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1 Einleitung

Die Verordnung 2075/2005/EG mit spezifischen Vorschriften flr die amtlichen Fleischunter-
suchungen auf Trichinen wurde am 10. August 2015 durch die Durchflihrungsverordnung
(EU) 2015/1375 ersetzt. Die Verordnung regelt die Beprobung von Schlachtkérpern inklusive
Ausnahmen, und legt die Pflichten der zustandigen Behorden und Unternehmen im Zusam-
menhang mit der amtlichen Anerkennung von Haltungsbetrieben, die kontrollierte Haltungs-
bedingungen anwenden, fest. Das Verfahren der Trichinenuntersuchung im Labor bleibt wei-
testgehend unberihrt. Zugefiigt wurden Verfahren der Anderungsverordnung (EU) Nr.
216/2014 und die Moglichkeit des Einsatzes eines stabilisierten, flissigen Pepsins. Die Ver-
wendung der Trichinoskopie wird nicht mehr empfohlen und wurde aus den Nachweisme-
thoden in Anhang | entfernt.

In Anlehnung an die EU Verordnung, die Leitlinien des OIE-Diagnosehandbuchs und der
Internationalen Kommission fiir Trichinella wurde auch die ISO/DIS 18743:2013, Mikrobiolo-
gie von Lebensmitteln und Futtermitteln - Nachweis von Trichinellenlarven aus Fleischproben
- Physikalisches Verdauungsverfahren, 2015 publiziert.

Wie in den vergangenen Jahren wurde aufgrund der groRen Teilnehmerzahl der Ringver-
such wieder in drei Durchgangen durchgeflihrt. Eine abgezahlte Larvenanzahl wurde in jede
positive Fleischprobe verbracht und der Toleranzbereich unter Bestimmung des ,z-score®
ermittelt. Die Auswertung der Ergebnisse des Ringversuches erfolgte wieder nach qualitati-
ven und quantitativen Aspekten. Zu diesem Zweck wurde flr jeden Teilnehmer der Anteil der
richtigen, falsch-negativen und falsch-positiven Befunde ermittelt und die Zahl der in den
positiven Proben nachgewiesenen Larven mit dem nach der ISO 13528 (Ausgabe 2005)
festgelegten Sollwert verglichen.

2 Material und Methoden
2.1 Versuchstiere und Muskelproben

Zur Gewinnung des ftrichindsen Fleisches wurde ein Schwein (Rasse Deutsches Edel-
schwein) mit ca. 40.000 Trichinella spiralis Muskellarven (Referenzstamm ISS 003 aus der
Muskulatur eines infizierten Meerschweinchens) infiziert. 18 Wochen nach der Infektion wur-
de das Schwein elektrisch betaubt und entblutet. Nach der Probenentnahme wurden die zer-
legten Teile im Kiihlraum bei 4°C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt.

Es wurden Proben von 9 verschiedenen Muskeln nach dem Prinzip der kinstlichen Verdau-
ung mit dem Magnetrihrverfahren auf Trichinella-Larven untersucht und die Larven-
befallsrate, d.h. die Anzahl der Larven pro g Muskulatur (LpG), aus jeweils 100 g der Probe
bestimmt. Fur die untersuchten Muskelpartien wurden folgende Befallsraten ermittelt:
Zwerchfellpfeiler 296, Zunge 415, Kaumuskulatur 209, Schulter 118, Vorderbein 105,
Bauch 81, Zwischenrippe 60, Kotelett 31 und Schinken 88 LpG.

Ringversuchsmaterial

Zur Herstellung der Trichinella-positiven Proben wurden flr jeden Durchgang T. spiralis Lar-
ven mittels Digestion aus dem Muskelfleisch des infizierten Hausschweins gewonnen. Nega-
tives Fleisch wurde mit einer Moulinette zerkleinert und in 10 g grof3e Klopse geformt. Eine
genau abgezahlte Anzahl Larven wurde mit einer Pipette in die Klopse verbracht. Fir den
Ringversuch wurden pro Teilnehmer insgesamt 6 Proben vorbereitet. Bei diesen Proben
handelte es sich um 3 Trichinella-positive und 3 Trichinella-negative Proben (Tabelle 1).
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Tabelle 1: Status der Proben fir den Ringversuch

Probe Nr. Status Sollwert (LpG)

negativ

positiv

positiv

negativ

positiv

OO0 |Ww| O

AR |WIN|—

negativ

Jede Probe wurde in einen Plastikbeutel verpackt und entsprechend nummeriert. Alle Pro-
ben wurden bis zum Versand im Kihlraum bei 4°C gelagert. Jede codierte Probe sollte mit
90 g Fullmaterial (negatives Schweinefleisch) pro Ansatz untersucht werden. Die Ringver-
suchsproben (10 g Klopse) sollten nicht nochmals im Mixer zerkleinert sondern direkt in die
Digestionsflissigkeit gegeben und am Rand des Becherglases mit einer Gabel leicht zer-
driickt werden.

Die quantitative Auswertung zur ermittelten Larvenzahl erfolgte nach der ISO 13528 (Ausga-
be 2005) auf der Grundlage der Berechnung des z-score. Mit dem z-score wird die Anzahl
der Standardabweichungen angegeben, um die der Messwert ober- oder unterhalb des
Sollwertes liegt. Fur die Proben 3 (9 Larven) betrug die tolerierbare Abweichung 50%, fur die
Proben 5 (13 Larven) 30% (Tabelle 2). Fur die Proben 2 mit nur 3 Larven ist der z-score
nicht anwendbar, es sollte jedoch mindestens eine Larve gefunden werden.

Tabelle 2: Bewertung der quantitativen Ergebnisse nach dem z-score.
Bewertung der quantitativen Ergebnisse fiir die Probe 3 (Sollwert 9 Larven)
(n) Larven 5 6 7 8 9 10 11 12 13
z-score -3,0 -2,3 -1,5 -0,8 0 0,8 1,5 2,3 3,0 ‘
Bewertung der quantitativen Ergebnisse fiur die Probe 5 (Sollwert 13 Larven)

(n) Larven 10 11 12 13 14 15 16
23 1,5 -0,8 0 0,8 1,5 2,3

z-score
Bewertung des Ergebnisses fiir die Probe 2 (Sollwert 3 Larven)
‘ (n) Larven | 1-4

grun = Ergebnis liegt im Toleranzbereich (-2 <z < 2)
gelb = Ergebnis liegt im grenzwertigen Bereich (-(3<z<-2und2<z<3)
Bl - Ergebnis liegt nicht im Toleranzbereich (z < -3 und z > 3)

Den Ringversuchsteilnehmern wurde der Versand der Proben etwa 6 Wochen im Voraus
angekundigt und nahere Informationen zur Untersuchung der Proben und Auswertung gege-
ben. Der Versand der Proben erfolgte in speziellen Gefahrgutbehaltern (Bio-Bottle 2,41, Klas-
se 6.2) mit einer Versandfirma. Die Proben waren mit einer fur die Trichinenuntersuchung
beim Schwein vorgeschriebenen Methode der kunstlichen Verdauung zu untersuchen. In-
nerhalb von 3 Wochen nach dem Erhalt der Proben mussten die Ergebnisse auf einem vor-
bereiteten Formblatt an das BfR zuriickgesendet werden.
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2.2 Ringversuchsteilnehmer

Insgesamt nahmen 113 Labore aus allen 16 Bundeslandern an dem Ringversuch teil. Von
13 Teilnehmern wurden die Ergebnisse erst nach Ende der Einsendefrist Ubersandt, die Er-
gebnisse wurden trotzdem in die Auswertung mit aufgenommen. Vier Teilnehmer (Labore 2,
136, 139, 169) reichten keine Ergebnisse ein und wurden in der Analyse nicht bertcksichtigt.

2.3  Auswertung der Ergebnisse

Die Auswertung erfolgte fur jeden Teilnehmer nach der Anzahl der richtig erkannten Trichi-
nella-positiven bzw. -negativen Muskelproben sowie der Zahl der falsch-positiven und falsch-
negativen Ergebnisse (qualitative Auswertung). Weiterhin wurden die Ergebnisse jedes Teil-
nehmers zur Anzahl der Larven mit dem errechneten Toleranzbereich verglichen (quantitati-
ve Auswertung).

3. Ergebnisse
3.1 Qualitative Auswertung

108 Teilnehmer fuhrten das Magnetrahrverfahren nach dem Prinzip der kunstlichen Verdau-
ung durch, ein Teilnehmer verwendete den Trichomatic-35®. Bei 54 % aller Teilnehmer er-
folgte die Auswertung der Proben mit einem Stereomikroskop. 40 % der Teilnehmer benutz-
ten ein Trichinoskop, ein Labor nutzte ein Inversmikroskop und finf Labore machten keine
Angaben. Die durchschnittliche Anzahl der richtig gefundenen Larven unterschied sich nicht
signifikant bei den eingesetzten Auswertungsmethoden (Trichinoskop 72 % aller Larven ge-
funden, Stereomikroskop 76 %).

Um die Vollstandigkeit des Verdauungsvorgangs zu beurteilen, sollte die Menge des unver-
dauten Restmaterials auf dem Sieb bestimmt werden. Bei 90 Teilnehmern (83 %) wurde bei
keiner Probe mehr als 5 g Restmaterial ermittelt. Bei sieben Laboren (6 %) wiesen ein bis
drei untersuchte Proben eine erhdhte Menge unverdauten Materials auf, bei drei Laboren
(3 %) wurde bei mindestens 4 Proben mehr als 5 g Restmaterial gefunden. Sieben Labore
machten bei einer oder mehr Proben keine Angaben, bei einem Labor wurde die Untersu-
chung bei einer Probe nicht durchgeflhrt. Ein Labor konnte auf Grund der technischen Ge-
gebenheiten des eingesetzten TM 35 Gerats kein Gewicht an unverdautem Material ange-
ben.

Auch sollte die Morphologie der gefundenen Larven beurteilt werden. Es wurde unterschie-
den zwischen beweglichen und/oder eingerollten Larven und Larven, die in offener Form
vorlagen und unbeweglich waren. Drei Teilnehmer machten keine Angaben zur Form der
Larven. 92 % der gefundenen Larven wurden als lebend erkannt.

Von den zu bewertenden 327 Trichinella-positiven Proben wurden Larven in 317 Proben
(97 %) gefunden. Acht Ergebnisse erwiesen sich als falsch-negativ, zwei Proben wurden
nicht bearbeitet. Von den 327 negativen Proben wurden 315 (97 %) korrekt und acht als
falsch-positiv (3 %) beurteilt. Vier Proben wurden nicht untersucht.

Bei den acht falsch-negativen Ergebnissen handelte es sich in finf Fallen um die Probe 2
(Sollwert 3 L), in einem Fall um die Probe 3 (Sollwert 9 L) und in zwei Fallen um die Probe 5
(Sollwert 13 L).

Nach Auswertung der Einzelergebnisse haben 91 Labore (83 %) alle Proben korrekt als Tri-
chinella-positiv bzw. -negativ erkannt, siehe Abbildung 1A und B. Von sechs Laboren wurde
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eine Probe falsch-negativ beurteilt. Zwei Labore hatten ein falsch positives und ein falsch
negatives Ergebnis. Sechs Labore hatten ein falsch positives Ergebnis. Bei drei Laboren
wurde eine Probe nicht bearbeitet, bei einem Labor drei Proben.
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Abbildung 1A und B: Prozentualer Anteil der von den Teilnehmern richtig erkannten Proben.
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Zeichenerklarung: rot = falsch-negativ; orange = falsch-positiv, griin = richtig erkannt, blau = nicht durchgefiihrt

Die Ubersicht fiir die Ergebnisse aller Labore ist in der Tabelle 3, geordnet nach der laufen-

den Nummer der Probe, dargestellt.
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Tabelle 3: Ergebnisse der 109 Labore zur Anzahl der Larven in den Proben 1-6

Probe
Sollwert
Labor-Nr.

11
12
15
16
20
21
22
24
26
27
29
30
32
33
34
36
37
38
40

41

42

47

53
56
57
58
59
61
62
63
64
65
66
67
69
70
72
73
75
78
79
80
82
84
85
86
89
90
91
92
96
97
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Fortsetzung Tabelle 3

Probe Pr. 1 Pr. 2 Pr. 3 Pr. 4 Pr. 5 Pr. 6

Sollwert 0 3 9 0 13 0 richtig falsch falsch

Labor-Nr. erkannt negativ positiv
98 0 3 9 0 12 0 6
99 0 2 7 0 12 0 6
100 0 3 9 0 12 0 6
102 0 2 8 0 12 0 6
105 0 3 6 0 9 0 6
109 0 3 9 0 12 0 6
111 0 3 16 0 9 0 6
112 0 2 6 0 7 0 6
113 0 3 9 0 10 1 5 1
114 0 1 1 0 8 0 6
115 0 1 3 0 9 0 6
116 0 3 8 0 11 0 6
118 0 3 7 0 10 0 6
119 0 3 7 0 10 0 6
121 0 3 8 0 9 0 6
124 0 3 9 0 12 0 6
125 0 3 8 0 11 0 6
126 0 1 7 1 12 0 5 1
127 0 2 9 n.d 11 0 5
128 0 2 7 0 9 0 6
130 0 3 8 0 12 0 6
131 0 1 8 0 12 0 6
134 0 2 8 0 11 0 6
135 0 3 5 0 13 0 6
137 0 3 5 0 6 0 6
138 0 3 6 0 12 0 6
140 0 3 8 0 12 0 6
142 0 2 5 0 4 0 6
143 0 3 7 0 12 0 6
144 0 0 6 0 5 0 5 1
145 0 1 6 0 6 0 6
147 0 3 6 0 12 0 6
148 0 2 6 0 8 0 6
149 0 4 8 0 12 0 6
150 0 2 8 0 10 0 6
152 0 1 8 0 9 0 6
153 2 0 5 0 9 0 4 1 1
154 0 3 5 0 9 3 5 1
155 0 3 6 0 10 0 6
156 0 3 5 0 11 0 6
157 0 2 7 0 12 0 6
159 0 1 7 0 9 0 6
160 0 2 2 0 6 0 6
161 n.d. n.d. n.d. 0 9 0 3
162 0 1 15 0 11 0 6
163 0 3 7 0 13 n.d 5
164 0 0 5 0 7 0 5 1
165 0 0 8 0 10 0 5 1
166 0 3 1 0 0 11 4 1 1
167 0 3 9 0 10 0 6
168 0 3 4 0 11 0 6
170 0 2 7 0 10 0 6

Mittelwert 0,0 2,3 7,0 0,0 9,7 0,2

St. abw 0,2 0,9 2,7 0,2 2,8 11

Tol. bereich 0 1-3 7-11 0 11-15 0

Zeichenerklarung: rot = falsch-negative oder falsch-positive Ergebnisse; blau = Larvenzahl liegt auRerhalb des Toleranzberei-
ches; bei Proben1 und 4 mehr als 4 Larven gezahlt; n.d. = nicht durchgefiihrt
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3.2  Quantitative Auswertung

Fur die jeweiligen positiven Proben lag der Mittelwert der Labore fir die Larvenanzahl unter
dem Sollwert, wobei die Standardabweichung bei der Probe 5 (13 L) am héchsten war (Ta-
belle 3).

Von den insgesamt 317 richtig erkannten und quantitativ ausgewerteten Trichinella-positiven
Proben lag die ermittelte Larvenanzahl in 221 Fallen (70 %) im berechneten Toleranzbereich
(gruner Bereich des z-score). Fir 40 Proben (13 %) lagen die Ergebnisse im grenzwertigen
Bereich (gelber Bereich des z-score). 56 Proben (18 %) lagen aul3erhalb des Toleranzberei-
ches (Warnbereich).

Nach den Ergebnissen der quantitativen Auswertung fir die einzelnen Labore hatten 42
Teilnehmer (38 %) alle positiven Proben gleichzeitig als qualitativ richtig bewertet und die
ermittelte Larvenanzahl lag innerhalb des Toleranzbereichs ausschlieBlich im grinen Be-
reich. Allerdings hatten sechs dieser Labore falsch positive Ergebnisse gemeldet oder hatten
eine Probe nicht bearbeitet. Bei weiteren 16 Laboren (15 %) lag die ermittelte Anzahl der
Larven der drei richtig bewerteten positiven Proben auch im grenzwertigen (gelben) Bereich.
Bei 43 Laboren (39 %) befand sich die ermittelte Larvenanzahl bei einer oder zwei der als
richtig positiv erkannten Proben aulerhalb des Toleranzbereichs (Abbildung 2A und B).
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Abbildung 2A und B: Ergebnisse zur Larvenanzahl der 3 positiven Proben.
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Zeichenerklarung: rot = falsch-negative Ergebnisse; blau = Larvenzahl liegt unterhalb des Toleranzbereiches, griin = Larvenzahl
liegt innerhalb des Toleranzbereiches (griiner Bereich), gelb = Larvenzahl liegt im grenzwertigen Bereich, braun = Larvenzahl
liegt unterhalb des Toleranzbereiches, grau = nicht durchgefiihrt

Beim Vergleich der quantitativen Auswertung der Trichinella-positiven Proben der vergange-
nen Jahre wird ersichtlich, dass die Anzahl der richtig erkannten Trichinellen dieses Jahr
wieder etwas gesunken ist (70 %). 2013 waren 70% der Ergebnisse im berechneten (gru-
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nen) Toleranzbereich, in 2014 lagen sogar 75% aller erkannten und quantitativ ausgewerte-
ten Trichinella-positiven Proben innerhalb des errechneten Toleranzbereichs (Abbildung 3).

Abbildung 3: Ergebnisse zur Larvenanzahl der 3 oder 4 positiven Proben aller Labore von 2008-2015.
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Nach einem allgemeinen Richtwert sollten mindestens 70 % aller Larven (von insgesamt 25)
identifiziert werden. Von den 109 Teilnehmern konnten 73 Labore (67 %) mindestens 70%
der Larven (= 18Larven) identifizieren (Abbildungen 4A und B).
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Abbildung 4A und B: Anteil gefundener Larven aller positiven Proben. Der , cut-off* (rote Linie) liegt bei
70 %.
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Zeichenerklarung: griin = richtig gefundene Larven; rot = falsch positive Larven innerhalb einer Probe
4 Diskussion

Ringversuche sind ein wichtiger Bestandteil des Qualitatssicherungssystems. Die Teilnahme
an Ringversuchen bietet die Moéglichkeit, die eigene Untersuchungsqualitat zu Gberprufen,
eventuelle Probleme bei der Trichinenuntersuchung zu erkennen und die Fehlerquellen zu
analysieren.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse des diesjahrigen Ringversuchs, dass die Mehrheit der
Teilnehmer den Anforderungen an die richtige qualitative Beurteilung der Ringversuchspro-
ben gerecht wurde. Von 83 % der Labore wurden alle Proben korrekt als Trichinella-positiv
bzw. -negativ beurteilt. Der Anteil der Teilnehmer die mindestens 70 % der in den positiven
Proben vorhandenen Larven fanden, lag in diesem Jahr bei 67 %. Die unterschiedliche
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Durchfiihrung der mikroskopischen Untersuchung des Sediments (Stereomikroskop mit ska-
lierter Petrischale vs. Trichinoskop mit Larvenzahlbecken) hatte wieder keinen Einfluss auf
das Ergebnis.
Es sollte auch wieder die Vollstandigkeit des Verdauungsvorgangs beurteilt werden. Nach
der Verordnung (EU) 2015/1375 qilt der Verdauungsvorgang als zufrieden stellend, wenn
nicht mehr als 5 % des urspringlichen Gewichts der Probe auf dem Sieb bleiben. Bei 9 %
der Teilnehmer war bei mindestens einer von sechs der untersuchten Proben das Gewicht
des Ruckstandes auf dem Sieb grofier als 5 g.
Ein grélierer Rickstand auf dem Sieb kénnte dabei folgende Ursachen haben:

e im zugefugten Probenmaterial befand sich unverdauliches Gewebe wie Bindegewebe

oder Sehnen,

e Teile der Muskulatur wurden unzureichend verdaut.
Wenn zu viel Rickstand auf dem Sieb verbleibt, kann es zum Verlust von Larven kommen.
Daher sollte wahrend der Routineuntersuchungen im Fall der Uberschreitung der Riick-
standsmenge auf dem Sieb (> 5 g) der Ansatz wiederholt werden.
Die Dotierung der Ringversuchsproben erfolgte mit lebenden Larven, die nach den Ergeb-
nissen der Labors auch nach Transport, Lagerung und Durchfihrung der Verdauungsmetho-
de in der Uberwiegenden Anzahl der Falle vital (beweglich und/oder eingerollt) waren.

Die falsch-negativen und -positiven Ergebnisse verdeutlichen, dass es weiterhin zu fehlerhaf-
ten Beurteilungen im Rahmen der Trichinenuntersuchung kommt. Im Fall einer falschen qua-
litativen Beurteilung von Ringversuchsproben ist die zustandige Behdrde durch das betroffe-
ne Labor zu informieren und KorrekturmaRnahmen einzuleiten. In diesem Zusammenhang
muss eine Fehleranalyse erfolgen, um nach Erkennung der Schwachstellen und durchge-
fuhrter Korrektur die Sensitivitat und Spezifitat der Nachweismethode zu verbessern.

Beim Auftreten von abweichenden Ergebnissen sollten im Rahmen der Fehleranalyse fol-
gende Ursachen in Betracht gezogen werden:

e Verwechslung der Proben.

e Es wurde nicht die vorgeschriebene Untersuchungsmenge fir die Untersuchung ein-
gesetzt. Sofern sich das Gewicht der Probe durch Flussigkeitsverlust verringerte, hat
dieses keinen Einfluss auf die Larvenzahl im Fleisch.

¢ Die kunstliche Verdauung der Proben verlief nicht optimal (z.B. falsche Konzentration
von Salzsaure und Pepsin, Uberlagertes Pepsin, Unterschreitung der vorgeschriebe-
nen Verdauungszeit, Nichteinhaltung der Temperatur), sodass unverdautes Restma-
terial auf dem Sieb zurtickgeblieben ist.

¢ Die vorgeschriebene Zeit, die flr die Sedimentation der Larven im Scheidetrichter er-
forderlich ist (30 min), wurde nicht eingehalten.

e Die vorgeschriebene Sedimentationszeit im 50 ml-Zentrifugenglas (10 min) war zu
kurz.

o Es wurde zu wenig Sediment abgelassen.

e Es wurde zu viel Uberstand aus dem Zentrifugenrdéhrchen abgesaugt, sodass Larven
verloren gingen.

¢ Die Verdauungsflissigkeit wurde ungenliigend gewaschen und Larven wurden durch
die zu starke Tribung Ubersehen.

e Die Verdauungsflissigkeit in der skalierten Petrischale wurde unvollstdndig und/oder
zu schnell mit dem Mikroskop durchmustert, sodass Larven Ubersehen wurden.

o Die Kenntnisse zum Aussehen des Untersuchungsgegenstandes, d.h. zur Form und
GroRe der Trichinella-Larven, sind mangelhaft.

e Verwendung nicht geeigneter Geratschaften, z.B. verstopfte Siebe, Scheidetrichter
aus Plastik, Sedimentationsbecken mit Rillen.
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In regelmaligen Abstanden sollte das fir die Untersuchung verwendete Mikroskop bzw.
Trichinoskop auf die richtige Justierung, zum Zweck der sicheren Nachweisbarkeit der Lar-
ven im Sediment, Uberprift werden.

Ursache fiilr zu hohe Larvenzahlen kdnnte sein, dass Larven durch unsystematisches
Durchmustern der Verdauungsflussigkeit mehrfach gezahlt wurden oder dass Artefakte als
vermeintliche Larven identifiziert wurden. Letzteres konnte auch die Ursache fir falsch-
positive Ergebnisse sein. Als Grund fir falsch-positive Ergebnisse kommt z.B. auch eine
unzureichende Reinigung der vorher mit Trichinenlarven behafteten Geratschaften in Frage.
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