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Ausgangssituation und Fragestellung

1. Ausgangssituation und Fragestellung

Toxoplasma gondii (T. gondii) ist ein obligat intrazelluldrer protozoarer Parasit (SIBLEY et al.,
1992; GUSTAFSSON et al., 1997; LIN, 1998; LEE et al., 2000; ASPINALL et al., 2002) aus der
Klasse der Kokzidien (ECKERT et al., 2005). Die T. gondii-Infektion ist weit verbreitet und von
groBem sowohl wirtschaftlichem als auch gesundheitlichem Interesse (LIN, 1998). Die
klinische Symptomatik der Erkrankung differenziert sich in eine pra- und postnatale
Verlaufsform (GROR et al., 2001). Wahrend die postnatale Infektion in aller Regel einen
gutartigen Verlauf nimmt, kann die pranatale sowie die Infektion immunsupprimierter
Patienten schwerwiegende Krankheitsbilder hervorrufen (DUBEY, 2004; GROR, 2004; KLUN
et al.,, 2006). Aufgrund der geringen Zell- und Wirtsspezifitdt zahlt die Toxoplasmose
weltweit zu den haufigsten parasitar-bedingten Infektionen (GROR, 2004). Es ist
anzunehmen, dass alle Warmbliter, sowohl Sduger, Vogel als auch Menschen fir den
Erreger empfanglich sind (ASPOCK, 1994; LIN, 1998; TENTER et al., 1999). Schitzungen
zufolge besitzt zwischen einem Drittel und der Halfte der Weltbevolkerung Antikorper gegen
diesen Parasiten (SIBLEY et al., 1992; ASPINALL et al.,, 2002; FEHLHABER, 2005; KIM und
WEISS, 2008). Die Infektion kann Uber die Nahrung, diaplazentar oder durch zufilligen
Kontakt (Gartenarbeit, Sandkasten, Katzentoilette) erfolgen. Neben mit Oozysten
verunreinigten Lebensmitteln wie Obst, Gemiise und Trinkwasser spielen im Rahmen des
alimentdren Infektionsgeschehens insbesondere kontaminierte Schlachttierkoper eine
zentrale Rolle (KAPPERUD et al., 1996; BOWIE et al., 1997; COOK et al., 2000; TENTER et al.,
2000; GROR et al., 2001; TENTER und FEHLHABER, 2002; DUBEY, 2004; DUBEY et al., 2007a).
Studien zur Seropravalenz belegen, dass der Erreger unter den lebensmittelliefernden Tieren
weit verbreitet ist, so dass mit dem Auftreten zystenhaltigen Fleisches in der
Lebensmittelkette zu rechnen ist (SEINECKE, 1996; SROKA, 2001; CAVALCANTE et al., 2006;
KLUN et al., 2006; LUDEWIG et al., 2007). Entsprechend wurden T. gondii- Zysten mehrfach
in  Fleisch und Fleischerzeugnissen nachgewiesen (GRORKLAUS et al., 1965;
WARNEKULASURIYA et al., 1998; ASPINALL et al., 2002; FEHLHABER et al., 2003; SCHULZIG
und FEHLHABER, 2006).

Da Fleisch bei der Rohwurst-Herstellung keinem Erhitzungsprozess oder anderen addquaten
Abtétungsmechanismen unterliegt, muss insbesondere bei diesen Erzeugnissen ein erhéhtes

Infektionsrisiko in Betracht gezogen werden (TENTER und FEHLHABER, 2002), wobei im
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Allgemeinen zwischen lang- und kurzgereiften Produkten unterschieden wird. Wahrend
langgereifte Rohwurst-Erzeugnisse aufgrund friiherer Untersuchungen gemeinhin als sicher
angesehen werden, bedlrfen vor allem kurzgereifte Produkte eingehenderer Betrachtung
(SOMMER et al., 1965; TENTER und FEHLHABER, 2002; BfR, 2005; BfR, 2006).

Weiterhin nicht ausreichend geklart ist das moglicherweise erhdhte Infektionspotential
Okologischer Produkte (TENTER und FEHLHABER, 2002). Bei vergleichenden Untersuchungen
von Mastschweinen wurden signifikant héhere Pravalenzen bei Tieren aus 6kologisch
bewirtschafteten Betrieben nachgewiesen, als bei konventioneller Haltung (LUDEWIG et al.,
2007). Additiv sind der Verzicht von Nitritpdkelsalz sowie haufig vorkommende
Reifungsfehler im Rahmen des Herstellungsprozesses 6kologischer Erzeugnisse zu beachten
(SOMMER et al., 1965; TENTER und FEHLHABER, 2002; BfR, 2006). Entsprechend diesem von
Rohwurst-Erzeugnissen ausgehenden, bislang nicht geklarten Gefahrdungspotential, weist
das Bundesinstitut fiir Risikobewertung in seiner Stellungnahme vom September 2005 auf
die Notwendigkeit weiterer Forschung hin.

Diese Ausgangssituation war Ansatzpunkt fir die in der vorliegenden Arbeit dargestellten
Untersuchungen zur Uberlebensfihigkeit von T. gondii bei der Herstellung unterschiedlicher
Rohwurst-Erzeugnisse unter Bericksichtigung verschiedener Produktionsverfahren. Durch-
gefihrt wurden die Untersuchungen mithilfe einer im Rahmen des Projektes entwickelten

Real Time-PCR.
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2. Schrifttum
2.1 Toxoplasma gondii
2.1.1 Taxonomie

) ein einzelliger eukaryotischer Mikroorganismus. Innerhalb

T. gondii ist wie alle Protozoen*
des Stammes der Alveolata ist er den Apikomplexa zugehorig. Dieser Unterstamm der
Alveolata ist von besonderem parasitologischem Interesse, da angehorige Vertreter haufig
als Parasiten von Evertebraten und Vertebraten in Erscheinung treten. So fallen neben
T. gondii die Erreger der Coccidiose, Babesiose und Malaria ebenfalls unter die Apikomplexa.
Als charakteristisches Merkmal besitzt der Parasit wie alle Apikomplexa den u. a. der
Identifikation und Infektion neuer Wirtszellen dienenden Apikalkomplex.

Die weitergehende Taxonomie gliedert T. gondii in die Klasse der Coccidia und dort innerhalb
der Ordnung der Eimeriida in die Familie der Toxoplasmatidae ein. Diese Familie umfasst die
Gattungen Toxoplasma, Hammondia, Neospora und Besnoitia, von denen neben Neospora

als Abortursache des Rindes vor allem die Gattung Toxoplasma als Zoonoseerreger eine

bedeutende Rolle spielt. Diese Gattung umfasst lediglich die Art gondii (ECKERT et al., 2005).

ﬂ{egnum Eukaryota \

Phylum Alveolata
Subphylum Apikomplexa
Classis Coccidia

Ordo Eimeriida
Familia Toxoplasmatidae
Genus Toxoplasma

Qpezies gondii /

Abbildung 1: Taxonomische Einordnung von T. gondii (ECKERT et al., 2005)

2 Sammelbezeichnung fir eine Gruppe sehr heterogener Stimme von Eukaryoten ohne

phylogenetische Bedeutung (ECKERT et al., 2005)
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2.1.2 Historischer Kontext

Die erste Beschreibung von T. gondii geht vermutlich auf das Jahr 1900 zuriick. LAVERAN
(1900) entdeckte in der Milz und im Knochenmark von Reisfinken einen Organismus, den er
als Heamoeba danilewskyi bezeichnete, bei dem es sich aber vermutlich um Toxoplasma
handelte.

Eine detailliertere Darstellung erfolgte acht Jahre spater durch NICOLLE und MANCEAUX
(1908). Die Wissenschaftler entdeckten den Erreger in Blut, Milz und Leber eines
nordafrikanischen Nagetieres und benannten ihn zundchst zégernd als Leishmania gondii.
Bereits ein Jahr spater entschlossen sie sich, einen neuen Genus zu errichten, und flihrten
aufgrund der Halbmondform (toxon = griechisch Bogen; plasma = griechisch Gebilde) das
Genus ,Toxoplasma“” ein; die Speziesbezeichnung ,gondii”“ erfolgte in Anlehnung an das
Wirtstier (Ctenodactylus gondii) (NICOLLE und MANCEAUX, 1909). Unabhangig davon wurde
das Protozoon fast zeitgleich aus einem an Paralyse verendeten Kaninchen in S3o Paulo,
Brasilien (SPLENDORE, 1908) isoliert. Darauf folgten weitere Beschreibungen von
Toxoplasma-Spezies aus vielen verschiedenen Tierarten (ASPOCK, 1994).

Den ersten Fall kongenitaler Toxoplasmose diagnostizierte vermutlich der Ophthalmologe
JANKU im Jahr 1923; er entdeckte Parasiten-Zysten in der Retina eines verstorbenen elf
Monate alten Kleinkindes mit Hydrozephalus und Mikrophthalmus. Finf Jahre spater
klassifizierte LEVADITI (1928) dieses Protozoon als Toxoplasma.

Dennoch blieb die Rolle des Parasiten als Humanpathogen weitgehend unbekannt, bis WOLF
et al. (1939a, b) von einem Fall bestatigter humaner Toxoplasmose berichteten. Es gelang
ihnen, Toxoplasmen im Tierversuch zu bestatigen, die sie zuvor bei Neugeborenen mit
Enzephalomyelitis isoliert hatten.

Mit dem ,,Dye-Test”, der noch heute als ,,Goldener Standard” fiir den Nachweis von T. gondii
gilt, legten SABIN und FELDMANN 1948 einen entscheidenden Grundstein in der
Toxoplasmose-Diagnostik. Durch die Anwendung des SABIN-FELDMANN-Tests offenbarte
sich die weltweite Verbreitung der Erkrankung. Die Ubertragungswege blieben dagegen
weiterhin ungeklart. Die diaplazentare Weitergabe der Infektion war ein zu seltenes Ereignis,
um die weitldufige Verbreitung der Erkrankung hinreichend zu erkldren (DUBEY, 1993).
WEINMANN und CHANDLER stellten 1954 die Hypothese auf, dass unzureichend erhitztes
Fleisch als Infektionsquelle in Frage kommt. Dies konnte 1965 durch DESMONTS et al. in

einem Experiment bewiesen werden. Die Infektionsrate von Kindern in einem Tuberkulose-
4
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Krankenhaus stieg von 10 % auf 100 %, nachdem ungeniigend erhitztes Lammfleisch dem
Speiseplan hinzugefligt worden war.

Dieser Ubertragungsweg bot jedoch keine hinreichende Erkldrung fiir die weite Verbreitung
der Erkrankung auch unter Herbivoren und Vegetariern (DUBEY, 1993). Erst die Entdeckung
von T. gondii-Zysten in Katzenkot im Jahre 1965 (HUTCHISON, 1965) lieferte den
entscheidenden Hinweis auf die Bedeutung der Katze bzw. aller Feliden im
Entwicklungszyklus des Parasiten. Die starke Verbreitung des Erregers iber das Medium
Katzenkot mit der damit verbundenen Moglichkeit der zufélligen Infektion (Reinigung von
Katzentoiletten, Gartenarbeit, Spielen in Sandkasten) kann als Erklarung fiir die teilweise
sehr hohen Seropravalenzen angesehen werden (TENTER et al., 2000). Im Jahr 1970 konnte
der Lebenszyklus von T. gondii fast zeitgleich durch mehrere voneinander unabhangige

Forschungsgruppen endgiltig aufgeklart werden (DUBEY et al., 1970; DUBEY, 1993).
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2.1.3 Morphologie

T. gondii ist ein obligat intrazelluldrer Parasit (SIBLEY et al., 1992; GUSTAFSSON et al., 1997,
LIN, 1998; LEE et al., 2000; BLACK und BOOTHROYD, 2000; ASPINALL et al., 2002), der in drei
verschiedenen Stadien in Erscheinung tritt, welche alle sowohl fiir die End- als auch fir die
Zwischenwirte infektios sind. Diese Stadien [Tachyzoiten, Bradyzoiten (Gewebszyste) und
Sporozoiten (Oozysten)] sind in einem komplexen Lebenszyklus miteinander verbunden
(BOCH, 1980; DUBEY et al., 1998).

Ultrastrukturell beinhalten alle T. gondii-Stadien zahlreiche Organellen und Einschluss-
korperchen, unterscheiden sich jedoch in Auspragung und Anzahl dieser Zellbestandteile.
Der Mikroorganismus besitzt keine sichtbaren Fortbewegungsorgane, kann jedoch durch
Gleiten, Beugen, Undulieren und Rotieren mandvrieren (DUBEY et al., 1998).

Als Angehorige der Apikomplexa besitzen Toxoplasmen einen Apikalkomplex, welcher eine
wichtige Rolle im Rahmen des Infektionsgeschehens spielt (SEITZ, 1994; ECKERT, 2005). Als
Bestandteil dieser Struktur ermdglicht das Konoid das Drehen, Vor- und Zuriickweichen des
Erregers beim Abtasten des Plasmalemms kurz vor der Penetration (CHIAPPINO et al., 1984).
Die Rhoptrien enthalten proteolytische Enzyme, die sie im Rahmen der Zellpenetration nach
aullen sekretieren (NICHOLS et al., 1983; SAFFER et al., 1992; DUBEY et al., 1998). Obwohl
die Funktion des Konoids, der Rhoptrien, der Mikroporen (zytostomartige Strukturen:
NICHOLS et al.,, 1983; CHIAPPINO et al.,, 1984), sowie der Mikronemen (rutenférmige
Strukturen) noch nicht vollstandig geklart ist, wird vermutet, dass sie eine entscheidende
Rolle fiir die Penetration neuer Wirtszellen sowie fiir die Schaffung eines parasitenfreund-
lichen Milieus im Zellinneren spielen (DUBEY et al., 1998).

Die Bezeichnung Tachyzoit geht auf FRENKEL (1973) zuriick und bezieht sich auf die schnelle
Vermehrung dieses Stadiums in allen Zellen der Zwischen- und in den nicht intestinalen
Epithelzellen der Endwirte (tachos = griechisch schnell). Die halbmond- bis sichelférmigen
Endozoiten bzw. Merozoiten besitzen einen spitzen cranialen und einen runden caudalen Pol
(DUBEY et al., 1998). Mit einer GréBe von durchschnittlich 2 x 6 um (DUBEY et al., 1998) sind
sie problemlos lichtmikroskopisch darstellbar. Die Penetration der Wirtszelle erfolgt
entweder aktiv oder mittels Phagozytose (NICHOLS et al., 1983; DUBEY et al., 1998; BLACK
und BOOTHROYD, 2000). Nach dem Eindringen nimmt der Erreger eine ovoide Gestalt an

und ist von einer parasitiren Vakuole umgeben. Die meist asynchrone Teilung der
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Tachyzoiten fiihrt zu einer zufalligen Anordnung innerhalb der Wirtszelle, eine rosettenartige
Verteilung ist hingegen die Folge seltener synchroner Teilungsvorgange (DUBEY et al., 1998).
Gewebszysten reprasentieren die endogene Dauerform des Parasiten und bestehen aus
einer sehr widerstandsfahigen Zystenmembran und einer je nach Alter der Zysten stark
variierenden Anzahl an Bradyzoiten (DUBEY et al., 1998). Die Bezeichnung Bradyzoit geht
ebenfalls auf FRENKEL (1973) zurick und beschreibt die im Vergleich zu Tachyzoiten
niedrigere Teilungsfrequenz (brady = griechisch langsam). Junge Zysten beinhalten teilweise
nur zwei Bradyzoiten und besitzen einen Durchmesser von lediglich 5 um, wohingegen
dltere hunderte Erreger enthalten konnen (DUBEY et al.,, 1998). Form und GroRRe der
Gewebs-Zysten variieren zudem je nach Gewebeart der infizierten Wirtszelle. Wahrend z. B.
Gehirn-Zysten zumeist von spheroidaler Gestalt sind und selten Durchmesser von 70 um
erreichen, sind Muskelzysten eher langlich orientiert und erreichen GréRen um 100 pum
(DUBEY, 1993). Bradyzoiten zeigen Abmessungen von durchschnittlich 7 x 1,5 um
(MEHLHORN und FRENKEL, 1980) und sind den Tachyzoiten bis auf wenige Unterschiede im
morphologischen Erscheinungsbild sehr dhnlich (DUBEY et al., 1998).

Das dritte Stadium ist die exogenen Umwelteinflissen gegeniber sehr resistente Oozyste
(BOCH, 1980; TENTER et al.,, 2000). Unsporuliert erscheint sie kugelartig mit einem
Durchmesser von ungefdahr 10 x 12 um. Das Innere wird fast vollstandig durch den Sporonten
ausgefullt. Nach der Sporulation in der AuBenwelt, ca. 1 bis 5 Tage nach dem Ausscheiden
durch den Endwirt, verdandert sich die duRere Form der sporulierten Oozyste in Richtung
einer Ellipse, der Durchmesser erreicht 11 x 13 um. Nach der Sporulation beinhaltet die
Oozyste zwei ellipsenférmige Sporozysten (6 x 8 um), die jeweils vier Sporozoiten mit einer
Grole von 2 x 6 bis 8 um enthalten. Ultrastrukturell sind Sporozoiten den Tachyzoiten sehr

dhnlich (DUBEY et al., 1998).



Literatur

214 Entwicklungszyklus

Der Entwicklungszyklus von T. gondii ist fakultativ heteroxen. Hierbei kommt es lediglich im
Darm von Feliden, von denen in unseren Breiten der Katze die groBte epidemiologische
Bedeutung zukommt, zu einer Entwicklung mit geschlechtlicher Differenzierung und
Oozystenbildung. Die ungeschlechtliche Entwicklung ist hingegen vermutlich in Zellen der
verschiedensten Organe fast samtlicher warmblitiger Tiere inklusive des Menschen moglich
(HEYDORN, 1979; SEITZ, 1994; TENTER und FEHLHABER, 2002).

Der Entwicklungszyklus von T. gondii ist sehr komplex und ldsst sich in drei grundsatzliche
Infektionszyklen unterteilen. Am ldngsten bekannt ist die Ubertragung von Zwischenwirt zu
Zwischenwirt Uber die Aufnahme von infiziertem Fleisch. Bereits 12 bis 24 Stunden nach
dem Verzehr konnen die Parasiten in Mesenteriallymphknoten sowie einigen weiteren
Organen nachgewiesen werden. Dort kommt es durch fortgesetzte Endodyogenie
(besondere Form der Zweiteilung) Gber einen Zeitraum von bis zu drei Wochen zu einer
intrazelluldaren Vermehrung des Parasiten (HEYDORN, 1979). Die aufgrund ihrer schnellen
Teilungsfrequenz als Tachyzoiten bezeichneten Merozoiten werden hamatogen und
lymphogen verbreitet und befallen auf diese Weise innerhalb weniger Tage verschiedenste
Zelltypen und Organe (HEYDORN, 1979; TENTER et al.,, 2000; TENTER und FEHLHABER,
2002). Schon ab dem 3. Tag p. i.,, vermehrt jedoch erst ab dem 8. kommt es vermutlich
aufgrund einer sich entwickelnden Immunitdt im Wirtstier zur Bildung von Zysten, die
Bradyzoiten enthalten (HEYDORN, 1979; LINDSAY et al., 1997a). Diese endogene Dauerform
des Parasiten kann Jahrzehnte, vermutlich sogar lebenslang, persistieren (GROR et al., 1996;
LINDSAY et al.,, 1997a; TENTER et al., 2000). Auch innerhalb dieser sich in allen Organen
entwickelnden Zysten erfolgt die Vermehrung durch Endodyogenie. Mit Ausbildung der
Gewebszysten ist dieser unvollstandige Entwicklungszyklus abgeschlossen (HEYDORN, 1979).
Der vermutlich wichtigste Entwicklungszyklus ist mit der Entdeckung von Oozysten in
Katzenkot bekannt geworden (HUTCHISON, 1965; HEYDORN, 1979). Die Verfiutterung
zystenhaltiger Organe eines Zwischenwirtes an Katzen fiihrt in deren Diinndarmepithelien
zu einer typischen Kokzidienentwicklung mit Schizogonie, Gamogonie und Oozystenbildung
(HEYDORN, 1979). Nach einer Prdpatenz von ca. drei bis finf (10) Tagen kommt es lber
einen Zeitraum von ein bis zwei Wochen zur Ausscheidung unsporulierter Oozysten mit dem
Kot (HEYDORN, 1979; LINDSEY et al., 1997a). Dariberhinaus findet aber auch im Endwirt,

analog der im Zwischenwirt beschriebenen Entwicklung, eine extraintestinale
8
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ungeschlechtliche Vermehrung mit Gewebszystenbildung statt (DUBEY, 1979; HEYDORN,
1979). Die ausgeschiedenen Oozysten sporulieren in der AulRenwelt in Abhangigkeit der
Temperatur innerhalb von ein bis vier Tagen (HEYDORN, 1979; BOCH, 1980). Die Aufnahme
dieser sporulierten Oozysten durch einen potentiellen Zwischenwirt fihrt wiederum zur
Produktion von Tachyzoiten, aus denen sich im Anschluss an eine durch massive
Vermehrung gekennzeichnete Periode Gewebszysten in den verschiedenen Organen
entwickeln (HEYDORN, 1979).

Der dritte Entwicklungszyklus lauft ohne Einschaltung eines Zwischenwirtes nur im Endwirt
ab. Hierbei infizieren sich Angehorige der Feliden mit sporulierten Oozysten. Dies flhrt
ahnlich der bei Zwischenwirten beschriebenen Situation zur Bildung von Tachyzoiten mit
einer sich anschlieRenden generalisierten Infektion und Zystenbildung in den Organen. Erst
ab dem 18. bis 20. Tag p. i. kommt es im Darm zur Kokzidienentwicklung mit Schizogonie,
Gamogonie und Oozystenbildung. Demzufolge wird der Zwischenwirtzyklus in diesem Fall
nicht tUbersprungen, sondern lediglich in den Endwirt verlagert. Das Auftreten von Oozysten
im Kot ist bei diesem Zyklus frilhestens ab dem 21. Tag nach der Infektion zu erwarten

(HEYDORN, 1979).
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2.1.5 Genetik

Das aus drei Komponenten bestehende Genom von T. gondii befindet sich im Nukleus, im
Mitochondrium und im Apikoplasten. Das nukledre Genom wird auf 87 Megabasen (Mb)
geschatzt und ist in 11 Chromosomen organisiert, die mit den romischen Ziffern la, Ib, Il bis X
angegeben werden. Die GroBe der Chromosomen variiert von ca. 1,8 bis Gber 10 Mb
(AJIOKA, et. al., 2001). Die genetische Populationsstruktur von T. gondii wurde mithilfe von
RFLP (Multilokus-Restriktions-Fragment-Ldngen-Polymorphismus) -Analysen untersucht und
die grolRe Mehrheit (> 95 %) der Isolate in lediglich drei klonale Linien (Typ I, II, lll) eingeteilt
(HOWE und SIBLEY, 1995; HOWE et al., 1997). Bis vor kurzem wurde T. gondii
dementsprechend als hoch klonal, mit einer nur sehr geringen genetischen Variabilitat,
angesehen. Demgegeniiber weisen erst vor kurzem isolierte Stamme aus vielen Lédndern bei
mit Hilfe mit neuer Marker durchgefiihrten genetischen Charakterisierungen eine hoéhere
genetische Variabilitat als bisher angenommen auf (LEHMANN et al., 2006; DUBEY et al.,
2007a). Geographisch scheinen in Europa und den USA die klonalen Linien I, Il und Ill zu
dominieren. Im Gegensatz dazu liegen in anderen Teilen der Welt, insbesondere in
Stdamerika und Afrika, Hinweise fur das Vorherrschen atypischer Genotypen vor (PEYRON
et al., 2006; RKI, 2007b; EFSA, 2007). Die Virulenz der drei klonalen Linien ist im Mausmodell
gut untersucht worden und steht im Zusammenhang mit der Pathogenitat bei Mausen. Indes
zeichnen sich Typ I-Toxoplasmen durch eine hohe Virulenz aus. Bereits ein lebensfahiger
Organismus eines RH- oder eines genetisch dhnlichen Stammes hat eine LD1go zur Folge
(HOWE et al., 1996). Im Gegensatz dazu werden Typ II- (z.B. ME 49 Stamm) und Typ lllI- (z.B.
CEP Stamm) Toxoplasmen als relativ avirulent angesehen (AJIOKA et al., 2001; VINEY, 2002).
Entsprechend liegt die LDsp nichtvirulenter Stimme bei > 10* Parasiten (HOWE et al., 1996).
Obwohl Stamme aller drei Linien beim Menschen isoliert wurden, scheint die Mehrheit der
Toxoplasmose-Falle (Gber 70 %) auf Typ llI-Toxoplasmen zuriickfihrbar zu sein (HOWE und
SIBLEY, 1995; HOWE et al., 1997; AJZENBERG et al., 2002; RKI, 2007b; EFSA, 2007). Damit
Ubereinstimmend wurden in einer Studie von HOWE et al. (1996) 81 % der untersuchten
Infektionen durch Typ II-Toxoplasmen verursacht. Lediglich 10 % bzw. 9 % wurden durch Typ
I- bzw. Typ lll-Toxoplasmen hervorgerufen. Kongenitale und okuldre Infektionen sowie
schwere Erkrankungen immunkompetenter Patienten sind hingegen vermutlich eher mit Typ
I-Toxoplasmen assoziiert (HOWE und SIBLEY, 1995; FUENTES et al., 2001; CARME et al.,

2002; SWITAJ et al., 2006).
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2.2 Toxoplasmose
2.21 Risikofaktoren und Infektionsquellen

Vergleicht man die Inzidenzen préanataler Infektionen (0,47 bis 12/1000 Neugeborenen) mit
den in Mitteleuropa vorherrschenden Seropravalenzen gebarfahiger Frauen (37 % — 58 %),
so wird ersichtlich, dass nur ein geringer Prozentsatz der humanen Toxoplasmosen auf eine
vertikale Ubertragung der Erkrankung zuriickzufiihren ist (DAR et al., 1997; PAUL et al., 2000;
PAUL et al., 2001; TENTER et al., 2000; VELA-AMIEVA et al., 2005; EFSA, 2007). Dies wirft die
Frage auf, welche Gegebenheiten zur horizontalen Infektion des Menschen fiihren, wobei zu
berlicksichtigen ist, dass nicht allen moglichen Infektionswegen eine bedeutende Rolle
zukommt. Dariberhinaus besteht eine grofle Variation der Infektionsquellen und Risiko-
faktoren zwischen verschiedenen ethnischen Gruppen und geographischen Lokalisationen
(TENTER et al.,, 2000; EFSA, 2007). Im Allgemeinen wird davon ausgegangen, dass die
Majoritat der horizontalen Infektionen des Menschen entweder durch die Aufnahme von
mit Gewebszysten infiziertem Fleisch, Fleischerzeugnissen bzw. Innereien oder durch die
Ingestion von mit sporulierten Oozysten kontaminiertem Wasser und Lebensmitteln (Obst,
Gemise etc.) bzw. durch deren versehentliche Aufnahme aus der Umwelt (Gartenarbeit,
Sandkasten), bedingt ist (KAPPERUD et al., 1996; COOK et al., 2000; TENTER et al., 2000;
STUDENICOVA et al., 2006; DUBEY et al., 2007a; EFSA, 2007).

Ausscheidung unsporulierter
Y LOozysten mit dem Kot
Sporulation in der AuRBenwelt

R
}
> innerhalb von 2 bis 5 Tagen

v

Zwischenwirt

von Oozysten:

Gartenarbeit
Katzentoilette l

Sandkasten ‘ Kontaminiertes,
R ungentigend

28® gewaschenes Obst
und Gemuse als

Infektionsfahige Oozyste

T Orale
/ Aufnahme
l Direkte Aufnahme l durch den

¢ >
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(P22

Ausbildung von Gewebszysten im Zwischenwirt

Abbildung 2: Infektionszyklus von T. gondii (mod. nach DUBEY, 1993 u. TENTER et al., 2000)
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Im Folgenden werden die verschiedenen Risikofaktoren und Infektionsquellen (schematische
Ubersicht in Abbildung 2) unterteilt nach den T. gondii-Entwicklungsstadien [Tachyzoiten,

Gewebszysten (Bradyzoiten), Oozysten (Sporozoiten)] besprochen.

2.21.1 Tachyzoiten

Durch den méglichen Ubertritt auf den Feten kommt Tachyzoiten im Rahmen der vertikalen
Ubertragung der Infektion die groRte Bedeutung zu. Da sie auerhalb ihres Wirtes aufgrund
der hohen Empfindlichkeit Umwelteinfliissen gegeniber schnell absterben, wird ihnen fir
den horizontalen Ubertragungsweg epidemiologisch hingegen kein groRer Stellenwert
beigemessen. Nichtsdestotrotz treten Tachyzoiten-bedingte Infektionen hin und wieder auf
(TENTER et al., 2000).

Beschrieben sind Toxoplasmose-induzierte Komplikationen bei Herz-, Nieren-, Leber- und
Knochenmarkstransplantationen, wobei diese sowohl durch Tachyzoiten als auch durch
Gewebszysten vermittelt werden kénnen (MCGREGOR et al., 1984; BARCAN et al., 2000;
TENTER et al.,, 2000). Die Komplikationen kdénnen zum Einen bei T. gondii-negativen
Empfangern positiver Organe und zum Anderen bei positiven immunsupprimierten
Empfangern als Folge der Reaktivierung einer bestehenden latenten Infektion auftreten
(HILL und DUBEY, 2002). Entsprechend kam es bei einer Untersuchung von MCGREGOR et
al., (1984) bei drei von vier Herztransplantationen T. gondii-positiver Spender an negative
Empfanger zu einer Krankheitstibertragung, wobei ein Patient an den Folgen der Infektion
verstarb. In einem anderen Fall fiihrte eine Lebertransplantation bei einer T. gondii-positiven
Empfingerin zu einer Pneumonie im Rahmen einer reaktivierten Toxoplasmose (BARCAN et
al., 2000).

Uber Blutprodukte ist eine Ubertragung ebenfalls méglich (JANITSCHKE et al., 1974; TENTER
et al., 2000; HILL und DUBEY, 2002). Im Hinblick auf die nur kurz andauernde Parasitamie im
Anschluss an die Primadrinfektion erscheint das mit einer normalen Bluttransfusion
einhergehende Risiko jedoch gering (JANITSCHKE et al., 1974; TENTER et al., 2000).

Obwohl Toxoplasmen in der Milch verschiedener Zwischenwirte wie Schaf, Ziege und Rind
nachgewiesen wurde, beschranken sich Berichte Uber durch diese Tiere verursachte akute
Toxoplasmosen auf unpasteurisierte Ziegenmilch (SACKS et al., 1982; COOK et al., 2000;

TENTER et al., 2000). Angesichts der hohen Empfindlichkeit von Tachyzoiten gegeniber
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gastrischen Enzymen werden sie in der Regel durch die Verdauung im Magen abgetotet
(TENTER et al., 2000). Eine mégliche Erkldrung fiir die Ubertragung der Tachyzoiten iiber
unpasteurisierte Milch ist die Penetration mukosaler Gewebe, wodurch die Erreger vor
Eintritt in den Magen in den Blutkreislauf sowie das lymphatische System gelangen kdnnten
(DUBEY und FRENKEL, 1976; SUMYUEN et al., 1995; JOHNSON, 1997). Darilberhinaus
scheinen Tachyzoiten bisweilen bis zu zwei Stunden in Pepsin-Losungen Uberleben zu
konnen (DUBEY, 1998b). Bericksichtigt man zudem, dass vollwertige Mahlzeiten bei
Erwachsenen zu einer Erhohung des pH-Wertes fihren kénnen und Kinder insgesamt eine
niedrigere Konzentration proteolytischer Enzyme besitzen, kann nicht ausgeschlossen
werden, dass einige postnatal erworbene Toxoplasmosen auf die Ingestion mit Tachyzoiten
zurlickzufiihren sind (EFSA, 2007). Diese These wird durch Studien, die Milch als potentiellen
Risikofaktor fiir eine Toxoplasma-Infektion postuliert haben, unterstitzt (PAUL, 1998; COOK
et al.,, 2000). Da ein gewisses Gefahrdungspotential ausgehend von Milch folglich nicht
ausgeschlossen werden kann, sollte diese, insbesondere die von der Ziege Stammende, vor
dem Verzehr abgekocht bzw. pasteurisiert werden (TENTER et al., 2000). Eine weitere
mogliche Infektionsquelle kénnten Eier sein. Bei einer artifiziellen Infektion von 16 Hihnern
wurde der Erreger bei einem von 327 gelegten Eiern nachgewiesen (JACOBS und MELTON,
1966). Allerdings gilt kommerziell gehaltenes Geflliigel zum Einen faktisch als Toxoplasma-
frei, zum Anderen sollte auch hier jede Art der Erhitzung zum Abt6ten des Erregers flhren

(TENTER et al., 2000).
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2.2.1.2 Gewebszysten (Bradyzoiten)

Die im Fleisch von Nutztieren enthaltenen Gewebszysten stellen fiir den Menschen eine
bedeutende (SOMMER et al., 1965; SEITZ, 1994; KAPPERUD et al., 1996; JANITSCHKE, 1999;
TENTER et al., 2000; COOK et al., 2000; TENTER und FEHLHABER, 2002; LUNDEN et al., 2002;
STUDENICOVA et al.,, 2006; SCHULZIG und FEHLHABER, 2006; LUDEWIG et al., 2007),
vielleicht sogar die wichtigste Infektionsquelle dar (SEITZ, 1994). Da Gewebszysten
Verdauungsenzymen gegeniber resistenter sind als Tachyzoiten, fihrt die Aufnahme von
Gewebszysten bei einem nicht immunen Wirt in der Regel zu einer Infektion (DUBEY et al.,
1998; TENTER et al., 2000).

Studien zur Seropravalenz verdeutlichen, dass die Zoonose bei fleischliefernden Haus- und
Wildtieren weit verbreitet ist (GAMBLE et al.,, 1999; FEHLHABER et al., 2003; GAUSS et al.,
2005; SCHULZIG und FEHLHABER, 2005; CAVALCANTE et al., 2006; KLUN et al., 2006;
LUDEWIG et al., 2007). Darlberhinaus haben Untersuchungen von rohem Fleisch dieses
eindeutig als Infektionsquelle identifiziert (SOMMER et al., 1965; SCHULZIG und FEHLHABER,
2006), wobei in Deutschland, in Abhadngigkeit von der Verzehrshaufigkeit, dem Schweine-
fleisch die grofRte Bedeutung zuzukommen scheint (LUDEWIG et al., 2007). Zudem wurden
Toxoplasmen auch in Hackfleisch und ,Hackepeterproben” des Handels nachgewiesen
(GRORKLAUS et al., 1965; FEHLHABER et al., 2003). Der Rohfleischverzehr kann somit als
potentielles Infektionsrisiko angesehen werden (KAPPERUD et al., 1996; CHOI et al., 1997;
COOK et al., 2000; STUDENICOVA et al., 2006).

Fleisch und Fleischerzeugnisse werden fiir den menschlichen Genuss auf unterschiedlichste
Art und Weise bearbeitet und zubereitet. Wahrend manche Be- und Verarbeitungsweisen
keinerlei Einfluss auf die Infektiositdat von Toxoplasmen haben, sind einige Prozesse dazu
geeignet, den Erreger abzutéten. Keinen Einfluss auf die Infektiositdit von Gewebszysten
haben die im Rahmen der Fleischreifung stattfindende pH-Wert-Senkung sowie der Vorgang
des Wolfens (SOMMER et al., 1965; GROBKLAUS und BAUMGARTEN, 1967). Erst die starkere
Zerkleinerung mithilfe einer Kolloidmuhle fiihrt zu einer Verringerung infektionstiichtiger
Zysten (SOMMER et al., 1965). Als addquate Methode zur Abtdtung des Erregers haben sich
Hochdruckbehandlungen ab 300 MPa erwiesen (LINDSAY et al., 2006).

Gegenstand intensiver Untersuchungen war der Einfluss verschiedener Temperaturbehand-
lungen. Hierbei hat sich herausgestellt, dass die reine Kihlung nicht geeignet ist, um

Toxoplasmen unschadlich zu machen (GROBKLAUS und BAUMGARTEN, 1967). Werden die
14



Literatur

Temperaturen jedoch unter den Gefrierpunkt abgesenkt, ist eine Abtétung maoglich. In einer
diesbezliglichen Studie von KOTULA et al. (1991) blieb die Infektiositat zwischen -1 und
-3,9 °C fir 22 Tage erhalten und reduzierte sich bei einer weiteren Absenkung der
Temperatur auf -6,7 °C bereits auf ca. 11 Tage. Ab bzw. unter -12,2 °C waren schon bei
kurzen Einwirkzeiten keine infektionsfahigen Erreger mehr nachweisbar. Vereinzelt wird
jedoch von Féllen berichtet, bei denen die Infektiositdt auch bei Temperaturen von -12,2 °C
bzw. darunter erhalten blieb (GROBRKLAUS und BAUMGARTEN 1967; KOTULA et al., 1991).
Hitzeeinwirkung ist ebenfalls zur Abtétung von T. gondii-Zysten geeignet. Untersuchungen
von DUBEY et al. (1990) ergaben, dass Toxoplasmen bei 52°C bis zu 24 min Uberleben
kénnen, ein weiterer Temperaturanstieg auf 64 °C erniedrigte die Uberlebensdauer bereits
auf drei Minuten und ab 67 °C wurden keine lebensfahigen Toxoplasmen mehr nach-
gewiesen. Die Erhitzung kann somit als effizientes Mittel zur Zysteninaktivierung angesehen
werden. Die Verwendung von Mikrowellen scheint indes, vermutlich aufgrund der
ungleichméaRigen Erwarmung des Fleisches, weniger verldsslich zu sein (LUNDEN und
UGGLA., 1992).

Der Effekt des Raucherns auf die Infektidsitat der Zysten ist bislang wenig untersucht.
Obwohl nach der Rducherung einer Hammelkeule fiir 24 h bis 48 h bei 50°C keine lebenden
Toxoplasmen nachgewiesen wurden, ist die Effizienz dieses Verfahrens in Bezug auf die
Abtotung der Zysten bei kurzzeitiger Heil3- bzw. Kaltraucherung groBvolumiger Wiirste sowie
bei Fliissigrauchanwendung fraglich (LUNDEN und UGGLA, 1992, TENTER und FEHLHABER,
2002).

Diesen Ausflihrungen ist zu entnehmen, dass Toxoplasmen im Rahmen der Lebensmittel-
gewinnung am sichersten durch Temperaturen < -13 °C bzw. > 67 °C inaktiviert werden
konnen. Besonderes Augenmerk ist demnach unter anderem auf die Sicherheit von
Rohwurst-Erzeugnissen zu richten, da im Herstellungsprozess dieser Produkte sicher
schiitzende PraventivmalRinahmen, wie Erhitzungsschritte, fehlen. Bisherige Untersuchungen
lassen beziglich der Rohwurst-Produktsicherheit keinen endgtltigen Schluss zu (BfR, 2006).
In einem Versuch von SOMMER et al. (1965) wurden frisch produzierte, gewerbeibliche
Salamiwirste (Kaliber 75 mm) mit einer langen Kandlle artifiziell mit T. gondii-Zysten
versetzt. Im Anschluss wurden diese Erzeugnisse unter Anwendung der Kalt- bzw.
Feuchtraucherung sowie der Lufttrocknung gereift. Bereits nach zwei Tagen konnten,

unabhangig vom angewendeten Herstellungsverfahren, in keiner der Wirste
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infektionsfahige Zysten nachgewiesen werden. TENTER und FEHLHABER (2002) schlieRen
hierdurch auf die Unbedenklichkeit langgereifter Produkte, weisen aber auf ein
verbleibendes Restrisiko bei nicht oder nur kurzgereiften Rohwurst-Erzeugnissen hin. Auch
das BfR warnt vor einer moglichen Infektionsgefahr bei dem Verzehr von Tartar, Mett- und
Teewdirsten (BfR, 2006).

Ein weiterer Unsicherheitsfaktor sind Okoprodukte. Der Lebenszyklus von T. gondii bedingt,
dass Tiere aus Okologischer Haltung starker mit Toxoplasmen belastet sind als Tiere aus
herkdmmlichen Betrieben. Entsprechend waren Schweinefleischproben &kologischer
Herkunft mit 9 % signifikant haufiger T. gondii-positiv als Schweinefleisch konventioneller
Herkunft (2,5 %) (SCHULZIG und FEHLHABER, 2006). Darilberhinaus kommen weitere
Faktoren im Rahmen des Herstellungsprozesses dkologischer Produkte hinzu. Der Verzicht
auf Nitritpdkelsalz als Umrétungsmittel kann die Uberlebenswahrscheinlichkeit von
T. gondii-Zysten erhohen. Untersuchungen von SOMMER et al. (1965) ergaben, dass das
Nitrit im Pdkelsalz einen wichtigen Beitrag zur Abtotungseffizienz von T. gondii beisteuert.
Bei Verwendung reiner Kochsalzlosungen in steigenden Konzentrationen konnten selbst bei
Verwendung 8 %-iger Losungen noch nach vier Tagen infektionsfahige Zysten nachgewiesen
werden. Nitrit-Pokellaken entsprechender Konzentrationen (acht Baumé—Grade) toteten
den Erreger innerhalb eines Tages ab, hier ergab sich eine eindeutige Korrelation zwischen
Konzentrationssteigerung und Abtotungseffekt (SOMMER et al., 1965).

Verschiedenste Untersuchungen von Bioprodukten zeigen zudem starke Qualitats-
schwankungen, deren Ursache oft in technologischen Unzuldnglichkeiten zu suchen ist
(MULLER et al., 1994). Vorkommende Reifungsfehler sowie erhdhte aw- und pH-Werte
kénnten ein lingeres Uberleben von T. gondii-Zysten begiinstigen (TENTER und FEHLHABER,
2002).

Neben der thematisierten Infektionsmoglichkeit durch die orale Aufnahme von mit Zysten-
kontaminiertem Fleisch deuten die z. T. iberdurchschnittlich hohen Seroprévalenzen von
Fleischern, Schlachthofmitarbeitern und Personen, die ihre Haustiere mit rohem Fleisch
flttern darauf hin, dass schon allein der Umgang mit rohem Fleisch als Infektionsquelle
anzusehen ist (PRICE, 1969; RIEMANN et al., 1975; AMIN und MORSY, 1997; DIAS et al.,
2005; GONCALVES et al., 2000).
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2.2.1.3 Oozysten (Sporozoiten)

Da lediglich Feliden, in unseren Breiten insbesondere die Katze, den Erreger in Form von
resistenten Oozysten in der Umwelt freisetzen, sind sie fiir die Verbreitung des Parasiten von
entscheidender Bedeutung (Seitz, 1994; DUBEY, 1995; DUBEY et al., 2006; SHARIF et al.,
2008). Die Ausscheidung von Oozysten nach einer Erstinfektion ist zwar auf einen relativ
kurzen Zeitraum von zwei bis drei Wochen beschrankt; diese Zeitspanne gentigt jedoch, um
Millionen von Oozysten mit dem Kot freizusetzen (SEITZ, 1994; DUBEY, 1995; LAPPIN, 1999;
DABRITZ et al., 2007). Nach einer einmal erfolgten Ausscheidung von Oozysten entwickeln
Katzen im Allgemeinen eine Immunitat, die eine erneute Freisetzung bei einem weiteren
Kontakt mit dem Erreger verhindert (DUBEY, 1995; DAVIS und DUBEY, 1995). Wie lange
diese Immunitat anhalt, ist noch nicht hinreichend geklart (DUBEY, 1995). In einer auf dieser
Fragestellung beruhenden Studie von DUBEY (1995) bestand bei finf von flinf Katzen 39
Tage nach einer artifiziellen Erstinfektion bei einer Reinfektion eine stabile Immunitat; sogar
nach 77 Monaten wurden bei fiinf von neun Tieren nach einer Reinfektion keine Oozysten
im Kot nachgewiesen. Die kurze Ausscheidungsperiode im Leben einer Katze erklart die in
Tabelle 1 dargestellten geringen prozentualen Oozysten-Nachweisraten zwischen 0 % und
2 %. Zur Beurteilung der Umweltbelastung sind deshalb serologische Erhebungen von
entscheidender Bedeutung; insbesondere da eine positive Serologie indiziert, dass die Katze
zu einem gegebenen Zeitpunkt Oozysten ausgeschieden hat (GAUSS et al., 2003; BRESCIANI
et al., 2007). Auf der Basis der geschatzten Katzenkotmenge wurde die jahrliche Belastung
der Umgebung in einer Studie von DABRITZ et al. (2007) auf 94 bis 4.671 Oozysten/m’

geschatzt.

Tabelle 1: Nachweishaufigkeit von T. gondii-Oozysten bei Katzen

Land Pravalenzin % nl)/Nz) Literatur Datum
Brasilien 0 0/170 DUBEY et al. 2006
Brasilien 1,3 3/237 PENA-etal. 2006
China 0 0/34 DUBEY etal. 2007
Deutschland 0 0/259 HECKING-VELTMAN et al. 2001
Deutschland 0,1 22/20317 SCHARES et al. 2008
Frankreich 0,2 2/858 SCHARES et al. 2008
Osterreich 0,1 1/994 SCHARES et al. 2008
Spanien 0 0/382 MIRO et al. 2004
USA 1,8 5/274 DUBEY et al. 1995
USA 0,9 3/326 DABRITZ et al. 2007
Y Anzahl positiv 2 Anzahl untersucht
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Die mit dem Kot der Feliden in die AuBenwelt gelangenden Oozysten (SEITZ, 1994; LAPPIN,
1999) koénnen zur Kontamination von Trinkwasser, Obst, Gemise sowie der Umgebung
fihren und reprasentieren infolgedessen eine enorme Infektionsquelle (KAPPERUD et al.,
1996; BOWIE et al., 1997; COOK et al., 2000; TENTER et al., 2000; BAHIA-OLIVEIRA et al.,
2003, STUDENICOVA et al., 2006). Verunreinigtes Trinkwasser wurde in mehreren Studien als
potentieller Risikofaktor beschrieben (BOWIE et al., 1997; ARAMINI et al., 1998; ARAMINI et
al., 1999; BAHIA-OLIVEIRA et al., 2003; ERTUG et al., 2005). Im Rahmen eines grofRen
Toxoplasmose-Ausbruches in Kanada im Jahr 1995 wurde in 100 Fallen eine akute
Toxoplasma-Infektion nachgewiesen. Von den Betroffenen lebten 94 in der Gegend Greater
Victoria; sechs weitere Personen gaben bei der Befragung einen Besuch dort an. Es konnte
ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Infektion und einem nahegelegenen Wasser-
reservoir hergestellt werden. Untersuchungen deuten darauf hin, dass sowohl domestizierte
als auch Wildfeliden zu dieser Kontamination gefiihrt haben. Die Autoren sehen in diesem
Fall das mit Toxoplasmen verunreinigte und ungefilterte Trinkwasser als die
wahrscheinlichste Infektionsquelle fir den kommunalen Ausbruch (BOWIE et al.,, 1997;
ARAMINI et al., 1998; ARAMINI et al., 1999). Gleichfalls durch Oozysten bedingt wird der
Verzehr von mit Toxoplasmen kontaminiertem Obst und Gemiuse in der Literatur ebenfalls
als potentielle Infektionsquelle thematisiert (KAPPERUD et al., 1996; STUDENICOVA et al.,
2006).

Ergebnisse einer europaischen Studie von COOK et al. (2000) deuten sogar darauf hin, dass
neben der oralen Aufnahme zystenhaltiger Lebensmittel bereits der alleinige Kontakt zu
kontaminiertem Erdboden als potentielles Infektionsrisiko anzusehen ist. Die Autoren
fuhrten 7 % bis 17 % der ermittelten Infektionen auf einen zufalligen Kontakt zuriick (COOK
et al.,, 2000), wie er z.B. bei der Gartenarbeit oder bei in Sandkisten spielenden Kindern
zustande kommt (TENTER et al., 2000).

Der direkte Katzenkontakt wird hingegen im Allgemeinen nicht als Risikofaktor fiir eine
Infektion angesehen (ANONYM, 1999; TENTER et al., 2000); die Untersuchungsergebnisse
von Studien zur Seropravalenz des Menschen differieren jedoch. Wahrend BARBIER et al.
(1983) und SUKTHANA et al. (2000) aufgrund ihrer Ergebnisse eine deutliche Verbindung
zwischen einem regelmafligem Kontakt zu Katzen und einem erhohten Infektionsrisiko
festgestellt haben, konnten andere Autoren einen derartigen Zusammenhang nicht

herstellen (KAPPERUD et al., 1996; DAR et al., 1997; COOK et al., 2000; ERTUG et al., 2005).
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Zu bedenken ist, dass von Katzen ausgeschiedene Oozysten zunachst unsporuliert und
demzufolge nicht infektids sind (HEYDORN, 1979; LINDSAY et al., 1997a; TENTER et al.,
2000). Folglich fuhrt der direkte Kontakt zu Katzen normalerweise nicht zu einer Infektion.
Entsprechend bedeutet der Besitz von Katzen sowie die Haltung der Tiere im Haus nicht
zwangslaufig ein Infektionsrisiko, insbesondere wenn entsprechende PraventivmaRBnahmen
(v. a. tagliche Entfernung des Kotes, Reinigung der Katzentoilette mit heifem Wasser und
Reinigungsmitteln) eingehalten werden (TENTER et al., 2000). Gezielte Untersuchungen von
DUBEY (1995) ergaben zudem, dass bei keiner von sieben Katzen Oozysten auf dem Fell
gefunden wurden, obwohl sie eine Woche vorher Millionen von Oozysten ausgeschieden
hatten.

Dessen ungeachtet ist die Angst vor einer durch Katzen vermittelten Infektion in der
Bevolkerung weit verbreitet. Nicht selten wird schwangeren Frauen von ihrem Arzt geraten,
im Haushalt befindliche Katzen abzugeben. Dieser Umstand war AnstoR fiir eine serologische
Erhebung zur Seropravalenzsituation bei im tiermedizinischen Sektor tatigen Personen. Die
Untersuchung ergab, dass, trotz der kontinuierlichen Exposition dieser Menschen zu Katzen,
lediglich 16,1 % Antikoérper gegen den T. gondii besaRen. Die Autoren schlieRen daraus, dass
der Kontakt zu Katzen die Gefahr fiir eine Toxoplasma-Infektion nicht erhéht (SHUHAIBER et
al., 2003).

Andere Haustiere wie z. B. Meerschweinchen oder Végel kbnnen zwar mit Toxoplasmen
infiziert sein, da es bei diesen Tieren aber im Gegensatz zu Feliden zu keiner Ausscheidung
infektidser Stadien kommt, spielen sie fiir die Ubertragung der Erkrankung keine Rolle
(SEITZ, 1994). Eine Einschrankung gilt moglicherweise fiir den Hund. Der Nachweis von
T. gondii-Oozysten in Hundekot deutet darauf hin, dass dieser ein Risiko fir eine Infektion
darstellen kann. Als Ursache sehen die Autoren die orale Aufnahme durch Koprophagie mit
anschlieBender Darmpassage und Ausscheidung (SCHARES et al., 2005). Entsprechend ist
davon auszugehen, dass Hunde durch die Aufnahme von Katzenkot bzw. Gber das Rollen in
faul riechenden Substanzen als mechanische Transportwirte fungieren konnen (LINDSAY et
al., 1997b; SEDLAK und BARTOVA, 2006b). Dartiberhinaus besteht eine Gefahr der Infektion
in Landern, in denen Hundefleisch verzehrt wird (JACKSON und HUTCHISON, 1989).
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2.2.2 T. gondii-Seropravalenz

Die Etablierung des , Dye-Tests” von SABIN und FELDMANN (1948) kann als Schliisselereignis
in Bezug auf einen GroRteil des heute bekannten Wissens liber die Toxoplasmose angesehen
werden (DUBEY, 1993). Seine Verwendung ermoglichte erste Erhebungen zur humanen und
animalen Seroprdvalenzsituation und visualisierte die weltweite Verbreitung der Infektion
mit teilweise sehr hohen Prdvalenzen in vielen Regionen der Welt (DUBEY, 1993; ASPOCK,
1994; TENTER et al., 2000).

2.2.21 Seropravalenz postnataler Infektionen des Menschen

Schatzungen zur Folge besitzen zwischen einem Drittel und der Halfte der Weltbevolkerung
Antikorper gegen T. gondii (SIBLEY et al., 1992; ASPINALL et al., 2002; FEHLHABER, 2005; KIM
und WEISS, 2008). Es bestehen jedoch extreme Unterschiede, die zwischen 0 % und 100 %
variieren konnen (JACKSON und HUTCHISON, 1989; TENTER et al., 2000). Bei dem Vergleich
der Seropravalenzdaten von T. gondii sollte berlicksichtigt werden, dass die verschiedenen
serologischen Nachweismethoden nicht standardisiert sind, unterschiedliche Unter-
suchungsperioden sowie variierende Probenanzahlen und differierende Definitionen
positiver Ergebnisse vorliegen (JACKSON und HUTCHISON, 1989; TENTER et al., 2000;
AZEVEDO et al.,, 2005). Dariberhinaus bestehen groRe Unterschiede zwischen der
Infektionshaufigkeit verschiedener Lander, verschiedener geographischer Lokalisationen und
ethnischer Gruppen. Ein Vergleich verschiedener Studien sollte deshalb immer vor dem
Hintergrund vergleichbarer Voraussetzungen erfolgen (TENTER et al., 2000).

Flir Deutschland wird die durchschnittliche Antikorperpravalenz auf 50 % der Bevélkerung
geschatzt (RKI, 2007b). Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen der im Laufe der letzten
15 Jahre in Deutschland durchgefiihrten Studien, die eine Pravalenz von 41,6 % bzw. 59 %
ermittelten (ROOS et al., 1993; FIEDLER et al., 1999). Eine exemplarische Zusammenstellung

zur Seropravalenz in verschiedenen Landern ist Tabelle 2 zu entnehmen.

20



Literatur

Tabelle 2: Seropravalenz von T. gondii beim Mensch in verschiedenen Lindern

Land Pravalenz  Pravalenz Methode Literatur Datum
in % nY/N?
Belgien 67 1.232/1.839 MEIAY LUYASU et al. 1997
Brasilien 57 820/1.436 UMELISA? BAHIA-OLIVEIRA et al. 2003
China 7,9 1.159/14.577 IHA®) WANG et al. 1989
China 9,8 245/2.499 IFAT® KO et al. 1980
Deutschland 41,6 874/2104 DAT” ROOS et al. 1993
Deutschland 59 2.864/4.854 ELISAY FIEDLER et al. 1999
Frankreich 60 1.943/3.238 IFAT BARBIER et al. 1983
Indien 23.79 59/248 LAT? HALDAR et al. 1993
Indien 24,3 56.12/23.094 ELISA DHUMNE et al. 2007
Indonesien 58 1.021/1.761 /© KONISHI et al. 2000
Indonesien 70 1.185/1.693 ELISA TERAZAWA et al. 2003
Iran 18,3 166/909 IFAT ZADEH et al. 2003
Israel 9,96 748/7.506 SFT NISHRI et al. 1978
Italien 48,5 9.425/19432 ELISA VALCAVI et al. 1995
Korea 6,7 74/1.109 ELISA LEE et al. 2000
Kroatien 36,4 533/1464 ELISA TONKIC et al. 2002
Kuwait 95,5 235/246 IHA BEHBEHANI et al. 1980
Slowakai 24,2 123/508 ELISA STUDENICOVA et al. 2006
Schweiz 52,4 2.777/4300 / JACQUIER et al. 1995
Tunesien 58,4 830/1.421 ELISA BOURATBINE et al. 2001
Turkei 31,01 1522/4908 ELISA KUK und OZDEN 2007
Y Anzahl positiv % Anzahl untersucht 3 Microparticle Enzyme Immunoassay
# Ultramicro Enzyme Linked Immunosorbent Assay % Indirect Haemagglutination Assay
® Indirect Fluorescence Antibody Test 7 Direct Agglutination Test
8 Enzyme Linked Immunosorbent Assay % Latex Agglutination Test
0 keine Angabe " sabin Feldmann Test

Durch die mégliche kongenitale Ubertragung der Erkrankung wird die Antikérperpravalenz
gebarfahiger Frauen oftmals gesondert erfasst. In den 1990er Jahren durchgefiihrte
serologische Untersuchungen innerhalb dieser Personengruppe in Mitteleuropa ergaben
Privalenzen zwischen 37 % und 58 %. Ahnliche Ergebnisse ergaben Studien in Lindern mit
entsprechenden Populationsstrukturen wie z. B. Australien (TENTER et al. 2000). Die in
England (7,7 %) und Jugoslawien (77 %) ermittelten Pravalenzen zeigen jedoch, dass auch
bei dieser Personengruppe eine groBe Schwankungsbreite vorhanden ist (ALLAIN et al.,
1998; BOBIC et al., 1998). Einen graphischen Eindruck (ber die durchschnittliche

Seropravalenz bei Frauen im gebarfahigen Alter gibt Abbildung 3.
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Abbildung 3: Seroprédvalenz von T. gondii bei Frauen im gebarfahigen Alter

Um einen Uberblick iiber die Entwicklung der Antikérperprivalenz iber einen Zeitraum von
zehn Jahren zu bekommen, untersuchten JONES et al. (2007) von der NCHS (National Center
for Health Statistics) im Rahmen des NHANES 1999 — 2004 (National Health and Nutrition
Examination Survey) gesammelte Seren auf T. gondii-Antikdrper und verglichen die Daten
mit den Ergebnissen der NHANES Il (Untersuchungsperiode von 1988 bis 1994). Hierbei
konnte in der Gruppe der 12- bis 49-Jdhrigen eine 36 %-ige Reduktion der T. gondii-
Pravalenz von 14,1 % auf 9 % festgestellt werden (Abbildung 4). Inwieweit dieser Riickgang

auf andere Lander Ubertragen werden kann, muss in weiteren Studien geklart werden.

%25
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20
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5 r
. | |
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Abbildung 4: Entwicklung der Seropravalenz von T. gondii wahrend der letzen 10 Jahre

Entscheidenden Einfluss auf eine Infektion und damit auf die Antikérperpravalenz gegen
T. gondii haben das Lebensalter, der Hygienestandard sowie die vorherrschenden
Umweltbedingungen (BARBIER et al., 1983; BAHIA-OLIVEIRA et al., 2003; ZADEH et al., 2003;

ERTUG et al, 2005, STUDENICOVA et al., 2006; JONES et al., 2007). Infolgedessen kdnnen die
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Pravalenz-Erhebungen sowohl zwischen verschiedenen Landern, zwischen verschiedenen
Regionen eines Landes als auch zwischen verschiedenen ethnischen Gruppen einer Region
sehr stark variieren (TENTER et al., 2000).

Die Altersabhangigkeit der Infektionshaufigkeit wird durch eine Studie von BAHIA-OLIVEIRA
et al. (2003) verdeutlicht. In dieser Untersuchung liegt die Prdvalenz bei den 0- bis 9-
Jahrigen noch bei 39,7 %, steigt bei den 20- bis 29-Jdhrigen bereits auf 70,8 % und erreicht
bei den Uber 50-Jdhrigen 83,1 % (Abbildung 5). Diese signifikante Korrelation zwischen dem
Alter und der Zunahme der Seroprdvalenz ist auch bei anderen Autoren beschrieben
(Abbildung 4) (RAZ et al., 1993; BOBIC et al., 1998; ZADEH et al., 2003; ERTUG et al., 2005;
STUDENICOVA et al., 2006; JONES et al., 2007).
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Abbildung 5: Altersabhingigkeit der Seropravalenz von T. gondii

BARBIER et al. (1983) untersuchten den Einfluss von Feuchtigkeit auf die Antikorper-
pravalenz. In dieser Studie wurde eine signifikant positive Korrelation zwischen der
jahrlichen Niederschlagsmenge und der T. gondii-Pravalenz festgestellt (Abbildung 6). Zu
dhnlichen Ergebnissen kamen DHUMNE et al. (2007) bei einer umfangreichen Studie zur
Seropravalenz der indischen Bevoélkerung. Die ELISA-Untersuchung von 23.094 Menschen
ergab eine Gesamtpravalenz von 24,3 %. Hierbei fanden sich die niedrigsten Pravalenzen in
den nordlichen Regionen Indiens, die Hochsten in den Siidlichen. Die Autoren vermuten als
Ursache fir diesen Unterschied die signifikant trockeneren Bedingungen mit einem damit
verbundenen negativen Einfluss auf die Uberlebensfihigkeit von T. gondii-Oozysten in den

nordlicher gelegenen Gebieten.
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Abbildung 6: Abhangigkeit der Seropravalenz von T. gondii von der Niederschlagsmenge

Wie sehr sich die Seropravalenzen verschiedener ethnischer Gruppen innerhalb einer Region
unterscheiden kénnen, verdeutlicht eine Untersuchung der Infektionshaufigkeit in Israel.
Wahrend von den judischen Kibbutzmitgliedern durchschnittlich 22,5 % T. gondii-Antikorper
besallen, waren es in der arabischen Bevdlkerung 55,8 %. Die Autoren fiihren den
Unterschied zwischen diesen Gruppen auf unterschiedliche Erndahrungsgewohnheiten,
insbesondere auf den Verzehr von rohem Fleisch und unpasteurisierter Milch sowie anderer
Milchprodukte zurtick (RAZ et al., 1993).

Ebenfalls von Bedeutung ist die soziale Gesellschaftsstruktur bzw. der hygienische Status.
BARBIER et al. (1983) fanden eine hochgradig negative Korrelation zwischen der Sauberkeit
bzw. dem finanziellen Status und der T. gondii-Antikorper-Rate. Gleiches ergab eine Studie
nordlich von Rio de Janeiro. Die untersuchte Population wurde nach dem Einkommen in drei
soziobkonomische Gruppen aufgeteilt. Personen der &drmsten Gebiete (monatliches
Einkommen < 150 US $) wiesen mit 84 % deutlich héhere Infektionsraten auf, als Menschen
mit mittlerem Einkommen (150-500 US S). Hier lag die Pravalenz bei 62 %. Weitaus am
geringsten verbreitet war die Infektion mit 23 % bei den gehobenen (> 500 US S)
Gehaltsklassen (BAHIA-OLIVEIRA et al., 2003).

Weniger aussagekraftig ist die Abhangigkeit von der Einwohnerdichte. Wahrend BAHIA-
OLIVEIRA et al. (2003) eindeutig hohere Prdvalenzen bei der landlichen (71,0 %) als bei der
urbanen (49,9 %) Bevdlkerung nachgewiesen haben, konnten andere Autoren keinerlei
Zusammenhang herstellen (BARBIER et al., 1983; STUDENICOVA et al., 2006). BOURATBINE
et al. (2001) hingegen fanden in der stadtischen Bevolkerung signifikant héhere Pravalenzen.
Ahnlich widerspriichlich verhilt es sich mit der Abhingigkeit der Seroprivalenz vom

Geschlecht. Wahrend viele Studien der Geschlechtszugehorigkeit keine Bedeutung
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beimessen (KO et al., 1980; JACQUIER et al., 1995; LEE et al., 2000; ZADEH et al., 2003;
TERAZAWA et al., 2003), fanden HALDAR et al. (1993) die Infektion haufiger bei Frauen,
wahrend KONISHI et al. (2000) eine hohere Seropravalenz unter der mannlichen
Bevolkerung nachwiesen.

Als Fazit dieser Ausfihrungen bleibt festzuhalten, dass die T. gondii-Antikérperprdvalenz

starke Schwankungen aufweist und von vielen verschiedenen Faktoren abhangig ist.

2.2.2.2 Seropravalenz prinataler Infektionen des Menschen

Zu einer Ubertragung der Erkrankung kommt es im Allgemeinen nur bei einer Erstinfektion
der Mutter wahrend der Schwangerschaft (DUBEY, 1993; FRIESE, 1994; GROR et al., 2001;
EFSA, 2007; RKI, 2007b). Hierbei sind die Schwere der Erkrankung sowie die
Wahrscheinlichkeit der Ubertragung abhingig vom Gravidititsstadium der Schwangeren
zum Zeitpunkt der Infektion. Wahrend die Ubertragungswahrscheinlichkeit mit zunehmen-
der Progression der Graviditat zunimmt, sinkt die prozentuale Haufigkeit klinischer Mani-
festationen im Verlauf der Schwangerschaft ab (DUBEY, 1993; GROR et al., 2001; EFSA, 2007;
RKI, 2007b). Schitzungen zufolge variiert die Wahrscheinlichkeit einer Ubertragung im
ersten Drittel der Schwangerschaft zwischen 4 % und 15 %, im letzten Drittel kommt es
hingegen mit 60 %-iger Wahrscheinlichkeit zu einer Ubertragung der Erkrankung (ANONYM,
1999). In einer Studie von DAR et al. (1997) kam es in 38,3 % der Schwangerschaften
Toxoplasma-positiver Miitter zu einem Ubertritt des Erregers tiber die Plazenta. Von den 301
untersuchten Babys wiesen 18 (12/1000) signifikante IgM Antikorperspiegel auf. In anderen
Untersuchungen lag die Pravalenz der kongenitalen Toxoplasmose zwischen 0,47 und 1,9
von jeweils 1000 Neugeborenen (PAUL et al., 2000; PAUL et al., 2001; VELA-AMIEVA et al.,
2005).

Die laut Infektionsschutzgesetz (§7 Abs. 2) vorzunehmende Meldung des Erregernachweises
einer konnatalen Erkrankung verdeutlicht die Ernsthaftigkeit dieser Ubertragungsform. Wie
aus Abbildung 7 ersichtlich, wurden in Deutschland im Zeitraum der letzten Dekade jahrlich

zwischen 11 und 38 Falle an das Robert-Koch-Institut gemeldet.
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Abbildung 7: Gemeldete Falle konnataler Toxoplasmose
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Da jedoch in der Regel lediglich die zum Geburtszeitpunkt klinisch bzw. serologisch

auffalligen Falle angezeigt werden, ist von einer erheblich hoheren Dunkelziffer auszugehen

(RKI, 2007b). Nach Schatzungen von JANITSCHKE et al. (1999) ist in Deutschland pro Jahr in

etwa 1.540 Fallen mit Toxoplasmose bedingten mittelgradigen bis schweren Gesundheits-

schadigungen bei Kindern bzw. mit Schadigungen im weiteren Alter zu rechnen.
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2.2.2.3 Seropradvalenz bei Feliden, insbesondere der Katze

Der Infektionsnachweis bei Katzen kann sowohl serologisch als auch koproskopisch erfolgen.
Zur Bestimmung des epidemiologischen Status von Katzen sind serologische Verfahren dem
koproskopischen Oozysten-Nachweis (iberlegen, da zu einem gegebenen Zeitpunkt nur ca.
1 % der Tiere Oozysten mit dem Kot ausscheiden (DUBEY, 2004a). Aus diesem Grund wird im
Folgenden nur auf den serologischen Status der Tiere eingegangen.

Ahnlich der Situation beim Menschen besteht eine erhebliche Variation beziiglich der
Seropravalenz von Katzen aus verschiedenen Landern, aber auch innerhalb einzelner Lander.
Allein in den in Tabelle 3 dargestellten Studien schwankt der Infektionsnachweis zwischen

11 % (JITTAPALAPONG et al., 2007) und Uber 87 % (CAVALCANTE et al., 2006). Bei in
Deutschland durchgefiihrten Untersuchungen zur Bestimmung der Antikorperpravalenz
konnten bei 45 % bis 65 % der Katzen Antikérper gegen T. gondii nachgewiesen werden

(TENTER et al., 1994; HECKING-VELTMANN et al., 2001).

Tabelle 3: Seroprdvalenz von T. gondii bei Katzen

Land Pravalenz Pravalenz Methode Autor Datum
in% nY/N?
Bangladesch 33,3 8/24 LATY SAMAD et al. 1997
Brasilien 26,3 132/502 MAT? SILVA et al. 2002
Brasilien 25 100/400 IFAT BRESCIANI et al. 2007
Brasilien 84,4 49/58 MAT DUBEY et al. 2004b
Brasilien 70,8 17/24 ELISA® GALVAN RAMIREZ et al. 1999
China 79,5 27/34 MAT DUBEY et al. 2007b
Deutschland 65,6 170/259 ELISA HECKING-VELTMAN et al. 2001
Deutschland 45 138/306 ELISA TENTER et al. 1994
Iran, Sari 40 40/100 LAT SHARIF et al. 2008
Kolumbien 45,2 77/170 MAT DUBEY et al. 2006
Mexiko 21 22/105 MAT ALVARADO-ESQUIVEL et al. 2007
Portugal 35,8 73/204 MAT LOPES et al. 2008
Schweden 42 102/244 MAT UGGLA et al. 1990
Spanien 32,3 189/585 IFAT MIRO et al. 2004
Spanien 45 99/220 MAT GAUSS et al. 2003
Tschechien 44,1  126/286 IFAT SEDLAK und BARTOVA 2006b
USA 50,6 89/176 /7) NUTTER et al. 2004
USA, lllinois 68,3 267/391 MAT DUBEY et al. 1995
USA, Ohio 48 133/275 MAT DUBEY et al. 2002
USA, Rhode Island 42 84/200 MAT DEFEO et al. 2002
Westind. Inseln® 35 14/40 ELISA ASTHANA et al. 2006
Westind. Inseln® 84,9 89/106 MAT MOURA et al. 2007
Y Anzahl positiv 2 Anzahl untersucht ¥ Latex Agglutination Test * Modified Agglutination Test
* Indirect Fluorescence Antibody Test &l Enzyme Linked Immunosorbent Assay
7 keine Angabe ® Grenada %) st. Kitts
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Es ist davon auszugehen, dass sich Katzen hauptsachlich durch die Aufnahme von
Gewebszysten vor allem kleiner Sauger und Voégel infizieren (DAVIS und DUBEY, 1995). Bei
einer Umgebungsuntersuchung von DUBEY et al. (1995) erwiesen sich alle einbezogenen
Saugetierspezies (u.a. Hausmaus, WeillfuBmaus, Ratte) als Reservoir fiir eine T. gondii-
Infektion. Dementsprechend sind die in Tabelle 4 dargestellten Seropravalenzen potentieller

Beutetiere von entscheidender Bedeutung fiir das Infektionsgeschehen der Katze.

Tabelle 4: Seropravalenz von T. gondii bei potentiellen Beutetieren von Katzen

Tierart Pravalenz Pravalenz Methode Land Literatur Datum
in % nY/N?

Hausmaus 2,1 26/1.243 MAT? USA, lllinois DUBEY et al. 1995
Hausmaus 6,5 2/31 Real Time-PCR Niederlande KIJLSTRA etal. 2008
Hausspitzmaus 13,6 3/22 Real Time-PCR Niederlande KIJSTRA et al. 2008
Hausratte 49,0 18/37 DA? Philippinen  SALIBAY et al. 2005
Sudfeldmaus 0 0/361 DA Spitzbergen PRESTRUD et al. 2007
Ratte 6,3 6/95 MAT USA, lllinois DUBEY et al. 1995
Wanderratte 70,0 35/50 DA Philippinen  SALIBAY et al. 2005
Wanderratte 10,3 4/39 Real Time-PCR Niederlande KIJLSTRA et al. 2008
WeiRfuRmaus 4,9 3/61 MAT USA, lllinois DUBEY et al. 1995
Y Anzahl positive 2 Anzahl untersucht * Modified Agglutination Test * Direct Agglutination

* Modified Agglutination Test

Die Bewandtnis infizierter Beutetiere verdeutlicht sich auch bei dem Vergleich der
Auswirkungen unterschiedlicher Futterquellen. Katzen die sich von der Jagd und Abféllen
ernahrten waren deutlich haufiger positiv (30,0 %) als Tiere, die mit kommerziellem (20,9 %)
oder selbst hergestelltem (19,7 %) Futter gefittert wurden (ALVARADO-ESQUIVEL et al.,
2007; LOPES et al., 2008). Dem entspricht, dass bedingt durch die Erndhrungsweise bei
Freigangern, Streunern und verwilderten Hauskatzen signifikant hohere Pravalenzen
gefunden werden, als bei im Haus gehaltenen Katzen (DEFEO et al., 2002; GAUSS et al.,
2003; MIRO et al., 2004; NUTTER et al., 2004; ALVARADO-ESQUIVEL et al., 2007).
Dariberhinaus haben auch die Art des Freigangs und die Gruppengroe einen
entscheidenden Einfluss auf die Infektionshdufigkeit. Die nachgewiesenen Prdvalenzen
waren signifikant hoher bei Streunern als bei Hofkatzen und bei in Gruppen Gehaltenen
(mehr als funf Tiere) [72/142 (50,7 %)] bzw. Katzen mit Katzenkontakt gegenuber allein
lebenden [14/50 (28 %)] Katzen (GAUSS et al., 2003; MIRO et al., 2004; LOPES et al., 2008).

Ahnlich den Verhiltnissen beim Mensch besteht eine stark positive Korrelation zwischen
dem Alter und der T. gondii-Seropravalenz. In verschiedensten Untersuchungen konnte ein
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entscheidender Unterschied zwischen unter 6 bzw. unter 12 Monate alten und lGber 6 bzw.

12 Monate alten Tieren festgestellt werden. (HECKING-VOLTMANN et al., 2001; GAUSS et al.,

2003; MIRO et al., 2004; ALVARADO-ESQUIVEL et al., 2007; BRESCIANI et al., 2007; SHARIF et

al., 2008; LOPES et al., 2008). In Abbildung 8 ist dieser Zusammenhang illustriert.
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Abbildung 8: Seropravalenz von T. gondii bei Katzen in Abhangigkeit des Alters

Weniger eindeutig ist die Abhangigkeit der Infektionshaufigkeit vom Geschlecht der Tiere.

Wahrend einige Autoren diesem Faktor keine Bedeutung beimessen (DEFEO et al., 2002;

ALVARADO-ESQUIVEL et al., 2007; BRESCIANI et al., 2007; LOPES et al.,, 2008), wiesen

JITTAPALONG et al. (2007) und SHARIF et al. (2008) den Erreger haufiger bei mannlichen,

MIRO et al. (2004) hingegen 6fter bei weiblichen Tieren nach.

Zum Abschluss dieses Kapitels soll Tabelle 5 einen Uberblick {iber die Seroprédvalenz anderer

Feliden vermitteln. Bei diesen Spezies scheint die durchschnittliche Infektionshaufigkeit noch

héher zu liegen als bei Katzen; allerdings sind die zum Teil sehr kleinen Untersuchungs-

populationen bei der Beurteilung zu bericksichtigen.

Tabelle 5: Seropradvalenz von T. gondii bei Feliden exklusive Hauskatzen

Tierart Pravalenz Pravalenz Methode Land Literatur Datum
in% n"/N?
Bengalkatze 50 1/2 SFT Thailand BUDDHIRONGAWATR et al. 2006
Luchs? 15  39/255 MAT” USA ZARNKE et al. 2001
Luchs® 81,5 22/27 MAT Spanien SOBRINO et al. 2007
Gepard 86,7 13/15 IFAT” Tschechien SEDLAK und BARTOVA 2006a
Rotluchs 83,3 5/6 MAT USA DUBEY et al. 2004b
Tiger 50 3/6 SFT Thailand BUDDHIRONGAWATR et al. 2006
Wildkatze 50 3/6 MAT Spanien SOBRINO et al. 2007
Lowe 48 24/50 MAT Zimbabwe HOVE und MUKARATIRWA 2005

Y Anzahl positiv

2 Anzahl untersucht

% Modified Agglutination Test

%) Sabin Feldmann Test
® Iberischer

# Eurasischer
7 Indirect Fluorescence
Antibody Test
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2.2.2.4 Seroprdvalenz bei Caniden, insbesondere dem Hund

Da der Hund ein weit verbreitetes Haustier ist, kdnnen Angaben zur Pravalenz dieser Tierart
als Reflexion der Umweltkontamination angesehen werden und sind dementsprechend von
groRem Interesse (LIN, 1998; SEDLAK und BARTOVA, 2006b). Tabelle 6 gibt einen Uberblick
Uber die Verbreitung der Erkrankung bei Hunden in verschiedenen Liandern mit einer
Variation in den dargestellten Studien von 2 % bis Uber 30 % (ASLANTAS et al., 2005;
LANGONI et al.,, 2006). Bei einer in Deutschland durchgefiihrten Untersuchung lag die
Antikdrperpréavalenz im Jahr 2001 bei 29 % der untersuchten Population (KLEIN und MULLER,
2001).

Tabelle 6: Seropravalenz von T. gondii bei Hunden

Land Pravalenz Pravalenz Methode Autor Datum
in% nY/N?

Brasilien 33,1 258/780 IFAT?) LANGONI et al. 2006
Brasilien 45,1 129/286 IFAT AZEVEDO et al. 2005
Brasilien 30,3 112/369 ELISAY MINEO et al. 2004
Deutschland 29 58/200 IFAT KLEIN und MULLER 2001
Osterreich 26 63/242 IFAT WANHA et al. 2005
Schweden 23 70/303 ELISA UGGLA et al. 1990
Taiwan 7,9 52/658 ELISA LIN 1998
Thailand 9,4 40/427 LAT? JITTAPALAPONG et al. 2007
Trinidad und Tobago 32 80/250 LAT ALl et al. 2003
Tschechien 259 107/413 IFAT SEDLAK und BARTOVA  2006b
Turkei 2,6 3/116 MAT® ASLANTAS et al. 2005
USA 13,2 59/488 IFAT AHMED et al. 1983
Vietnam 50 21/42 MAT DUBEY et al. 2007a
Y Anzahl positive 2 Anzahl untersucht ® Indirect Fluorescence Antibody Test

4 Enzyme Linked Immunosorbent Assay * Latex Agglutination Test

¢ Modified Agglutination Test

Die bereits beim Menschen und ebenso bei der Katze thematisierte signifikant positive
Korrelation zwischen der T. gondii-Antikérperpravalenz und dem zunehmendem Lebensalter
ist auch fur die Spezies Hund mehrfach wiedergegeben (LIN, 1998; AZEVEDO et al., 2005;
LANGONI et al., 2006). Es existieren jedoch von dieser Sichtweise abweichende Ergebnisse.
So beschreiben ALl et al. (2003) die hochste Pravalenz bei zwei- bis dreijahrigen Tieren
gegenuber unter zwei und Uber drei Jahre alten Hunden und AHMED et al. (1983) wiesen die
Infektion insgesamt haufiger bei jlingeren (0-4 Jahre) als bei dlteren (5-13 Jahre) Tieren nach.
Ebenfalls Gegenstand mehrerer serologischer Erhebungen ist die unterschiedliche

Infektionshaufigkeit bei Rassehunden bzw. im Haus gehaltenen Hunden im Gegensatz zu
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Mischlingen bzw. streunenden Tieren. Wahrend AZEVEDO et al. (2005) diesbeziglich keinen
Zusammenhang herstellen konnten, ist eine signifikant hohere Pravalenz bei Misch-
lingen/Streunern mehrfach beschrieben (LIN, 1998; ALl et al., 2003; MINEO et al., 2004;
LANGONI et al.,, 2006). Bei einer differenzierten Untersuchung der Prdvalenzsituation
verschiedener Hundegruppen wurde die hochste Prdvalenz bei streunenden Hunden
(60,5 %) gefunden. Wesentlich niedriger lag die Infektionsrate bei Jagdhunden (30,5 %),
Haushunde waren nur zu 25,5 % seropositiv (Abbildung 9) (ALl et al., 2003). Mogliche
Ursache fiir die hohere Pravalenz bei Streunern ist der vermutlich engere Kontakt dieser
Gruppe zu Risikofaktoren wie Nagetieren und kontaminierten Katzenexkrementen. Bei
Haushunden ebenfalls denkbar ist ein Zusammenhang mit dem 6konomischen Status der
Eigentimer. Diesbeziiglich ist davon auszugehen, dass Besitzer gehobener
Gesellschaftsschichten ihrem Tier eine qualitativ und quantitativ bessere Futterversorgung
ermoglichen konnen, als Menschen mit niedrigerem sozialen Status, deren Hunde haufiger
mit Essens- und Fleischabfdllen gefiittert werden (MINEO et al., 2004). Diese These wird
durch die Abhangigkeit der Pravalenz von der Beschaffenheit der Erndhrung der Hunde
untermauert. Bei ausschlielRlicher Fitterung kommerzieller Futtermittel lag die Pravalenz
deutlich niedriger (17,2 %) als bei der Verfitterung selbst hergestellter Rationen (32,9 %)
(ALl et al., 2003).

5 -
70 % positiv

60 -
50 -
40 -
30 -
20 +
10 -
0_

Daten aus:

All et al., 2007

Streuner Jagdhund Familienhund

Abbildung 9: Abhangigkeit der Seropravalenz von T. gondii von der Haltung bei Hunden

Unsicher ist der Einfluss der Anwesenheit einer Katze im gleichen Haushalt. Wahrend ALl et
al. (2003) diesem Faktor keine Relevanz beimessen, stellten AZEVEDO et al. (2005)
diesbezlglich eine positive Assoziation fest. Die Sexualitdat hingegen scheint keinen Einfluss

auf die Infektionshaufigkeit der Hunde mit T. gondii zu haben (LIN et al., 1998; ALl et al.,
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2003; ASLANTAS, et al., 2005; AZEVEDO et al., 2005; LANGONI et al., 2006; JITTAPALAPONG
et al., 2007).

Tabelle 7 soll einen abschlieBenden Uberblick tiber die Verbreitung der Infektionspréavalenz
bei anderen Caniden geben. Auch bei diesen Spezies besteht eine sehr hohe
Variationsbreite, die bei den in Tabelle 7 aufgefiihrten Studien von 9 % bis Gber 74 % reicht

(ZARNKE et al., 2000; VITALIANO et al., 2004).

Tabelle 7: Seropravalenz von T. gondii bei Caniden exklusive Hunde

Tierart Pravalenz Pravalenz Methode Land Literatur Datum
in % nt/N?

Fuchs 35 34/94 IFAT? Osterreich  WANHA et al. 2005
Mahnenwolf 74,6 44/59 ELISAY Brasilien VITALIANO et al. 2004
Rotfuchs 64,7 66/102 MAT Spanien SOBRINO et al. 2007
Wolf 46,9 15/32 MAT Spanien SOBRINO et al. 2007
Rotfuchs 20 111/549 IFAT UK HAMILTON et al. 2005
Polarfuchs 43 255/594 DA® Spitzbergen PRESTRUD et al. 2007
Wolf 9 11/125 MAT ALASKA ZARNKE et al. 2000
Y Anzahl positiv 2 Anzahl untersucht % Indirect Fluorescence Antibody Test

4 Enzyme Linked Immunosorbent Assay * Modified Agglutination Test

® Direct Agglutination

32



Literatur

2.2.2.5 Seroprdvalenz bei Haus- und Wildschweinen

Infolge der moglichen Ubertragbarkeit des Erregers iiber zystenhaltiges Gewebe von
Schlachtschweinen ist die Einschatzung der Antikorperpravalenz von entscheidender
Bedeutung fur die Bewertung des vom Fleisch ausgehenden Risikos fiir den Verbraucher
(FEHLHABER et al., 2003). Einen ersten Uberblick iiber die Infektionshiufigkeit von T. gondii

bei Schweinen gibt Tabelle 8.

Tabelle 8: Seropravalenz von T. gondii beim Schwein

Land Pravalenz Pravalenz Methode Literatur Datum
in% n"/N?
Brasilien 43,7 35/80 IFAT?) CAVALCANTE et al. 2006
Costa Rica 43,8 217/496 IFAT ARIAS et al. 1994
Deutschland 98 488/500 SFT* BOCH et al. 1964
Deutschland 37 130/350 SFT STOLL und KRAFT 1976
Deutschland 16,2 135/834 IHA® BOCH und NEUROHR 1982
Deutschland 0 0/60 ELISA®  SEINECKE et al. 1996
Deutschland 19,8 188/948 ELISA FEHLHABER et al. 2003
Deutschland 5,6 17/300 ELISA SCHULZIG und FEHLHABER 2005
Deutschland 3,9 195/4961 ELISA LUDEWIG et al. 2007
Ghana 39 250/641 ELISA ARKO-MENSAH et al. 2000
Japan 9,1 19/208 /7) HORIO et al. 2001
Polen 15 18/120 DAT® SROKA et al. 2001
Schweden 3,3 23/695 ELISA LUNDEN et al. 2002
Serbien 28,9 175/605 MAT? KLUN et al. 2006
USA 2,3 97/4252 MAT DUBEY et al. 1995
USA, New England 47,4 900/1897 MAT GAMBLE et al. 1999
USA 3,1 59/1885 MAT WEIGEL et al. 1995a
Zimbabwe 9,3 9/97 MAT HOVE und DUBEY 1999
Y Anzahl positiv 2 Anzahl untersucht % Indirect Fluorescence Antibody Test
* Sabin Feldmann Test * Indirect Haemagglutination Assay 8 Enzyme Linked Immunosorbent Assay
) keine Angabe ® Direct Agglutination Test ' Modified Agglutination Test

Die Seropravalenzsituation des Schweines unterlag in den letzten 50 Jahren einer enormen
Veranderung (Abbildung 10). Wahrend bei einer Untersuchung von BOCH et al. (1964) noch
fast 98 % der Tiere Antikorper gegen T. gondii besaRen, sank diese Zahl 1976 bereits auf
37 % (STOLL und KRAFT, 1976) und bis 1982 weiter auf 16,2 % (BOCH und NEUROHR, 1982).
Diese Entwicklung war vermutlich auf die verbesserte Hygiene und insbesondere auf die
Aussperrung von Katzen aus den Mastbetrieben zuriickzufihren (BOCH und NEUROHR,
1982). Im Einklang mit dieser Tendenz wies SEINECKE den Erreger 1996 bei keinem der im
Rahmen seiner Studie untersuchten Mastschweine nach. Als Fazit neuerer Untersuchungen

ist jedoch anzunehmen, dass die Toxoplasmose-Pravalenz in deutschen Schweinebestianden
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wieder zunimmt (LUDEWIG et al., 2007). In den Jahren 2003 bis 2007 ermittelte Pravalenzen
taxierten den Befall von Mastschweinen auf 3,9 %, 5,6 % bzw. 19,8 % (FEHLHABER et al.,
2003; SCHULZIG und FEHLHABER, 2005; LUDEWIG et al., 2007).

100% positiv Daten aus:

80 - BOCH et al., 1964
STOLL et al., 1976

60 1 BOCH und

20 - NEUROHR, 1982
SEINECKE et al., 1996

20 - FEHLHABER et al., 2003

0 - | | . | | . _ mm —_— SCHULZIG und

' FEHLHABER, 2005
1964 1976 1982 1996 2003 2005 2007 LUDEWIG et al., 2007

Abbildung 10: Entwicklung der Seropravalenz von T. gondii beim deutschen Mastschwein

Es wird vermutet, dass die Ursache der wieder ansteigenden Pravalenzen in der
Schweinehaltung auf den in den vergangenen Jahren eingesetzten Trend zu ,naturnahen”
bzw. ,tierfreundlichen” Haltungssystemen zurickzufiihren ist (KIJLSTRA et al., 2004;
LUDEWIG et al, 2007). Eine vor diesem Hintergrund durchgefiihrte serologische
Untersuchung in acht Okologisch bewirtschafteten Mastschweinebestanden ergab eine
durchschnittliche Pravalenz von 15,0 % mit einer sehr groBen Variationsbreite von 0 % bis
30,6 % (FEHLHABER et al., 2003). Bei vergleichenden Untersuchungen von 6kologisch bzw.
konventionell gehaltenen Mastschweinen wurden signifikant hohere Pravalenzen bei Tieren
aus Okologisch bewirtschafteten Betrieben (11,7 %) nachgewiesen, als bei konventioneller
Haltung (3,8 %) (LUDEWIG et al., 2007). Analog bestand ein signifikanter Zusammenhang
zwischen erhohter Antikorperpravalenz und gewdhrtem Frei- bzw. Weidegang (SEINECKE,
1996; KLUN et al., 2000). Die Untersuchung von Schweinefleisch fiihrte zu einem &hnlichen
Ergebnis. Auch hier waren Schweinefleischproben 6kologischer Herkunft mit 9 % signifikant
haufiger mit Toxoplasmen belastet als konventionell (2,5 %) produziertes Schweinefleisch
(SCHULZIG und FEHLHABER, 2006). Dementsprechend scheinen Tiere mit intensiverem
Kontakt zur AuBenwelt hdufiger mit dem Erreger infiziert zu sein als Tiere, die in
geschlossenen Systemen gehalten werden, wo Kontakt mit moglichen Infektionsquellen wie
Katzen, Katzenkot und Schadnagern weitgehend vermieden werden kann (SEINECKE, 1996;
FEHLHABER et al., 2003, SCHULZIG und FEHLHABER, 2006). KIJLSTRA et al. (2004) fiihren

jedoch an, dass es indes viele tierfreundlich bewirtschaftete Betriebe gibt, die
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T. gondii-freie Schweine aufziehen. Die Autoren sehen in der Kombination aus zu
entwickelnden HACCP- (Hazzard Analysis Critical Control Point) Konzepten und serologischer
Uberwachung bei der Schlachtung eine Méglichkeit fiir die Etablierung von Strategien zur
Verhinderung von T. gondii-Infektionen bei Schweinen in tierfreundlichen Haltungs-
systemen.

In diesem Zusammenhang ist die Identifizierung von Quellen und Reservoiren fiir T. gondii-
Infektionen von entscheidender Bedeutung. Bei einer unter dieser Pramisse durchgefiihrten
Untersuchung von 47 Schweinefarmen inklusive deren Umgebung wurde der Erreger
serologisch bei 68,3 % (267/391) der dort angetroffenen Katzen, sowie bei verschiedenen
weiteren Tieren (Tabelle 9) nachgewiesen. Zusatzlich wurden im Mause-Bioassay
Umgebungsuntersuchungen auf Oozysten durchgefiihrt, wobei in 1,8 % der untersuchten
Katzenexkremente, in 1,3 % der Boden- sowie in 0,4 % der Futterproben Toxoplasmen
nachgewiesen wurden. Als Ergebnis dieser Studie wurden Nagetiere, Futter sowie der

Erdboden als mogliche Infektionsquellen fir Schweine identifiziert (DUBEY et al., 1995).

Tabelle 9: Seropravalenz von T. gondii bei moglichen Beutetieren von Katzen und

Schweinen
Tierart Pravalenz Pravalenz Methode Literatur
in% n"/N?
Hausmaus 2,1 26/1.243 MAT?
Ratte 6,3 6/95 MAT
WeilRfuRmaus 4,9 3/61 MAT
Waschbar 67  126/188 MAT Dubey etal,, 1995
Stinktier 38,9 7/18 MAT
Oppossum 22,7 29/128 MAT
Y Anzahl positiv 2 Anzahl untersucht ¥ Modified Agglutination Test

Ein Anstieg der Antikdrperpravalenz bei Schweinen durch die Anwesenheit von Nagern ist
auch bei WEIGEL et al. (1995b) beschrieben und war Gegenstand einer Studie zur
Ergriindung der Rolle von Nagern bei der Ubertragung von T. gondii auf die Tierart Schwein.
Zu diesem Zweck wurde in drei Betrieben zu Beginn der Untersuchung ein serologisches
Screening der Mastschweine durchgefihrt. Daran schloss sich eine umfangreiche drei-
monatige Nagerbekdampfung an. Als Ergebnis dieses Experimentes wurde in allen Betrieben
eine Reduktion der Seropositivitat erzielt und am Ende der Bekdmpfungsperiode waren die
Schweine in zwei der drei Betriebe T. gondii- frei. Auf Grundlage dieser Ergebnisse und unter

Berilicksichtigung der allgemein anerkannten Auffassung, dass junge Schweine begierig
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versuchen, ein gesehenes Nagetier zu fangen und dieses in Anbetracht der ihnen eigenen
Omnivoritat zu verzehren (gilt ebenso fir gefundene Kadaver), sehen die Verfasser Nager als
ein bedeutendes Reservoir fiir eine direkte Ubertragung der Erkrankung auf das Schwein
(KIJLSTRA et al., 2008).

Kontrovers diskutiert wird hingegen die Rolle der Katze fir das Infektionsgeschehen des
Schweines. Wahrend einige Autoren die Anwesenheit von Katzen in Betrieben nicht als
Risikofaktor fir T. gondii-Infektionen ansehen (SEINECKE, 1996; DAMRIYASA et al., 2004),
sprechen Ergebnisse anderer Studien fir einen Zusammenhang zwischen Katzen und
erhohten Antikorperpravalenzen bei Schweinen (BOCH und NEUROHR, 1982; WEIGEL et al.,
1995b; DUBEY et al., 1995). Die Relevanz dieser Fragestellung wird durch die Feststellung
von DAMRIYASA et al. (2004) verdeutlicht, wonach in 62 % der untersuchten Betriebe Katzen
gehalten wurden und Zugang zu den Schweinestallungen hatten.

Vor diesem Hintergrund ist das Ergebnis einer vergleichenden Untersuchung der
Antikorperpravalenz von Wildschweinen auf dem Festland von Georgia sowie der
nahegelegenen Insel Ossabaw Island von Interesse. Tiere von der Insel waren mit 0,9 %
signifikant seltener T. gondii-positiv als Wildschweine des Festlandes (18,2 %). Die Autoren
flihren die ausgesprochen niedrige Pravalenz von T. gondii auf Ossabaw Island auf die

faktische Abwesenheit von Katzen auf der Insel zuriick (DUBEY et al., 1997).
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Abbildung 11: Seropréavalenz von T. gondii beim Schwein in Abhangigkeit des Alters

Als weiteren Einflussfaktor auf die Seropravalenz des Schweines ist, analog der Situation bei
Mensch, Hund und Katze, das Lebensalter zu nennen. Da auch bei Schweinen ein Anstieg
der Seropravalenz mit zunehmendem Alter zu beobachten ist (Abbildung 11) (SEINECKE,
1996; ARCO-MENSAH et al., 2000; DAMRIYASA et al., 2004; KLUN et al., 2006), sind die bei
Zuchtsauen hoheren Infektionspravalenzen im Gegensatz zu Mastschweinen (BOCH und

NEUROHR, 1982; DUBEY et al., 1991; DUBEY et al., 1995; SEINECKE, 1996; LUNDEN et al.,
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2002; LUDEWIG et al., 2007) erklarbar und auf die durch das hohere Alter der Zuchtsauen
bedingte langere Exposition mit dem Erreger zuriickzufiihren. Additiv sind die besseren
hygienischen Verhaltnisse in Mastschweinebetrieben zu beriicksichtigen (BOCH und
NEUROHR, 1982).

In Tabelle 10 ist eine exemplarische Auflistung der Seropravalenz von Zuchtsauen
zusammengestellt. Eine im Jahr 2007 durchgefiihrte Studie taxierte die T. gondii-Pravalenz
deutscher Zuchtsauen auf 31,6 %. Die von FEHLHABER et al. (2003) ermittelten Pravalenzen
flir Zuchtsauen variierten je nach Haltungsform zwischen 20 % bei Betrieben mit 100 bis 200
Tieren und 30 % bei Betrieben mit konzentrierter Haltung von 500 bis 1.000 Tieren. Von
DAMRIYASA et al. (2004) und DAMRIYASA und BAUER (2005) durchgefiihrte Untersuchungen
in Hessen und im Minsterland deuten hingegen eher auf eine negative Korrelation der
Antikorperpravalenz zur ProduktionsgrofRe hin. Als Ergebnis dieser Studien wurde der
Erreger in 19 % der Tiere hessischer Betriebe nachgewiesen. Sauen in Betrieben aus dem
Minsterland waren hingegen im Mittel nur zu 9 % T. gondii-positiv. Dies kdnnte nach
Meinung der Autoren auf den hoéheren hygienischen Status der GroBbetriebe im
Miunsterland gegenlber den Uberwiegend kleinen traditionellen Betrieben in Hessen

zurlickzufiihren sein (DAMRIYASA et al., 2004; DAMRIYASA und BAUER, 2005).

Tabelle 10: Seropravalenz von T. gondii bei Zuchtsauen

Land Pravalenz Pravalenz Methode Autor Datum
in % n'/N?

Deutschland 8 7/90 ELISA® SEINECKE 1996

Deutschland 29,8 17/57 ELISA FEHLHABER et al. 2003

Deutschland 18,5 377/2041 ELISA DAMRIYASA et al. 2004

Deutschland 9,3 140/1500 ELISA DAMRIYASA und BAUER 2005

Deutschland 31,6 12/38 ELISA LUDEWIG et al. 2007

Schweden 17,3 19/110 ELISA LUNDEN et al. 2002

USA 15,1 395/2617 MAT? DUBEY et al. 1995

USA 20,8 1.057/5.080 MAT WEIGEL et al. 1995a
Y Anzahl positiv 2 Anzahl untersucht 3 Enzyme Linked Immunosorbent Assay

* Modified Agglutination Test

Bei Zuchtbetrieben scheint dariiberhinaus eine positive Korrelation zwischen der Pravalenz
und dem Vorliegen von Reproduktionsstorungen zu bestehen (SEINECKE, 1996; DAMRIYASA
et al., 2004). Diese Tatsache kdnnte von klinischem und 6konomischem Interesse fiir Ziichter

sein und sollte Gegenstand weiterer Untersuchungen werden (DAMRIYASA et al., 2004).
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Wildschwein

Die Kenntnis Uber die Verbreitung der Toxoplasmose bei Wildschweinen ist in zweierlei

Hinsicht von Nutzen. Zum Einen geht auch von rohem oder unzureichend erhitztem Fleisch

dieser Tiere, wenn auch bedingt durch den geringeren Marktanteil in kleinerem Umfang als

bei Mastschweinen, eine Verbrauchergefahrdung aus, zum Anderen kann die Pravalenz

dieser Tiere aufgrund ihrer omnivoren Erndhrungsweise als Indikator fir die Umwelt-

kontamination dienen (NOGAMI et al., 1999; GAUSS et al., 2005). Tabelle 11 vermittelt einen

kurzen Uberblick iber die Seroprivalenzsituation von T. gondii bei Wildschweinen.

Tabelle 11: Seropravalenz von T. gondii bei Wildschweinen

Land Prdvalenz Pravalenz Methode Autor Datum
in % n'/N?

Deutschland 33,3 18/54 SFT?) ROMMIEL et al. 1967
Deutschland 25 32/130 IFATY LUTZ 1997
Japan, Iriomote Island 5,6 6/108 LAT” NOGAMI et al. 1999
Japan, Shikoku 0 0/115 LAT/ELISA® YOSHITAKA etal. 2005
Spanien 38,4 185/507 MAT” GAUSS et al. 2005
Spanien 36,3 33/92 MAT RUIZ-FONS et al. 2006
Tschechien 26,2  148/565 IFAT BARTOVA et al. 2006
USA, Ossabaw Island, Georgia 0,9 11/1264 MAT DUBEY et al. 1997
USA, Georgia 18,2 31/170 MAT DUBEY et al. 1997
Y Anzahl positiv % Anzahl untersucht * Sabin Feldmann Test * Indirect Fluorescence Antibody Test

% Latex Agglutination Test
" Modified Agglutination Test

8l Enzyme Linked Immunosorbent Assay

Analog zu dem bei anderen Spezies beschriebenen Sachverhalt besteht auch bei

Wildschweinen eine relativ groRe Variationsbreite beziiglich der Seropravalenz. Bereits bei

der in Tabelle 11 dargestellten Auswahl von Studien zur Infektionshdufigkeit des Erregers

schwankt die Antikorperpravalenz von 0 % bis fast 40 %.
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2.2.2.6

Seroprdvalenz bei Haus- und Wildwiederkauern

Bei den Hauswiederkauern liegen die ermittelten Seropravalenzen von Schafen und Ziegen

in der Regel wesentlich héher als die beim Rind nachgewiesenen Infektionsraten (HASHEMI-

FESHARKI, 1996; PITA GONDIM et al., 1999; GHAZAEI, 2005; HAMZAVI et al., 2007).

Mogliche Ursachen fiir die niedrigere Antikorperpravalenz von Rindern ist einerseits eine

geringere Empfindlichkeit dieser Spezies gegeniliber dem Erreger, andererseits kdnnen auch

unterschiedliche Haltungsbedingungen Ursache fir diesen Umstand sein (PITA GONDIM et

al., 1999; GHAZAEI, 2005; HAMZAVI et al., 2007). Einen Eindruck Uber die globale

Seropravalenzsituation der drei genannten Wiederkduerarten liefert Tabelle 12.

Tabelle 12: Seropravalenz von T. gondii bei Hauswiederkduern

Tierart Pravalenz Priavalenz Methode Land Autor Datum
in % nY/N?
Schaf 55,2 174/315 IFAT) Deutschland BOCH et al. 1979
Schaf 33 370/1122 ELISAY Deutschland SEINECKE 1996
Schaf 18,8 45/240 LAT” Brasilien PITA GONDIM et al. 1999
Schaf 24,5 811/3.311 LAT Iran HASHEMI-FESHARKI 1996
Schaf 56 65/116 ELISA Athiopien NEGASH et al. 2004
Schaf 90 9/10 DAT® Polen SROKA et al. 2001
Schaf 84,5 432/511 MAT” Serbien KLUN et al. 2006
Schaf 33,2 243/732 ELISA Ghana PUIJE, VAN DER et al. 2000
Schaf 30 60/200 ELISA Iran GHAZAEI et al. 2005
Schaf 7 22/319 MAT Alaska (USA) ZARNKE et al. 2000
Ziege 42 29/69 ELISA Deutschland SEINECKE 1996
Ziege 28,9 127/439 LAT Brasilien PITA GONDIM et al. 1999
Ziege 19,3 123/638 LAT Iran HASHEMI-FESHARKI 1996
Ziege 23,7 28/118 IFAT Iran HAMZAVI et al. 2007
Ziege 25,9 15/58 ELISA Athiopien NEGASH et al. 2004
Ziege 26,8 141/526 ELISA Ghana PUIJE, VAN DER et al. 2000
Ziege 15 30/200 ELISA Iran GHAZAEI et al. 2005
Ziege 22,1 221/1000 MAT USA DUBEY und ADAMS 1990a
Ziege 5,9 26/438 [HA®) Venezuela NIETO et al. 1998
Rind 34,4 207/601 IFAT Costa Rica ARIAS et al. 1994
Rind 0 0/2.000 LAT Iran HASHEMI-FESHARKI 1996
Rind 53,8 141/262 DAT Polen SROKA 2001
Rind 9 18/200 ELISA Iran GHAZAEI et al. 2005
Rind 2,3 6/262 ELISA China YU et al. 2006
Rind 76,3 466/611 MAT Serbien KLUN et al. 2006
Rind 4,8 6/125 IFAT Iran HAMZAVI et al. 2007
Rind 1 2/194 LAT Brasilien PITA GONDIM et al. 1999

Y Anzahl positiv

4 Enzyme Linked Immunosorbent Assay

2 Anzahl untersucht

® Direct Agglutination Test
8 |ndirect Haemagglutination Assay

* Indirect Fluorescence Antibody Test

* Latex Agglutination Test
' Modified Agglutination Test
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Bei in Deutschland durchgefiihrten Untersuchungen reagierten 33 % der Schafe und 42 %
der Ziegen im durchgefiihrten ELISA positiv auf den Nachweis von T. gondii-Antikérpern
(SEINECKE, 1996). Wie aus Tabelle 12 ersichtlich wurden ahnliche Pravalenzen auch bei
anderen Studien nachgewiesen. Davon abweichend liegen die Infektionsraten in einigen
Landern wesentlich niedriger bzw. héher. So wiesen NEGASH (2004) bei 56 % und KLUN et
al. (2001) sogar bei 84 % der untersuchten Schafe Antikorper gegen den Erreger nach.

Wie bereits bei anderen Tierarten und auch beim Mensch beschrieben, besteht auch bei
Schaf und Ziege eine positive Korrelation zwischen dem Lebensalter und der
Antikorperpravalenz (DUBEY und ADAMS, 1990; SEINECKE, 1996; NIETO et al., 1998; PUIJE,
VAN DER et al., 2000); ein Umstand, der fir eine in allen Altersstufen erfolgende Ansteckung
mit lebenslang persistierenden Antikorperspiegeln spricht (SEINECKE, 1996).

Ebenfalls Einfluss auf die Infektionspravalenz nimmt der Faktor Klima. Bei Studien in Ghana
und Serbien waren in den feuchteren Regionen signifikant mehr Tiere T. gondii-positiv, als in
trockeneren Gebieten (PUIJE, VAN DER et al., 2000; KLUN et al., 2006). Keinen Einfluss
scheinen hingegen das Geschlecht, die Rasse sowie die Haltungsbedingungen mit Ausnahme
der Fitterung zu haben. So wiesen Schafe, die additiv mit Kraftfutter oder Trockenschnitzeln
gefuttert wurden, signifikant haufiger Antikorper gegen T. gondii auf als Schafe, die sich
lediglich von Gras erndhrten. Als Ursache hierfir kommen zur Schadnagerbekdampfung
eingesetzte Katzen mit Zugang zu den Futterlagerraumen in Betracht (SEINECKE, 1996).
Angaben (iber den Immunstatus von Rindern weisen in der Regel auf sehr viel niedrigere
Antikorperpravalenzen als bei Schaf und Ziege beschrieben hin (Tabelle 12). Entsprechend
wiesen PITA GONDIM et al. (1999) und YU et al. (2006) den Erreger lediglich bei 1,03 % bzw.
2,3 % der Tiere und HASHEMI-FESHARKI et al. (1996) bei gar keinem von 2000 untersuchten
Rindern nach. Ahnlich der beim Schaf beschriebenen Situation weisen jedoch auch bei der
Spezies Rind einige Studien auf sehr viel hohere Prdvalenzen in manchen Lindern hin

(SROKA, 2001; KLUN et al., 2006).
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Wildwiederkduer

Zur Seropréavalenzsituation jagdbarer Tiere wie Reh und Hirsch liegen fiir Europa derzeit nur
wenige Daten vor (TENTER et al.,, 1999). Die Durchseuchungsraten sind jedoch hoch
(ASPOCK, 1994). Eine Ubersicht der Seroprivalenzsituation bei Wildwiederkiuern soll
Tabelle 13 vermitteln. Aus den dargestellten Studien ist ersichtlich, dass die Seropravalenz
inter- und innerartlich starken Schwankungen unterworfen ist. Beispielhaft sei hier auf zwei
im selben Jahr in Peru durchgefiihrte Untersuchungen bei Lamas verwiesen, bei denen
Infektionspréavalenzen von 8 % und 50 % ermittelt wurden (CHAVEZ-VELASQUEZ et al., 2005;
WOLF et al., 2005).

Prinzipiell analog zu den bei Hauswiederkdauern beschriebenen Einflussfaktoren auf die
Seropravalenz ist auch bei Wildwiederkduern eine positive Korrelation zum Lebensalter
beschrieben (VANEK et al., 1996; VIK@REN et al., 2004; WOLF et al., 2005). Ebenso scheint
die Feuchtigkeit ein entscheidendes Kriterium zu sein, da die Pravalenz in trockenen

Regionen signifikant niedriger ausfiel als in feuchteren Gebieten (GAUSS et al., 2006).
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Tabelle 13: Seropravalenz von T. gondii bei Wildwiederkduern

Tierart Pravalenz Pravalenz Land Methode Literatur Datum
in % nY/N?

Alpaka 5,6 20/356 Peru Immunoblot WOLF et al. 2005

Alpaka 33,3 4/12 Deutschland Immunoblot WOLF et al. 2005

Elenantilope 36,8 7/19 Zimbabwe MAT®) HOVE und 1999
DUBEY

Rappenantilope 11,9 8/67 Zimbabwe MAT HOVE und 1999
DUBEY

Streifengnu 14,5 10/69 Zimbabwe MAT HOVE und 1999
DUBEY

Nyala 90 9/10 Zimbabwe MAT HOVE und 2005
MUKARATIRWA

Bison 1 2/241 Alaska/USA  MAT ZARNKE et al. 2000

Buffel 5,6 1/18 Zimbabwe MAT HOVE und 1999
DUBEY

Wasserbiiffel 0 0/40 China ELISAY YU et al. 2007

Wasserbuffel 3,9 4/104 Brasilien LAT® PITA GONDIM 1999
et al.

Wasserbuffel 8,8 34/385 Iran IFAT® NAVIDPOUR et 1998
al.

Rothirsch 7,7 44/571 Norwegen DAT” VIK@REN et al. 2004

Dambhirsch 22,8 18/79 Spanien MAT GAUSS et al. 2006

Dambhirsch 17 24/143 Tschechien  IFAT BARTOVA et al. 2007

WeiRwedelhirsch 44 7/16 USA DAT LINDSAY et al. 1991

WeiRwedelhirsch 30 415/1.367 USA MAT VANEK et al. 1996

Lama 55,8 24/43 Peru IFAT CHAVEZ- 2005
VELASQUEZ et al.

Lama 33,5 95/283 USA MAT DUBEY et al. 1992

Lama 8,6 7/81 Peru Immunoblot WOLF et al. 2005

Lama 50 10/20 Deutschland Immunoblot WOLF et al. 2005

Mahnenspringer 10 1/10 Spanien MAT GAUSS et al. 2006

Mufflon 14,8 4/27 Spanien MAT GAUSS et al. 2006

Mufflon 9 9/105 Tschechien  IFAT BARTOVA et al. 2007

Pyrenden Gamse 20 2/10 Spanien MAT GAUSS et al. 2006

Reh 21,2 7/33 Spanien MAT GAUSS et al. 2006

Reh 24 19/79 Tschechien  IFAT BARTOVA et al. 2007

Reh 33,9 258/760 Norwegen DAT VIK@REN et al. 2004

Ren 50 1/2 Tschechien  IFAT BARTOVA et al. 2007

Ren 6 14/241 Alaska/USA  MAT ZARNKE et al. 2000

Ren 1 9/866 Norwegen DAT VIK@REN et al. 2004

Ren 0 0/390 Spitzbergen DAT PRESTRUD et al. 2007

Steinbock 14,8 4/27 Spanien MAT GAUSS et al. 2006

Vikunja 5,5 11/200 Peru IFAT CHAVEZ- 2005
VELASQUEZ et al.

Vikunja 2,6 3/114 Peru Immunoblot WOLF et al. 2005

Y Anzahl positiv

2 Anzahl untersucht

# Enzyme Linked Immunosorbent Assay

® Indirect Fluorescence Antibody Test

* Modiefied Agglutination Test
*) Latex Agglutination Test

") Direct Agglutination Test
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2.2.2.7 Seroprdvalenz bei anderen Haus- und Wildtieren

Von den lebensmittelliefernden Haustieren sind neben den bereits behandelten Tierarten
Schwein, Schaf und Ziege vor allem Kaninchen stark mit T. gondii-Zysten belastet (ASPOCK,
1994; TENTER et al.,, 1999). Entsprechend wurde bei einer Untersuchung von drei
Kaninchenzuchtbetrieben eine Gesamtpravalenz von 26,9 % ermittelt. Hierbei erwiesen sich
Tiere eines Betriebes mit hohem Aufzuchtstandard als deutlich seltener seropositiv (18,7 %)
als Tiere aus dem familiar gefiihrten (33,3 %) bzw. dem Betrieb mit mittlerem
Aufzuchtstandard (39,7 %) (FIGUEROA-CASTILLO et al., 2006).

Bei kommerziell gehaltenem Gefliigel und Pferden wurden Toxoplasmen dagegen nur selten
nachgewiesen (ASPOCK, 1994; TENTER et al., 1999). Fiir Hiihner scheint die Haltungsform
von entscheidender Bedeutung zu sein. Wahrend bei zwei Studien in Intensivhaltung keines
der Hihner Antikorper besaB (SROKA, 2001; GHAZAEI, 2005), lagen die ermittelten
Pravalenzen bei Tieren aus Freilandhaltung zwischen 26 % und 50 % (DUBEY et al., 2003;
DUBEY et al., 2004; DUBEY et al., 2005).

Die Seropravalenz bei Pferden lag in Schweden und den USA bei lediglich 1 % bzw. 6,9 %
(UGGLA et al., 1990; DUBEY et al., 1999). Die deutlich dartiber liegende Pravalenz von 20,6 %
in einer turkischen Provinz (AKCA et al., 2004) verdeutlicht jedoch, dass auch bei dieser
Spezies hohere Infektionsraten vorkommen, die moéglicherweise auf Haltungsbedingungen

zurickzufiihren sind (AKZA et al., 2004).

Eine Auswahl an Studien zur Seropravalenz verschiedenster Sdugetiere und Vogel ist in den
Tabellen 14 und 15 zusammengestellt. Diese sollen einen abschlieBenden Eindruck liber die
globale Verbreitung der Antikérperpravalenz bei verschiedensten sowohl wildlebenden als
auch domestizierten Tieren vermitteln (GUSTAFSSON und UGGLA, 1994; AKCA et al., 2004;
NEGASH et al., 2004; CHAVEZ-VELASQUEZ et al., 2005; GHAZAEI, 2005; KLUN et al., 2006).
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Tabelle 14: Seropravalenz von T. gondii bei domestizierten und wildlebenden Sdugetieren

Tierart Pravalenz Pravalenz Land Methode Literatur Datum
in % n?/N?

Schwarzbar 84 120/143 USA MAT? NUTTER et al. 1998

Grizzly Bar 25 220/892 Alaska/USA MAT ZARNKE et al. 1997

Schwarzbar 43 62/143 Alaska/USA MAT ZARNKE et al. 2000

Eisbar 6 30/500 Alaska/USA LAT RAH et al. 2005

Walross 6 1/17 Spitzbergen DAT” PRESTRUD et al. 2007

Elefant 10,5 2/19 Zimbabwe MAT HOVE und DUBEY 1999

Elefant 45,5 71/156 Thailand MAT TUNTASUVAN et al. 2001

Elefant 10 2/20 Zimbabwe MAT HOVE und 2005
MUKARATIRWA

Kaninchen 14,2 65/456 Spanien MAT ALMERIA et al. 2004

Kaninchen 26,9 77/286 Mexiko ELISA®) FIGUEROA- 2006
CASTILLO et al.

Pferd 1 2/219 Schweden ELISA UGGLA et al. 1990

Pferd 6,9 124/1788 USA MAT DUBEY et al. 1999

Pferd 20,6 39/189 Turkei SFT” AKCA et al. 2004

Feldhase 0 0/176 Schweden DAT/ELISA  GUSTAFSSON und 1994
UGGLA

Opossum 20,4 82/396 Brasilien MAT YAl et al. 2003

Giraffe 10 1/10 Zimbabwe MAT HOVE und 2005
MUKARATIRWA

Spitzmaulnashorn 27,3 3/11 Zimbabwe MAT HOVE und 2005
MUKARATIRWA

Y Anzahl positiv % Anzahl untersucht * Modified Agglutination Test

L atex Agglutination Test * Direct Agglutination Test & Enzyme Linked Immunosorbent Assay

7) Sabin Feldmann Test

Tabelle 15: Seropravalenz von T. gondii bei domestizierten und wildlebenden Vogeln

Tierart Pravalenz Pravalenz Land Methode Literatur Datum
in% n"/N?

Dreizehenmove 0 0/58 Spitzbergen DAT” PRESTRUD et al. 2007

Ente 15,8 3/19 Agypten MAT? DUBEY et al. 2003

Eismove 0 0/27 Spitzbergen DAT PRESTRUD et al. 2007

Gans 5,9 7/34 Polen DAT SROKA 2001

Haushuhn 0 0/65 Polen DAT SROKA 2001

Haushuhn 0 0/150 IRAN ELISAY GHAZAEI 2005

Haushuhn® 26 13/50 Peru MAT DUBEY et al. 2004a

Haushuhn® 40,4 49/121 Agypten MAT DUBEY et al. 2003

Haushuhn® 52 53/102 Grenada MAT DUBEY et al. 2005

Strauss 48 24/50 Zimbabwe MAT HOVE und 2005
MUKARATIRWA

WeiRer Storch 13,6 6/44 Polen IFT® ANDRZEJEWSKA 2004
et al.

Y Anzahl positiv 2 Anzahl untersucht * Direct Agglutination Test

* Modified Agglutination Test 3 Enzyme Linked Immunosorbent Assay

® Indirect Fluorescence Test
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2.2.3 Symptomatik der Toxoplasmose

Die Toxoplasmose ist eine weltweit verbreitete Erkrankung, die sowohl Menschen als auch
Tiere befallt (Zoonose) (LIN, 1998; SILVA et al., 2005; JITTAPALAPONG et al., 2007). Durch
erkrankungsbedingte Ausfdlle in der Tierproduktion ist sie zum Einen von 6konomischer
Bedeutung, zum Anderen verkoérpert sie durch z. T. schwerwiegende Erkrankungsbilder ein
Problem der 6ffentlichen Gesundheit (LIN, 1998; JITTAPALAPONG et al., 2007).

Normalerweise parasitiert T. gondii sowohl in End- als auch in Zwischenwirten, ohne diese zu
beeintrachtigen. Die Schadigung eines Wirtes tritt folglich sehr selten auf und ist eher als

Missgeschick des Erregers zu betrachten (DUBEY, 1993; SEITZ, 1994).

2.2.31 Toxoplasmose des Menschen

Die Toxoplasma-Infektion wird auller bei immunsupprimierten Patienten und kongenital
infizierten Kindern in der Regel als asymptomatische oder milde Erkrankung beschrieben
(DUBEY, 1993; GROR et al., 2001; EFSA, 2007). Entsprechend wird die klinische Symptomatik
unterteilt in die postnatale Toxoplasmose des Immunkompetenten und des

Immunsupprimierten sowie die pranatale Toxoplasma-Infektion (RKI, 2007b).

2.2.31.1 Immunkompetente Personen

Die Infektion mit T. gondii fihrt bei Immunkompetenten nur sehr selten zu schweren
Erkrankungen (DUBEY, 1993; EFSA 2007). Bei ca. 80 % der Individuen verlauft sie
vollkommen asymptomatisch, fiihrt aber zu lebenslanger Persistenz des Erregers in Form
bradyzoitenhaltiger Zysten (GROR et al., 2001; EFSA, 2007). Eine beachtliche Anzahl von
Fallen mit milden Symptomen wird entweder vom Patienten nicht wahrgenommen oder
aufgrund der unspezifischen Krankheitsanzeichen nicht der Toxoplasmose zugeordnet (EFSA,
2007). In der Regel treten klinische Symptome 10 bis 14 Tage nach der Infektion auf und
manifestieren sich primar als Lymphadenitis (DUBEY, 1993; RKI, 2007b; EFSA, 2007). Obwohl
alle Lymphknoten in das Krankheitsgeschehen involviert sein kdnnen, sind die tiefen

Zervikallymphknoten am haufigsten betroffen (DUBEY, 1993). Die Lymphadenitis kann mit
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nicht charakteristischen Krankheitserscheinungen in Form einer grippe-ahnlichen
Symptomatik (Fieber, Abgeschlagenheit, Muskelschmerzen, kurzzeitige Diarrhon)
vergesellschaftet sein (DUBEY, 1993; GROR et al., 2001). Dartiberhinaus kénnen anikterische
Hepatitiden, sowie in &dullerst seltenen Fallen Enzephalitiden und Retinochorioditiden
auftreten, wobei die Inzidenz der erworbenen okuldren Toxoplasmose moglicherweise noch
unzureichend erfasst wird (siehe 2.2.3.1.4). Chronische Toxoplasma-Infektionen verlaufen

meist vollig latent (DUBEY, 1993; GROR et al., 2001; RKI, 2007b; EFSA, 2007).

2.2.3.1.2 Immunsupprimierte Personen

Wiéhrend eine Toxoplasma-Infektion fir immunkompetente Personen relativ ungefahrlich
ist, stellt sie flir immunsuppressierte Patienten, z. B. infolge immunsupprimierender
Erkrankungen wie AIDS oder medikamenteninduzierter Suppression nach Organtrans-
plantationen eine lebensbedrohliche Gefahr dar (GROR et al., 2001; MELE et al., 2002).
Primare Infektionen unter Immunsuppression kénnen zu interstitiellen Pneumonien fiihren,
treten aber nur sehr selten auf (MELE et al., 2002; RKI, 2007b). Die Mehrheit der
Toxoplasma-Infektionen immunsupprimierter Menschen ist auf Reaktivierungen friiherer
Infektionen oder auf Reaktivierungen von Gewebszysten transplantierter Organe und
Knochenmark zurtckzufihren (MELE et al.,, 2002; EFSA, 2007; RKI, 2007b). Die klinischen
Auspragungen reichen von asymptomatischer Reaktivierung bis hin zu schweren
disseminierten Leiden mit Enzephalitis, Meningoenzephalitis und tumorbedingten Lasionen.
Weitere frequent auftretende Symptome wie Motorisches Syndrom, Bewusstseinsstérungen
und Krampfe sind klinisch nicht von ZNS-Folgeschdaden anderer Genesen zu unterscheiden
(EFSA, 2007). In Folge einer disseminierten, generalisierten Ausbreitung der Erkrankung
konnen noch zahlreiche andere Organe (insbesondere Lungen und Augen) involviert werden
(EFSA, 2007; RKI, 2007b). Nicht entdeckte und entsprechend nicht friihzeitig behandelte
reaktivierte Toxoplasmosen sind fiir immunsupprimierte Patienten lebensbedrohlich
(EFSA, 2007).

Fiir AIDS-Patienten gehort die Toxoplasmose zu den Krankheiten, die am haufigsten zum
Tode flihren. Obwohl alle Organe, inklusive der Hoden, der Haut sowie das Riickenmark
beteiligt sein kénnen, ist die Enzephalitis, insbesondere bei CD-4 T-Zell Zahlen < 100/ul die

haufigste Manifestationsform (DUBEY, 1993; EFSA, 2007). Vor der Einflihrung von HAART
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(Highly Active Antiretroviral Therapy) erkrankten bis zu 30 % der Toxoplasma-positiven HIV-
Patienten an Enzephalitis (EFSA, 2007). Die Mehrheit dieser Patienten leidet unter
beidseitigen schweren und persistierenden Kopfschmerzen mit nur geringer Reaktion auf
Schmerzmittel. Im weiteren Verlauf kdnnen sich Verwirrung, Lethargie, Ataxie und Koma
anschlieBen (ref. in DUBEY, 1993). Unbehandelt fuhrt die zerebrale Toxoplasmose immer

zum Tod (HAPPE et al., 2002).

2.2.3.1.3 Kongenitale Toxoplasmose

Eine kongenitale Ubertragung der Infektion ist in der Regel nur bei einer Erstinfektion der
Mutter wahrend der Schwangerschaft zu befiirchten, wobei die Schwere der Erkrankung
vom Graviditatsstadium der Mutter zum Zeitpunkt der Infektion abhéngig ist (DUBEY, 1993;
FRIESE, 1994; GROR et al., 2001; EFSA, 2007; RKI, 2007b). Obwohl bei der Mutter nur selten
Symptome auftreten, besteht trotzdem eine temporare Parasitdmie, in deren Folge fokale
Lasionen in der Plazenta entstehen und es zur Infektion des Feten kommen kann
(DUBEY, 1993).

Das klinische Bild der konnatalen Toxoplasmose ist sehr variabel und umfasst sowohl
subklinische als auch schwere Verlaufsformen bis hin zu fetalem und neonatalem Tod
(HANDRICK und PADELT, 1994; EFSA, 2007). Das Risiko einer diaplazentaren Ubertragung
steigt mit zunehmender Progression der Schwangerschaft. Die Schwere des Krankheitsbildes
beim Kind nimmt dagegen ab (DUBEY, 1993; GROR et al., 2001; EFSA, 2007; RKI, 2007b). Das
ZNS und die Augen sind nahezu immer beteiligt, zusatzlich konnen aber auch weitere Organe
(Leber, Milz, Niere, Lunge) involviert sein. Erfolgt die Infektion in einem friihen
Schwangerschaftsstadium kann dies zum Verlust des Kindes oder zu schweren Schadigungen
(Chorioretinitis, intrakraniale Verkalkung, Hydro- oder Mikrocephalus) fihren. Infektionen
wahrend der spaten Schwangerschaft verlaufen beim Neugeborenen dagegen zumeist
subklinisch (EFSA, 2007). Die in der friheren Literatur als haufigste Manifestationsform
beschriebene klassische Symptomentrias bestehend aus retinochorioiditischen Narben,
intracerebraler Verkalkung und Hydrocephalus tritt nach neuerer Ansicht nur in sehr
seltenen Fallen und dann unmittelbar post natum auf (HANDRICK und PADELT, 1994; EFSA,
2007; RKI, 2007b).
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2.2.3.14 Okulare Toxoplasmose

Die okulare Toxoplasmose fihrt bei fast 25 % der Patienten zumindest auf einem Auge zu
einem dauerhaften Verlust des Sehvermogens (BOSCH-DRIESSEN et al., 2002). Obwohl die
okuldre Erkrankung bei einem grofRen Prozentsatz kongenital infizierter Personen auftritt, ist
die herkdbmmliche Ansicht, dass die meisten Falle auf kongenitale Infektionen
zurlickzufiihren sind, in letzter Zeit umstritten (GLASNER et al., 1992; GILBERT und
STANFORD, 2000; EFSA, 2007). Zu bericksichtigen ist, dass es mit keinem momentan zur
Verfligung stehendem Test moglich ist, zwischen kongenitaler und postnatal erworbener
Toxoplasmose zu unterscheiden. Aufgrund neuerer Untersuchungen wird vermutet, dass
mindestens zwei Drittel der okuldren Toxoplasmose-Erkrankungen auf postnatale
Infektionen zurtickzufiihren sind (GILBERT und STANFORD, 2000; EFSA, 2007).

Das klinische Erscheinungsbild der okuldren Erkrankung ist abhangig von der Dauer der
retinalen Infektion und der Auspragung der Entziindung. Die haufigste Manifestationsform
ist eine nekrotisierende Retinitis (EFSA, 2007). Die sich entwickelnden Lasionen kdnnen
sowohl ein- als auch beidseitig auftreten (BOSCH-DRIESSEN et al.,, 2002). Andere

Manifestationen wie anteriore Uveitis, Skleritis oder Papillitis sind selten (EFSA, 2007).
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2.2.3.2 Toxoplasmose der Tiere

Es ist anzunehmen, dass alle warmbltigen Tiere, sowohl Sduger als auch Végel fur T. gondii
empfanglich sind (ASPOCK et al., 1994; LIN, 1998; TENTER et al., 1999). Wie beim Menschen
beschrieben, verlaufen die meisten postnatal erworbenen Infektionen auch bei der
lberwiegenden Mehrheit der Tiere, unter der Voraussetzung, dass diese ansonsten gesund
und insbesondere immunkompetent sind, symptomlos bzw. kommt es zur Auspragung nur
geringfiigiger Krankheitsanzeichen (ASPOCK, 1994). Dessen ungeachtet ist der Erreger in der
Lage bei Tieren schwere Erkrankungen hervorzurufen. Rinder und Pferde sind von den
Nutztieren am resistentesten gegen die Erkrankung, obwohl bei beiden Tierarten Infektionen
nachgewiesen wurden (UGGLA et al., 1990; DUBEY, 1993; ARIAS et al., 1994; SROKA, 2001;
AKCA et al., 2004; YU et al., 2006; HAMZAVI et al., 2007). Bei Schafen und Ziegen verursacht
die Infektion durch embryonalen Tod und Resorption, fetalen Tod und Mumifikation, Abort,
Todgeburt und neonatalen Tod groRe Verluste (ref. in DUBEY, 1993; ASPOCK, 1994). Da sich
bei Schafen ein durch den Erreger induzierter Abort nicht wiederholt, konnen und sollten die
betroffenen Muttertiere fir die weitere Zucht bewahrt werden.

Bei Schweinen wurden Toxoplasmose-induzierte Krankheitsausbriiche aus verschiedenen
Landern gemeldet. Hierbei ist die Sterberate junger Tiere hoher als die ausgewachsener
Schweine (ref. in DUBEY, 1993). In Ferkelerzeugerbetrieben sollte die T. gondii-Infektion
beim Auftreten von Aufzuchtschwierigkeiten und enzootischen Aborten zumindest
differentialdiagnostisch in Erwagung gezogen werden. Symptomatisch koénnen bei
Absatzferkeln wahrend einer etwa 5 Tage andauernden Fieberphase Durchfall, Anorexie und
Apathie beobachtet werden (BOCH, 1980). Darliberhinaus sind Pneumonien, Myokarditiden,
Enzephalitiden und plazentare Nekrosen moglich (DUBEY, 1993).

Beim Hund sind Atemnot, Ataxie und Diarrho als klinische Manifestationen zu beobachten.
Auftretende Pneumonien scheinen zumeist auf eine gleichzeitige Toxoplasma- und Staupe-
Virus-Infektion zurlickfiihrbar zu sein. Hierbei verursacht die Staupe-Infektion eine
Immunsuppression, in deren Folge sich T. gondii vermehrt (ref. in DUBEY, 1993).

Katzen kdnnen ebenfalls klinisch an einer Toxoplasma-Infektion erkranken (ASPOCK, 1994).
Neben der Pneumonie, als der wichtigsten klinischen Manifestationsform, sind auch
Hepatitiden, pankreatische Nekrosen, Myositiden, Myokarditiden und Encephalitiden

beschrieben. Diarrhon treten trotz der starken Vermehrung im Darm der Tiere nur selten
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auf. Erkrankte Katzen koénnen jedoch auch ohne ein vorheriges Auftreten von
Krankheitsanzeichen plotzlich versterben (ref. in DUBEY, 1993).

Erwdahnenswert ist, dass bestimmte Tierarten die aus z. B. 6ko- oder epidemiologischen
Grinden keinen Kontakt zu dem Erreger hatten zumeist auch keine Schutzmechanismen
entwickelt haben. Diese Tiere sind haufig besonders empfanglich und empfindlich fiir eine
Toxoplasma-Infektion. Dies gilt u. a. fiir hoch in den Bdumen lebende Neuweltaffen und die

Beuteltiere Australiens (ASPOCK, 1994).
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2.2.4 Pravention und Therapie

PraventivmalBnahmen zur Verhinderung einer Infektion kénnen vom Lebenszyklus des
Parasiten abgleitet werden (Abbildung 12) und sind vor allen Dingen fir nicht immune
Frauen wahrend der Schwangerschaft und immunsupprimierte Patienten von Bedeutung

(GROR et al., 2001; GROR, 2004).

<\

Katzenkontakt meiden, bzw. die Reinigung der Katzentoilette taglich von
anderen Personen durchfiihren lassen

bei der Gartenarbeit Handschuhe tragen

Gemise und Obst vor dem Verzehr griindlich waschen

im Umgang mit rohem Fleisch Handschuhe tragen

nach Garten- und Kiichenarbeit Hinde mit Seife waschen

AN NN

nur ausreichend erhitztes (> 67°C) Fleisch essen bzw. dieses vorher bei
mindestens -12°C lagern

Abbildung 12: PraventivmaRnahmen gegen Toxoplasma-Infektionen (mod. nach GROR et
al., 2001; GROR, 2004)

Angriffspunkte flir die Toxoplasmose-Therapie sind insbesondere die Folsdure- und
Proteinsynthese des Erregers, wobei sich die Wirkung hauptsachlich auf Tachyzoiten
beschrankt, Bradyzoiten gegenliber ist nur eine geringe Wirksamkeit beschrieben
(RKI, 2007b).

Das Robert-Koch-Institut spricht in seinem Ratgeber ,Infektionskrankheiten” (2007)
Empfehlungen zur Therapie der Toxoplasmose aus. Hiernach werden die Antibiotika
Spiramycin, Pyrimethamin, Sulfadiazin und Clindamycin am haufigsten therapeutisch
eingesetzt (RKI, 2007b).

Die Behandlung immunkompetenter Personen ist auf die Anwesenheit von Symptomen
beschrankt (EFSA, 2007; RKI, 2007b). Bei Vorliegen nur milder klinischer Erscheinungen
werden (ber den Zeitraum der Krankheitserscheinungen Spiramycin, Sulfadiazin-
Pyrimethamin oder Cotrimoxazol angewendet. Ein positiver Nutzen dieser Behandlung ist
indes jedoch nicht bewiesen. Fdlle schwerer Toxoplasmosen werden mit Sulfadiazin-
Pyrimethamin behandelt (EFSA, 2007). Zur Behandlung der Toxoplasmose-Encephalitis
immunsupprimierter Patienten kommt Uber einen Zeitraum von mindestens vier Wochen
ebenfalls die Kombination aus Sulfadiazin und Pyrimethamin zur Anwendung (EFSA, 2007).

Dariberhinaus wird auf den moglichen Einsatz von Atavoquone verwiesen (RKI, 2007b).
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Fiir Schwangere bei denen eine Infektion gemutmaRt wird ist der positive Nutzen einer
Behandlung bisher nicht bewiesen (EFSA, 2007). Zur Therapie wird vor der 16.
Schwangerschaftswoche eine Monotherapie mit Spiramycin empfohlen, danach wird auf
eine Kombination bestehend aus Pyrimethamin und Sulfadiazin umgestellt. Um einer
Knochenmarksschadigung vorzubeugen, ist die gleichzeitige Gabe von Folinsdure
erforderlich. Im Anschluss an die Geburt erfolgt die weitergehende Behandlung der
Neugeborenen mithilfe der gleichen Medikamente lber einen Zeitraum von zwei bis sechs
Monaten bei subklinischen bzw. ein bis zwei Jahren bei klinischen Erkrankungen (EFSA, 2007;
RKI, 2007b).

Die Behandlung von Retinochorioditiden kann alternativ zur Kombinationstherapie mit

Clindamycin durchgefiihrt werden (RKI, 2007b).
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2.3 Nachweismethoden

Die Symptomatik der Toxoplasma-Infektion ist flr eine Diagnosestellung zu unspezifisch. Zur
Anwendung kommen in der Praxis daher biologische, serologische, histologische und
molekularbasierte  Methoden oder Kombinationen der genannten Verfahren

(HILL und DUBEY, 2002).

231 Serologischer Nachweis beim Menschen

Der Nachweis spezifischer Antikorper in humanem Serum oder anderen Korperflissigkeiten
wird als Beweis fiir eine Infektion mit dem Parasiten interpretiert (GROR, 1994; EFSA, 2007).
Die serologische Diagnose der Erkrankung stiitzt sich in vielen europdischen Mitgliedsstaaten
auf qualitatsgepriifte und automatisierte in vitro-Verfahren. Diese Testsysteme erlauben
sowohl eine qualitative als auch quantitative Bestimmung von IgG-, IgM- und IgA-
Antikorpern (EFSA, 2007). Bei der Auswertung der Testergebnisse ist zu bericksichtigen,
dass ein hoher IgM-Spiegel bei einem immunkompetenten Patienten auf eine floride
Infektion hinweist. Im Gegensatz dazu treten IgG-Antikorper erst zwei bis drei Wochen nach
einer Infektion auf, zeigen fiir sechs bis acht Wochen einen steigenden Titerverlauf und
sinken danach langsam auf einen bestehenbleibenden Basistiter ab (KRAUSS et al., 2004).
Fiir die Diagnostik der Toxoplasmose von immunkompetenten Personen ist der serologische
Erregernachweis die Methode der Wahl, wobei der Schwerpunkt auf der quantitativen IgM-
und IgA-Bestimmung liegt. Das Robert-Koch-Institut empfiehlt bei dieser Personengruppe
ein stufendiagnostisches Vorgehen. Zundchst wird ein Toxoplasma-Antikdrper-Suchtest
durchgefiihrt, wobei sowohl Tests auf spezifische Toxoplasma-Gesamt- (IgG und IgM) als
auch nur auf IgG-Antikérper zur Anwendung kommen. Bei einem negativen Toxoplasma-
Gesamtergebnis kann eine Infektion ausgeschlossen werden. Das negative Ergebnis eines
alleinigen IgG-Suchtests (in der Frihphase der Infektion moglicherweise negativ) muss
hingegen durch einen IgM-Test ergdanzt werden. Ergeben beide Untersuchungen ein
negatives Ergebnis, kann eine Infektion ausgeschlossen werden (RKI, 2007b).

Ein positiver 1gG-Befund kann sowohl auf eine aktive als auch eine inaktive Infektion
zurlickzufiihren sein. In diesem Fall muss sich eine Folgeuntersuchung auf IgM-Antikérper

anschlieBen. Ist der IgM-Nachweis negativ, kann von einer inaktiven (latenten) Infektion
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ausgegangen werden. Ein positives IgM-Ergebnis muss hingegen mithilfe von
Abklarungsverfahren weiter verfolgt werden. Zu den Toxoplasma-Abklarungsverfahren
gehoren die IgA-Antikdrperbestimmung, der Immunoblot und die IgG-Aviditatsbestimmung.
Gelingt es anhand dieser Methoden nicht, das Infektionsstadium zu bestimmen, ist im
Abstand von 14 Tagen mindestens eine Folgeuntersuchung durchzufiihren (RKI, 2007b). Eine

zusammenfassende Ubersicht tiber die Ergebnisinterpretation gibt Tabelle 16.

Tabelle 16: Ergebnisinterpretation der serologischen Diagnostik (mod. nach RKI, 2007b)

IgG IgM IgG-Aviditat wahrscheinliches Ergebnis

positiv.  negativ - latente Infektion

positiv positiv hoch abklingende oder latente Infektion
positiv.  positiv gering akute Infektion moglich

Mithilfe der IgG-Aviditats-Bestimmung kann in vielen Fallen auf eine Nachuntersuchung
verzichtet werden. Das Verfahren beruht auf einer unterschiedlichen Bindungsstarke
(Aviditat) des Antikoérpers zum Antigen. In der friihen Phase der Infektion besteht noch eine
relativ schwache Aviditdt zum Antigen. Diese nimmt mit zunehmender Dauer der Infektion
zu, so dass stark bindende Antikorper folglich auf eine schon langer zuriickliegende Infektion
hinweisen (SUTER et al., 1999).

Insbesondere flr Schwangere ist von Bedeutung, dass nur das gleichzeitige Vorliegen eines
positiven IgG-Befundes und eines negativen IgM-Nachweises auf eine Immunitat schliefen
lassen. Der rein qualitative IgM-Nachweis bzw. eine niedrige 1gG-Aviditat bedeutet jedoch
nicht zwingend eine akute Infektion. Aus diesem Grund sollte bei Schwangeren mit
positivem IgM-Befund in jedem Fall nach 14 Tagen mindestens eine Nachuntersuchung
erfolgen (RKI, 2007b).

Im Rahmen der Diagnostik beim Neugeborenen gilt der Nachweis von spezifischen IgM- und
bzw. oder IgA-Antikorpern als Infektionsbeweis. Werden bei der Erstuntersuchung nach der
Geburt lediglich IgA-Antikdrper nachgewiesen, sollte nach etwa vier bis sechs Wochen eine
Verlaufskontrolle durchgefiihrt werden. Dartiberhinaus kdonnen vergleichende Immunoblots
(gleichzeitige Untersuchung von fetalem und maternalem Serum) mit Bestimmung der IgG-
Antikorper zu einer Diagnosestellung herangezogen werden (RKI, 2007b).

Bei okuldren und reaktivierten Toxoplasmose-Erkrankungen beweist die Anwesenheit
spezifischer Antikorper (oft nur 1gG) eine vermutete Infektion. Der Nachweis einer akuten

Infektion kann jedoch meistens nur durch eine direkte Erreger- bzw. DNA- Bestimmung
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erfolgen. Lokale Infektionen am Auge konnen durch den Nachweis spezifischer IgA-

Antikorper aus dem Augenkammerwasser identifiziert werden (RKI, 2007b).

2.3.2 Serologischer Nachweis bei Tieren

Fir den serologischen Nachweis einer Toxoplasma-Infektion stehen viele verschiedene
Verfahren zur Verfiigung und befinden sich in Anwendung. Problematisch kann hierbei die
nicht immer gewahrleistete Vergleichbarkeit der Ergebnisse sein, die sich unter anderem aus
den unterschiedlichen Testsystemen, den Modifikationen der Protokolle und den
variierenden Grenzwerten ergibt. Darlberhinaus sind einige Verfahren nicht fir alle
Tierarten geeignet und Kreuzreaktionen mit Antikdrpern verwandter Parasiten kdnnen
zudem falsch-positive Ergebnisse nach sich ziehen (EFSA, 2007).

Als ,Goldener Standard” gilt noch immer der bereits 1948 von SABIN und FELDMANN
entwickelte ,Dye Test“ (DT/SFT). Der Nachweis dieses Verfahrens beruht auf der
Anfarbbarkeit lebender Toxoplasmen mit Methylenblau. Durch Inkubation des Erregers mit
spezifischen Antikérpern kommt es zu einer Lyse der Parasitenmembran, wodurch sich die
Erreger nicht mehr anfarben lassen (GROR, 1994). Dieser Test fand breite Anwendung im
Bereich des humanen Nachweises des Erregers und wird auch fir die Untersuchung
tierischer Seren herangezogen (BOCH et al., 1964; NISHRI et al., 1978; BUDDHIRONGAWATR
et al., 2006; EFSA, 2007). Aufgrund der anspruchsvollen Handhabung, der Kostenintensitat
und des Gefdahrdungspotentials (infektiose Tachyzoiten) ist die Anwendung dieses
Verfahrens in veterindrmedizinischen Labors jedoch wenig verbreitet (EFSA, 2007).

Die meisten der in den letzten Jahren durchgefiihrten serologischen Studien bei Tieren
wurden mithilfe des MAT (Modified Agglutination Test) durchgefihrt (DUBEY et al., 1997;
HOVE und DUBEY, 1999; ZARNKE et al., 2000; GAUSS et al., 2006; KLUN et al., 2006; EFSA,
2007). Dieses Verfahren ist sehr einfach in der Durchfiihrung, verldsslich im Ergebnis und
bendtigt keine Spezies-spezifischen Reagenzien. Nachteilig sind der relativ hohe Zeitaufwand
und die Subjektivitat bei der Interpretation der Ergebnisse (EFSA, 2007).

Ebenfalls einfach in der Durchfiihrung und oft verwendet ist der IFAT (Immunofluorescence
Antibody Test) (LUTZ, 1997; BARTOVA et al., 2006; ARIAS et al., 2007; EFSA, 2007; HAMZAVI

et al., 2007). Bendtigt werden Formalin-behandelte Tachyzoiten sowie Spezies-spezifische
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Konjugate, was sich aufgrund der nicht immer gegebenen Verfigbarkeit limitierend auf die
Anwendung auswirken kann. Zudem besteht auch bei diesem Test eine gewisse Subjektivitat
bei der Interpretation der Ergebnisse mithilfe des Fluoreszenzmikroskops (EFSA, 2007).
Desweiteren steht der sehr einfach zu handhabende DAT (Direkt Agglutination Test) zum
Infektionsnachweis zur Verfligung (EFSA, 2007). Dieses kommerziell erhiltliche Verfahren ist
sowohl sensitiv als auch spezifisch und wird vielfach eingesetzt (LINDSAY et al.; 1991;
VIK@REN et al., 2004; EFSA, 2007; PRESTRUD et al., 2007).

Der IHAT (Indirect Haemagglutination Test) und LAT (Latex Agglutination Test) werden
ebenfalls zur Untersuchung tierischer Seren verwendet (HASHEMI-FESHARKI et al., 1996;
NIETO et al., 1998; PITA GONDIM et al., 1999; EFSA, 2007). Bei diesen Verfahren ist jedoch zu
berlicksichtigen, dass bei niedrigen Titern moglicherweise Kreuzreaktionen mit anderen
Kokzidien auftreten kdnnen (EFSA, 2007).

Ein vielfach angewendetes Verfahren zur Untersuchung tierischer Seren ist der ELISA
(Enzyme-Linked-Immunosorbent Assay) (SEINECKE, 1996; NEGASH et al., 2004; VITALIANO et
al., 2004; EFSA, 2007; YU et al., 2007). Durch die mogliche Automatisierung des Verfahrens
erlaubt diese Methode die Untersuchung groBer Probenmengen (EFSA, 2007). Eine von HILL
et al. (2006) durchgefiihrte vergleichende Studie von sechs unterschiedlichen Nachweis-
verfahren zur Bestimmung einer T. gondii-Infektion bei Schweinen (Serum-ELISA > MAT >
Gewebsfllssigkeits-ELISA > Real Time-PCR > Semi-nested PCR > direkte PCR) deklarierte den

Serum-ELISA dartberhinaus als die sensitivste Methode.
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2.3.3 Direkte Nachweismethoden

Da der direkte Nachweis des Erregers - oder seiner DNA - die Diagnose sichert, ist diese Art
des Nachweises grundsatzlich anzustreben (RKI, 2007b). Er kann aus Sekreten, Exkreten,
Korperflissigkeiten und Gewebeproben, gewonnen durch Biopsie oder Autopsie, erfolgen
(HILL und DUBEY, 2002). Zu den konventionellen direkten Nachweismethoden gehort die
Inokulation in Versuchsmause oder Zellkulturen sowie die mikroskopische Untersuchung.
Der Nachteil des Mause-Versuches ist eine relativ grolRe Zeitspanne von bis zu drei Wochen
bis zum Vorliegen von Ergebnissen. Da Tierversuche zudem eingeschrankt werden sollten,
sucht man seit langem nach verlasslichen Alternativen. T. gondii ist in der Lage, in vitro
kernhaltige Zellen zu infizieren, weswegen die Inokulation auch in Zellkulturen erfolgen
kann. Auch bei diesem Verfahren betragt der Zeitaufwand bis zu zwei Wochen (GROR, 1994).
Der entscheidende Vorteil der Erregeranzucht in Zellkultur oder im Tierversuch ist der
Beweis einer aktiven Infektion mit vermehrungsfahigen Tachyzoiten (GROR, 1994, RKI,
2007b). Eine schnelle Diagnosestellung kann hingegen mithilfe mikroskopischer
Untersuchungen von Abklatschpraparaten erfolgen. Nach dem Trocknen (10 bis 30 min)
werden die Praparate in Methylalkohol fixiert und z. B. mit GIEMSA gefarbt (HILL und DUBEY,
2002).

Fir den direkten Erregernachweis vermehrt eingesetzt wird jedoch die PCR. Wie
aussagekraftig das Ergebnis ist, hangt von mehreren Faktoren ab. Von Bedeutung sind neben
der technischen Qualitdt die bestehende Fragestellung und insbesondere die kritische
Interpretation der Ergebnisse. Zu berticksichtigen ist, dass ein positives PCR-Ergebnis zwar
beweisend fir eine Infektion ist, aber keinen Anhaltspunkt dafiir liefert, ob es sich um eine
latente oder akute Infektion handelt. Darliber hinaus wirkt sich der meist sehr geringe
Erregergehalt der zu untersuchenden Proben einschrankend auf die diagnostische

Verwertbarkeit der Ergebnisse aus (RKI, 2007b).
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2.3.3.1 Einsatz der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Nach Einfihrung der PCR in den 1980er Jahren (NEWTON und GRAHAM, 1994) gelang BURG
et al. bereits 1989 der Nachweis eines einzelnen T. gondii-Organismus aus einem Zelllysat
bzw. von 10 Organismen in der Gegenwart von 100 000 Leukozyten, was vergleichbar ist mit
der Zellinfiltration in 1 ml der Zerebrospinalflissigkeit eines Patienten mit zerebraler
Toxoplasmose. GROVER et al. (1990) bezeichneten die PCR aufgrund der schnellen
Durchfiihrbarkeit und der hohen Sensitivitdt bereits ein Jahr spater als die
vielversprechendste Methode fiir die pranatale Diagnostik kongenitaler Toxoplasmose-
Erkrankungen; in Untersuchungen von HOHLFELD et al. (1994) bestach die PCR durch eine
den anderen verwendeten herkdmmlichen Methoden weit Uberlegene Sensitivitat (97,4 %
gegeniber 89,5 %) bei der Bestimmung von T. gondii aus Amnionflissigkeit.

Fiir die Diagnose einer pranatalen Infektion kann die PCR aus Fruchtwasser und Nabelblut
entscheidende Ergebnisse liefern. Beim Neugeborenen kann ein Nachweis aus EDTA-Blut,
Liquor oder Geburtsmaterial erfolgen. Zu beachten ist jedoch, dass ein positiver Befund zwar
beweisend flr eine vorliegende Infektion ist, ein negatives Ergebnis diese jedoch nicht
ausschlieRt (RKI, 2007b).

Wahrend beim Immunkompetenten die Serologie als Methode der Wahl anzusehen ist, stellt
der direkte Erregernachweis mittels PCR (bzw. Ma&use oder Zellkultur) bei
Immunsupprimierten die sicherste Methode dar. Ein weiteres Einsatzgebiet der PCR ist die
Untersuchung kommerzieller Fleischerzeugnisse auf die Anwesenheit von T. gondii im
Hinblick auf eine mogliche Infektionsgefahr der Verbraucher (WARNEKULASURIYA et al.,
1998; ASPINALL et al., 2002).

Entsprechend dieser Ausfiihrungen hat sich die PCR als addaquate Methode fiir den Nachweis
von T. gondii aus verschiedensten Matrizes bewahrt. Trotzdem gilt es, einige Faktoren zu
beachten. Die Sensitivitat und Spezifitat PCR-basierter Methoden sind abhangig von den
gewdhlten DNA-Isolationstechniken, der fiir die Amplifikation ausgewdhlten DNA-Sequenz
und den Parametern der Amplifikation selber (SWITAJ et al., 2005). Wenig problematisch ist
die Auswahl des DNA-Extraktionsverfahrens, da bei der Anwendung von Standardverfahren -
und ausreichendem Proteinase K-Verdau - gute Ausbeuten an genomischer T. gondii-DNA
erzielt werden (REISCHL et al., 2003b). Die sich anschlieRende erste Stufe der Amplifikation
beinhaltet die Hybridisierung ausgewahlter Primer an eine geeignete Zielsequenz. Hierbei

erhoht sich die Sensitivitat der PCR, wenn die Ziel-Sequenz als Spezies-spezifische Mehrfach-
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Kopie im Genom vorliegt. Eine potentielle Zielsequenz ist das TGR1g-Gen, welches Spezies-
spezifisch ist und in hoher Kopienanzahl vorliegt. Aufgrund der Sequenzheterogenitat
existieren jedoch bis jetzt keine Primer, die alle Sequenzvarianten erfassen kénnen. Das
18S rRNA-Gen (110 Kopien) besitzt nur einzelne Nukleotidpositionen die fir T. gondii
spezifisch sind, so dass die Gefahr von Kreuzreaktionen der Primer mit dhnlichen Sequenzen
anderer Eukaryoten besteht (GUAY et al.,, 1993; REISCHL et al., 2003b). Andere repetitive
Sequenzen (100 bis 500 Kopien, OSSORIO et al., 1991) besitzen MGE’s (Mobile-Genetic-
Elements) und sind ebenfalls nicht vollstandig Spezies-spezifisch. Die meist genutzte Sequenz
von T. gondii ist das in 35-facher Kopienanzahl im Genom vorliegende B1-Gen (SWITAJ et al.,
2005). Die Spezifitat dieses erstmals von BURG et al. (1989) beschriebenen Gens ist
inzwischen gut etabliert, seine Funktion ist allerdings weiterhin unbekannt (SWITAJ et al.,
2005). Diese Sequenz galt Giber viele Jahre als der ,,Goldene Standard” fiir diagnostische PCR-
Untersuchungen (REISCHL et al., 2003b). Im Jahr 2000 etablierten HOMAN et al. (2000) das
529-bp-Fragment, das eine 200- bis 300-fache Repetivitdt im Genom aufweist und sich dem
B1-Gen gegeniiber als sensitiver erwies. Dies konnte in einer Studie von REISCHL et al.
(2003a) bestatigt werden. Die erzielbare Sensitivitat mittels des 529-bp-Fragmentes war um
das 10- bis 100-fache hoher, als bei Verwendung des parallel getesteten B1-Gens. Auch
EDVINSSON et al. (2006) vertreten die Meinung, dass diese neue Sequenz zu einer Erh6hung
der diagnostischen Genauigkeit und Sensitivitat beitragt. REISCHL et al. (2003b) sehen in
dieser Sequenz sogar den potentiellen neuen ,Goldenen Standard“ fir PCR-

Untersuchungen.
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2.3.3.2 Konventionelle PCR

Auf einer nachtlichen Autofahrt sinnierte Kary Mullis dartber, wie er durch eine DNA-
Sequenzierung spezielle Basen nachweisen konnte; dies fihrte 1985 zur Entwicklung der
PCR-Methode (NEWTON und GRAHAM, 1994). Mithilfe dieses Verfahrens ist eine sehr
schnelle und sensitive in vitro-Amplifizierung spezifischer Genabschnitte minimalster DNA-
Mengen moglich. Bendtigt werden zwei Startersequenzen (Primer), die das zu
amplifizierende DNA-Fragment einrahmen. Die Primarstruktur der Primer muss sich zu der
des zu vervielfaltigenden Abschnittes komplementar verhalten. Die Synthese der Ziel-DNA
erfolgt im Wesentlichen in drei Schritten. Im ersten ,Denaturierungs“-Schritt werden die
DNA-Strange voneinander getrennt. Der sich anschlieRende ,Hybridisierungs“-Schritt dient
der Bindung der Primer an die jeweils komplementdaren DNA-Abschnitte der Zielsequenz.
Darauf folgt die eigentliche spezifische DNA-Synthese durch das Enzym DNA-Polymerase aus
im Reaktionsmix zugesetzten Desoxyribonukleotiden. Diese drei Schritte werden zu einem
Zyklus zusammengefasst, der vielfach wiederholt wird, um eine ausreichende DNA-Menge zu
generieren (WILFINGSEDER und STOIBER, 2002). Die entstehende groRe Kopienanzahl des
amplifizierten spezifischen DNA-Fragmentes wird im Allgemeinen durch Farbung mit
Ethidiumbromid auf Agarosegelen unter ultraviolettem Licht sichtbar gemacht

(EDVINSSON, 2006).

2.3.3.3 Real Time-PCR

Konventionelle PCR-Verfahren basieren auf der Endpunkt-Detektion der amplifizierten
Produkte. Eine Darstellung der Reaktion von Beginn bis Ende mit dem Ziel einer
Quantifizierung der Templatemenge ist nicht moéglich (EDVINSSON, 2006). Die Real Time-PCR
stellt in dieser Hinsicht einen erheblichen technologischen Fortschritt dar. Unter
Verwendung fluoreszenzmarkierter Reportersonden kann hier die Entstehung spezifischer
PCR-Produkte wahrend der exponentiellen Phase der Amplifikation direkt im Reaktionsgefald
verfolgt werden (REISCHL et al., 2003b).

Den Grundstein fur die Entwicklung der heutigen Real Time-PCR legten HIGUCHI et al. (1992,
1993), indem sie der Reaktion Ethidiumbromid (EtBr) zusetzten. Dieses Fluorophor bindet

unspezifisch an doppelstrangige DNA und wird durch UV-Licht angeregt. Durch Ergdanzung
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der PCR-Maschine mit einer UV-Lampe und einer CCD-Kamera konnte die Fluoreszenz
gemessen und so die Konzentration der Ziel-DNA bestimmt werden. Heutzutage werden
andere interkalierende Farbstoffe verwendet, wobei zwischen solchen mit unspezifischer
und spezifischer Interaktion mit der Ziel-DNA unterschieden wird. Ahnlich wie EtBr lagert
sich SYBR -Green unspezifisch in den DNA-Doppelstrang ein. Vorteil dieses Fluorophors ist
zum Einen die hohe Signalstarke, da jedes DNA-Molekil mehrere Fluorophore binden kann,
und zum Anderen die aufgrund der unspezifischen Bindung universelle Einsetzbarkeit in jede
beliebige PCR. Die unspezifische Bindung fihrt allerdings dazu, dass keine Unterscheidung
zwischen korrektem Produkt und Artefakt bzw. Primerdimeren mdglich ist. Dies ist nur in
einem nachgeschalteten Schritt mithilfe einer Schmelzkurvenanalyse moglich. Einen
Fortschritt in dieser Hinsicht stellen spezifische Hybridisierungssonden, wie die TagMan'-
Sonde, dar. Diese Sonden arbeiten mit einem zusatzlichen Oligonukleotid, der TaqMan®-
Probe, die zwischen den beiden spezifischen Primern liegt. TagMan -Proben sind an ihrem
5°-Ende mit einem Reporter-Fluoreszenzfarbstoff und einem intern eingebauten bzw. am
3’-Ende befindlichen Quencher ausgestattet. Solange die Sonde intakt ist, wird die
Fluoreszenzemission des Reporters durch die Ndahe des Quenchers unterdriickt. Kommt es
im Rahmen der Neustrangsynthese zur Fragmentierung der TaqMan®-Probe durch die Tag-
Polymerase, wird der Reporter vom Quencher gel6st, die Fluoreszenz des Reporters wird frei
und somit messbar (WILFINGSEDER und STOIBER, 2002).

Unabhangig von der Art des verwendeten interkalierenden Farbstoffes steigt die Fluoreszenz
proportional zur Produktmenge. Zu Beginn des PCR-Laufes ist die Reporterfluoreszenz
aufgrund der noch geringen Templatekonzentration meist nicht nachweisbar und wird von
der Hintergrundfluoreszenz  lberlagert. Derjenige  PCR-Zyklus, bei dem die
Reporterfluoreszenz die Basisfluoreszenz signifikant Ubersteigt, wird ,cycle threshold”
(Schwellenwert-Zyklus, Cr-Wert) genannt. Da zu diesem Zeitpunkt die Amplifikation
exponentiell verlauft und noch keine limitierenden Faktoren (Primer-, Nukleotidmangel,
nachlassende Enzymaktivitat etc.) vorhanden sind, wird dieser Zyklus als Grundlage fir die
Quantifizierung anhand der Reaktionskinetik des PCR-Laufes herangezogen. Zusatzlich
werden bekannte Templatemengen amplifiziert und daraus eine Standardkurve erstellt,
mithilfe derer bei einem bestimmten Ci-Wert auf die gesuchte Templatekonzentration

geschlossen werden kann (WILFINGSEDER und STOIBER, 2002).
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2.3.3.4 Interne Amplifikationskontrolle

Generell wird ein negatives PCR-Ergebnis dahingehend gedeutet, dass keine Erreger-DNA im
Versuchsansatz enthalten war. Als Ursache miissen jedoch ebenfalls Fehlfunktionen und
Inhibitionen in Betracht gezogen werden, da eine Vielzahl von Grinden (z.B.
Instrumentenversagen, degradierte oder nicht funktionstiichtige Reagenzien, Fehler beim
Herstellen des Reaktionsmixes, organische Losungen oder andere PCR inhibitorische
Substanzen in der extrahierten DNA) zum Scheitern einer PCR fiihren konnen
(EDVINSSON, 2006).

Ist kein PCR-Zielprodukt vorhanden, erlaubt die Anwesenheit eines PCR-Kontrollproduktes
die Unterscheidung zwischen richtig- und falsch-negativen Ergebnissen (ABDULMAWJOOD et
al., 2002). Externe Amplifikationskontrollen werden von der eigentlichen Amplifikation
separiert mitgefiihrt (EDVINSSON, 2006). Im Gegensatz dazu besteht die Interne Amplifi-
kationskontrolle (IAC) aus einer nicht Ziel-DNA-Sequenz, die im selben ReaktionsgefaR
amplifiziert wird wie die Ziel-DNA. Dartiberhinaus wird zwischen kompetitiven (c) und nicht
kompetitiven (n) IAC’s unterschieden (EDVINSSON et al., 2006). Als nIAC kann prinzipiell
jegliche DNA dienen, die durch ein anderes Primerpaar amplifiziert wird, als die Ziel-DNA
(EDVINSSON, 2006). Im Gegensatz dazu wird die clAC durch die selben Primer amplifiziert
wie die Ziel-DNA, da sie aus den Primer bindenden Sequenzen der Selbigen besteht, die
lediglich in der Mitte durch eine zusatzliche DNA-Sequenz ergdnzt wird. Die clAC wird als
spezifischeres Kontrollsystem angesehen, da sie auf denselben diagnostischen Primern
beruht und ein Zusatz weiterer Primer zudem nicht notwendig ist (EDVINSSON et al., 2006).
GroRRere Mengen clAC konnen allerdings als Konkurrenz fir die Ziel-DNA zu einer
verminderten Amplifikation und damit zu einer geringeren analytischen Sensitivitat fihren
(EDVINSSON, 2006). EDVINSSON et al. (2006) stellten jedoch fest, dass bei Verwendung des
hochrepetitiven 529-bp-Fragmentes der Einsatz einer clAC nicht zu einer Verminderung der

diagnostischer Leistung fiihrt.
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3. Material und Methoden

Tabelle 17: Allgemeine Laborausstattung

Gerit/Material Typus Firma

Dampfsterilisator Typ Varioklav H+P 500 EP H+P Labortechnik GmbH
Einmalhandschuhe Touch NT-Nitril Ansell
Einmalpapiertiicher /M Torx

Falcon Tubes / Nerbe plus

Flachendesinfektionsmittel
Glasflaschchen

Glasflasche

Gefrierschrank

Gefrierschrank
Kihl-Gefrierkombination
Kihlschrank

Kihl- und Gefrierzelle
Labor-Spillautomat
Messkolben

Messpipetten
Metallspatel
Moulinette
Pippettierball

Pinzetten
Reinigungsautomat
Sicherheitsheitsschrank

Skalpellgriff
Skalpellklinge
Tiefkdhllagertruhe

Tiefkihlzelle
Trockenschrank
Waage

Waage
Wasserbad
Wasserbad

Buraton” rapid
Schraubverschluss (Vol. 25 ml)
Schraubverschluss (Vol. 250 ml)
GS 5203 Index 10 / 4000 342
Ausfiihrung 001

GS 5D 14A

Glass line KGK 4055 Index 23

Typ Profi Line 200071 Ausfiihrung

001
168966
67883

DIN 12664 Genauigkeits-
klasse A

1 und 10 ml
/

DPA1
Peleusball
Prazision
25-06
2.22.925

/

/
HFC 586 Top Freezer Nr.

51019566,

4750 021

FED 400

PM 4600 Delta Range
PL-1200

3041

3043

Schiilke & Mayer
Schott-Duran
Schott-Duran
Liebherr

Bosch
Liebherr
Liebherr

Griinzweig & Hartmann AG
Miele & Cie KG

VWR International

Roth

Moulinex

VWR International

Roth

Gilowy

Duperthal Sicherheitstechnik
GmbH &CoKG

Heyland

Braun

Kendro Laboratory Products
GmbH

Viessmann Kéltetechnik AG
WTC Binder GmbH

Mettler

Mettler

Kottermann

Kottermann

Y keine Angabe
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3.1 Etablierung der T. gondii in vitro-Kultur (Stamm ME 49)

Verwendung fand der aus tierischem Material isolierte T. gondii-Stamm ME 49, da dieser als
Maus-apathogen und Zysten-bildend angesehen wird [freundlicherweise von Prof. Dr.
Liesenfeld (Institut fir Mikrobiologie und Hygiene, Charité—Universitatsmedizin Berlin) in
Form von Gehirnen infizierter NMRI-Mause zur Verfigung gestellt]. Die Toxoplasmen
wurden im Institut flr Parasitologie (Justus-Liebig-Universitat GielRen) mithilfe der Pepsin-
Verdauungsmethode nach DUBEY (1998a) aufgearbeitet und in VERO-Zellen kultiviert. Die
aus dem Uberstand gewonnenen Tachyzoiten wurden mehrfach in VERO-Zellen passagiert.
Die ebenfalls im Institut flr Parasitologie (Justus-Liebig-Universitat GieBen) durchgefiihrte

Uberpriifung der Tachyzoiten erfolgte mittels konventioneller PCR nach JALAL et al. (2004).

Tabelle 18: Material fiir die Etablierung der T. gondii in vitro-Kultur

Gerit/Material Typus Firma
Gaze /Y Klinikumsapotheke
Gehirne T. gondii-infizierter BALB/c-Mause Prof. Dr. Liesenfeld?
Kryoréhrchen / Greiner
Morser / Roth
Pasteurpipetten / Roth
Pepsin-Acid 2,6 g Pepsin, 5 g NaCL, Roth
7 ml 37 %-ige HCL ad 500 ml
Pipetten steril (5 ml) Greiner
Pipetten steril (10 ml) Greiner
Pistill / Roth
Reaktionsgefille 1,5 ml Sarstedt
ReaktionsgefaRe 0,5 ml Greiner
T. gondii-Tachyzoiten ME 49 / Institut fur Parasitologie®
Vero-Zellkulturen / /
Zellkulturflaschen 25 cm? Greiner
Zellkulturflaschen 75 cm? Greiner
Zellkulturmedium RPMI/ 1 % Penicillin-Streptomycin  Biowest
Zellkulturmedium RPMI/ 10 % FKS/ 1 % Penicillin- Biowest
Streptomycin
Zentrifugationsréhrchen 15 ml Nunc
Zentrifugationsréhrchen 50 mi Nunc
Y keine Angabe 2 |nstitut fiir Mikrobiologie und Hygiene, Charité—Universitatsmedizin Berlin

3 Justus-Liebig-Universitat Giellen
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3.2 Entwicklung der Real Time-PCR

Fir den qualitativen und quantitativen Nachweis von T. gondii in Rohwurst-Erzeugnissen und

Mausegeweben wurde ein Real Time-PCR-Verfahren, basierend auf dem Nachweis des 529-

bp-Fragmentes sowie eine interne Amplifikationskontrolle entwickelt.

Tabelle 19: Material fiir die Entwicklung und Durchfiihrung der Real Time-PCR

Gerit/Material

Typus/Volumina

Firma

Abzugsschrank
Analysenwaage
Analysenwaage
Aufbewahrungsbox

DNA Away

DNA Blood and Tissue Kit
Dispergier und Emulgiergerat
Ultra Turrax

Ethanol

Filter-Tipps

Klebefolie

Lagerbox

Mettwurst

PCR-Platte
PCR-Reaktionsgefallstander
Petrischalen

Plastikbeutel
Pipettenspitzen

Pipetten

ReagenzgefalRe
Reagenzglasschittler
Reagenzrohrchen
ReaktionsgefdaRgestell
Real-Time Cycler

Ribolyser

Salami

Schnitzelfleisch

SiLibeads® Keramikkiigelchen
TagMan® Universal PCR
Mastermix (2x)

T. gondii-Erreger Suspension
Teewurst

UV-Kabinett

Thermomixer
Thermomixer
Tischzentrifuge

Wasserbad

Zentrifuge

7593 F

BA210S-0D1 / MC BB 100
A200S

/Y

250 ml

/
T25

/

10, 200 und 1.000 pl
MicroAmp

/

500g

flir ABI PRISM

/

mit und ohne Nocken
/

10, 200 und 1.000 pl
Reference, Research
(1,5 und 2 ml)

VV3

Flachboden (5 ml)

/

ABI PRISM 7000 Sequence
FastPrep 120

500 g

500 g

/

/

3,4 x 10" Tachyzoiten
500 g

UVCIT-M-AR

5436

Comfort

5415C

1002

Centrifuge 5403

Koéttermann

Sartorius AG

Sartorius AG

Sarstedt

Molecular Bio Products
Quiagen

Janke & Kunkel

Roth

Nerbe Plus

Applied Biosystems
Roth

Rewe

Nerbe plus
Eppendorf

Nerbe plus

Grade

Nerbe Plus
Eppendorf

Biozym, Nerbe Plus
VWR

Nerbe Plus

Kartell

Applera

SAVANT Instruments
Rewe

Rewe

Sigmund Lindner
Applied Biosystems

Institut fir Parasitologie?
Rewe

Kiskar

Eppendorf

Eppendorf

Eppendorf

Gesellschaft fur Labortechnik
Eppendorf

Y keine Angabe

3 Justus-Liebig-Universitat GieRen
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3.21 Herkunft und Herstellung der fiir die Etablierung der Real Time-PCR

verwendeten T. gondii-Tachyzoiten

Die fiir die Etablierung der Real Time-PCR bendtigte T. gondii-DNA wurde von Frau Dr. A.
Taubert (Institut fir Parasitologie, Justus-Liebig-Universitat GieBen) zur Verfligung gestellt.

Hierflir wurden kryokonservierte Tachyzoiten des RH-Stammes intraperitoneal an BALB/c-
Mause verabreicht und zweimalig passagiert. Im Anschluss an die letzte Verabreichung
wurden die Tachyzoiten 48 Stunden spater Gber Waschungen der Bauchhdhle gewonnen
und zur Infektion von VERO-Zellen verwendet. Die Applikationsmenge betrug ca. 5 x 10*
Tachyzoiten pro cngeschlossenem Vero-Zellrasen. Die im Anschluss an die Wirtszellyse frei
im Uberstand befindlichen Tachyzoiten wurden nach zwei bis drei Tagen gewonnen, in einer
Neubauer-Kammer gezahlt und bei -80 °C gelagert. Die Uberpriifung der in vitro-generierten
T. gondii-Tachyzoiten erfolgte mithilfe einer konventionellen PCR unter Amplifikation des
spezifischen B1-Gens (JALAL et al., 2004) ebenfalls im Institut fiir Parasitologie (Justus-Liebig-

Universitat GielRen).

3.2.2 Entwicklung der Primer und Sonden

Als T. gondii-spezifische Genabschnitte sind auf der Basis von Literaturrecherchen das B1-
Gen und das 529-bp-Fragment ausgewadhlt und flr die Etablierung der Real Time-PCR
verwendet worden.

Die Oligonukleotidsequenzen der Primer des verwendeten B1-Gens wurden aus der Literatur
ibernommen (EDVINSSON et al., 2006). Die Entwicklung und Uberpriifung der
Oligonukleotid-Primer des 529-bp-Fragmentes sowie der Sonden erfolgte unter Verwendung
der Computerprogramme MS-Oligo, Version 4.0, Primer Express® (Fa. Applied Biosystems)
und des Softwarepaketes DNASTAR® (Fa. DNASTAR) sowie BLAST® [(National Center for
Biotechnology Information (NCBI)].

Um eine zusatzliche Steigerung der Bindungsaffinitat zu erzielen, wurde eine spezifische und
fluoreszenzfarbstoffmarkierte Sonde im TagMan®-Format ausgewadhlt. Hierbei wurde die
Sonde am 5°-Ende mit einem minor groove binder (mgb)-Quencher gekoppelt und an das 3’-

Ende der Sequenz wurde der Fluoreszenzfarbstoff FAM angehéangt.
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Die Primer wurden nach spezifischen, institutseigenen Angaben bei der Firma MWG Biotech
in Auftrag gegeben; die Zustellung erfolgte in lyophilisierter Form. Nach Herstellerangaben
wurden aus diesen Lyophilisaten (B1-IFTN-F/B1-IFTN-R und 529-bp-IFTN-F/529-bp-IFTN-R)
mit Aqua dest. (fiir PCR-Zwecke) Stammldsungen mit einer Konzentration von 100 pmol/pl
hergestellt. Die Lagerung bei -18 °C ermoglichte eine Verwendung liber einen Zeitraum von
mindestens einem Jahr.

Die TagManmg,®-Sonden (Toxo-B1, Toxo-529-pb-repeat) wurden von der Firma Applied
Biosystems bezogen. Direkt vor dem Gebrauch erfolgte die Verdliinnung der TagManmg,®-
Sonden-Lésung von 100 auf 2 pM mit Aqua dest. (fir PCR-Zwecke).

Zur Uberpriifung der Eignung der Oligonukleotidprimer fiir die Real Time-PCR-Analyse wurde
zundchst SybrGreen® verwendet. Die genutzten Reagenzien sind in Form eines
Fertigmastermixes als SybrGreen® PCR Core Reagents (Produkt-Nr.: 4304886, Fa. Applied
Biosystems) verflgbar. Im Anschluss erfolgte die Austestung mithilfe der TagManmg,®-
Sonde; hier fand der 2x TagMan® Universal PCR Mastermix (Produkt-Nr.: 4304437, Fa.

Applied Biosystems) Anwendung.

DNA-Amplifikationstechniken

Die Beschickung der PCR-ReaktionsgefdaRe erfolgte raumlich getrennt von sonstigen
Arbeitsschritten in UV-Kabinetten nach den in den Tabellen 20 und 21 wiedergegebenen
Protokollen. Bei SybrGreen® gestiitzten Amplifikationen kam das Quantitect SybrGreen® PCR
Kit (Produkt-Nr. 204143, Fa. Qiagen) nach Angaben des Herstellers zur Anwendung
(Tabelle 20).

A) Pipettierprotokoll: SybrGreen®

Tabelle 20: Pipettierprotokoll fiir die Real Time-PCR unter Verwendung von SybrGreen®

" Pipettiermenge
Zusatze P &

pro Ansatz
Agua dest. 18,0 ul
2x QuantiTect SybrGreen® PCR Mastermix 250 ul
Polymerase-Puffer mit Mg”" (10x, Fa. Quiagen) AR
Primer: 529-bp-IFTN-3F/3R bzw-B1-F/B1-R je1,0ul
Ziel-DNA 2,5 ul
Inhalt pro ReaktionsgefaRl 47,5 ul
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Bei der Verwendung von TagMan® erfolgte die Verwendung des 2x TagMan® Universal PCR

Mastermixes (Produkt-Nr. 440 054, Fa. Applied Biosystems) nach Vorgaben des Herstellers.

B) Pipettierprotokoll: TagMan®

Tabelle 21: Pipettierprotokoll fiir die Real Time-PCR unter Verwendung der TagMangpe-
Fluoreszenzsonde

Zusatze Pipettiermenge pro Ansatz
Agua dest. 18,5 ul
TagMan Universal PCR Mastermix (2x, Fa. Applied Biosystems) 25,0 ul
Primer: 529-bp-IFTN-3-F -R bzw. B1-F/-R je 1,0 ul
TagMang,®-Fluoreszenzsonde: 529-bp-repeat bzw. B1-Gen 2,0 ul
Ziel-DNA 2,5 ul
Inhalt pro ReaktionsgefaR 50 ul

Die zur Anwendung gekommenen Thermocycler-Konditionen sind Tabelle 22 zu entnehmen.

Tabelle 22: Thermocycler-Konditionen der Real Time-PCR

Thermocyclerprogramm Temperatur Zeit Q:I:rer: Thermocycler
initiale UNG-Inkubation 50°C 2 min 1x
Initiale Denaturierung 95 °C 10 min 1x ABI Prism 7000
Denaturierung 95 °C 15 sec } 2ox
Annealing/Extension 60 °C 1 min

3.2.3 Herstellung der Kontrollen

Bei den TaqMan® Real Time-PCR-Untersuchungen der Fleisch-, Wurst- und Organproben
wurden sowohl Aufbereitungs- als auch DNA-Kontrollen mitgefiihrt. Als negative
Aufbereitungs-Kontrolle fand natives Schweinefleisch Anwendung, fiir die Positiv-Kontrolle
wurde dieses mit T. gondii-haltiger Erregersuspension versetzt.

Zur Uberpriifung des ordnungsgemaRen Ablaufs der Real Time-PCR wurde als Negativ-
Kontrolle Neospora caninum-DNA (ein T. gondii sehr nahe verwandter Parasit) eingesetzt, als
Positiv-Kontrolle diente T. gondii-DNA. Die Aufbereitung erfolgte mithilfe eines
konventionellen DNA-Extraktionskits (DNeasy Blood and Tissue Kit, Fa. Quiagen). Zusatzlich

wurden ein Aufbereitungs- und Mastermix-Leerwert mitgefihrt.
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3.24 Ermittlung der Sensitivitat

Die Validierung der entwickelten Methodik erfolgte anhand von drei seriellen
Verdiinnungsreihen. Die Ausgangskonzentration betrug jeweils 3,4 x 10 ’ Tachyzoiten/ml.

Zur Herstellung der Verdiinnungsreihen wurden je Reagenzglas 9 ml Verdiinnungslésung
(DIN EN 1SO 6887-1) vorgelegt. Anschliefend wurde 1 ml der Erregersuspension in das erste
Verdiinnungslosung enthaltende Reagenzglas Uberflhrt. Dies ergab die Verdiinnungsstufe
10™. Von dieser Verdiinnung wurde wiederum 1 ml in das zweite ReagenzgefiR tberfiihrt,
um die Verdiinnungsstufe 10 zu erhalten. Die Erstellung der restlichen Verdiinnungsreihe
bis zur Stufe 107 erfolgte analog. Zwischen den einzelnen Verdinnungsschritten wurden die
Réhrchen durch Vortexen (ca. 20 sec) gut durchmischt. Aus jeder Verdiinnungsstufe wurde
1 ml der Tachyzoitensuspension entnommen und abzentrifugiert. Das erhaltene Pellet
wurde dann nach dem IFTN-Labor spezifizierten Arbeitsprotokoll zur T. gondii-DNA-
Extraktion gemall Abbildung 13 (aufgrund der Einwaagemenge sind die lila gedruckten
Volumina dieser Abbildung zu beriicksichtigen) aufbereitet. Im Anschluss wurde die

Verdiinnungsreihe in die Real Time-PCR eingesetzt, um so die Sensitivitat zu bestimmen.
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3.25 Bestimmung der Nachweisgrenze und relativen Haufigkeit

Zur Bestimmung der Nachweisgrenze sowie der Nachweiswahrscheinlichkeit wurden drei
Einmischversuche durchgefiihrt. Die hierfir benotigten Rohwurst-Erzeugnisse (Salami, Mett-
und Teewurst) sowie die Schweinemuskulatur entstammten dem Lebensmittelhandel. Die
Proben wurden zunachst in einer Moulinette einer Vorzerkleinerung unterzogen. Das so
vorbereitete Material wurde im Verhaltnis 1:1 mit Verdlinnungslosung versetzt und solange
im Ultra Turrax homogenisiert, bis eine fir die folgenden Arbeitsschritte annehmbare
Konsistenz erreicht war. Von jeder Probenart (Schweinemuskulatur, Salami, Mett- und
Teewurst) wurden 7 x 9 g in Plastikbeutel eingewogen. Hierin erfolgte die artifizielle
Kontamination mit den in Punkt 3.2.4 hergestellten Verdliinnungsreihen. Eingemischt wurde
jeweils 1 ml der Verdinnungsstufen 10 bis 10°. An ein sorgfiltiges Durchmischen der
Proben schloss sich, jeweils im Doppelansatz, die Einwaage von 50 mg je Verdiinnungsstufe
und Probenart an. Hierbei wurde besondere Sorgfalt darauf verwendet, das Material fiir die
Einwaage von verschiedenen Stellen zu entnehmen. Die eingewogenen Proben wurden nach
dem IFTN-Labor spezifizierten Arbeitsprotokoll zur T. gondii-DNA-Extraktion aus Geweben
gemald Abbildung 13 (aufgrund der Einwaagemenge sind die lila gedruckten Volumina dieser
Abbildung zu berticksichtigen) aufbereitet. Im Anschluss erfolgte die Untersuchung mithilfe
des Real Time-PCR-Verfahrens. Aus den C;-Werten wurden die Nachweisgrenze und die

relative Haufigkeit rechnerisch bestimmt.
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

10)

11)

12)

13)

14)

Zugabe von X ul (540, 180, 360) ATL-Puffer zu der eingewogenen Probe

!

Mechanische Homogenisierung im Ribolyser

!

Zugabe von X pl (60, 20, 40) Proteinase K-Losung, sorgféltig vortexen

4

Inkubation bei 56 °C his zur vollstandigen Lyse (1-3 h)
Inkubation im Thermomixer unter standigem Schitteln,
zwischenzeitliches Vortexen

!

Zugabe von X ul (600, 200, 400) AL-Puffer, sorgfiltig vortexen
Inkubation flir 10 min bei 70 °C

4

Zugabe von X pl (600, 200, 400) abs. Ethanol, sorgféltig vortexen

1

Volumen in QiAmp Spin-Saulen zu je 600 pl Gberfihren in (3, 2, 1) Sdulen

!

1 min 6000 x g zentrifugieren, Durchfluss verwerfen,
Sdule in ein neues Sammelgefdl setzen

!

Zugabe von 500 pl AW 1-Puffer

4

Wiederholung Position 8, danach weiter bei Position 11

4

Zugabe von 500 pl AW 2-Puffer

4

3 min bei 20.000 x g zentrifugieren, Durchfluss verwerfen
Sdule in neues Sammelgefal’ setzen
1 min bei 20.000 x g zentrifugieren, Durchfluss verwerfen
Sdule in neues Sammelgefdll setzen

4

Zugabe von 100 pl AE-Puffer zur Elution
1 min bei Raumtemperatur inkubieren

!

1 min bei 6000 x g zentrifugieren, Saule verwerfen
DNA in ReaktionsgefdlRR bei +4 bis +8 °C lagern
(léngerfristige Aufbewahrung bei -25 °C)

Abbildung 13: IFTN-spezifiziertes Arbeitsprotokoll zur Isolierung von T. gondii-DNA
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3.2.6 Entwicklung der Internen Amplifikationskontrolle

Die Entwicklung erfolgte mithilfe des kommerziell erhaltlichen Plasmids pUC 19 in einem
vorgeschalteten PCR-Verfahren (ABDULMAWIJOOD et al., 2002), passend zu dem T. gondii-
spezifischen Primerpaar 529-bp-IFTN-3-F und 529-bp-IFTN-3-R. Das dabei entstehende
Amplifikat besitzt eine Grofle von 101 Basenpaaren und wurde mit dem Quiaquick PCR
Purification-Kit der Firma Qiagen nach dem entsprechend vorgeschriebenen Protokoll
aufgereinigt und bei -18 °C gelagert. Das aufgereinigte Amplifikat konnte {iber einen
Zeitraum von einem Jahr verwendet werden.

Die Gebrauchsverdiinnung 10™° wurde in ReaktionsgefiRe mit jeweils 100 pl TE - Puffer
(pH 8) fiir PCR-Zwecke Uberfuhrt und gelagert. Zur Visualisierung wurde in der Real Time-
PCR eine entsprechende mit dem Fluoreszenzfarbstoff VIC markierte TagMan-Sonde

(Universal-IAK-TagMan®-Sonde) verwendet.

3.2.7 Auswertung der Real Time-PCR-Ergebnisse

Alle Signalkurven, die einen sigmoiden Verlauf zeigten und bei C;-Werten < 40,00 detektiert
wurden, erzielten eine positive Bewertung. Als negativ beurteilt wurden Proben, die Cy-
Werte > 40,00 aufwiesen sowie Signalkurven, die unterhalb der Schwellenwertlinie (die
Festlegung erfolgte automatisch durch die verwendete 7000 System SDS Software) lagen.
Fir ein auswertbares Ergebnis des Real Time-PCR-Laufes waren schliissige Ergebnisse der
Aufbereitungs- und DNA-Kontrollen Voraussetzung. Bei Einsatz der Internen Amplifikations-
kontrolle mussten negative Proben ein positives IAK-Signal aufzeigen; bei schwach-positiven
Proben war sowohl ein positives Ergebnis, als auch das Ausbleiben einer Detektion der IAK

moglich.
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3.3 Schweine-Infektionsversuch

Tabelle 23: Material fiir den Schweine-Infektionsversuch*

Gerat/Material

Typus/Volumina

Firma

Ferkel

mannlich, geboren 10.02.2007

Oberer Hardthof, Giel3en

96-well-Platten /Y Nunc
Cellognost Toxoplasmosis H Testkit Dade Behring
Digitales Fieberthermometer / Swiss Design
Einwegspritzen 10 ml Sarstedt
Masthybrid Absatzferkel Oberer Hardthof, GielRen
Monovetten 9ml Sarstedt
Pipettenspitzen / Sarstedt
Reaktionsgefale 1,5ml Sarstedt
Sterile Kanulen Lanzettenschliff 1,2 x 75 mm TSK Supra
Treibbrett 120x 76 cm Siepmann
Zentrifugationsréhrchen 15 ml Nunc

*flr den Tierversuch zustdndige Behorde: Regierungsprasidium GieBen, Dezernat V 54-Veterindrwesen;
zugehorige Ordnungsnummer:48/2006
Y keine Angabe

Zur Auswahl geeigneter Versuchstiere wurden serologische Untersuchungen durchgefihrt.
Die Blutentnahme erfolgte mit Einwegspritzen und —nadeln an der Vena cava cranialis unter
Fixierung der Tiere mit einer Drahtschlinge. Nach Zentrifugation des geronnenen Blutes
erfolgte die Untersuchung des Serums mit dem schnell durchzufiihrenden
Immunhamagglutinationstest (IHAT) im Institut flir Parasitologie (Justus-Liebig-Universitat
GieRBen), sowie mithilfe des Western-Blots durch Dr. Schares (Friedrich-Loeffler-Institut,
Bundesforschungsinstitut fiir Tiergesundheit).

Im Anschluss an die serologischen Untersuchungen wurden zwei Tiere im Alter von ca. drei
Monaten intravends in den Versuchstierstallungen des Institutes fur Parasitologie (Justus-
Liebig-Universitat GieRen) (Vena cava cranialis) mit Einwegspritzen und —nadeln mit 10*
T. gondii-Tachyzoiten infiziert. Als Inokulum wurden Tachyzoiten des T. gondii-Stammes ME
49 verwendet.

Zur Kontrolle des Infektionserfolges wurden weitere serologische Untersuchungen mithilfe
des IHA (Institut flr Parasitologie, Justus-Liebig-Universitat Gielen) und des Western-Blots
(Dr. Schares, Friedrich-Loeffler-Institut, Bundesforschungsinstitut fir Tiergesundheit)
durchgefiihrt. Uberdies erfolgte eine Temperaturverlaufskontrolle Giber einen Zeitraum von
drei Wochen. Die Messungen erfolgten ab dem Tag der Infektion, jeweils morgens und
abends mit einem digitalen Fieberthermometer (als Nullwert diente die Normaltemperatur,

gemessen am Tag vor der Infektion). Nach Erreichen des typischen Mastalters von ca. sechs
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Monaten erfolgte die Tétung im Giellener Schlachthof. Die Tierkérperhalften verblieben zum
Kihlen Gber Nacht in der Kihlkammer des Schlachtbetriebes und wurden am folgenden
Morgen in die Fleisch- und Wursttechnologie des Institutes flr Tierarztliche Nahrungsmittel-

kunde Uberfihrt.

3.4 Produktion der Rohwurst-Erzeugnisse

Tabelle 24: Material fiir die Produktion der Rohwurst-Erzeugnisse

Gerit/Material Typus/Volumina Firma
Aqualab CX-2 IUL Instruments GmbH
Ausbeinmesser /Y Dick
Fleischwolf Elektro-Wolf 106 Kramer & Grebe
Fleischmesser / Dick
Fillmaschine 20 Handtmann
Glukose Dextrose Enders
Gewlrze: Nitritpokelsalz, weiBer Pfeffer, Enders
traditionelle Rezeptur gemahlene Muskatnuss, edelsiiRe
Paprika, Kardamom, Ingwer
Gewlrze: weiller Pfeffer, Muskatnuss, Ulbricht Walter GmbH
okologische Rezeptur edelstiRe Paprika, Ingwer
Meersalz Rapunzel Naturkost AG
Kardamom Sonnentor GmbH
Knoblauch frisch Rewe
Klimakammer T 1800618 Fessmann
pH-Meter pH 320 WTW
pH-Meter inoLab pH 720 WTW
Black Level Jamaica Rum 73% Captain Morgan
Starterkulturen T-SC 150, S-SX Chr. Hansen GmbH
Schneidmischer 67/108/66 Kramer & Grebe
Universal-Laborkammer ULK 1-0/E Autotherm

Y keine Angabe

Zur Uberpriifung der Uberlebensfihigkeit von T. gondii in Bezug auf die
lebensmitteltechnologischen Verfahren der Rohwurst-Herstellung und -Reifung wurden
verschiedene Rohwurst-Erzeugnisse produziert. Eine Chargenlbersicht ist Tabelle 25 zu

entnehmen.
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Tabelle 25: Ubersicht iiber die im IFTN hergestellten Rohwurst-Chargen

Chargen Produktions- Schwein | Schwein Il
(je 10 kg) Datum Traditionell Okologisch Traditionell Okologisch
Mettwurst 08.08.2007 sw'1cH?1 Swi1CH2 Sw2CH1 SW2CH2
Teewurst 09.08.2007 Sw1CH3 Sw1CH4 Sw2CH3 Sw2CH4
Salami 10.08.2007 Sw1CH5 Sw1CH6 Sw2CH5 Sw2CH6
Tschwein 2 Charge

Nach dem Eingang der Tierkdrperhalften in der institutseigenen Technologie wurden diese
zerlegt und das Fleisch fiir die einzelnen Produkte vorsortiert. Dabei wurde besonderes
Augenmerk darauf gerichtet, moglichst bei jeder Charge Fleisch von samtlichen
Korperpartien zu verwenden. Bis zur weiteren Verarbeitung in den folgenden Tagen erfolgte
die Lagerung im Kihlhaus bei +2 °C. Die genauen Rezepturen sowie die Arbeitsanweisungen
sind Anhang | zu entnehmen.

Zur Uberpriifung der Rohwurst-Reifung wurden verschiedene Parameter erhoben. Fiir alle
Chargen erfolgte die Aufzeichnung der pH-Werte in Abhangigkeit von der jeweiligen
Messtemperatur in verschiedenen Reifestadien. Bei der Salami wurde zusatzlich eine aw-

Wert-Bestimmung zur Kontrolle der Abtrocknung durchgefiihrt.
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3.5 Mause-Infektionsversuch

Tabelle 26: Material fir den Mause-Infektionsversuch

Gerat/Material Typus/Volumina Firma
BALB/c M&use weiblich, Charles River
Liefergewicht [Juli] 17-20 g
CO,-Gas /Y /
Ethanol / Roth
Pasteurpipetten / Roth
Pinzette / /
Reagenzgefalle 1,5 ml Sarstedt
Reisszwecken / /
Schere / /
Steckbrett / OBl
Tierversuchsboxen / /

*flr den Tierversuch zustandige Behorde:Regierungsprasidium GieRen, Dezernat V 54-Veterinarwesen;
zugehorige Ordnungsnummer:48/2006
Y keine Angabe

Die in der institutsinternen Fleisch- und Wursttechnologie produzierten Rohwurst-Chargen
wurden an BALB/c-Mause verfuttert. Jeweils acht Tiere bildeten eine Versuchsgruppe mit
dem gleichen Inokulum. Jede Rohwurst-Charge (Teewurst, Mettwurst, Salami; jeweils
handwerklich und 6kologisch) wurde in drei unterschiedlichen Reifestadien an die Tiere
verflttert. Zusatzlich wurden eine Negativ- (Gruppe eins) und eine Positiv-Kontrollgruppe
(Gruppe zwei) sowie je eine Versuchsgruppe pro Versuchsschwein (Gruppen drei und vier)
zur Uberpriifung der Infektidsitit der rohen Muskulatur mitgefiihrt. Fiir die Positiv-
Kontrollen wurden die entsprechenden Versuchstiere (iber Verabreichung von jeweils acht
Toxoplasma-Gehirnzysten peroral infiziert, Negativkontrollen erhielten dagegen PBS
(Phosphate Buffered Saline). Eine genaue Auflistung des Inokulationsschemas ist Tabelle 27
zu entnehmen.

Im Institut fiir Parasitologie (Justus-Liebig-Universitat Giellen) wurden die Mause vor und
nach der Inokulation des jeweiligen Testmaterials zu je acht Tieren in einem Kafig auf
Sagespaneeinstreu in klimatisierten Raumen (20 °C, rel. Luftfeuchte ca. 70 %) gehalten und
mit Standardfutter und Trinkwasser ad libitum versorgt. Die Inokulation der
Versuchsgruppen verlief liber vier Tage. Am jeweils ersten Tag wurden die ansonsten in den
Versuchsgruppen zusammengehaltenen Tiere einzeln gesetzt und fir 24 Stunden niichtern
belassen. Am zweiten und dritten Tag erfolgte die orale Verfiitterung von 6 g Rohwurst pro

Versuchsmaus. Hierbei wurde die Wurst als Stiick in die Versuchsbox gelegt und von der
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Maus bereitwillig aufgenommen. Wahrend dieser Inokulationsphase stand den Tieren neben
der Rohwurst und Wasser ad libitum keine andere Nahrungsquelle zur Verfliigung. Am
vierten Tag folgte die Wiedereingliederung in die Gruppe mit Umstellung auf das ansonsten
Ubliche Futter.

In den ndchsten 40 bis 50 Tagen wurden die Tiere in ihren Gruppen belassen. Die sich
anschlieBende Totung erfolgte unter Kohlendioxid-Narkose. Nach Erreichen der
Bewusstlosigkeit wurden die Tiere mit Genickbruch getdtet, mit ReiBnageln auf einem
Korkbrett fixiert und die Organe zeitnah mit Schere und Pinzette entnommen. Nach der

Organentnahme wurden die Tierkdrper unschadlich beseitigt.
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Tabelle 27: Ubersicht iiber Inokulationsart und —datum der Miuse-Versuchsgruppen sowie

den Toétungszeitpunkt

Zeit-

Gr”  Inokulum punkt” Inokulation Toétung
1 Negativkontrolle (PBS) a2 | 06.-09.08.2007 |  24.09.2007
2 Positivkontrolle (Gehirnzysten) '/ | 06.-09.08.2007 |  24.09.2007
3 Muskelprobe Schwein 1 L/ 1 06.-09.08.2007 24.09.2007
4 Muskelprobe Schwein 2 g / g 06.-09.08.2007 g 24.09.2007
5 Mettwurst/Handwerk Schwein 1 i Prod. i 07.-10.08.2007 i 26.09.2007
6  Mettwurst/Okologisch Schwein 1 | Prod. | 07.-10.08.2007 |  26.09.2007
7 Mettwurst/Handwerk Schwein 2 \ Prod. 1 07.-10.08.2007 ; 26.09.2007
8  Mettwurst/Okologisch Schwein 2 g Prod. g 07.-10.08.2007 g 26.09.2007
9 Teewurst/Handwerk Schwein 1 i Prod. i 08.-11.08.2007 i 27.09.2007
10  Teewurst/Okologisch Schwein 1 | Prod. | 08.-11.08.2007 |  27.09.2007
11  Teewurst/Handwerk Schwein 2 \ Prod. 1 08.-11.08.2007 27.09.2007
12 Teewurst/Okologisch Schwein 2 Prod. 08.-11.08.2007 27.09.2007
13  Salami/Handwerk Schwein 1 i Prod. i 09.-12.08.2007 i 01.10.2007
14 salami/Okologisch Schwein 1 | Prod. | 09.-12.08.2007 |  01.10.2007
15  Salami/Handwerk Schwein 2 \ Prod. 1 09.-12.08.2007 ; 01.10.2007
16  Salami/Okologisch Schwein 2 Prod. 09.-12.08.2007 01.10.2007
17  Mettwurst/Handwerk Schwein 1 P IVK®) | 09.-12.08.2007 |  01.10.2007
18  Mettwurst/Handwerk Schwein 2 | IVK | 09.-12.08.2007 |  01.10.2007
19  Teewurst/ Handwerk Schwein 1 L IVK 1 10.-13.08.2007 01.10.2007
20  Teewurst/ Handwerk Schwein 2 LIVK | 10.-13.08.2007 | 01.10.2007
21 Mettwurst/Okologisch Schwein 1 i IVK i 12.-15.08.2007 i 04.10.2007
22 Mettwurst/Okologisch Schwein 2 | IVK | 12.-15.08.2007 |  04.10.2007
23 Teewurst/Okologisch Schwein 1 L IVK 1 13.-16.08.2007 04.10.2007
24 Teewurst/Okologisch Schwein 2 g IVK g 13.-16.08.2007 g 04.10.2007
25  Salami/Handwerk Schwein 1 i VK i 17.-20.08.2007 i 09.10.2007
26 Salami/Handwerk Schwein 2 | IVK | 17.-20.08.2007 |  09.10.2007
27  Salami/Okologisch Schwein 1 LIVK 1 21.-24.08.2007 09.10.2007
28  Salami/Okologisch Schwein 2 L IVK | 21.-24.08.2007 | 09.10.2007
29  Mettwurst/Handwerk Schwein 1 | MHD® i 21.-24.08.2007 i 09.10.2007
30 Mettwurst/Okologisch Schwein 1 | MHD | 21.-24.08.2007 |  09.10.2007
31  Mettwurst/Handwerk Schwein2 ! MHD ! 21.-24.08.2007 ! 10.10.2007
32 Mettwurst/Okologisch Schwein 2 MHD 21.-24.08.2007 10.10.2007
33 Teewurst/Handwerk Schwein 1 | MHD | 22.-25.08.2007 |  10.10.2007
34  Teewurst/Okologisch Schwein 1 ! MHD ! 22.-25.08.2007 | 10.10.2007
35  Teewurst/Handwerk Schwein 2 | MHD | 22.-25.08.2007 |  10.10.2007
36  Teewurst/Okologisch Schwein 2 | MHD | 22.-25.08.2007 | 10.10.2007
37  Salami/Handwerk Schwein 1 | MHD | 06.-09.09.2007 |  24.10.2007
38  Salami/Okologisch Schwein 1 | MHD | 06.-09.09.2007 |  24.10.2007
39  Salami/Handwerk Schwein 2 | MHD | 06.-09.09.2007 |  24.10.2007
40  Salami/Handwerk Schwein 2 i MHD i 06.-09.09.2007 | 24.10.2007

u Gruppennummer
4 Produktionstag

® Ende des Mindesthaltbarkeitsdatums

3 Verfitterungszeitpunkt
3 Tag des theoretischen In-Verkehr-Bringens

% kein Verfiitteru ngszeitpunkt
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3.6 Nachweis von T. gondii mittels Real Time-PCR

Der Nachweis der T. gondii-DNA in Schweinefleischproben, Rohwurst-Erzeugnissen und

Mauseorganen erfolgte mit der unter Punkt 3.2 dargestellten Real Time-PCR.

Tabelle 28: Material fiir den Nachweis von T. gondii mittels Real Time-PCR

Gerit/Material Typus/Volumina Firma
Abzugsschrank 7593 F Koéttermann
Analysewaage A200S Sartorius
Aufbewahrungsbox /1) Sarstedt

DNA Away 250 ml Molecular Bio Products
DNA Blood and Tissue Kit / Quiagen
Dispergier- und Emulgiergerat T25 Janke & Kunkel
Ultra Turrax

Ethanol / Roth
Filter-Tipps Volumina: 10, 200, 1.000 pl Nerbe Plus
Klebefolie MicroAmp Applied Biosystems
Lagerbox / Roth
Mettwurst 500¢g Rewe
PCR-Platte fiir ABI PRISM Nerbe Plus
PCR-Reaktionsgefalistander / Eppendorf
Petrischale mit und ohne Nocken Nerbe Plus
Plastikbeutel steril und ohne Filter Grade

Pipetten Reference, Research Eppendorf
Pipettenspitzen 10, 200,1.000 pl Nerbe Plus
Reagenzgefalle 1,5und 2 ml Biozym
ReagenzgefalRe 1,5und 2 ml Nerbe Plus
Reagenzglasschittler VV3 VWR
Reagenzréhrchen Flachboden (5 ml) Nerbe Plus
ReaktionsgefdaRgestell / Kartell
Real-Time Cycler ABI PRISM 7000 Sequence Applera

Ribolyser

TagMan Universal PCR
Mastermix (2x)

Salami

Schnitzelfleisch

SiLibeads’ Keramikkigelchen
T. gondii-Erreger Suspension
Teewurst

UV-Kabinett

Thermomixer

Thermomixer
Tischzentrifuge

Wasserbad

Zentrifuge

FastPrep 120
/

500 g

500 g

/

1 ml 4 3,4 x 10’ Tachyzoiten
500 g
UVCIT-M-AR
5436

Comfort

5415C

1002

Centrifuge 5403

SAVANT Instruments
Applied Biosystems

Rewe

Rewe

Sigmund Lindner
Institut fiir Parasitologie
Rewe

Kiskar

Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Labortechnik GmbH
Eppendorf

Y keine Angabe
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3.6.1 Methodik des Erregernachweises in Schweine-Geweben

Um sicherzustellen, dass die intravendse Infektion der Versuchsschweine zu einer
Zystenbildung geflihrt hat, wurden direkt im Anschluss an die Schlachtung aus zehn
verschiedenen Kérperregionen jeweils ca. 3 cm?® grofle Gewebeproben entnommen. Diese
wurden zunachst mithilfe von Pinzette und Skalpell grob zerkleinert und anschliefend im
Ultra Turrax homogenisiert. Um einer zu groflen Hitzeeinwirkung entgegenzuwirken und
eine fur die folgenden Arbeitsschritte vorteilhafte Konsistenz zu erzielen, erfolgte eine
Verdinnung der Proben mit Verdiinnungslosung (DIN EN I1SO 6887-1) im Verhéltnis 1:1. Aus
diesen Aufbereitungs-Homogenisaten wurden jeweils 150 mg in Reaktionsgefalie
eingewogen und diese nach dem IFTN-Labor spezifizierten Arbeitsprotokoll zur T. gondii-
DNA-Extraktion aus Geweben aufbereitet (Abbildung 13; Volumina rot gedruckt). Hierbei
wurde besondere Sorgfalt darauf verwendet, Material von verschiedenen Entnahmestellen
fir die Einwaage zu beriicksichtigen. Bei der Uberfiihrung der Probe auf die Spin-Columns
erfolgte eine Aufteilung des Volumens auf drei Sdulen, so dass pro entnommener Probe drei
PCR-Ansatze untersucht werden konnten. Das erhaltene Eluat wurde in der Real Time-PCR

auf das Vorhandensein von T. gondii-DNA untersucht.

3.6.2 Methodik des Erregernachweises in Rohwurst-Erzeugnissen

Samtliche Rohwurst-Chargen wurden mithilfe der Real Time-PCR auf das Vorhandensein von
T. gondii-DNA untersucht. Hierfiir erfolgte direkt im Anschluss an die Herstellung eine grobe
Vorzerkleinerung des Brats der einzelnen Chargen unter Zuhilfenahme von Pinzette, Skalpell
und Schere. Das so vorbereitete Material wurde im Verhaltnis 1:1 mit Verdiinnungslosung
versetzt und solange im Ultra Turrax homogenisiert, bis eine fir die folgenden
Arbeitsschritte annehmbare Konsistenz erreicht war.

Von jeder Rohwurst-Charge wurden 3 x 15 g Wurstbrat (Aufbereitungen la, 1b, Ic)
eingewogen. Aus diesen Aufbereitungen wurden jeweils 2 x 50 mg Probenmaterial in
ReagenzgefilRe Uberfihrt und diese nach dem IFTN-Labor-spezifizierten Arbeitsprotokoll zur
T. gondii-DNA-Extraktion aus Geweben aufbereitet (die Vorgehensweise entspricht der

Darstellung in Abbildung 13, Volumina lila gedruckt). Da nicht in allen Chargen im ersten
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Versuchsdurchgang positive Ergebnisse erzielt werden konnten, wurden unter Beibehaltung

der Aufbereitungs-Methodik weitere Ansatze homogenisiert und untersucht.

3.6.3 Methodik des Erregernachweises in Miuse-Geweben

Die aus den Mausen entnommenen Organe (Gehirn, Herz, Milz) wurden am Tag der
Entnahme zeitnah mit Skalpell und Pinzette in einem Petrischalen-Deckel zerkleinert,
homogenisiert und in ReagenzgefalRe (1,5 ml) Gberflhrt.

Es wurden je Maus 50 mg Herz- und Gehirn- sowie 20 mg Milzgewebe eingewogen (die
Einwaagemenge richtete sich nach der Herstelleranweisung der Firma Quiagen). Die
geringere Milzeinwaage erklart sich aus dem hoheren Zell- und damit DNA-Gehalt dieses
Organs.

Die so vorbereiteten Proben wurden in Reagenzgefillen mit Keramik-Kigelchen (zur
besseren mechanischen Aufbereitung) zwischenzeitlich tiefgefroren und bis zur endgiiltigen
Bearbeitung bei -25 °C gelagert.

Nach dem Auftauen erfolgte die Aufbereitung der Proben nach dem IFTN-Labor-
spezifizierten Arbeitsprotokoll zur T. gondii-DNA-Extraktion aus Geweben (die Vorgehens-
weise entspricht der Darstellung in Abbildung 13, Volumina griin gedruckt).

Die Probenbezeichnung ist am Beispiel der ersten Versuchsmaus der ersten Gruppe
exemplarisch dargestellt (Tabelle 29). Fiir alle weiteren Untersuchungsproben gilt dies

analog.

Tabelle 29: Beispielhafte Darstellung der Probenbezeichnung der Versuchsmause

- PCR-
Gruppe Tier Nr. Organ Kennzeichnung
1) 2) :3) A4)
1 Hirn Gr”’1 Ms 1. H|5 A
1 Grl Ms1 Hi B
1 1 Herz Grl Ms1 He® A
1 Grl Msl1 He B
1 Milz Grl Ms1 Mz” A
1 Grl Msl1 Mz B
Y Gruppe 2 Maus ¥ Hirn 4 Ansatz A
% Ansatz B ® Herz  Milz
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3.7 Nachweis von Antikorpern gegen T. gondii mithilfe des

Western-Blot-Verfahrens

Zusatzlich zu den Real Time-PCR-Untersuchungen wurden die Seren der 320 Versuchsmause
sowie der beiden Schweine auch mithilfe des Western-Blot-Verfahrens auf eine
stattgefundene Infektion Uberprift (freundlicherweise durchgefiihrt von Dr. Schares,
Friedrich-Loeffler-Institut, Bundesforschungsinstitut fiir Tiergesundheit).

Der RH-Stamm von T. gondii (SABIN, 1941) wurde in Vero-Zellkulturen etabliert und
aufgereinigt (SCHARES et al., 1998, 1999). Die auf diese Weise gewonnenen Tachyzoiten
wurden bis zur Verwendung fur den Immunoblot bzw. die Antigenaufreinigung bei -80 °C in
Pelletform tiefgefroren.

Die Gewinnung und Aufreinigung des fir den Immunoblot bendétigten Oberflachenantigens
p 30 (TgSAG1) von T. gondii erfolgte mittels Affinitatschromatographie unter Verwendung
des monoklonalen Antikérpers P 30/3 (ISL, UK) (SCHARES et al., 2000).

Die Durchfihrung des Immunoblots fand wie bei SCHARES et al., 1998 beschrieben statt. Das
aufgereinigte P 30 (0,05 pg) von T. gondii wurde in nicht reduzierendem Puffer (2 % [w/v]
Sodium Dodecyl Sulfat (SDS), 10 % [v/v] Glycerol, 62 mM TrisHCL, pH 6,8) fiir eine Minute
(94 °C) inkubiert, danach in 12 %-igem SDS-Polyacrylamid-Minigel (60 x 70 x 1) separiert und
anschlieBend auf PVDF-Membrane (Immobilon-P, Millipore) Ubertragen. Nach der
Ubertragung wurden die Membrane mit PBS-TG (PBS mit 0,05 % [Tween 20 (Sigma) und 2 %
[v/v] flissiger Fisch-Gelatine (Serva, Deutschland)) geblockt und in 50 Streifen geschnitten.
Zum Nachweis der Antikorper gegen die T. gondii-Tachyzoiten-Antigene wurden die
Westernblot-Streifen - wie flir Neospora caninum beschrieben (SCHARES et al.,, 1998) -
behandelt. Die Seren wurden 1:10 in PBS-TG verdunnt. Als Positivkontrolle diente das Serum
einer experimentell mit T. gondii-infizierten Maus (Daten nicht publiziert). Seren mit einer
Einzelbande von 30 kDa wurden als reaktiv gewertet. Fir alle Immunoblots fanden mit
Peroxidase konjugierte ,Affini Pure goat anti-mouse IgG (H + L)“ (Jackson Immunoresearch
Laboratories, West Grove, PA, USA) mit 1:250 PBS-TG verdiinnt, Anwendung (personliche
Mitteilung Dr. Schares, Friedrich-Loeffler-Institut, Bundesforschungsinstitut fir Tiergesund-

heit).
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3.8 Statistische Auswertung

Die Datenhaltung und —auswertung sowie die Erstellung der grafischen Abbildungen im
Rahmen der Ergebnisprasentation erfolgte auf den Rechnern im lokalen Rechnernetzwerk
(LAN) der Arbeitsgruppe Biomathematik und Datenverarbeitung des Fachbereichs
Veterindrmedizin der Justus-Liebig-Universitdt Gielen. Die statistischen Auswertungen
wurden mit Hilfe des Statistikprogrammpakets BMDP/Dynamic, Release 7.0 (DIXON, 1993),
sowie der LOGXACT-TURBO Software (MEHTA und PATEL, 1992) durchgefiihrt. Dabei kamen
in Anlehnung an den Versuchsplan die Verfahren der multiplen logistischen Regression mit
drei Einflussfaktoren (BMDPLR, DIXON, 1993), der multiplen exakten logistischen Regression
(LOGXACT-TURBO, MEHTA und PATEL, 1992) sowie der exakte Test von Fischer
(ACKERMANN, 1998) zur Anwendung.

Bei der Bewertung der statistischen Signifikanzen wurde das Signifikanzniveau a = 0,05
zugrunde gelegt, d. h. Ergebnisse mit p < 0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen.
Zusatzlich wird soweit moglich der errechnete p-Wert angegeben (Arbeitsgruppe

Biomathematik und Datenverarbeitung, Justus-Liebig-Universitat GieRBen).
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4. Ergebnisse
4.1 Etablierung der T. gondi in vitro-Kultur (Stamm ME 49)

Die von Prof. Dr. Liesenfeld (Institut fir Mikrobiologie und Hygiene, Charité—
Universitatsmedizin Berlin) zur Verfligung gestellte T. gondii ME 49-Charge konnte im
Institut fur Parasitologie (Justus-Liebig-Universitat Giellen) erfolgreich in Zellkultur etabliert
werden. Die gewonnenen Tachyzoiten wurden daraufhin in selbigem Institut mittels einer
konventionellen PCR unter Amplifikation des spezifischen B1-Gens (nach JALAL et al. (2004))

Uberprift und nach erfolgreicher Bestatigung zur Infektion der Versuchsschweine

verwendet.
4.2 Entwicklung der Real Time-PCR
4.2.1 Herkunft und Herstellung der fiir die Etablierung der Real Time-PCR

verwendeten T. gondii-Tachyzoiten

Die zur Etablierung der Real Time-PCR sowie zur Herstellung der positiven
Aufbereitungskontrollen fiir die Durchfiihrung der Untersuchungen bendtigte T. gondii-DNA
(RH-Stamm) wurde von Frau Dr. A. Taubert (Institut fir Parasitologie, Justus-Liebig-
Universitat GieRen) zur Verfligung gestellt. Die in vorgenanntem Institut vorgenommene
Uberpriifung der Toxoplasmen erfolgte unter Amplifikation des spezifischen B1-Gens
mithilfe der konventionellen PCR nach JALAL et al. (2004). Als Ergebnis wurde ein Amplifikat
mit der erwarteten Grofle von 469 bp erhalten. Die als Negativ-Kontrolle mitgefiihrte

Neospora caninum-DNA wurde nicht amplifiziert.

4.2.2 Entwicklung der Primer und Sonden

Auf der Basis von Literaturrecherchen wurden das B1-Gen und das 529-bp-Fragment von
T. gondii als Grundlage fir die Primer und Sonden verwendet. Die verwendeten
Oligonukleotidsequenzen sowie die zugehdérigen AmplifikatgrofRen sind den Tabellen 30 und

31 zu entnehmen.
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Tabelle 30: Primer- und Sondensequenzen des B1-Gens

Primer Zielgen Sequenz GroRe Amplifikat Referenz

Edvinsson et

i i i i i
B1-F ! ! 5'-CGTCCGTCGTAATATCAG-3' ! 18mer ! !
. . i I I I 1 al., 2006
(Vorwartsprimer) i i i i i
BLR | y | ! ! ! Edvinsson et
. .. . ! B1-Gen ! 5'-GACTTCATGGGACGATATG-3' ! 19mer ! 103 bp !
(Ruckwartsprimer) I I I I I al., 2006
| | | | |
Bl-Gene-TaqMan®- | ' ' i i
Sonde : : VIC- CTGTTCGCTGTCTGTCT-mgb® : 17mer : : Eigene Entw.
i i i i i
2 Bezogen auf das B1-Gen  (Genbank-Zugriffs-Nr. AF179871)
Tabelle 31: Primer -und Sondensequenzen des 529-bp-Fragmentes
Primer Zielgen Sequenz GroBe Amplifikat Referenz
| | | | |
i i i i i
529-bp-IFTN-3-F | | 5-GTCGGAGAGGGAGAAGATGTTTC-3' | 23mer | i
(Vorwartsprimer) ' ! ! ! !
| | | | |
529-bp-FTN-3-R | | | | |
529-bp- : 5-AAAGCGTCGTCTCGTCTGGAT-3’ + 21mer C
(Riickwartsprimer) ! | ! ! 92 bp ! Eigene Entw.
! repeat™ ! ! ! !
529-bp-repeat-Gene- : : : : :
® i i FAM-CTTGGCTGCTTTTC —mgb® i 14mer i i
TagMan™-Sonde | | i i i
i _IAK- i i i i i
Universal-IAK | | VIC-CGAGTTACATGATCCC-mgh® | 16mer | ;
| | | | |

TagMan®-Sonde

& Bezogen auf das 529-bp-Fragment (Genbank-Zugriffs-Nr. AF146527)

Die Sequenziberpriifung des in den Real Time-PCR-Untersuchungen eingesetzten 529-bp-
Fragmentes erfolgte mithilfe der BLAST® (Basic Local Alignment Search Tool)
Computersoftware im Internet. Sowohl der Forward als auch der Reverse Primer zeigten nur
fir die Spezies T. gondii eine 100 %-ige Ubereinstimmung. Als zusatzliches Oligonukleotid
wurde die TagManmg,®-Sonde fiir die Real Time-PCR verwendet.

Neben der Sequenziiberprifung wurde die Eignung der Oligonukleotidprimer (B1-Gen und
529-bp-Fragment) fir die Real Time-PCR zunachst mit SybrGreen® lberpriift. Im Anschluss

erfolgte die Austestung mittels der TagMan®-Sonde.
Abbildung 14 zeigt die spezifische Amplifikation verschiedener T. gondii-

Tachyzoitensuspensions-Konzentrationen mittels der entwickelten Oligonukleotidprimer fur

das B1-Gen unter Verwendung des Fluoreszenzfarbstoffes SybrGreen®.
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Abbildung 14: B1-Gen-basierte Real Time-PCR-Amplifikationssignale verschiedener
T. gondii-Konzentrationen unter Verwendung von SybrGreen®

Um im Falle eines fraglichen Real Time-PCR-Ergebnisses spaterer Untersuchungsproben eine
eindeutige Zuordnung vornehmen zu konnen, wurde eine Schmelzkurvenanalyse
durchgefiihrt. Das B1-Gen-Amplifikat (103 bp) besal’ eine Schmelztemperatur von 78,0 °C
(Abbildung 15).
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Abbildung 15: B1-Gen-basierte Schmelzkurvenanalyse der T. gondii-DNA

86



Ergebnisse

In nachfolgender Abbildung 16 sind die Ergebnisse der auf der TagMan®-Technologie
basierenden Untersuchung unterschiedlicher T. gondii-Tachyzoitensuspensions-Konzen-

trationen unter Verwendung des B1-Gens illustriert.
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Abbildung 16: B1-Gen-basierte Real Time-PCR-Amplifikationssignale verschiedener
T. gondii-Konzentrationen unter Verwendung von TagMan®

Analog der auf den B1-Gen basierten Untersuchungen zeigt Abbildung 17 die spezifische
Amplifikation verschiedener T. gondii-Tachyzoitensuspensions-Konzentrationen mittels der
entwickelten Oligonukleotidprimer fiir das 529-bp-Fragment unter Verwendung des

Fluoreszenfarbstoffes Syerreen®.
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Abbildung 17: 529-bp-Fragment-basierte Real Time-PCR-Amplifikationssignale
verschiedener T. gondii-Konzentrationen unter Verwendung von
SybrGreen®

Abbildung 18 zeigt die zugehorige Schmelzkurvenanalyse fir das 529-bp-Fragment-

Amplifikat (92 bp) mit einer Schmelztemperatur von 84,0 °C.
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Abbildung 18: 529-bp-Fragment-basierte Schmelzkurvenanalyse der T. gondii-DNA

Die fir das 529-bp-Fragment vorgenommene Uberpriifung mithilfe der TagMan®-

Technologie ist in Abbildung 19 dargestellt.

88



Ergebnisse

Delta Bn vs Cycle
180
L] [ O S S e W
1.60 10 ! ,;_) L
| /#‘J__,.d-—;/ L
1.40 1012 > e
10 — =T
T..gondii- s - B
120 . % 3
Kanz 10 7D
1.00 4
10" z F >
& 5 / o
w 0.20 110 D
= 6 |
= 10 . y >
060
7 i
10 7 7 P
0.40 71
| |
050 [POS! Kontroll s
e o
0 | — L] | Lt~ i e il et
7 -
020 *Ausgangskonzentration: 3,4 x 10" Tachyzojten)/ml
© 12345678 9101112131415161718192021 222324252627 2029 3031 323334353637 38394041 42 4344 4546 47 434950
Cycle Number

Abbildung 19: 529-bp-Fragment-basierte Real Time-PCR-Amplifikationssignale
verschiedener T. gondii-Konzentrationen unter Verwendung von TagMan®

Die entwickelten Oligonukleotidprimer (B1-Gen, 529-bp-Fragment) haben sich fiir den
Nachweis von T. gondii als geeignet erwiesen. Aufgrund vergleichender Untersuchungen
wurde im Folgenden jedoch ausschlielSlich das 529-bp-Fragment als Grundlage fiir die Real
Time-PCR-Analysen der Rohwurst-Erzeugnisse sowie der Schweine- und Ma&use-Matrizes

verwendet.

4.2.3 Uberpriifung der Kontrollen

Die fur die Untersuchung der Schweine-, Rohwurst- und Mauseproben notwendigen
positiven (mit T. gondii-artifiziell kontaminierten Wurstproben) und negativen (T. gondii-
negativen Wurstproben) Real Time-PCR-Aufbereitungskontrollen wurden ebenso wie die
T. gondii-DNA und die als negative DNA-Kontrolle verwendete Neospora caninum-DNA
mithilfe der Real Time-PCR untersucht. Alle getesteten Positiv-Kontrollen erzeugten ein

positives Amplifikationssignal. Die Negativ-Kontrollen wurden ausnahmslos negativ getestet.
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4.2.4 Bestimmung der Sensitivitat

Die zur Bestimmung der Sensitivitat in die Real Time-PCR eingesetzten Verdiinnungsstufen
der Ansdtze 1 bis 3 ergaben die in Tabelle 32 gelisteten Cy-Werte. Die

Ausgangskonzentration der drei Verdiinnungsreihen lag bei 3,4 x 10’ Tachyzoiten/ml.

Tabelle 32: Real Time-PCR-Ergebnisse der T. gondii-Verdiinnungsreihen 1-3

Verdiinnung Erregerkonzentration Cr-Werte Cr-Werte Cr-Werte
Tachyzoiten/ml Ansatz | Ansatz Il Ansatz Il
10" 3,4 x10° 11,49 12,32 12,18
10 3,4x10° 15,11 16,37 16,24
103 3,4 x 10 19,72 19,79 19,56
10 3,4x10° 24,51 24,34 24,05
10° 3,4 x 10° 28,37 28,32 27,26
10°® 3,4x10" 33,01 31,23 31,79
107 3,4 x 10° 34,39 34,51 34,03

Die Abbildungen 20 bis 25 zeigen die Amplifikationssignale der Real Time-PCR-Verfahren der
dekadischen Verdiinnungsreihen mit den Verdiinnungsstufen 10 bis 10”7 des T. gondii RH-
Stammes sowie die zugehorigen Standardkurven. Die Steigung der Geraden variiert zwischen

- 3,73 und - 4,02, das BestimmtheitsmaR liegt bei 2 0,99.
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Abbildung 20: Real Time-PCR-Amplifikationssignale der 1. dekadischen Verdiinnungsreihe
zur Bestimmung der Sensitivitat
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Abbildung 21: Standardkurve der 1. dekadischen Verdiinnungsreihe zur Bestimmung der

Sensitivitat der Real Time-PCR
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Abbildung 22: Real Time-PCR-Amplifikationssignale der 2. dekadischen Verdiinnungsreihe

zur Bestimmung der Sensitivitat
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Standard Curve
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Abbildung 23: Standardkurve der 2. dekadischen Verdiinnungsreihe zur Bestimmung der
Sensitivitat der Real Time-PCR
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Abbildung 24: Real Time-PCR-Amplifikationssignale der 3. dekadischen Verdiinnungsreihe
zur Bestimmung der Sensitivitat

92



Ergebnisse

C Standard Curve
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Abbildung 25: Standardkurve der 3. dekadischen Verdiinnungsreihe zur Bestimmung der
Sensitivitat der Real Time-PCR

Anhand der Verdiinnungsreihen wurde die Sensitivitdt der Real Time-PCR ermittelt. Das
entwickelte Verfahren erlaubt einen sicheren Nachweis des Erregers ab der Verdiinnungs-

stufe 107, dies entspricht einer Konzentration von 3,4 x 10° Tachyzoiten/ml.

4.2.5 Bestimmung der Nachweisgrenze und der relativen Haufigkeit

Zur Bestimmung der Nachweisgrenze sowie der relativen Haufigkeit des Real Time-PCR-
Verfahrens wurden drei unabhangige Einmischversuche mit Muskulatur und verschiedenen
Rohwurst-Erzeugnissen durchgefiihrt. Als Grundlage fir die artifizielle Kontamination
dienten die unter den Punkten 3.2.4 und 4.2.4 genannten Verdinnungsreihen, die sich
aufgrund der analytischen Ergebnisse als geeignet fiir die Kontamination erwiesen haben.
Daran anschliefend erfolgte die DNA-Extraktion mithilfe des DNA Blood & Tissue Kits der
Firma Quiagen nach dem IFTN-Labor spezifizierten Arbeitsprotokoll zur T. gondii-DNA-
Extraktion aus Geweben (Abbildung 13). Die Cr-Werte der Einmischversuche sind in den

Tabellen 33 bis35 gelistet. Die positiven Amplifikationssignale sind farbig hinterlegt.

93



Ergebnisse

Tabelle 33: Real Time PCR-Ergebnis bei dem 1. Einmischversuch

Tachyzoiten/g Muskulatur Mettwurst Teewurst Salami

0 (nativ) n.d.” n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
3,4x10° 37,53 n.d. n.d. n.d. 40,00 42,44 n.d. n.d.
3,4x 10" n.d. 36,36 34,81 35,93 36,80 36,09 n.d. n.d.
3,4x 10° 31,52 31,50 32,25 31,78 32,24 31,47 32,19 32,86
3,4x 10° 29,36 31,61 28,45 28,18 28,16 28,46 28,47 29,21
3,4x10* 26,17 25,49 24,38 24,64 24,40 24,64 24,46 24,43

Y nicht detektiert

Tabelle 34: Real Time PCR-Ergebnis bei dem 2. Einmischversuch

Tachyzoiten/g Muskulatur Mettwurst Teewurst Salami

0 (nativ) nd.” n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
3,4x10° n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 35,51 n.d. 36,73
3,4x 10" 34,55 36,72 35,12 37,03 36,50 34,62 39,15 36,46
3,4x 10 32,84 32,38 33,10 32,26 32,45 33,01 33,46 33,61
3,4x10° 29,81 29,38 29,21 28,56 28,63 29,67 29,28 29,98
3,4x10° 25,75 25,59 25,79 25,61 25,30 26,18 27,00 26,70

Y nicht detektiert

Tabelle 35: Real Time-PCR-Ergebnis bei dem 3. Einmischversuch

Tachyzoiten/g Muskulatur Mettwurst Teewurst Salami
0 (nativ) nd.” n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
3,4x10° n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 36,88 39,44 n.d.
3,4x 10 34,26 35,51 36,43 33,62 n.d. 35,57 36,83 38,03
3,4x 10° 31,34 31,13 32,22 31,50 30,40 31,45 32,84 33,72
3,4x 10° 28,63 28,42 29,20 28,93 28,96 28,35 28,36 30,07
3,4x 10° 24,82 24,78 24,95 25,47 26,00 25,29 25,98 26,26

Y nicht detektiert

Wie aus den in den Tabellen 33 bis 35 fixierten Cr-Werten ersichtlich, lasst sich der Erreger
ab einer Konzentration von 3,4 x 10° Tachyzoiten/g nachweisen. Dies gelang in der Matrix
Muskulatur in einer von sechs Untersuchungen und fir die Matrizes Salami und Teewurst in
zwei bzw. drei der jeweils sechs Ansatze. Nicht nachgewiesen wurde diese Konzentration in
der Matrix Mettwurst. Fir die Konzentration 3,4 x 10" Tachyzoiten/g ergaben sich hohere
Nachweisraten von vier von sechs fiir die untersuchte Matrix Salami, fiinf von sechs fiur die

Matrizes Muskulatur und Teewurst und sechs von sechs fiir die Matrix Mettwurst. Ab einer

94



Ergebnisse

Erregerkonzentration von 3,4 x 102 Tachyzoiten/g lag die relative Haufigkeit fur den
Nachweis des Erregers Matrix-unabhingig bei 1. Eine Ubersicht iiber die Nachweisraten
sowie die relativen Haufigkeiten in Abhangigkeit der verschiedenen Matrizes ist in Tabelle 36

wiedergegeben.

Tabelle 36: Nachweisraten und relative Haufigkeiten bei den Einmischversuchen 1 -3

Muskulatur Mettwurst Teewurst Salami

Tachyzoiten

yzoiten/g NRY RH? NR RH NR RH NR RH
3,4x 10° 1/6 0,17 0/6 0 3/6 0,50 2/6 0,33
3,4x 10" 5/6 0,83 6/6 1 5/6 0,83 4/6 0,67
3,4x 10° 6/6 1 6/6 1 6/6 1 6/6 1
3,4x 10° 6/6 1 6/6 1 6/6 1 6/6 1
3,4x 10* 6/6 1 6/6 1 6/6 1 6/6 1
Y absolute Nachweisrate  relative Haufigkeit
4.2.6 Entwicklung der Internen Amplifikationskontrolle

Die zum Ausschluss falsch-negativer Ergebnisse entwickelte Interne Amplifikationskontrolle
(IAC) besteht aus nicht-Ziel-DNA, die in demselben Reaktionsansatz amplifiziert wird wie die
Erreger-DNA. Die stichprobenartig zur Anwendung gekommene kompetitive Interne
Amplifikationskontrolle (clAC) hat die gleichen Primer-Andockstellen wie die Ziel-DNA,
besitzt jedoch zusatzlich eine erganzende DNA-Sequenz, welche eine Unterscheidung
ermoglicht. Hierdurch erfolgt die Amplifikation durch dieselben Primer wie bei der Ziel-DNA
(EDVINSSON et al., 2006). Problematisch kann die sich hieraus ergebende Kompetition bei
der Amplifikation der Erreger- und IAC-DNA sein. Zur Minimierung dieses negativen
Einflusses auf die Nachweisgrenze des Erregers soll die Konzentration der clAC infolgedessen
moglichst gering gehalten werden (EDVINSSON, 2006). Anhand der folgenden Abbildungen

und Tabelle 37 kann die erzielte Nachweisgrenze mit und ohne clAC verglichen werden.

Tabelle 37: Gegeniiberstellung der C:-Werte der Real Time-PCR mit und ohne kompetitive
Interne Amplifikationskontrolle

Verdiinnungs- C;-Wert ohne C-Wert

stufe clAC mit clAC
10°® 33,56 33,60
10° 34,44 33,02
10°® 34,95 33,72
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Delta Rn vs Cycle
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Abbildung 26: Real Time-PCR-Amplifikationssignale von T. gondii mit Anwendung der clAC
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Abbildung 27: Real Time-PCR-Amplifikationssignale ohne Anwendung der kompetitiven
Internen Amplifikationskontrolle

Es ist ersichtlich, dass die Zugabe der entwickelten clAC keinen negativen Einfluss auf die
Nachweisgrenze ausiibt. Von weiterem Interesse ist der korrekte Nachweis der Ziel- bzw.
Sondenregion. Abbildung 28 zeigt die Amplifikation einer stark positiven T. gondii-Probe. In
diesem Fall fahrt lediglich die FAM-markierte Sonde der Zielregion zu einem positiven

Amplifikationssignal.
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Abbildung 28: Real Time-PCR mit kompetitiver Interner Amplifikationskontrolle bei einer
stark positiven Probe

Bei der Untersuchung einer T. gondii-negativen Probe in Abbildung 29 fuhrt hingegen die

VIC-markierte clAC-Sonde zu einem Amplifikationssignal.
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Abbildung 29: Real Time-PCR mit kompetitiver Interner Amplifikationskontrolle bei einer
negativen Probe

Auf der Basis dieser Ergebnisse kann die entwickelte kompetitive interne
Amplifikationskontrolle zum Ausschluss falsch negativer-Ergebnisse als geeignet angesehen

werden.
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4.3 Schweine-Infektionsversuch

Zur Prifung der Seronegativitat der Versuchsschweine wurden zwei Tiere im Alter von
ungefahr sechs Wochen mit Hilfe zweier Verfahren auf das Vorhandensein spezifischer
Antikorper untersucht. Beide Proben ergaben in dem Immunhamagglutinationtest (IHAT)
(Institut fir Parasitologie, Justus-Liebig-Universitat Gieflen) ein negatives Ergebnis. Zur
weitergehenden Absicherung wurden die Seren von Dr. Schares (Friedrich-Loeffler-Institut,
Bundesinstitut fur Tiergesundheit) zusatzlich mithilfe des analytisch sensitiveren Western-
Blot-Verfahrens untersucht. Mithilfe dieser Methode erwiesen sich die Seren als positiv.
Nach finf Wochen (im Alter von ca. 11 Wochen) wurden erneut Blutproben der
Versuchstiere im Western-Blot untersucht. Bei einem Tier zeigte sich eine schwach-positive
Reaktion, das Andere erwies sich als T. gondii-negativ; woraufhin auf das Vorliegen
maternaler Antikorper geschlossen wurde. In Folge dieser Ergebnisse wurden die Tiere
intravends mit 10° T. gondii-Tachyzoiten infiziert.

Bei der zur Kontrolle des Infektionserfolges vorgenommenen Temperaturmessung konnte
kein nennenswerter Anstieg der Korpertemperatur festgestellt werden. Die Temperatur-

kurven sind den Abbildungen 30 und 31 zu entnehmen.

Temperaturin °C
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38 ———————
Untersuchungsdatum

Abbildung 30: Korpertemperaturverlauf der morgens durchgefiihrten Untersuchung iiber
einen Zeitraum von 3 Wochen ab einem Tag vor der Infektion

Zur Sicherstellung des Infektionserfolges wurden weitere IHAT- und Western-Blot-
Untersuchungen durchgefiihrt. Hierbei reagierten die Seren beider Versuchstiere bereits bei
der ersten Untersuchung - drei Wochen nach der Infektion — deutlich T. gondii-positiv. Das
gleiche Ergebnis ergaben zwei folgende Kontrolluntersuchungen mithilfe der IHAT. Die
Infektion konnte infolgedessen als erfolgreich angesehen werden, so dass die Tiere im

GielRener Schlachthof auf konventionelle Art der Schlachtung zugefiihrt wurden.
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Temperaturin °C
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Abbildung 31: Kérpertemperaturverlauf der abends durchgefiihrten Untersuchung iiber
einen Zeitraum von 3 Wochen ab einem Tag vor der Infektion

4.4 Produktion der Rohwurst-Erzeugnisse

Die nach 24-stiindiger Kiihlung in die Technologie des Institutes fiir Tierarztliche
Nahrungsmittelkunde (berflihrten Schlachttierkérper dienten jeweils separat zur
Herstellung von Mett-, Teewurst und Salami. Dabei wurden die jeweiligen Chargen einmal
auf konventionelle Art und einmal unter Bericksichtigung 06kologischer Prinzipien
hergestellt.

Um eventuelle Unterschiede der Infektiositdt in Abhdngigkeit der handwerklichen bzw. der
okologischen Erzeugnisse auf unterschiedliche Reifungsparameter erfassen zu koénnen,
wurden in verschiedenen Abstinden Messungen des pH-Wertes und bei der Salami
zusatzlich noch des aw-Wertes vorgenommen. Diese Daten kénnen Anhang V entnommen
werden. Die produzierten Erzeugnisse genligten sensorischen Qualitatsanspriichen. Auf eine

geschmackliche Untersuchung wurde aufgrund der moglichen Infektiositat verzichtet.
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4.5 Maiuse-Infektionsversuch

Zur Uberpriifung der Infektidsitat wurden die produzierten Rohwurst-Erzeugnisse an Mause
verflttert. Die Futteraufnahme wurde kontrolliert. Jede Maus nahm mindestens zwei Drittel
der 2 x 6 g Wurst bereitwillig oral auf. Die Inokulation verlief somit in allen Fallen erfolgreich.
Im Versuchsverlauf kam es zu sechs ungekarten Todesfallen. Ungefahr 45 Tage nach der
Inokulation erfolgte die Totung der Maduse unter CO,-Betdubung und im Anschluss die

Organentnahme fir die Real Time-PCR-Untersuchung auf eine mogliche Infektion.

4.6 Nachweis von T. gondii-DNA mittels Real Time-PCR
4.6.1 Real Time-PCR-Nachweis von T. gondii in Schweine-Geweben

Um sicherzustellen, dass die artifizielle Infektion der Versuchstiere zu einer Zystenbildung in
der Muskulatur gefuihrt hat, wurde das Fleisch der Schlachttierkdrper mit der entwickelten
Real Time-PCR-Methode auf das Vorhandensein des Erregers untersucht. Beprobt wurden
die Vorder- und Hinterbeine, Bauch, Rlicken, Zwerchfell, Zunge, Herz und Gehirn beider
Tiere. Die Real Time-PCR-Untersuchung der entnommenen Proben wurde jeweils im
Dreifachansatz durchgefiihrt.

In den 60 untersuchten Ansadtzen wurde der Erreger zweimal nachgewiesen. Bei Schwein
Nummer eins konnte in einer Probe des rechten Hinterbeines (Cr-Wert: 38,00) und bei
Schwein Nummer zwei in einer Probe des rechten Vorderbeines (Cr-Wert: 39,16) T. gondii-
DNA nachgewiesen werden. Die Zystenbildung wurde somit bestatigt, so dass die Tierkorper
fir die Rohwurst-Herstellung verwendet werden konnten. Eine tabellarische Auflistung der

durchgefiihrten Real-Time-PCR-Untersuchungen ist Anhang Il zu entnehmen.
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4.6.2 Real Time-PCR Nachweis in Rohwurst-Erzeugnissen

Bei der Rohwurst-Herstellung wurde grofSte Sorgfalt auf eine homogene Gewebeverteilung
der Schlachttierkorper verwendet. Zur Gewahrleistung der Erregerhaltigkeit wurde jede
Charge mithilfe der Real Time-PCR untersucht. T. gondii wurde in allen Rohwurst-Sorten,
sowohl in den konventionell als auch in den Okologisch gefertigten, nachgewiesen. Ein
positiver Erregernachweis gelang in 30 von 210 (14,29 %) durchgefiihrten Untersuchungen.
Bei differenzierter Betrachtung ist festzustellen, dass der Erreger bei 16,67 % der Erzeugnisse
des ersten Schlachttierkdrpers nachgewiesen wurde. Die Nachweisrate bei Produkten des
zweiten Tieres lag bei 13,33 %. Die mit Hilfe der multiplen logistischen Regression mit drei
Einflussfaktoren (DIXON, 1993) durchgefiihrte statistischen Analyse ergab, dass der
Unterschied nicht signifikant (p = 0,48) ist (Tabelle 38).

Tabelle 38: Real Time-PCR-Ergebnisse bei Rohwurst-Erzeugnissen unter Beriicksichtigung
der Schlachttierkorper

Schlachttierkérper Probenanzahl Probenanzahl .
o Unterschied
untersucht positiv (%) o .
Schwein 1 60 10 (16,67) stcatl.stclsch nicht
Schwein 2 150 20 (13,33) signifikant: p =0, 48

Die Gegeniberstellung der untersuchten Herstellungsarten zeigte, dass der Real Time-PCR
Nachweis in 18,52 % der 6kologisch gefertigten Erzeugnisse und in 9,80 % der traditionell
hergestellten Produkte positiv ausfiel. Auch dieser Unterschied erwies sich in der
statistischen Analyse als nicht signifikant [p = 0,06; Verfahren der multiplen logistischen

Regression mit drei Einflussfaktoren, (DIXON, 1993)] (Tabelle 39).

Tabelle 39: Real Time-PCR-Ergebnisse der Rohwurst-Erzeugnisse in Abhadngigkeit der

Herstellungsverfahren

Herstellungsverfahren Probenanzahl Probenanzahl .
o Unterschied
untersucht positiv (%) o _
Handwerklich 102 10 (9,80) statistisch nicht
Okologisch 108 20 (18,52) signifikant: p = 0,06

Der Vergleich des Nachweises zwischen den drei produzierten Rohwurstsorten ergab einen

signifikanten Unterschied mit p = 0,016 (Verfahren der multiplen logistischen Regression mit
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drei Einflussfaktoren, (DIXON, 1993). Hierbei gelang der Nachweis bei Mettwiirsten in
15,00 %, bei Teewlirsten in 27,08 % und bei den Salami-Erzeugnissen in lediglich 7,84 % der
Proben (Tabelle 40).

Tabelle 40: Real Time-PCR-Ergebnisse bei Rohwurst-Erzeugnissen in Abhangigkeit von der
Rohwurst-Sorte

Rohwurstsorte Probenanzahl Probenanzahl Unterschied
untersucht positiv (%)

Mettwurst 60 9 (15,00) statistisch

Teewurst 48 13 (27,08)

Salami 102 8(7,84) signifikant: p =0, 016

Die Ct-Werte der Real Time-PCR-Assays sind Anhang IV zu entnehmen.
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4.6.3 Real Time-PCR Nachweis in verschiedenen Miuse-Geweben

Pro Maus erfolgten DNA-Aufbereitungen von Hirn, Herz und Milz (jeweils im Doppelansatz).
Diese wurden in die Real Time-PCR eingesetzt. Die zur Kontrolle mitgeflihrte Negativ-
Kontrollgruppe war ausnahmslos T. gondii-DNA-negativ, die mit T. gondii-infizierte Positiv-
Kontrollgruppe bis auf zwei Milz-Aufbereitungen positiv. Aus den Gruppen drei und vier, die
mit dem am Schlachthof entnommenem Fleisch der Schweine eins und zwei inokuliert
worden waren, erwiesen sich vier (4/7) bzw. zwei (2/8) Tiere positiv. Der Unterschied
zwischen den beiden Tierkorpern war statistisch nicht signifikant (p = 0,31; Exakter Test von
Fischer, ACKERMANN, 1998). Die Ergebnisse sind in Tabelle 41 verzeichnet. Eine ausfihrliche
Darstellung der durchgefiihrten Untersuchungen der Versuchsgruppen eins bis vier ist in

Anhang Il dargestellt.

Tabelle 41: Anzahl positiv getesteter Mduse in den Mause-Kontrollgruppen 1-4

Mause Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4
n’/N? n/N n/N n/N
Maus 1 0/6 6/6 4/6 0/6
Maus 2 0/6 6/6 1/6 0/6
Maus 3 0/6 6/6 0/6 0/6
Maus 4 0/6 6/6 1/6 2/6
Maus 5 0/6 4/6 2/6 0/6
Maus 6 0/6 6/6 0/6 0/6
Maus 7 0/6 6/6 0/6 0/6
Maus 8 0/6 6/6 /> 1/6
Y Anzahl positiver C;-Signale 2 Anzahl durchgefiihrter Untersuchungen % Versuchstier verstorben

Bei acht stichprobenartigen Nachuntersuchungen (eine Untersuchung pro Versuchsmaus)
konnten die positiven Signale der zweiten Gruppe reproduziert werden. Die positiven
Proben der Gruppen drei und vier wurden samtlich wiederholt; dabei konnte das Signal einer
DNA-Aufbereitung der Gruppe 3 (Gr3Ms4HiA) und zwei der Gruppe 4 (Gr4Ms4HiB,
Gr4Ms8HiA) nicht bestatigt werden. Auch bei der folgenden Untersuchung dieser Proben im

Dreifachansatz war kein Nachweis moglich. Die Ergebnisse sind in Tabelle 42 wiedergegeben.
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Tabelle 42: Real Time-PCR-Ergebnisse der 1. Untersuchung und der
1./2. Nachuntersuchungen der Gruppen 2-4

Probenkennzeichnung C-Wert C-Wert 1. 'R Ci-Wert 2. Nu?
GrY 2 Ms¥ 1 Hi? A® 23,17 21,59 /" / /
Gr2 Ms 2 Mz® B? 32,87 28,91 / / /
Gr2 Ms 3 He'” A 28,65 27,80 / / /
Gr2Ms4MzB 32,72 31,84 / / /
Gr2Ms5Hi A 20,64 19,75 / / /
Gr2Ms6HeA 26,67 25,35 / / /
Gr2Ms7MzA 30,64 28,79 / / /
Gr 2Ms8Hi A 18,42 17,11 / / /
Gr3Ms1HiA 38,49 36,46 / / /
Gr3Ms1HeA 36,65 35,14 / / /
Gr3Ms1HeB 35,86 36,10 / / /
Gr3Ms1MzA 36,17 35,91 / / /
Gr3Ms2HeA 39,91 35,76 / / /
Gr3 Ms4HiA 34,14 n.d." n.d. n.d.  n.d
Gr3 Ms5HeA 34,00 31,62 / /
Gr3Ms5HeB 33,74 32,06

Gr4 Ms4 Hi A 34,14 38,86

Gr4 Ms 4 HiB 38,00 n. d. n.d. n.d. n. d.
Gr4 Ms 8 Hi A 39,74 n. d. n.d. n.d. n. d.
Grd Ms8 Mz A 41,00 41,00 / / /
Uy, Nachuntersuchung — Einfachansatz 22, Nachuntersuchung — Dreifachansatz
3) Gruppe * Maus > Hirn ® Ansatz A " keine Angabe
¥ Milz % Ansatz B 9 Herz " nicht detektiert

Daraufhin erfolgte, analog zum 1. Versuchsansatz, eine nochmalige DNA-Aufbereitung aller
drei Organe der betroffenen Mause im Doppelansatz. Dabei konnte eine Herzaufbereitung
der Maus 8 aus Gruppe 4 erneut mit einem Ci-Wert von 39,00 detektiert werden

(Tabelle 43).
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Tabelle 43: Real Time-PCR-Ergebnisse der 3. Nachuntersuchung der Gruppen 3 und 4

Probenkennzeichnung C-Wert C-Wert C+-Wert C-Wert C-Wert Ci-Wert

Hit ¢? Hi D* He" C He D Mz € Mz D
Gr3 ms” 4 n.d.% n. d. n. d. n. d. n. d. n. d.
Gr4 Ms 4 n. d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Gr4 Ms 8 n. d. n. d. 39,00 n. d. n. d. n. d.
Y Hirn 2 Ansatz C % Ansatz D * Herz > Milz
6 Gruppe ' Maus ® nicht detektiert

Die Untersuchung von 1728 DNA-Aufbereitungen der mit Rohwurst-Erzeugnissen
geflitterten 288 Versuchsmduse ergab vier positive Cr-Werte sowie ein Signal, welches
oberhalb des Grenzwertes von 40 PCR-Zyklen lag (Tabelle 44). Die zur Bestatigung der
Ergebnisse durchgefiihrte Nachuntersuchung im Einfachansatz der jeweilig positiven Proben

ergab ausschlieBlich negative Ergebnisse.

Tabelle 44: Real Time-PCR Ergebnisse der 1. Untersuchung und der 1. Nachuntersuchung
der positiv gesteteten Mause

Mausekennzeichnung C-Wert 'R
Gr? 7 ms¥ 1 Mz A” 41,00 n.d.”
Gr 18 Ms 6 Mz B 39,00 n. d.
Gr21Ms6 Hi” A 40,00 n. d.
Gr25Ms8 Mz A 37,00 n. d.
Gr34 Ms 3 Mz B 39,61 n. d.
RN Nachuntersuchung 2 Gruppe * Maus
A Milz ) Ansatz A ® nicht detektiert " Hirn

AnschlieRend erfolgte eine erneute Uberpriifung der vorhandenen DNA-Aufbereitungen
positiv getesteter Mause (Tabelle 44) analog dem urspriinglichen Versuchsansatz (Hirn, Herz,
Milz im Doppelansatz). Darliberhinaus wurde die DNA-Aufbereitung, die ein positives Signal
erzeugt hatte, in einem weiteren Doppelansatz untersucht. Dennoch konnte keines der
urspriinglich positiven Signale bestatigt werden.

Daraufhin wurden alle drei Organe der betroffenen Mause im Doppelansatz neu aufbereitet.
Bei zwei Mausen konnte durch aussagekrdftige Cr-Werte T. gondii-DNA nachgewiesen
werden. Bei Maus 1 der Gruppe 7 wurde erneut ein Cr-Wert oberhalb der Nachweisgrenze
erzielt, im Gegensatz zur ersten Untersuchung jedoch in einer Hirn-, nicht in einer Milzprobe.

Obwohl bei dieser Maus das Vorliegen einer sehr geringen Konzentration von T. gondii-DNA
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nicht ausgeschlossen werden kann, ist diese Probe nicht als positiv zu werten. Die Daten sind

aus Tabelle 45 ersichtlich.

Tabelle 45: Real Time-PCR Ergebnisse der 3. Nachuntersuchung der positiv getesteten
Mause

Probenbezeichnung Ci-Wert Ci-Wert Ci-Wert Cr-Wert Ci-Wert Ci-Wert
HYc? HIDY HEYC HED MZ’C MzD

Gr¥7 ms” 1 41,58 n.d.? n. d. n. d. n. d. n. d.
Gr 18 Ms 6 n.d. n.d. 38,88 38,48 n.d. n.d.
Gr21 Ms 6 n. d. n. d. n. d. n. d. 36,43 37,93
Gr 25 Ms 8 n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d.
Gr 34 Ms 3 n. d. n.d n. d. n. d. n. d. n. d.

Y Hirn 2 Ansatz C 3 Ansatz D * Herz 5 Milz
6 Gruppe " Maus ® nicht detektiert

In Bezug auf den moglicherweise unterschiedlichen Einfluss verschiedener Rohwurst-Sorten
und Herstellungsverfahren ist festzuhalten, dass alle in die Untersuchung einbezogenen
Rohwurst-Erzeugnisse und beide Herstellungsverfahren zu Infektionen gefiihrt haben. Eine
Ubersicht (iber die verschiedenen Inokula, die den positiv getesteten Versuchstieren

verabreicht wurden, gibt Tabelle 46.

Tabelle 46: Charakterisierung der Inokula bei positiven Versuchsmausen

Versuchstier (Gr"/Tr?) Inokulum

18/6 Mettwurst/Handwerklich/Schwein2/In-Verkehr-Bringen
21/6 Mettwurst/Okologisch/Schwein2/In-Verkehr-Bringen
25/8 Salami/Handwerklich/Schwein1/In-Verkehr-Bringen
34/3 Teewurst/Okologisch/Schwein1l/MHD

1)Gruppennummer I Tiernummer

Die Unterschiede der erhobenen Parameter Rohwurstsorte, Herstellungsart und

Verfitterungszeitpunkt erwiesen sich als statistisch nicht signifikant [Rohwurstsorte

(p = 1,0), Herstellungsart (p = 1,0), Verfiitterungszeitpunkt (p = 0,33), Schlachttierkorper
(p = 0,37); Verfahren der multiplen exakten logistischen Regression, (MEHTA und PATEL,
1992)].
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4.7 Nachweis von Antikorpern gegen T. gondii mithilfe des Western-Blot-

Verfahrens

Die serologische Untersuchung der 320 Versuchstierseren (freundlicherweise durchgefiihrt
von Dr. Schares, Friedrich Loeffler-Institut, Bundesforschungsinstitut fir Tiergesundheit)
ergab bei allen Tieren der Positiv-Kontrollgruppe einen ,stark positiven”
Antikorpernachweis; samtliche Tiere der Negativ-Kontrollgruppe wurden negativ getestet.
Bei den Mausen der Kontrollgruppen drei und vier, welche mit unbehandelter Muskulatur
der beiden Schweine gefiittert worden waren, konnten keine Antikdrper nachgewiesen
werden.

Die Untersuchung der mit verschiedenen Rohwurst-Erzeugnissen gefitterten Mause ergab
lediglich bei einem Tier eine , deutlich positive” Reaktion; die Untersuchung 16 weiterer

Versuchstierseren ergab nicht eindeutig interpretierbare ,schwach positive” Ergebnisse.
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5. Diskussion

Ansatzpunkt fir die in dieser Arbeit dargestellten Untersuchungen war die Frage nach der
Bedeutung von Rohwurst-Erzeugnissen als Infektionsquelle fir die Erkrankung an der
weitverbreiteten und unter Umstdnden folgenschweren Toxoplasmose des Menschen (LIN,
1998; DUBEY, 2004; GROR, 2004; KLUN et al., 2006).

Untersuchungen zur Seropravalenzsituation lebensmittelliefernder Tiere verdeutlichen, dass
mit dem Vorkommen zystenhaltigen Fleisches in der Lebensmittelkette gerechnet werden
muss (SEINECKE, 1996; SROKA, 2001; CAVALCANTE et al., 2006; KLUN et al., 2006; LUDEWIG
et al., 2007). Eine deutsche Studie geht von Pravalenzen bei Ziegen von 42 % und bei Schafen
von 33 % aus (SEINECKE, 1996). Bei Schweinen taxierte SEINECKE die Infektionsrate 1996 auf
unter 1 %, aktuellen Studien zufolge muss aber mit einem erneuten Anstieg der Pravalenzen,
insbesondere in 06kologisch bewirtschafteten Betrieben, gerechnet werden. Ermittelte
Infektionsraten lagen bei 2,5 % bzw. 3,8 % bei Tieren aus konventionellen Haltungssystemen,
in 0kologischen Betrieben wurden sogar Infektionsraten von 9 % bis iber 11 % festgestellt
(SCHULZIG und FEHLHABER, 2006; LUDEWIG et al., 2007). Die von infizierten
Schweineschlachttierkdrpern ausgehende erhebliche Infektionsgefahr wird durch die
Darstellung von BUHR und FEHLHABER (2006) verdeutlicht. Aus ihren Untersuchungen zur
Gesamtpravalenz von 4,1 % schlossen sie auf der Grundlage von ca. 47 Millionen
Schweineschlachtungen (2005) auf ungefdahr 1,9 Millionen infizierte Schweineschlacht-
tierkorper, die in die Lebensmittelkette gelangen. Auch der direkte Erregernachweis aus
Fleischproben beweist die Existenz des Erregers in Nahrungsmitteln. Bereits 1965 isolierten
GRORKLAUS et al. Toxoplasmen aus , Hackepeter“-Proben und auch bei FEHLHABER et al.
(2003) erwiesen sich von 240 untersuchten Hackfleischproben 5,4 % als T. gondii-seropositiv.
ASPINALL et al. (2002) wiesen den Erreger sogar in 19 von 57 (10,8 %) Schweinefleisch-
erzeugnissen nach.

Die Inaktivierung von Toxoplasmen durch Temperaturen < -13 und > 67 °C kann als gesichert
angesehen werden (KOTULA et al., 1991; DUBEY et al., 1990). In vielen Studien belegt ist
hingegen die bedeutende Rolle von nicht bzw. unzureichend erhitzten Fleischerzeugnissen
als Infektionsquelle fiir eine Toxoplasmose-Erkrankung (KAPPERUD et al., 1996; CHOI et al.,
1997; COOK, et al., 2000; SUKTHANA et al., 2000). Besonderes Augenmerk ist demnach u. a.
auf die Sicherheit von Rohwurst-Erzeugnissen zu richten, da sicher schiitzende

PraventivmaBnahmen wie Erhitzungsschritte im Herstellungsprozess fehlen. Beruhend auf
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den Untersuchungen von SOMMER et al. (1965), werden langgereifte Produkte gemeinhin
als sicher angesehen (TENTER und FEHLHABER, 2002; BfR, 2005; BfR, 2006). Das BfR warnt
jedoch vor einer moglichen Infektionsgefahr bei dem Verzehr von Tartar, Mett- und
Teewdrsten (BfR, 2005). Ebenfalls ndherer Untersuchung bedirfen Okologisch gefertigte
Produkte, da hier einerseits mit einem erhohten Vorkommen von T. gondii in den
Schlachttierkorpern zu rechnen ist (SCHULZIG und FEHLHABER, 2006), andererseits kann der
bei 6kologisch gefertigten Produkten oftmalige Verzicht auf Nitritpokelsalz ebenso wie
vielfach festgestellte Qualitatsschwankungen bei der Herstellung von Rohwurst-Erzeugnissen
das Uberleben von Erreger-Zysten begiinstigen (SOMMER et al., 1965; MULLER et al., 1994).
Um Antworten auf die sich aus diesen Literaturangaben ergebenden Fragestellungen zu
bekommen, wurde der in dieser Arbeit dargestellte Versuchsaufbau gewahlt. Hierbei
wurden zur moglichst realitatsnahen Nachahmung des natirlichen Infektionsweges zwei
Schweine im Alter von drei Monaten intravends mit dem Erreger infiziert und der
Infektionserfolg serologisch Uberprift. Nach Erreichen des Ublichen Schlachtalters von sechs
Monaten wurde das Fleisch der Tiere nach konventioneller Schlachtung zu verschiedenen
Rohwurst-Erzeugnissen verarbeitet. Um die potentielle Infektionsgefahr lang- und
kurzgereifter Erzeugnisse miteinander vergleichen zu koénnen, wurde Salami als Beispiel
einer langgereiften Rohwurst ausgewadhlt, Mett- und Teewirste dienten als Beispiel
kurzgereifter Produkte. Um der Frage Rechnung zu tragen, ob die 6kologische Produktion
eine erhohte Infektionsgefahr nach sich zieht, wurden alle Rohwurst-Sorten sowohl
konventionell als auch unter Berticksichtigung dkologischer Rezepturen hergestellt.

Zur Gewahrleistung eines schnellen und sensitiven Nachweises diente eine neu entwickelte
Real Time-PCR als Detektionsmethode. Da mithilfe dieses molekularbasierten Verfahrens
lediglich die Anwesenheit von Erreger-DNA in den Rohwurst-Erzeugnissen nachgewiesen
werden kann, erfolgte die Uberpriifung der Infektidsitit der Produkte im Maéuse-
Infektionsversuch. Adaquate Mengen der zu untersuchenden Proben wurden in die
Versuchstiere inokuliert und eine mogliche Infektion der Maduse mithilfe der Real Time-PCR

der Organe untersucht.
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51 Entwicklung der Real Time-PCR

Die PCR hat sich in vielen Untersuchungen sowohl fiir die Bestimmung des
epidemiologischen Status von T. gondii, als auch fiir dessen Nachweis aus klinischen Proben
und Lebensmitteln bewdhrt (GROR et al.,, 1992; WASTLING et al., 1993; GUY et al., 1996;
PUJOL-RIQUE et al., 1999; LIN et al., 2000; JAUREGUI et al., 2001; CONTINI et al., 2005). Da
zu Projektbeginn unserer Kenntnis nach lediglich SybrGreen®-basierte Real Time-PCR-
Verfahren zur Verfligung standen, wurde auf der Basis dieser Informationen am Institut fir
Tierarztliche Nahrungsmittelkunde (Justus-Liebig-Universitat GieRen) zum Nachweis von
T. gondii aus verschiedenen Matrizes eine TagMan®-gestiitzte Real Time-PCR entwickelt und
etabliert. Als Grundlage fiir die Primer wurde das B1-Gen und das 529-bp-Fragment
verwendet. In eigenen vergleichenden Untersuchungen hat sich das 529-bp-Fragment
gegeniber dem B1-Gen als sensitiver erwiesen; dieses steht im Einklang mit den
Erfahrungen anderer Autoren (HOMAN et al., 2000; REISCHL et al., 2003a; EDVINSSON et al.,
2006). Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde fiir den weiteren Versuchsverlauf lediglich das
529-bp-Fragment fir die Real Time-PCR-Untersuchungen verwendet.

Die Uberpriifung der Sperzifitit des entwickelten Verfahrens erfolgte anhand der
Sequenziberpriifung der in den Real Time-PCR-Untersuchungen eingesetzten Primer des
529-bp-Fragmentes mithilfe der BLAST®- (Basic Local Alignment Search Tool) Computer-
software im Internet. Sowohl der Forward als auch der Reverse Primer zeigte nur fir die
Spezies T. gondii eine 100 %-ige Ubereinstimmung. Dariiberhinaus wurde die Eignung
mithilfe von SybrGreen® und TagMan® lberprift. Die zur weiteren Kontrolle der Spezifitat
mitgefiihrte Neospora caninum-DNA sowie die negativen Aufbereitungskontrollen wurden in
keinem Lauf nachgewiesen. Die entwickelte Methode hat sich, auf der Basis der
durchgefliihrten Kontrollen, als geeignet fiir den Nachweis von T. gondii-DNA erwiesen. Die
Sensitivitdt der entwickelten Methode wurde anhand von seriellen Verdlinnungsreihen
bestimmt. Das BestimmtheitsmaR der zugehorigen Standardkurven lag bei r? > 0,99, die
Steigung der Geraden variierte zwischen -3,73 und -4,02. Es lieR sich eine
Erregerkonzentration von 3,4 x 10° Tachyzoiten/ml nachweisen. Bei entsprechenden
Untersuchungen von JAUREGUI et al. (2001) gelang mithilfe einer Real Time-PCR (ITS1-
abgeleitete Primer) der Nachweis von 100 fg DNA, dies ist dquivalent zu einem Bradyzoiten.
HOMAN et al. (2000) detektierten auf der Basis des 529-bp-Fragmentes (Quantitative-

Competitive-PCR) in einem Bereich von 10° und 10* Tachyzoiten pro PCR-Ansatz.
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Anhand von Einmischversuchen erfolgte die Untersuchung der Nachweisgrenzen von
T. gondii aus verschiedenen Rohwurst-Erzeugnissen sowie aus Schweinemuskulatur. Hierbei
variierte die Nachweisgrenze in Abhangigkeit der untersuchten Matrix zwischen 3,4 x 10°
und 3,4 x 10" Tachyzoiten/g. Ab einer Erregerkonzentration von 3,4 x 10* Tachyzoiten/g lag
die relative Nachweishdufigkeit Matrix-unabhangig bei 1. Im Vergleich detektierten
WARNEKULASURIJA et al. (1998) (P 30 Gen, PCR) aus artifiziell kontaminierten Fleischproben
bis zu einer Konzentration von 10° Trophozoiten/g und JAUREGUI et al. (2001) zwischen 4
und 3,7 x 10° Parasiten/g in gespikten Schweineproben. Hierbei hatte insbesondere die
Salzkonzentration einen negativen Einfluss auf die Sensitivitdit des verwendeten PCR-
Verfahrens (WARNEKULASURIJA et al., 1998).

Die zum Ausschluss falsch-negativer Ergebnisse entwickelte IAC hatte keinen negativen
Effekt auf die Sensitivitdat der Real Time-PCR. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit den
Untersuchungen von EDVINSSON et al. (2006). Auch die im Rahmen dieser Studie
entwickelte clAC zeigte keinen negativen Einfluss auf die diagnostische Leistungsfahigkeit
der Real Time-PCR, obwohl die Amplifikation der clAC mit der von T. gondii konkurriert. Nach
Meinung der Autoren kann die Verminderung der Sensitivitdt verhindert werden, wenn die
Zielsequenz in sehr groRer Kopienzahl im Genom vorliegt und die Menge an clAC auf das

notwendige MindestmaR reduziert wird.
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5.2 Schweine-Infektionsversuch

Die fur den Infektionsversuch ausgewdhlten Schweine wurden vor Versuchsbeginn auf
T. gondii-Antikorper untersucht. Beide Tiere reagierten zwar im IHAT negativ, der Western-
Blot hingegen war fir beide Tiere positiv auf den Nachweis von T. gondii-Antikérpern. Nach
vier Wochen wurde den Tieren erneut Blut abgenommen und dieses im Western-Blot
untersucht; hierbei erwies sich ein Tier als negativ und das Andere als deutlich schwacher
positiv als bei der ersten Untersuchung. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den
Erkenntnissen von SCHULZIG (2004). In dieser epidemiologischen Studie traten bei 12 % bis
23 % der neugeborenen Ferkel T. gondii-Antikérper auf. Die Antikdrperspiegel fielen jedoch
innerhalb der nachsten Wochen stark ab. Wahrend der Lauferzeit wurden bei keinem Tier
Antikorper nachgewiesen. Weiterhin auffdllig war, dass nur Ferkel T. gondii-positiver
Muttersauen und immer der gesamte Wurf betroffen waren. SCHULZIG (2004) schlief3t
hierdurch auf die Anwesenheit maternaler Antikérper bei neugeborenen Ferkeln.
Unterstitzt wird diese Vermutung durch Untersuchungen von BOCH et al. (1965).
Blutproben neugeborener Ferkel vor dem ersten Saugakt erwiesen sich samtlich als negativ,
bereits zwei Stunden nach dem ersten Saugakt traten hingegen bei allen Ferkeln Antikorper
auf. Basierend auf diesen Informationen wurden die Schweine im Anschluss an die
Kontrolluntersuchung intravends mit dem Erreger infiziert und der Infektionserfolg durch
weitere Blutuntersuchungen kontrolliert. Bei beiden Tieren bewies ein deutlicher
Titeranstieg die stattgefundene Infektion. Ein die Infektion begleitender Temperaturanstieg
wurde nicht beobachtet. Dies ist nicht ungewodhnlich, da T. gondii-Infektionen oft
symptomlos verlaufen (DUBEY, 1993; ASPOCK, 1994).

Um eine Zystenbildung sicherzustellen, wurden nach der Schlachtung Organproben beider
Versuchstiere mithilfe der Real Time-PCR erfolgreich auf das Vorhandensein von T. gondii-
DNA untersucht. Von jedem der Schweine wurden zehn Gewebeproben entnommen und
diese im Dreifachansatz untersucht. T. gondii-DNA wurde in zwei von 60 (3,33 %) Proben
nachgewiesen. Somit konnten die positiven serologischen Ergebnisse mithilfe der Real Time-
PCR bestatigt werden.

Eine mogliche Erklarung fur die wenigen positiven Testergebnisse ist die geringe Anzahl an
Gewebszysten in der Muskulatur lebensmittelliefernder Tiere. Schatzungen zufolge ist in
100 g Fleisch mit lediglich einer Gewebszyste zu rechnen (HILL und DUBEY, 2002). Diese

geringe Zystendichte in Kombination mit einer unregelmaligen Verteilung der Erreger im
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Gewebe sowie der geringe Probenumfang im Rahmen der Untersuchung wird, insbesondere
bei groRen Tieren, als Ursache fiir negative PCR-Ergebnisse angesehen (ESTEBAN-REDONDO
et al., 1999; HILL und DUBEY, 2002; HILL et al., 2006). Diese Informationen legen die
Vermutung nahe, dass in der Mehrzahl der fir die Real Time-PCR entnommenen
Gewebeproben keine Zysten vorhanden waren und diese infolgedessen negativ getestet

wurden.
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5.3 Rohwurst-Produktion

Nach der Schlachtung wurden die Tierkdrper im Anschluss an das 24-stiindige Kihlen in die
Technologie des Institutes fur Tierarztliche Nahrungsmittelkunde (Justus-Liebig-Universitat
GieRen) Uberfiihrt und dort zu verschiedenen Rohwurst-Erzeugnissen (Mett- und Teewurst,
Salami; jeweils handwerklich und 6kologisch) verarbeitet. Danach erfolgte die Untersuchung
dieser Produkte auf das Vorhandensein von T. gondii-Zysten mithilfe der Real Time-PCR. Es
war moglich, die DNA des Erregers in allen produzierten Chargen nachzuweisen. Ahnlich wie
bei den nativen Schweine-Gewebeproben zeigten jedoch viele Ansdtze ein negatives
Testergebnis. Lediglich 30 der 210 (14,29 %) untersuchten Wurstproben waren positiv auf
den Nachweis von T. gondii-DNA.

Analog der Ergebnisse der nativen Schlachttierkérperproben scheinen auch bei der
Untersuchung der Rohwurst-Erzeugnisse die geringe Zystendichte in der Muskulatur
lebensmittelliefernder Tiere, deren unregelmalige Verteilung im Tierkorper, sowie der
geringe Probenumfang im Rahmen der PCR-Untersuchung als limitierende Faktoren fiir den
Nachweis des Parasiten in Erscheinung zu treten (ESTEBAN-RODONDO et al., 1999; HILL und
DUBEY, 2002; HILL et al., 2006).

Der Vergleich des Erregernachweises in den Rohwurst-Erzeugnissen der beiden
Schlachttierkorper ergibt einen statistisch nicht signifikanten Unterschied mit p = 0,48
(Verfahren der multiplen logistischen Regression mit drei Einflussfaktoren; DIXON, 1993).
Dieses Ergebnis ist aufgrund der gleichen Infektionsdosis beider Versuchstiere
nachvollziehbar.

Obwohl der Real Time-PCR-Nachweis aus den 6kologisch gefertigten Produkten mit 18,52 %
hadufiger gelang als bei den traditionell gefertigten Erzeugnissen (9,80 %), erwies sich die
statistische Analyse (Verfahren der multiplen logistischen Regression mit drei
Einflussfaktoren; DIXON, 1993) auch fur den Parameter Herstellungsart mit p = 0,06 als
knapp nicht signifikant.

Der Vergleich des Nachweises zwischen den drei produzierten Rohwurstsorten ergab
hingegen einen signifikanten Unterschied mit p = 0,016 (Verfahren der multiplen logistischen
Regression mit drei Einflussfaktoren). Der Real Time-PCR Nachweis gelang hierbei mit
27,08 % am haufigsten aus der Teewurst. Bei den Mettwiirsten konnte eine Nachweisrate
von 15,00 % erzielt werden, bei der Salami wurde der Erreger lediglich bei 7,84 % der

untersuchten Proben nachgewiesen. Diesen Ergebnissen zufolge scheint T. gondii-DNA
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haufiger aus kurzgereiften Rohwiirsten nachweisbar zu sein, als aus langgereiften
Erzeugnissen.
Da diese Untersuchung jedoch lediglich die Anwesenheit T. gondii-spezifischer DNA beweist,

erfolgte die Uberpriifung der Infektidsitit der produzierten Erzeugnisse im Tierversuch.
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54 Mause-Infektionsversuch
5.4.1 Molekularbiologischer Erregernachweis

Nach dem erfolgreichen DNA-Nachweis in den Schlachttierkérpern und den Rohwurst-
Erzeugnissen wurde die Infektiositat der erzeugten Produkte durch Inokulation von jeweils
2 x 6 g Wurst in Labormause (iberprift. Jeweils acht Tiere bildeten eine Versuchsgruppe und
erhielten die gleiche Art von Probenmaterial. Durch Vereinzelung der Tiere in einstreulose
Kafige (wahrend der Fiitterungsperiode) konnte bei allen Tieren eine gute Futteraufnahme
sichergestellt werden. Jedes Tier nahm mindestens zwei Drittel der Untersuchungsprobe auf.
Die Uberpriifung auf eine stattgefundene Infektion erfolgte mithilfe von Real Time-PCR
Untersuchungen. Hierflir wurden die Organe Hirn, Herz und Milz unter sterilen Kautelen
entnommen und nach dem IFTN standardisierten DNA-Extraktionsprotokoll aufbereitet.
Daran schloss sich die Untersuchung der aufbereiteten Proben (im Doppelansatz) mittels
Real Time-PCR an. Zur Gewahrleistung der Sensitivitdt und Spezifitdit des eingesetzten
Verfahrens dienten neben Neospora caninum-(Negativ-Kontrolle) und T. gondii-DNA (Positiv-
Kontrolle) positive und negative Aufbereitungs-Kontrollen. Darliberhinaus wurden noch eine
T. gondii-positive (T. gondii-Gehirnzysten als Inokulum) und -negative Maduse-Kontrollgruppe
(PBS als Inokulum) mitgefiihrt. Die negative Kontrollgruppe wurde mithilfe des verwendeten
Verfahrens ausnahmslos negativ detektiert. Bei der Untersuchung der Positiv-Kontrollgruppe
konnte bei jedem der Tiere eine Infektion eindeutig nachgewiesen werden. Stichprobenartig
durchgefiihrte Nachkontrollen (eine pro Versuchsmaus) reproduzierten die positiven
Ergebnisse.

Um die Infektiositdit des Ausgangsmaterials beurteilen zu koénnen, wurden zwei
Versuchsgruppen (Gruppen 3 und 4) mit am Schlachthof entnommener Muskulatur der
beiden Schlachttierkorper inokuliert. Die Real Time-PCR wies bei 57,14 % (4/7) der Méuse
des ersten Schweines bzw. 25,00 % (2/8) bei denen des Zweiten eine Infektion nach. Damit
waren insgesamt 40,00 % (6/15) der mit rohem Fleisch der Schlachttierkorper gefiitterten
Tiere T. gondii-DNA-positiv. Analog den Untersuchungen der Rohwurst-Erzeugnisse lag die
Nachweisrate bei den mit den Erzeugnissen des ersten Schweines gefiitterten Mausen mit
57,14 % hoher als bei denen des Zweiten mit 25,00 %. Die statistische Analyse ergab jedoch
auch auf dieser Versuchsebene einen nicht signifikanten Unterschied zwischen den beiden

Schlachttierkorpern mit p = 0,31 (Exakter Test von Fischer, ACKERMANN; 1998). Vermutlich
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ist die Kombination aus der geringen Anzahl (geschatzt wird eine Zyste auf 100 g Fleisch) und
der unregelmaBigen Verteilung der Erregerzysten (ESTEBAN-REDONDO et al., 1999; HILL und
DUBEY, 2002; FEHLHABER et al., 2003; HILL et al., 2006) als Ursache fir die nicht infizierten
Mause zu sehen. Dessen ungeachtet ist die Infektiositat des rohen Schweinefleisches durch
die sechs positiven Mause zweifelsfrei nachgewiesen. Dies steht im Einklang mit friheren
Untersuchungen (SOMMER et al.,, 1965; GRORKLAUS und BAUMGARTEN, 1967) und
entspricht der allgemein anerkannten Auffassung, dass rohes oder ungeniigend erhitztes
Fleisch eine wichtige Quelle fiir eine Toxoplasma-Infektion ist (CHOI et al., 1997; ANONYM,
1999; COOK et al., 2000; SUKTHANA et al., 2000; HILL und DUBEY, 2002; BfR, 2005; BfR,
2006; HILL et al., 2006).

Bei den Real Time-PCR Untersuchungen der 288 mit unterschiedlichen Rohwurst-
Erzeugnissen in verschiedenen Reifungsstadien gefiitterten Versuchsmause wurden lediglich
vier positive Signale erzeugt. Die nachgewiesene Infektionsrate liegt demnach bei 1,39 %
(4/288) bzw. 1,41 % [4/283 (5 Todesfdlle)] der mit Untersuchungsmaterial inokulierten
Mause. In Bezug auf die Anzahl T. gondii-positiver Tiere sind einige Aspekte zu bedenken.
Zuallererst ist hierbei die relativ geringe Inokulationsmenge von lediglich ca.
8 bis 12 g Wurstmasse pro Versuchsmaus zu bericksichtigen. Da nach Schatzungen durch-
schnittlich mit lediglich einer Zyste in 100 g Fleisch zu rechnen ist (HILL und DUBEY, 2002), ist
davon auszugehen, dass einige Versuchsmaduse kein infektioses Material aufgenommen
haben. Analog wurde nur in 3,33 % der untersuchten Schweinefleischproben T. gondii-DNA
nachgewiesen, obwohl mithilfe serologischer Methoden die Infestation der Schlacht-
tierkérper in mehrfachen Tests bewiesen wurde. Ebenso erzeugten lediglich 14,29 % der
untersuchten Wurstproben ein positives Real Time-PCR-Signal. Ferner sind in diesem
Zusammenhang die nicht wiederholbaren positiven Real Time-PCR-Ergebnisse mehrerer
Mause sowohl aus den Schlachttierkérper- als auch den Rohwursttestgruppen zu nennen.
Obwohl bei diesen Tieren die positive Reaktion eine Infektion eindeutig bewiesen hat,
konnten diese Ergebnisse in einigen Fallen nicht reproduziert werden. Dies weist darauf hin,
dass auch bei nachgewiesenermaRen vorhandener Erreger-DNA im Untersuchungsgut nicht
jeder Ansatz positiv detektiert wird. Entsprechend kénnten diese Ergebnisse auf eine zu
geringe Zystendichte zurilickzuflihren sein, die zur Folge hat, dass in einigen fiir die Real

Time-PCR-Ansdtze entnommenen Aliquots kein Erreger enthalten war.
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Dariiberhinaus ist denkbar, dass die Konzentration der Erreger-DNA in einigen Fallen
unterhalb der Nachweisgrenze des verwendeten Verfahrens lag. Einen Hinweis darauf geben
die positiven Real Time-PCR-Ergebnisse zweier Versuchsmause, die jedoch oberhalb des cut-
offs (Cr-Wertes > 40,00) lagen. Eine Maus gehorte zu einer Rohwurst-Testgruppe (Maus 1,
Gruppe 7), die andere zu der eindeutig positiven Muskel-Kontrollgruppe (Maus 8, Gruppe 4).
Bei beiden Tieren konnte das erzeugte Signal in Wiederholungsuntersuchungen ein weiteres
Mal bestatigt werden, jedoch wiederum oberhalb des gesetzten Grenzwertes, so dass diese
Tiere nicht in die Auswertung mit einbezogen werden konnten. Trotzdem weisen diese
Ergebnisse darauf hin, dass bei einigen Tieren die Erreger-Konzentration moglicherweise
unterhalb der Nachweisgrenze lag und so eine erfolgte Infektion nicht nachgewiesen werden

konnte.

Schlussfolgernd ergeben sich drei Faktoren, die sich méglicherweise limitierend auf eine

Infektion bzw. deren Nachweis ausgewirkt haben:

e keine Aufnahme erregerhaltigen Probenmaterials aufgrund zu geringer Zystendichte
und inhomogener Verteilung im Schlachttierkorper und der daraus produzierten
Rohwurst-Erzeugnisse

e keine Erreger-DNA in fir die Real Time-PCR entnommenen Aliquots der
Mauseorganproben aufgrund zu geringer Zystendichte und inhomogener Verteilung

e Konzentration an Erreger-DNA in den untersuchten Mause-Organ-Proben unterhalb

der Nachweisgrenze der verwendeten Methode

Unabhingig von diesen Uberlegungen beweist selbst die geringe Anzahl infizierter Tiere die
Méglichkeit der Ubertragung der Toxoplasmose (ber das Lebensmittel Rohwurst. Die
weitergehenden Fragestellungen bezogen sich auf unterschiedliche Gefahrdungspotentiale
verschiedener Rohwurst-Sorten und unterschiedlicher Herstellungsverfahren. Zu diesem
Zweck wurden Mett- und Teewdrste als Beispiel kurzgereifter Produkte und Salami als
langgereifte Rohwurst fiir den Versuch ausgewahlt. Uberdies erfolgte die Herstellung zum
Einen auf handwerklich-traditionelle Art und zum Anderen unter Berlcksichtigung
Okologischer Prinzipien. Um eine eventuelle Abnahme der Infektiositat durch langere
Reifung und Lagerung beurteilen zu kénnen, erfolgte die Verfiitterung an die Versuchstiere

am Produktionstag, zum Zeitpunkt des theoretischen In-Verkehr-Bringens der
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Fleischprodukte und am Ende des Mindesthaltbarkeitsdatums. Entsprechend dieser
Gesichtspunkte wurden 36 Versuchstiergruppen mit unterschiedlichen Rohwurst-
Erzeugnissen gefittert.

Aufgrund der geringen Anzahl positiver Tiere kann jedoch keine Aussage uber
unterschiedliche Gefahrdungspotentiale in Abhangigkeit vom Rohwurst-Erzeugnis bzw. vom
Herstellungsverfahren getroffen werden. Die Unterschiede der genannten Parameter sind
statistisch nicht signifikant. Um eine eventuelle Abhangigkeit von der pH-Wert- bzw. bei der
Salami zusatzlich der aw-Wert-Entwicklung untersuchen zu kénnen, wurden diese Parameter
nach der Herstellung in regelmaRigen Abstdnden untersucht. Auch hier konnte jedoch
aufgrund der geringen Tierzahl keine Aussage (iber eine pH- oder aw-Wert-abhangige
Infektionsminderung getroffen werden.

Zu reslimieren ist, dass alle drei einbezogenen Wurstsorten zu einer Infektion fiihrten. In
Bezug auf die Mett- und Teewurst, stellvertretend fir kurzgereifte Rohwurst-Erzeugnisse,
wurde die vielfach vertretene Ansicht einer von diesen Produkten ausgehenden
Verbrauchergefahr (TENTER und FEHLHABER, 2002; BfR, 2005; BfR, 2006;) somit bestatigt.
Unerwartet war hingegen der positive Infektionsnachweis einer mit Salami gefitterten
Maus. Dies steht im Gegensatz zur bisherigen Auffassung, nach welcher langgereifte
Rohwirste gemeinhin als sicher angesehen werden (SOMMER et al., 1965; TENTER und
FEHLHABER, 2002, BfR, 2005; BfR, 2006). Die Ergebnisse lassen weiterhin den Schluss zu,
dass Wiirste zum Zeitpunkt des In-Verkehr-Bringens und ebenso am Ende des MHD’s noch
infektiés sein kénnen, da nachgewiesen werden konnte, dass eine Teewurst selbst zum
Ablauf des Mindesthaltbarkeitsdatums und zwei Mettwiirste und eine Salami zum Zeitpunkt
des In-Verkehr-Bringens zu einer Infektion geflihrt haben. Folglich ist davon auszugehen,
dass auch die frisch produzierten Erzeugnisse T. gondii-Infektionen verursachen. In diesem
Zusammenhang zu beachten sind die im Versuchsverlauf aufgetretenen sechs Todesfalle.
Hiervon betroffen war ein Tier aus der Schlachttierkorperkontrollgruppe Nummer 3, die
verbleibenden fiinf Tiere gehorten verschiedenen Rohwurst-Testgruppen an. Diese mit
Rohwurst-Erzeugnissen inokulierten Tiere waren alle mit Material vom Produktionstag
gefuttert worden. Da die Mause innerhalb von wenigen Tagen nach der Infektion verstorben
sind, kann eine T. gondii-Infektion mit Todesfolge aufgrund der nicht durchgefiihrten
pathologischen Untersuchung zwar nicht bewiesen, aber auch nicht ausgeschlossen werden.

Darilberhinaus kann auch eine zweimal oberhalb des gesetzten Grenzwertes der Real Time-
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PCR detektierte Maus (Maus 1, Gruppe 7), gefiittert mit Erzeugnissen vom Produktionstag,
als Indiz dafiir angesehen werden, dass sich weitere Tiere infiziert haben, was aber mithilfe

der verwendeten Methode nicht eindeutig nachgewiesen werden konnte.

5.4.2 Serologischer Erregernachweis

Die zum Vergleich durchgefiihrte serologische Untersuchung der 320 Versuchsmause ergab
von den Real Time-PCR-Untersuchungen teilweise abweichende Ergebnisse. Zwar wurden
mittels des angewendeten Western-Blot-Verfahrens (freundlicherweise durchgefiihrt von
Dr. Schares, Friedrich-Loeffler-Institut, Bundesforschungsinstitut fiir Tiergesundheit) sowohl
die Negativ- als auch die artifiziell infizierte Positiv-Kontrollgruppe richtig erkannt, bei den
mit unbehandelter Muskulatur geflitterten Mausen der Gruppen drei und vier konnte, im
Gegensatz zur Real Time-PCR-Analyse, jedoch bei keinem Tier eine Infektion nachgewiesen
werden. Dariber hinaus wurde bei einer Maus der Gruppe 29 (gefiittert mit handwerklich
produzierter Mettwurst, zum Ende des Mindeshaltbarkeitsdatums) eine deutlich positive
Reaktion festgestellt. Dieses Ergebnis konnte in mehrfachen Wiederholungsuntersuchungen
mittels Real Time-PCR, wobei auch neue DNA-Aufbereitungen einbezogen wurden,
molekularbiologisch nicht bestatigt werden. Bei 16 weiteren Tieren wurden ,schwach
positive” Ergebnisse erzielt, die nicht eindeutig interpretierbar sind. Mithilfe der Real Time-
PCR konnte nur bei einer (Maus acht, Gruppe 25) dieser 16 Mause eine Infektion
nachgewiesen werden. Diese Ubereinstimmung der Untersuchungsergebnisse weist zwar
auf die Moglichkeit hin, dass bei den anderen 15 Tieren ebenfalls eine Infektion vorgelegen
haben kdnnte, diese Vermutung kann jedoch nicht bestatigt werden.

In diesem Zusammenhang zu bericksichtigen sind die bei serologischen Toxoplama-
Untersuchungen grundsatzlich nicht vollkommen auszuschlieBenden Kreuzreaktionen mit
nahe verwandten Parasiten, in deren Folge es zu falsch positiven Ergebnissen kommen kann
sowie unterschiedliche Ansichten tber anzusetzende Cut-off-Werte (EFSA, 2007; LUNDEN et
al., 2002; TENTER et al., 2000).

Entsprechend diesen Ausfiihrungen kann mithilfe dieses Verfahrens auf der Grundlage der
nicht eindeutig interpretierbaren Ergebnisse der ,schwach positiv’ getesteten

Versuchsmause keine Aussage Uber die Infektionswahrscheinlichkeit getroffen werden.
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Trotzdem weisen auch die mit dieser Methode erzielten Ergebnisse auf eine mogliche

Ubertragbarkeit des Erregers iiber das Lebensmittel Rohwurst hin.

6. Schlussfolgerung

Als Ergebnis dieser Studie muss demnach bei im Handel befindlichen Rohwurst-Erzeugnissen
mit dem Vorkommen infektionsfahiger T. gondii-Entwicklungsstadien gerechnet werden.
Entsprechend der allgemeinen Auffassung (TENTER und FEHLHABER, 2002; BfR, 2005) haben
sich kurzgereifte Mett- und Teewdirste als potentielle Infektionsquellen erwiesen. Der
positive Nachweis einer Infektion bei einer mit gereifter Salami gefiitterten Maus ist sehr
Uberraschend und sollte ebenso Gegenstand weiterer Forschung sein wie der
moglicherweise unterschiedliche Einfluss verschiedener Herstellungsverfahren
(handwerklich/6kologisch), der nicht abschlieRend geklart werden konnte.

Das Risiko einer Infektion erscheint unter Zugrundelegung der hier vorgestellten Ergebnisse
[Infektionsrate 1,39 %, (Real Time-PCR)] relativ gering. Zu bedenken ist jedoch, dass der
Mensch bei dem Verzehr von Rohwurst-Erzeugnissen in der Regel groRere Mengen
aufnimmt, als die in diesem Versuch an die Mause verfiitterten Inokula. Unter
Berlicksichtigung des Aspektes, dass die T. gondii-Infektionsdosis fiir den Menschen nicht
bekannt ist, auf der Grundlage mehrere Untersuchungen bei verschiedenen Tieren aber
davon auszugehen ist, dass bereits eine Zyste fiir eine Infektion ausreicht (DUBEY, 1996;
DUBEY et al., 1996; WAINRIGHT et al., 2007), konnte die Infektionsrate flir den Menschen
hoher liegen. Entsprechend sollten, im Einklang mit vielfachen Empfehlungen,
immunsupprimierte Personen und immunologisch nicht geschiitzte schwangere Frauen als
PraventivmalRnahme auf den Verzehr von rohem, unzureichend gegartem Fleisch sowie auf
kurzgereifte Rohwurst-Erzeugnisse verzichten (BfR, 2006; GROR, 2004). In Anlehnung an die
eigenen Untersuchungen sollte der Verzicht bis zur endgiiltigen Klarung auf alle Rohwurst-

Erzeugnisse ausgedehnt werden.
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7. Zusammenfassung

Die T. gondii-Infektion wird durch kontaminierte Lebensmittel (bertragen. Sie kann
diaplazentar erfolgen oder durch zufilligen Kontakt entstehen (z.B. Katzentoilette,
Sandkasten, Gartenarbeit). Neben mit Oozysten kontaminierter Nahrung (Obst, Gemise,
Trinkwasser) spielt vor allem rohes bzw. unzureichend erhitztes Fleisch eine entscheidende
Rolle fiir die alimentire Ubertragung der Erkrankung (KAPPERUD et al., 1996; CHOI et al.,
1997; COOK et al., 2000; SUKTHANA et al., 2000).

Aufgrund fehlender Erhitzungsschritte im Herstellungsprozess von Rohwurst-Erzeugnissen ist
das Infektionspotential dieser Produkte nicht geklart (TENTER und FEHLHABER, 2002).
Beruhend auf den Ergebnissen von SOMMER et al. (1965) werden langgereifte Erzeugnisse
(z. B. Salami) gemeinhin als sicher angesehen (TENTER und FEHLHABER, 2002; BfR, 2005; BfR,
2006). Das BFR warnt jedoch vor einer moglichen Infektionsgefahr bei dem Verzehr
kurzgereifter Produkte, wie Mett- und Teewdirsten (BfR, 2005). Darliberhinaus bedirfen
Okologische Erzeugnisse ebenfalls genauerer Betrachtung, da einerseits mit einem erhéhten
Vorkommen von T. gondii in den Schlachttierkérpern zu rechnen ist (SCHULZIG und
FEHLHABER, 2006) und andererseits der bei 6kologisch gefertigten Produkten oftmalige
Verzicht auf Nitritpokelsalz ebenso wie vielfach festgestellte Qualitatsschwankungen bei der
Herstellung von Rohwurst-Erzeugnissen das Uberleben von Erreger-Zysten begiinstigen
kénnen (SOMMER et al., 1965; MULLER et al., 1994; TENTER und FEHLHABER, 2002).

Auf der Basis dieser Literaturangaben war das Ziel dieses Projektes einen Beitrag zur
Einschatzung des moglichen Gefdahrdungspotentials von Rohwurst-Erzeugnissen fir den
Verbraucher zu leisten. Hierfir wurden zwei Schweine intravends mit dem Erreger infiziert
und der Infektionserfolg serologisch mithilfe des IHA- und des Western-Blot-Verfahrens
(freundlicherweise durchgefihrt  von Dr. Schares, Friedrich-Loeffler-Institut,
Bundesforschungsinstitut fiir Tiergesundheit) Gberprift. Im Alter von 6 Monaten wurden die
Tiere geschlachtet und die Schlachttierkorper mithilfe einer fir dieses Projekt am Institut fir
Tierarztliche Nahrungsmittelkunde der Justus-Liebig-Universitat GielBen entwickelten Real
Time-PCR untersucht. Das Fleisch der Tiere wurde zu verschiedenen Rohwurst-Erzeugnissen
verarbeitet und diese ebenfalls auf T. gondii-DNA untersucht. Um die potentielle
Infektionsgefahr lang- und kurzgereifter Erzeugnisse miteinander vergleichen zu konnen,

wurde Salami als Beispiel einer langgereiften Rohwurst ausgewahlt, Mett- und Teewdrste
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dienten als Beispiel kurzgereifter Erzeugnisse. Darliberhinaus wurden alle Rohwurst-Sorten
sowohl konventionell als auch unter Berlicksichtigung okologischer Rezepturen hergestellt.
Zur Uberpriifung der Infektidsitat der erzeugten Produkte wurden diese an BALB/c Miuse
verflittert. Nach ungefahr 45 Tagen wurden die Tiere getotet und die Organe (Hirn, Herz,
Milz) mithilfe der Real Time-PCR auf eine stattgefundene Infektion untersucht. Es gelang,
den Erreger sowohl in beiden Schlachttierkérpern als auch in jeder produzierten Rohwurst-
Charge nachzuweisen. Folglich konnte eine Erregerhaltigkeit der verwendeten Rohwurst-
Inokula bewiesen werden. Bei der Real Time-PCR-Untersuchung der Mdause konnte bei
jedem Tier der Positivkontrollgruppe eine Infektion detektiert werden, die
Negativkontrollgruppe ergab hingegen ausnahmslos negative Ergebnisse. Bei zwei weiteren
mit unbehandelter Schweinemuskulatur der Schlachttierkorper gefitterten Mausegruppen
gelang der Nachweis bei vier von sieben bzw. zwei von acht Versuchsmausen. Dies bestatigt
die allgemein vertretene Auffassung, dass rohes Fleisch eine wichtige Quelle fir eine
Toxoplasma-Infektion ist.

Von den 288 mit Rohwurst-Erzeugnissen gefiitterten Mausen wurden vier positiv auf
T. gondii-DNA getestet. Aufgrund der geringen positiven Tierzahl kann keine Aussage Uber
unterschiedliche Gefahrdungspotentiale in Abhangigkeit vom Rohwurst-Erzeugnis bzw. vom
Herstellungsverfahren getroffen werden; die unterschiedlichen Ergebnisse erwiesen sich als
statistisch nicht signifikant. Zu beachten ist, dass alle drei einbezogenen Wurstsorten zu
einer Infektion gefiihrt haben. In Bezug auf die Mett- und Teewurst wurde somit die vielfach
vertretene Ansicht einer von diesen Produkten ausgehenden Verbrauchergefahr bestatigt.
Unterwartet war hingegen der positive Infektionsnachweis einer mit Salami gefiitterten
Maus. Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zur bisherigen Auffassung, nach welcher
langgereifte Rohwiirste gemeinhin als sicher angesehen werden.

Als Ergebnis dieser Studie ist demnach bei im Handel befindlichen Rohwurst-Erzeugnissen
eine Verbrauchergefahr gegeben, die Ubertragungswahrscheinlichkeit erscheint jedoch
relativ gering. Ein moglicherweise unterschiedliches Gefdahrdungspotential verschiedener
Rohwurst-Sorten und Herstellungsverfahren konnte nicht abschlieBend geklart werden.
Entsprechend besteht zur Sicherung der hier vorgestellten Ergebnisse weiterer

Forschungsbedarf.
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8. Summary

T. gondii-infections basically occur on account of contaminated foodstuffs, are passed over
diaplacentally or through casual contact (e.g. cat litter box, sandpit, gardening). Besides
foodstuffs contaminated with oocysts (fruits, vegetables, drinking water), raw or
insufficiently heated meat products play a decisive role for nutrition-based infections
(KAPPERUD et al., 1996; CHOI et al., 1997; COOK et al., 2000; SUKTHANA et al., 2000). On
account of missing heating while manufacturing raw sausages the actual infection risk of
these products has not been evaluated yet (TENTER und FEHLHABER, 2002). Based on results
of SOMMER et al. (1965) long-ripened products (e. g. Salami) are generally considered as
being safe (TENTER et al., 2000; BfR, 2005; BfR, 2006), nevertheless the BfR has brought out
a warning regarding consumption of short-ripened products, such as “Mettwurst” and
“Teewurst” (BfR, 2005). Furthermore ecologically produced sausages also require closer
examination since on the one hand an increasing number of contagioned carcasses might
occur (SCHULZIG und FEHLHABER, 2006); on the other hand, the omitting of nitrite-salt as
well as frequently observed variations of quality during the ecological manufacturing process
might lead to a prolonged survival of cysts (SOMMER et al., 1965; MULLER et al., 1994;
TENTER und FEHLHABER, 2002).

Based on these literature statements an estimation of the potential risk of raw sausages was
goal of this investigation. Therefore two pigs were infected with the pathogen. The success
of the infection was proved serologically by using the IHA- and the Western Blot technique
(kindly carried out by Dr. Schares, Friedrich-Loeffler-Institut, Federal Research Institute for
Animal Health). At the age of six months the animals were slaughtered. The carcasses were
tested positively for oocysts with a Real Time-PCR, newly developed and established for this
project at the Institute of Veterinary Food Science in GieBen. The obtained meat has been
manufactured into different kinds of raw sausages which were also tested for T. gondii-DNA.
To be able to compare the potential infection risk of long and short ripened products, Salami
served as an example for long-ripened sausages, “Mett-“ and “Teewdlrste” represented
short-ripened products. Furthermore all kinds of raw sausages were produced traditionally
as well as ecologically. To achieve basic knowledge about the infectivity of the products the

raw sausages were fed to BALB/c mice. After about 45 days the laboratory animals were
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killed, and their organs (brain, heart and spleen) were tested for an occurred infection, again
by using the Real Time-PCR.

The pathogen was detected in the carcasses as well as in each of the raw sausages. On
account of this it can be taken for granted that the fed raw sausauge-inocula contained

T. gondii. The Real Time-PCR of the mice proved an infection in each of the positive control
group animals, the negative control group was detected negative without exception. The
parasite-DNA was also found in four of seven, respectively two of eight animals out of the
two groups fed with unhandled meat taken from the carcasses on the slaughtering day. This
confirms the general conception, where raw meat is considered to be an important source
of a Toxoplasma-infection.

Four mice — out of a total of 288 mice fed with raw sausages — were positively detected for
T. gondii-DNA. Because of the low number of positive animals no statement can be made
regarding different risk potentials neither due to the raw sausage type nor due to the
manufacturing process; the different results turned out to be statistically not significant. It
certainly has to be noted that all three kinds of sausages led to an infection. Considering the
“Mett-“ and “Teewurst” the results confirm the common opinion of a consumer hazard
coming from these products. An unexpected result was the detected infection of a mouse
which had been inoculated with Salami. This is contradictory to the general opinion seeing
long-ripened sausages commonly as safe.

As a result of this study a consumer hazard by commercial raw sausage products has to be
considered as probable even though the probability of an infestation appears to be quite
low. The possibility of different risk potentials regarding different raw sausage types and
their manufacturing processes could not be resolved. In order to confirm the achieved

results further investigations are required.
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Anhang I: Rezepturen

I A) Hessische Bauern-Mettwurst

Leitsdtze fur Fleisch- und Fleischerzeugnisse
Leitsatzkennziffer: 2.211.10
Mindestanforderungen (chemisch): BEFFE: nicht < 12%
BEFFE/FE: nicht < 75%

Bei strenger Fleischsortierung und Annahme von 10 % Gewichtsverlust sind folgende Analysenwerte
zu erwarten:

BEFFE: 12,4 % FETT: 39,5%
BEFFE/FE: 87,0 % WASSER: 43,3 %
FE: 14,3 % FREMDWASSER: 0,0 %

MATERIALZUSAMMENSETZUNG

Menge Material

2,0 kg Schweinefleisch S I

5,0 kg Schweinefleisch S IV
3,0 kg Schweinefleisch SV

GEWURZE UND ZUTATEN PRO KG WURSTMASSE

Menge Zutaten und Gewirze

26,0g Nitritpokelsalz

40g Pfeffer, weils, gemahlen

0,5g Muskatnuss, gemahlen (fakultativ)

02¢g Knoblauch, frisch

30¢g Glucose (Dextrose)

nach Herstelleranweisung (25 g/ 100 kg) T-SC 150

ARBEITSABLAUF

1. Durchkihlen samtlicher Ausgangsmaterialien fir 24 Stunden bei ca. +2 °C

2. Fleischmaterial mit allen Zutaten und Gewiirzen gut durchmischen und anschliefend wolfen
(3mm Scheibe)

3. Um eine bindige Konsistenz zu erhalten, wird das Brat vor dem Fillen gut durchmischt

4, AnschlieBend erfolgt eine luftfreie Abfullung in Cellophanhiillen (Kaliber 38/40)

5. 24 h: Reifen bei + 24° C und einer rel. Luftfeuchtigkeit von ca. 94 %

6. 12 h: Reifen bei + 20° bis + 22° C und einer rel. Luftfeuchtigkeit von ca. 85 - 90 %

7. 12 h: Kaltrauch bei < + 20° C (goldgelb rauchern)

8. Aufbewahren bei ca. + 15° C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 70 % - 75 %
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B) Hessische OKO Bauern-Mettwurst

Leitsatze fur Fleisch- und Fleischerzeugnisse
Leitsatzkennziffer: 2.211.10

Mindestanforderungen (chemisch):

BEFFE:
BEFFE/FE:

nicht<12 %
nicht <75 %

Bei strenger Fleischsortierung und Annahme von 15 % Gewichtsverlust sind folgende Analysenwerte

zu erwarten:

BEFFE: 12,4 %
BEFFE/FE: 87,0%
FE: 14,3 %

MATERIALZUSAMMENSETZUNG

Menge Material

2,0 kg Schweinefleisch S I

5,0 kg Schweinefleisch S IV
3,0 kg Schweinefleisch SV

GEWURZE UND ZUTATEN PRO KG WURSTMASSE

FETT: 39,5%
WASSER: 43,3 %
FREMDWASSER: 0,0 %

Menge Zutaten und Gewiirze
26,0g Meersalz

40 g Pfeffer, weils, gemahlen
05 g Muskatnuss, gemahlen
02 g Knoblauch, frisch

30 g Glucose (Dextrose)

nach Herstelleranweisung (25 g/ 100 kg)

Starterkulturen T-SC 150, S-SX

ARBEITSABLAUF

1. Durchkihlen samtlicher Ausgangsmaterialien fir 24 Stunden bei ca. +2° C

2. Fleischmaterial mit allen Zutaten und Gewiirzen gut durchmischen und anschliefend wolfen
(3mm Scheibe)

3. Um eine bindige Konsistenz zu erhalten, wird das Brat vor dem Fillen gut durchmischt

4, Luftfreie Abflllung in Cellophanhillen (Kaliber 38/40)

5. 24 h: Reifen bei +24 °C und einer rel. Luftfeuchtigkeit von ca. 94 %

6. 72 h: Reifen bei +20 °bis + 22°C und einer rel. Luftfeuchtigkeit von ca. 85 -90 %

7. 24 h: Kaltrauch bei < + 20 °C (goldgelb rauchern)

8. Aufbewahren bei ca. + 15 °C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 70 % - 75 %
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C) Teewurst

Leitsatze fur Fleisch- und Fleischerzeugnisse:
Leitsatzkennziffer: 2.212.1
Mindestanforderungen (chemisch):
BEFFE: 10 %
BEFFE/FE: 85 %

Bei strenger Fleischsortierung und Annahme von 5 % Gewichtsverlust sind folgende Analysenwerte
zu erwarten:

BEFFE: 11,0 % FETT: 42,4 %
BEFFE/FE: 88,5 % WASSER: 42,1 %
FE: 12,5 % FREMDWASSER: 0,0 %

MATERIALZUSAMMENSETZUNG

Menge Material

3,0 kg Schweinefleisch S I
2,0 kg Schweinefleisch S|
5,0 kg Schweinefleisch S X

GEWURZE UND ZUTATEN (pro kg Wurstmasse)

Menge Zutaten und Gewiirze

240¢g Nitritpokelsalz

20 g Pfeffer, weil}, gemahlen

15 g Paprika, edelsii, gemahlen

02 g Kardamom, in der Schale gemahlen

04 g Ingwer, gemahlen

20 g Rum mit Wacholder

30 g Glukose

nach Herstelleranweisung (25 g/ 100 kg) Starterkulturen T-SC 150

ARBEITSABLAUF

1. Durchkihlen samtlicher Ausgangsmaterialien fir 24 Stunden bei ca. +2 °C

2. Fleischmaterial mit allen Zutaten und Gewirzen gut durchmischen und anschlieBend wolfen
(3mm Scheibe)

3. Mit Gewilirzen und Zusatzstoffen feinkuttern bis die gewlinschte sahnige Konsistenz
erreicht ist

4, Nitritpokelsalz zum Schlu} zusetzen und bis zur gleichmaRigen Salzverteilung fertigkuttern
(Kutterendtemperatur: +16 °C)

5. Fullen in Cellophanhillen (Kaliber 42/20)

6. 48 h bei ca. 22 °C und 85 % rel. Luftfeuchtigkeit umréten lassen

7. Im Kaltrauch bei ca. 20 °C und 75 % rel. Luftfeuchtigkeit zugluftfrei rauchern

8. Aufbewahren bei + 12 bis + 14 °C, 75 % rel. Luftfeuchtigkeit, dunkler zugluftfreier Raum
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D) OKO Teewurst

Leitsatze fur Fleisch- und Fleischerzeugnisse:

Leitsatzkennziffer: 2.212.1

Mindestanforderungen (chemisch):
BEFFE: 10 %
BEFFE/FE: 85 %

Bei strenger Fleischsortierung und Annahme von 5 % Gewichtsverlust sind folgende Analysenwerte
zu erwarten:

BEFFE: 11,0 % FETT: 42,4 %
BEFFE/FE: 88,5 % WASSER: 42,1 %
FE: 12,5% FREMDWASSER: 0,0 %

MATERIALZUSAMMENSETZUNG

Menge Material

3,0 kg Schweinefleisch S I
2,0 kg Schweinefleisch S |
5,0 kg Schweinefleisch S X

GEWURZE UND ZUTATEN (pro kg Wurstmasse)

Menge Zutaten und Gewirze

240g Meersalz

20 g Pfeffer, weils, gemahlen

15 g Paprika, edelst, gemahlen

02 g Kardamom, in der Schale gemahlen

04 g Ingwer, gemahlen

20 g Rum mit Wacholder

30 g Glukose

nach Herstelleranweisung (25 g/ 100 kg) Starterkulturen T-SC 150, S-SX

ARBEITSABLAUF

1. Durchkihlen samtlicher Ausgangsmaterialien flir 24 Stunden bei ca. + 2 °C

2. Fleischmaterial mit allen Zutaten und Gewiirzen gut durchmischen und anschliefend wolfen
(3mm Scheibe)

3. Mit Gewirzen und Zusatzstoffen feinkuttern bis die gewiinschte sahnige Konsistenz
erreicht ist

4, Meersalz zum Schlul® zusetzen und bis zur gleichmaRigen Salzverteilung fertigkuttern
(Kutterendtemperatur: + 16 °C)

5. Fillen in Cellophanhillen (Kaliber 42/20)

6. 96 h bei ca. + 22 °C und 85 % rel. Luftfeuchtigkeit umréten lassen

7. 24h im Kaltrauch bei ca. + 20 °C und 75 % rel. Luftfeuchtigkeit zugluftfrei rduchern

8. Aufbewahren bei + 12 bis + 14 °C, 75 % rel. Luftfeuchtigkeit, dunkler zugluftfreier Raum
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E) Salami (mittelgrob)

Leitsatze fir Fleisch- und Fleischerzeugnisse:
Leitsatzkennziffer: 2.211.05
Mindestanforderungen (chemisch):

BEFFE:
BEFFE/FE:

12 %
80 %

Bei strenger Fleischsortierung und Annahme von 15 % Gewichtsverlust sind folgende Analysenwerte

zu erwarten:
BEFFE:
BEFFE/FE:
FE:

15,4 %
91,9 %
16,7 %

MATERIALZUSAMMENSETZUNG

FETT:
WASSER:

FREMDWASSER:

Menge Material
5,0 kg Schweinefleisch S VIII
15,0 kg Schweinefleisch S I

GEWURZE UND ZUTATEN PRO KG GESAMTMASSE

34,1 %
45,1 %
0,0%

Menge Zutaten und Gewiirze
30,0g Nitritpokelsalz

40 g Pfeffer, weiB, gemahlen
6,0 g Glukose

2 Stiick Knoblauchzehen

nach Herstelleranweisung (25 g/ 100 kg)

Starterkulturen T-SC 150, S-SX

ARBEITSANWEISUNG

1. Schweinefleisch S Il kuttern (ErbsengroRRe), alle Gewlirze und Zutaten bis auf das Nitritpokel-

salz dazugeben

vk wn

4,0h
24,0h
23,5h
0,5h
12,0 h
23,5h
0,5h
48,0 h

+24°C
+24°C
+22°C
+22°C
+20°C
+18°C
+18°C
+18°C

88% r.F.
r.

94 %
92 %
92 %
90 %
88 %
88 %
88 %

r.

b e e e B |

F.

ammmmmm

Schweinefleisch S VIII ca. 15 Runden unterkuttern
Schweinefleisch S Il frisch einkuttern; ca. 10 Runden vor Schluss Salz zugeben
Fallen in Hukkihtllen (Kaliber 40/43)
Reifen: 2 -10 h bei Raumtemperatur abtrocknen

Umluft 100

Umluft
Umluft
Umluft
Umluft
Umluft
Umluft
Umluft

50
50
100

30
30
100
30

%
%
%
%
%
%
%
%

Glimmrauch

Glimmrauch

Ab dem 6. Tag konnen die Wiirste fertig gerduchert werden und bei einer Temperatur von ca. 15 °C
und einer rel. Luftfeuchtigkeit von ca. 75 % zugluftfrei gelagert werden.
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F) OKO Salami (mittelgrob)

Leitsatze fur Fleisch- und Fleischerzeugnisse:
Leitsatzkennziffer: 2.211.05
Mindestanforderungen (chemisch):

BEFFE: 12 %
BEFFE/FE: 80 %

Bei strenger Fleischsortierung und Annahme von 15 % Gewichtsverlust sind folgende Analysenwerte

ZU erwarten:

BEFFE: 15,4 %
BEFFE/FE: 91,9 %
FE: 16,7 %

MATERIALZUSAMMENSETZUNG FUR

FETT:
WASSER:

FREMDWASSER:

Menge Material
5,0 kg Schweinefleisch S VIII
15,0 kg Schweinefleisch S I

GEWURZE UND ZUTATEN PRO KG GESAMTMASSE

34,1%
45,1 %
0,0 %

Menge Zutaten und Gewirze
300g Meersalz

40 g Pfeffer, weils, gemahlen
6,0 g Glukose

2 Stick Knoblauchzehen

nach Herstelleranweisung (25g/100kg)

Starterkulturen T-SC 150, S-SX

ARBEITSANWEISUNG

1. Schweinefleisch S Il kuttern (ErbsengroRe), alle Gewiirze und Zutaten bis auf das Meersalz

dazugeben.

vk wnN

4,0 h +24°C 88%
24,0 h +24°C 94 %
23,5 h +22°C 92%

0,5h +22°C 92%
12,0 h +20°C 90%
23,5 h +18°C 88%

0,5h +18°C 88%
48,0 h +18°C 88 %

r. F.
F.

r.

b e B S B B |

F.

Schweinefleisch SVIII ca. 15 Runden unterkuttern.
Schweinefleisch S Il frisch einkuttern; ca. 10 Runden vor Schluss Meersalz zugeben.
Fillen in Hukkihillen (Kaliber 40/43).

Reifen: 2 -10 h bei Raumtemperatur abtrocknen.
Umluft 100

Umluft
Umluft
Umluft
Umluft
Umluft
Umluft
Umluft

50
50
100

30
30
100
30

%

%
%
%
%
%
%
%

Glimmrauch

Glimmrauch

Ab dem 6. Tag kdnnen die Wiirste fertig gerduchert und bei einer Temperatur von ca. 15° C und
einer rel. Luftfeuchtigkeit von ungefdhr 75 % zugluftfrei gelagert werden.
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Anhang II:

Real Time-PCR-Ergebnisse der nativen Schweinegewebe

Probe Schwein | Schwein Il
Bezeichnung Cr-Wert | Bezeichnung Cr-
Wert
Vorderbein, sw1lvBL a? n.d.? sw2” VBLa n. d.
links (VBL)  Swl VBL b” n.d. |Sw2 VBL b n. d.
swl VBL ¢ n.d. |Sw2 VBL c n. d.
Vorderbein, Sw1l VBR a n. d. Sw2 VBR a 39,16
rechts (VBR) Swl VBR b n. d. Sw2 VBR b n. d.
Swl VBR c n. d. Sw2 VBR c n. d.
Hinterbein, Swl HBL a n.d. Sw2 HBL a n. d.
links (HBL) Swl HBL b n. d. Sw2 HBL b n. d.
Swl HBL ¢ n. d. Sw2 HBL ¢ n. d.
Hinterbein, Swl HBR a 43,31 Sw2 HBR a n. d.
rechts (HBR) Swi1 HBR b 38,00 |Sw2 HBR b n. d.
Swl HBR c n. d. Sw2 HBR c n. d.
Bauch (B) Swl B a n. d. Sw2 B a n. d.
Swl B b n. d. Sw2 B b n. d.
Swl B c n. d. Sw2 B c n. d.
Riicken Swl R a n. d. Sw2 R a n. d.
Swl R b n. d. Sw2 R b n. d.
Swil R c n. d. Sw2 R c n. d.
Zwerchfell Swil Zf a n. d. Sw2 Zf a n. d.
(zf) Swlzf b n. d. Sw2 Zf b n. d.
Swl zZf ¢ n. d. Sw2 7Zf ¢ n. d.
Zunge (Zu) Swl Zu a n. d. Sw2 Zu a n. d.
Swl Zu b n. d. Sw2 Zu b n.d.
Swl Zu c n. d. Sw2 Zu c n. d.
Herz (He) Swl He a n. d. Sw2 He a n. d.
Swl He b n.d. Sw2 He b n.d.
Swl He ¢ n.d. Sw2 He ¢ n.d.
Gehirn (Hi) Swl Hi a n. d. Sw2 Hi a n. d.
Swil Hi b n. d. Sw2 Hi b n. d.
Swil Hi c n. d. Sw2 Hi c n. d.
Y schwein 1 2 Ansatz A 3 nicht detektiert 4 Schwein 2
*JAnsatz b ® Ansatz C
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Anhang III: Real Time-PCR-Ergebnisse der Mausegruppen 1 bis 4

Mausekennzeichnung Ci-Werte Gr.1 Cr-Werte Gr. 2 Cr-Werte Gr. 3 Ci-Werte Gr. 4

ms” 1 Hi? A¥ n.d.*” 23,17 38,49 n. d.
Ms 1 Hi B” n. d. 23,58 n. d. n. d.
Ms 1 He® A n. d. 29,51 36,65 n. d.
Ms1HeB n.d. 29,48 35,86 n. d.
Ms 1 Mz” A n. d. 27,97 36,17 n. d.
Ms1MzB n. d. 28,83 n. d. n. d.
Ms 2 Hi A n. d. 24,01 n. d. n. d.
Ms2Hi B n. d. 24,52 n. d. n. d.
Ms 2 He A n. d. 31,89 39,91 n. d.
Ms 2 HeB n.d. 31,59 n. d. n. d.
Ms2 Mz A n. d. 31,64 n. d. n. d.
Ms2MzB n.d. 32,87 n. d. n. d.
Ms3 Hi A n.d. 31,86 n. d. n. d.
Ms 3 Hi B n. d. 31,36 n. d. n. d.
Ms 3 He A n.d. 28,65 n. d. n. d.
Ms 3 He B n. d. 28,92 n. d. n. d.
Ms3 Mz A n. d. 23,36 n. d. n. d.
Ms 3 MzB n.d. 23,68 n.d. n. d.
Ms4 Hi A n. d. 21,85 34,14 34,17
Ms4Hi B n.d. 22,70 n.d. 38,00
Ms 4 He A n. d. 27,67 n.d. n. d.
Ms 4 He B n. d. 28,77 n.d. n. d.
Ms 4 Mz A n. d. 32,09 n.d. n. d.
Ms4 Mz B n. d. 32,72 n.d. n. d.
Ms5Hi A n. d. 20,64 n.d. n. d.
Ms5Hi B n. d. 21,54 n.d. n. d.
Ms 5 He A n. d. 26,82 34,00 n. d.
Ms 5 HeB n. d. 27,16 33,74 n. d.
Ms5 Mz A n. d. n.d. n.d. n. d.
Ms5MzB n. d. n.d. n.d. n. d.
Ms6 Hi A n. d. 23,19 n.d. n. d.
Ms 6 Hi B n.d. 23,98 n.d. n. d.
Ms 6 He A n.d. 26,67 n.d. n. d.
Ms 6 He B n. d. 27,25 n.d. n. d.
Ms 6 Mz A n. d. 31,95 n.d. n. d.
Ms 6 MzB n. d. 32,00 n.d. n. d.
Ms7Hi A n. d. 22,93 n.d. n. d.
Ms7Hi B n.d. 23,81 n.d. n. d.
Ms 7 He A n. d. 28,70 n.d. n. d.
Ms 7 He B n. d. 29,35 n.d. n. d.
Ms7 Mz A n. d. 30,64 n.d. n. d.
Ms7 Mz B n. d. 31,02 n.d. n. d.
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Fortsetzung der Tabelle: Real Time-PCR-Ergebnisse der Mausegruppen 1 bis 4

Mausekennzeichnung

Cr-Werte Gr. 1 C-Werte Gr. 2 C;-Werte Gr. 3

C-Werte Gr. 4

Ms 8 Hi A n. d. 18,42 T 39,74
Ms 8 Hi B n. d. 19,36 / n. d.
Ms 8 He A n. d. 24,54 / n. d.
Ms 8 He B n. d. 25,19 / n. d.
Ms 8 Mz A n. d. 27,13 / 41,00
Ms 8 Mz B n. d. 27,32 / n. d.
Y Maus 2 Hirn 3 Ansatz A * nicht detektiert *) Ansatz B

 Herz ' Milz 8 Versuchstier verstorben
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Anhang IV: Real Time-PCR-Ergebnisse der Rohwurst-Erzeugnisse

A) Handwerklich produzierte Mettwurst

Probe

Schwein |

Schwein Il

Mettwurst,
Handwerk

Bezeichnung
sw1? cH1? a?

Swl
Swl
Swl
Swl
Swl
Swil
Swl
Swil
Swl
Swil
Swil
Swil
Swil
Swil
Swil
Swil
Swil
Swil
Swil
Swl
Swil
Swl
Swil

CH1
CH1
CH1
CH1
CH1
CH1
CH1
CH1
CH1

CH1
CH1
CH1
CH1
CH1
CH1
CH1
CH1
CH1
CH1
CH1
CH1
CH1
CH1

b

‘"B B BH BB BH BB B BB B4

w
®
ocovaocooocoocoococaocnooona

X s < cltvw S 0T OS5 3 _x— — 0@ 50 Qo0

=8> =2

Cr-Wert
n.d.”

[y

Sw2 CH1
Sw2 CH1
Sw2 CH1
Sw2 CH1
Sw2 CH1

/?

N T N TS

Bezeichnung
Sw2*) CH1 a

b

c
d
e
f

Cr-Wert

n. d.
n. d.
n. d.
n. d.
39,50
38,34

N~ N TS N TS NN TS N TS NN TS NN TS NN TS NN TN

Y schwein Nummer 1

 nicht detektiert

2 Charge 1
% Schwein Nummer 2

%) Buchstaben a—x entsprechen den Ansatzen a-x

® keine Angabe
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B) Okologisch produzierte Mettwurst

Probe Schwein | Schwein Il
Bezeichnung C-Wert Bezeichnung C-Wert
swi' ch2? a* n.d.” sw2®” CH2 a n. d.
Swl Ch2 b 36,04 Sw2 CH2 b n. d.
Swl Ch2 ¢ n.d. Sw2 CH2 c n.d.
Swil Ch2 d n. d. Sw2 CH2 d n. d.
Swl Ch2 e 33,91 Sw2 CH2 e n.d.
Swil Ch2 f n. d. Sw2 CH2 f n. d.
/% / Sw2 CH2 g n. d.
/ / Sw2 CH2 h n. d.
/ / Sw2 CH2 i n. d.
/ / Sw2 CH2 j n. d.
/ / Sw2 CH2 k n. d.
g."lf(t)t""““t' / / Sw2 CH2 | n. d.
/ / Sw2 CH2 m n. d.
/ / Sw2 CH2 n n. d.
/ / Sw2 CH2 o n. d.
/ / Sw2 CH2 p n. d.
/ / Sw2 CH2 q n. d.
/ / Sw2 CH2 r n. d.
/ / Sw2 CH2 s 38,34
/ / Sw2 CH2 t 39,15
/ / Sw2 CH2 u n. d.
/ / Sw2 CH2 v n. d.
/ / Sw2 CH2 w 37,74
Y Schwein Nummer 1 3 Charge 2 * Buchstaben a—w entsprechen den Ansatzen a-w
# nicht detektiert 5 Schwein Nummer 2 % keine Angabe
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Anhang IV

C) Handwerklich produzierte Teewurst

Probe Schwein | Schwein Il
Bezeichnung Ci-Wert Bezeichnung Ci-Wert
sw1Y cH3? a* n.d.* sw2”) CH3 a n. d.
Swl CH3 b n. d. Sw2 CH3 b n. d.
Swl CH3 ¢ 38,64 Sw2 CH3 ¢ n. d.
Swl CH3 d n. d. Sw2 CH3 d n. d.
Swl CH3 e n. d. Sw2 CH3 e n. d.
Swl CH3 f n. d. Sw2 CH3 f n. d.
/% / Sw2 CH3 g n. d.
/ / Sw2 CH3 h n. d.
Teewurst, / / Sw2 CH3 i n. d.
Handwerk / / Sw2 CH3 j n. d.
/ / Sw2 CH3 k n. d.
/ / Sw2 CH3 | n. d.
/ / Sw2 CH3 m n. d.
/ / Sw2 CH3 n n. d.
/ / Sw2 CH3 o n.d.
/ / Sw2 CH3 p n. d.
/ / Sw2 CH3 q 38,58
/ / Sw2 CH3 r 39,96
Y schwein Nummer 1 2 Charge 3 3 Buchstaben a-r entsprechen den Ansdtzen a-r
* nicht detektiert *) Schwein Nummer 2 ® keine Angabe
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Anhang IV

D) Okologisch produzierte Teewurst

Probe Schwein | Schwein Il

Bezeichnung Ci-Wert Bezeichnung Ci-Wert

sw1' cH4? ¥ 39,30 sw2¥ CH4 a n.d.”

Swl CH4 b 35,99 Sw2 CH4 b n. d.

Swl CH4 c n. d. Sw2 CH4 ¢ n. d.

Swl CH4 d 35,55 Sw2 CH4 d n. d.

Swl CH4 e 40,00 Sw2 CH4 e n. d.

Swl CH4 f n. d. Sw2 CH4 f n. d.

/% / SW2CH4 g n. d.

/ / Sw2 CH4 h n. d.

Teewurst, / / Sw2 CH4 i n. d.
(0]'(0) / / Sw2 CH4 | n.d.
/ / Sw2 CH4 k n. d.

/ / Sw2 CH4 | n. d.

/ / Sw2CH4 m 37,65

/ / SW2CH4 n 36,35

/ / Sw2CH4 o 39,31

/ / SW2CH4 p 37,61

/ / Sw2 CH4 q 40,00

/ / Sw2 CH4 r 39,82

Y schwein Nummer 1
* Schwein Nummer 2

2 Charge 4
* nicht detektiert

3 Buchstaben a-r entsprechen den Ansdtzen a-r

® keine Angabe
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Anhang IV

E) Handwerklich produzierte Salami

Probe

Salami,
Handwerk

Y schwein Nummer 1 2 Charge 5

Schwein | Schwein Il

sw1' cHs? a° n.d.? sw2® CH5 a n. d.

Swl CH5 ¢ 37,64 Sw2 CH5 ¢ n. d.

Swl CH5 e n. d. Sw2 CH5 e n.d

/Y / Sw2 CH5 g n.d.

/ Sw2 CH5 i n.d.

/ / Sw2 CH5 k n.d

/ / Sw2 CH5 m n.d.

/ / Sw2 CH5 o n. d.

/ / Sw2 CH5 ¢ n. d.

/ / Sw2 CH5 s n. d.

/ / Sw2 CH5 u n. d.

/ / Sw2 CH5 w n. d.

/ / Sw2 CH5 vy n. d.

/ / Sw2 CH5 Aa n.d.

/ / Sw2 CH5 Ac n.d.

/ / Sw2 CH5 Ae 37,94

/ / Sw2 CH5 Ag n. d.

/ / Sw2 CH5 Ai n.d.

/ / Sw2 CH5 Ak n. d.

/ / Sw2 CH5 Am 38,93

/ / Sw2 CH5 Ao n. d.

# nicht detektiert %) Schwein Nummer 2 ® keine Angabe

3 Buchstaben a-Ap entsprechen den Ansatzen a-Ap
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Anhang IV

F) Okologisch produzierte Salami

Probe Schwein | Schwein Il
Bezeichnung C-Wert Bezeichnung Cr-Wert
sw1Y cHe6? a* n.d.* Sw2”) CH6 a n. d.
Swl CH6 b n. d. Sw2 CH6 b n. d.
Swl CH6 c n. d. Sw2 CH6 c n. d.
Swl CH6 d n. d. Sw2 CH6 d n. d.
Swl CH6 e n. d. Sw2 CH6 e n. d.
Swl CH6 f n. d. Sw2 CH6 f n. d.
Swl CH6 g n. d. Sw2 CH6 g n. d.
Swl CH6 h n. d. Sw2 CH6 h n. d.
Swl CH6 i n. d. Sw2 CH6 i n. d.
Swl CH6 |j n. d. Sw2 CH6 j n. d.
Swl CH6 k 36,74 Sw2 CH6 k n. d.
Swl CH6 | n. d. Sw2 CH6 | n. d.

/% / Sw2 CH6 m n. d.
/ / Sw2 CH6 n n. d.
/ / Sw2 CH6 o n.d.
/ / Sw2 CH6 p n. d.
/ / Sw2 CH6 ¢ n. d.
/ / Sw2 CH6 r n. d.
/ / Sw2 CH6 s n. d.
/ / Sw2 CH6 t n. d.
. / / Sw2 CH6 u n. d.
Salami, OKO / / Sw2 CH6 v n. d.
/ / Sw2 CH6 w n. d.
/ / Sw2 CH6 x n. d.
/ / Sw2 CH6 vy n. d.
/ / Sw2 CH6 z n. d.
/ / Sw2 CH6 Aa n. d.
/ / Sw2 CH6 Ab n. d.
/ / Sw2 CH6 Ac n. d.
/ / Sw2 CH6 Ad n. d.
/ / Sw2 CH6 Ae 38,42
/ / Sw2 CH6 Af n. d.
/ / Sw2 CH6 Ag n. d.
/ / Sw2 CH6 Ah n. d.
/ / Sw2 CH6 Ai 38,62
/ / Sw2 CH6 Aj n. d.
/ / Sw2 CH6 Ak n. d.
/ / Sw2 CH6 Al n. d.
/ / Sw2 CH6 Am n. d.
/ / Sw2 CH6 An n. d.
/ / Sw2 CH6 Ao n. d.
/ / Sw2 CH6 Ap 39,35

Y schwein Nummer 1 3 Charge 6 % Buchstaben a-Ap entsprechen den Ansdtzen a-Ap

 nicht detektiert

> Schwein Nummer 2

® keine Angabe
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Anhang V

Anhang V: pH-und aw-Wert-Entwicklung der Rohwurst-Erzeugnisse

A) Ubersicht zur pH-Wert-Entwicklung der Mettwurst

Datum Charge Zeitpunkt pH-Wert 1 Temp.”l pH-Wert2 Temp.2 Mittelwert
pH-Wert

08.08.07 Sw1?CH1® Produktion 5,48 23,1 5,47 23,1 5,48
Swi1CH2¥ Produktion 5,47 22,4 5,47 22,4 5,47
Sw2°'CH1 Produktion 5,44 23,2 5,45 23,4 5,45
Sw2CH2 Produktion 5,51 21,5 5,52 21,5 5,52

09.08.07 SwI1CH1 Kontrolle 5,18 22,1 5,18 22,1 5,18
Sw1CH2 Kontrolle 5,04 21,2 5,03 21,2 5,04
Sw2CH1 Kontrolle 5,16 21,3 5,16 22,1 5,16
Sw2CH2 Kontrolle 4,99 22,4 5,01 22,3 5,00
SwICH1  IVK® 4,97 22,3 4,93 22,3 4,95

10.08.07 Swi1CH2 Kontrolle 4,86 22,3 4,85 22,2 4,86
Sw2CH1 IVK 4,95 22,4 4,97 22,4 4,96
Sw2CH2 Kontrolle 4,86 22,1 4,87 22,1 4,87

13.08.07 Swi1CH2 IVK 4,97 23,6 5,03 23,3 5,00
Sw2CH2 IVK 4,89 22,8 4,92 22,6 4,91

17.08.07 Swi1CH1 Kontrolle 4,84 16,1 4,83 16,6 4,84
Sw1CH2 Kontrolle 4,83 16,0 4,84 15,7 4,84
Sw2CH1 Kontrolle 5,08 16,0 5,02 16,2 5,05
Sw2CH2 Kontrolle 4,98 15,1 4,97 15,0 4,98

21.08.07 Swl1CH1 MHD” 4,94 19,1 4,95 18,7 4,95
Sw1CH2 MHD 5,08 18,0 51 17,3 5,09
Sw2CH1 MHD 4,92 16,9 4,88 16,8 4,90
Sw2CH2 MHD 5,02 17,0 5,02 16,5 5,02

b Temperatur 2 Schwein Nummer 1 3 Charge 1

4 Charge 5 Schwein Nummer 2 &l Zeitpunkt des theoretischen In-Verkehr-Bringens

) Mindesthaltbarkeitsdatum
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Anhang V

B) Ubersicht zur pH-Wert-Entwicklung der Teewurst

Datum Charge Zeitpunkt pH-Wert1l Temp. n pH-Wert2 Temp.2 Mittelwert

pH-Wert
09.08.07 Sw1”CH3® Produktion 5,42 22,1 5,44 22,1 5,43
Sw1CH4 Produktion 5,45 22,3 5,46 22,3 5,46
Sw2”CH3  Produktion 5,43 21,4 5,45 21,3 5,44
Sw2CH4 Produktion 5,52 22,3 5,53 22,3 5,53
10.08.07 Swi1CH3 Kontrolle 5,12 22,5 5,10 22,2 5,11
Sw1CH4 Kontrolle 4,99 22,2 4,97 22,1 4,98
Sw2CH3 Kontrolle 5,00 22,2 5,03 22,2 5,02
Sw2CH4 Kontrolle 4,97 22,0 4,96 21,9 4,97
11.08.07 Swi1CH3 IVK® 4,71 23,0 4,72 22,8 4,72
Sw2CH3 IVK 4,75 22,6 4,75 22,6 4,75
14.08.07 Sw1CH4 IVK 4,81 22,7 4,82 22,5 4,82
Sw2CH4 IVK 4,82 22,4 4,82 22,3 4,82
17.08.07 Sw1CH3 Kontrolle 4,80 15,8 4,80 16,0 4,80
Sw1CH4 Kontrolle 4,74 16,0 4,74 15,9 4,74
Sw2CH3 Kontrolle 4,87 15,8 4,87 15,7 4,87
Sw2CH4 Kontrolle 4,89 15,5 4,88 15,4 4,89
22.08.07 Sw1CH3 MHD” 4,78 16,5 4,77 16,6 4,78
Swi1CH4 MHD 4,91 16,5 4,91 16,9 4,91
Sw2CH3 MHD 4,78 16,2 4,76 16,5 4,77
Sw2CH4 MHD 4,92 16,7 4,93 16,6 4,93
g Temperatur 2 schwein Nummer 1 3 Charge 3
4 Charge 4 *) Schwein Nummer 2 8 Zeitpunkt des theoretischen In-Verkehr-Bringens

7 Mindesthaltbarkeitsdatum
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Anhang V

C) Ubersicht zur pH-Wert-Entwicklung der Salami

Datum Charge Zeitpunkt pH-Wert 1 Templ). 1 pH-Wert2 Temp.2 Mittelwert
pH-Wert
10.08.2007 Sw1”CH5¥ Produktion 5,42 22,0 5,43 22,0 5,43
Sw1CH6"  Produktion 5,39 23,3 5,41 23,3 5,40
Sw2°’)CH5  Produktion 5,47 22,3 5,46 22,3 5,47
Sw2CH6 Produktion 5,39 21,5 5,39 21,5 5,39
13.08.2007 SwI1CH5 Kontrolle 4,76 21,8 4,76 21,8 4,76
Sw1CH6 Kontrolle 4,84 23,4 4,87 23,4 4,86
Sw2CH5 Kontrolle 4,72 24,9 4,73 24,9 4,73
Sw2CH6 Kontrolle 4,87 24,6 4,87 24,6 4,87
15.08.2007 SwI1CH5 Kontrolle 4,78 19,5 4,79 19,6 4,79
Sw1CH6 Kontrolle 4,70 20,9 4,73 20,6 4,72
Sw2CH5 Kontrolle 4,83 22,2 4,85 20,5 4,84
Sw2CH6 Kontrolle 4,83 20,3 4,89 20,2 4,86
18.08.2007 SwI1CH5 Kontrolle 4,75 20,0 4,78 19,4 4,77
Sw1CH6 Kontrolle 5,02 19,4 4,95 18,8 4,99
Sw2CH5 Kontrolle 4,78 19,3 4,9 19,1 4,79
Sw2CH6 Kontrolle 4,82 20,1 4,88 19,6 4,85
20.08.2007 Sw1CH5 IVK® 4,89 19,6 4,90 19,6 4,90
Sw2CH5 IVK 4,83 19,9 4,86 19,8 4,85
22.08.2007 Sw1CH6 IVK 4,96 21,5 4,98 21,3 4,97
Sw2CH6 IVK 5,02 20,5 5,13 20,4 5,08
31.08.2007 Sw1CH5 Kontrolle 5,06 18,2 5,06 18,1 5,06
Swi1CH6 Kontrolle 4,98 17,9 5,04 17,9 5,01
Sw2CH5 Kontrolle 5,25 18,9 5,28 18,8 5,27
Sw2CH6 Kontrolle 5,22 18,6 5,22 18,4 5,22
06.09.2007 Sw1CH5 MHD" 5,07 18,9 5,06 18,8 5,07
Sw1CH6 MHD 5,25 17,8 5,23 17,6 5,24
Sw2CH5 MHD 5,03 17,6 5,06 17,6 5,05
Sw2CH6 MHD 5,21 17,2 5,23 17,0 5,22
u Temperatur 2 schwein Nummer 1 3 Charge 5

4 Charge 6

*) Schwein Nummer 2

) Mindesthaltbarkeitsdatum

8l Zeitpunkt des theoretischen In-Verkehr-Bringens
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Anhang V

D) Ubersicht zur aw-Wert-Entwicklung der Salami

Datum Charge Zeitpunkt der aW-Wert Temperatur
Untersuchung
10.08.2007 Sw1" CH5? Produktion 0,973 23,1
SwlCH6®  Produktion 0,964 23,1
sw2¥ CH5  Produktion 0,977 23,4
Sw2 CH6 Produktion 0,969 23,3
13.08.2007 Sw1 CH5 Kontrolle 0,967 23,6
Sw1l CH6 Kontrolle 0,967 23,4
Sw2 CH5 Kontrolle 0,967 24,9
Sw2 CH6 Kontrolle 0,972 24,6
15.08.2007 Sw1 CH5 Kontrolle 0,952 23,4
Swil CH6 Kontrolle 0,961 24,2
Sw2 CH5 Kontrolle 0,967 23,9
Sw2 CH6 Kontrolle 0,960 23,9
18.08.2007 Sw1 CH5 Kontrolle 0,950 24,6
Swil CH6 Kontrolle 0,960 23,4
Sw2 CH5 Kontrolle 0,942 22,5
Sw2 CH6 Kontrolle 0,943 22,3
20.08.2007 Swi1 CH5 IVK®) 0,944 23,0
Sw2 CH5 IVK 0,938 23,2
22.08.2007 Sw1 CH6 IVK 0,933 23,8
Sw2 CH6 IVK 0,945 23,3
31.08.2007 Sw1 CH5 Kontrolle 0,905 22,2
Sw1 CH6 Kontrolle 0,903 21,6
Sw2 CH5 Kontrolle 0,906 21,8
Sw2 CH6 Kontrolle 0,904 22,2
06.09.2007 Sw1 CH5 MHD® 0,388 21,2
Sw1 CH6 MHD 0,885 20,4
Sw2 CH5 MHD 0,890 19,9
Sw2 CH6 MHD 0,879 19,8
Y schwein Nummer 1 2)Charge 5 3 Charge 6
* Schwein Nummer 2 3 Zeitpunkt des theoretischen In-Verkehr-Bringens

® Mindesthaltbarkeitsdatum
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