diffuse fibrose Reaktion im Wirtsgewebe. Einige Mesozerkarien waren von diinnem, fibrosem
Gewebe eingekapselt. Haufig konnen jedoch keine Gewebereaktionen oder Einkapselungen fest-
gestellt werden, da die Parasiten das Gewebe durchwandern und so der direkten Wirtsreaktion
entgehen (SHOOP und CORKUM 1984a). Die Penetrationsfahigkeit der Muskelegel im Gewebe
des Wirtes nach der Aufnahme konnte anhand von histologischen Schnittpraparaten von befalle-
nem Gewebe eines natirlich infizierten Schweines sicher festgestellt werden (BAARS 1942).
SHOOP und CORKUM (1981) testeten die Penetrationsfahigkeit der Mesozerkarien von A.
marcianae gegenuiber der Haut von Saugetieren an Mausen und dem Unterarm eines Menschen.
Es wurde jedoch Uber einen Zeitraum von 30 Minuten kein Eindringen beobachtet und die
Mesozerkarien starben schlielich ab. Bei einem Versuch mit laktierenden Mausen zeigten
SHOOP und CORKUM (1984c), dass die Mesozerkarien von A. marcianae die interlobularen
Septen im Gesdauge durchdringen und dabei deutliche Génge zurtickbleiben in denen die Larven

zwischen den einzelnen Lobuli wandern. Sie zeigten zudem, dass sich die Larven in den Milchdri-
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sen entlang der Fettzellen im Bindegewebe bewegen. Alle Larven lagen im distalen Bereich der
Milchdrise in der Nahe der Zitzen. Die Autoren stellten fest, dass die Larven sich mit ihrem
Bauchsaugnapf am Wirtsgewebe festhalten, um dann mit ihrem Mundsaugnapf raspelnde Bewe-
gungen durchzufuhren und sich so im Gewebe fortzubewegen. Lokale Entziindungsreaktionen um
die Mesozerkarien und Eosinophilie fehlten, es wurden lediglich eine diffuse Infiltration mit
Neutrophilen und geringgradig vergrol3erte Lymphknoten nachgewiesen. SHOOP und CORKUM
(1984c) gehen von einer somatischen Wanderung der Larven aus, um die Milchdriisen zu errei-
chen, da die Larven das Gewebe und die Septen durchdringen kénnen und in keinem Blutgefafd
gefunden wurden. Das Fehlen einer Immunantwort um die Larve erklaren sie sich durch die
schnelle Fortbewegung des Parasiten im Gewebe, wodurch er einer lokalen Reaktion sozusagen
,<davonlauft’. Auch der Weg entlang der Fettzellen minimiert den Kontakt zu Blutbestandteilen, was
zur Vermeidung einer direkten Immunreaktion fuhrt. Die diffuse Infiltration mit Neutrophilen erkla-
ren sich die Autoren durch die hochgradige Zerstérung der Alveolen. Die vergréRerten Lymphkno-
ten deuten darauf hin, dass das Immunsystem des Wirtes auf den Parasiten reagiert.

Lange Zeit wurde angenommen, dass der Duncker’'sche Muskelegel in Wildschweinen keine Ge-
fahr fur den Verbraucher darstellt (OSTERTAG und SCHONBERG 1955; LERCHE et al. 1957;
BEUTLING 2004). ODENING (1961a) wies jedoch anhand eines experimentell infizierten Primaten
nach, dass die Mesozerkarien von Alaria alata sich im Korper eines Primaten ebenso verhalten wie
in paratenischen Saugetierwirten. Auch HASSLINGER und NAGLER (1969) wiesen auf die poten-
tielle Pathogenitat des Parasiten fur den Menschen hin. Vermutungen tber die Mdglichkeiten einer
Infektion des Menschen durch die orale Aufnahme von DME-positivem Schweinefleisch aul3erten
auch SAVINOV (1954) und SUDARIKOV (1959). Die meisten Trematodeninfektionen gehen mit
einer Eosinophilie und einer Erhéhung der IgE — Werte einher (LOSCHER und SONNENBURG
2005), was darauf schlieRen lasst, dass eine generalisierte anaphylaktische Reaktion durch die
wiederholte orale Aufnahme von infiziertem Material ausgelést werden kann. Die Symptome eines
anaphylaktischen Schocks reichen von Tachykardie und Blutdruckabfall bis zu vasomotorischen
Zusammenbruch und Bewusstlosigkeit (BORK 1999; EGGER 2005). Die bei humaner Alariose
beschriebenen klinischen Symptome sind unterschiedlichster Art, von leichten respiratorischen und
kutanen Symptomen bis zu diffuser unilateraler subakuter Neuroretinitis (DUSN) und
anaphylaktischem Schock mit letalem Ausgang (FALLIS et al. 1973; SHEA et al. 1973; BYERS
und KIMURA 1974; WALTERS et al. 1975; FERNANDES et al. 1976; FREEMAN et al. 1976;
BEAVER et al. 1977; MCDONALD et al. 1994; KRAMER et al. 1996; HEDGES 2000;
BIALASIEWICZ 2000). Aufgrund der potentiellen Infektiositat der Mesozerkarien gegeniber dem
Menschen zahlt die sogenannte ,larvale Alariose” zu den Zoonosen (SMYTH 1995).

Infektionen der Haut mit Mesozerkarien beschreiben zwei Autoren. BEAVER et al. (1977) berichte-
ten von einem 43 Jahre alten Mann aus Lousiana, der innerhalb von drei Wochen zweimal wegen

einer jeweils etwa 1x1 cm groRen Umfangsvermehrung der Haut am Oberschenkel und an der
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Hufte vorstellig wurde. In beiden Fallen musste ein ,Wurm* entfernt werden. Dieser wurde als eine
Mesozerkarie der Unterfamilie Alariae identifiziert. Auf Nachfrage stellte sich heraus, dass der Pa-
tient etwa drei Monate vorher Waschbar und andere Wildtiere wie Reh, Kaninchen und Eichhérn-
chen gegessen hatte. KRAMER et al. (1996) berichteten von der Infektion mit Mesozerkarien eines
38jahrigen Mannes. Der Kalifornier zeigte etwa zwei Wochen nach einem Kanadaurlaub, bei dem
er nach eigenen Angaben unzureichend erhitztes Wildgansfleisch gegessen hatte, sporadischen
Hautausschlag, Bronchospasmus und Eosinophilie. Die Behandlung mit oralen Antihistaminika und
inhalierten Kortikosteroiden fuhrte zwei Monate spater zu einer Besserung der Symptome. Ein Jahr
spater wurde der Patient erneut vorstellig. Es wurde ein subkutaner Knoten an der Brust des Pati-
enten festgestellt, aus dem nach Eréffnung eine Larve isoliert werden konnte. Anamnestisch wurde
ein etwa vier Monate zurlickliegender Verzehr von Froschschenkeln nachgewiesen. Es konnte
nicht geklart werden, ob die Infektion durch das bereits ein Jahr zuvor verzehrte Wildgansfleisch
oder die Froschschenkel verursacht wurde und auch die Mesozerkarie konnte nicht sicher identifi-
ziert werden, es handelte sich jedoch nach der Meinung des Autors mit groBer Wahrscheinlichkeit
um eine Larve von Alaria spp..

Infektionen des Auges in Zusammenhang mit der larvalen Alariose wurden am haufigsten festge-
stellt. BIALASIEWICZ (2000) erwahnt Alaria spp. Mesozerkarien als einen mdoglichen Parasiten,
der durch Migration in das Auge (Larva-migrans-Syndrom) eine DUSN (Diffuse unilaterale subaku-
te Neuroretinopathie) auslésen kann. Die Ubertragung erfolgt seiner Einschatzung nach tber Fro-
sche und Schlangen und kommt v. a. in den USA und Ostasien vor. Dabei kdnnen die
Mesozerkarien sowohl intravitreal, intraretinal als auch subretinal liegen. Durch die Wanderung des
Parasiten und die damit verbundene Gewebezerstérung entstehen sogenannte ,chorioretinale
Strallen auf dem Augenhintergrund. Dabei kann der Parasit im Auge bis zu 3 Jahre Uberleben.
Bei der Diagnose muss auf die mogliche Fluchtreaktion des Wurms durch das helle Licht der
Spaltlampe geachtet werden. Die Angaben zur medikamentdsen Therapie in der Literatur sind
widerspruchlich. Die Therapie mit Kortikosteroiden wird empfohlen. Anthelminthika kdnnen den
Visusverlust und die Optikusatrophie meist jedoch nicht aufhalten. Bei der chirurgischen Therapie
wird v. a. die Photokoagulation des Wurmes mit einem Laser empfohlen. Der Parasit kann aber
auch direkt aus dem vorderen Glaskorper aspiriert werden. Subretinale Wirmer kénnen nach Inzi-
sion der Retina und Mobilisierung mittels eines Hakens mit einer intraokularen Pinzette extrahiert
werden (BIALASIEWICZ 2000).

MCDONALD et al. (1994) berichteten von zwei humanen Augeninfektionen, bei denen
Mesozerkarien von Alaria als auslosender Faktor identifiziert wurden. Betroffen war ein 35jahriger
asiatischer Mann aus San Francisco, der im November 1989 wegen schlechten Sehvermdgens
seines rechten Auges vorstellig wurde. Es stellte sich heraus, dass die Einschrankung der Sehkraft
bereits seit zwei bis drei Jahren bestand. In seinem Auge wurden meanderférmige, pigmentierte,

linienartige Narben in der Retina, retinale Blutungen, Retinitis und eine gelbe, abgrenzbare, sich
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bewegende Masse, identifiziert als Larve, auf dem pigmentierten Epithel gefunden. Der Parasit
wurde mit einem Laser photokoaguliert, woraufhin die Symptome verschwanden. Der zweite Pati-
ent war ein 38jahriger, asiatisch stammiger Mann, ebenfalls aus San Francisco, der im April 1988
wegen verschwommener Sicht auf seinem linken Auge vorstellig wurde. Bei ihm zeigten sich
Vaskulitis, fokale Retinitis, Papillitis, intraretinale Blutungen und Vitreitis. Es wurde jedoch keine
Larve gefunden. Nach wiederholter Behandlung wurde 21 Monate nach der ersten Vorstellung
eine bewegliche, grau-weil3e Zyste mit einem Parasiten im Inneren in der vorderen Augenkammer
gefunden. Im Februar 1990 wurde die Zyste durch eine Vitrektomie entfernt, woraufhin die Symp-
tome verschwanden. Bei beiden Patienten geht der Autor von einer Infektion Gber den Verzehr von
unzureichend erhitzten Froschschenkeln aus, da beide den Verzehr von Froschschenkeln in asia-
tischen Restaurants bestatigten, jedoch keinen Kontakt zu rohem Froschfleisch hatten (MCDO-
NALD et al. 1994).

SHEA et al. (1973) berichteten von der Infektion des linken Auges einer 29jahrigen Frau aus Onta-
rio, Kanada, mit einer Alaria Mesozerkarie. Die Larve wurde jedoch nur optisch als Mesozerkarie
identifiziert, weitere Diagnostik wurde nicht vorgenommen. Die Patientin wurde aufgrund von in-
termittierenden Sehproblemen des linken Auges tber 6 Jahre im Dezember 1971 im Krankenhaus
vorstellig, nachdem sie zuvor bereits bei zahlreichen Arzten in Behandlung war. Zu dieser Zeit
konnte sie einen Schatten mit wurmartigen Bewegungen wahrnehmen, wenn sie ins Licht sah. Bei
der Untersuchung wurden ein Kkleiner, weilRer, beweglicher Wurm neben der Makula und unregel-
mafiige Linien auf der Retina festgestellt. Die Larve wurde mittels Laser photokoaguliert und so
abgetotet. Einen Monat nach der Behandlung wurden weder ein toxischer Effekt des toten Wurms,
noch eine intraokulare Entzindung festgestellt. Es besteht der Verdacht, dass sich die
Mesozerkarie bereits seit mehreren Jahren im Auge der Frau befand, bevor sie diagnostiziert wur-
de. Der Autor vermutet eine direkte Infektion tber Froschschenkeln, die zum Verzehr im eigenen
Haushalt der Patientin regelmaRig zubereitet wurden. Auch bei gefangenen Fréschen aus der Um-
gebung und untersuchten Froschen aus der Gefriertruhe der Frau, konnten Alaria sp.
Mesozerkarien nachgewiesen werden (SHEA et al. 1973).

Im Mai 1969 wurde ein 17jahriger Junge aus San Fransisco, Kalifornien, mit einer einseitigen Ge-
sichtsfeldeinschrankung vorstellig. Es wurde eine lebende Larve gefunden, die jedoch nicht ein-
deutig identifiziert werden konnte. Nach der Gabe von Anthelminthika starb die Larve innerhalb
weniger Tage ab und l6ste eine Uveitis im betroffenen Auge aus. Die Entziindung wurde mit Korti-
son behandelt (BYERS und KIMURA 1974).

Verschiedene Autoren berichten auch bei Tieren von Infektionen des Auges mit Mesozerkarien
von Alaria spp.. PEARSON (1956) wies Mesozerkarien im Auge eines Frosches nach. Mehrere
Autoren zeigten bei Versuchen, dass die Mesozerkarien von Alaria spp. in der Lage sind, die Au-
gen von Saugetieren zu penetrieren. WALTERS et al. (1975) zeigten bei Versuchen mit Kanin-

chen, dass die Mesozerkarien von Alaria spp. die Kornea eines Saugetieres durchdringen kénnen
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und auch nach Injektion ins Auge dort l&ngere Zeit tberleben. Die entziindlichen Reaktionen im
Auge waren relativ mild. Bei langerer Uberlebenszeit des Parasiten kam es zu chronischen, hefti-
geren, lokalen Reaktionen mit zahlreichen eosinophilien Zellen (WALTERS et al. 1975). LESTER
und FREEMAN (1975) fuhrten Versuche mit Ratten, Meerschweinchen und Kaninchen durch.
Nach 24 Stunden fand er noch 10 % und nach einer Woche noch 1 % der zuvor penetrierten
Zerkarien. Die langste Uberlebenszeit im Auge einer Ratte betrug 18 Tage. Die meisten Zerkarien
drangen nur bis zur Bowman’schen Membran vor. Wenige, die bis ins Stroma eindrangen, ver-
schwanden zu 90 % innerhalb von drei Tagen wieder. Die Autoren gehen davon aus, dass sie zu-
rick auf die Kornea wanderten und dort vom Augenlid weggewischt wurden. Auf dem infizierten
Auge zeigten sich direkt nach der Penetration weililiche Auflagerungen (LESTER und FREEMAN
1975). Aufgrund weiterer Untersuchungen geht der Autor davon aus, dass die Starke der Kornea
einen limitierenden Faktor hinsichtlich der Invasionsfahigkeit des Parasiten darstellt, die Linse zu
erreichen. Er geht davon aus, dass die Zerkarien bei badenden Menschen in freien Gewassern
keine Mdglichkeit haben, das Innere des Auges zu erreichen. Lediglich oberflachliche pathologi-
sche Veranderungen der Augen kénnen durch den Parasiten verursacht werden (LESTER und
FREEMAN 1976).

1976 wurde erstmals eine generalisierte Infektion eines Menschen beschrieben (FERNANDES et
al. 1976; FREEMAN et al. 1976). Betroffen war ein 24jahriger Kanadier, der mit Fieber, Schmerzen
im Abdomen, Husten mit blutigem Auswurf, subkutanem Emphysem und Kurzatmigkeit ins Kran-
kenhaus eingeliefert wurde. Ein Rontgenbild der Lunge zeigte diffuse knotige Verénderungen. Im
Rahmen einer Lungenbiopsie wurden mehrere hamorrhagische Herde und eine einzelne
Mesozerkarie gefunden. Daraufhin wurde der Patient mit Breitspektrumantibiotikum,
Anthelminthika und Steroiden behandelt. Trotz der Therapie entwickelte der Mann eine dissemi-
nierte intravasale Koagulopathie (DIC). Ab dem vierten Tag des Krankenhausaufenthalts musste
der Patient kiinstlich beatmet werden, am fiinften Tag wurde er fir Hirntot erklart. Bei der Autopsie
wurden h&morrhagische Ergisse im Thorax und im Abdomen gefunden. Die mikroskopischen Un-
tersuchungen ergaben sieben verschiedene pathologische Reaktionen: in allen Organen konnten
Blutungen gefunden werden, v. a. in Lunge, Gastrointestinaltrakt und Gehirn. Auf3erdem wurden
Thromben und lokale Nekrosen gefunden. Entziindliche Veradnderungen in Form von Granulomen
zeigten sich in Leber, Lymphknoten und Magenwand. Im Perikarderguss und im Bronchialsekret
wurden lebende Larven gefunden, aber auch in vielen anderen Organen, v. a. in den Sinus und im
Fettgewebe der Lymphknoten. In der Leber wurden die Larven im Bereich der Leberpforte und im
Parenchym nachgewiesen. Zusétzlich konnten Mesozerkarien in der Magenwand, dem Myokard,
in Pankreas, im retroperitonealen Fettgewebe, in Milz, Nieren, Lunge, Gehirn und im Ruckenmark
gefunden werden. In keinem der Falle wurde eine entziindliche Reaktion um den Parasiten herum
gefunden, auch wenn die Gange der Parasiten nachverfolgt wurden. Zusétzlich wurde im Bereich

der Haut, der Nieren und der Leber eine Vaskulitis nachgewiesen. Es wurde wéahrend der gesam-
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ten Zeit keine Eosinophilie festgestellt, was fur eine Infektion mit Helminthen kennzeichnend ware
(LOSCHER und SONNENBURG 2005). Diese Tatsache lasst darauf schlieRen, dass eine genera-
lisierte anaphylaktische Reaktion durch die wiederholte orale Aufnahme von infiziertem Material
ausgelost werden kann. Die Symptome eines anaphylaktischen Schocks reichen von Tachykardie
und Blutdruckabfall bis zu vasomotorischen Kollaps und Bewusstlosigkeit (BORK 1999; EGGER
2005). CURTSINGER und SHOOP (1986) zeigten jedoch anhand eines Mausemodels, dass bei
einer Infektion mit Alaria spp. erst nach etwa 10 Tagen mit einem Anstieg der eosinophilen Leuko-
zyten zu rechnen ist. Das erklart das initiale Fehlen einer Eosinophilie bei beschriebenen Human-
infektionen (FERNANDES et al. 1976; FREEMAN et al. 1976). Die Infektionsquelle des Mannes
konnte nicht eindeutig geklart werden, es wird jedoch eine Ansteckung Uber unzureichend erhitzte
Froschschenkel vermutet. Da ein Frosch mit tausenden Mesozerkarien befallen sein kann, lasst
sich auch die Infektion des Patienten mit mehreren tausend Larven erklaren. Die Autoren gehen
davon aus, dass die Larven sich sowohl direkt durchs Gewebe, als auch durch die lymphatischen
Bahnen im Korper verteilt haben, da sie besonders haufig im retroperitonealen Fett und in den
Lymphknoten nachgewiesen wurden. Als Todesursache wurde eine generalisierte immunologische

Reaktion mit daraus folgenden Lungen - und Hirnblutungen festgestellt.

1.2.6 Tenazitat

Verschiedene Autoren haben sich mit der Tenazitat der Mesozerkarien gegeniber chemischen
und physikalischen Einflissen beschaftigt. Dabei zeichnete sich der Parasit durch eine hohe Wi-
derstandskraft gegeniber verschiedenen Umwelteinflissen aus. Bei 8 °C U(berlebten die
Mesozerkarien in Ringerlosung drei Monate (WALTERS et al. 1975). DUNCKER (1896) wies eine
Uberlebenszeit bei Kiihlschranktemperaturen, bei der die Mesozerkarien ihre Bewegungen jedoch
einstellten (ab 8 °C keine Bewegung mehr), von drei bis vier Tagen, BUGGE (1942a) sogar von 16
bis 18 Tagen nach. Die Egel konnten dabei jederzeit durch Erwdrmung wieder zu lebhaften Bewe-
gungen angeregt werden. Sogar die abwechselnde Abkihlung und Erwdrmung auf Zimmertempe-
ratur Uberlebten sie Uber einen Monat lang (FREEMAN et al. 1976). Einfrierversuche bei —20 °C
Uberlebten die Parasiten bis zu acht Wochen (HASSLINGER und NAGLER 1969; HIEPE 1985).
Bei Versuchen zur Brauchbarmachung von Fleisch stellte VALLEE et al. (2006) nach fiinf Tagen
bei —18 °C noch lebende Mesozerkarien fest. Nach RAU und GORDON (1978) uberleben die
Mesozerkarien von Alaria spp. den kanadischen Winter (bis ca. -15°C) in poikilothermen Wirten
wie der Strumpfbandnatter (Thamnophis sirtalis sirtalis). Die Mesozerkarie von Alaria spp. scheint
damit gegenuber unterschiedlichen Temperaturen sehr widerstandsfahig.

Bei Versuchen zum Temperaturverhalten wies SHOOP (1985) nach, dass die Larven immer ent-
lang eines positiven Temperaturgradienten wandern und ab 25 °C verstarkte Motilitat zeigen. Da-
bei kbnnen sie bis zu 2,5 cm in funf Minuten zurlcklegen. Bei Kontrollversuchen wurden Reaktio-

nen durch andere Umweltreize (Geo-, Photo- oder Losungsunterschiede) ausgeschlossen.

2810HS017 24



Bereits MCCUE und THORSON (1964) und THORSON et al. (1964) zeigten, dass alle Helminthen
entlang eines Temperaturgradienten zur warmeren Seite hin wandern. Dieses Verhalten ist so
stark ausgepragt, das die Parasiten bis in Temperaturbereiche wandern, bei denen sie absterben.
Die Autoren gehen davon aus, dass es sich um eine fehlgeleitete thermotaktische Reaktion han-
delt, bei der die Larven eine ,Leerlaufreaktion” zeigen. Es ist davon auszugehen, dass die Larven
nicht zu einem negativen Feedback in der Lage sind, und so dem Stimulus folgen, auch wenn er
zum Tod fuhrt. In vitro dem positiven Temperaturgradienten zu folgen entspricht genau dem Ge-
genteil dessen, was die Larven in vivo bei natlrlich infizierten Saugern zeigen, wo sie vom Magen
mit héherer Kerntemperatur zum Unterhautfettgewebe mit niedrigerer Aul3entemperatur wandern
(SHOOP 1985).

Im Rahmen der Brauchbarmachung von Fleisch wurde bei Pdkelversuchen festgestellt, dass die
Mesozerkarien im Schweinefleisch den Vorgang des Pokelns bis zu 10 Tage Uberleben kénnen
(HASSLINGER und NAGLER 1969; HIEPE 1985).

FREEMAN et al. (1976) isolierte bei der Infektion eines Kanadiers mit Mesozerkarien von A. ame-
ricana Parasiten und flhrte einige in vitro Versuche durch. Der Einsatz von Antiparasitika (Bithional
oder Niridazol) zeigte, dass bereits minimale Konzentrationen (im Verhéltnis zu therapeutisch wirk-
samen Gewebekonzentrationen der Wirkstoffe) den Egel innerhalb von 20 Minuten immobilisieren
und toten. Hochste Konzentrationen von Emetin-HCL, Chloroquin-PO4 und Antimon-Tartarate wa-
ren dagegen wirkungslos und die Egel lebten noch zwei Tage nach dem Experiment.

Bei in vitro Versuchen mit Mesozerkarien von A. arisaemoides, A. marcianae und A. mustelae
wurde die Entwicklung und das Uberleben der Mesozerkarien in verschiedenen Medien (standar-
disiertes NCTC 135 - Medium und Triple Eagle Medium je einzeln oder in Kombination mit Hihner-
, Hunde-, Pferde-, Kalb-, fetalem Kalb- oder Meschenserum, mit Huhnereidotter oder mit
Kiickenembryoextrakt (CEE)) untersucht. Es zeigte sich, dass sich keine der Mesozerkarien in
keinem der Medien zur Metazerkarie weiterentwickelte. Die Uberlebenszeit von A. marcianae war
mit bis zu 27 Tagen in einem Medium aus NCTC 135 gemischt mit K&lberserum am hdchsten. In
den anderen Medien Uberlebten deutlich weniger Egel tber die gleiche Zeit (JOHNSON et al.
1985). Angaben zur Bebrutungstemperatur fehlen.

Zur Uberlebenszeit der Mesozerkarien von Alaria spp. im Wirt wurden bis jetzt keine Versuche
durchgefiihrt. Bei den Mesozerkarien von Pharyngostomoides, einer Trematode, die nah mit Alaria
spp. verwandt ist und die den gleichen Lebenszyklus hat, beschrieb MILLER (1981) eine Uberle-
benszeit der Mesozerkarien in einem Wirtstier (Waschbéar) von bis zu 11 Jahren. In weiteren Ver-
suchen einige Jahre spéater zeigte er, dass die Mesozerkarien von Pharyngostomoides procyonis
in einem weiblichen Waschbar sogar knapp 14 Jahre Uberlebten und in dieser Zeit 25 Nachkom-
men Uber die Milch infizierten (MILLER 1984).

Zur Tenazitat der Mesozerkarien gegenlber Trockenheit wurde bis jetzt nur eine Untersuchung

durchgefiuhrt. Hier zeigte sich, dass die Egel 50 bis 60 Stunden Austrocknung nicht Gberstanden,
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sie waren danach in den Kompressorien vollkommen reaktionslos (HASSLINGER und NAGLER
1969).

1.2.7 Geographische Verbreitung — Pravalenz

Die Saugwirmer der Gattung Alaria sind weltweit verbreitet. In Europa und Asien kommt nach bis-
herigem Kenntnisstand nur eine Art vor, Alaria alata. In Nordamerika sind dagegen mehrere Spe-
zies bekannt.

Das Vorkommen der friihen Entwicklungsstadien von A. alata in Amphibien wurde vor allem in
Osteuropa untersucht. In Weil3russland wurden in 1,28 % der Spitzschlammschnecken (Lymnaea
stagnalis) und in 1,7 % der Gemeinen Tellerschnecken (Planorbis planorbis) Alaria alata
Furkozerkarien nachgewiesen (NIKITINA 1986). Der Frosch als Zweiter obligater Zwischenwirt
wurde auch in Deutschland untersucht. Verschiedene Froscharten aus den Gebieten Brandenburg
und Sachsen-Anhalt wiesen einen Befall von 14,8 % mit Mesozerkarien von A. alata auf (ANDRE-
AS 2006). In Weildrussland wurden bei verschiedenen Krétenarten sogar Pravalenzen von knapp
70 % nachgewiesen (SHIMALOV und SHIMALOV 2001b).

Saugetiere sind haufiger Gegenstand von genauen parasitologischen Untersuchungen. MEHL-
HORN (2008) geht davon aus, dass uber 30% der Wildcaniden in Europa Tréger von A. alata sind.
Weltweit betrachtet ist Alaria spp. mit einer mittleren Pravalenz von 3 bis 5 % die h&ufigste Trema-
tode in Nearktischen (Nordamerika bis Nord-Mexiko sowie Gronland) und Paldarktischen (Europa,
Nordafrika bis zum Sudrand der Sahara und Asien) Wolfpopulationen (Canis lupus). A. alata zeigt
mit durchschnittlich 5,1 % dabei in den Regionen der mittleren Breiten die hochste Pravalenz
(CRAIG und CRAIG 2005). Die Spanne der Pravalenz ist beim Wolf von 2 % (Spanien, (SEGOVIA
et al. 2003)) bis 89 % (Estland, (MOKS et al. 2006)) relativ grof3. BAGRADE et al. (2009) geht da-
von aus, dass die Hauptinfektionsquelle fiir Woélfe infizierte Wildschweine darstellen. Frosche und
infizierte Kleinnager sind ebenfalls mégliche Ubertrager der Infektion.

Auch der Rotfuchs (Vulpes vulpes) ist ein haufiger Endwirt in Europa. Die Prévalenz liegt zwischen
0,54 % in Sdddeutschland (SCHOTT und MULLER 1989) und 55,3 % in Weilrussland
(SHIMALOV und SHIMALOV 2003). Bei zahlreichen Untersuchungen zum Befall des Rotfuchses
mit Helminthen, stellten die Autoren fest, dass die Pravalenz von Alaria spp. mit den geoklimati-
schen Verhdltnissen der Regionen korreliert. So konnte in wasserreichen Gebieten, in denen die
bendtigten ersten und zweiten Zwischenwirte (Schnecken, Frésche) vorhanden waren, immer eine
hohere Pravalenz an Alaria spp. nachgewiesen werden als in wasserarmen Gegenden (LOOS-
FRANK und ZEHYLE 1982; LUCIUS et al. 1988; STEINBACH et al. 1994; MANKE und STOYE
1998; RAMISZ und BALICKA-RAMISZ 2001; SEGOVIA et al. 2002; BALICKA-RAMISZ et al. 2003;
EIRA et al. 2006). Einen signifikant niedrigeren Befall von Flichsen mit dem Parasiten wahrend der
Fortpflanzungszeit (Januar bis Juni) im Gegensatz zu den restliche Monaten des Jahres (Juli bis

Dezember) wiesen WOLFE et al. (2001) nach. Die Autoren gehen davon aus, dass der héhere

2810HS017 26



Befall in den Wintermonaten mit der vermehrten Aufnahme von befallenen Fréschen im Spatsom-
mer zusammenhangt.

Ebenfalls haufig infiziert ist der Marderhund (Nyctereutes procyonoides), der in Osteuropa und seit
1960 auch in Ostdeutschland verbreitet ist. Mit einer Pravalenz Uber 70 % und einer
Befallsintensitat von 1 bis 16.200 Parasiten ist A. alata beim Marderhund in Ostdeutschland die am
haufigsten nachgewiesene Trematode (THIESS et al. 2001; THIESS 2004). In Osteuropa liegt der
Befall zwischen 23,52 % im Wolgadelta (IVANOV und SEMENOVA. 2000) und 50,8 % in Polesien
(WeiRrussland) (SHIMALOV und SHIMALOV 2002b). Andere mdgliche wildlebende Endwirte in
Europa sind z.B. der Eurasische Luchs (Lynx lynx, 6 %), der Amerikanische Nerz (Mustela vison,
12,5 % bis 21,42 %), der Fischotter (Lutra lutra, 2,6 %) und der Goldschakal (Canis aureus, 20 %)
(PAPADOPOQULOS et al. 1997; IVANOV und SEMENOVA 2000; GORSKI et al. 2006; SZCZESNA
et al. 2008). Bei der Untersuchung von Steinmardern (Martes foina) aus Schleswig—Holstein konn-
te Alaria spp. nicht nachgewiesen werden, obwohl die benétigten Zwischenwirte vorhanden sind
und in Nordamerika relativ hohe Pravalenzen bei Steinmardern bekannt sind (PFEIFFER et al.
1989).

In Europa sind unter den domestizierten Tieren Hunde (Canis familiaris) und Katzen (Felis
silvestris catus) als Endwirte bekannt, wobei streunende Tiere in der Regel starker befallen sind
(PAUNOVIC 1994). Bei den Hunden variiert die Befallsstarke je nach Region zwischen 0,43 % in
Sitdschweden (JOGELAND et al. 2002) und 16,67 % in Belgrad (KULISIC et al. 1998). Streunende
Katzen wurden nur in Moskau untersucht und wiesen eine Pravalenz von 1,1 % auf (IASTREB et
al. 2005).

Die Verbreitung des Parasiten in der Umwelt erfolgt nicht nur tber den Endwirt, sondern auch tber
die paratenischen Wirte. So ist ein paratenischer Wirt, Uber den die Infektion auch den Menschen
erreichen kann, z.B. das Schwein. Bei Hausschweinen (Sus scrofa domestica) kam es bereits seit
Ende des 19. Jahrhunderts zu Funden der Mesozerkarie von A. alata (DUNCKER 1884; DUNC-
KER 1896; DUNCKER 1897). Nach weiteren vereinzelten Funden wahrend des 20. Jahrhunderts
(BUGGE 1942a; BUGGE 1942b; AGERTH 1915; BAARS 1942) kam es in den letzten Jahren ver-
mehrt zu Nachweisen im Wildschwein (Sus scrofa) in Deutschland, Frankreich und Osteuropa.
2007 wurden im Land Brandenburg bei der Untersuchung von Sammelproben von insgesamt 25.
618 Wildschweinen im Rahmen der Trichinellenuntersuchung in 62 Fallen Duncker’'scher Muskel-
egel nachgewiesen. Weitere Funde wurden auch aus den L&ndern Sachsen—Anhalt, Sachsen und
aus Mecklenburg—Vorpommern gemeldet (GRORE und WUSTE 2008).

Auch in Kroatien kam es bereits 2001 bei der regularen Trichinellenuntersuchung mittels Komp-
ressionsverfahren von 210 Wildschweinen bei drei Wildschweinen zu Funden der Mesozerkarie
des Saugwurms A. alata (JAKSIC et al. 2002). Im Rahmen einer Trichinellenuntersuchung von
Wildschweinfleisch in Frankreich im Jahr 2003 wurden A. alata Larven im Muskelfleisch von zwei

Wildschweinen aus dem Osten Frankreichs gefunden. In den Jahren 2006 und 2007 wurden er-
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neut bei 16 Trichinellenuntersuchungen von tber 525 Wildschweinen aus der gleichen Region
Larven gefunden (VALLEE et al. 2006). Die direkte Ubertragung von Mesozerkarien zwischen
paratenischen Wirten ist durchaus normal (ODENING 1963; HIEPE 1985). Daher sind hohe
Befallsraten besonders in Omnivoren wie dem Wildschwein, die in Gebieten mit hohen
Pravalenzen an Alaria im Endwirt leben, haufig. Das liegt daran, dass diese Tiere auf3er den obli-
gaten, zweiten Zwischenwirten (Frosche) auch die paratenischen Wirte wie Nager, Reptilien und
andere Amphibien fressen (DONGES 1969). Im Allgemeinen kann auch in paratenischen Wirten,
wie schon weiter oben fir die Endwirte beschrieben, eine signifikant erhdhte Pravalenz der
Mesozerkarien von A. alata in wasserreichen Gebieten erwartet werden (BUGGE 1942b; WOJCIK
et al. 2001). WOJCIK et al. (2001) fuhrten hierzu von 1999 his 2001 in zwei Jagdgebieten Untersu-
chungen durch. Die larvale Alariose wurde nur in einer der zwei untersuchten Regionen nachge-
wiesen. In dieser Region zeigten die Ergebnisse der parasitologischen Studien infizierte
paratenische Wirte (Sus scrofa), Endwirte (Canis familiaris) und Zwischenwirte (Planorbis planor-
bis, Anisus vortex, Rana temporaria, Rana terretris) wohingegen in der anderen Region die Zwi-
schenwirte aufgrund der Umweltbedingungen (keine wasserreichen Gebiete) fehlten und somit
auch bei den anderen Wirten keine Infektionen nachgewiesen wurden (WOJCIK et al. 2001).
Weitere paratenische Wirte aus der Klasse der Saugetiere, bei denen Larven nachgewiesen wur-
den, sind Maulwirfe (Talpa europaea; SHIMALOV und SHIMALOV 2001b), Otter (Lutra lutra;
SHIMALQOV und SHIMALOV 2000b), Hermeline (Mustela erminea), Mauswiesel (Mustela nivalis;
SHIMALOV und SHIMALOV 2001c), Nerze (Neovison vison; SHIMALOV et al. 2001a), lltisse
(Mustela putorius; SHIMALOV und SHIMALOV 2002a) und Mause (Apodemus agrarius, A.
sylvaticus; SHIMALOV 2002c; GOUY DE BELLOCQ et al. 2003). Es wurden jedoch bis auf die
Mause nur Tiere aus Weilrussland untersucht und die maximale Pravalenz lag mit 12 % beim
Maulwurf am hochsten. In Polen konnten bei Eidechsen (Zootoca vivipara; LEWIN 1992) und in
Weilrussland bei verschiedenen Schlangenarten (Natrix natrix, Coronella austriaca, Vipera berus;
SHIMALOV und SHIMALOV 2000b), Molchen (Triturus vulgaris, T. cristatus; SHIMALOV und
SHIMALOV 2001d) und Eidechsen (Lacerta agilis, L. vivipara; SHIMALOV et al. 2000a)
Mesozerkarien nachgewiesen werden.

CASTRO et al. (2009) geben fur Sidamerika an, dass dort A. alata vorkommt, wohingegen fur
Nordamerika mehrere andere Spezies, jedoch nicht A. alata beschrieben sind. In Uruguay wurde
A. alata bei einer von vier untersuchten Hauskatzen (Felis silvestrus catus, 25 %) nachgewiesen
(CASTRO et al. 2009). MARTINEZ et al. (2000) untersuchte verschiedene wild lebende Carnivoren
aus Argentinien und fand Alaria alata bei 17,64 % der Tiere. Aus Brasilien gibt es Berichte von
infizierten Pampasfiichsen (Pseudalopex gymnocercus) und Maikongs (Cerdocyon thous) mit einer
Pravalenz von bis zu 50 % (RUAS et al. 2008). Eine weitere Alaria - Spezies, A. marcianae, wurde
bei einem Bergléwen (Puma concolor) in Paraguay gefunden (FISCHTHAL und MARTIN 1977).
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In Nordamerika wurden bei Froschen (Rana catesbeiana, R. pipiens) Mesozerkarien von Alaria
spp. in Arizona und in Nord- und Sud-Dakota mit einer Pravalenz zwischen 4 und 55 % nachge-
wiesen (GOLDBERG et al. 1998; GOLDBERG et al. 2001).

Die Pravalenz des Parasiten bei untersuchten Hunden (Canis lupus familiaris) in den USA und
Kanada lag zwischen 7 und 10 % (ALLEN und MILLS 1971; UNRUH et al. 1973). Bei einer Katze
(Felis silvestrus catus) aus New Jersey konnte A. marcianae gefunden werden (BURROWS und
LILLIS 1965). Die Pravalenz weiterer Endwirte in Nordamerika lag zwischen 1,2 % bei Fischer-
mardern (Martes pennanti; DICK und LEONARD 1979) und 100 % bei Florida-Panthern (Puma
concolor; FOSTER et al. 2006).

Als paratenische Wirte wurden in Nordamerika ein befallener Flussotter (Lontra canadensis) aus
Ontario und Westliche Schwarznacken—Strumpfbandnattern (Thamnophis cyrtopsis cyrtopsis) aus
Arizona mit einer Pravalenz von 4 % nachgewiesen (PEARSON 1956; GOLDBERG und BURSEY
2002).

Auch aus dem Iran ist der Befall eines Goldschakals (Canis aureus) mit A. canis bekannt (DALIMI
et al. 2006).

1.2.8 Nachweisverfahren

Der Nachweis des adulten Parasiten erfolgt durch die Untersuchung von Kot auf Eier mit Hilfe des
Sedimentationsverfahrens (PAPAZAHARIADOU et al. 2007; POPIOLEK et al. 2007; SZCZESNA
et al. 2008; BRIDGER und WHITNEY 2009; BAGRADE et al. 2009). Im Gegensatz dazu ist ein
standardisiertes Verfahren zum sicheren und praktikablen Nachweis des mesozerkarialen Stadi-
ums in Fleisch bisher nicht bekannt. Manche Autoren beschreiben, dass sie die Larven bereits
makroskopisch oder mit einer Lupe nachweisen konnten (BOSMA 1931; BUGGE 1943; ODENING
1960; ODENING 1963; HIEPE 1985 ODENING 1961a). Mit der Lupe sollen die Entwicklungsstadi-
en des Parasiten als glasklare, dinnwandige Zysten zu sehen sein, in denen die beweglichen Lar-
ven zu erkennen sind (ODENING 1961a; BOSMA 1931; BUGGE 1943; HIEPE 1985). BAARS
(1942) konnte in Paraffinblock — Schnittpraparaten von befallener Muskulatur eines Wildschweins
grol3e, bindegewebig abgegrenzte Hohlraume mit im Inneren liegenden Mesozerkarien von Alaria
alata nachweisen. Duncker nutzte als erster die fur die Trichinellenuntersuchung eingesetzte
Kompressionsmethode zum Nachweis der Mesozerkarien (DUNCKER 1881a), woraufhin auch
andere Autoren sie zur Untersuchung ihrer Proben einsetzten (BAARS 1942; BUGGE 1942a, b;
BUGGE 1943; HASSLINGER und NAGLER 1969; WITTROCK und ULMER 1974). Nach Einfih-
rung der VO (EG) Nr. 2075/2005 ist der Einsatz der Kompressionsmethode seit dem 01.01.2010 in
den EU Mitgliedsstaaten nicht mehr gestattet. In den europdaischen Nicht-Mitgliedsstaaten wird
diese Methode hingegen zum Teil weiterhin angewendet und in diesem Zusammenhang auch fir

die Diagnostik von A. alata genutzt. So wurden in Kroatien in einer Studie drei von 210 untersuch-
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ten Wildschweinen mittels Kompressionsmethode positiv fur Alaria alata Mesozerkarien getestet
(JAKSIC et al. 2002).

Alternativ ist der Nachweis der Mesozerkarien im Blut der paratenischen Wirte moglich. IASTREB
et al. (2005) entwickelten eine Methode zur Untersuchung von Blutproben lebender Tiere auf
Mesozerkarien. Dazu entnahmen sie den Tieren vendses Blut, das sie im Verhéltnis 1:20 mit Nat-
riumcitrat 5 % versahen. 1 ml des Blutes gaben sie in ein 10 ml — Zentrifugenréhrchen und fillten
es mit 9 ml destilliertem Wasser auf. Das ganze lieen sie fur finf Minuten stehen, so dass die
Erythrozyten hamolysierten. Danach wurde es funf Minuten bei 2000 U/Min. zentrifugiert. Der
Uberstand wurde bis auf ein Sediment von 0,5 ml abgeschiittet. Das Sediment wurde dann auf
einen Objekttrager gebracht, mit einem Deckglaschen bedeckt und unter dem Mikroskop bei zehn-
facher Vergrof3erung untersucht. Er wies mit dieser Methode sowohl freie als auch enzystierte

Mesozerkarien nach.

1.2.8.1 Die Trichinellenuntersuchung nach Verordnung (EG) Nr. 2075/2005

Die Trichinellen wurden erstmals von dem britischen Zoologen Richard Owen (1804 — 1892) be-
schrieben. Erst 1860 gelang es Friedrich Albert von Zenker (1825 — 1898), einen Fall von tddlich
verlaufender Trichinose beim Menschen auch als solche zu erkennen. Zu dieser Zeit brachen h&u-
fig regionale Epidemien aus, so dass die Medizinische Gesellschaft zu Berlin eine Kommission zur
Beratung der Trichinellenfrage einsetzte. Ihr gehdrte unter anderem Rudolf Virchow an, der in sei-
ner Schrift ,Darstellung der Lehre von den Trichinen, mit Ricksicht auf die dadurch gebotenen
Vorsichtsmalregeln® (G. Reimer, Berlin 1864) nachdriicklich die Einfuhrung einer amtlichen
Fleischbeschau in allen Stadten forderte. Die Trichinellenuntersuchung wurde 1862 in der sachsi-
schen Stadt Plauen, 1877 in Preuf3en, und 1900 mit Einfihrung des Reichsfleischbeschaugeset-
zes fir das ganze Deutsche Reich gesetzlich vorgeschrieben (MAPPES 2001). 1940 wurde die
Trichinellenuntersuchung fir verschiedene Tierarten im Fleischbeschaugesetz geregelt. Die Unter-
suchung erfolgte mittels Kompressionsmethode und Mikroskop. Erst 1978 wurde eine vereinfachte
Methode durch kinstliche Verdauung von Sammelproben eingefihrt (SIELAFF 1962; ENIGK
1986). Beim sogenannten Magnetrihrverfahren, das seit 2005 in der Europdaischen Union als Re-
ferenznachweismethode fur die Trichinellenuntersuchung von der Europdischen Gemeinschaft
festgelegt wurde, werden Frischfleischproben aus Zwerchfell, Zunge oder Vorderbein der zu unter-
suchenden Schweine oder Wildschweine (VO (EG) Nr. 2075/2005, Anh. I, Kap. I, Nr. 2) in einem
Ansatz mit Pepsin und Salzsaure und einem Magnetrihrer kinstlich verdaut und sedimentiert. Das
Sediment wird dann mit dem Mikroskop auf Trichinellen untersucht (VO (EG) Nr. 2075/2005, Anh.
I, Kap. I, Nr. 3).

In Anlehnung an das Protokoll fir die amtliche Trichinellenuntersuchung (TU), beschrieben in An-
hang |, Kapitel | der Verordnung (EG) Nr. 2075/2005, wurden von MOHL et. al (2009) verschiede-

ne Untersuchungen durchgefihrt. Das Protokoll wurde sowohl unverandert als auch in Modifikation
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getestet, um die Effektivitat der TU zum Nachweis des Duncker'schen Muskelegels zu optimieren.
Die Modifikation orientierte sich an der in der Literatur beschriebenen Affinitdt des Parasiten fir
Fettgewebe (MOHL et al. 2009). Es wurde eine Methode entwickelt, bei der Fettgewebe in einem
Magnetruhrer mit Pankreatin© und Gallensaure verdaut wurde. Obwohl nur 10 — 15 % des Pro-
benmaterials tatséchlich verdaut wurden, war die Anzahl der gefundenen Larven deutlich héher als
bei Vergleichsproben, die parallel mit der TU untersucht wurden. Beobachtungen unter dem Ste-
reomikroskop zeigten, dass sich die Parasiten aktiv vom Probenmaterial in die umgebende Flus-
sigkeit bewegten und dort eine sehr starke Motilitat aufwiesen. Larven im Sediment der TU zeigten
dagegen deutlich weniger bis keine Aktivitdt mehr oder waren bereits abgestorben. Isolierte, le-
bende Larven, die in eine HCL/Pepsin — Verdauungslésung gegeben wurden verloren bereits nach
15 Minuten ihr charakteristisches Bewegungsmuster und ihre morphologischen Strukturen. Nach
90 Minuten begannen die Mesozerkarien sich aufzulésen. Zu beachten ist, dass das Experiment
nach Einsetzen der Mesozerkarien in die Verdauungslésung ohne Zuhilfenahme eines
thermisierten Magnetrihrers weitergefiihrt wurde. Es ist daher zu erwarten, dass unter Praxisbe-
dingungen der Verlust von Larven durch Schadigung noch schneller und deutlicher auftritt. Gemar
der Angabe der VO (EG) Nr. 2075/2005 Anh. |, Kap. I, Nr.1 muss zur Untersuchung ein Sieb mit
einer Maschenweite von 180 um verwendet werden. Dies stellt einen weiteren Nachteil der TU dar.
So wurden immer wieder lebende Larven von wahrend der TU genutzten Sieben isoliert (RIEHN et
al. 2010).

0 min A 5min 10 min 15 min 20 min

\ | .

"500 um

Abbildung 2: Alaria alata Mesozerkarien in 5 ml HCL/Pepsin — Verdauungsflussigkeit aus einem Sammel-
ansatz zur Untersuchung von Fleischproben auf Trichinella spp. nach Anhang I, Kapitel | der VO (EG) Nr.
2075/2005. Die Mesozerkarien waren nach Einsetzen in die Verdauungslésung keiner Warmequelle und

keinem Magnetrihrer ausgesetzt (RIEHN et al. 2010).

1.2.8.2 Das Larvenauswanderverfahren nach Baermann
BAERMANN (1917) entwickelte Anfang des 20. Jahrhunderts ein Verfahren, um Erdproben auf

Nematodenlarven zu untersuchen. Seine Uberlegungen gingen von der Tatsache aus, dass die
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infektibsen Nematodenlarven aus dem Kot in Gberstehendes Wasser auswandern. Die Materialien
fur die Untersuchung bestanden aus einem Glastrichter, der fast bis zum Rand mit sterilem, filtrier-
tem Wasser gefullt wurde. In den Glastrichter setzte er ein engmaschiges Sieb. In das Sieb fullte
er zuvor sterilisierte Erde, die er mit Stuhl vermischte. Am unteren Ende des Trichters befestigte er
einen kurzen Gummischlauch, den er mit einer Schlauchklemme verschloss. Nach einer gewissen
Auswanderungszeit liel3 er einige Tropfen des Sediments auf einen Objekttrager ab und fand dort
zahlreiche Larven. Er fuhrte eine Reihe von Versuchen mit unterschiedlichen Variationen der von
ihm entwickelten Methode durch. Seine Ergebnisse zeigten, dass die Larven rasch in das offene
Wasser auswanderten und lockere Erde mit einer Geschwindigkeit von etwa 1 cm in zwei Minuten
durchwandern konnten. Im Wasser selbst sanken die Larven mit einer Geschwindigkeit von etwa 1
cm pro Sekunde. Er stellte fest, dass nach der ersten halben Stunde der gré3te Teil der Larven
bereits ausgewandert war und dass seine Methode so genau arbeitet, dass er sieben von acht
ausgestreuten Larven wiederfand (BAERMANN 1917).

BEANE und HOBBS (1983) verglichen Anfang der 80iger Jahre verschiedene Modifikationen des
Baermann-Verfahrens. Sie stellten fest, dass sie mehr Larven bei einer Auswanderungszeit von 24
Stunden als bei acht Stunden nachweisen konnten. Auch fanden sie bei zerkleinertem Kot mehr
Parasiten als in intaktem. Die Untersuchung der Proben mit kleinen Trichtern (6,3 cm) funktionierte
besser als mit grof3en (15 cm) und Glastrichter eigneten sich besser als Plastiktrichter (BEANE
und HOBBS 1983).

CORT et al. (1922) zeigten, dass Hakenwurmlarven schneller aus Erdproben auswandern, wenn
das Wasser mindestens ~ 5,5 °C (10 °F) warmer ist als die Erdprobe. AuRerdem stellten sie fest,
dass in gréberen Erdproben mehr Larven zu finden sind als in sehr fein zerkleinerten. Die Ergeb-
nisse bewiesen auch, dass zwar nach sechs Stunden die meisten Larven ausgewandert sind, nach
dieser Zeit aber nochmals eine betrachtliche Menge an Parasiten zu finden ist.

TODD et al. (1970) stellten fest, dass mehr Larven von Haemonchus contortus auswanderten,
wenn sie Mulltuch—Filter anstelle von Filtern aus Zellstoff verwendeten. Sie wiesen mehr Larven
bei 4°, 10°, 20° und bei 25 °C als bei 30° - 50 °C nach. Keinen Unterschied machte die Verwen-
dung von Leitungswasser, 0,9%ige NaCl-L6ésung, Ringerlésung und 0,2 %iger HCI. Ungunstig
stellten sich nicht—ionische und zwei—-anionische Detergentien dar, welche ab einer gewissen Kon-
zentration sogar toxisch wirkten. Kein signifikanter Unterschied zeigte sich bei der Untersuchung
im Dunkeln oder im Hellen. Die Autoren konnten jedoch nachweisen, dass bei einem grof3eren
Durchmesser des Trichters weniger Larven gefunden werden kénnen als bei einem kleinen

Durchmesser.

1.2.9 Verbraucherschutz
Bereits 1963 stellte ODENING (1963) die Uberlegung an, ob die Einfiilhrung einer spezifischen

Untersuchung zum Nachweis von Alaria alata Mesozerkarien nicht anzuraten ware. Er empfahl
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dabei die Untersuchung von fett- und bindegewebereichen Proben von Rippenmuskulatur, Schul-
tergurtel und Hals der zu untersuchenden Schweine. Er sprach aulR3erdem die Empfehlung aus,
betroffenes Fleisch nicht mehr zum menschlichen Verzehr frei zu geben und dem Parasiten bei der
Fleischuntersuchung mehr Aufmerksamkeit zu widmen (ODENING 1961a). Durch eine steigende
Anzahl von Funden des Parasiten vor allem in Brandenburg wurde die Diskussion um die mdgliche
Gefahrdung der Verbraucher in den letzten Jahren neu aufgebracht (GRORE und WUSTE 2004,
GRORE und WUSTE 2005; GRORE und WUSTE 2006; GRORE und WUSTE 2008). Das Bundes-
institut fur Risikobewertung hat 2007 eine Stellungnahme zu diesem Thema verdffentlicht (siehe
auch 2.10.2 Beurteilung der Situation durch das BfR).

1.2.9.1 Wildverzehr und Froschverzehr in Deutschland und Europa

Deutschland ist in Europa das Land mit der gréfdten Schwarzwildpopulation (STEINBACH 2010).
Nach Angaben des Deutschen Jagdschutz Verbandes (DJV) wurden in der Jagdsaison 2010/2011
in Deutschland 25.058 Tonnen Wildbret vom Schalenwild (Wildschwein, Rehwild, Rotwild, Dam-
wild) verzehrt. Mit 13.472 Tonnen lag der Verzehr von Wildschweinen am héchsten (DJV 2012). In
Deutschland werden nach Angaben des Statistischen Bundesamtes auf3erdem im Jahr etwa 11
Tonnen Froschschenkel verzehrt. Einer der Hauptexporteure von Froschschenkeln weltweit ist
Indonesien, das auch einen Grolf3teil der deutschen Nachfrage deckt. Die Mehrheit der exportierten
Frosche stammt dabei aus Wildfangen. Im Jahr 2002 wurden 3.800 Tonnen exportiert. Mit mehr
als 83 % der indonesischen Exporte ist Europa der grof3te Abnehmer der Froschschenkel. Nur
wenige Arten sind durch internationale Vereinbarungen wie das Washingtoner Artenschutzab-
kommen CITES geschutzt (WWF 2006). In Deutschland sind alle heimischen Arten nach der Bun-
desartenschutzverordnung und dem Bundesnaturschutzgesetz ,besonders geschutzt* oder ,streng
geschutzt’. Auch die fur den Lebensmittelhandel bedeutenden aulRereuropaischen Arten wie der
Nordamerikanische Ochsenfrosch oder der Asiatische Ochsenfrosch sind nach dem Bundesnatur-
schutzgesetz ,besonders geschutzt®. Das bedeutet, dass die Tiere nicht geziichtet, gefangen, ver-
letzt oder get6tet werden dirfen. Allerdings ist dadurch nur Deutschland abgedeckt und die Einfuhr
ist davon nicht betroffen. Nur der Handel von Tieren, die im Washingtoner Artenschutzabkommen
erfasst sind, wird international kontrolliert (WISIA 2010). Die Hauptimporteure fir Froschschenkel
in Europa sind Frankreich, Belgien und Luxemburg. Hauptexporteure und damit Lieferanten fur
Europa ist neben Indonesien vor allem China. Die Europaische Union importierte 1990 tber 6.000
Tonnen Froschschenkel und 1999 waren es bereits Uber 9.700 Tonnen. Das vormals saisonale
Geschéft hat sich zu einem ganzjahrigen globalen Handel entwickelt. Am haufigsten werden der
.crab-eating“ Frosch (Fejervarya cancrivora), der Zahnfrosch (Limnonectes macrodon) und der
Amerikanische Ochsenfrosch (Rana catesbeiana) importiert (WARKENTIN et al. 2009). Untersu-
chungen der Purdue University zufolge sind 56,6 % der auf dem Markt erhaltlichen Froschschenkel
mit Mesozerkarien von Alaria spp. in einer Befallsstéarke von bis zu einigen Tausend Parasiten infi-
ziert (JAKSIC et al. 2002).
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1.2.9.2 Beurteilung der Situation durch das Bundesinstitut fur Risikobewertung
(BfR)

Nach Einschatzung des Bundesinstituts fur Risikobewertung stellt befallenes Wildschweinfleisch
ein potentielles Infektionsrisiko fir den Menschen dar (BfR 2007). Im Hinblick auf die Fleischunter-
suchung bei frei lebendem Wild (Kapitel VIII der Verordnung (EG) Nr. 854/2004) ist das Fleisch
nicht nur im Falle des Vorkommens von Trichinellen, sondern auch dann fir genussuntauglich zu
erklaren, wenn die Untersuchung auf Merkmale (einschlieRlich Parasitenbefall) hinweist, dass das
Fleisch gesundheitlich bedenklich ist. Fir den Fall des Nachweises des Duncker’schen Muskel-
egels im Fleisch sollte daher laut BfR aus Griinden des vorbeugenden Verbraucherschutzes das
Fleisch als untauglich fur den menschlichen Verzehr beurteilt werden. Weiterhin spricht das BfR
eine Empfehlung zur Entwicklung eines geeigneten diagnostischen Verfahrens zum Nachweis des
Duncker’schen Muskelegels aus, um zur weiteren (regionalen) Aufklarung des Vorkommens und
zu seiner Bedeutung in Deutschland beizutragen. Es wird weiterhin angefiihrt, dass das Schweizer
Bundesamt fur Umwelt, Wald und Landschaft (BUWAL) Alaria alata in die Sicherheitsstufe 2 (2)
eingruppiert hat und der Parasit damit zu den Zoonosen gehort (BAFU 2011).
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2 Materialien und Methoden

2.1 Optimierung des neu entwickelten Verfahrens

2.1.1 Testung verschiedener Medien

2.1.1.1 Material
Geréate und Reagenzien:

Siehe Punkt 2.2.11 Die Alaria alata mesocercariae migration technique (AMT).

AuRerdem:
¢ |sotonische Natriumchlorid - Losung (DeltaSelect GmbH, Dreieich, Germany)
¢ Ringer — Losung (DeltaSelect GmbH, Dreieich, Germany)
¢ Ringer — Lactat — Losung (BERLIN-CHEMIE AG, Berlin, Germany)
e Glukose - Losung 5 % (DeltaSelect GmbH, Dreieich, Germany)

e Leitungswasser
Probennahme und zu verarbeitende Mengen:
Es wurden insgesamt 3 kg positives Material von vier Wildschweinen aus Sachsen und Branden-
burg genutzt, die auf Grund von Funden des Duncker'schen Muskelegels von den zustandigen

Untersuchungsamtern als untauglich beurteilt worden waren (Tabelle 2).

Tabelle 2: Ubersicht tiber die Wildschweine, aus denen Alaria spp. Mesozerkarien fir die Testung

der Medien gewonnen wurden

Nr. | Tier- | Vorbericht Herkunft Todesursache | Altersklasse | Gewicht | Geschlecht
Nr.

1 55 positiv Brandenburg erlegt 1 54 mannlich

2 59 positiv Gorlitz erlegt 0 18 weiblich

3 69 positiv Bernburg erlegt k. A. k. A. k. A.
llsenburg

4 71 positiv Bernburg erlegt 0 9 weiblich
llsenburg
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2.1.1.2 Verfahren
Versuchsaufbau und Untersuchungsverfahren siehe Punkt 2.2.11 Standard operating procedure

(SOP) der Alaria alata mesocercariae migration technique.

e Je ein Trichter wurde mit Leitungswasser, Ringerlésung, Ringer-Laktat-L6sung, NaCl — L6-
sung und 5 %iger Glukoseldsung aufgefullt.
Die Ergebnisse wurden im dafiir vorgesehenen Protokoll und im Probenbuch notiert.
Der Versuch wurde insgesamt 20 x durchgefuhrt.

2.1.2 Testung verschiedener Zerkleinerungsgrade

2.1.2.1 Material
Geréate und Reagenzien:

Gerate und Reagenzien siehe Punkt 2.2.11 Die Alaria alata mesocercariae migration technique
(AMT).

2.1.2.2 Probennahme und zu verarbeitende Mengen:
Es wurden insgesamt 2,4 kg positives Material von sechs Wildschweinen aus Sachsen, Sachsen -

Anhalt und Brandenburg genutzt, die auf Grund von Funden des Duncker'schen Muskelegels von

den zustandigen Untersuchungsamtern als untauglich beurteilt worden waren (Tabelle 3).

Tabelle 3: Ubersicht tiber die Wildschweine, aus denen Alaria spp. Mesozerkarien fir die Testung

der Zerkleinerungsgrade gewonnen wurden

Nr. | Tier-Nr | Vorbericht Herkunft Todesursache | Altersklasse | Gewicht | Geschlecht
1 69 positiv Bernburg llsenburg erlegt k. A. k. A. k. A

2 70 positiv Bernburg llsenburg erlegt k. A. k. A. k. A

3 73 positiv Salzlandkreis erlegt 0 8 k. A

4 110 positiv Salzlandkreis erlegt 1 49 Weiblich
5 113 positiv Salzlandkreis erlegt k. A. k. A. k. A.

6 114 positiv Salzlandkreis erlegt k. A. k. A. k. A.

2810HS017 36




Verfahren
Versuchsaufbau siehe Punkt 2.2.11 Standard operating procedure (SOP) der Alaria alata

mesocercariae migration technique.

e Von 120 g Gewebe wurde ein ca. 30 g schweres Stiick abgeschnitten. Der Rest wurde mit
dem Messer und dem Schneidebrett grob zerkleinert (2 — 2,5 cm) und vermengt.

e 30 g wurden weiter mit dem Messer auf 1 — 1,5 cm und weitere 30 g auf 2 — 5 mm zerklei-

nert.

¢ Die vier Proben mit den verschiedenen Zerkleinerungsgraden (ungeschnitten; 2 — 2,5 cm; 1
— 1,5 cm; 2 — 5 mm Kantenlange) wurden je in ein Sieb gegeben und die Trichter mit 46 —
48 °C warmem Leitungswasser beflillt.
Die weitere Untersuchung erfolgte wie unter Punkt 2.2.11 Standard operating procedure (SOP) der

Alaria alata mesocercariae migration technique beschrieben.

2.1.3 Testung verschiedener Auswanderungszeiten

2.1.3.1 Material
Gerate und Reagenzien:

Gerate und Reagenzien siehe Punkt 2.2.11 Die Alaria alata mesocercariae migration technique
(AMT).

2.1.3.2 Probennahme und zu verarbeitende Mengen:
Es wurde insgesamt 450 g positives Material von zwei Wildschweinen aus Sachsen genutzt, die

auf Grund von Funden des Duncker schen Muskelegels vom zustandigen Untersuchungsamt als
untauglich beurteilt worden waren. Zuséatzlich wurde 150 g positives Probenmaterial von einem auf
der Insel Rugen verunfallten Dachs verwendet, der dem Institut fir Lebensmittelhygiene zur Unter-

suchung vom Amt Brandenburg Giberlassen wurde (Tabelle 4).
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Tabelle 4: Ubersicht tiber die Tiere, aus denen Alaria spp. Mesozerkarien fiir Testung der Zeiten

gewonnen wurden

Nr. | Tier-Nr. Vorbericht Herkunft Todesursache | Altersklasse | Gewicht | Geschlecht
1 6 (Dachs) positiv Insel Rigen Uberfahren k. A 5 k. A
2 69 positiv Bernburg erlegt k. A k. A. k. A
Wildschwein llsenburg
3 70 positiv Bernburg erlegt k. A k. A. k. A
Wildschwein llsenburg

2.1.3.3 Verfahren
Versuchsaufbau siehe Punkt 2.2.11 Standard operating procedure (SOP) der Alaria alata

mesocercariae migration technique.

Es wurde nach 30 Minuten, 60 Minuten, 90 Minuten und 240 Minuten 20 ml Sediment in

das darunter stehende Becherglas abgelassen und jeweils sofort untersucht. Nach jedem

Ablassen wurde der Trichter erneut mit warmem Leitungswasser aufgefillt, damit das Pro-

benmaterial weiterhin vollstandig mit Wasser bedeckt war.

Die weitere Untersuchung erfolgte wie unter Punkt 2.2.11 Standard operating procedure (SOP) der

Alaria alata mesocercariae migration technique beschrieben.
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2.2 Ringversuch

2.2.1 Weiterfiuhrung eines Ringversuches fir die Optimierung der
Untersuchungsmethode
Erste vergleichende Analysen im Rahmen des vorhergehenden Forschungsvorhabens 2808HS012
haben gezeigt, dass sich die AMT aufgrund ihrer ausgesprochen hohen Sensitivitat und Wiederfin-
dungsrate einerseits als Referenzverfahren fur den Nachweis des Duncker'schen Muskelegels in
Fleisch anbietet und sich andererseits, auf Grund des ausgesprochen geringen Kosten- und Zeit-
aufwandes fir die Durchfihrung der Methodik, auch als Schnellmethode fir den Einsatz in der
amtlichen Uberwachung eignen konnte.
Driber hinaus ist eine Bewertung der Relevanz des Erregers fur die Gesundheit des Menschen
unter Einbeziehung valider Daten zu Pravalenz und Verteilung des Parasiten nur durch den fla-
chendeckenden Einsatz der AMT zu gewahrleisten.
Der Einsatz der AMT innerhalb der Routinediagnostik setzt jedoch eine Validierung der Methode
im Rahmen von Ringversuchen voraus, in denen zum einen die Eignung der eingesetzten Stan-
dardmaterialien tberprift und zum anderen die Optimierung der Untersuchungsmethode sowie die

Erarbeitung statistischer KenngréRen ermoglicht werden.

2.2.2 Auswahl geeigneter Laboratorien und Kontaktaufnahme

Bis zum heutigen Tag haben sich 28 Laboratorien am Ringversuch fiir den Nachweis des Dunc-
ker'schen Muskelegels in Fleisch mittels AMT teilgenommen. Die Teilnehmer waren aus 9 Bundes-
landern (Sachsen, Sachsen-Anhalt, Thiringen, Brandenburg, Berlin, Niedersachsen, Schleswig-
Holstein, Baden-Wurttemberg, Bayern) sowie ein Labor aus Osterreich, die in der Vergangenheit
bereits erste Erfahrungen bei der Diagnostik des Duncker'schen Muskelegels sammeln konnten,
ausgewahlt und schriftlich Gber diese Auswahl informiert. Den Ringversuchsteilnehmern wurde der
Versand der Proben etwa 2 Wochen im Voraus angektindigt.

Die fur die Auswertung erforderlichen Labordaten wurden im Institut fir Lebensmittelhygiene (IfL)
erfasst und die Laboratorien anschlielRend codiert. Die Codierung der Laboratorien und die Zuwei-

sung einer spezifischen Labornummer erfolgten dabei nach dem Zufallsprinzip.
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2.2.3 Auswahl des am besten geeigneten Materials und einer geeigneten Methode
zur Herstellung der Standardmaterialien.
Die Akquise natirlich infizierter Zwischenwirte wurde durch die enge Kooperation mit verschiede-
nen Veterindramtern in Sachsen, Sachsen-Anhalt und Brandenburg realisiert. Insgesamt wurden
dem Institut fir Lebensmittelhygiene im bisherigen Projektzeitraum 234 Wildschweine durch ko-
operierende Veterinaramter oder die entsprechenden Verflgungsberechtigten Gibergeben.
Fur die Durchfiihrung der Ringversuche konnten im bisherigen Projektzeitraum ausschlieRlich die
hochpositiven Wildscheine und Waschbaren genutzt werden, da fur einen 10 Laboratorien umfas-
senden Ringversuch mindestens 300 vitale DME plus weitere 90 DME fur die Fihrung von Ruck-
stellproben bendtigt werden. DME aus Tieren, die schwachere Befallsraten aufwiesen, wurden
indes fur die Realisierung anderer Projektziele (Tenazitat, Molekularbiologie) eingesetzt.
Fiur die Auswahl des am besten geeigneten Materials fur die Herstellung der Standardmaterialien
sowie deren Herstellung wurden umfangreiche Versuche mit frischem Hausschwein- und Wild-
schweinfleisch vorgenommen. Ziel dieser Versuche war es, Standardmaterialien herzustellen, wel-
che zum einen das Uberleben und die Wiederauffindbarkeit der DME (iber langere Zeitrdume und
unter Transportbedingungen gewahrleisten und zum anderen méglichst realitdtsnahe Bedingungen
bei der Probenaufbereitung im Rahmen des Ringversuchs bieten. Neben der Auswahl der eigentli-
chen Probenmatrix standen aus diesem Grund auch die Art und der Grad der Zerkleinerung des
Probenmaterials (unzerkleinert, grob oder feinzerkleinert), das Einbringen der Larven in das Pro-
benmaterial (einzeln an verschiedenen Stellen des Probenmaterials oder zusammen an einem
Punkt), die Auswahl etwaiger protektiv auf die Larven wirkender Zusatzstoffe und Hilfsmittel (z. B.
Gelatinekapseln) sowie die Fiihrung des Temperaturregimes bei der Lagerung im Fokus der Un-
tersuchungen. Insgesamt wurden in diesem Zusammenhang 234 Einzelversuche vorgenommen.
Der erste Teil des Ringversuches wurde mit vorberichtlich negativem Wildschweinfleisch durchge-
fuhrt. Da jedoch alle Tiere, die dem Institut fir Lebensmittelhygiene zur Verfligung gestellt werden
von Tieren aus potentiellen Infektionsgebieten stammen, kann ein, wenn auch geringer, Befall die-
ser Tiere mit dem Erreger nicht ganzlich ausgeschlossen werden. Gleichzeitig haben die Tenazi-
tatsversuche im eigenen Haus, wie auch die anderer internationaler Forschungsgruppen gezeigt,
dass eine Gefrierbehandlung die Erreger nicht sicher abtétet. Der Zukauf von Wildschweinfleisch
aus anderen Gebieten, in denen der Erreger bislang nicht auftritt, ist indes nur unter Aufbringung
unverhaltnismalig hoher Kosten zu realisieren. Aus Praktikabilitits- und Kostengriinden wurde
daher, nach eingehender Priifung der Uberlebensfahigkeit der Mesozerkarien, im zweiten Ringver-
suchsteil auf Hausschweinfleisch (Rucken) zuriickgegriffen. Es deutet sich jedoch an, dass bei der
Verwendung von Hausschweinfleisch an erhéhten Anfall von Detritus zu beobachten ist, welcher
die Untersuchung der Proben erschweren kann. Beim dritten Ringversuchsteil wurde das negative

Wildschweinfleisch verwendet.
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2.2.4 Moglichkeiten der Beschaffung einer ausreichenden Anzahl natirlich
infizierter paratenischer Wirte zur Herstellung des Probenmaterials.

Die Akquise natirlich infizierter Zwischenwirte wurde durch die enge Kooperation mit verschiede-

nen Veterindramtern in Sachsen, Sachsen-Anhalt und Brandenburg realisiert. Insgesamt wurden

dem Institut fur Lebensmittelhygiene im bisherigen Projektzeitraum 234 Wildschweine Ubergeben.

2.2.5 Erstellung von Unterlagen fur die Datenerfassung

Die Unterlagen fir die Datenerfassung wurden in elektronischer Form erstellt.

2.2.6 Erstellung eines Zeitplans

Der Zeitplan wurde in Abhangigkeit von der Verfugbarkeit der Wildschweine erstellt.

2.2.7 Isolierung von vitalen Alaria alata Mesozerkarien aus natirlich infizierten
paratenischen Wirten

Alle vorberichtlich DME-positiven Wildschweine wurden in den kooperierenden Veterindramtern bis
zur Abholung durch das IfL und der sich anschlieRenden Probennahme bei max. 4°C gelagert.
Nach der Enthdutung und Zerlegung der Tiere erfolgte die Probennahme an verschiedenen ana-
tomisch definierten Lokalisationen. Das entnommene Probenmaterial wurde im Anschluss in be-
schriftete, verschliel3bare Plastikbeutel verbracht und die Mesozerkarien mittels der AMT isoliert.
Die untersuchten Wildschweine wiesen unterschiedliche Befallsintensitaten auf. Diese reichten von
1 bis 82 Larven/100 g. Gewebe. Bei der sich anschliel3enden lichtmikroskopischen Untersuchung
wurde die Vitalitdt der Larven anhand ihrer Motilitat beurteilt. Hier zeigten alle Mesozerkarien
durchweg eine gute bis sehr gute Vitalitat.

2.2.8 Probenvorbereitung

Die Herstellung der Standardmaterialien erfolgte durch Verbringen der vitalen DME in 30 g grob
zerkleinertes, negatives Wildschwein- bzw. Hausfleisch. Hierzu wurde eine zuvor genau abgezéahl-
te Anzahl Larven mittels einer Pipette auf die Halfte des vorbereiteten Wildschwein- bzw. Haus-
fleischs gebracht und mit dem restlichen Material abgedeckt. Fir den Ringversuch wurden pro
Teilnehmer insgesamt 6 Proben vorbereitet. Bei diesen Proben handelte es sich um 4 DME-

positive und 2 DME-negative Proben.

2.2.9 Homogenitatstest
Zur Sicherung der Qualitéat des Standardmaterials wurden Proben aus allen Chargen nach einer
24stiindigen Lagerung bei 4°C im Institut fur Lebensmittelhygiene gemaR den Anweisungen der

SOP untersucht. Die Larvenwiederfindungsrate lag hier bei 100%.
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2.2.10 Kennzeichnung, Zwischenlagerung und Versand der Proben

Jede Probe wurde in einen Plastikbecher verpackt und der oben stehenden Tabelle entsprechend
nummeriert. Alle Proben wurden bis zum Versand im Kihlraum bei 4°C gelagert. Alle Laboratorien
erhielten je einen Satz Proben, eine standardisierte Versuchsapparatur bestehend aus Glastrich-
ter, Sieb, Schlauch und Schlauchklemmen, einen Vordruck zur Datenerfassung sowie eine Stan-
dard Operation Procedere (SOP) fir den Nachweis des Duncker'schen Muskelegels in
Fleisch mittels AMT (s. Anhang 5.1).

Der Versand der Proben erfolgte mittels Kurier. Hierdurch konnte sichergestellt werden, dass alle

Proben binnen 20 h bei den Empféangern eingingen.

2.2.11Die Alaria alata mesocercariae migration technique (AMT)

Die Proben waren mit der Standard Operating Procedure (SOP) fur den Nachweis des Dun-
cker'schen Muskelegels mittels Alaria alata mesocercariae migration technique (AMT) zu untersu-
chen. Die Ergebnisse wurden auf einem vorbereiteten Formblatt an das Institut fir Lebensmittel-
hygiene (IfL) zuriickgesendet.

Aufbau und Untersuchungsverfahren wurde im Standard operating procedure (SOP) der Alaria
alata mesocercariae migration technique beschrieben.

1. Materialien

- Messer oder Schere und Pinzette zur Probenentnahme

- Schneidebrett

- Stativ, Ringe und Klammern

- Glastrichter, Durchmesser 10 cm

- Sieb, Kunststoff, Durchmesser 9 cm

- Gummischlauch, ~ 10 cm lang, Durchmesser 10 mm

- Quetschhéahne nach Mohr, 60 mm

- Becherglas, 50 ml Inhalt

- Trichinoskop mit Horizontaltisch oder Stereomikroskop mit in der Intensitat einstellbarer
Durchlichtquelle

- Petrischalen mit 9 cm Durchmesser (fur die Verwendung mit dem Stereomikroskop), deren Bo-
den mit einem spitzen Gegenstand in Quadrate von 10 x 10 mm eingeteilt sind

- Larvenzéhlbecken (fur die Verwendung mit dem Trichinoskop), aus 3 mm starken Acrylplatten

- Lauwarmes Leitungswasser, 40 — 43 °C

- Waage, mindestens auf 0,1 g genau
2. Verfahren

- Die Glastrichter werden im Stativ fixiert, der Gummischlauch wird am Trichter fixiert und mit

einer Schlauchklemme verschlossen.
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- Unter die Schlauche wird je ein Becherglas zum Ablassen des Sediments gestellt.
- Injeden Trichter wird ein Sieb eingesetzt (Abbildung 3).

- Die Gewebeproben werden mit dem Messer und dem Schneidebrett grob zerkleinert (<@ ~1

cm).

- Die Proben werden aus den relevanten Stellen (Zwerchfell, Kehlkopf, Zunge, Kaumuskulatur,

Zwischenrippenmuskulatur, Bake, Bauchfell) entnommen.

- Je 30 g des Untersuchungsmaterials werden in ein Sieb gegeben.

- Der Trichter wird dann mit etwa 100 -150 ml lauwarmem Leitungswasser aufgefulit.

- Wichtig: Das Probenmaterial muss vollstandig mit Wasser bedeckt sein.

- Der Probenansatz bleibt fiir 45 Minuten bei Raumtemperatur stehen.

- Nach dieser Zeit werden 15-20 ml Flissigkeit schnell in einen Messzylinder abgelassen und in
ein Larvenzahlbecken/eine Petrischale tUberfuhrt.

- Dann wird der Messzylinder mit héchstens warmem 10 ml Leitungswasser gespilt und diese
Flissigkeit der im Larvenzahlbecken oder in der Petrischale befindlichen Probe hinzugefligt.

- Danach wird die Probe mittels Trichinoskop oder Stereomikroskop mit 15- bis 20facher Vergro-
Rerung untersucht. Bei verdachtigen Bereichen oder parasiten-ahnlichen Formen ist die Vergrof3e-
rung auf 60- bis 100fach zu erhdhen.

- Der Duncker’'sche Muskelegel ist in der Regel an seiner Bewegung eindeutig zu erkennen.
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Abbildung 3: Darstellung des Versuchsaufbaus zur Durchfihrung der Alaria alata mesocercariae

migration technique (AMT)
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2.3 Pravalenz und Pradilektionsstellen

Dieser Meilenstein beinhaltet die Erfassung der geographischen Haufigkeit des Vorkommens

des Duncker'schen Muskelegels und seiner Befallsstarke in Wildbret durch stichprobeweise Unter-
suchung verschiedener Wildbesténde in Deutschland. Dazu beinhaltet dieser Teil der Arbeit die
Identifizierung der am besten geeigneten Probenentnahmestellen fir den Nachweis des Dunc-
ker'schen Muskelegels mit Hilfe von Verteilungsuntersuchungen in positiven Tieren. Hierzu konn-
ten verschiedene Probennahmestellen definiert und bei einer ausreichend grof3en Zahl von Tieren
Proben aus diesen Regionen auf einen moglichen Befall mit DME untersucht werden.

2.3.1 Probenbeschaffung (bei Anfall DME-positiver Stucke)

Die Erstidentifikation DME-positiver Wildschweine im Rahmen der amtlichen Untersuchung auf
Trichinellen erfolgt durch zum einen durch die Kooperationspartner GroRe/Wiste, zum anderen
durch verschiedene kooperierende Untersuchungsstellen vornehmlich in den Bundeslandern
Sachsen, Sachsen-Anhalt, Thiringen, Brandenburg und Schleswig Holstein. Das Einzugsgebiet
der Proben umfasst somit einen Radius von etwa 500 km. Die Ubergabe der DME-positiven, un-
tauglich beurteilten Stlicke erfolgt dann entweder durch die kooperierenden amtlichen Untersu-
chungsstellen oder durch den Verfiigungsberechtigten selbst. Alle Tierkérper werden innerhalb von
48 h. nach Erstellung des Erstbefundes abgeholt und ins Institut fir Lebensmittelhygiene beférdert.
Bis zur Zerlegung/Untersuchung, welche spatestens 24h nach Probeneingang erfolgt, werden die
Karkassen bei +2°C gelagert. Bei der Zerlegung erfolgt eine erste makroskopische Untersuchung

auf eventuell vorhandene Mesozerkarienzysten.

2.3.2 Probennahme

Das Probenmaterial wird an 7 anatomisch definierten Probennahmestellen entnommen; die
Probennahmestellen umfassten Zwerchfellpfeiler, Zunge, Kaumuskulatur (Mm. masseter, tempora-
lis, pterygoideus lat.), Backe (Gewebe der caudoventralen Kopfregion mit Anteilen von Muskulatur,
Fett-, Binde-, Lymph- und Drisengewebe), Zwischenrippenmuskulatur, Bauchmuskulatur (Mm.

rectusabdominis, obliquus externus et internus abdominis, transversus abdominis) und Kehlkopf.

2.3.3 Untersuchung der Proben

Da die Untersuchungen zur Verteilung des Duncker'schen Muskelegels parallel zu den Untersu-
chungen zur Methodenentwicklung durchgefiihrt werden, kommen neben dem zu Beginn der Un-
tersuchungen standardméaRig eingesetzten Referenzverfahren zur kinstlichen Verdauung von
Sammelproben gem. VO (EG) Nr. 2075/2005 auch die neuentwickelten Methoden zum Nachweis
des Duncker'schen Muskelegels (LDM, AMT) zum Einsatz. Dabei wird die jeweils optimierte Me-

thodik vergleichend zur konventionellen Trichinellen-Untersuchung angewendet.
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2.4 Tenazitat

In den bislang von uns durchgefiihrten Studien hinsichtlich der Tenazitat des Duncker’'schen Mus-
kelegels zeigte sich, dass es deutliche Unterschiede hinsichtlich der Uberlebensfahigkeit einzelner
Alaria-alata-Isolate gibt, wenn diese physikalischen und chemischen Belastungen ausgesetzt wur-
den.

Im Rahmen des aktuellen Forschungsprojektes wurden Versuchsreihen zur Bestimmung der Te-
nazitat von Mesozerkarien im Hinblick auf unterschiedliche NaCl-Konzentrationen in einem in-
Vitro-Versuch durchgefiihrt (Arbeitsschritt 1). Weiterhin sollte die Uberlebensfahigkeit von Alaria
alata unter dem Einfluss verschiedener Desinfektionsmittel (Arbeitsschritt 2), sowie in Ringerlo-
sung und kunstlich hergestelltem Magensaft (Arbeitsschritt 3) Uberprift werden. Zusatzlich sollte
die Tenazitat von Alaria alata in verschiedenen Fleischprodukten, u.a. in Rohwursten und Schin-
ken getestet werden (Arbeitsschritt 4).

Ziel dieses Arbeitsschrittes war es, auf Grundlage der Untersuchungsergebnisse und den neuge-
wonnenen Erkenntnissen eine Empfehlungen zur effektiven Abt6tung der Parasiten in verschiede-
nen Lebensmitteln zu geben. Gleichzeitig sollten die Ergebnisse eine bessere Abschéatzung des
humanen alimentaren Expositionsrisikos erméglichen.

2012 wurden Proben von Wildschweinen und Waschbaren in Brandenburg, Berlin, Sachsen und
Sachsen-Anhalt gesammelt, bei denen in insgesamt 26 Fallen Alaria alata nachgewiesen werden
konnten (18 Wildschweine, 8 Waschbaren). Der Nachweis erfolgte im Rahmen der amtlichen
Fleischuntersuchung auf Trichinellen. Positive Proben wurden fir die weitere Untersuchung inner-
halb von 5 Tagen an das Institut fiir Lebensmittelhygiene der Universitat Leipzig versendet. Aus
diesem Grunde wurden Proben von Wildschwein und Waschbaren nur in unregelméRigem Ab-
stand an unser Labor geliefert.

Das infizierte Fleisch dieser Tiere wurde als Modell verwendet, um die Tenazitat gegeniber ver-
schiedenen Behandlungsverfahren zu Uberprifen. Waschbaren werden in Deutschland nicht als
Lebensmittel verwendet, eigneten sich jedoch als sehr gutes Modeltier fur die durchgefiihrten Ex-

perimente.

2.4.1 Fleischprodukte

2.4.1.1 Trockenpdkelung von Schinken aus Wildschwein- und Waschbarenfleisch

Es wurden zwei verschiedene Herstellungsverfahren angewendet. Das Trockenpokeln des Wild-
schweinschinkens (n= 15) und Waschbéarenschinkens (n= 4) erfolgte nach einer traditionellen Re-
zepturen (Abbildung 4). Die Schinken waren zwischen 200 bis 350 g schwer. Fir jedes Produkt

wurden zwei Experimente durchgefihrt.
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Schinken aus Wildschwein- und Waschbarfleisch

Va?iantel/\’ Variante 2

/ Wildscheinfleisch \ Waschbarfleisch
Schinken 1 Schinken 2 Kaltgerauchert
i 3} (20°C)
Trockenpokeln Kaltgerauchert
(25°C)

Abbildung 4: Herstellungsverfahren und Varianten der Trockenpdkeln von Rohschinken aus Wild-
schwein- und Waschbéarenfleisch

2.4.1.1.1 Variante 1

Die Herstellung der Schinken erfolgte unter der Einhaltung gultiger Hygienevorschriften fur die Le-
bensmittelproduktion im Schlacht- und Zerlegebereich des Instituts flr Lebensmittelhygiene. Das
Schinkenfleisch wurde aus der Keule (Mm. biceps femoris, semimembranosus und longissimus
dorsi) entnommen.

Fur die Trockenpokelung wurde das Fleisch in 10cm? kleine Stiicke geschnitten. Mit Hilfe einer
Bohrhtilse wurde in jedes Fleischstiicke ein Zylinder von 1cm3 gestanzt. 20 vitale A. mesocercariae
wurden in das Fleisch dotiert. Um Larvenverluste zu vermeiden wurde das Loch anschliel3end
wieder mit dem zuvor ausgestanzten Fleischstiick verschlossen. Das Fleisch wurde mit 40g
Nitritpokelsalz (NPS) gesalzen und damit eine Konzentration von 2-3 % erreicht. Das Versuchsma-
terial wurde in einem Kunststoffeimer fir insgesamt 13 Tage bei Raumtemperatur gelagert. Um
eine gleichmaRige Verteilung des Salzes zu erreichen, wurden die Proben einen Tag nach der
Behandlung bei Raumtemperatur (18-20 ° C) gelagert. Das Uberschiissige Salz wurde von der
Schinkenoberflache mit Trinkwasser abgespult. AnschlieRend wurden die gesalzenen Schinken
von Oberflachenschimmel befreit und getrocknet.

Sowohl der Wildschwein- als auch der Waschbarenschinken wurden bei maximal 25 °C fur 24
Stunden und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 80 bis 85 % gerauchert. Diese Proben werden im
Folgenden als Schinken 1 bezeichnet. Produkte die einer Kaltrducherung (20°C fir 48 Stunden)
unterzogen wurden, werden im Folgenden als Schinken 2 bezeichnet.

Alle Probe wurde im Reiferaum bei 26 °C gelagert. Die Proben wurden nach 5 Tagen kontrolliert.
Die Untersuchung der Schinken erfolgte tber 16 (Schinken 1) bzw. 17 (Schinken 2) Tage. Die
Schinken wurden taglich gewogen und der pH-Wert gemessen. Anschlie3end wurde die Probe

mittels der AMT-Methode auf A. alata mesocercariae untersucht.
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Auswahl WS frisch (Keule)
Rohfleisch
10 cm® Fleischstiicke
Vorbereitung/ Stanzen 1 cm® Zylinder
Dotierung / Verschluss 20 Mesozerkarien inokuliert
13 Tage bei Raumtempera-
wr 1820°C)

[ Trockenpokeln (Schinken 1)

Kaltrauchern (Schinken 2)

25°C / 24 std.
""""""""""" 1 I'""""""""""l
1
1

Abbildung 5: Verfahren zur Trockenpokelung und Kaltraucherung von Wildschweinschinken

2.4.1.1.2 Variante 2

In einer zweiten Variante wurde frische Oberschenkelmuskulatur aus nachweislich infizierten
Waschbaren entnommen, mit NPS (2-3% Salzkonzentration) gesalzen und bei Raumtemperatur
(18-20 °C) gelagert. AnschlieRen wurden die Proben fir weitere 5 Tage bei einer relativen Luft-
feuchtigkeit (RH) von 90% gelagert. Die Proben wurden danach mit Leitungswasser gewaschen
und 12 Stunden gewassert. Im Anschluss wurde das Fleisch fur 2 Tage kalt gerauchert. Mit Hilfe
von Holz wurde Kaltrauch in einer Raucherkammer bei 20 °C (RH: 80-85 %) zugefiihrt. Alle Schin-
ken wurden anschlieend in einem Klimaraum bei einer Temperatur von 20-22 °C fur 3 Tage auf-
gehangt (Abbildung 6). Der pH-Wert der Proben wurde taglich gemessen und die Proben mittels
AMT-Methode auf A. mesocercariae untersucht. Insgesamt dauerte die Produktion 12 Tage.
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Auswahl
Rohfleisch

Waschbar frisch Keule

90% Feuchtigkeit (5 Tage)
Waschen/ Wassern 12h
Kaltgerauchert 2 Tage

3 Tage/20-22°C

Reifung bzw. Trockung

Abbildung 6: Flussdiagramm mit Verfahrensschritten zur Trockenpdkelung von Waschbarenschin-
ken

2.4.1.2 Salami aus Wildschein- und Waschbéarenfleisch

Die Salami-Wirste wurden in zwei unterschiedlichen Varianten hergestellt. Pro Variante wurden
jeweils 2 kg fettfreies Wildschweinfleisch verwendet. Dieses Magerfleisch wurde zerkleinert und
per Hand (10 min) mit Fettgewebe vermengt. Zusatzlich wurden 56 g NPS (28 g/kg) und 0,41g
(1,03 g/kg) einer handelsublichen Starter-Kulturmischung, bestehend aus 0,5 g Lactobacillus sakei
und 0,5 g Staphylococcus carnosus beigefugt. Die Homogenisierung und Vermischung aller Be-
standteile erfolgte in einem Fleischwolf (Kenwood Fleischwolf 1500 w, 4 mm Feinheitsgrad). An-
schlieRend wurde das bearbeitete Fleisch zusétzlich per Hand fir 5 min vermengt. Das Brat wurde
mit einer manuellen Fillmaschine in 40mm kalibrige Kunstdarme (Naturin, Viscofan, Weinheim,
Deutschland) gefillt. Variante 1 (n = 19) wurde mit 20 Alaria-Larven, die zuvor mittels AMT-
Methode isoliert wurden, beimpft. Zusatzlich wurde kleine Wirfel hochinfiziertes Waschbéaren-
fleisch beigefiigt.
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Salami Herstellung

Variante 1
Wildschweinfleisch+ A.
mesocercariae-Larven + Fleisch-
stiickchen stark infizierten

Waschbarenfleischs

Abbildung 7: Herstellungsvarianten und verwendete Ausgangsmaterialien bei der Herstellung von

Salami-Wirsten

Variante 2 (n=23) wurde ausschlief3lich aus infiziertem Waschbarenfleisch hergestellt. Die Vorbe-
reitung erfolgte in gleicher Weise wie bei Variante 1: 0,52 kg Magerfleisch, sowie Fettgewebe von
positivem Waschbéarenfleisch wurde zerkleinert und. mit 14,5 g NPS (28 g/kg) und 2,5 g Zucker
vermengt. Die Salamis wurden im Reiferaum bei 23-25 °C und 88-90 % RH fur 24 Stunden (Abbil-
dung 7) gelagert. Die vorgereiften Wirste wurden im Anschluss bei 18 - 19°C und 75-80 % RH fur
weitere 10 Tage gereift. Die Salamis wurden bis zum Ende des Reifeprozesses taglich untersucht.

Der pH-Wert wurde gemessen und pro Tag eine Wurst mittels AMT-Technik auf Mesozerkarien

untersucht.
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Auswahl WS frisch Keule
Rohfleisch
10 cm® Fleischstiick /
Vorbereitung/ Stanzen 1 cm® Zylinder
Dotierung / Verschluss 20 Mesozerkarien inokuliert
13 Tage bei Raumtempera-
wr 18200

[ Trockenpokeln (Schinken 1)

Kaltrauchern (Schinken 2)

25°C /24 Stu
1 Tag/ 26°C Reifeprozess 5 Tage / 26°C
""""""""""" 1 I'""""""""""l
1
1

Abbildung 8: Flussdiagramm zum Verfahren Uber die Herstellung von Rohwirsten (Salami) aus
infiziertem Fleisch von Wildschweinen und Waschbéren.

2.4.1.3 Waschbar-Rohwiurste "Knacker"

Als handelsubliche Bezeichnung fir kleine Rohwirste wird in Deutschland héufig der Begriff "Kna-
cker" verwendet. Die Rohwirste wurden unter Verwendung von infiziertem Waschbéarenfleisch
hergestellt. 0,9 kg zerkleinertes fettfreies Muskelfleisch wurde mit Schweinefett sowie 25,2 g NPS,
4,5 g Zucker vermengt und in natirliche Schweineddarme abgefiillt. Die Wirste wurden in zwei
Chargen aufgeteilt. Charge 1 wurde mit 20 Larven artifiziell infiziert. Die Reifung erfolgte bei <16
°C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 75-78 % Uber einen Zeitraum von 7 Tagen (Abb. 7).
AnschlieRen wurden der pH-Wert gemessen und alle Produkte mittels AMT-Methode auf A.

mesocercariae untersucht.
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Rohwurstproduktion

"Knacker"

Charge 1 Charge 2

positiv Waschbérenfleisch positiv Waschbarenfleisch

+20 Mesozerkarien

Abbildung 9: Herstellungsvarianten bei der Produktion von kurzgereiften Rohwirsten (Knacker)

unter Verwendung verschiedener Ausgangsmaterialien.

Auswahl Rohfleisch positives Waschbéarenfleisch

NPS und Zucker

Fillung in Darm

Charge 1 Charge 2

Mesozerkarien \ /
16°C/ 75-78 % Feuchtigkeit / 7
Reifung / Trocknung Tage

Abbildung 10: Flussdiagramm zum Herstellungsverfahren von kurzgereiften Rohwirsten (Knacker)
aus infiziertem Wildschwein- und Waschbarenfleisch.
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2.4.2 Tenazitat gegentuber Natriumchlorid, Ethanol und Pepsin

2.4.2.1 Effekt von Natriumchlorid (NaCl)

Die Wirkung der Wasseraktivitat (aw-Wert) und des pH-Wertes auf Uberlebensfahigkeit verschie-
dener lebensmittelassoziierter Krankheitserreger wurde in der Vergangenheit bereits in verschie-
denen anderen Studien untersucht. Dabei wurde der Einfluss unterschiedlicher Salzkonzentratio-
nen und deren Auswirkung auf die Vitalitat von Parasiten, wie z.B. A. alata jedoch nicht erforscht.
Die vorliegende Studie wurde durchgefiihrt, um die maximale Uberlebenszeit von A. alata
Mesozerkarien gegenlber unterschiedlichen NaCl-Konzentrationen zu bestimmen. Die mittels
AMT- Methode gewonnenen Larven wurden in 20 ml Kunststoffoecher unter Zugabe von 0 %, 0,1
%, 0,5 %, 1 %, 2 %, 3 % NaCl-Losung dotiert. Die Bestimmung erfolgte im Doppelansatz. Pro Ver-
such wurde je 20 Larven in die verschiedenen Salzkonzentrationen verbracht und bei 4 °C gela-
gert. Um die Vitalitdt der Larven zu kontrollieren wurden diese taglich mikroskopisch untersucht.
Dazu wurden die Larven zunéchst aus dem Kihlschrank entnommen und erst nach Erreichen der

Raumtemperatur die Aktivitat (Beweglichkeit) bestimmit.

2.4.2.2 Effekt von Ethanol

Als haufigste Desinfektionsmittel im modernen Laborbereich werden heutzutage verschiedene
Bleichmittel (Natriumhypochlorit), Ethanol und andere kommerzielle Misch-Praparate verwendet.
Diese werden als Spray oder Flissigkeit im Labor eingesetzt und nach festgelegter Einwirkzeit mit
Papiertiichern wieder entfernt. Desinfektionsmittel sollten in kurzer Zeit die entsprechenden Zielor-
ganismen abtdten. Wenn die Einwirkzeit zur Inaktivierung von Mikroorganismen langer als eine
Stunde betragt, sind diese Desinfektionsmitteln unpraktisch und ohne Nutzen (Weir et al. 2002).
Ziel der folgenden Untersuchung war es, die Wirkung verschiedener Ethanol-Konzentrationen auf
A. mesocercariae zu testen. In diesem Versuch wurden Ethanolkonzentrationen im Bereich von 0O
%, 0,1 %, 0,15 %, 0,2 %, 0,25 %, 0,3 %, 0,35 %, 0,4 % 0,45 %, 0,5 %, 0,55 %, 0,6 %, 0,65 % und
0,70 % getestet. 20 Larven je Ansatz wurden in ein 20 ml Becherglas dotiert und mit 10 ml der
entsprechenden Ethanolkonzentrationen aufgefillt und anschlieBend fir 21 Tage im Kihlschrank
gelagert. Zur taglichen Beprobung wurden die Behélter bis zum Erreichen von Raumtemperatur

belassen und danach die Vitalitdt mikroskopisch bestimmit.
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2.4.2.3 Effekt von Pepsin

Um die Uberlebensfahigkeit der Mesozerkarien im Magen zu simulieren, wurde der Einfluss von
Pepsin auf die Vitalitat von A. mesocercariae bestimmt. Drei verschiedene Pepsinldsungen wurden
fur diese Versuchsreihe vorbereitet

0] 2,5 g Pepsin wurde in 50 ml (HCI)-Losung geldst. Der pH-Wert betrug 1,10 - 1,20. Die
Lésung wurde 30 min bei 37 °C mit Hilfe eines Magnetriihrers (250 U/min) gemischt.

(i) 2,6 g Pepsin, 5,0 g NaCl und 7,0 ml HCI wurden mit destilliertem Wasser auf 500 ml
aufgefillt. Danach wurde die Losung bei 37 °C und pH 1,10-1,20 inkubiert (nach Dubey
1997).

(iii) Entsprechenden den Vorschriften der VO(EG) 2075/2005 Uber die Vorschriften zur amt-
lichen Untersuchung auf Trichinellen wurden entsprechend dem aufgefiihrten Refe-
renzverfahren folgende Konzentrationen vorbereitet: 16 ml HCI wurden mit 2 Liter Lei-
tungswasser in einem 3-Liter-Becherglas vermischt. Das Becherglas wurde auf einer
Heizplatte auf 44-46 °C erhitzt und dem HCI-Wasser-Gemisch 10 g Pepsin hinzugefigt
und dieses Mittels Magnetruhrer durchmischt. Nach der Herstellung der Losungen wur-
den 20 A. mesocercariae hinzugefiigt und bei 37 °C fir eine Stunde inkubiert.

2.4.3 Tenazitat gegenuber Temperatur und Mikrowelle und Trocknung

2.4.3.1 Einfluss der Temperatur

Ziel der Untersuchungen war die Bestimmung des Einfluss unterschiedlicher Temperaturen (Erhit-
zen und Lagerung im Kihlraum) auf die Lebensfahigkeit von A. mesocercariae. Die Bestimmung
der Resistenz von Alaria alata gegentiber hohen Temperaturen ist ein wichtiges Kriterium um sa-
gen zu kénnen, ob Kochen, Braten oder Grillen von infiziertem Wildschweinfleisch/-produkten aus-
reicht, diesen Erreger sicher abzutdten. 20 Larven wurde mit Hilfe der AMT-Methode isoliert und in
ein 50 ml Behalter mit 10 ml Ringer-L6sung (Standard isotonischen Lésung 6,5 g NaCl, 0,42 g KCl,
0,25 g CacCl, und 1 mol Natriumbicarbonat in einem Liter destilliertem Wasser gel6st) dotiert. An-
schlieBend wurden die Gefalie im Wasserbad auf verschiedene Temperaturen (30, 35, 40, 45, 50,
55, 60 + 0.5 °C) erhitzt. Jedes Temperatur/Zeit-Regime wurde fiinfmal wiederholt. Die Becher wur-
den entnommen, wenn die Probe die gewiinschte Temperatur erreicht hatte. Fir die Untersuchung
hinsichtlich der Lagerung im Kuhlraum wurde Muskelgewebe aus PWS- Fleisch in 1 cm? Stlicke
geschnitten, in 12 Gefrierbeutel (30 g pro Beutel) aufgeteilt und in der Kihlzelle bei 4-6 °C fir bis
zu 4 Wochen (28 Tage) gelagert. Pro Woche wurden 3 Beutel entnommen und mit Hilfe der AMT-

Methode untersucht und die Motilitat der Larven in-vitro beurteilt.
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2.4.3.2 Tenazitat gegenuber Mikrowellenbehandlung

Ziel dieser Untersuchung war die Bestimmung der Wirkung von Bestrahlung in Abh&ngigkeit zur
Bestrahlungsdauer auf die Vitalitit von A. mesocercariae. Die Erreger wurden dazu mit
Mikrowellen-Strahlen (8 kW) fir eine Zeitdauer von 15, 25, 29, 35, 45, 56, 75 und 90 Sekunden
behandelt. Dazu wurde Wildschweinfleisch in kleine Stiicke von ca. 5 cm3 geschnitten. In
vorbereitete Stanzldcher (Abb.11) wurden 20 A. mesocercariae wurden dotiert. Um Larvenverluste
zu vermeiden wurden die Stanzlécher mit den zuvor enthommenen Fleischzylinder wieder
verschlossen (Abb.12).AbschlieBend erfolgte die Bestrahlung in einer industriell verwendeten
Mikrowelle (Abb.13)

\'-' Cr e - S
Abbildung 11: Vorbereitete Fleischstucke (Wildschwein) zur Dotierung von A. alata-Larven

Abbildung 12: Beimpfte Fleischproben (Wildschein) nach Verschluss des Stanzloches
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Abbildung 13: Verwendete Mikrowelle zur industriellen Bestrahlung von Lebensmitteln

2.4.3.3 Tenazitat gegenuber Trocknung

0,2 ml Ringerlésung wurde auf einen Objekttrager getropft und mit drei bis finf A. mesocercarae
dotiert. Bei Raumtemperatur (18-20 °C) wurde der Objekttrager fur 10, 20 und 30 Minuten getrock-
net. Nach Abschuss des Trocknungsvorgangs wurden die Larven mit 2-3 Tropfen Ringerl6sung
rehydriert. Die Objekttrager wurden unter dem Mikroskop untersucht und die Vitalitat der Larven

beurteilt.

2.5 Molekularbiologische Identifizierung und Differenzierung

Die Basis flr die molekularbiologischen Untersuchungen bilden zum einen die Ergebnisse der Te-
nazitatsuntersuchungen, bei denen in der Vergangenheit immer wieder Isolate, welche eine erh6h-
te Widerstandskraft gegeniber verschiedenen Stressoren aufwiesen, auffielen. An solchen phano-
typisch differenten Isolaten soll dann eine morphologische Differenzierung vorgenommen werden.
Diese beinhaltet neben der exakten Vermessung der Mesozerkarien auch die Herstellung von
Dauerpraparaten zur Etablierung einer Stammsammlung sowie die Durchfihrung verschiedener
Farbetechniken zur besseren Bestimmung speziesinterner morphologischer Kriterien.

Parallel dazu soll eine Identifikation auf molekularbiologischer Ebene Aufschluss tber die Ver-
wandtschaftsbeziehungen eurasischer und amerikanischer Alaria Spezies bilden.

Dafur werden zurzeit sowohl Alaria alata-lsolate aus unterschiedlichen Regionen in Deutschland
als auch aus anderen EU-Mitgliedsstaaten gesammelt.

So konnte in Kooperation mit Prof. Dr. Nikolay Lalkovski vom Nationalen Referenzlabor fiir parasi-
tdre Zoonosen in Sofia, der erste Alaria spp. Mesozerkarien Fund in Bulgarien bestatigt werden.
Der Fall wurde in einem internationalen Fachmagazin eingereicht (Publikation Parasitology Re-

search s. Anhang).
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Weitere internationale Kooperationen bestehen mit Dr. Walter Glawischnig von der Osterreichi-
schen Agentur fur Gesundheit und Erndhrungssicherheit (AGES), Prof. Dr. Peter Paulsen
(Vetmeduni Vienna), Dr. Albert Marinculic (Faculty of Veterinary medicine University of Zagreb,
Kroatien), Prof. Dr. Edoardo Pozio (Istituto Superiore di Sanita, Italien) und Frau Dr. Lidia
Chitimia Institute for Diagnosis and Animal Health, Romania.

Weiterhin wurde eine Zusammenarbeit mit Frau Dr. Gudrun Wibbelt aus dem Leibniz-Institut fur
Zoo und Wildtierforschung (IZW, Berlin) Untersuchungen zur molekularbiologischen Identifikation
von Trematodenlarven in fixierten Zungen von an Staupe verendeten Waschbaren durchgefiihrt.
Zu diesem Zweck wurde eine Doktorandin des IZW im Rahmen eines Hospitationsaufenthaltes im
IfL Leipzig die Zungen praparieren und gemeinsam mit Herrn Hamedy eine molarbiologische Cha-
rakterisierung mittels der im ersten Forschungsprojekt entwickelten PCR durchgefihrt. Mittels un-
seres PCR -Verfahren wurde Alaria alata aus histologischen Praparaten nachgewiesen. Diese

Ergebnisse werden in einer internationalen Zeitschrift erschienen.

2.5.1 Nachweis der Alaria alata mittel PCR

Im Rahmen des Forschungsprojektes konnte erfolgreich ein PCR-Protokoll fir die molekularbiolo-
gische Detektion von Alaria alata Mesozerkarien entwickelt werden. Durch den Austausch von
Isolaten mit Prof. Dr. Pozio konnte die genomische Alaria alata-Datenbank um die folgenden Teil-

sequenzen erweitert werden:

e EURLP583/08 18S ribosomal RNA gene, partial sequence.

e EURLP52/10 18S ribosomal RNA gene, partial sequence.

e EURLP95/10 18S ribosomal RNA gene, partial sequence.

e EURLP96/10 18S ribosomal RNA gene, partial sequence.

¢ EURLP583/08 cytochrome c oxidase subunit | (COIl) gene, partial cds; mitochondrial
e EURLP52/10 cytochrome c oxidase subunit | (COI) gene, partial cds; mitochondrial
e EURLP95/10 cytochrome c oxidase subunit | (COI) gene, partial cds; mitochondrial
e EURLP96/10 cytochrome c oxidase subunit | (COI) gene, partial cds; mitochondrial

2.5.1.1 DNA-Extraktion aus den Isolaten

Fur die weitere Genotypisierung der Alaria alata-lIsolate wurde die DNA extrahiert und bei -20°C
gelagert. Die Extraktion von DNA erfolgte aus den Proben mit Hilfe des Genomic DNeasy® Blood
and Tissue Kit (QIAGEN, Germany) . Die extrahierte DNA wird in 20 yl TE Puffer eluiert und bis
zur Analyse bei 4 C aufbewahrt. Die DNA Konzentrationen werden mit dem NanoDrop™ 2000
(Peqlab, Germany) spectophotometrisch bestimmt. Im Schnitt kénnen so 100 ug DNA/g Gewebe

hochmolekularer genomischer DNA fir die spatere Amplifikation in der PCR gewonnen werden.
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2.5.1.2 Die Polymerasekettenreaktion (PCR)

Fur den PCR-Ansatz wurde ein Mastermix (ReddyMix ™ PCR Master Mix, ABgene®, UK) ver-
wendet.

50ul des Mixes sind wie folgt zusammengesetzt:

1,25 U Tag DNA-Polymerase

75mM Tris-HCL (pH 8,8 bei 25°C)

20mM (NH4)2S0O

1,5mM MgClI2

0,01% Tween® 20

0,2mM jeweils von dATP, dCTP, dGTP und dTTP

Fallungsmittel und roter Farbstoff fir die Elektrophorese.
Zunachst erfolgte die DME-Gen-Amplifikation
Fur die PCR wurden folgende Primer genutzt:

Primer sequence Length Tm
DME F CTTAGCTGCGGGTTCCTGCT 20 56,0°C
DME R CGGCACATAAGCAAATACCTCG 22 56,3°C

Fur eine PCR-Reaktion wurden folgende Volumina genutzt:

Mastermix 20 ul

Primer DME F(100 pmol/ul) 0,12 ul
Primer DME R(100 pmol/pl) 0,12 pl
Template-DNA 2,5 pl.

Mastermix und Primer wurden entsprechend der Probenanzahl gemischt. Jeweils 20 pl dieses
Mixes wurden pro Reaktion in PCR-Reaktionstubes pipettiert. Anschlieend wurde das DNA-
Template zugegeben. Zur Uberpriifung der Reaktion wurden immer Positivkontrollen eine Ne-
gativkontrolle und ein no template control (NTC; Aqua bidest.) mitgefuhrt. Die PCR wurde mit
dem Thermocycler Tpersonal (Biometra ®*GmbH, Deutschland) nach folgendem Amplifikati-
onsschema durchgefihrt:

Zyklusschritt Temperatur Dauer Zyklen
Denaturierung 94°C 2min 1
Denaturierung 94°C 15 sek

Annealing 58°C 30 sek 35
Extension 72°C 45 sek

Extension 72°C 5 min 1
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2.5.1.3 Agarose-Gelelektrophorese von DNA

DNA-Fragmente wurden durch eine Gelelektrophorese der Grof3e nach im elektrischen Feld
bei 90-125 V fur 60 Minuten aufgetrennt. Die Grof3e der Stiicke wurde durch Vergleich mit ei-
nem bekannten Grofienmarker (100 bp DNA-Marker Plus) (pegLab, Biotechnologie GmbH,
Deutschland) ermittelt. Die Gele bestanden aus 1,6-2,0 % Agarose, die in TBE-Puffer durch
kurzes Aufkochen gel6st wurde. Zum Erkalten wurde die Agaroselésung in einen flachen Gel-
trager der horizontalen Gelelektrophorese (peglLab, Biotechnologie GmbH, Deutschland) ge-
gossen. Die DNA-Proben wurden in die Taschen des Gels aufgetragen, und die mit TBE-
Puffer geflillte Gelkammer wurde an das elektrische Feld angeschlossen. Neben den Proben
wurden auch Positiv-, Negativkontrolle und NTC sowie Langenmarker auf das Gel aufgetra-
gen. Nach der Auftrennung wurde die DNA mit 1%-iger wassriger Ethidiumbromidbadlésung
gefarbt und im UV-Licht sichtbar gemacht. Wenn es sich um Alaria spp. handelte, konnte unter
UV-Licht ein 300 bp grofRes Fragment identifiziert werden.

2.5.1.4 Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP)

Die Analyse der Verwandtschaftsbeziehungen innerhalb der Alaria-Populationen mittels AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism)-Technik soll im weiteren Verlauf des Projekts erfolgen.
Dafir wurde die DNA aus den Larven extrahiert und bei -20 gelagert. Die AFLP-Typisierung be-
steht aus vier Schritten:

1. Restriktionsverdau der DNA
Etwa 20 ng chromosomaler DNA wurden gleichzeitig mit Hind Il und Hha | (beide Enzyme:

Promega, GmbH, Mannheim, Deutschland) bei 37°C fur 1 h verdaut.

Verwendete Enzyme

Enzym Erkennungs-Sequenz
Hha | 5-GCG'C-3
3-CuGCG-5
Hind I 5-AYAGCTT-3

F-TTCGAAA-T

Restriktionsansatz (pro Probe): Hhal (20000U/ml) 0,2ul
Hindlll (20000U/ml) 0,2ul
BSA (10mg/ml) 0,1ul
NEBuffer2 10x * 0,8ul
Aqua bidest. 8,0 ul
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* Zusammensetzung des Puffers (NBBuffer2 10X) :
50 mM NaCl; 10 mM Tris-HCI; 10 mM MgCl,; 1 mM DTT; pH 7,9 bei 25°C
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2. Ligation mit spezifischen Adaptern:
Verwendete Adapter:

Adapter Erkennungs-Sequenz

Hhaad 1 5-GAC GAT GAG TCC TGA TCG-3'

Hhaad 2 5-ATC AGG ACT CAT CG-3

Hindad 1 5-CTC GTA GAC TGC GTA CC-3

Hindad 2 5-AGC TGG TAC GCA GTC-3'

Ligationsansatz (pro Probe):  Restriktionsansatz (Schritt 1) 10,0ul
Ligase (3U/ul)* 0,4 ul
Aqua bidest. Al
Adaptermix ** 2,0ul

* Ligase(3U/pl) enthélt die ATP und DTT bereits.

** Der Adaptermix ist aus jeweils einem Teil Hindad 1 und Hindad 2 und zu je zehn Teilen
Hhaad 1 und Hhaad 2 zusammengesetzt. Alle Adapter hatten eine Konzentration von jeweils
100 pmol/pl.

Die Inkubation des Ansatzes erfolgt fir zwei Stunden bei 37°C.

3. Praselektive PCR

Das totale Reaktionsvolumen der Ligation von Schritt 2 wurde mit 180ul Aqua bidest verdinnt.
Danach wurden 4ul in einer neuen Tube pipettiert.

Der PCR-Ansatz, von welchem 18ul zu den 4ul hinzu pipettiert wurden, war wie folgt zusam-
mengesetzt (pro Probe):

Mastermix 15ul
MgCl, (25mM) 0,8ul
Hhapre (100 pmol/ul) 2,04l
Hindpre (100 pmol/ul) 0,4ul
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Die verwendeten Primer und deren Sequenzen:

Primer Erkennungs-Sequenz
Hhapre 5-GAT GAG TCC TGA TCG C-3
Hindpre 5-GAC TGC GTA CCA GCT T-3'

Das Probengefal? wurde verschlossen und in den Themocycler gestellt, anschlieRend wurde
das folgende Cyclingschema durchgefihrt:

Schritt Temperatur Zeit
Elongation 72°C 2 min
Denaturierung 94°C 20 sec
Primerannealing 20 Zyklen 56°C 30 sec
Elongation 72°C 2 min

4. Selektive PCR
Die praselektive PCR-Losung vom Schritt 3 wurde mit 180 ul Aqua bidest. verdinnt. Danach
wurden 4ul der verdiinnten Losung in ein neues Tube pipettiert und folgende Komponenten

dazugegeben:

Mastermix 15ul
MgCl, (25mM) 0,8ul
Hhasel (100 pmol/pl) 2,0ul
Hindsel (100 pmol/ul) 0,4ul

Die verwendete Primer und deren Sequenzen:

Primer Erkennungs-Sequenz
Hhasel 5-GAT GAG TCC TGA TCG CA-3'
Hindsel 5“GAC TGC GTA CCA GCT TA-3'
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AnschlieRend wurde das Probengefal? verschlossen und in den Thermocycler gestellt. Die
Selektiv-PCR wurde unter folgendem Cyclingschema durchgefuhrt:

Schritt Temperatur Zeit
Denaturierung
] i 94°C 20 sec
Primerannealing 10 Zyklen
) 66°C 30 sec
Elongation ]
72°C 2 min
Denaturierung
] i 94°C 20 sec
Primerannealing 40 Zyklen
] 56°C 30 sec
Elongation _
72°C 2 min
Annealing .
60°C 30 min

5. Gelelektrophorese

Die so erhaltenen Amplifikate wurden Uber Nacht im Kuhlschrank gelagert. Danach erfolgte
die Elektrophorese unter Nutzung eines 12,5%igen Polyacrylamidgels (ExcelGel DNA Analy-
sis Kit, Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland). Das Gel wurde auf der dinn mit Pa-
raffindl bestrichenen Elektrophoresekiihlplatte (Amersham Biosciences) auf 18°C vorgekuhlt.
Danach wurden die Proben, der DNA-Marker (XII DNA-Sizer, Peqglab, Erlangen, Deutschland),
die Negativkontrolle und der Referenzstamm aufgetragen. Nach Anbringen der Gelelektroden
und Verschluss der Elektrophoresekammer wurden die DNA-Fragmente bei einer Stromstérke
von 400 V in einem Zeitraum von 120 min aufgetrennt.

Nach Beenden der Elektrophorese wurden die PCR-Amplifikate durch Silberfarbung mit einem
DNA Silver Staining Kit (Amersham Biosciences, Sweden) sichtbar gemacht (Tabelle 15).

Tabelle 15: Ablauf der Silberfarbung

Schritt Losung Dauer
Fixierungs- Losung 30 min
2 Silber- Lésung 30 min
3 Wasser 2 min
4 Entwicklungs- Losung 3 min
5 Stopp- und Fixierungs- Losung 30 min
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Die Bandenmuster wurden mit einer CCD-Videokamera (Chemilmager 4400, Alpha Innotech,
San Leandro, CA, USA) aufgenommen und mit Hilfe einer Dokumentationssoftware in ein fur
die Auswertungssoftware lesbares Dateiformat (TIF, Tagged Image File) tberfuhrt.

Die Analyse der AFLP-Bandenmuster erfolgte mit Hilfe der AlphaEase Software Version 5.5
(Alpha Innotech) und die Fragmentanalyse wurde mit Hilfe der BioNumerics Version 5.1 (App-
lied Maths, Sinnt-Martens-Latem, Belgium) durchgefiihrt. Dazu wurden nur die AFLP-Banden
im Bereich zwischen 34 bis 501 bp analysiert. Nach der Normalisierung und dem Abzug des
Hintergrunds wurden die Banden gegen einen Referenzstandard verglichen. Ahnlichkeiten
zwischen den Banden wurde unter Zuhilfenahme der Dice Koeffizienten berechnet. Zur eigent-
lichen Cluster-Analyse der AFLP-Profile fand der ungewichtete Paarvergleich (unweighted
pair-group method using arithmetic averages [UPGMA]) Anwendung.
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3 Ergebnisse

3.1 Optimierung des neu entwickelten Verfahrens

3.1.1 Testung verschiedener Medien

Es wurden 20 Versuche mit Probenmaterial verschiedener Gewebe von vier verschiedenen zuvor
mit der AMT positiv getesteten Wildschweinen durchgefiihrt. Von allen finf getesteten Medien,
Leitungswasser, Ringerlosung, Ringer-Laktat-Losung, 0,9 %ige Natrium-Chlorid-L6sung und 5
%ige Glukoseldsung, wurde bei Leitungswasser im Gegensatz zu den anderen vier Medien eine

signifikant hdhere Menge an Larven gefunden (Abbildung 14).

Auswanderungsmedien

Glukose [11

NaCl E
£ i

5 RingerLaktat [ 1,9
= i

Ringer | 2,0

Leitungswasser 19,6
| | |
0 5 10 15 20

Larven/30¢g

Abbildung 14: Anzahl ausgewanderter Larven in unterschiedlichen Medien

3.1.2 Testung verschiedener Zerkleinerungsgrade

Es wurden 20 Versuche mit Probenmaterial verschiedener Gewebe von sechs verschiedenen zu-
vor mit der AMT positiv getesteten Wildschweinen durchgefuihrt. Bei den verschiedenen Zerkleine-
rungsgraden konnte kein signifikanter Unterschied bei der Anzahl an ausgewanderten Larven fest-
gestellt werden (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Anzahl ausgewanderter Larven bei verschiedenen Zerkleinerungsgraden

3.1.3 Testung verschiedener Auswanderungszeiten

Es wurden 20 Versuche mit Probenmaterial verschiedener Gewebe von einem zuvor mit der AMT
positiv getesteten Dachs und zwei Wildschweinen durchgefuhrt. Es zeigte sich, dass bereits nach
30 Minuten zwischen 40 % und 100 %, im Durchschnitt 82,5 %, der gesamten Larven ausgewan-

dert und abgesunken waren (Abbildung 16).

240 Min. h

90 Min. .
60 Min. .
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Auswanderungszeiten
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1

Abbildung 16: Anzahl ausgewanderter Larven nach 30, 60, 90 und 240 Minuten
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3.2 Ringversuch

Die Auswertung erfolgte fir jeden Teilnehmer nach der Anzahl der richtig erkannten DME-positiven
bzw. -negativen Muskelproben sowie der Zahl der falsch-positiven und falsch-negativen Ergebnis-
se (qualitative Auswertung). Weiterhin wurden die Ergebnisse jedes Teilnehmers mit Anzahl der

tatsachlich in der Probe vorhanden Larven verglichen (quantitative Auswertung).

3.2.1 Ringversuch Teil |

Insgesamt nahmen in diesem Teil des Ringversuchs 15 Laboratorien aus 9 Bundeslandern (Sach-
sen, Sachsen-Anhalt, Thiringen, Brandenburg, Berlin, Niedersachsen, Schleswig-Holstein, Baden-
Wirttemberg, Bayern) am Ringversuch teil.

3.2.1.1 Qualitative Auswertung

Alle Teilnehmer fiihrten die AMT gemalR der mitgelieferten SOP durch. Bei 40% aller Teilnehmer
erfolgte die Auswertung der Proben mit einem Stereomikroskop. 46,7% der Teilnehmer benutzten
ein Trichinoskop, ein Teilnehmer verwendeten beide Methoden und ein Labor machten keine An-
gaben. Die durchschnittliche Anzahl der gefundenen Larven unterschied sich bei den eingesetzten
Auswertungsmethoden nicht.

Von den zu bewertenden 60 DME-positiven Proben wurden Larven in 58 Proben (96,7 %) gefun-
den. 2 Ergebnisse erwiesen sich als falsch-negativ (3,3 %). Von den 30 negativen Proben wurden
29 (96,7 %) korrekt und 1 als falsch-positiv (3,3%) beurteilt. Die qualitativen Ergebnisse sind in der
Abb.17 graphisch dargestellt.

3.2.1.2 Quantitative Auswertung

Insgesamt 43 (47,8%) der 90 Proben wurden von den Ringversuchsteilnehmern korrekt ausge-
zahlt. Bei neun weiteren Proben (10%) wurde lediglich eine Larve Ubersehen, acht weitere Proben
(8,9%) wiesen zwei fehlende Larven auf. Die weitere Aufschliisselung der Fehlerhaufigkeiten ist

der Abbildung 18 zu entnehmen.
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Abbildung 17: Ergebnis der qualitativen Auswertung der im Rahmen des Ringversuches an
die Teilnehmer versendeten Proben
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Abbildung 18: Aufschlisselung der Fehlerhaufigkeiten (Abweichung von Larven-Sollwert)
bei der quantitativen Auswertung der Ringversuchsproben
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Die Ergebnisse der quantitativen Auswertung fir die einzelnen Labore zeigen, dass nur ein Teil-
nehmer (6,7%) alle positiven Proben gleichzeitig qualitativ und quantitativ richtig bewertet hat. Ein
weiterer Teilnehmer (6,7%) hat bei je einer positiven Probe eine Larve Uber- bzw. unterzahlt. Drei
Laboratorien (20%) haben mehr als 70% der in den Proben vorhandenen Muskelegel identifizieren
konnen. Insgesamt haben somit 33,3% der teilnehmenden Laboratorien =2 70% der in den Proben
befindlichen Larven sicher identifizieren kénnen.

Die Abbildungen 19 und 20 zeigen die Ergebnisse der quantitativen Analyse aufgeschliisselt nach
Laboratorien und Larven Sollwert.
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Abbildung 19: Abweichung der Ringversuchsteilnehmer vom Larven-Sollwert bei der quanti-

tativen Auswertung der Ringversuchsproben

2810HS017

69



35 120

100

60

Larvenanzahl

40

STLERRRLRTR R ER R dnnind

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Labor-Nr Labor-Nr

Abbildung 20: Zusammenfassende Darstellung der Laborperformance bei der quantitativen

Auswertung der Ringversuchsproben

3.2.2 Ringversuch Teil 1l

Insgesamt nahmen 13 deutsche Laboratorien aus 8 Bundeslandern (Sachsen, Sachsen-Anhalt,
Thiringen, Brandenburg, Niedersachsen, Schleswig-Holstein, Nordrhein-Westfalen Baden-
Wiirttemberg) sowie ein Labor aus Osterreich am Ringversuch teil. Zwei Laboratorien konnten
aufgrund fehlender Teilergebnisse nicht in die Auswertung einbezogen werden und werden den

Ringversuch im n&chsten Durchlauf wiederholen.

3.2.2.1 Qualitative Auswertung

Alle Teilnehmer fuhrten die AMT gemaf der mitgelieferten SOP durch. Bei 33,3% aller Teilnehmer
erfolgte die Auswertung der Proben mit einem Stereomikroskop. 66,7% der Teilnehmer benutzten
ein Trichinoskop. Die durchschnittliche Anzahl der gefundenen Larven unterschied sich bei den
eingesetzten Auswertungsmethoden nicht.

Von den zu bewertenden 48 DME-positiven Proben wurden Larven in 47 Proben (97,9 %) gefun-
den. 1 Ergebnis erwiest sich als falsch-negativ (2,1 %). Von den 24 negativen Proben wurden 24
(100 %) korrekt und keine Probe als falsch-positiv beurteilt. Die qualitativen Ergebnisse sind in der
Abb. 21 graphisch dargestellit.

3.2.2.2 Quantitative Auswertung

Insgesamt 33 (45,8%) der 72 Proben wurden von den Ringversuchsteilnehmern korrekt ausge-
zahlt. 14 Proben (19,4%) wiesen eine fehlende Larve auf, bei acht weiteren Proben wurden zwei
Larven Ubersehen. Bei zwei Proben (2,7%) wurde eine Larve zuviel gezahlt. Die weitere Auf-

schliisselung der Fehlerhaufigkeiten ist der Abbildung 22 zu entnehmen.
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Abbildung 21: Ergebnis der qualitativen Auswertung der im Rahmen des Ringversuches an

die Teilnehmer versendeten Proben
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Abbildung 22:Aufschlusselung der Fehlerhaufigkeiten (Abweichung von Larven-Sollwert) bei

der quantitativen Auswertung der Ringversuchsproben
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Die Ergebnisse der quantitativen Auswertung fur die einzelnen Labore zeigen, dass kein Teilneh-
mer alle positiven Proben gleichzeitig qualitativ und quantitativ richtig bewertet hat. Ein Teilnehmer
hat nur bei einer Probe eine Larve libersehen und konnte so insgesamt 29 (96,7 %) der 30 der
eingesetzten Larven identifizieren. Ein weiterer Teilnehmer fand 27 (90%) der Larven. Insgesamt
bewegten sich die Detektionsraten in den positiven Proben zwischen 12 (40,0 %) und 29 (96,7%)
DME.

Nach einem allgemeinen Richtwert sollten mindestens 70 % aller in die Fleischklopse verbrachter
Larven identifiziert werden. Die Gesamtzahl aller Larven in den vier positiven Proben lag bei 30
Larven. Sieben (58,3%) der 12 in die Auswertung einbezogenen Laboratorien konnten = 70 % der
in den Proben befindlichen Larven sicher identifizieren. Die Abbildungen 23 und 24 zeigen die Er-

gebnisse der quantitativen Analyse aufgeschliisselt nach Laboratorien und Larven Sollwert.

Probe 2: Soll 15 Probe 3: Soll 5

Larvenanzahl
Larvenanzahl
w

OFRrNWAUON®O©
o = N
|
B

=

=

1 2 3 5 6 7 8 9 10 11 12 14 1 2 3 5 6 7 8 9 10 11 12 14
Labor Nr. Labor Nr.

Probe 4: Soll 4 Probe 5: Soll 6

Larvenanzahl
Larvenanzahl
w

| H ] H
0 T T T T T T T T T T T 1 0 T T T T T T T T T T T

1 2 3 5 6 7 8 9 10 11 12 14 1 2 3 5 6 7 8 9 10 1 12 14
Labor Nr. Labor Nr.

Abbildung 23: Abweichung der Ringversuchsteilnehmer vom Larven-Sollwert bei der quantita-

tiven Auswertung der Ringversuchsproben
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Abbildung 24: Zusammenfassende Darstellung der Laborperformance bei der quantitativen
Auswertung der Ringversuchsproben. Die Markierung zeigt den Cut-Off von 21 (70 %) der 30
eingesetzten Larven.

3.2.3 Ringversuch Teil 1l
Insgesamt nahmen 13 deutsche Laboratorien aus 6 Bundeslandern (Sachsen, Sachsen-Anhalt,

Berlin, Thiringen, Brandenburg, Niedersachsen) am Ringversuch teil.

3.2.3.1 Qualitative Auswertung

Alle Teilnehmer fuhrten die AMT gemal der mitgelieferten SOP durch. Bei 15,4% aller Teilnehmer
erfolgte die Auswertung der Proben mit einem Stereomikroskop. 84,6% der Teilnehmer benutzten
ein Trichinoskop. Die durchschnittliche Anzahl der gefundenen Larven unterschied sich bei den
eingesetzten Auswertungsmethoden nicht.

Von den zu bewertenden 52 DME-positiven Proben wurden Larven in 51 Proben (98,01 %) gefun-
den. 1 Ergebnis erwiest sich als falsch-negativ (1,92 %). Von den 26 negativen Proben wurden 26
(100 %) korrekt und keine Probe als falsch-positiv beurteilt. Die qualitativen Ergebnisse sind in der

Abb. 25 graphisch dargestellt.

3.2.3.2 Quantitative Auswertung

Insgesamt 15 (28,8%) der 52 positiven Proben wurden von den Ringversuchsteilnehmern korrekt
ausgezahlt. 15 weitere Proben (28,8%) wiesen eine fehlende Larve auf, bei acht Proben wurden
zwei Larven Ubersehen. Die weitere Aufschlisselung der Fehlerhaufigkeiten ist der Abbildung 26

ZU entnehmen.

2810HS017 73



Anzahl der bewerteten Proben

50 A

40 A

30 A

20 A

10 A

DME-positive Proben

Probenanzahl

® negativ
O Positiv

DME-negative Proben

Abbildung 25: Ergebnis der qualitativen Auswertung der im Rahmen des Ringversuches an
die Teilnehmer versendeten Proben
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Abbildung 26: Aufschlisselung der Fehlerhaufigkeiten (Abweichung von Larven-Sollwert)

bei der quantitativen Auswertung der Ringversuchsproben
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Die Ergebnisse der quantitativen Auswertung fir die einzelnen Labore zeigen, dass kein Teilneh-
mer alle positiven Proben gleichzeitig qualitativ und quantitativ richtig bewertet hat. Zwei Teilneh-
mer haben nur bei einer Probe eine Larve tibersehen und konnten so insgesamt 29 (96,7 %) der
30 der eingesetzten Larven identifizieren. Zwei weitere Teilnehmer fanden 28 (93,3%) der Larven.
Insgesamt bewegten sich die Detektionsraten in den positiven Proben zwischen 13 (43,33 %) und
29 (96,7%) DME.

Nach einem allgemeinen Richtwert sollten mindestens 70 % aller in die Fleischklopse verbrachter
Larven identifiziert werden. Die Gesamtzahl aller Larven in den vier positiven Proben lag bei 30
Larven. Neun (69,2%) der 13 in die Auswertung einbezogenen Laboratorien konnten = 70 % der in
den Proben befindlichen Larven sicher identifizieren. Die Abbildungen 27 und 28 zeigen die Er-

gebnisse der quantitativen Analyse aufgeschliisselt nach Laboratorien und Larven Sollwert.
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Abbildung 27: Abweichung der Ringversuchsteilnehmer vom Larven-Sollwert bei der quantita-
tiven Auswertung der Ringversuchsproben
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Abbildung 28: Zusammenfassende Darstellung der Laborperformance bei der quantitativen
Auswertung der Ringversuchsproben. Die Markierung zeigt den Cut-Off von 21 (70 %) der 30
eingesetzten Larven.

3.2.4 Ringversuch Teil IV
Insgesamt nahmen 12 deutsche Laboratorien aus 8 Bundeslandern (Sachsen, Sachsen-Anhalt,

Berlin, Thiringen, Brandenburg, Niedersachsen, Schleswig-Holstein, Bayern) am Ringversuch teil.

3.2.4.1 Qualitative Auswertung

Alle Teilnehmer fuhrten die AMT gemal der mitgelieferten SOP durch. Bei 16,6% aller Teilnehmer
erfolgte die Auswertung der Proben mit einem Stereomikroskop. 84,4% der Teilnehmer benutzten
ein Trichinoskop. Die durchschnittliche Anzahl der gefundenen Larven unterschied sich bei den
eingesetzten Auswertungsmethoden nicht.

Von den zu bewertenden 48 DME-positiven Proben wurden Larven in 48 Proben (100 %) gefun-
den. Kein Ergebnis erwiest sich als falsch-negativ. Von den 24 negativen Proben wurden 26 (100
%) korrekt und keine Probe als falsch-positiv beurteilt. Die qualitativen Ergebnisse sind in der Abb.
29 graphisch dargestellt.

3.2.4.2 Quantitative Auswertung

Insgesamt 10 (20,8%) der 48 positiven Proben wurden von den Ringversuchsteilnehmern korrekt
ausgezahlt. 20 weitere Proben (41,6%) wiesen eine fehlende Larve auf, bei elf Proben wurden
zwei Larven Ubersehen. Die weitere Aufschliisselung der Fehlerhaufigkeiten ist der Abbildung 30

ZU entnehmen.
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Abbildung 29: Ergebnis der qualitativen Auswertung der im Rahmen des Ringversuches an

die Teilnehmer versendeten Proben
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Abbildung 30: Aufschlisselung der Fehlerhaufigkeiten (Abweichung von Larven-Sollwert)

bei der quantitativen Auswertung der Ringversuchsproben

Die Ergebnisse der quantitativen Auswertung fir die einzelnen Labore zeigen, dass kein Teilneh-
mer alle positiven Proben gleichzeitig qualitativ und quantitativ richtig bewertet hat. Ein Teilnehmer
hat nur bei einer Probe eine Larve lbersehen und konnte so insgesamt 29 (96,7 %) der 30 der
eingesetzten Larven identifizieren. Vier weitere Teilnehmer fanden mehr als 26 (86,67%) der Lar-
ven. Insgesamt bewegten sich die Detektionsraten in den positiven Proben zwischen 20 (83,67 %)
und 29 (96,7%) DME.
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Nach einem allgemeinen Richtwert sollten mindestens 70 % aller in die Fleischklopse verbrachter
Larven identifiziert werden. Die Gesamtzahl aller Larven in den vier positiven Proben lag bei 30
Larven. Zehn (83,33%) der 12 in die Auswertung einbezogenen Laboratorien konnten = 70 % der
in den Proben befindlichen Larven sicher identifizieren. Die Abbildungen 31 und 32 zeigen die Er-
gebnisse der quantitativen Analyse aufgeschliisselt nach Laboratorien und Larven Sollwert.
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Abbildung 31: Abweichung der Ringversuchsteilnehmer vom Larven-Sollwert bei der quantitativen
Auswertung der Ringversuchsproben
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Abbildung 32: Zusammenfassende Darstellung der Laborperformance bei der quantitativen Aus-

wertung der Ringversuchsproben. Die Markierung zeigt den Cut-Off von 21 (70 %) der 30 einge-
setzten Larven.
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3.3 Pravalenz

Im Institut fur Lebensmittelhygiene seit dem Abschlussbericht 28.07.2010 des letzten Projektes
(2808HS012) bis zum 18.02.2013 insgesamt 167 weiter Wildschweinkarkassen untersucht.

Die Tiere stammten aus drei verschiedenen Bundeslandern (Sachsenanhalt 80 Tiere, Branden-
burg 60 Tiere und Sachsen 27 Tiere). Tabelle 5 listet Herkunft, Geschlecht, Gewicht und
vorberichtliches Untersuchungsergebnis auf.

Die Tabelle zeigt, dass Wildschweine aller Alters- und Gewichtsklassen gleichermal3en betroffen
sind. Ebenso hat das Geschlecht offenbar keinen Einfluss auf die Infektionshaufigkeit. Es fallt je-
doch auf, dass alle Tiere aus Gebieten stammen, die durch ausgedehnte Seen- (z. B. Stadt und
Kreis Brandenburg) oder Flusslandschaften (z. B. Salzlandkreis, Cottbus, Gorlitz) gekennzeichnet
sind. Verbunden mit dem zahlreichen Auftreten geeigneter Endwirte kann hier ein durch das Vor-
handensein entsprechender Habitate fur die Zwischenwirte ein ausgedehnter Infektionszyklus
auch unter den paratenischen Wirten aufrechterhalten werden. Dies wird auch durch zahlreiche
Funde verschiedener Alaria alata Entwicklungsstadien in potentiellen Endwirten aus den betroffe-
nen Gebieten belegt (Tabelle 5). Besonders Waschbéren und Dachse aus Brandenburg scheinen
haufig Trager der Parasiten zu sein. In Wildgefliigel konnte der Parasit hingegen nicht nachgewie-
sen werden. Bei der Untersuchung von 167 Wildschweinen mit Hilfe der neu entwickelten Methode
der Alaria alata mesocercariae migration technique (AMT), zeigten alle gefundenen Larven das fir

sie typische Bewegungsmuster und waren daher schnell und eindeutig zu identifizieren.
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Tabelle 5: An das Institut fir Lebensmittelhygiene tberstellte Wildschweine:

Lauf. Nr. Interne Bezeichnung Gewicht  Geschlecht VB/US  Herkunft

1 WS 92 27 kg m p/n Uckermark

2 WS 93 31 kg w p/n Uckermark

3 WS 94 35 kg w p/p Gorlitz

4 WS 95 k. A. k. A. p/p Gorlitz

5 WS 96 30 kg m p/n Gorlitz

6 WS 97 42 kg m p/n Gorlitz

7 WS 98 13 kg w p/n Gorlitz

8 WS 99 k. A. k. A. p/n Gorlitz

9 WS 100 25 kg w p/p Gorlitz

10 WS 101 k. A. k. A. p/p Gorlitz

11 WS 102 18 kg w p/p Salzlandkreis
12 WS 103 k. A. k. A. p/p Magdeburg

13 WS 104 7 kg m p/n Brandenburg
14 WS 105 50 kg m p/p Brandenburg
15 WS 106 20 kg k. A. p/p Magdeburg

16 WS 107 55 kg w p/p Magdeburg

17 WS 108 15 kg m p/p Brandenburg
18 WS 109 14 kg w p/p Salzlandkreis
19 WS 110 48,5 kg w p/p Salzlandkreis
20 WS 111 k. A. k. A. p/p Salzlandkreis
21 WS 112 k. A. m p/p Salzlandkreis
22 WS 113 k. A. k. A. p/p Salzlandkreis
23 WS 114 36 kg m p/p Salzlandkreis
24 WS 115 68 kg m p/p Brandenburg
25 WS 116 60 kg w p/p Brandenburg
26 WS 117 65 kg w p/p Brandenburg
27 WS 118 20 kg m p/p Brandenburg
28 WS 119 k. A. k. A. ?/n Brandenburg
29 WS 120 k. A. k. A. p/p Schonebeck
30 WS 121 55 kg m p/p Schlachth.Kasel-Golzig
31 WS 122 42 kg w p/n Magdeburg

32 WS 123 30 kg w p/p Salzlandkreis
33 WS 124 35 kg m p/p Salzlandkreis
34 WS 125 k. A. k. A. p/p Salzlandkreis
35 WS 126 k. A. k. A. p/p Salzlandkreis
36 WS 127 35 kg m p/p Schoénebeck
37 WS 128 30 kg w p/n Schoénebeck
38 WS 129 35 kg w p/? Seelensdorf
39 WS 130 37 kg m p/? Seelensdorf
40 WS 131 67 kg w p/? Seelensdorf
41 WS 132 36 kg w p/? Seelensdorf
42 WS 133 25 kg m p/p Salzlandkreis / Lédderitz
43 WS 134 45 kg m p/n Frankfurt/Oder
44 WS 135 55 kg w p/n Salzlandkreis / Calbe
45 WS 136 20 kg w p/n Salzlandkreis / Briindel
46 WS 137 55 kg w p/n Salzlandkreis /Lodderitz
a7 WS 138 15 kg m p/n Brandenburg
48 WS 139 25 kg m p/n Brandenburg
49 WS 140 70 kg w p/p Brandenburg
50 WS 141 20 kg w p/n Brandenburg
51 WS 142 20 kg m p/n Brandenburg
52 WS 143 20 kg w p/p Brandenburg
53 WS 144 20 kg w p/p Brandenburg
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54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
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WS 145
WS 146
WS 147
WS 148
WS 149
WS 150
WS 151
WS 152
WS 153
WS 154
WS 155
WS 156
WS 157
WS 158
WS 159
WS 160
WS 161
WS 162
WS 163
WS 164
WS 165
WS 166
WS 167
WS 168
WS 169
WS 170
WS 171
WS 172
WS 173
WS 174
WS 175
WS 176
WS 177
WS 178
WS 179
WS 180
WS 181
WS 182
WS 183
WS 184
WS 185
WS 186
WS 187
WS 188
WS 189
WS 190
WS 191
WS 192
WS 193
WS 194
WS 195
WS 196
WS 197
WS 198
WS 199
WS 200

19 kg
15 kg
40 kg
35 kg
25 kg
k. A.

k. A.

24 kg
39 kg
56 kg
18 kg
42 kg
k. A.

k. A.

22 kg
25 kg
29 kg
k. A.

k. A.

15 kg
30 kg
33 kg
26 kg
k. A.

23 kg
24 kg
25 kg
k. A.

27 kg
33 kg
34 kg
60 kg
k. A.

k. A.

30 kg
43 kg
24 kg
k. A.

20 kg
k. A.

14 kg
29 kg
21 kg
k. A.

30 kg
65 kg
55 kg
k. A.

15 kg
45 kg

k. A.

17 kg
44 kg
20 kg
21 kg
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p/p
p/n
p/p
p/p
p/p
p/p
p/p
p/p
p/n
p/p
p/n
p/p
p/p
p/p
p/p
p/p
p/n
p/p
p/p
p/p
p/p
p/p
p/p
p/p
p/p
p/p
p/p
p/p
p/p
p/p
p/p
p/p
p/p
p/n
p/p
p/p
p/n
p/p
n/n
negativ
p/n
p/p
p/p
?/n
p/p
p/p
p/p
p/p
p/p

Brandenburg

Brandenburg
Salzlandkreis / Schénebeck
Salzlandkreis / Schénebeck
Salzlandkreis / Schénebeck
Salzlandkreis / Bernburg
Salzlandkreis / Bernburg
Salzlandkreis / Bernburg
Brandenburg

Brandenburg
Salzlandkreis / Schénebeck
Brandenburg
Salzlandkreis / Schénebeck
Salzlandkreis / Klosterlenin
Salzlandkreis / PlotzKi
Brandenburg

Brandenburg
Salzlandkreis / Nienburg
Gorlitz

Schoénebeck/ Pretzien
Schoénebeck/ Pretzien
Schoénebeck/ Pretzien
Schonebeck/ Pretzien
Schlachth.Kasel/ Golzig
Brandenburg

Brandenburg

Brandenburg
Salzlandkreis / Lédderitz
Salzlandkreis / Bernburg
Salzlandkreis / Randau
Schlachth.Kasel/ Golzig
Schlachth.Kasel/ Golzig
Schonebeck

Postdam

LK Dahme-Spreewald

LK Dahme-Spreewald

LK Dahme-Spreewald
Calbe/ Saale

Brandenburg
Schlachth.Kasel/ Golzig
Salzlandkreis / Bernburg
Schonebeck

Potsdam/ Mittelmark
Salzlandkreis / Bernburg
Salzlandkreis /Schénebeck
Marbach/Mittelsachsen
Salzlandkreis /Schénebeck
Salzlandkreis /Schénebeck
Bautzen/ Gorlitz
Rietzschen/ Gorlitz
Brandenburg

Weissenfels

Weissenfels

Weissenfels

Weissenfels

Weissenfels
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110 WS 201 10 kg m p/p Weissenfels

111 WS 202 k. A. k. A. plp Weissenfels

112 WS 203 20 kg w p/p Weissenfels

113 WS 204 25 kg w p/p Weissenfels

114 WS 205 65 kg w p/p Weissenfels

115 WS 206 k. A. k. A. p/p Salzlandkreis

116 WS 207 14 kg m p/p Salzlandkreis

117 WS 208 29 kg m p/p Salzlandkreis

118 WS 209 24 kg w p/p Brandenburg

119 WS 210 19 kg w p/p Brandenburg

120 WS 211 k. A. k. A. p/p Salzlandkreis

121 WS 212 k. A. k. A. p/p Salzlandkreis

122 WS 213 23 kg m p/p Luckau

123 WS 214 76 kg m p/p Luckau

124 WS 215 28 kg m p/p Salzlandkreis

125 WS 216 k. A. k. A. p/p Salzlandkreis

126 WS 217 51 kg w p/p Salzlandkreis

127 WS 218 k. A. k. A. p/p %

128 WS 219 55 kg w p/p Salzlandkreis / Lodderitz
129 WS 220 30 kg m p/p Brandenburg

130 WS 221 26 kg w p/p Gorlitz

131 WS 222 22 kg m p/p Gorlitz

132 WS 223 24 kg m p/p LK Gorlitz

133 WS 224 28 kg m p/p Schoénebeck

134 WS 225 30 kg w p/p Schonebeck

135 WS 226 k. A. w p/? Schonebeck

136 WS 227 k. A. k. A. p/p Loébau

137 WS 228 10 kg m p/? Schonebeck

138 WS 229 33 kg w p/? Brandenburg

139 WS 230 41 kg w p/? Brandenburg

140 WS 231 21 kg w p/p Lébau

141 WS 232 25 kg m p/p Lébau

142 WS 233 45 kg m p/p LK Gorlitz

143 WS 234 25 kg w p/p Schonebeck

144 WS 235 30 kg m p/p Potsdam/Mittelmark
145 WS 236 31 kg w p/p Loébau

146 WS 237 23 kg m p/p Potsdam/Mittelmark
147 WS 238 34 kg w p/p Potsdam/Mittelmark
148 WS 239 45 kg w p/p Potsdam/Mittelmark
149 WS 240 k. A. k. A. p/p Potsdam/Mittelmark
150 WS 241 16 kg m p/n Potsdam/Mittelmark
151 WS 242 20 kg m p/n Lébau

152 WS 243 k. A. k. A. p/p LK Gorlitz

153 WS 244 22 kg w p/n Brandenburg

154 WS 245 k. A. k. A. p/n Brandenburg

155 WS 246 Frischling k. A. p/p Potsdam/Mittelmark
156 WS 247 50 kg m p/p Potsdam/Mittelmark
157 WS 249 k. A. k. A. p/p LK Gorlitz

158 WS 250 15 kg k. A. p/p Schonebeck

159 WS 251 60 kg w p/p Brandenburg

160 WS 252 46 kg w ?/n Leipzig

161 WS 253 w Schonebeck

162 WS 254 44 kg k. A. ?/n Schoénebeck

163 WS 255 k. A. m Veterindramt Lobau
164 WS 256 30 kg k. A. p/p Falkenhain/ Wurzen
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165 WS 257 k. A. w p/p Calbe /Saale

166 WS 258 11 kg k. A. p/p Calbe /Saale

167 WS 259 21 kg w p/p Calbe /Saale

WS: Wildschwein; VB: Vorbericht DME; k. A.: keine Angabe; n. u.: nicht untersucht; p: positiv; n: negativ; w:
weiblich; m: ménnlich; LK: Landkreis
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Weitere Ergebnisse

Im Folgenden werden zusatzlich zu den im Forschungsbericht primar bearbeiteten Zielen weiter
Ergebnisse aufgelistet, die als Nebenprodukt unserer Untersuchungen hinsichtlich der Pravalenz
von Alaria Mesozerkarien betrachtet werden kénnen. Tabelle und 7 geben dabei einen Uberblick
Uber andere Wildtierspezies, die im Rahmen des Forschungsprojektes auf Alaria alata untersucht

wurden.

Tabelle 6: Nachweis von Alaria alata Entwicklungsstadien in Waschbéaren

Tier-Nr. VB/US Herkunft
Waschbér 1 p/p Brandenburg
Waschbér 2 p/p Brandenburg
Waschbar 3 p/p Brandenburg
Waschbar 4 p/p Brandenburg
Waschbar 5 p/p Brandenburg
Waschbar 6 p/p Salzlandkreis
Waschbar 7 p/p Brandenburg
Waschbar 8 p/p Salzlandkreis
Waschbar 9 p/p Salzlandkreis
Waschbar 10 n/n Brandenburg
Waschbéar 11 n/n SLK/ Schénebeck
Waschbér 12 p/p Brandenburg
Waschbér 13 p/p Brandenburg
Waschbéar 14 p/p Brandenburg
Waschbar 15 p/p Brandenburg
Waschbar 16 p/p Brandenburg
Waschbar 17 p/p Brandenburg
Waschbér 18 p/p Brandenburg
Waschbér 19 p/p Brandenburg
Waschbér 20 p/p Brandenburg
Waschbar 21 n/n Brandenburg
Waschbar 22 n/n Brandenburg
Waschbar 23 n/n Brandenburg
Waschbar 24 p/p Brandenburg
Waschbar 25 p/p Brandenburg
Waschbar 26 n/n Leipzig
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Waschbar 27
Waschbér 28
Waschbér 29
Waschbar 30
Waschbér 31
Waschbér 32
Waschbér 33
Waschbér 34
Waschbar 35
Waschbar 36
Waschbar 37
Waschbér 38
Waschbar 39
Waschbér 40
Waschbér 41
Waschbar 42
Waschbar 43
Waschbar 44
Waschbar 45
Waschbér 46
Waschbér 47
Waschbér 48
Waschbar 49
Waschbér 50
Waschbar 51
Waschbér 52
Waschbér 53
Waschbéar 54
Waschbar 55
Waschbar 56
Waschbar 57
Waschbér 58
Waschbar 59
Waschbér 60
Waschbar 61
Waschbar 62
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n/n
n/n
n/n
n/n
n/n
n/n
n/n
n/n
n/n
n/n
n/n
p/p
p/p
n/n
n/n
n/n
n/n
n/n
n/n
n/n
p/p
n/n
n/n
p/p
n/n
n/n
n/n
n/n
n/n
n/n
n/n
n/n
n/n
n/n
n/n

n/n

Leipzig
Leipzig
Leipzig
Leipzig
Leipzig
Leipzig
Leipzig
Leipzig
Leipzig
Leipzig
Leipzig
Brandenburg
Brandenburg
Leipzig
Leipzig
Leipzig
Leipzig
Leipzig
Leipzig
Leipzig
Leipzig
Leipzig
Leipzig
Leipzig
Leipzig
Leipzig
Leipzig
Leipzig
Leipzig
Leipzig
Leipzig
Leipzig
Leipzig
Leipzig
Leipzig
Leipzig
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Waschbar 63 p/p Leipzig
Waschbér 64 n/n Leipzig

VB: Vorbericht DME; k. A.: keine Angabe; n. u.: nicht untersucht; p: positiv; n: negativ

Tabelle 7: Nachweis von Alaria alata Entwicklungsstadien in verschiedenen Wildtieren

Tierart VB/US Herkunft
Amsel n/n Leipzig
BleRralle n/n Brandenburg
Buntspecht n/n Brandenburg
Dachs p/p Brandenburg
Dachs p/p Magdeburg
Dachs n/n Brandenburg
Dachs n/n Brandenburg
Dachs n/n Brandenburg
Dachs n/p Brandenburg
Dachs p/p Brandenburg
Dachs p/p Brandenburg
Eule n/n Brandenburg
Fuchs 1 p/p Salzlandkreis
Fuchs 2 p/p Salzlandkreis
Kréte 1 n/n Nordsachsen
Kréte 2 n/n Nordsachsen
Kréte 3 n/n Nordsachsen
Kréte 4 n/n Nordsachsen
Kréte 5 n/n Nordsachsen
Kréte 6 n/n Nordsachsen
Kréte 7 n/n Essen

Kréte 8 n/n Essen

Kréte 9 n/n Essen

Kréte 10 n/n Essen

Kréte 11 n/n Essen

Kréte 12 n/n Essen

Kréte 13 n/n Essen

Kréte 14 n/n Essen

Kréte 15 n/n Essen

Kréte 16 n/n Essen

Krote 17 n/n Essen

Kréte 18 n/n Essen

Kréte 19 n/n Essen

Kréte 20 n/n Essen
Marderhund n/n Glesien
Marderhund p/p Brandenburg
Marderhund p/p Brandenburg
Marderhund n/n Brandenburg
Marderhund n/n Brandenburg
Marderhund p/p Brandenburg
Mowe 1 n/n Brandenburg
Mowe 2 n/n Brandenburg
Reiher n/n Brandenburg
Sperber 1 n/n Brandenburg
Wildente n/n SLK/ Schénebeck

VB: Vorbericht DME; k. A.: keine Angabe; n. u.: nicht untersucht; p: positiv; n: negativ
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3.3.1 Untersuchungen zur Verteilung des DME im Wildschwein

Insgesamt wurden 167 vorberichtlichen auf DME positiven Wildschweinen untersucht. Davon wur-
den die Daten von 142 (Tabelle 8) Tieren hinsichtlich der Verteilung der DME ausgewertet. Bei der
Kdrperregion Zwerchfellpfeiler konnten bei 87(61,27%) Tieren DME nachgewiesen werden und
war damit das am haufigsten positiven Gewebe. Die am seltensten positiven Gewebe war die
Kaumuskulatur (Mm masseter, temporalis, pterygoideus lat.) nur 38(26,76%) positive Tieren. Die
restlichen 5 Gewebe (Abbildung 34) wurden zwischen 44(30,99%) und 75 (52,82%) Tieren DME

nachgewiesen.

Befallshaufigkeit der definierten Kérperregionen & Zwerchiel
. O Bauch
und groRer B Zwischenrippe
O Backe
12 O Kaumuskulatur
| Kehlkopf
10 O Zunge
o 8
(2]
1]
o]
x 6
4
2
0 1]
f : : : : ; ; = !
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Haufigkeit

Abbildung 33: Befallshaufigkeit der definierten Kérperregionen im Wildschwein bei 142 untersuch-

ten Tieren
Verteilung DME (AMT)
| | | | | |
Zwerchfell | | | | |

Bauch
s ] | | |
S Zwischenrippe | | ||
-? Backe |
8 1 | |
5 Kaumuskel |
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Anzahl der positiven Tiere %
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Abbildung 34: Befallshaufigkeit der definierten Kérperregionen im Wildschwein bei 142 untersuchten Tie-

ren, Anzahl positiver Tiere in Prozent

Mit 6,02 Larven in 30 g war das Gewebe der Zwerchfellpfeiler das am starksten befallene Gewebe
(siehe Tabelle x und Abbildung x). Darauf folgten mit 5,73 Larven/30 g der Kehlkopf und mit 4,45
Larven/30 g das Bauchfell. Die Ergebnisse der Untersuchung der weiteren Gewebe sind in der
Tabelle 8 und den Abbildung 33 und 35 aufgeftihrt.

Verteilung DME (AMT)
I I I I I I
Zwerchfell | | |

Bauch |
5 _ T | |
S Zwischenrippe ]
=) . | |
o Backe
& - |
2 Kaumuskel |
g : |

Kehlkopf | | |
Zunge | | | |
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00
Anzahl der positive Tiere

Abbildung 35: Befallsstarke der definierten Korperregionen im Wildschwein bei 142 untersuchten Tieren,

Larven in 30 g Gewebe
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Tabelle 8: Verteilung des DME im Wildschwein

Zunge Kehlkopf Kaumuskel Backe Zwischenrippe Bauch Zwerchfell

Wildschwein Nr.

Luaf.-Nr.

91

94
95
9

97

98
99
100
101
102
103
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
120
121
122
123
124
125
126
127
133
138
139
140
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
154
155
156
157

15

17

12

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

30

12

15

13

15

12

22
23
24
25
26
27

11

14

28
29
30
31

10

32
33
34
35

50
13

25

24

59

26

36
37
38
39
40

41

42

43

44
45

25

12

24

46

47

10

48

10

49

50
51

89
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87

23

15

12

158
159
160
161
163
164
165
166
167
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
189
190
191
192
193
194
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216

52
53
54
55
56
57

10

58
59
60
61

15
22

15
20

16

11

56

20

62

13

15

63
64

65

12

16

66
67
68
69
70
71

21

10

21

27

43

22

11

11
45

72
73
74
75
76
77
78
79
80
81

12

52

12

14

12

10

16

82

83
84

85

10

41

100
18
12
35

15

15

18

86
87
88
89
90
91

10

20
19
12

30

30

10

18
21

10

92

13

93
94
95
96
97

12

11

12

30

98
99
100
101
102
103
104
105
106

12

14

17

28

13

10

41

90
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217
218
219
220
221
222
223

107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142

16

224
225
226
227
228
231
232
233

70

10

20

10

15

50

26

234
235
236
237
238
239

12

12

10

240
243
246
247
248
249

25

17

10

250
251

25

253 A
255
256
257
258
259

253 B

164

45

150

86

52

21

72

18

12

91
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3.4 Tenazitat

3.4.1 Wildschwein-/Waschbar-Schinken

Insgesamt wurden 19 Schinken im Rahmen der Versuchsreihe hergestellt. Nach der Bearbeitung
lag das Gewicht der Schinken zwischen 150 und 300g. Der pH-Wert lag dabei zwischen 5,3 und
5,6. Abbildung 36 zeigt getrocknete Wildschweinfleischstiicke (Variante 1- Schinken 1). In Abbil-
dung 37 sind gesalzene Schinken aus Waschbarenfleisch abgebildet (Variante 2). Die Ergebnisse
der Studien zeigen, dass A. alata Mesozerkarien in behandeltem Wildschwein- und Waschbéaren-
fleisch durch Salz abgetttet werden. Die Ergebnisse zeigen des Weiteren, dass keine Larven in
den Produkten tberleben konnten (Tabelle 9 und 10). Dabei ist ein Zusammenhang zwischen dem
Stoffwechsel der Parasiten und der Umgebungstemperatur erkennbar. Beim Anstieg der Tempera-
tur erhoht sich die Aktivitdt des Parasiten und infolgedessen erhoht sich der toxische Effekt des
Salzes (ZIMMERMAN 1971). RANSOM, SCHWARTZ und RAFFENSPERGER (1920) zeigten,
dass die Wirksamkeit des Behandlungsprozesses zur Inaktivierung von Trichinenlarven von der
gewahlten Salzkonzentration, der Temperatur und von der Zeit abhangig ist. Des Weiteren wurde
festgestellt, dass Salz allein wirksam gegen Trichinella spp. in Fleisch oder Hackfleisch war. Diese
Behandlung ist jedoch unpraktisch, da sie lange Zeit in Anspruch nimmt, um die Parasiten zu inak-
tivieren (ZIMMERMAN 1971). RANSOM, SCHWARTZ und RAFFENSPERGER (1920) stellten
fest, dass Salz als ein wichtiger Faktor bei der Devitalisierung der Parasiten darstellt. Der Einfluss
des aw-Wertes ist schwer zu beurteilen, da im Rahmen der Trocknung des Schinken Restwasser
aus den tieferen, salzarmen Muskeln auf die oberflachlichen Muskeln zu diffundiert. Hierdurch wird
die Feuchtigkeit der Muskulatur nahe der Oberflache erh6ht. Zudem sinkt der relative Salzgehalt,
wenn der Trocknungsprozess fortschreitet. Die Lebensfahigkeit von Trichinella wurde verringert,
wenn die Salzlake der getrockneten Muskeln bei ca. 8% lag (ZIMMERMAN 1971). Zusétzlich war
die Trocknungstemperatur der entscheidende Faktor fiir eine sicheres Abtoten von Trichinen Des-
halb empfehlt ZIMMERMAN (1971) fur das sichere Abttten von Trichinellen eine Pokelung tUber 28

Tage mit einer darauf folgenden Trocknung von 6 Tagen bei 36,6°C.
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Abbildung 36: Rohschinken hergestellt aus infiziertem Wildschweinfleisch einen Tag nach der Pro-
duktion.

Abbildung 37: Wildschweinschinken am Tag 5 nach Herstellung.
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Tabelle 9: Ergebnisse der Uberlebensfahigkeit von A.alata-Mesozerkarien in Rohschinken aus
artifiziell infiziertem Wildschweinfleisch (Variante 1).

Produktionstag Verfahrensbeschreibung Konditionen Wildschweinschinken
Nummer der Proben = 15
1 bis 13 Salzen 18-20°C / 13 Tage -
14 Salzentfernung -
15 Lagerung -
16 Waschen Wasser -
16 Reifung (Schinken 1) 26°C /1 Tag -
16 Reifung (Schinken 2) 25°C /24 h -
Feuchtigkeit
80-85%
17 Reifung (Schinken 2) 26°C /5 Tage -

--- nicht getestet
(+) positiv: vitale Larven

(-) negativ: tote Larven

Tabelle 10: Ergebnisse der Uberlebensfahigkeit von A.alata-Mesozerkarien in Rohschinken aus

infiziertem Waschbarenfleisch (Variante 2).

Produktionstag Verfahrensbeschreibung Konditionen Waschbarenschinken
(n=4)
2-3% NCS -
1 bis 5 Salzen und Aushartung 18-20°C /5 days
Feuchtigkeit 90%
6 Abwaschen und in Wasser -
getaucht Wasser
12 Stu
7 bis 8 Réauchern 20°C/ 2 Tage -
Feuchtigkeit
80-85%
9 his 12 Reifung 20-22°C/ 3 Tage -

--- nicht getestet
(+) positiv: vitale Larven

(-) negativ: tote Larven

3.4.2 Wildschwein- und Waschbar-Salami
Bei gereiften Rohwirsten werden durch nattrlich vorkommende oder industriell hergestellte Milch-
saurebakterien (LAB), Kohlenhydrate zu Milchsdure verstoffwechselt und dadurch die Reifung be-

gunstigt. Diese Starter-/Schutzkulturen sind zum Einen fiur die gewiinschte Aromaentwicklung not-
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wendig, zum Anderen wird durch ihre Vorhandensein ein Wachstums unerwiinschter, pathogener
Mikroorganismen in Lebensmitteln verhindert (METAXOPOULOS et al. 1981).

Die Experimente wurden unter Bedingungen einer traditionellen Herstellung durchgefihrt. Als Star-
terkulturen wurden Lactobacillus sakei und Staphylococcus carnosus eingesetzt. Der Lactobacillus
sp. wird routinemafig fur die Reifung von Salamis verwendet. Insgesamt wurden 42 Wildschwein-
und Waschbar-Salamis analysiert. Die Ergebnisse haben gezeigt, dass die A. alata
Mesozerkarien bis zum zweiten Produktionstag aktiv und lebendig waren (Tabelle 11). Es zeigte
sich, dass die Herstellung der Milchsaure in den ersten 48 Stunden stabil und vergleichsweise
schnell erfolgte (Abbildungen 6, 7, 8). Die Zugabe der kultivierten Starter flhrte zu einer raschen
Reduktion des Ausgangs-pH-Wertes. Ein unmittelbarer Rickgang des pH-Wertes ist damit ein
Indikator flir den Beginn der Fermentation. Die Herstellung von Salamis endet frilhestens nach drei
Tagen. Das bedeutet, dass die Larven mit Abschluss des Herstellungsprozesses abgetétet sind.
Die Daten zeigen, dass eine natirliche Fermentation ohne Zugabe von Starterkulturen ein sicheres

Abtdten von A. alata Mesozerkarien nicht gewahrleisten kann.

Abbildung 38: Langereifte Rohwirste (Salami) hergestellt aus artifiziell infiziertem Wildschwein-
fleisch am Tag der Herstellung
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Abbildung 39: Langereifte Rohwirste (Salami) hergestellt aus infiziertem Waschbarenfleisch am

Tag der Herstellung.

Abbildung 40: Langgereifte Rohwirste (Salami) am 5. Tag nach der Herstellung. Links: Waschbéa-
renfleisch. Rechts: Wildschwein.
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Tabelle 11: Ergebnisse der Versuch zur Uberlebensfahigkeit von A.alata-Mesozerkarien in gereif-

ten Rohwirsten (Salami) aus infiziertem Waschbarenfleisch und artifiziell infiziertem Wildschwein-

fleisch
Herstel- Verfahrensbeschrei- Kondi- Wildschweinsala- Waschbéarensala-
lungsstag bung tionen mi (n= 19) mi
(n=23)
1 Produktion
Fermentation 23- 25°C/ + +
Feuchtigkeit
88-90%

3 - -

4 Reifung 18-19°C/ - -

5 - -

6 Feuchtigkeit - -

7 75-80% B -

8 - -

9 - -

10 - -

--- nicht getestet
(+) positiv: vitale Larven

(-) negativ: tote Larven

3.4.3 Kurzgereifte Rohwirste (Knacker) aus Waschbarenfleisch

Die Ergebnisse dieser Untersuchung zeigen, dass die Larven bis zu 2 Tagen uberleben konnten
(Tabelle 12). Hierbei gilt zu berticksichtigen das "Knacker" Ublicherweise haufig unmittelbar nach
der Herstellung verzehrt werden (Abbildung 41). Auf Grundlage dieser Ergebnisse ergibt sich fir
kurz gereifte Rohwiirste eine potentielle Gesundheitsgefahrdung fiir den Verbraucher durch den

Verzehr von infiziertem Ausgangsmaterial.

Abbildung 41: Kurzgereifte Rohwurst "Knacker" aus infiziertem Waschbarfleisch
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Tabelle 12: Versuchsergebnisse zur Uberlebensfahigkeit von A.alata-Mesozerkarien in kurzgereif-
ten Rohwirsten (Knacker) aus infiziertem Waschbarenfleisch

Charge 1 Charge 2
Herstellungstagtag Arbeitsschritt Konditionen DME positiv DME negativ
(n=11) (n=11)
1 Produktion --
2 + +
3 - -
4 Reifung 16°C/ - -
5 & Feuchtigkeit - -
6 Trocknen 75-78% - -
7 - -

--- nicht getestet
(+) positiv: vitale Larven
(-) negativ: tote Larven

3.4.4 Salzkonzentration

Bei Salamis mit einer verwendeten Salzkonzentration von 2,0 % und ausreichenden Trockenzeiten

wurden durch die a,-Wert-Abnahme T. spiralis spiralis-Larven zerstort (Smith, Messier & Tittiger

1989). In unserer Versuchen zeigte sich, dass die Alaria alata- Larven (n = 96, Dreifachansatz) bis

zu 20 Tage in 2 %iger Salzkonzentration tiberleben konnten (Abbildung 42).

Salzkonzentration

# DME- Larven

1 2 3 4 5 6 7 8 9

10

—4—0,10%
0,50%

—x— 1%

——2%

S |

11 12 13 14

Tage

15 16 17 18 19

20

21

Abbildung 42: Uberlebensrate (in Tagen) von A. alata-Mesozerkarien in Abh&ngigkeit von der

Salzkonzentrationen
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3.4.5 Ethanol-Konzentration

Geeignete Desinfektionsmittel mussen fur die Arbeit mit Parasiten zur Verfigung stehen. Verfah-
ren fur eine sichere Desinfektion von infiziertem Labormaterial und Inaktivierung der Larven sind
notwendig fur einen sicheren Umgang mit Lebensmitteln, insbesondere mit Wildfleisch.

Unsere Ergebnisse zeigten, dass A. alata Mesozerkarie (n = 227, Wiederholungen: 8) bis zu 2
Stunden in einer 0,7%igen Ethanollésung Uberleben (Tabelle 13). Ethanol wurde in dieser Studie
bei Raumtemperatur (22 bis 24° C) und einer Einwirkzeit von 2-3 Stunden verwendet. Es kann
geschlussfolgert werden, dass Ubliche Labordesinfektionsmittel wie Ethanol keine tédliche Wirkung
auf A. alata Mesozerkarien bei kurzen Einwirkungszeiten (< 5 Minuten) und niedriger Konzentrati-
on (< 1 %) haben.

Tabelle 13: Einwirkung von Salzkonzentration

Salzkonzentration (vol/vol) % Zeit (Std.) Vitalitat von Mesozerkarien

01 4.5 -

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

NN WWW| >
1

0,7

(+) positiv : vitale Larven

(-) negativ: tote Larven

3.4.6 Pepsin-Losungen

Der niedrige pH-Wert im Magen dient in erster Linie dem Schutz vor kontaminierten Lebensmitteln
(GIANNELLA, BROITMAN & ZAMCHECK 1972, PETERSON et al 1989). Die meisten Studien
haben gezeigt, dass Bakterien bei einem pH-Wert < 2 abgetdtet werden. Jedoch steigt der pH-
Wert im Rahmen der Nahrungsaufnahme (ZHU et al. 2006). Zudem sind Darmbakterien oft gegen
Saure resistent. Dadurch erhoht sich das Risiko einer Kolonisierung des Darms wahrend des
Ingestatransportes und kann somit zu einer Infektion fihren (WATERMAN & SMALL 1998). Der
Sauregehalt des menschlichen Magens ist abhéngig von physiologischen Variablen, die u. a.
durch die Nahrungsaufnahme beeinflusst werden. Bei Nahrungskarenz liegt der Magen pH-Wert
zwischen 1,5 bis 5,5 (VERDU et al. 1994). Wahrend einer Mahlzeit kommt es zu einem sofortigen
Anstieg dieses Wertes bis auf einen pH 6 (KONTUREK et al. 1994; SNEPAR et al. 1982).

Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Studie auch die Wirkung der Pepsinkonzentration
auf A. alata Mesozerkarien untersucht. Unsere Ergebnisse zeigen, dass die Larven (n = 83) bei
einem pH-Wert zwischen 1,15 und 1,50 mit einer maximalen Expositionszeit von 240 Minuten ab-

getotet wurden, wobei die mittlere Zeit bei 30 min und die minimalen Zeit bei 15 min lag.
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Einfluss der Temperatur

131 lebende Larven (n = 11) wurden in Glasbecher verbracht und anschlieRend im Wasserbad auf
eine Temperatur von 30 ° C bis maximal 60 ° C erhitzt. Jeder Versuch endete zum dem Zeitpunkt,
an dem keine Vitalitat (keine Motilitat) der Larven mehr zu beobachten war.

Die Parasiten sind bis zu einer Temperatur von 55 ° C vital geblieben. Erst bei Temperaturen =55
°C wurden die Larven abgetotet (Tabelle 14).

Tabelle 14: Einfluss der Temperatur

Zeit Vitalitat von A.alata- Mesozerkarien
Temperatur (°C)
30 29 Std +
35 23 Std +
40 12 Std +
45 5 Std +
50 45 min +
55 10 min -
60 3 min -

(+) positiv: Vitale Larven
(-) negativ: Tote Larven

Zusatzlich zu den Versuchen in denen die Hitzeempfindlichkeit von Alaria alata Mesozerkarien
untersucht wurde, sind weitere Versuche zur Kéltetoleranz durchgefuhrt worden. Larven (n = 12)
wurden fur 28 Tage (Tabelle 15) im Kihlhaus (4-6 C°) und in jede Woche wurde die Lebensfahig-
keit gepruift.

Tabelle 15: Resistenz von A.alata-Mesozerkarien gegeniiber Kuhllagerung

Tag Vitalitat von A. alata Mesozerkarien
7 +

14 "

21 +

28 -

(+) positiv: Vitale Larven

(-) negativ: Tote Larven

Als Referenzdaten haben wir fir unsere Untersuchungen Ergebnisse aus Versuchen mit
Trichinellen herangezogen, da es nur unzureichend Literatur Uber Alaria alata gibt. Als Empfehlung

fur die sichere Inaktivierung von Trichinellen wird angegeben, dass Wildschweinfleisch bei 80 °C
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fur 10 Minuten erhitzt werden soll (GARI-TOUSSAINT et al. 2005). Die Internationale Kommission
fur Trichinellose empfiehlt fir die sichere Abt6tung von Trichinellen, dass infiziertes Fleisch auf
eine Kerntemperatur von 65 °C fir mindestens 1 Minute zu erhitzen ist. Die Larven sind tot, wenn
die Farbe des Fleisches sich von pink nach grau umfarbt (GAMBLE et al. 2000). Fur die Kéalteinak-
tivierung wird dem Verbraucher empfohlen, dass die Fleischstiicke bis 15 cm mindestens 3 Wo-
chen bei mindestens -15 °C und die Fleischstlicke bis zu 69 cm mindestens 4 Wochen bei mindes-
tens -15 ° C gefroren werden (GAMBLE et al. 2000). Unsere Ergebnisse zeigen, dass die Kaltebe-
handlung des infizierten Fleischs nicht die humane Alariose verhindern kann. Deshalb besteht ein

potentielles Risiko durch diese Behandlungsmethode.

3.4.7 Mikrowellenbehandlungen

Die Larven (n= 35) Uberlebten eine Behandlung mit einer Wellenlange von 2,4GHz. und eine Leis-
tung von 8 kW in der Mikrowelle fur 15-56 Sekunden und Temperaturen zwischen 38,3 und 44 °C.
Beim Schneiden der Proben konnte beobachtet werden, dass einige Fleischteile rétlich geblieben
sind. Das heif3t, dass die Proben nicht vollstandig durcherhitzt bzw. durchgegart wurden. Mikrowel-
len haben wenig Einfluss auf die Inaktivierung von Parasiten im Vergleich zu den anderen verwen-
deten Methoden. Entscheidend fur das Abtoten von Parasiten in Lebensmitteln ist ein ausreichend
langes Einwirken von Hitze. Diese sog. Kumulativbilanz wird bei der Warmebehandlung in der Mik-
rowelle durch schnelle Erwarmung nicht ausreichend erreicht (KNUTSON, ELMER, und WAGNER
1987). Es wurde jedoch gezeigt, dass keine Mesozerkarien bei der Behandlung (8 kW) fiir 75-90
Sekunden bei 53,3-59 °C lberlebten (Tabelle 16). Das Risiko von infizierten Fleischprodukten
kann somit durch ein entsprechend langes Einwirken von Hitze in der Mikrowelle verhindert wer-

den.

Tabelle 16: Einfluss der Behandlung von infiziertem Fleisch mit Mikrowellenstrahlen auf die Vitalitat

von A. alata Mesozerkarien

Zeit (sek.) 15 25 29 35 45 56 75 90

+ + + + + - -

Fleisch + + + + + + - -
Fett + + + + + + - -
End-Temp. (°C) | 38,3 39,3 40 42,4 45 48 53,3 59

(+) positiv: vitale Larven

(-) negativ: tote Larven
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3.4.8 Trocknung
Larven (n=40) uberleben den Trocknungsprozess bei Raumtemperatur fir maximal 10 Minuten.
Bei langerer Austrocknung konnten die Larven nicht mehr reaktiviert werden (Tabelle 17).

Tabelle 17: Einfluss der Trocknung auf die Vitalitat von A. alata-Mesozerkarien

Zeit (min) Vitalitat von A. alata-Mesozerkarien
10 +
20 -
30 -
60 -

(+) positiv: Vitale Larve

(-) negativ: Tote Larven

Die Untersuchungen zeigen, dass die Tenazitat von A. alata-Mesozerkarien in artifiziell infiziertem
Fleisch sowie in Rohwirsten (Wildschwein und Waschbar) nicht sehr hoch ist. Allerdings besteht
ein Risiko der humanen Alariose fur den Verbraucher durch den Verzehr einzelner Produkte, un-
mittelbar nach deren Herstellung. In diesem Zusammenhang erscheint es notwendig, insbesonde-

re Risikogruppen (z.B. Jager) Uber die Gefahren solcher Verzehrsgewohnheiten aufzuklaren.
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3.5 Molekularbiologische Identifizierung und Differenzierung

3.5.1 Nachweis der Alaria alata mittel PCR

Die eigenen Untersuchungen zielen einerseits auf die morphologisch-physiologische Differenzie-
rung von Alaria spp. Mesozerkarien ab. Zum anderen sollen phanotypisch differente Isolate auf
molekularbiologischer Ebene identifiziert und in einem weiteren Schritt charakterisiert werden. Im
ersten Schritt der molekularbiologischen Identifikation wurde hierzu ein PCR basiertes Nachweis-
verfahren zur Identifikation von Alaria spp Mesozerkarien entwickelt.

Durch das neuentwickelte PCR Essay ist es erstmals mdglich, Alaria spp. Isolate auf molekularbio-
logischer Ebene zu identifizieren.

Es wurden Waschbarenzungen aus Berlin auf das Vorkommen von Alaria alata untersucht. Dafir
wurden die Gewebeproben der Zungen zunéachst in 4% Formaldehydlésung fixiert und anschlie-
Bend im pathologischen Labor weiter verarbeitet. Fir die histologischen Praparate wurde die H.E.-
Farbung angewendet. Diese wurden unter 40facher VergroRerung mit dem Mikroskop durchmus-
tert (Abbildung 44). Dazu wurden auch die Zungen mit dem AMT-Verfahren untersucht. Aus 33
Zungen konnten in 11 Proben mittels AMT-Verfahren verdéchtige Larven nachgewiesen werden.
Dazu wurden auch die verdachtigen Larven aus den histologischen Praparaten mittels der PCR
als Alaria alata identifiziert. Die PCR der ribosomalen DNA von 11 verdachtigen Alaria Isolaten
lieferte das erwartete Fragment von 303bp. Als Positivkontrollen wurden durch das Bundesinstitut
fur Risikobewertung als Alaria alata identifizierte Isolate genutzt, als Negativkontrollen dienten
Trichinella spiralis Isolate aus dem Bundsinstitut fir Risikobewertung. Alle 20 morphologisch identi-
fizierten Alaria Isolate konnten mithilfe der neuentwickelten PCR auch molekularbiologisch eindeu-
tig als Alaria alata identifiziert werden (Abbildung 45).

Detalillierte Ergebnisse zum Nachweis der Alaria alata mittels PCR sind im Anhang
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Abbildung 43: Verdachtige tote Alaria alata mit AMT isoliert

Abbildung 44: Verdachtige Alaria alata im histologischen Praparat

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Abbildung 45: Bestéatigung der Alaria alata aus Waschbéaren mittels PCR
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1 - 5 verdéachtige Proben mit AMT isoliert

6 - 9 verdachtige Proben aus histologischen Praparaten
10 positive Kontrolle (BfR)

11 negativ Kontrolle (Trichenella)

M Marker

3.5.2 Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP)

Die Methode war fur die Bestimmung der Verwandtschaftsgrade noch nicht erfolgreich und muss
folglich optimiert werden. Da sich AFLP-Fragmente zum Teil nur um wenige Basenpaare unter-
scheiden, ist die Agarosegel-Elektrophorese zu einer Analyse nicht geeignet, da sie keine genu-
gend hohe Auflésung bietet (Abbildung 46+47). Die AFLP-Methode zur Bestimmung der genotypi-
schen  Verwandschaftsbeziehungen innerhalb  der  Alaria-Populationen brachte  nicht
den erhofften Erfolg und muss auch noch optimiert werden. Es bietet sich eine neue molekularbio-
logischer Methode (MLST(Multi Locus Sequence Typing)) an. MLST ist ein neues Typisierungsver-
fahren, welches auf den Prinzipien der Multilocus-Enzym-Elektrophorese (MLEE) aufbaut. Es wird
die genetische Variation der Alaria spp untersucht. Das Prinzip der MLST verfolgt also den Aufbau
globaler Sequenztypen-Datenbanken vorwiegend mit dem Ziel, die Populationsstruktur- und biolo-

gie einzelner Spezies néher aufzuklaren.
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Abbildung 46: Bandenmuster der AFLP-Typisierung
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Abbildung 47: Bandenmuster der AFLP-Typisierung
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3.6 Vorraussichtlicher Nutzen und Verwertbarkeit der Ergebnisse

Die im Rahmen des vorangegangenen Forschungsprojektes 2808HS012 durchgefihrten Untersu-
chungen hinsichtlich der Eignung des Magnetrihrverfahrens zur kinstlichen Verdauung von
Sammelproben gem. VO (EG) Nr. 2075/2005 (MRV) zum Nachweis des Duncker'schen Muskel-
egels in Wildfleischproben haben friih gezeigt, dass diese Methodik nicht geeignet fur dieses Pa-
rasiten ist. Die aufgrund dieser Erkenntnis neu entwickelte Alaria alata mesocercariae migration
technique (AMT) basiert auf einem grundsétzlichen unterschiedlichen Nachweisprinzip. Der grofite
Vorteil dieses neuen Ansatzes ist, dass, anders als bei artifiziellen Verdaumethoden, vitale
Mesozerkarien aus den verdachtigen Geweben isoliert werden kdnnen, was sich insbesondere
positiv auf die Spezifitat der Methode auswirkt. Erste Vergleichsuntersuchungen konnten zudem
zeigen, dass die AMT gegeniiber dem MRV eine um fast 60 % gesteigerte Sensitivitat aufweist.
Gleichzeitig ist die Methode aufgrund ihres einfachen Versuchsaufbaus ausgesprochen anwender-
freundlich und robust und kann mit minimalem finanziellem Aufwand in jeder Untersuchungsein-
richtung installiert werden. Ein erster Feldversuch (s. Publikation ,Alaria alata in wild boars (Sus
scrofa, Linnaeus, 1758) in the eastern parts of Germany” im Anhang) bestétigte die unter Labor-
bedingungen gewonnenen Erkenntnisse und zeigte, dass mithilfe der AMT in 33 von 286
vorberichtlich negativen Riickstellproben (11,5 %) Alaria alata Mesozerkarien nachgewiesen wur-
den. Diese Ergebnisse legten nahe, dass sich die AMT aufgrund ihrer ausgesprochen hohen Sen-
sitivitat und Wiederfindungsrate einerseits als Referenzverfahren flir den Nachweis des Dunc-
ker'schen Muskelegels in Fleisch anbietet und sich auch als Schnellmethode fur den Einsatz in der
amtlichen Uberwachung eignen koénnte. Der Einsatz der AMT innerhalb der Routinediagnostik
setzt jedoch die Validierung der Methode im Rahmen von Ringversuchen voraus, in denen zum
einen die Eignung der eingesetzten Standardmaterialien Gberprift und zum anderen die Optimie-
rung der Untersuchungsmethode sowie die Erarbeitung statistischer Kenngrof3en ermdglicht wer-
den. Im Rahmen des aktuellen Forschungsprojekts wurden aus diesem Grund vier Ringversuche
durchgefiihrt an denen insgesamt 25 Teilnehmer aus 10 Bundeslandern sowie ein Labor aus Os-
terreich teilgenommen haben. Die Ringversuche, bei denen die Referenzmaterialien von den Teil-
nehmern sowohl qualitativ als auch quantitativ untersucht werden sollten, wurden in Anlehnung an
und unter wissenschaftlicher Begleitung des Nationalen Referenzlabors fur Trichinellen durchge-
fuhrt. Erfreulicherweise waren sowohl die qualitativen als auch die quantitativen Ergebnisse der
Laboratorien bereits im ersten Ringversuchsteil Gberraschend gut und bewegten sich schon zu
diesem frilhen Zeitpunkt im Bereich der Ergebnisse der aktuellen Nationalen Ringversuche zur
Detektion von Trichinellen in Fleisch. So wurden in der qualitativen Analyse 96.7% der Proben als
richtig positive resp. negativ beurteilt. Zudem wurden die Anzahl der eingesetzten Larven in 43
(47.8%) von insgesamt 90 Proben korrekt richtig ausgezahlt und 5 (33.3%) der 15 teilnehmenden
Laboratorien konnten = 70 % der in den Proben befindlichen Larven sicher identifizieren. Im Laufe

der folgenden Ringversuche konnten sich die Laboratorien kontinuierlich steigern: Im vierten Ring-
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versuchsteil gelang es allen Teilnehmern (100%) alle Proben (100%) korrekt als richtig positiv
resp. negativ einzustufen. Daruiber hinaus hatten zehn (83,3%) der 12 in die Auswertung einbezo-
genen Laboratorien tber 70 % der in den Proben befindlichen Larven sicher identifiziert. Auf der
Basis dieser hervorragenden Ergebnisse kann die AMT als Referenzmethode fiir die Identifikation
des Duncker'schen Muskelegels in Fleischproben empfohlen werden und wurde zum Zweck einer
moglichen Aufnahme in die Methodensammlung gem. 864 LFGB bereits dem Arbeitskreis der auf
dem Gebiet der Lebensmittelhygiene und der Lebensmittel tierischer Herkunft tatigen Sachver-
standigen (ALTS) vorgestellt. Gleichzeitig verdeutlicht die groRe Bereitschaft der Laboratorien zur
Teilnahme an den Ringversuchen das Interesse der amtlichen Uberwachung an einer validierten
Methode zum Nachweis dieses Parasiten.

Zuséatzlich zu ihrem Einsatz in der amtlichen Uberwachung kénnen mithilfe der AMT valide Daten
zu Pravalenz und Infektionsstéarke gewonnen werden, die in Verbindung mit den Ergebnissen der
Untersuchungen zur Tenazitat der Parasiten eine realistische Einschatzung des humanen Exposi-
tionsrisikos erlauben und in der Folge eine abschlielende Risikobewertung erméglichen. Zukiinftig
kénnen auf dieser Basis die rechtliche Grundlage einer angemessenen fleischhygienerechtlichen
Beurteilung erarbeitet werden, die die zurzeit herrschende Rechtsunsicherheit bei der Beurteilung
DME positiver Stiicke beseitigen wirde. Eine solche rechtliche Grundlage kann, unter Bertcksich-
tigung der Ergebnisse der in diesem Projekt durchgefiihrten Tenazitatsuntersuchungen, auch ein
zugelassenes Behandlungsverfahren fiir die Brauchbarmachung von Wildfleisch, welches mit dem
Duncker’schen Muskelegel infiziert ist, enthalten. In der Folge kénnten damit erhebliche Unsicher-
heiten im vorbeugenden Verbraucherschutz sowie wirtschaftliche Verluste vermieden werden.

Die wichtigsten im Rahmen des Forschungsprojektes gewonnenen Erkenntnisse wurden von 2011
bis 2013 in Rahmen von verschiedenen Vortragen, Postern und Zeitschriftenbeitragen auf nationa-
ler und internationaler Ebene publiziert (s. Literaturverzeichnis). Ausgewahlte Beitrdge, die in den
internationalen Fachzeitschriften ,Parasitology Research“ und ,Journal of Helminthology“ erschie-
nen sind, sowie mehrere, z. T. pramierte Posterbeitrage und Abstracts zu ausgewdahlten Vortragen

finden sich im Anhang.
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4  Zusammenfassung

Seit dem Jahr 2002 kommt es auf dem gesamten Gebiet der Bundesrepublik regelmafig zu Mel-
dungen Uber Nachweise von Mesozerkarien des parasitdren Saugwurms Alaria alata in Wild-
fleisch. Der so genannte Duncker'sche Muskelegel kann durch infiziertes Wildbret auch auf den
Menschen ubertragen werden. In seiner Stellungnahme Nr. 027/2007 vom 1. Juli 2007 sprach sich
das Bundesinstitut fir Risikobewertung (BfR), mit Hinweis auf das zoonotische Potential des Erre-
gers, dafir aus, dass Fleisch, in welchem die Mesozerkarie des Saugwurms Alaria alata nachge-
wiesen wurde, aus Grinden des gesundheitlichen Verbraucherschutzes als untauglich fir den
menschlichen Verzehr zu beurteilen ist (BfR 2007).

Die Erkenntnisse zur Vorkommenshaufigkeit, zur Organverteilung im Tierkdrper sowie zur geogra-
phischen Verteilung des DME waren bislang jedoch lickenhaft. Weiterhin fehlte bislang eine spezi-
fische Nachweismethode flr Alaria spp. Mesozerkarien. Durch die Entwicklung der Alaria alata
mesocercariae migration technique (AMT) steht nun erstmals eine Methode zur Verfligung, mit
welcher die Mesozerkarien in den verschiedenen Geweben der paratenischen Wirte sicher identifi-
ziert werden konnen (s. Abschlussbericht zum Forschungsvorhaben 2808HS012). Hauptziel des
aktuellen Forschungsvorhabens war die Validierung des neuen Verfahrens mit Hilfe von Ringver-
suchen (in Verbindung mit der Entwicklung von geeigneten Standardmaterialien sowie einer Me-
thodenoptimierung). Im Rahmen des aktuellen Forschungsprojekts wurden vier Ringversuche
durchgefiihrt an denen insgesamt 25 Teilnehmer aus 10 Bundeslandern sowie ein Labor aus Os-
terreich teilnahmen. Die Ringversuche, bei denen die Referenzmaterialien von den Teilnehmern
sowohl qualitativ als auch quantitativ untersucht werden sollten, wurden in Anlehnung an und unter
wissenschaftlicher Begleitung des Nationalen Referenzlabors fur Trichinellen durchgefuhrt. Die
gualitativen als auch die quantitativen Ergebnisse der Laboratorien waren bereits im erste, orientie-
renden Ringversuchsteil Gberraschend gut und bewegten sich schon zu diesem frilhen Zeitpunkt
im Bereich der Ergebnisse der aktuellen Nationalen Ringversuche zur Detektion von Trichinellen in
Fleisch. In der qualitativen Analyse wurden 96.7% der Proben als richtig positive resp. negativ be-
urteilt. Zudem wurden die Anzahl der eingesetzten Larven in 43 (47.8%) von insgesamt 90 Proben
korrekt richtig ausgezahlt und 5 (33.3%) der 15 teilnehmenden Laboratorien konnten 2 70 % der in
den Proben befindlichen Larven sicher identifizieren. Im Laufe der folgenden Ringversuche konn-
ten sich die Laboratorien kontinuierlich steigern: Im vierten Ringversuchsteil gelang es allen Teil-
nehmern (100%) alle Proben (100%) korrekt als richtig positiv resp. negativ einzustufen. Dariiber
hinaus hatten zehn (83,3%) der 12 in die Auswertung einbezogenen Laboratorien tber 70 % der in

den Proben befindlichen Larven sicher identifiziert.
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Weitere Validierungsparameter, insbesondere Robustheit, Praktikabilitdt und Effizienz werden von
Teilnehmern und Durchfiihrenden der Ringversuche insgesamt als sehr hoch eingestuft. Auf der
Basis dieser Ergebnisse kann die AMT als Referenzmethode und Standardmethode fiir die Identi-
fikation des Duncker'schen Muskelegels in Fleischproben empfohlen werden.

Im Forschungsvorhaben wurden weiterhin Untersuchungen zur Tenazitat der Alaria Mesozerkarien
durchgefuhrt: Chemikalien, Temperatur, Trocknung, Mikrowellen, Herstellung von Rohschinken, -
wursten. Diese sollten eine bessere Bewertung des humanen alimentaren Expositionsrisikos, ins-
besondere im Hinblick auf verarbeitete Wildprodukte, zulassen. Die Ergebnisse deuten insgesamt
darauf hin, dass die Uberlebensfahigkeit von A. alata-Mesozerkarien in infiziertem Fleisch sowie in
Rohwirsten relativ gering ist. Nur unmittelbar nach der Herstellung waren vitale Mesozerkarien in
Rohwurstprodukten feststellbar. Im Hinblick aber auf die unterschiedliche Angaben in der Literatur
und anderer Arbeitsgruppen zur Tenazitat von Alaria Mesozerkarien kénnen die eigenen Ergebnis-
se jedoch noch nicht als hinreichend flir die abschlieRende Angabe von
Brauchbarmachungempfehlungen erachtet werden.

Der im vorhergehenden Forschungsvorhaben neu entwickelte PCR Essay ermdglichte erstmals,
Alaria spp. Isolate auf molekularbiologischer Ebene zu identifizieren. Im aktuellen Forschungsvor-
haben wurde dieser Essay angewendet (histologische Schnitte, eingefrorene Praparate) und dabei
weiter entwickelt (Primer, standard operating procedure). Die molekularbiologischen Untersuchun-
gen zur Bestimmung genotypischer Verwandschaftsbeziehungen innerhalb der Alaria-
Populationen mittels AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)-Technik waren infolge der
Homogenitat der Bandenmuster der vorliegenden Alaria-lsolat-Population nicht erfolgreich. Hierzu
sollte die AFLP-Methodik weiter optimiert und/oder andere Techniken, wie die MLST (Multi Locus
Sequence Typing), hinsichtlich ihrer Eignung tberprift werden.

2810HS017 110



4.1 Gegenuberstellung der ursprunglich geplanten zu den
tatsachlich erreichten Zielen

Die im Projektantrag definierten Aufgabenstellungen hinsichtlich der Erarbeitung und Optimierung
einer geeigneten Methodik (AMT), die Untersuchung der Verteilung der Mesozerkarien im Wirts-
gewebe und damit verbunden die Bestimmung potentieller Pradilektionsstellen im Wildschwein
konnten im Rahmen der vorgegebenen Projektlaufzeit erfolgreich bearbeitet und abgeschlossen
werden.

Das eigne Forschungsprojekt hatte vorrangig die Weiterentwicklung und Validierung der AMT zum
Ziel. In mehreren Ringversuchen konnte die gute Eignung der eingesetzten Standardmaterialien
erfolgreich getestet werden und gleichzeitig die Optimierung der Untersuchungsmethode sowie die
Erarbeitung statistischer Kenngré3en voran getrieben werden. Gleichzeitig bietet der Ringversuch
die Mdglichkeit, das Verfahren auf seine Eignung als routinemé&Riger Schnelltest im Rahmen der
amtlichen Uberwachung hin zu tberprufen.

Mit der im Rahmen des Forschungsprojektes entwickelten Alaria spp. mesocercariae migration
technique (AMT) steht nun erstmals eine spezifische Nachweismethode fir den Duncker'schen
Muskelegel zur Verfigung. Die Methode zeichnet sich neben einer sehr guten Sensitivitdt und
Spezifitéat durch ein einfaches Handling aus und in der Praxis erprobt. Die Methode wurde bereits
in internationalen und nationalen Fachzeitschriften (z. B. RIEHN et al. 2010, RIEHN et al. 2012)
publiziert und in mehreren Laborvergleichsuntersuchungen erfolgreich validiert.

In den bislang von uns durchgefiihrten Studien hinsichtlich der Tenazitdt des Duncker'schen Mus-
kelegels zeigte sich, dass es deutliche Unterschiede hinsichtlich der Uberlebensfahigkeit einzelner
Alaria-alata-Isolate gibt, wenn diese physikalischen und chemischen Belastungen ausgesetzt wur-
den.

Auf Grund dessen wurden im Rahmen des aktuellen Forschungsvorhabens weitere in vitro und in
vivo Versuche zur Tenazitdt der Mesozerkarien im Hinblick auf verschiedene Kochsalz- und NPS-
Konzentrationen, Hitzebehandlung, Mikrowellenstrahlen und Trocknung durchgeftihrt. Zudem wur-
de die Tenazitat von Alaria alata gegentber verschiedenen Desinfektionsmitteln wie Alkoholen,
Aldehyden, Peressigsaure und Chlor getestet und zusatzlich das Uberleben des Parasiten in
Ringerlésung und simuliertem Magensaft Gberpriift. Parallel dazu wurden die Uberlebens- und
Infektionsfahigkeit von Alaria alata in verschiedenen Fleischerzeugnissen (Rohwurst, Rohschin-

ken, Kochpokelwaren) getestet.

Die bislang erfolgten Untersuchungen kénnen jedoch nur einen ersten Hinweis auf die tatsachliche

Widerstandsfahigkeit einzelner Isolate geben. Deshalb ist es zwingend erforderlich weitere Daten
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auch im Hinblick auf eine eventuelle rechtliche Implementierung von Behandlungsverfahren fir die
Brauchbarmachung von infiziertem Wildfleisch zu gewinnen.

Die Identifizierung von Alaria alata Isolaten auf morphologischer und insbesondere molekularbiolo-
gischer Ebene und die Optimierung der PCR-Methode zum Nachweis von Alaria alata konnte im
Projektzeitraum erfolgreich durchgefiihrt werden. Die Erfassung der genetischen Diversitat inner-
halb der européischen Alaria alata-Population mithilfe der AFLP-Analyse konnte noch nicht abge-
schlossen werden. Weitere Studien zur Optimierung und Eignungsprifung der AFLP-Methode und

andere Methoden z.B MLST (Multi Locus Sequence Typing) sind unbedingt erforderlich.
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