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Einleitung

1 Einleitung

Toxoplasma gondii stellt einen der haufigsten ubiquitdr vorkommenden, alimentar
Ubertragbaren Krankheitserreger dar. Der obligat intrazellulare Parasit ist weltweit
verbreitet, weist ein ungewohnlich breites Wirtsspektrum auf und hat eine Affinitat zu
verschiedenen Zellen (DUBEY 2022). Nach der ersten genaueren Beschreibung 1908
durch NICOLLE und MANCEAUX (1908) folgte 1939 erstmals eine humanassoziierte
Isolierung (SABIN 1939). Der vollstandige Lebenszyklus wurde 1970 dargestellt und
damit auch Felidae (Katzenartige) als die einzigen Endwirte identifiziert (FRENKEL et
al. 1970; HUTCHISON et al. 1970). Es wird angenommen, dass circa ein Drittel der
Weltbevdlkerung mit T. gondii infiziert ist (MONTOYA und LIESENFELD 2004). In
Deutschland betrdgt die Seropravalenz bei Erwachsenen 55 %, wobei die
Wabhrscheinlichkeit, mit dem Erreger in Kontakt zu treten, mit zunehmendem Alter
steigt (WILKING et al. 2016). Weitere Faktoren, wie das Geschlecht und die
Ernahrungsgewohnheiten, aus denen regionale Haufungen resultieren, werden mit
einer Seropositivitat assoziiert (TENTER et al. 2000; WILKING et al. 2016). Nach
Schatzungen der Weltgesundheitsorganisation (WHO) sind etwa 20 % aller durch
Lebensmittel Gbertragenen Erkrankungen auf eine T.-gondii-Infektion zurtickzufihren
(HAVELAAR et al. 2015). Weiterhin wird T.gondii in den USA unter den
lebensmittelbedingten Krankheitserregern als die vierthdufigste Ursache fir
Krankenhausaufenthalte sowie als die zweithaufigste Todesursache angesehen
(SCALLAN et al. 2011). Damit gehort T.gondii zu den wichtigsten alimentar
Ubertragbaren Krankheitserregern.

In Europa stellt der Verzehr von Fleisch und Fleischprodukten, welche nicht
ausreichend erhitzt wurden, die haufigste Quelle fir humane T.-gondii-Infektion dar
(BARIL et al. 1999; COOK et al. 2000). Der Konsum von Wildfleisch konnte dabei
wiederholt als Ursache fir klinische T.-gondii-Infektionen ermittelt werden (CARME et
al. 2002; ROSS et al. 2001). Vornehmlich in Deutschland gewinnt Wildfleisch
zunehmend an Bedeutung. Zu den beliebtesten Tierarten, die zur Herstellung von
Wildbret genutzt werden, gehdren Wildschwein (Sus scrofa), Reh- (Capreolus
capreolus) sowie Rot- (Cervus elaphus) und Damwild (Dama dama) (DJV 2019).
Neben den tblichen heimischen Wildarten, die dem Jagdrecht obliegen (ANON. 2020),
werden auf EU-Ebene invasive Tierarten gelistet (ANON. 2016). Eine zentrale
MalRnahme zur Einddmmung dieser Tierarten umfasst die gezielte Bejagung (ANON.
2014).

Hierzu z&hlt unter anderem der Waschbéar (ANON. 2016); er stammt urspriinglich aus
Nordamerika und wurde zu Beginn des 20. Jahrhunderts in Deutschland etabliert
(BELTRAN-BECK et al. 2012). Damit steht der Waschbér in Deutschland auf der Liste
der invasiven Arten (ANON. 2016) ohne naturliche Feinde und wird zum Schutz
heimischer Arten bejagt (DJV 2020; NEHRING und SKOWRONEK 2020). Dennoch
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wuchs die Population in den letzten Jahrzehnten rapide, was sich in den
Streckenzahlen des DJV widerspiegelt. Wurden im Jagdjahr 2000/2001 noch ca. 9.000
Waschbaren erlegt, so waren es im Jagdjahr 2020/2021 schon tber 200.000 erlegte
Tiere (DJV 2022). Die steigende Jagdstrecke der Waschbaren konnte damit
zunehmend das Interesse wecken, die Tierkorper weitergehend zu nutzen. Aktuell
werden Waschbaren in Deutschland nur zu einem sehr geringen Anteil fur Wildbret
und zur Pelzproduktion genutzt. In anderen Landern, wie den USA, ist dies eher Ublich,
wenn auch Jager selbst mehr Waschbarenfleisch konsumieren als Nichtjager
(BURGER 2000; DJV 2019; GAINES et al. 2000; GOGUEN und RILEY 2020). Als
Voraussetzung dafur, sollten jedoch Informationen Uber die Belastung der
Waschbaren mit zoonotischen Krankheitserregern erfasst werden.

Das Ziel dieser Arbeit war es daher, anhand einer grof3en Probenanzahl zunachst die
Toxoplasma-gondii-Seropravalenz bei Waschbaren in Deutschland zu ermitteln und
damit einhergehende Risikofaktoren zu bestimmen. Zudem sollten konsumrelevante
Fleischteile molekularbiologisch untersucht werden, um qualitative und quantitative
Ergebnisse zum Vorkommen von T.-gondii-Stadien in diesen Geweben zu erhalten.
Insgesamt sollten damit Daten als Beitrag fir eine Risikoabschéatzung einer
T.-gondii-Infektion des Menschen, durch den Verzehr des Fleisches von wild lebenden
Waschbaren aus Deutschland, zur Verfiigung gestellt werden.
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2 Literaturtubersicht

2.1 Lebenszyklus und Parasitenstadien von Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii ist ein obligat intrazellular lebender, einzelliger Parasit. Mit seinem
fakultativ zweiwirtigen, komplexen Lebenszyklus ist er in der Lage, anndhernd alle
warmbluitigen Tiere, darunter auch den Menschen, zu infizieren und besitzt vermutlich
keine Wirtsspezifitat (COOK et al. 2000; FELDMAN 1982; TENTER et al. 2000). Der
Begriff Toxoplasma leitet sich aus der gebogenen Form der Tachyzoiten ab
(griechisch: toxon = Bogen, plasma = Gebilde) und wurde durch NICOLLE und
MANCEAUX (1908) etabliert.

Im Jahr 1970 wurde der vollstandige parasitare Lebenszyklus von Toxoplasma gondii
erstmals beschrieben. Dabei wurde zwischen einer asexuellen Entwicklungsphase in
Zwischen- sowie Endwirten und einer sexuellen Vermehrung in Endwirten
unterschieden (FRENKEL et al. 1970; HUTCHISON et al. 1970). Alle warmblitigen
Tiere, einschliel3lich Nutztiere und Menschen, kdnnen als Zwischenwirte fungieren.
Endwirte stellen ausschlie3lich die Feliden (Katzenartige) dar, wobei Hauskatzen die
relevantesten Vertreter fir die Parasitenverbreitung abbilden (DUBEY 1996a).

Toxoplasma gondii  kann morphologisch in drei verschiedenen infektibsen
Entwicklungsstadien auftreten:

Tachyzoiten (auch Endo- oder Trophozoiten),
Bradyzoiten (bzw. Zystozoiten) in Gewebezysten und
Sporozoiten in Oozysten.

Alle drei Formen von Toxoplasma gondii weisen gleiche Primarorganellen und
Strukturen auf. Dazu gehort die im Allgemeinen langliche aul3ere Form, der typische
apikale Komplex und Organellen wie Konoid, Mikroneme und Rhoptrien, siehe Abb. 1
(ATTIAS et al. 2020).

Die Stadien weisen eine deutliche Differenzierung der vorderen Region auf; dort ist
der Apikalkomplex lokalisiert, welcher der Invasion von Wirtszellen dient (CHIAPPINO
et al. 1984; DUBEY et al. 1998; DUBREMETZ 1998; PAREDES-SANTOS et al. 2012).
Bradyzoiten und Tachyzoiten zeichnen sich durch eine gebogene sichelartige Form
aus, wobei in Abhangigkeit des Entwicklungsstadiums Grof3e und Form erheblich
variieren konnen (DUBEY et al. 1998).



Abb. 1

In Zwischen- und Endwirten koénnen sich sowohl infektiose Tachyzoiten sowie
Bradyzoiten als die asexuellen Vermehrungsformen des Einzellers befinden.
AusschlieB3lich im Endwirt kbnnen Oozysten produziert werden, welche mit dem Kot
ausgeschieden werden (COOK et al. 2000; DUBEY 2022; TENTER et al. 2000), wie

Schematische Darstellung eines Tachyzoiten (links) und eines
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Werden infektiose T.-gondii-Stadien von Zwischen- oder Endwirten oral
aufgenommen, durchlaufen sie eine extraintestinale ungeschlechtliche Entwicklung.
Wird gewebezystenhaltiges Fleisch konsumiert, I6sen proteolytische Enzyme im
Magen die Wand der Gewebezysten auf, die Bradyzoiten werden frei und kénnen die
Darmepithelzellen des Wirtes invadieren. Bei oraler Aufnahme sporulierter Oozysten
rupturiert die Oozystenwand erstim Darm, die Sporozoiten werden frei und penetrieren
daraufhin das Darmepithel des Wirtes. In kernhaltigen Zellen des Diunndarmepithels
konvertieren die Parasiten zu Tachyzoiten (DUBEY 1986; DUBEY et al. 1998). In der
Wirtszelle  zeichnen sie sich durch eine schnelle Replikationsphase
(griechisch: tachos = schnell) aus; aufgrund dessen wurde der Begriff Tachyzoit durch
FRENKEL (1973) gepragt. Tachyzoiten sind etwa 6 um lang und haben einen
Durchmesser von ca. 2 um (DUBEY et al. 1998). Die Vermehrung findet im
Zytoplasma kernhaltiger Zellen innerhalb einer membranbegrenzten parasitéaren
Vakuole statt, die sich hauptsachlich aus Bestandteilen der Wirtszellmembran
zusammensetzt und den Parasiten vor einer endolysomalen Schadigung schuitzt
(SUSS-TOBY et al. 1996). Dort findet die ungeschlechtliche Endodyogenie (innere
Zweiteilung) statt. Dabei entstehen neue Tochterzellen (PERIZ et al. 2019) bis sich die
Wirtszelle vollstandig mit Tachyzoiten fullt. Sobald die Wirtszelle dem Wachstum der
Parasitenzellen nicht mehr standhalten kann, rupturiert sie schlussendlich. Es werden
erneut benachbarte Zellen invadiert oder die freien Tachyzoiten werden tber Blut und
Lymphe, vornehmlich in das ZNS, Augen, Viszeralgewebe (innere Organe) sowie
Skelett- und Herzmuskulatur, abgeschwemmt. Mit dem jeweiligen Medium bzw.
Gewebe konnen die Tachyzoiten entsprechend durch orale Aufnahme oder
Organtransplantate auf andere Wirte Ubertragen werden. Von besonderer Bedeutung
ist jedoch die diaplazentare (vertikale) Ubertragung der Tachyzoiten auf den Fétus, die
im Falle einer Erstinfektion einer seronegativen Mutter wahrend der Schwangerschatt
auftreten kann und moglicherweise mit schwerwiegenden Folgen fir den Fo6tus
einhergeht (DUBEY et al. 1998; MONTOYA und LIESENFELD 2004; TENTER 2009;
TENTER et al. 2000). Aufgrund der Labilitdt in der Umwelt sowie der Anfalligkeit
gegenuber Saure und anderen Magensekreten spielen Tachyzoiten eher eine
untergeordnete Rolle fir Infektionen nach oraler Aufnahme (JACOBS et al. 1960;
WEISS und KIM 2000). In seltenen Fallen, vermutlich aufgrund von L&sionen der
Mund- bzw. Maulschleimhaut, ist ein Eindringen in den Wirt jedoch mdglich. Bei
einigen Tierarten, wie Schaf, Ziege und Rind, wurden Tachyzoiten in der Milch
nachgewiesen, was zu einer Ubertragung mit diesem Medium fiihren kann (TENTER
et al. 2000). Nach der akuten Phase der Infektion und einer Immunabwehr des Wirtes,
konvertieren die Tachyzoiten zu Bradyzoiten. Diese vermehren sich innerhalb von
Gewebezysten durch ungeschlechtliche Endodyogenie in der nun chronischen Phase
der Infektion. Die Replikation verlauft sehr langsam; aufgrund dessen préagte
FRENKEL (1973) den Begriff Bradzyoit (griechisch: brady = langsam). Intrazellulare
Gewebezysten, die Bradyzoiten enthalten, konnen lebenslang reaktionslos
persistieren, ohne den immunkompetenten Wirt zu schadigen, und stellen damit eine
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latente Infektion dar. Gewebezysten wachsen langsam, einhergehend mit der
Replikation der Parasiten. Dabei konnen junge Gewebezysten, die nur zwei
Bradyzoiten enthalten, 5 um klein sein und &ltere, die hunderte von Bradyzoiten
enthalten, kénnen bis zu 100 um grof3 sein. Die Form der Zysten ist je nach Gewebe
variabel. Wahrend sie im Gehirn eher kugelférmig und mit maximal 70 um relativ klein
sind, nehmen in der Muskulatur eine eher langliche Gestalt an und erreichen eine
GroRe von zu 100 um (DUBEY et al. 1998). Gewebezysten kénnen sich auch in
Viszeralorganen wie Lunge, Leber und Nieren bilden. Die Pradilektionsstellen sind
jedoch Neuronal- und Muskelgewebe wie das Gehirn, die Skelett- und Herzmuskulatur
ferner die Netzhaut (FERGUSON und HUTCHISON 1987). Schon 6-7 Tage nach der
Infektion mit Sporozoiten oder Bradyzoiten kdnnen sich Gewebezysten bilden (DUBEY
1997; DUBEY et al. 1998).

Anders als Tachyzoiten sind Bradyzoiten und Oozysten annahernd resistent
gegenuber Saure und Magensekrete. Sie konnen ohne Verlust der Infektiositat den
Magen passieren (JACOBS et al. 1960; WEISS und KIM 2000), um dann tber das
Darmepithel in die Wirtszellen einzudringen. Aufgrund dessen sind die meisten
Infektionen mit T. gondii auf unzureichend gegartes Fleisch, welches Gewebezysten
mit infektiosen Bradyzoiten enthéalt, oder auf die Aufnahmen von sporulierten Oozysten
(die Sporozoiten enthalten) durch kontaminiertes Obst, Gemise oder Wasser
zurtckzufahren. Eine Aufnahme von Oozysten ist dartiber hinaus durch den direkten
Umgang mit Katzen bzw. Katzenkot sowie mittels kontaminierter Erde wéahrend der
Gartenarbeit moglich (WEISS und KIM 2000).

Die sexuelle Vermehrung des Parasiten findet ausschliel3lich im Dinndarmepithel von
Endwirten statt, dazu gehéren Katzen und andere Vertreter der Gattung Felidae. Nach
Invasion der Dunndarmepithelzellen durchlauft der Parasit anfanglich mehrere
asexuelle Teilungen bis die Gamogonie (sexuelle Entwicklungsphase) beginnt. Es
kommt zur Differenzierung in mannliche und weibliche Gametozyten, die sich nach
ihrer Verschmelzung zu einer diploiden Oozyste entwickeln. Durch Rupturieren der
Epithelzellen gelangen die entstandenen Oozysten in das Darmlumen und werden in
grolRen Mengen mit dem Kot ausgeschieden (FRENKEL et al. 1970; FREYRE et al.
1989). Im Durchschnitt scheiden jedoch nur etwa 1 % der Katzenpopulation weltweit
Oozysten aus, da die Ausscheidung nur in einem sehr kurzen Zeitraum, ca.
1-2 Wochen, nach Infektion der Tiere erfolgt. Allerdings ist die ausgeschiedene
Parasitenmenge so hoch, dass es zu einer weitreichenden Kontamination der Umwelt
kommt. In der Umwelt sporulieren die Oozysten innerhalb von 1-5 Tagen, in
Abhéngigkeit von Temperatur und Luftfeuchtigkeit. Die sporulierten Oozysten
enthalten zwei Sporozysten mit je vier Sporozoiten. Diese kdnnen in der Umwelt vor
allem unter gunstigen feuchten Bedingungen Monate bis Jahre infektios bleiben
(DUBEY 2022; DUBEY et al. 1998; FERGUSON et al. 1979; TENTER et al. 2000). Die
Zeit zwischen oraler Aufnahme infektidser T.-gondii-Stadien bis zum Ausscheiden von
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Oozysten wird als Prapatenzzeit bezeichnet. Sie unterscheidet sich je nach
aufgenommenem Parasitenstadium und -stamm. Bei Bradyzoiten betragt die
Prapatenzzeit nur ca. 3-10 Tage und bei Oozysten deutlich mehr, denn erst ab dem
18. Tag werden Oozysten ausgeschieden (DUBEY 1996a). Bei der Inokulation von
Tachyzoiten sind es ca. 13 Tage (DUBEY 1998). Weiterhin scheiden nur ca. 30 % der
Katzen nach Aufnahme von Oozysten oder Tachyzoiten selbst auch Oozysten aus.
Allerdings scheiden nahezu alle Katzen nach der Inokulation von Bradyzoiten
Oozysten aus (DUBEY 1998; DUBEY und FRENKEL 1976).

Insekten konnen sich nicht mit T. gondii infizieren, dennoch konnen sie als
Transportwirte fungieren. So kdnnen koprophage Arthropoden, Schnecken und
Wirmer Oozysten aufnehmen und sie unveréndert wieder ausscheiden. Werden diese
Insekten vor dem Ausscheiden der Parasiten von anderen Tieren mit der Nahrung
aufgenommen, sind die Oozysten noch infektibs und kénnen potentiell neue Wirte
infizieren (CHINCHILLA und RUIZ 1976; WALLACE 1971; WOKE et al. 1953).

2.2 Toxoplasmose beim Menschen

2.2.1 Klinische Manifestation

Die Erkrankung mit dem Erreger T.gondii wird als Toxoplasmose bezeichnet.
Bezugnehmend auf klinische Symptome lassen sich drei Formen der Toxoplasmose
unterscheiden: die pranatale Toxoplasmose, die postnatale Toxoplasmose bei
immunkompetenten sowie bei immunsupprimierten Personen. Die konnatale Infektion
mit T.gondii ist in Deutschland bei direktem Erregernachweis oder indirekten
Nachweis von Antikdrpern laut Infektionsschutzgesetzt meldepflichtig (ANON. 2000;
RKI 2018).

Eine Infektion mit T. gondii verlauft in den meisten Fallen bei immunkompetenten
Menschen asymptomatisch oder geht mit milden Symptomen, wie einer
generalisierten Lymphknotenschwellung bis zu leichten grippedhnlichen Symptomen,
einher. Eine Uberstandene Infektion fuhrt bei diesen Personen zur Ausbildung von
Antikdrpern und somit zu einer lebenslangen Immunitat. Klinische Erkrankungen sind
weitestgehend auf Risikogruppen beschréankt (TENTER et al. 2000).

Vor allem fur den Fo6tus einer seronegativen Mutter kann die Infektion schwerwiegende
Folgen haben. Das Risiko fur klinisch manifeste Erscheinungen des Kindes ist héher
bei einer Infektion zu Beginn der Schwangerschaft. So ist die Wahrscheinlichkeit fur
schwere Folgen des Fo6tus am hochsten, wenn eine Infektion in der
24.-30. Schwangerschaftswoche auftritt (DUNN et al. 1999). Das Infektionsrisiko des
Fo6tus steigt wahrend der Schwangerschatft, jedoch sinkt im Verlauf der Graviditat das
Risiko fur schwere klinische Manifestationen des Foétus (GROIMR et al. 2001). Findet
eine Infektion allerdings 4-6 Monate vor der Schwangerschaft oder eher statt,
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verhindert die erworbene Immunkompetenz der Mutter in der Regel die vertikale
Ubertragung von Tachyzoiten auf den Fétus. In seltenen Fallen kann es bei Frauen
mit einer Immundefizienz, zum Beispiel aufgrund einer systemischen Lupus
erythematodes Erkrankung oder AIDS, zur vertikalen Ubertragung von T. gondii auf
das ungeborene Kind kommen (TENTER et al. 2000). Die klassischen Symptome
einer kongenitalen Infektion umfassen die Triage Chorioretinitis, intrakranielle
Verkalkungen und Hydrozephalus. Weiterhin haufig beobachtete Symptome sind
Strabismus, Amaurosis, Uveitis, Katarakt ferner andere Retinopathien, Mikrozephalie,
Enzephalitis und infolgedessen epileptiforme Erscheinungen, aber auch Ikterus,
Myokarditis, Pneumonie, Hepatosplenomegalie sowie ossare Lasionen bis hin zum
Abort des Fotus konnen auftreten. Haufig erscheinen die Neugeborenen dennoch
symptomlos und die klinischen Erscheinungen fallen erst nach Monaten oder Jahren
auf, was den Ruckschluss auf eine ursachliche T.-gondii-Infektion in der
Schwangerschaft erschwert (REMINGTON 2011).

Fur Menschen mit einer zugrundeliegenden Immunschwéche anderer Genese kann
eine Infektion mit T.gondii schwere Folgen haben. Infektionen sind bei dieser
Personengruppe zuséatzlich durch Organtransplantate, die Gewebezysten enthalten,
aber auch durch eine Reaktivierung latenter Infektionen in Folge einer erworbenen
Immunsuppression maglich. Folglich tritt haufig eine Enzephalitis, durch nekrotische
Veranderungen bestehender Zysten im Gehirn auf. Weiterhin ist eine pulmonale
Manifestation mit Bronchitis oder eine Pneumonie mdglich, dartber hinaus
unspezifische Wesensveranderungen, Lahmungserscheinungen, Krampfanfélle,
Kopfschmerzen, Gleichgewichtsstorungen, Sehstérungen oder Fieber bis hin zum Tod
sind moglich. Menschen mit AIDS entwickeln haufig eine Toxoplasmen-Enzephalitis,
welche trotz Behandlung bei diesen Patienten todlich verlaufen kann (TENTER et al.
2000).

2.2.2 Risikofaktoren

Soziodemographische und epidemiologische Daten werden zur Ermittlung von
T.-gondii-spezifischen Risikofaktoren genutzt. Damit lasst sich die Wahrscheinlichkeit
fur eine Erkrankung besser einschétzen. In wissenschaftlichen Studien werden neben
der Seropravalenz der Bevolkerung haufig entsprechend assoziierte Risikofaktoren
ermittelt, welche mégliche Erklarungen fur die stark variierende Seropravalenz der
Bevolkerungsgruppen und der territorialen Gebiete darstellen kbnnen (DUBEY 2022).

In Deutschland steigt mit zunehmendem Alter die Wahrscheinlichkeit, sich mit T. gondii
zu infizieren. Parallel nimmt die Immunsuppression im Alter zu; folglich kénnen fur
diese Personengruppe schwerwiegende Folgen aus einer T.-gondii-Infektion
resultieren (WILKING et al. 2016). Ahnliche Beobachtungen machten JONES et al.
(2009) in den USA, demnach ist eine positive Korrelation der Bevdlkerung zwischen
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Seropravalenz und Alter festzustellen. Generell wurde das Alter in verschiedenen
Studien als Risikofaktor ermittelt (BOBIC et al. 1998; HOFHUIS et al. 2011; JENUM et
al. 1998; JONES et al. 2007; KOLBEKOVA et al. 2007; KORTBEEK et al. 2004; NASH
et al. 2005).

Weiterhin stellte sich heraus, dass Manner in Deutschland (WILKING et al. 2016)
sowie in den USA (JONES et al. 2009; JONES et al. 2007) statistisch signifikant
haufiger seropositiv sind als Frauen. Vermutlich besteht ein enger Zusammenhang mit
den Essgewohnheiten. In Deutschland nehmen Manner etwa doppelt so viel Fleisch
und Fleischprodukte zu sich wie Frauen (MRI 2008).

Eine erhdhte Exposition mit T. gondii besteht fiir Menschen, deren Essgewohnheiten
einen hohen Anteil von rohem bzw. nicht ausreichend gegartem Fleisch beinhalten
(BOBIC et al. 1998; HOFHUIS et al. 2011; KOLBEKOVA et al. 2007; TENTER 2009).
In den USA wurde der Verzehr von lokal hergestelltem gepdkeltem, getrocknetem oder
gerauchertem Fleisch dabei insbesondere Lammfleisch oder rohes Rinderhackfleisch
als Risikofaktor ermittelt (JONES et al. 2009). COOK et al. (2000) ermittelten den
Konsum von unzureichend gegartem Fleisch der Gblichen Nutztiere als erhdhtes
Risiko fur eine T.-gondii-Infektion. Hauptsachlich wurde dabei der Verzehr des
Fleisches sonstiger Tierarten, zu denen Wildtiere wie jagdbare Vogel, Pferde, Hasen
und Walarten gehoren, mit T.-gondii-Infektion assoziiert (COOK et al. 2000). Ebenso
wurde das Verfittern von rohem Fleisch an Hunde und damit einhergehend ein
haufiger Umgang mit Fleisch in dem UK als Risikofaktor ermittelt (NASH et al. 2005).

Weiterhin wurde der tagliche Umgang mit Tieren bzw. Fleisch, wie es bei
einschlagigen Berufen, beispielsweise in der Landwirtschaft oder als
Schlachthofmitarbeiter bzw. als Metzger, der Fall ist, wiederholt als Risikofaktor
ermittelt (JONES et al. 2009; KORTBEEK et al. 2004). Um das bestehende Risiko,
welches von Fleisch bzw. Tierprodukten ausgeht, besser einschéatzen zu kénnen, sind
Daten der parasitaren Belastung bei Nutztieren und die Ermittlung von Risikofaktoren
unerlasslich (TENTER 2009).

Der Unterschied zwischen dem Leben in landlichen Regionen gegeniber stadtischen
Regionen wird zum Teil mit einem erhohten Risiko fur eine T.-gondii-Exposition in
Zusammenhang gebracht (KORTBEEK et al. 2004; NASH et al. 2005), andererseits
wurde schon gegenteiliges ermittelt (HOFHUIS et al. 2011).

Des Weiteren wurden in den USA Menschen mit einem niedrigen Bildungsstand
(HOFHUIS et al. 2011) und diejenigen, die unterhalb der Armutsgrenze leben,
vermehrt T.-gondii-Antikdrper positiv getestet (JONES et al. 2007).

Bezugnehmend auf die Ubertragung von Oozysten wurde der Kontakt und das
Zusammenleben mit Katzen wiederholt mit einer erhohten Wahrscheinlichkeit fur eine
Seropositivitéat in Zusammenhang gebracht. Zudem wurde fir die Bevdlkerung in
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Deutschland eine positive Korrelation festgestellt (WILKING et al. 2016) sowie in den
Niederlanden (HOFHUIS et al. 2011) und in den USA ab einer Anzahl von 3 Katzen
im Haushalt (JONES et al. 2009). Teilweise wurde die erhdhte Exposition von
Katzenhaltern nicht bestatigt (BOBIC et al. 1998; NASH et al. 2005). Weiterhin konnte
Gartenarbeit in einigen Studien nicht als erhéhtes Risiko flr eine Toxoplasmose
bestétigt werden (NASH et al. 2005). In den Niederlanden hingegen wurde ab
5 Stunden Gartenarbeit pro Woche eine erhéhte Seropravalenz ermittelt (KORTBEEK
et al. 2004). GleichermalRen stellte sich bei jungen Frauen in Jugoslawien die
Gartenarbeit (BOBIC et al. 1998) und der vermehrte Kontakt mit Erde (COOK et al.
2000) als Risikofaktor heraus.

Faktoren, die sich mit einer niedrigen Seropravalenz assoziiert herausstellten, sind
vegetarische Essgewohnheiten (PLEYER et al. 2019) wund ein hoher
soziobkonomischer Lebensstandard (HOFHUIS et al. 2011; JONES et al. 2007;
KORTBEEK et al. 2004; PLEYER et al. 2019).

2.2.3 Seropravalenz

Toxoplasma gondii ist weltweit verbreitet. Es wird angenommen, dass bis zu ein Drittel
der Weltbevdlkerung mit dem Parasiten in Kontakt getreten ist und Antikdrper gebildet
hat (DUBEY 2022; JACKSON und HUTCHISON 1989). Die geschatzten Pravalenzen
der Bevolkerung variieren allerdings sehr stark zwischen den Landern, gleichwohl
innerhalb von geografischen Gebieten, vorwiegend gepragt durch verschiedene
ethische Gruppen sowie Lebens- bzw. Essgewohnheiten. So wurden weltweit in den
Bevolkerungsgruppen Seropravalenzen zwischen 0 und 100 % ermittelt (TENTER
2009). Generell sind die Werte der Bevolkerung in tropischen Gebieten hoher und
nehmen mit steigendem Breitengrad innerhalb Europas ab (PETERSEN et al. 2010).

In lateinamerikanischen Landern, wie Argentinien, Brasilien, Kuba, Jamaika und
Venezuela, wurden hohe Antikorperspiegel von 51-72 % detektiert. Ahnlich hoch ist
die Seropravalenz bei der Bevilkerung Westafrikas, wie im Golf von Guinea (Benin),
Kongo, Kamerun, Gabun und Togo mit 54-77 % (TENTER et al. 2000).

Eine allgemein niedrige Seropravalenz wurde vor allem in den Landern Stidostasiens,
China und Korea mit 4-39 % detektiert des Weiteren in Landern kélterer Klimazonen,
wie Skandinavien (11-28 %) (TENTER et al. 2000). Fur China lasst sich jedoch
tendenziell in den letzten Jahrzehnten eine Steigerung der Bevolkerung mit
T.-gondii-Antikdrpern verzeichnen. Demzufolge wurde in den Jahren 2000-2010 noch
eine Seropréavalenz von ca. 8 % detektiert und von 2011-2017 betrug die
Seropravalenz schon knapp 10 % (p <0,0001). Ein Zusammenhang besteht
vermutlich mit den veranderten Essgewohnheiten, wie dem vermehrten Konsum von
rohem bzw. unzureichend gegartem Fleisch und dem Zelebrieren von Barbecue
(DONG et al. 2018).
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Gegensatzlich dazu stehen Daten aus den USA, demzufolge ist in den letzten
Jahrzehnten eine fallende Seropravalenz der Bevoélkerung zu verzeichnen (JONES et
al. 2007). Nach JONES et al. (2007) wurden 1988-1994 noch bei 14 % der
Bevdlkerung Antikérper gegen T. gondii detektiert und in den Jahren 1999-2004 waren
es nur noch knapp 5 %. Die generell fallende Seropravalenz zeigt sich anhand Studien
in den Niederlanden. Demzufolge wurde in den Jahren 2000-2010 noch eine
Seropravalenz von ca. 41 % fur die Bevdlkerung geschatzt (KORTBEEK et al. 2004),
wohingegen es 2006/2007 nur noch 26 % waren (HOFHUIS et al. 2011).

Selbst innerhalb Europas variiert die ermittelte Haufigkeit stark. Einer reprasentativen
Studie zufolge wurde fir Deutschland eine Seropravalenz von 55 % angenommen,
wobei eine Varianz zwischen den verschiedenen Regionen festgestellt wurde.
Ursachlich fir hohere Antikérperspiegel der Bevolkerung Ostdeutschlands (WILKING
et al. 2016) werden die Essgewohnheiten, wie frischer ,Hackepeter” oder Mett
diskutiert (WILKING et al. 2016). Denn diese Art von Fleischzubereitung, vornehmlich
aus Schwein und Rind hergestellt, wird Ublicherweise in Ostdeutschland und seltener
in Westdeutschland konsumiert (BREMER et al. 2005; ROSNER et al. 2012). Eine
ahnlich strake Varianz zeigt sich in den Niederlanden. Innerhalb der Landesgrenzen
wurde festgestellt, dass Menschen, die im Westen der Niederlande leben, deutlich
haufiger Kontakt mit T. gondii hatten als im restlichen Landesgebiet. Ursachlich daftr
werden die verschiedenen Urbanisierungsgerade diskutiert (HOFHUIS et al. 2011).
Verglichen zu Deutschland, stellt sich Jugoslawien als starker belastet dar. Es wurden
bei 77 % der schwangeren Frauen Antikérper nachgewiesen (BOBIC et al. 1998).
Ahnlich hoch sind die Werte bei schwangeren Frauen in Frankreich (71 %) (JEANNEL
et al. 1988). Gegensatzlich dazu stellten sich Tschechien mit 23 % (KOLBEKOVA et
al. 2007), UK mit 9 % (NASH et al. 2005) und Norwegen mit ca. 11 % (JENUM et al.
1998) serologisch positiven Personen als eher gering belastete Lander innerhalb
Europas dar.

Die durchgefiihrten Studien zur Seropravalenz wurden allerdings immer mit einer
unterschiedlichen Anzahl von Probanden sowie verschiedenen Bevolkerungsgruppen
wie Schwangeren (JEANNEL et al. 1988; JENUM et al. 1998; NASH et al. 2005) oder
Soldaten (KOLBEKOVA et al. 2007) durchgefiihrt. Teilweise wurden unterschiedliche
Tests zum indirekten Nachweis von T. gondii verwendet, welche mit verschiedenen
Detektionsgrenzen sowie Sensitivitat und Spezifitat einhergehen. Diese Parameter
machen die Studienergebnisse nur bedingt vergleichbar (DUBEY 2022; TENTER et
al. 2000).
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2.3 Toxoplasmose beim Tier

2.3.1 Klinische Manifestation

Grundsatzlich kénnen sich alle warmblitigen Tiere mit T. gondii infizieren. Je nach
Tierart und immunologischem Status kann der Wirt keine bzw. mehr oder weniger stark
ausgepragte Symptome zeigen. Dementsprechend ist die Immunreaktion nach
erfolgter Infektion zeitlich und in ihrer Intensitét variabel (DUBEY 2022).

Klinische Erkrankungen treten selten bei Tieren auf, vornehmlich jedoch bei Feten,
Jungtieren oder Immunsupprimierten. So kommt es in seltenen Fallen bei Hunden,
assoziiert mit Staupe-Infektionen, und bei Katzen, multifaktoriell, folglich einer
T.-gondii-Infektion zu Anorexie, Pneumonie, Hepatitis, lkterus, Diarrhoe, Enzephalitis,
Nephritis, Anadmie, Lymphknotenschwellung, Fieber, Myokarditis, Myositis oder
dermalen Lasionen. Speziell bei Hunden sind die haufigsten Symptome Pneumonie,
Ataxie und Diarrhoe (DUBEY 2022; ELMORE et al. 2010). Andere Canide
(Hundeartige), vornehmlich Wélfe (Canis lupus) und Kojoten (Canis latrans), gelten
trotz eines hohen Grades an Durchseuchung als resistent gegen klinische Symptome
(DUBEY et al. 2021). Bei Nerzen, die haufig in Pelzfarmen gehalten werden, konnten
hohe Verluste durch Aborte, Totgeburten und verringerte Futteraufnahmen auf einen
T.-gondii-Ausbruch zurtickgefiihrt werden. Es zeigten sich Lasionen in Form einer
interstitiellen Pneumonie, Enzephalitis, Enzephalomalazie, Karditis und Myokarditis
(FRANK 2001). Ebenso ist T. gondii bei kleinen Wiederkauern ein wichtiger Erreger,
bezugnehmend auf die Epidemiologie von Aborten. So kann es regional zu starken
Verlusten durch Aborte, Totgeburten ferner Kummern Neugeborener kommen
(DUBEY 2022). Schweine zeigen nur vereinzelt klinische Symptome infolge einer
T.-gondii-Infektion, zum Teil wurden Fieber, Anorexie, Dyspnoe sowie Todesfélle
beobachtet (DUBEY 2009).

2.3.2 Pravalenzin verschiedenen Tierarten

T. gondii wird weltweit indirekt oder direkt im Gewebe von Tieren nachgewiesen. Die
Pravalenz der verschiedenen Wirtsspezies unterscheidet sich sehr stark. Ebenso
variiert die zeitliche und quantitative Persistenz des Erregers je nach befallener Tierart
und befallenem Gewebe sehr stark (DUBEY 2022; OPSTEEGH et al. 2011). Eine hohe
Anzahl an Gewebezysten wurden haufig bei Schweinen, Schafen und Ziegen
nachgewiesen, gefolgt von Gefligel in Freilandhaltung, Kaninchen, und Wildtieren,
weniger haufig hingegen bei Pferden sowie Gefliigel in kommerzieller Haltung und nur
sporadisch im Fleisch von Rindern (TENTER und FEHLHABER 2002; TENTER et al.
2000). Die Varianz wird vornehmlich entsprechend ihrer Haltungsbedingungen bzw.
ihrem nattrlichen Habitat, dem Alter der Tiere, der speziesspezifischen Erndhrung und
der Region, in der sie leben zugeschrieben und zum Teil gibt es entscheidende
geschlechtsspezifische Unterschiede (DUBEY 2022). Beispielsweise wurden bei
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freilaufenden Katzen deutlich haufiger Infektionen nachgewiesen als bei
Wohnungskatzen. Katzen in Thailand haben mit ca. 5% eine deutlich geringe
Seropravalenz im Vergleich zu Katzen, die frei in Europa leben. So wurden in
Frankreich bis zu 79 % der freilebenden Katzen seropositiv getestet. Bei Hunden
stellte sich heraus, dass Tiere, die in landlichen Regionen leben, generell haufiger
infiziert sind als Tiere, die in Stadten leben (DUBEY 2022).

Essentiell sind die Daten zur Pravalenz von T. gondii bei lebensmittelliefernden Tieren.
Schafe und Ziegen in Europa sind sehr stark durchseucht. In der Schweiz lebende
Ziegen wiesen eine Seropravalenz von ca. 46 % und Schafe ca. 62 % auf (BERGER-
SCHOCH et al. 2011). Eine geringere Seropravalenz wurde bei Hausschweinen in der
Schweiz mit ca. 23 % Seropositiven detektiert (BERGER-SCHOCH et al. 2011).
KIJLSTRA et al. (2004) wiesen in einer vergleichenden Studie zur Pravalenz von
T.gondii bei Hausschweinen aus verschiedenen Haltungssystemen in den
Niederlanden nach, dass Tiere die in einer Stallhaltung mit einer geringeren
Exposition, weniger haufig Antikorper entwickeln als Tiere, die in einer Freilandhaltung
gemastet werden. Entsprechend wurden alle beprobten Tiere aus konventioneller
Tierhaltung im Stall negativ, dagegen wurden 2,9 % der Schweine aus tierfreundlichen
Haltungssystemen positiv auf Antikérper gegen T.gondii getestet. Ahnliche
Beobachtungen machte DUBEY (2009). Schweine in Freilandhaltung sind deutlich
haufiger mit T. gondii infiziert als Schweine in konventionellen Haltungssystemen mit
hoher Biosicherheit. In den letzten Jahrzehnten optimierten sich die
Hygienebedingungen in konventionellen Stallhaltungen so, dass die Seropravalenz in
Hausschweinebestanden deutlich gesunken ist (DUBEY 2009), denn 1964 wurde zum
Teil noch eine Seropravalnz von ca. 98 % nachgewiesen (BOCH et al. 1964). In China
wurde, nach einem Afrikanischen Schweinepest Ausbruch und einer damit
verbundenen kompletten Bestandssanierung sowie erhdhten externen und internen
Biosicherheitsmalinahmen, die Seropravalenz in einem Schweinestall sogar auf ca.
1 % gesenkt (XIE et al. 2021).

Im Vergleich zu Hausschweinen haben Wildschweine eine deutlich h6here Exposition,
sich in der Umwelt entweder tber Oozysten oder durch Gewebezysten zu infizieren.
Haufig wird bei Wildschweinen entsprechend eine hohere Seropréavalenz
nachgewiesen. So stellten sich ca. 7 % der in der Schweiz lebenden Wildschweine als
seropositiv. heraus (BERGER-SCHOCH et al. 2011). Kdirzlich wurde bei
Wildschweinen in Deutschland eine Seropravalenz von 14-24 % detektiert (BIER et al.
2020; STOLLBERG et al. 2021). Wildschweine haben als Allesfresser ein breites
Erndhrungsspektrum und somit eine hohere Exposition als pflanzenfressende
Wildtiere. Entsprechend konnte in Deutschland bei anderen jagdbaren Wildtierarten,
wie Rot- und Rehwild, eine niedrigere Seropravalenz von ca. 6-13 % detektiert werden
(BIER et al. 2020; STOLLBERG et al. 2021). Im Gegensatz dazu wurde fur wildlebende
Fuchse in Deutschland eine Seropréavalenz von 79 % ermittelt (HERRMANN et al.
2012). Ahnlich wie bei anderen Tieren wurde bei wilden Fiichsen, im Vergleich zu
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Fuchsen die auf Farmen gehaltenen werden, eine deutlich héhere Seropréavalenz
detektiert (DUBEY et al. 2021). Weiterhin konnten bei wild lebenden Nagetieren in
Deutschland (n = 72) keine Antikdrper gegen T. gondii nachgewiesen werden. Diese
Ergebnisse, wenn auch limitiert auf eine geringe Probenanzahl, geben Hinweis darauf,
dass die Infektion der Wildtiere eher auf die Ubertragung mittels Oozysten
zuruckzufihren ist (HERRMANN et al. 2012).

2.3.3 Toxoplasmose bei Waschbéren

Waschbaren fressen annahernd alles, sie suchen ihre Nahrung im Mull, konsumieren
Erde und Pflanzen, weshalb sie als gute Indikatoren fir T.-gondii-Infektionen in der
Umwelt betrachtet werden (DUBEY et al. 2021). MOLLER und NIELSEN (1964)
beschrieben 1964 zum ersten Mal bei zwei weiblichen Waschbaren eine
T.-gondii-Infektion. Die Tiere zeigten neurologische Auffalligkeiten. Es stellte sich eine
akute, disseminierte Form der Toxoplasmose heraus mit fokaler Nekrose der Lunge,
Leber und Herz sowie glialen Knétchen im ZNS. Diese Tiere waren zusatzlich mit dem
Caninen Staupevirus infiziert, was vermuten lasst, dass das Virus ausschlaggebend
fur eine akute Toxoplasmose-Infektion sein kann bzw. zur Entwicklung von latenten
Toxoplasmose-Infektionen beitragt (MOLLER und NIELSEN 1964). Daraufhin wurden
vor allem in den USA verschiedene Studien durchgefiihrt, bei denen Waschbaren
serologisch auf das Vorhandensein von T.-gondii-Antikdrpern getestet wurden.
Angewendet wurden der Sabin-Feldmann-Test (SFT), der indirekte
Hamagglutinationstest (IHAT), der modifizierte Agglutinationstest (MAT) und
Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay (ELISA). Dabei wurde eine breite Spanne an
Seropravalenz der Waschbaren ermittelt, von 18 % Seropositiven mittels IHAT in
Florida (BURRIDGE et al. 1979) bis zu 84 % in Virginia mittels MAT (HANCOCK et al.
2005).

Seit den letzten Jahrzehnten steigt die Zahl der Waschbéren in Deutschland stark an,
was sich in den Streckenzahlen des DJV widerspiegelt (DJV 2022). Somit besteht in
Deutschland und den angrenzenden Landern zunehmend Interesse an Waschbaren.
Mit steigendem Interesse beschaftigen sich auch mehr Wissenschaftler mit
Untersuchungen von Waschbaren in Deutschland und ganz Europa
(BARTOSZEWICZ et al. 2008; BELTRAN-BECK et al. 2012; GARCIA et al. 2012;
MAAS et al. 2021; RENTERIA-SOLIS et al. 2018; RENTERIA-SOLIS 2015).
Bezugnehmend auf T. gondii wurden in Europa bereits stark variierende Ergebnisse
bei Waschbaren in Seropravalenzstudien erzielt. Die Varianz zeigt sich in Abh&ngigkeit
der verwendeten Untersuchungsmethode, der Probengrol3e, der geografischen
Region und dem untersuchten Medium (siehe Tab. 1). So wurde das Blut von
Waschbaren aus Deutschland serologische mittels MAT untersucht, dabei detektierten
HEDDERGOTT et al. 2017 insgesamt eine Seropravalenz von ca. 38 % (n = 433). Fur
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Hessen wurden 1998 bei 56 Waschbéaren mittels IHAT eine Seropréavalenz von 26 %
ermittelt (GEY 1998), wahrend HEDDERGOTT und MULLER (2020) bei knapp 66 %
der untersuchten 93 Waschbaren Antikdrper detektierten. Circa 36 % der in
Brandenburg lebenden Waschbaren wurden durch die Untersuchung des
Fleischsaftes mittels ELISA als T. gondii positiv ermittelt (KORNACKA et al. 2018). In
den typischen T.-gondii-Pradilektionsstellen wurde mittels PCR (Polymerase Chain
Reaction) bei Waschbéaren aus Deutschland, Polen und Tschechien T.-gondii-DNA
nachgewiesen (KORNACKA et al. 2018; SROKA et al. 2019). Jedoch wurden bislang
keine  Untersuchungen von konsumrelevanten-Fleischteilen sowie keine
Quantifizierung der DNA-Aquivalente bei Waschbaren durchgefiihrt. Fir andere
Tierarten liegen diesbezuglich Daten vor, wie fur Puten (KOETHE et al. 2015). Diese
guantitativen Daten sind unerlasslich fur eine potentielle Risikoabschatzung und um
effizientere Strategien zur Verringerung der Ubertragung von T. gondii auf den
Verbraucher zu ermitteln (TENTER 2009).

Tab. 1 T.-gondii-Seropravalenz bei Waschbaren in Europa
Land Positive/Untersuchte | Test Medium Referenz
(Seropravalenz [%)])

Deutschland | 30/50 (26,0) IHAT | Blut (GEY 1998)

Deutschland | 4/12 (33,3) ELISA | Fleischsaft | (KORNACKA et al.
2018)

Deutschland | 166/433 (38,3) MAT Blut (HEDDERGOTT et
al. 2017)

Deutschland | 61/93 (65,6) MAT Blut (HEDDERGOTT und
MULLER 2020)

Polen 2/15 (13,3) ELISA | Fleischsaft | (KORNACKA et al.
2018)

Tschechien | 0/17 (0,0) ELISA | Fleischsaft | (KORNACKA et al.
2018)

Luxemburg | 4/21 (19,0) Blut MAT (HEDDERGOTT et
al. 2017)
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2.4  T.gondii in Lebensmitteln

2.4.1 Vorkommen in Lebensmitteln

Die postnatalen Hauptiubertragungswege von Toxoplasma gondii sind zum einen
gewebezystenhaltiges Fleisch und zum anderen Nahrungsmittel, die mit Oozysten
kontaminiert sind (TENTER und FEHLHABER 2002). Tachyzoiten sind bei der
vertikalen Ubertragung entscheidend, werden andererseits nur selten in Verbindung
mit Infektionen nach oraler Aufnahme gebracht (COOK et al. 2000). Nach SLIFKO et
al. (2000) und SCALLAN et al. (2011) ist davon auszugehen, dass ca. 50 % der
Infektionen mit T. gondii bei Menschen lebensmittelbedingt sind. Daten von
Toxoplasmose Ausbriichen deuten darauf hin, dass ein Grof3teil der Infektionen auf
den Konsum von unzureichend erhitztem Fleisch zuriickzufuhren ist (SLIFKO et al.
2000). Speziell in Europa wurde festgestellt, dass die haufigsten Quellen fur
T.-gondii-Infektionen der Verzehr von rohem Fleisch wahrend der Speisezubereitung,
rohes bzw. nicht ausreichend gegartes Fleisch generell und gepdkelte
Fleischerzeugnisse darstellen (BARIL et al. 1999; COOK et al. 2000). Primar spielen
Fleisch und Fleischprodukte von Rind, Lamm, Pferd sowie Wildtieren, Wildvdégeln und
Hasen eine Rolle, hingegen kein Schweinefleisch (COOK et al. 2000). Vorwiegend
Wildbret stellte sich wiederkehrend als Ursache fir schwere Krankheitsverlaufe einer
Toxoplasmose heraus (CARME et al. 2002; ROSS et al. 2001), was vermutlich auf die
hohere Belastung von Wildtieren mit T. gondii zurtckzufiihren ist (DUBEY 2022).
Rohes Fleisch und Rohfleischerzeugnisse gelten als Gefahr, Gewebezysten mit
Bradyzoiten zu enthalten. Hauptséchlich zahlt dazu unzureichend erhitztes Fleisch.
Dabei spielt der zunehmende Trend der Bevolkerung von Barbecue, bzw. primar der
Verzehr von ,medium“ Steak und allen Variationen im Sinne von ,rare, ,medium rare*
etc. eine entscheidende Rolle (BfR 2018; TENTER und FEHLHABER 2002). Weiterhin
kann mittels Zubereitungen aus Wildfleisch mit einem rosa Kern, wie Carpaccio, eine
Erregeribertragung stattfinden (TENTER und FEHLHABER 2002). Pokel- und
Réaucherprozesse kdnnen Gewebezysten abtdten. Die Inaktivierung ist jedoch stark
abhangig von den Bedingungen wahrend des Herstellungsprozesses, wie der
Salzkonzentration, der Wasseraktivitat sowie der Reifungszeit (BfR 2018).
Entsprechend gibt es unterschiedliche Bewertungen fir gepokelte Fleischerzeugnisse.
Wiederholt wurde der Verzehr von gepdkeltem Fleisch als Risikofaktor fir eine
T.-gondii-Infektion ermittelt (BARIL et al. 1999; COOK et al. 2000; JONES et al. 2009).
Daruber hinaus konnten WARNEKULASURIYA et al. (1998) bei der Untersuchung von
67 verzehrfertigen Pdkelfleischprodukten in einem der Produkte infektiose T.-gondii-
Stadien nachweisen und diskutieren ursachlich einen fehlerhaft durchgefiihrten
Pokelprozess. Allgemein gelten Rohwurstprodukte wie Salami, Rohschinken,
getrocknetes oder gepokeltes Fleisch laut BfR (2018) als sicher in Bezug auf T. gondii.
Bei einer ausreichend langen Lagerung, nimmt die Infektiositat ab (TENTER und
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FEHLHABER 2002). Jedoch konnten GOMEZ-SAMBLAS et al. (2015) infektiose
T.-gondii-Stadien in Serrano-Schinken nachweisen. Weiterhin kann potentiell eine
Gefahr von nur kurz gereiften Fleischprodukten, wie Mett- und Teewurst ausgehen
(BfR 2018; TENTER und FEHLHABER 2002), aber auch Salami oder nur kurze Zeit
gelagerte ferner getrocknete Fleisch- und Wurstprodukte kdnnen noch infektibse
T.-gondii-Stadien enthalten (COOK et al. 2000).

Tachyzoiten spielen eine eher untergeordnete Rolle bei der alimentéren
Erregerubertragung. Dennoch wurden Tachyzoiten unter anderem in Rohmilch
lebensmittelliefernder Tiere, wie Schafe, Ziegen und Kihe nachgewiesen (DUBEY
2022; REMINGTON 2011; TENTER et al. 2000). Kaseprodukte, hergestellt aus
Ziegenrohmilch, wurden positiv auf T. gondii getestet und konnten mit erfolgten
Infektionen assoziiert werden (DUBEY 2022). Weiterhin wurden T.-gondii-Tachyzoiten
bereits in rohen Huhnereiern nachgewiesen (JACOBS und MELTON 1966).

Zusatzlich ist eine alimentare Ubertragung von T. gondii sekundar mittels Oozysten
belasteter Lebensmittel wie Obst, Gemuse und Wasser mdglich (TENTER et al. 2000).

2.4.2 Pravention und Inaktivierung von T. gondii

Durch adaquate praventive MalRRnahmen kann das Infektionsrisiko, welches von
kontaminierten Lebensmitteln ausgeht, bedeutend gesenkt werden (TENTER und
FEHLHABER 2002). Die Abt6tung und die Inaktivierung von Zysten in tierischem
Gewebe bzw. Oozysten aus der Umwelt spielt eine Schlusselrolle, um humane und
tierische Infektionen mit dem Erreger zu verhindern. Etabliert sind dafir Ublicherweise
thermische Methoden welche die Tenazitat von T. gondii limitieren wie Erhitzen und
Tiefkiihlen (MIRZA ALIZADEH et al. 2018).

In feuchtem Milieu sind Oozysten mehrere Monate bis Jahre resistent. Aufgrund
dessen ist eine Infektion mit kontaminiertem Wasser sowie durch Obst oder Gemuse,
welches Oozysten auf der Oberflache enthalt, maoglich. Die potentiell mit
Parasitenstadien belasteten Lebensmittel sollten entsprechend gewaschen werden,
um keine Gefahr fur eine Infektion mehr darzustellen. Weiterhin ist eine Aufnahme von
Oozysten wahrend der Gartenarbeit mit kontaminierter Erde oder durch engen Kontakt
zu Katzen, welche Oozysten ausscheiden, moglich. Nach etwaiger Exposition mit
Oozysten sollten die Hande grundlich mit Wasser und Seife gereinigt werden, um
Infektionen mit Toxoplasma gondii vorzubeugen. Tierhalter sollten Katzenkot téaglich
entfernen, um eine Sporulation von Oozysten in der Umwelt zu verhindern. Dartber
hinaus sollten die genutzten Werkzeuge wie Schaufeln sollten taglich griindlich
gereinigt werden (DUBEY 1986).
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Fokussierend auf die Parasitentbertragung mittels Bradyzoiten durch die Aufnahme
von gewebezystenhaltigem Fleisch sollte beim Umgang mit Rohfleisch auf
Hygienestandards geachtet werden. Vielmehr gilt es, kritische Kontrollpunkte
einzuhalten, um eine Kreuzkontamination zu vermeiden. Entsprechend sollte rohes
Fleisch nie in Kontakt mit fertig zubereiteten Speisen oder Materialien, die noch
anderweitig fur die Nahrungszubereitung genutzt werden, kommen (MCCURDY et al.
2006). Nach COOK et al. (2000) stellt unzureichend erhitztes oder gepokeltes Fleisch
bzw. Fleischprodukte die Hauptquelle fir humane Infektionen mit T. gondii bei den
Untersuchten in der Schweiz, Danemark, Schweden, Belgien und Italien dar. Zu
konsumierendes Fleisch sollte entsprechend nur gut durch erhitzt zu sich genommen
werden. Schwangere Frauen sollten rohes bzw. unzureichend gegartes Fleisch
meiden (DUBEY 1986), dies gilt auch fur weitere vulnerable Gruppen, wie altere
Menschen, Kinder und Immunsupprimierte. Dartber hinaus ist die orale Aufnahme von
Bradyzoiten wahrend der Hautung von Wildtieren moglich. Dies stellte sich bei einer
Studie in Kanada heraus, welche primar das Hauten von Wélfen, Fichsen und
Mardern als Risikofaktor einer T.-gondii-Infektion bei schwangeren Frauen ermittelte
(MCDONALD et al. 1990).

Die Tenazitat der T.-gondii-Gewebezysten unterscheidet sich je nach Lebensmittel
bzw. entsprechend der erfolgten Vorbehandlung mittels thermischer und nicht
thermischer MalRnahmen (TENTER und FEHLHABER 2002). Zur Inaktivierung von
infektiosen T.-gondii-Stadien in Fleisch und anderen Lebensmitteln kann eine Reihe
von MaRnahmen ergriffen werden. Generell sind Gewebezysten im Vergleich zu
Oozysten weniger stark resistent (DUBEY 1996b).

Thermische Malinhahmen haben einen Einfluss auf Toxoplasma gondii. Schon 1965
zeigten erste Versuche zur Tenazitdit von Gewebezysten in Fleisch einen
Zusammenhang zwischen der zur Inaktivierung des Parasiten benétigten Temperatur
und der Dicke der Fleischstiicke. Diesbezilglich wurde festgestellt, dass eine
Kurzzeiterhitzung tber 5 Minuten bei 160-170 °C im Olbad zum Frittieren von
Schweinekoteletts mit einer Schichtdicke von 5cm keine sichere Abtotung von
T. gondii erreichte. Denn das Innere der entsprechenden Fleischstiicke war zu diesem
Zeitpunkt noch roh. Wurde das Fleisch jedoch in der Bratpfanne erhitzt, konnte schon
nach 3 Minuten eine sichere Abtétung des Erregers erreicht werden (SOMMER et al.
1965). Spatere experimentelle Studien fanden heraus, dass Gewebezysten in
Schweinefleisch bei einer Erhitzung auf 52 °C dber 9,5 min lebensfahig blieben,
allerdings bei 58 °C uber 9,5 min inaktiviert wurden. Allgemein kann bei einer
Temperaturerhbhung die Garzeit reduziert werden. Bei 61 °C oder hoheren
Temperaturen fur 3,6 min wurden die Erreger sicher unschéadlich gemacht. Somit sind
T.-gondii-Gewebezysten allgemein weniger hitzeresistent als andere zoonotische
Erreger im Fleisch, wie Trichinella spiralis. Je niedriger die Temperatur ist, bei der das
Fleisch zubereitet wird, desto langer dauert es, bis der Erreger abgetotet wird (DUBEY
et al. 1990). Bei einer Erhitzung in der Mikrowelle ist die Temperaturkontrolle schwer
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maglich, infolgedessen ist das Fleisch haufig nicht ausreichend bzw. nicht gleichmalig
gegart und die T.-gondii-Stadien konnen noch infektios sein (LUNDEN und UGGLA
1992). Generell wird empfohlen, Fleisch auf mindestens 70 °C Kerntemperatur zu
erhitzen, um T. gondii zu inaktivieren (DUBEY 1986; VAN SPRANG 1984). Um die
Temperatur zu kontrollieren, ist es sinnvoll Thermometer zu nutzen (MCCURDY et al.
2006).

Die bei der Herstellung von Wurstwaren und Fleischerzeugnissen genutzten
Temperaturen sind im Allgemeinen ausreichend, um T.-gondii-Gewebezysten
abzutoten. Denn im Herstellungsprozess von Bruhwirsten sind Temperaturen von
72-75 °C Ublich und bei Kochwuirsten ca. 80 °C. Kochschinken wird mit einer
Kerntemperatur von 68-70 °C gegart, folglich sollte keine Gefahr, bezugnehmend auf
T. gondii, von diesen Lebensmitteln ausgehen (TENTER und FEHLHABER 2002).
Bei einem Lagerungsprozess von frischer Schweinelende wurde festgestellt, dass
T. gondii ab Tag 7 bei 0 °C seine Infektiositéat verliert (HILL et al. 2006).

Weiterhin kénnen T.-gondii-Stadien in Fleisch mittels Kaltebehandlung inaktiviert
werden. Dabei erwies sich ein Einfrierungsprozess unter -12,4 °C als effektiv. Bei einer
Temperatur von -8 °C konnte nach 2,8 Tagen keine Infektiositat mehr festgestellt
werden. Jedoch sind die benétigten Temperaturen zur Inaktivierung auch bei der
Kaltebehandlung stark abhangig von der Grol3e der Fleischteile, somit ist die
Kerntemperatur entscheidend. Dennoch erwies sich T. gondii bei Einfrierversuchen
labiler als Trichinella-spiralis-Larven (KOTULA et al. 1991). Nach nur eineinhalb
Stunden bei -21 °C scheinen die meisten Gewebezysten ihre Infektiositat zu verlieren
und nach 5 Stunden oder langer wurden keine infektibsen Stadien mehr festgestellt
(HELLESNES und MOHN 1977).

Neben der thermischen Behandlung zur Inaktivierung des Erregers, konnen eine
Reihe nichtthermischer Mal3nahmen ergriffen werden. Haufig stehen diese Methoden
in einem engen Zusammenhang (MIRZA ALIZADEH et al. 2018).

Dementsprechend haben Pdkelprozesse einen Einfluss auf die Infektiositat von
T. gondii. Dabei scheint die Nitritkonzentration im Pdkelsalz der entscheidende Faktor
zu sein (TENTER und FEHLHABER 2002). Bei einer 10-prozentigen Pdkellake wurde
T. gondii bei 4 °C nach 2 Tagen vollstandig abgetttet und bei 15 °C nach nur einem
Tag (SOMMER et al. 1965). Gewebezysten konnen mittels Nitritpdkelsalz effektiver
vergleichend zur Behandlung mit Kochsalz inaktiviert werden. Entsprechend konnten
Gewebezysten nach nur einem Tag Inkubation mit 8-prozentigem Nitritpokelsalz
inaktiviert werden, bei 8-prozentiger Kochsalzlésung waren die Gewebezysten nach
4 Tagen noch infektids (LUNDEN und UGGLA 1992). Weiterhin konnten HILL et al.
(2006) zeigen, dass eine 2-prozentige Natriumchlorid Ldsung sowie eine
1,4-prozentige Kalium- oder Natriumlaktat-Losung nach etwa 8 Stunden
T.-gondii-Gewebezysten in Schweinelenden abtdten. Bei der Behandlung mit Salz und
Zucker andern sich die osmotischen Druckverhaltnisse, dadurch kommt es vermutlich
zur Zerstérung der Parasiten (LUNDEN und UGGLA 1992). Bei einem ublichen
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Pokelvorgang mit Natriumchlorid und Saccharose sowie einer Einwirkzeit von
64 Stunden bei 4 °C wurden die T.-gondii-Stadien vollstandig abgetotet (LUNDEN und
UGGLA 1992).

Beim Rauchern hingegen, werden haufig nicht die nétigen Temperaturen zum Abtéten
von T.gondii erreicht. Jedoch fanden LUNDEN und UGGLA (1992) nach dem
Réaucherprozess keine infektiosen Parasitenstadien mehr. Dies steht wahrscheinlich
im Zusammenhang mit dem Podkelvorgang, der (blicherweise vor dem
Réaucherprozess stattfindet. In diesem Experiment wurde Natriumchloridlésung in das
Fleisch injiziert und der Rauchervorgang bei +50 °C fur 24-28 Stunden fuhrte zum
vollstandigen Verlust der Infektiositat von T. gondii (LUNDEN und UGGLA 1992).
Experimente zur Rohwurstherstellung zeigten bei einer Kaltraucherung (2 Tage bei
12-16 °C, danach 20 °C und 80-90 % Luftfeuchtigkeit), einer Schwitzrducherung
(25-27 °C, 90-100 % Luftfeuchtigkeit) oder einer Lufttrocknung (12-15°C mit
minimaler Luftumwalzung) schon nach 2 Tagen eine Inaktivierung der
T.-gondii-Stadien (SOMMER et al. 1965). Somit besteht bei Rohwirsten mit sehr
kurzen Reifungsphasen ein mégliches Risiko, T. gondii zu Ubertragen, was vor allem
bei frischen Mettwursten oder rohen Hackfleischzubereitungen der Fall ist (TENTER
und FEHLHABER 2002).

Weiterhin kann eine Bestrahlung von belastetem Fleisch die vorhandenen
T.-gondii-Stadien inaktivieren. Dabei erwies sich eine y-Bestrahlung mit einer Dosis
von 0,5 kGy als erfolgreich, um Gewebezysten abzutéten (DUBEY 1996b). Jedoch ist
die lebensmitteltechnologische Bestrahlung von Fleisch in der EU nicht zulassig
(EFSA 2007).

Bei Hochdruckverfahren (High pressure processing, HPP) werden Lebensmittel mit
einem Druck von bis zu 1000 MPa bearbeitet, um Mikroorganismen abzutdten.
T. gondii konnte bei einer einminutigen Hochdruckbehandlung mit 340-400 MPa in
Lebensmitteln inaktiviert werden. In diesem Zusammenhang sind weitere Studien
notig, um genaue Zeiten und den entsprechend benétigten Druck zu bestimmen
(MIRZA ALIZADEH et al. 2018).

Schlussendlich sind die thermischen Verfahren die gebrauchlichen und
haushaltsiiblich anzuwendenden Methoden. Eine ausreichende Erhitzung oder
Einfrierungsprozesse kdnnen leicht durchgefuhrt werden und flihren zu einer sicheren
Abtdtung von T.-gondii-Gewebezysten, wenn die entsprechenden Kerntemperaturen
eingehalten werden (BfR 2018; TENTER und FEHLHABER 2002).

2.5 Diagnostik

Abhéngig vom Probenmaterial kann T. gondii direkt oder indirekt nachgewiesen
werden. Die Diagnostik umfasst molekularbiologische, serologische und histologische
Verfahren, sowie eine Kombination dieser Untersuchungsmethoden. Wahrend der
Nachweis von Tachyzoiten auf eine aktive Infektion hindeutet, bestatigt das
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Vorhandensein von Gewebezysten eine latente Infektion und ist nicht mit der Diagnose
einer klinischen Erkrankung gleichzusetzen (DUBEY 2022). Neben dem indirekten
Nachweis in Form von Antikérpern kann nach erfolgter Extraktion aus dem Gewebe,
die DNA des Erregers auch direkt nachgewiesen werden. Weiterhin kann ein direkter
Erregernachweis durch Herstellung eines zytologischen Préparates aus einer
Gewebsbiopsie und einer herkdbmmlichen Farbung, wie Giemsa, erfolgen. Einen
Hinweis auf bestehende Infektiositdt von T. gondii erhdlt man nur durch die
Anwendung von Bioassays mit Versuchstieren (Ublicherweise Katzen oder Mause)
oder Zellkulturen (DUBEY 2022).

2.5.1 Serodiagnostik

Der Nachweis von T.-gondii-Antikdrpern gehd6rt zur indirekten Diagnostik.
Immunglobuline kénnen im Vollblut, Plasma, Serum, Milch, Korperflussigkeiten und
Fleischsaft nachgewiesen werden (DUBEY 2022). Dabei stehen verschiedene
serologische Verfahren zum Nachweis humoraler Antikérper zur Verfliigung darunter
der Sabin-Feldman-Test (SFT) (SABIN und FELDMAN 1948), der indirekte
Hamagglutinationstest (IHAT), der indirekte Immunfluoreszenzantikorpertest (IFAT),
der modifizierte Agglutinationstest (MAT), der Latex-Agglutinationstest (LAT), der
Enzyme-Linked Immunosorbent-Assay (ELISA) und andere Tests (DUBEY 2022).

Anfangs stellte der SFT den Goldstandard zum Nachweis von T.-gondii-Antikérpern
dar. Das Testprinzip beruht auf der Verhinderung der Farbung lebender Tachyzoiten
mit Methylenblau, wenn sich im Testserum T.-gondii-spezifische Antikdrper befinden
(SABIN und FELDMAN 1948). Aufgrund der Tatsache, dass fur diesen Test lebende
Tachyzoiten notwendig sind, wird der SFT derzeit nur selten angewandt (DUBEY
2022). Bei dem IHAT wird eine Testlosung verwendet, welche Erythrozyten enthélt,
die zuvor mit Tachyzoiten-Antigen beladen wurden. Es kommt zur Agglutination, wenn
im Testserum T.-gondii-Antikérper vorhanden sind (WILDFUHR und WILDFUHR
1975). Bei einem IFAT werden T.-gondii-Tachyzoiten auf einer Oberflache fixiert und
das zu untersuchende Serum hinzugeflgt. Durch die Zugabe tierartspezifischer
fluoreszierender Anti-Antikdrper kommt es zur Bildung von fluoreszierenden Antigen-
Antikorperkomplexen, die mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops sichtbar gemacht
werden (DUBEY 2022). LAT und MAT beruhen auf der Agglutination von Antikérpern
im Testserum mit toten Toxoplasmen die bei dem Test verwendetet werden. Sie
dienen als qualitative Untersuchungsmethoden und werden in grof3em Umfang in der
T.-gondii-Diagnostik eingesetzt (DUBEY 2022).

Mittels ELISA konnen spezifische Antikdrper nachgewiesen werden. Diese Art von
Untersuchung eignet sich besonders gut auf Bestandsebene bzw. bei einer grof3en
Anzahl von Proben, denn auf einer 96-well-Mikrotiterplatte kénnen entsprechend viele
Testseren untersucht werden. Bezugnehmend auf die Serodiagnostik von T. gondii
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stellte sich der ELISA als sehr sensitives Diagnostikum heraus. Der Test ist einfach
und schnell anzuwenden und direkt nach der Durchfihrung werden Ergebnisse
generiert. Bei der Testdurchfihrung wird eine Oberflache (Mikrotiterplatte oder
Objekttrager), welche mit T.-gondii-spezifischen Antigenen (meist P30) beschichtet ist,
verwendet. Das Testserum wird hinzugegeben und inkubiert. Bei vorhandenen
Antikérpern findet eine Bindungsreaktion und damit die Bildung eines Antikodrper-
Antigen-Komplexes statt. Nach einem Waschvorgang werden Peroxidase-markierte
Anti-Antikorper als Konjugat hinzugegeben, sie binden an die T.-gondii-Antikérper und
es entsteht ein Antigen-Antikdrper-Konjugat-Komplex. Nach Beseitigung des
Uberschissigen Konjugats durch Waschen wird eine Substratldsung hinzugegeben,
welche durch eine enzymatische Reaktion die Peroxidase umsetzt und eine
Farbreaktion mit sich zieht. Nach erfolgter Inkubation wird die enzymatische Reaktion
mittels Schwefelsaure gestoppt und in einem ELISA Reader (Photometer) die optische
Dichte mit einer Wellenlange von zumeist 450 nm gemessen. Mit Hilfe der Werte der
optischen Dichte kann eine Quantifizierung durchgefiihrt werden (DUBEY 2022;
TENTER et al. 1992).

In den letzten Jahren erwiesen sich ELISA und MAT als die am ehesten sensitiven
sowie praktikabelsten Tests bei Tieren und wurden somit vorwiegend angewandt
(BIER et al. 2020; CASTILLO-CUENCA et al. 2021; GAZZONIS et al. 2020;
HEDDERGOTT und MULLER 2020; KORNACKA et al. 2020; STOLLBERG et al.
2021; ZHANG et al. 2020). Mittels serologischer Tests kann zwischen einer akuten
und einer chronischen Infektion unterschieden werden. Immunglobulin M kénnen, je
nach infektibser Dosis, Stamm, Immunkompetenz und Wirtspezies, bei akuten
Infektionen bereits nach einer Woche detektiert werden. Immunglobulin G hingegen
sind erst 1-2 oder auch erst 4 Wochen nach oraler Aufnahme infektioser
Toxoplasmen-Stadien nachweisbar. Je nach Art des Wirtes sind Immunglobulin G
lebenslang detektierbar und geben somit Hinweis auf eine chronische Infektion
(DUBEY 2022).

2.5.2 Molekulardiagnostik

Bei dem Nachweis von T.-gondii-DNA mittels molekularer Diagnostik ist die PCR das
Mittel der Wahl. Das Allgemeine Prinzip einer PCR beruht auf zyklischen
Wiederholungen der Denaturierung von DNA, der Anlagerung sequenzspezifischer
Oligonukleotide (Primer) und der Synthese einer entsprechenden DNA durch eine
thermostabile DNA-Polymerase. Nach mehreren Zyklen kommt es zu einer
exponentiellen Vermehrung der DNA-Sequenz (GALVANI et al. 2019; HILL und
DUBEY 2002; SAADATNIA und GOLKAR 2012).

Eine PCR ist generell sehr sensitiv, denn schon geringe DNA Mengen von nur einem
Tachyzoiten konnen erfasst werden. Zusatzlich kann eine Quantifizierung durch
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Anwendung einer real-time-PCR erfolgen (DUBEY 2022). Die meisten Studien zum
Nachweis von T.gondii bei lebensmittelliefernden Tieren sind unzureichend, da
lediglich eine qualitative Untersuchung durchgefihrt wird. Aufgrund dessen lasst sich
das Infektionsrisiko im Einzelfall schlecht ableiten. Fur eine bessere Aussagekratft,
sollten quantitative Daten erhoben werden, um effizientere Strategien zur Verringerung
der Ubertragung von T. gondii durch lebensmittelliefernde Tiere zu ermitteln (TENTER
2009).

Um mithilfe einer PCR die DNA nachweisen zu kdnnen, muss zuvor aus dem zu
untersuchenden Gewebe die T.-gondii-DNA extrahiert werden. Daflr stehen im
Handel verschiedene Extraktionskits zur Verfigung, wobei Ublicherweise nur einige
Milligramm, bis wenige Gramm eines Gewebes untersucht werden kénnen. Dieser
Umstand limitiert die Prazision der Ergebnisse bei der T.-gondii-Diagnostik stark,
aufgrund der eher inhomogenen Verteilung von T.-gondii-Gewebezysten im zu
untersuchenden Gewebe (OPSTEEGH et al. 2010; STOLLBERG et al. 2021).

Bei einer DNA-Extraktion durch magnetische Separation (englisch: Magnetic Capture,
MC) und folgender Quantifizierung mittels real-time-PCR kénnen bis zu 100 g Gewebe
untersucht werden und somit, spezifisch fur T. gondii, prazise Ergebnisse erzielt
werden (OPSTEEGH et al. 2010). Diese Methode der DNA-Extraktion wird seit einigen
Jahren bei Tieren angewandt (ALGABA et al. 2017; BACHAND et al. 2018;
STOLLBERG et al. 2021). Entsprechend des Protokolls nach OPSTEEGH et al.
(2010), wie in Abb. 3 schematisch dargestellt, wird das kleingeschnittene Muskelfleisch
mittels  Proteinase K verdaut und homogenisiert. Daraufhin  wird  mit
Streptavidin-gekoppelter Sepharose das frei gewordene Biotin entfernt. Folgend
werden Biotin-gekoppelte T.-gondii-spezifische Oligonukleotide hinzugegeben, welche
sich an die T.-gondii-DNA der Probe binden. Im nachsten Schritt fihrt die Zugabe
Streptavidin-gekoppelter magnetischer Kigelchen (Beads) dazu, dass diese sich an
die T.-gondii-DNA gebundenen Oligonukleotide anlagern. Daraufhin werden die Beads
im magnetischen Feld an der Wand der Reaktionsgefal3e immobilisiert und von der
restlichen Losung separiert, siehe Abb. 4. Schlussendlich wird durch Erhitzen die
Bindung der T.-gondii-DNA zu den noch an die Oligonukleotide gekoppelten Beads
geldst und nach Anlegen des magnetischen Feldes kann die DNA abpipettiert werden.
Die so gewonnene DNA kann folglich mittels PCR nachgewiesen werden (OPSTEEGH
et al. 2010). Mit dieser Methode kdnnen speziell fur T. gondii eher aussagekraftige
Ergebnisse erzielt werden (JURANKOVA et al. 2014).
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Abstract

Toxoplasma gondii seroprevalence was determined in meat juice samples of 820 free-living raccoons from Germany. The
animals were collected between December 2017 and April 2021. Using a commercial enzyme linked immunosorbent assay
(ELISA), the overall seroprevalence was found to be 48.5%. Statistical analysis revealed significant seroprevalence differences
between seasons, sex, and weight of analysed raccoons. The prevalence in late winter/spring (57.7%) was significantly higher
than in autumn (38.4%) (p <0.0003). Male raccoons (50.5%) were more often seropositive than females (41.0%) (p=0.028).
Increasing animal weight had a significant impact on the relative probability of a positive serostatus (odds ratio: 1.783,
p<0.0001). Furthermore, we found regional differences in seroprevalence, but there was no statistically significant difference
resulting from animal age, degree of habitat urbanization and hunting year. Meat juice is a suitable medium for serological
surveys for 7. gondii in meat producing animals, as sampling is even possible after slaughter or during meat inspection when
blood is no longer available. The observed high seroprevalence indicates that 7. gondii infection is widespread among the
German raccoon population providing a potentially relevant source of 7. gondii transmission to humans upon consumption
or handling of animal products.
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Introduction foetus if a seronegative mother becomes infected during
pregnancy, primary infection can lead to abortion or a wide
Toxoplasma gondii is a ubiquitous intracellular parasite able ~ range of other manifestations like encephalitis, pneumonia
to infect all warm-blooded animals as well as humans. To or chorioretinitis (Jones et al. 2014; Lopes et al. 2007).
date, about one-third of the world population is infected There are three infectious stages of 7. gondii: sporozoites
with this protozoan (Dubey 2021). The infection rate may  (in oocysts), tachyzoites and bradyzoites. Felidae are the
vary on a national basis, e.g. in Germany about 55% of  only definitive hosts in which sexual development of the
the general population was found to be infected with T. protozoan results in the excretion of oocysts with their faeces.
gondii (Wilking et al. 2016). While in immunocompetent  After infection, sporozoites develop into tachyzoites that
individuals the infection mostly stays asymptomatic or only ~ disseminate within the host and transform into bradyzoites
causes mild symptoms, in immunocompromised patients ~ accumulating within tissue cysts in muscles and organs.
it can lead to serious pathological effects (Montoya and  Besides congenital transmission, humans can get infected by
Liesenfeld 2004). Additionally, there is a high risk to the  either taking up oocysts from the environment or by ingestion
of raw or undercooked meat containing tissue cysts (Montoya
and Liesenfeld 2004). Approximately 50% of T. gondii
infections in the USA are assumed to be foodborne, making
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of raw or undercooked meat and cured meat products,
including game, is the most important source of infection
(Baril et al. 1999; Cook et al. 2000). Game meat in particular
was supposed to be the cause of some severe toxoplasmosis
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cases (Carme et al. 2002; Ross et al. 2001). Furthermore,
McDonald et al. (1990) have shown that consumption and
handling of game meat as well as frequency of consumption
was significantly associated with an infection of Canadian
pregnant women. There are also published cases of an acute
toxoplasmosis outbreak in hunters due to consumption
of game meat in the USA (Sacks et al. 1983). As hunters
consume game meat more frequently, they are considered
a high-risk group in respect of getting in contact with meat
containing 7. gondii tissue cysts, as revealed in a study in
Slovakia, recently (Feckova et al. 2020).

The raccoon (Procyon lotor) was originally native in
North America and has established in Germany since the
early twentieth century as an invasive species (Beltrdn-
Beck et al. 2012). Due to their omnivorous feeding habits,
raccoons are a good indicator of zoonoses or environmental
contamination and act as sentinel hosts for T. gondii
(Bigler et al. 1975; Dubey 2021). According to the German
Hunting Association (DJV), the consumption of game
meat is becoming increasingly popular (German Hunting
Association 2019). The annual hunting numbers of raccoons
in Germany have risen sharply in recent years, from about
8000 in 1999/2000 to more than 200,000 in 2019/2020
(German Hunting Association 2021). Although consumption
of raccoon meat is rare in Germany, the increasing number
of hunted animals may raise interest in use of their meat
for human consumption. From the USA, it is known that
raccoon meat is consumed, although to a lesser extent than
other game animals and also that hunters do eat raccoon
meat more often than non-hunters (Burger 2000; Gaines
et al. 2000; Goguen and Riley 2020).

There is some data on the prevalence of 7. gondii antibodies
in raccoons for several regions of the world. Mostly, they
are based on examinations of blood. Based on this sample
material, in North America seroprevalence ranges from 13
to 84.4% (Burridge et al. 1979; Gerhold et al. 2017; Hancock
et al. 2005; Hill et al. 1998; Hwang et al. 2007; Mitchell et al.
1999; Smith and Frenkel 1995). In Japan, Sato et al. (2011)
found a seroprevalence of 9.9% in feral raccoons. In Germany,
the seroprevalence was previously reported to be about 37.4%
(Heddergott et al. 2017). However, blood is not an optimal
sample material to examine game animals after hunting
because it is only available directly after killing. Meat juice
can be obtained for a long period of time, e.g. by freezing
and thawing, and therefore is more suitable for examination
of hunted game animals for the presence of antibodies. The
benefit is that meat juice can still be taken at meat inspection,
after the carcass has been frozen, or even if there are only
carcass parts available. But, there is only one study focusing
on detection of T. gondii antibodies in raccoons based on meat
juice, This study only comprised a small sample size (n=12)
and was limited to one study area in Germany, the federal
state Mecklenburg-Western Pomerania. Thus, the reported
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antibody prevalence of 33.3% may be of limited precision
(Kornacka et al. 2018). The aim of the present study was to
gain information on a large sample of the German raccoon
population about the presence of T. gondii antibodies in
meat juice and on respective influencing factors. This data is
compared with previous results to estimate the value of meat
juice results and to better assess the potential public health
risk posed by raccoon meat.

Material and methods
Sample collection and information

A total of 820 raccoons were sampled in a German fur
producing company (Fellwechsel Vertriebs GmbH, Loptin,
Germany). These animals’ carcasses were previously
collected by Fellwechsel GmbH after being killed by
local hunters or, in few cases, after having been killed in
accidents. They originate from the four hunting seasons
2017/2018, 2018/2019, 2019/2020, and 2020/2021. The
carcasses were stored constantly frozen until being used for
fur production at— 18 °C. Defrosted carcasses were sampled
after skinning. Each carcass was individually labelled and
assigned to corresponding accompanying information,
which comprised hunting date and origin (German postcode)
of the animals. Sex, age, and weight of the animals were
determined during sample collection. Age was classified
into adult and juvenile based on deciduous or permanent
dentition as originally described by Grau et al. (1970) and
recently applied by Hwang et al. (2007).

Based on the given postcodes, the animals’ origin was
further assigned to a specific Federal State and Local
Administrative Unit (LAU) using official data from the
German Federal Statistical Office (Statistisches Bundesamt
2021). This data also contains the degree of urbanization for
every German LAU based on the classification developed
in 2011 by DG AGRI and DG REGIO of the European
Commission with support of the Joint Research Centre (JRC)
and Eurostat (Eurostat 2011). This classification distinguishes
densely populated areas (cities and large urban areas; coded
as 1) from intermediate density areas (towns and suburbs,
and small urban areas; coded as 2), and thinly populated
areas (rural areas; coded as 3). In some cases, postcodes
comprised several LAUs or even Federal States. In these
cases, urbanization classification was manually assigned to a
specific code when all respective LAUSs belonged to the same
code. When LAUs of different urbanization degrees were part
of a common postcode, an intermediate code was computed
(i.e. 2.5 for comprised LAUs of code 2 and 3).

Missing information: For some animals, not all
accompanying information was available. Postcodes were
missing for 113 and hunting dates for 123 raccoons. Due
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to the carcasses’ condition, definite sex determination was
impossible for eleven animals, while weight measurement of
two animals and age determination for another two animals
could not be performed.

From each carcass, the following samples were collected
for further examination: head, one forelimb, flexor muscles
of the other forelimb, one hind limb, gastrocnemius muscle
of the other hind limb, diaphragm and in some cases back
musculature. All samples of an individual animal were
stored together in a plastic bag. These samples were frozen
at—24 °C onsite and transported frozen to the Leipzig
University, Institute of Food Hygiene. They were kept frozen
until further examination.

Serology

Serological examination was performed on meat juice.
Samples were thawed 2 days in a refrigeration chamber at
1 °C. Meat juice was collected out of every bag with a sterile
10 ml syringe into a sterile sample vessel and stored frozen
at—19 °C (2 °C) until used for testing. The presence
of antibodies against 7. gondii was determined for every
meat juice sample using a commercial indirect ELISA (ID
Screen Toxoplasmosis Indirect Multi-species, IDvet, France)
according to the most recent manufacturer’s instructions
for meat juice (50 pl sample volume at 1:2 dilution). This
ELISA has been successfully applied to raccoon meat juice
samples by others, recently (Kornacka et al. 2018). Optical
density was measured at 450 nm using a microplate reader
(Tecan Infinite F50, Germany). Using internal positive and
negative controls, the sample to positive control ratio (S/P
ratio) was calculated by using the following formula as
indicated in the instructions:

T OD st~ OD,
P~ 0D

For meat juice, samples with S/P <25% were considered
negative for 7. gondii antibodies. Samples with an S/P
ratio between 25 and 30% were considered doubtful. If the
S/P ratio was >30%, the sample was considered positive
for presence of T. gondii antibodies. All samples were
analysed in duplicates and the mean value was used for
result calculation. Samples with a standard deviation of
more than 15% between the two replicates were examined
repeatedly in case these deviations could have led to a
different evaluation of the result. In addition to the assay’s
internal positive control, samples of previously positive
tested raccoon meat juice were included in each assay. These
positive meat juice samples were kindly provided by the
Witold Stefaniski Institute of Parasitology, Polish Academy
of Sciences, Warsaw, Poland. To check assay performance

value of the negative control

X 100
oD

value of the positive control value of the negative control
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for interassay variation one low (S/P about 40%) and one
high (S/P about 150%) positive meat juice samples were
included in every assay.

Statistics

All statistical analyses were performed by Prism9 Software
(GraphPad Software, LL, USA). Chi-square tests were
used for analysis of differences in prevalence of sex, age,
urbanization, season, and hunting year. Bonferroni correction
was applied for analyses with more than two groups when
the global chi-square test revealed statistical significance.
Analysis of weight was done using logistic regression for odds
ratios and likelihood ratio test. Differences were considered
statistically significant when the p value was <0.05.

Results

The overall seroprevalence of 7. gondii in examined raccoon
meat juice samples was 48.5% (398/820; 95% confidence
interval 45.1-52.0). Another 48.5% (398/820; 95% CI:
45.1-52.0) were negative and 2.9% (24/820; 95% CI:
2.0-4.3) of the samples were considered doubtful for the
presence of antibodies to 7. gondii. S/P ratio of positive
samples ranged from 30.0 to 292.5%. Further information
on S/P ratio distribution is shown in Table 1.

Presence of antibodies seems not to be dependent on age,
degree of urbanization, and the hunting year because the
performed respective chi-square tests revealed no significant
differences. However, antibodies were found in 48.8% of
adults and 29.4% of juveniles. Regarding the degree of
urbanization, 51.6% of animals originating from densely
populated areas (Code 1), 48.5% from intermediate density
areas (Code 2), 47.2% trom thinly populated areas (Code
3) and 52.6% from areas comprising Code 2 and Code 3
areas (Code 2.5) were positive for the presence of 7. gondii
antibodies. The seroprevalence in different hunting years
ranged from 46.4 to 56.3% (see details in Table 2).

Statistically significant differences were found for season,
sex and weight. Detailed results are compiled in Table 2.
Compared to animals from autumn, raccoons hunted in late
winter to spring were statistically significant more often
seropositive (57.7% vs. 38.4%, p <0.0003, Bonferroni

Table 1 Sample distribution regarding serostatus based on S/P ratios

<25% 25-30%  30-60% 60-120% >120% Total
Negative Doubtful Low positive Medium  High positive
positive
398 24 103 177 118 820
48.5% 2.9% 12.6% 21.6% 14.4% 100%
) Springer
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Table2 Seroprevalence of 7.

- Variable Category No. tested  No. positive  Prevalence [%] 95% CI p-value *
gondii in sampled raccoons
associated with variables Age 0.113

Adult 801 391 48.81 45.4-52.3
Juvenile 17 5 2941 13.3-53.1
Subtotal 818

Urbanization " 0.836
Code 1 62 32 51.61 39.4-63.6
Code 2 270 131 48.52 42.6-54.5
Code 2.5 57 30 52.63 39.9-65.0
Code 3 318 150 47.17 41.7-52.7
Subtotal 707

Hunting year © 0.809
2017/2018 16 9 56.25 33.2-76.9
2018/2019 181 84 46.41 39.3-53.7
2019/2020 247 124 50.20 44.0-56.4
202072021 253 123 48.62 42.5-54.7
Subtotal 697

Season ¢ <0.0003
Autumn 219 84 38.36 32.2-449
Winter 138 63 45.65 37.6-54.0
Late winter/spring 331 191 57.70 52.3-62.9
Subtotal 688

Sex 0.028
Male 643 325 50.54 46.7-64.4
Female 166 68 40.96 33.8-48.6
Subtotal 809

Total 820 398 48.54 45.1-52.0

“p-value of global chi-square test per variable

"Code 1=Cities; Code 2=Towns and suburbs; Code 2.5 = postal code included local area units of Code 2

and 3; Code 3 =Rural arcas

“Hunting year runs from April Ist to March 31st of the next year

4 Autumn =06 Sep—14 Dec; winter= 15 Dec—14 Jan; late winter/spring = 15 Jan—10 Apr

corrected pairwise chi-square comparisons). Prevalence of
animals hunted in winter (45.7%) did not differ significantly
from either group. Seroprevalence was significantly higher in
male (50.5%) than in female (41.0%) animals (p =0.028, chi-
square test). The weight of all raccoons included in this study
ranged from 1.85 to 7.45 kg. Analysing animal weight and
respective serostatus by simple logistic regression, the relative
probability of a positive result was shown to increase by
78.3% per kg (odds ratio [OR]: 1.783, 95% CI: 1.516-2.108;
p<0.0001, likelihood ratio test). The graphical result of this
analysis is shown in Fig. 1.

The prevalence varies greatly among the sampled arcas. As
shown in Table 3, the comparably highest seroprevalence was
determined in the German federal states of Thuringia (55.6%),
Hesse (53.1%) and Lower Saxony (52.4%). In contrast,
animals from Mecklenburg-Western Pomerania (35.7%) and
Brandenburg (38.4%) presented the lowest seroprevalence in
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positive 1+

negative 0=

weight [kg]

Fig. 1 Simple logistic regression of raccoon serostatus in dependence
of animal weight (n=818)

Germany (see Fig. 2 for regional distribution). Some deviating
prevalence estimates were based on only few samples.
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Table 3 Seroprevalence in German federal states

German federal state

No. positive/

Seroprevalence  95% CI

no tested [%]
Baden-Wiirttemberg 9/18 50.0 29.0-71.0
Bavaria 2/4 50.0 8.9-91.1
Brandenburg 5/13 38.4 17.7-64.5
Hesse 93/175 53.1 45.8-60.4
Lower Saxony 55/105 524 42.9-61.7
Mecklenburg-Western 5/14 357 16.3-61.2
Pomerania
North Rhine-Westphalia  80/171 46.8 39.5-54.3
Rhineland-Palatinate 0/1 0.0 0.0-94.9
Saarland 22 100.0 17.8-100.0
Saxony 15/32 46.9 30.9-63.6
Saxony-Anhalt 54/121 44.6 36.1-53.5
Thuringia 21/37 55.6 39.6-70.5

Fig.2 Regional distribution of
seroprevalence ranges in Ger-
many; original clean map was
created using Microsoft Excel
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Discussion

Studies on seroprevalence often differ in respect to available
sample material, applied serological test, and sample size,
making results difficult to compare. We decided to use
meat juice for detection of T. gendii antibodies in raccoons
because this material is more easily accessible from raccoon
carcasses than blood and, therefore, more suitable in respect
of meat inspection as already discussed for other animals
(Berger-Schoch et al. 2011). Although it is generally
known that antibody concentration in meat juice is lower
than in serum, both matrices were shown to correlate well
in serological analyses (Wingstrand et al. 1997). Thus,
meat juice was successfully used as an adequate matrix
for monitoring meat-producing animals for antibodies to
various parasites such as T. gondii (Berger-Schoch et al.
2011; Gazzonis et al. 2020; Halos et al. 2010; Lundén

HW=50%
HW=40%
>30%
not sampled or
less than 5 samples
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et al. 2002) or other zoonotic agents such as Trichinella sp.
(Nockler et al. 2005). Due to the general lower concentration
of antibodies in meat juice, sample dilutions were adjusted
accordingly (Halos et al. 2010; Nockler et al. 2005;
Wallander et al. 2015). The manufacturer’s instruction of the
applied ID Screen ELISA test on the one hand advices to use
a fivefold lower dilution of meat juice samples (1:2 rather
than 1:10 as for serum) and on the other hand also contains
an adjusted evaluation scheme for result interpretation from
meat juice. From this scheme, samples were considered
positive at a lower S/P ratio compared to serum.

Several recent studies about the serostatus of 7. gondii
in raccoons were performed on blood instead of meat juice
and using modified direct agglutination test (MAT) or direct
agglutination test (DAT) instead of ELISA (Dubey et al. 2007;
Heddergott et al. 2017; Hwang et al. 2007; Sato et al. 2011). A
previous study on raccoons showed indirect hemagglutination
test (IHAT) and latex agglutination test (LAT) inferior to
MAT in respect of reaction speed and sensitivity (Dubey
et al. 1993). Indirect ELISA is considered a suitable method
for the detection of antibodies to 7. gondii in porcine serum
and yielded similar or even better results than MAT (Gamble
et al. 2005). ELISA results from the present study were
compared to previous research considering varying factors
like sample size, study site, or applied serological test,
which were discussed to impact varying results (Dubey et al.
2021). Sample size may considerably impact the precision
of presented seroprevalence. Therefore, confidence intervals
should be considered when comparing results from different
studies, especially when sample size was low.

The results of this study, examining meat juice of 820 feral
raccoons in Germany by ELISA, revealed a total 7. gondii
seroprevalence of 48.5% (95% CI: 45.1-52.0). The only
previous survey also applying ELISA on meat juice to detect
antibodies of 7. gondii in raccoons in Germany reported
lower seroprevalence of 33.3% but was based on only 12
samples resulting in a broad 95% CI of 9.9-65.1 (Kornacka
et al. 2018) which means that the true prevalence of both
studies could be in the same range. Comparing only results
from the same region (the federal state Mecklenburg-Western
Pomerania), also, only a small number of samples was
examined in our study yielding similar results of 35.7% (5/14;
95% CI: 16.3-61.2). The observed overall seroprevalence of
48.5% is higher than in Mecklenburg-Western Pomerania
because some federal states like Thuringia, Hesse, and Lower
Saxony had prevalence above 50%.

For Hesse, another German federal state, previous studies
on raccoon blood reported seroprevalence of 26.0% by
THAT (13/50, no CI indicated) (Gey 1998), 36,4% (8/22;
CI: 95% 16.3-56.5), and 65.6% (61/93; CI: 95% 27.3-81.2)
by MAT (Heddergott et al. 2017; Heddergott and Miiller
2020). Compared to other federal states, we also found high
prevalence of 53.1% (93/175; CI: 95% 45.8-60.4) in Hesse.
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This value is not as high as the one reported by Heddergott
and Miiller (2020) but is based on a larger sample size and,
thus, more precise as indicated by the smaller 95% CI.
Besides sample size, the differences may be caused by the
different examination methods (ELISA versus MAT), the
examined sample material (meat juice versus blood), or
the different study sites within Hesse. In the present study,
seroprevalence of all regions combined was 48.5%, which
is higher than 38.3% (166/433) previously reported by
Heddergott et al. (2017) for Germany. As shown in Table 3,
seroprevalence greatly varies within national borders, an
effect which was similarly reported by others (Burridge et al.
1979; Graser 2008; Heddergott et al. 2017; Mitchell et al.
2006; Sato et al. 2011). Within Germany, seroprevalence
seems to decrease from west to east (Fig. 2) resulting in
low values in the neighbouring countries Poland (13.3%,
2/15; 95% CI: 1.7-40.5) and the Czech Republic (0%, 0/17;
95% CI: 0-19.5) (Kornacka et al. 2018). However, it should
be noted that only one limited area was sampled in these
countries and only few animals were examined at all.

Notably, the prevalence of 48.5% detected in this study
is comparable to reports from specific regions in the USA,
where seroprevalence ranges from 46.5 to 59.2% (Dubey
et al. 2007; Gerhold et al. 2017; Lindsay et al. 2001; Mitchell
et al. 1999), while it was considerably lower in studies from
other US regions and Canada (Fredebaugh et al. 2011;
Hwang et al. 2007; Smith et al. 1992), further supporting
the influence of region on seroprevalence.

Another commonly discussed influencing factor is
urbanization. It is assumed that in urban areas, cats are more
prevalent than in rural areas and may serve as a source of
environmental contamination with oocysts as source of
infection for raccoons. For example, a high seroprevalence of
84.4% was found in raccoons in an urban area of Northern
Virginia (Hancock et al. 2005). However, there is inconsistent
data to either support or reject that hypothesis. In our study,
we stratified sampled animals in regard to the degree of
urbanization into three groups based on the European
classification scheme (Eurostat 201 1) rather than dividing into
urban and rural. However, there was no correlation between the
degree of urbanization and seroprevalence, which is consistent
with the results of Heddergott et al. (2017). Moreover, Graser
(2008) and Heddergott and Miiller (2020) found lower
seroprevalence in raccoons in urban than in rural areas.

There is also ongoing discussion on a correlation between
high seroprevalence in raccoons and a high cat density, in
general. Hancock et al. (2005) discussed the high density
of cats in the sampling area and their oocyst excretion in
relation to the high prevalence in their study. This hypothesis
is supported by low seroprevalence values in Japan where
cat populations are low. Sato et al. (2011), Matoba et al.
(2002), and Yamaguchi et al. (2015) detected seroprevalence
values of only 9.4-13.7% in raccoons. This might be due to
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the used LAT method but more likely because of the virtual
absence of wild felids in Japan, except for the leopard cat
(Prionailurus bengalensis), which is found only on the
islands Tsushima and Iriomote (Macdonald et al. 2010).
Additionally, prevalence of 7. gondii in domestic cats is
similarly low in Japan (9.8%) (Maruyama et al. 2003).
Yamaguchi et al. (2015) found a significant higher prevalence
in raccoons living near rivers and sharing environment with
feral domestic cats. Facilitated by a higher cat density in
urban areas, Heddergott and Miiller (2020) also discussed
that raccoons and cats could get in closer contact in urban
areas sharing feeding sites. In other species, such as domestic
ruminants in the Mediterranean ecosystem, the presence of
cats has been found to be one of the main risk factors for
T. gondii infection (Almeria et al. 2018). Thus, degree of
urbanization itself may not be a risk factor to relate 7. gondii
seroprevalence to but rather depends on cat density.

Age was generally reported to be a risk factor for 7.
gondii infection because of the higher chance for contact to
the parasite with increasing living time (Jones et al. 2001;
Wilking et al. 2016). This was also found in several studies
for raccoons (Burridge et al. 1979; Graser 2008; Hill et al.
1998; Hwang et al. 2007; Mitchell et al. 1999; Smith et al.
1992). However, we did not observe a significant difference
in seroprevalence between adult and juvenile raccoons,
which is in line with Heddergott et al. (2017) as well as
Heddergott and Miiller (2020), and may be due to the very
low number of juveniles (17) compared to adults (801). This
imbalance can be explained by these samples originating
from a fur producing company, for which juveniles are
rarely used and, therefore, hunters almost only provide adult
animals. Since we only stratified into two age categories
based on dentition status, weight might be a better indicator
for already elapsed lifetime of the animals. Although there
are limitations like individual food shortage or disease,
raccoon weight generally increases with age (Gehrt and
Fritzell 1999) and may, therefore, be used as an indicator
for age as well as for food intake. Fur impacting disease
like canine distemper or prolonged food restriction can be
excluded for animals used in the present study since they did
not present adverse fur condition or poor general condition.
Weight showed a significant influence on serostatus, with
heavier animals being more likely seropositive (OR: 1.783).
This finding is consistent with other studies analysing
raccoon weight as well in Germany (Heddergott et al. 2017;
Heddergott and Miiller 2020) and Japan (Sato et al. 2011).

For raccoons, sex of the animals also seems to be a
potential risk factor. We observed significantly more
seropositive males than females. This is comparable with
early observations of Burridge et al. (1979). More recently,
Hwang et al. (2007) noted that adult males are more often
positive than juveniles of both sexes and discussed larger
home ranges and a higher mobility as probable reasons.
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Furthermore, males have a lower need for safety, they sleep
in more risky places, and have a larger range of motion than
females (Michler 2016). As a result, they also have a different
diet compared to female animals, which Engelmann et al.
(2011) confirmed by excrement examinations. Together, this
may result in an increased risk of exposure to 7. gondii for
males, explaining the observed result.

The noted significantly lower prevalence in autumn
compared to spring was also reported in previous studies
(Hill et al. 1998; Mitchell et al. 1999). Moreover, Hill
et al. (1998) found a correlation between season and age
of the animals, with large number of negative juveniles
entering the population during the period between spring
and autumn. Therefore, a large amount of young and, thus,
less likely infected animals are present in autumn compared
to spring. Additionally, the diet of free-ranging raccoons
greatly varies depending on season and food supply. During
autumn, raccoons are more actively feeding on vegetation
and crops, while the primary diet in spring is of animals
source comprising vertebrates as well as invertebrates
(Engelmann et al. 2011). These raccoons’ prey animals are
known to transmit 7. gondii through tissue cysts or oocysts,
respectively (Dubey 2021).

The observed high seroprevalence indicates that 7.
gondii is widespread in the German raccoon population
and that they might be a relevant source of human 7. gondii
infection during consumption of raccoon meat or fur
production handling. Future studies focusing on methods
for direct detection of the parasite in meat should be
performed to better assess the potential public health risk.
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Abstract

Because the number of wild raccoons in Germany is increasing constantly, it appears to be economic reasonable to use their
meat as food. For this purpose, it is essential to generate data regarding the pathogen load of the meat to be consumed and
handled. It is known that raccoons, particularly in Germany, show a high seroprevalence of Toxoplasma gondii. Because
serological data only indicates contact of a host to a parasite additional direct detection is needed to prove presence of
parasitic stages in particular tissues. Therefore, a total of 150 samples from raccoons with known serostatus were tested and
quantified using magnetic-capture real-time PCR for Toxoplasma gondii. As it represents potentially consumption-relevant
parts of raccoons, meat from forelimb and hindlimb was examined. Samples were stratified into three groups based on the
animals’ serostatus (each 50 negative, low positive, and high positive). All samples from seronegative animals were found
negative by MC-PCR as well. In a total of 56 meat samples from 100 seropositive animals, 7. gondii DNA was detected.
Statistically significant more samples were positive by MC-PCR in the high positive than in the low positive serostatus group
(38/50 vs. 18/50, p <0.0001). Furthermore, samples from the former group were also found to have statistically significant
higher DNA equivalent values compared to samples from the low positive serostatus group (p <0.0001). These results suggest
that meat from seropositive raccoons may contain considerable numbers of 7. gondii presenting a potential public health risk
for humans whilst handling and consumption.

Keywords Wildlife - Game - Zoonosis - DNA - MC-PCR

Introduction 2012). Additionally, the infectious oocysts can be transmitted

through ingestion of contaminated food, soil, or water by
Toxoplasma gondii is a coccidian parasite, which can  cat faeces (Jones et al. 2014). Toxoplasmosis usually stays
probably infect all warm-blooded animals as intermediate  subclinical or is accompanied by mild symptoms of illness
hosts and cats as definitive hosts (Tenter et al. 2000). Whilst ~ like fever, malaise, and lymphadenopathy. However, in
only Felidae excrete oocysts, all warm-blooded animals  people with pre-existing disease or immunosuppression,
can accommodate tissue cysts in brain or muscles (Dubey severe disease processes with neurologic involvement, most
2022). Humans can become infected by a wide range of ~ commonly due to encephalitis, and up to mortality may occur
exposures. Tissue cysts containing infectious bradyzoites  (Jones et al. 2014). Primary maternal infection can lead to
can be taken up through contaminated raw or undercooked  transmission of the parasite to the foetus and a wide range of
meat of food-producing animals or wildlife (Jones and Dubey  clinical manifestations like ocular disease, hydrocephalus,
and intracerebral calcifications, or even abortion may arise
(Dubey 2022). Due to its medical and veterinary importance,
T. gondii is considered one of the most well-studied parasites
>0 Lydia Engel (Dubey 2022). However, many studies on food-producing
lydia.engel @ vetmed.uni-leipzig.de animals and game are mainly focusing on the presence of
Institute of Food Hygiene, Faculty of Veterinary Medicine, antlb(fdles (Berger—Schocvh et al. 2011; Bier et al. 2020;
Leipzig University, An den Tierkliniken 1, 04103 Leipzig, Lundén et al. 2002; Racka et al. 2015). Furthermore,
Germany economic and public health aspects regarding wild canids
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and other carnivores like raccoons, which are mainly raised
for fur or meat production, have also been discussed recently
(Dubey et al. 2021).

The raccoon (Procyon lotor) originated in North America
and became established in Europe at the beginning of the
past century (Kauhala 1996; Lutz 1995). As the spread
increased strongly from the 1970s onwards (Lutz 1995),
population management measures have become more and
more important since this uncontrolled distribution (Beltran-
Beck et al. 2012; Salgado 2018). Along to this, the German
Hunting Association (DJV) has recorded a strong increase
in the annual hunting bag data, from about 8000 in the year
1999/2000 to more than 200,000 in 2019/2020 (German
Hunting Association 2021). With the increasing popularity
of eating game (German Hunting Association 2019), the
use of raccoon meat may also be increasingly conceivable,
as well as in other countries such as the USA, even though
raccoon is still consumed less than the usual game species
there (Burger 2000; Gaines et al. 2000; German Hunting
Association 2020; Goguen and Riley 2020). However,
raccoon meat consumption is rather rare in Germany, but
is considered to be a delicacy amongst hunters (German
Hunting Association 2020).

Using serological analyses, a large number of individ-
uals can be examined at low cost, so these are preferred
for screening (Opsteegh et al. 2011). A positive serologi-
cal result only indicates exposure to the parasite, but does
not confirm presence of the parasite in host tissues (Dubey
2022). However, the presence of antibodies may indicate an
infection risk by consuming meat, if there is a strong corre-
lations between the presence of antibodies against T. gondii
and tissue cysts (Opsteegh et al. 2011). This correlation can
be different in the various host species. Whilst strong cor-
relations were found for pigs and sheep (Dubey et al. 2008;
Gamble et al. 2005; Opsteegh et al. 2010), this was not the
case for cattle (Opsteegh et al. 2011). Therefore, it is needed
to examine such correlation for a specific species, i.e. the
raccoon. Additionally, different parts of the organism may
be affected to varying degrees by tissue cysts (Dubey 2022;
Koethe et al. 2015; Tenter et al. 2000). Thus, to assess the
human health risk, 7. gondii infestation of consumption-
relevant meat parts from raccoons needs to be evaluated.

Recent studies demonstrated a high seroprevalence of
T. gondii in German raccoons (Engel et al. 2022; Hedder-
gott et al. 2017; Heddergott and Miiller 2020). However,
seropositive animals do not immediately pose a risk to
humans, as they do not always harbour tissue cysts with
infectious parasites (Halos et al. 2010). Nevertheless,
when performed conventionally, essential direct detection
is laborious, costly, and insufficiently sensitive (Algaba
etal. 2017). Due to this, there is not much published infor-
mation on PCR for T. gondii in rarely consumed species
like raccoons. For naturally infected feral raccoons, one
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study was conducted in Poland using a conventional PCR
to analyse brain, lung, and heart of the animals for T. gon-
dii DNA (Kornacka et al. 2018). However, conventional
DNA extraction methods are not very sensitive as only
small amounts of tissue with a maximum of 50 mg can
typically be examined and the distribution of T. gondii
tissue cysts is non-homogeneous in hosts (Opsteegh et al.
2010). Due to a lack of sensitivity, Opsteegh et al. (2010)
developed a method in which up to 100 g of tissue can be
analysed for the presence of T. gondii DNA, by sequence-
specific DNA extraction using magnetic capture followed
by real-time PCR. Since then, this magnetic-capture PCR
(MC-PCR) has been successfully applied to various animal
species or animal products with several minor modifica-
tions and different experimental setups (Gomez-Samblas
et al. 2015; Hosein et al. 2016; Jurankovi et al. 2013;
Koethe et al. 2015; Nicholas et al. 2018; Stollberg et al.
2021). Additionally, real-time quantitative PCR (qPCR)
offers the advantage for quantification of parasite DNA.
In general, PCR methods itself are sensitive, as they can
detect DNA from as few as one tachyzoite, specific, and
enable quick diagnosis (Dubey 2022). Since there are dif-
ferent types of PCR, quantitative MC-PCR was found to
be the most sensitive method for detecting 7. gondii DNA
(Stollberg et al. 2021). Because of the high seroprevalence
of German raccoons (Engel et al. 2022; Heddergott et al.
2017; Heddergott and Miiller 2020), this study focuses on
direct detection of T. gondii DNA in consumption-relevant
raccoon meat by MC-PCR to provide more relevant infor-
mation for future human health risk evaluation. To the
authors’ knowledge, this is the first time MC-PCR was
performed on raccoon meat.

Material and methods
Meat samples

Raccoons were gathered for sampling as previously
detailed by Engel et al. (2022). Based on serologi-
cal investigations performed previously by Engel et al.
(2022), according to enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) results, animals were stratified into three
groups. One group comprised seronegative animals with
a sample to positive control (S/P) ratio < 8%. The other
groups comprised either low positive animals with an
S/P ratio between 30 and 60% or high positive ones with
an S/P ratio > 120%. From each group, 50 raccoons were
randomly chosen and sampled for molecular diagnostics.
For sampling, each one previously frozen forelimb and
hindlimb of every animal were defrosted for 2 days in a
refrigeration chamber at 1 °C.
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Magnetic-capture DNA extraction and real-time PCR

Samples were prepared and DNA was extracted by magnetic
capture as described by Opsteegh et al. (2010) using minor
modifications (Koethe et al. 2015) as well as some additional
slight deviations. Approximately 100 g (67.1-116.2 g) meat
sample (free of fat and connective tissue), which was com-
posed of approximately 75% of the hindlimb and 25% of
the forelimb due to meat availability, was used for further
examination.

T. gondii tachyzoites (ME 49) were kindly provided
from Institute of Parasitology, Faculty of Veterinary
Medicine, Leipzig University, in Dulbecco Modified Eagle
Medium (including 10% foetal bovine serum, 1% penicillin/
streptomycin). To generate quantification standards and
control samples for each magnetic-capture (MC) DNA
extraction, meat from nine seronegative raccoons (S/P
ratio < 4%) was demonstrated T. gondii DNA-free by
MC-PCR, pooled, and split into 10-g aliquots. Tachyzoites
were serially diluted in phosphate buffered saline (PBS)
and added at a final concentration of 10° to 10% per 10 g of
negative raccoon meat aliquot for quantification standards.
For these standards, DNA was extracted by magnetic capture
and thereupon included in every PCR run to calculate the
amount of T gondii in the examined sample. Additionally,
for every MC-DNA extraction approach a 10-g meat
aliquot was spiked with 10? tachyzoites to serve as positive
extraction control. Another 10-g meat aliquot without
tachyzoites was included as negative extraction control. By
comparing the resulting sample cycle threshold value (C,
value) with the standards the quantity of 7. gondii genome
equivalents of each sample was calculated (StepOnePlus
software, Life Technologies, Germany) and adjusted to
determine the number of genome equivalents per 100 g of
meat, expressed as log,, values. Qualitatively, MC-PCR
results with C, values <35 were considered positive, and
samples with C, values >40 were regarded as negative. From
samples with C, values between 35 and 40, the respective
amplification curves were visually inspected and considered
negative when no typical amplification course was observed.

Statistics

The statistical analyses were performed by Prism9 Software
(GraphPad Software, LLC, USA). Low and high positive
serostatus groups were compared by chi-square test regard-
ing qualitative PCR results. To analyse for differences
between these two groups in respect to genome equivalents
per 100 g meat, quantitative PCR results were compared
by t-test after confirmation of Gaussian data distribution.
The Spearman correlation coefficient (rg) was determined
to describe the relationship between S/P ratio and DNA

equivalents present in 100 g meat. In general, p <0.05 was
regarded statistically significant.

Results

In 56 of 150 examined raccoon meat samples 7. gondii DNA
was detected by MC-PCR. All of the 50 serologically nega-
tive animals were also found to be negative for T. gondii
DNA. Out of the serologically low positives (30-60% S/P
ratio), 18 samples (36%) were MC-PCR positive, whilst
38 out of the 50 analysed samples from the high positive
serostatus group (76%) were found to contain T. gondii
DNA. Statistically, significantly more positive samples were
detected in the high positive serostatus group (chi-square
test, p <0.0001). Detailed results are shown in Table 1.

In samples with high S/P ratios statistically significant
higher DNA equivalent values were detected compared to
MC-PCR positive samples with lower S/P ratio (4.688 vs.
3.610 log,,; p<0.0001). In general, the amount of 7. gondii
DNA equivalents amongst the MC-PCR positive samples
ranged from 2.622 log,, (S/P ratio of this sample: 30.02%)
to 6.352 log,, (S/P ratio: 177%) per 100 g meat. Details on
quantitative results are shown in Fig. 1.

Based on the quantitative MC-PCR results of the herein
analysed samples, there was a positive correlation between
S/P ratio and DNA equivalents (rg=0.5439, p <0.0001),
which is illustrated in Fig. 2.

Discussion

Generally, in many studies 7. gondii DNA was detected
in samples from seropositive animals, including wildlife
(Dubey 2022). Particularly for Germany, foxes (Vulpes
vitlpes) (Herrmann et al. 2012),wild boars (Sus scrofa), roe
deer (Capreolus capreolus), and red deer (Cervus elaphus)
were shown to contain 7. gondii DNA (Stollberg et al. 2021).
For raccoons, Kornacka et al. (2018) recently detected T.
gondii DNA in typical predilection sites of seropositive ani-
mals by conventional PCR, especially in the brain but also in
lungs and hearts. Based on only a few samples, they reported

Table 1 Qualitative MC-PCR results of raccoon meat samples
erouped by serostatus of the originating animals

MC-PCR result Serological result (S/P ratio)

Negative  Low positive  High positive  Total
(<8%) (30-60%) (> 120%)
Positive 0 18 38 56
Negative 50 32 12 94
Total 50 50 50 150
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Fig. 1 Box-and-whisker diagram of quantitative MC-PCR result dis-
tribution in the low and high positive serostatus groups. Minimum,
25% percentile, median, 75% percentile, and maximum are displayed
from 18 (low positive serostatus) or 38 (high positive serostatus) MC-
PCR positive samples
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Fig.2 Scatter diagram of quantitative MC-PCR results (log,, values)
depending on serological results (S/P ratio). Best-fit line from linear
regression and Spearman correlation coefficient (rg) are displayed

detection of T. gondii DNA in 50% (3/6) of serologically
positive animals originating from Poland and Germany.
Using the more sensitive MC-PCR method, we detected T.
gondii DNA in meat samples of 56% (56/100) of serological
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positive raccoons. Further investigations in German wild-
life made comparable findings, where approximately 52%
(24/46) of wild boar and 41% (7/17) of roe deer samples
were serological positive as well as DNA positive by PCR
(Stollberg et al. 2021).

A higher agreement was detected in Canadian foxes with
approximately 69% (11/16) of serological positives which
were positive by MC-PCR as well (Nicholas et al. 2018).
A much lower proportion of DNA positives in serological
positive red foxes from Italy (approximately 8%, 8/102) was
reported by Verin et al. (2013). Similar low agreements were
found for German foxes by Herrmann et al. (2012), who
observed DNA in 48 out of 301 (16%) serological posi-
tive animals by conventional PCR. Analysing German red
deer, Stollberg et al. (2021) also found a comparable low
proportion of PCR positive results on seropositive animals
(25%). However, only single animals of red deer have been
tested (n=4) in that study. A high detection rate of DNA in
serologically positive samples, e.g. as detected by Nicholas
et al. (2018) with 69%, might be caused by different fac-
tors. They also used the sensitive MC-PCR method for DNA
detection but examined tissues like brain and heart that are
known to be predilection sites in many species (Jurdnkovi
et al. 2014a, 2015; Koethe et al. 2015; Santoro et al. 2019),
which might account for the higher detection rate compared
to our results in skeletal muscle samples. MC-PCR is still
not commonly used in animals or meat products, as it is a
very laborious and expensive investigation. However, this
type of DNA extraction was repeatedly found to be con-
siderably more sensitive than conventional ones (Jurankova
et al. 2014b; Opsteegh et al. 2010). Using conventional PCR
can, therefore, be a reason for lower DNA detection rates in
seropositive animals.

To detect T. gondii DNA in meat products, especially for
products that are usually uncooked, it is possible to apply
MC-PCR as well. For example, it was successfully deployed
for the examination of serrano ham, which was found to
contain 7. gondii DNA with a prevalence of approximately
9% (Gomez-Samblas et al. 2015). However, MC-PCR is
performed mostly on predilection sites of 7. gondii, which
are expected to have a higher prevalence than examining
skeletal muscle. Whilst this is reasonable for general para-
sitic investigations the aim of this study was to contribute
knowledge on prevalence and quantity of 7. gondii in rac-
coon meat parts that are relevant for potential consumption.
Different sample material may also account for differences
in DNA detection rates.

Additionally, differences on the level of agreement
between serostatus and DNA prevalence may be due to
the corresponding antibody level and the applied method
of serological examination. In this study, animals were
stratified according to serological status into serological
low positive and high positive based on previous ELISA
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results (Engel et al. 2022). Different serological methods
may include distinct discrimination levels, which could lead
to a different categorization of serological results and, thus,
to a different level of agreement. To date, the dynamics of
antibody response following contact with the parasite in rac-
coons are not well known. Thus, the extent to which a cur-
rent serostatus information is reliable for the infection status
of a raccoon is uncertain.

All serologically negative raccoons examined in this
study also proved negative in MC-PCR. For raccoons, Kor-
nacka et al. (2018) identified 44% (15/34) serologically
negative animals to contain T. gondii DNA in animal pre-
dilection sites, which is contrary to our observations, but is
similar to previous investigations for other animals. Nicholas
et al. (2018) found 30% (7/23) of serological negative foxes
in Canada to be positive by MC-PCR for T. gondii DNA.
This might be because they examined the predilection sites
of animals, where tissue cysts are usually most common.
Furthermore, we only investigated animals with a very low
S/P ratio (< 8%) for the seronegative group, whilst all ani-
mals with an S/P ratio <25% are regarded negative accord-
ing to the manufacturers’ instructions, Kornacka et al. (2018)
used the same test and it must be assumed that seronegative
animals from their study have a broader S/P range compared
to the seronegative animals in our study. Similar findings
were made previously for other animals, using serological
examinations and bioassay. Seronegative pigs rarely also
harboured infectious 7. gondii stages (Dubey et al. 1995)
which was later discussed to be because of a very recent
infection or of a decrease of antibodies to an undetectable
level (Dubey 2022).

In this study, we detected a positive correlation between
antibody level and presence of T. gondii DNA. For 36% of
the serologically low positive animals and for 76% of the
serologically high positive animals, 7. gondii DNA could be
detected. Similar observations were made for other species
as well. In chickens, a correlation was observed between
serological status and pathogen isolation. The frequency of
T. gondii isolation increased sharply with rising MAT titres;
whilst only 61% were isolated at low titres, it was already up
to 75% at high titres using a bioassay (Dubey et al. 2016).
This leads to the conclusion that higher seroprevalence titres
are related to higher parasite loads (Dubey 2022).

However, results strongly depend on the examined tis-
sue, DNA extraction method, PCR method (Dubey 2022),
and the amount examined, as it is known that 7. gondii is
not homogeneously distributed in organisms (Opsteegh et al.
2010). For detection of infectious parasites, a bioassay, e.g.
together with a cell culture, is necessary which is very time-
consuming, associated with high costs, and requires the use
of laboratory animals (Algaba et al. 2017; Dubey 2022).
Using PCR, only DNA detections are obtained. The mate-
rial costs of MC-PCR are higher than for conventional DNA
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extraction, which is usually performed with a special kit but
they are not as high as for a bioassay (Opsteegh et al. 2010).
Thus, MC-PCR can be used as an alternative to bioassay
in respect to detection and genotyping of T. gondii, and to
quantify the organism in meat samples of various source
(Opsteegh et al. 2010).

For wild animals in Germany, the examination of
tissue by MC-PCR showed the best agreement for DNA
detection in relation to serological examinations (Stollberg
et al. 2021). For sheep and lambs, there was a statistically
significant increase in the probability of isolating T. gondii
in skeletal muscle with increasing sample size per animal
(Rani et al. 2020). Since in conventional PCR only a few
milligrams or up to a few grams of meat can be examined, an
MC-PCR has a significantly higher probability for detecting
parasite DNA when using up to 100 g meat.

Finally, we observed skeletal muscle tissue as meat for
potential human consumption. Since for different animal
species brain and heart were found to be the main predilection
sites for 7. gondii tissue cysts (Jurankova et al. 2014a, 2015;
Koethe et al. 2015; Santoro et al. 2019) we may underestimate
the general prevalence of T. gondii DNA in raccoons. However,
the focus of this study rather was the detection of parasite
burden in consumption relevant parts of raccoons to provide
knowledge for further public health evaluations on this kind
of meat. We found that meat from seropositive raccoons may
contain up to about 6 log,, of T. gondii equivalents. Based
on the modelling of Guo et al. (2016) this number would be
sufficient for a high probability of infection in humans.

Conclusion

Previous seroepidemiological research proved a high presence
of T. gondii in German raccoons. In addition, we showed a
high detection rate of T. gondii DNA in meat from seropositive
raccoons. Seropositive animals could harbour considerable
numbers of T. gondii, where antibody titre is positively
correlated with DNA amount. If the parasites in meat are also
likely to be infective, appropriate care must be taken to avoid
infection and the meat has to be sufficiently heated before
consumption. To better assess the public health risk posed
by raccoon meat, further investigations, such as bioassay for
evaluation of parasite infectivity, need to be performed.
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4 Diskussion

Die Infektion mit T. gondii stellt insbesondere fur Immunsupprimierte und Schwangere,
vorrangig den FoOtus einer seronegativen Mutter, ein erhebliches Gesundheitsrisiko
dar. Die Folgen der Erkrankung kdnnen bis hin zum Tod flihren. Aufgrund dessen sind
Daten zur Ermittlung des humanen Risikos fir eine Erkrankung unerlasslich. Die
horizontale Erregertubertragung durch Lebensmittel, vornehmlich der Verzehr von
Fleisch oder Fleischprodukten infizierter Tiere, welche nicht ausreichend erhitzt
wurden und Gewebezysten enthalten, gehort zu den wichtigsten Infektionsquellen
(BARIL et al. 1999; COOK et al. 2000; SCALLAN et al. 2011). Unzureichend erhitztes
Fleisch, vor allem von Wildtieren, erwies sich dabei wiederholt als Ursache klinischer
Symptome (CARME et al. 2002; ROSS et al. 2001). Die Exposition der
lebensmittelliefernden  Tiere mit T.gondii unterscheidet sich je nach
Haltungsbedingungen und der Ernahrungsgrundlage. Dartber hinaus variiert die
Anzahl und die Verteilung der Gewebezysten in den verschiedenen Tierarten nach
erfolgter naturlicher Infektion (TENTER 2009; TENTER et al. 2000). Entsprechend ist
das Gefahrdungspotential, welches von dem Fleisch der Tiere ausgeht,
unterschiedlich hoch einzustufen (COOK et al. 2000; PETERSEN et al. 2010). Somit
ist die Ermittlung von Daten zur Pravalenz und damit assoziiert Informationen Uber die
Infektiositat des Erregers unerlasslich, um zielorientiert Malinahmen zur Vermeidung
einer humanen Infektion ergreifen zu kénnen.

In Deutschland zahlen Waschbaren zu den invasiven Arten (NEHRING und
SKOWRONEK 2020). Aufgrund fehlender natirlicher Feinde wachst die Population in
den letzten Jahrzehnten stark an. Von Waschbaren geht eine Gefahr aufgrund ihrer
Vorliebe fir Vogeleier, sowie Jungvogel, Fledermause, Fische, Reptilien und
Amphibien aus. Die Pravention und das Management mit gebietsfremden Tierarten,
wie Waschbaren, ist in Deutschland gesetzlich geregelt. Beseitigungs- und
Kontrollmallnahmen umfassen vornehmlich den Lebendfang mit Fallen und den
Abschuss durch zertifizierte Jager (ANON. 2014; NEHRING und SKOWRONEK 2020).
Zum Teil werden die aktuellen Regulationsmaflinahmen der Waschbarenpopulation
mittels Jagd jedoch kritisiert und es wird ein umfangreiches Pradatorenmanagement
zum Schutz heimischer Arten gefordert. Das Zusammenleben mit Waschbéren sollte
laut MICHLER und MICHLER (2012) besser unterstitzt werden. Es wird diskutiert,
dass die Waschbéaren sich anpassen und bei zunehmender Jagd ihre
Fortpflanzungsrate erhtéhen, dartber hinaus mehr weibliche Nachkommen
produzieren, welche wiederum schnell gebarfahig sind und eigene Nachkommen
zeugen. Demzufolge stehen Einzelbeobachtungen von Raubziigen der Waschbéren
auf Vogelnester im Kontrast zu Beobachtungen einer friedlichen Koexistenz zwischen
Vogeln und Waschbaren (MICHLER und MICHLER 2012). Aktuell wird in Deutschland
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dennoch die Einddmmung der Population mittels jagdlicher MaRhahmen préaferiert und
ist gesetzlich geregelt (ANON. 2014; ANON. 2016; NEHRING und SKOWRONEK
2020). Die Bejagung der Waschbéaren wird zum Teil als MaRnahme zur Eindammung
von Krankheitserregern angesehen (BURGER 2000). Dadurch fallt speziell in
Deutschland eine grof3e Anzahl erlegter Tiere an, was sich in den Streckendaten des
DJV wiederspiegelt (DJV 2022). Im Rahmen der Nachhaltigkeit stellt sich die Frage
nach der weiteren Nutzung der Tierkorper nach dem Erlegen. Derzeit wird der Balg
der legal durch lokale Jager erlegten Waschbaren zum Teil fir die Pelzproduktion von
den Jagern privat weiterverwertet, oder in die Produktion bei verschiedenen
kommerziellen Kirschner Betrieben, wie ,Fellwechsel.org“ gegeben. Das Fleisch der
Tiere wird aktuell nur von wenigen Jagern als Wildbret genutzt, gilt aber gleichwohl als
sehr delikat (DJV 2020; FELLWECHSEL 2022; FISSER 2020). In den USA ist es, vor
allem unter Jagern, eher tblich Waschbéarenfleisch zu konsumieren, wenn auch die
Menge geringer ist als bei anderen Wildtierarten (BURGER 2000; GAINES et al. 2000;
GOGUEN und RILEY 2020). Vorwiegend im Sudosten der USA ist Waschbéarenfleisch
und die Pelzproduktion aus den erlegten, wild lebenden Waschbaren sehr beliebt
(AKCAKAYA et al. 2008; GAINES et al. 2000). Wenn der Konsum von
Waschbarenfleisch demnach aktuell auch in Deutschland eine zunehmende Option
darstellt, sollten Daten generiert werden, die die Belastung der deutschen
Waschbarenpopulation mit zoonotischen Krankheitserregern darstellen. Damit kénnen
entsprechend praventive MalRnahmen ergriffen werden, die dabei nicht zwingend
gegen die Nutzung als Wildbret sprechen miissen.

Waschbaren haben als Allesfresser ein hohes Risiko, sich mit verschiedenen
Krankheitserregern zu infizieren. Sie fungieren als Indikatoren fur Zoonosen sowie
Umweltkontaminationen (BIGLER et al. 1975) und wurden Uberdies als Sentineltiere
fur T.-gondii-Infektionen beschrieben (DUBEY et al. 2021). Unter anderem wurden bei
Waschbaren in Europa Endoparasiten wie der Waschbarspulwurm (Baylisascaris
procyonis), Trematoden wie Metorchis spp., Viren wie das Parvovirus und das
Hundestaupevirus, der Dunkersche Muskelegel (Alaria alata) (MAAS et al. 2021;
RENTERIA-SOLIS et al. 2018; RENTERIA-SOLIS 2015; RENTERIA-SOLIS et al.
2013) und in seltenen Fallen Trichinella spp. detektiert (CYBULSKA et al. 2020;
CYBULSKA et al. 2018). Aufgrund der starken Durchseuchung mit Krankheitserregern
kénnen Waschbaren Erkrankungen, die zuvor in bestimmten Gebieten nicht pravalent
waren, verbreiten und damit eine potentielle Gesundheitsgefahrdung fir den
Menschen darstellen. So verhélt es sich exemplarisch in den Niederlanden mit der
Einschleppung des Waschbérspulwurmes (Baylisascaris procyonis) (MAAS et al.
2021).

In dieser Arbeit erwiesen sich mittels serologischer Untersuchung (ELISA) des
Fleischsaftes 48,5 % (398) der analysierten 820 Waschbaren als seropositiv fur
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Toxoplasma gondii. Als Risikofaktoren bezugnehmend auf das Vorhandensein
T.-gondii-spezifischer Antikbrper wurde das mannliche Geschlecht, die saisonale
Erlegung der Tiere im Spatwinter bzw. Frihling sowie ein hohes Gewicht der Tiere
ermittelt. Aufgrund des groRen Anteils der seropositiven Waschbéren, ist das Risiko
entsprechend hoch, ein Tier, welches zuvor Kontakt mit T. gondii hatte, zu erlegen.
Die Wahrscheinlichkeit, dass das Tier seropositiv ist, ist entsprechend héher, wenn es
mannlich ist, ein hohes Gewicht hat oder im Spatwinter bzw. Frihling geschossen
wurde.

Die in dieser Studie detektierte Seropravalenz der untersuchten Waschbaren ist
vergleichbar zu einer kirzlich durchgefuhrten Studie in Deutschland mit einer deutlich
geringeren Probenanzahl (HEDDERGOTT et al. 2017) und Teilen der USA, wo eine
T.-gondii-Seropravalenz von 46,5-59,2 % in Waschbaren nachgewiesen wurde
(DUBEY et al. 2007; GERHOLD et al. 2017; LINDSAY et al. 2001; MITCHELL et al.
1999). In anderen Gebieten der USA und Kanada wurden weitaus hohere Werte
ermittelt (FREDEBAUGH et al. 2011; HWANG et al. 2007; SMITH et al. 1992). Jedoch
beeinflusst die Anzahl der Proben die Préazision der Ergebnisse erheblich. Aufgrund
dessen sollte immer das Konfidenzintervall mit in Betracht gezogen werden. Wenn in
einer Studie lediglich 12 Tiere untersucht werden, wie bei MITCHELL et al. (1999),
wird das Konfidenzintervall eine sehr groRe Spanne haben, dieser Aspekt sollte
entsprechend in die Ergebnisbewertung mit einflieBen. Darlber hinaus beeinflussen
die Risikofaktoren eine Studie. Werden vornehmlich Tiere untersucht die Ublicherweise
haufiger Erregerkontakt haben, wie mannliche Tiere, kbnnte die Gesamtseropravalenz
Uberschatzt werden.

Bei derzeitig fur den Konsum beliebten Wildtierarten in Deutschland wurde eine
deutlich geringere Pravalenz vergleichend zu den in dieser Studie untersuchten
Waschbaren ermittelt. HEDDERGOTT et al. (2018a) detektierten 22,5 % der
untersuchten Mufflons (Ovis orientalis musimon) als seropositiv fur T. gondii. Bei
Rehwild (Capreolus capreolus) wurde eine Seropravalenz von 6,8-29,1 % ermittelt, bei
Rotwild (Cervus elaphus) 5,6 % und bei Wildschweinen (Sus scrofa) 14,3-24,4 %
(BIER et al. 2020; HEDDERGOTT et al. 2018b; STOLLBERG et al. 2021). Bei einer
Untersuchung von Wildschweinen in Polen wurde eine Seropravalenz von 37,7 %
festgestellt (KORNACKA et al. 2020). Diese serologischen Untersuchungen belegen
die weite Verbreitung von T. gondii bei jagdbarem Wild in Deutschland und den
angrenzenden Landern. Der Verzehr von unzureichend erhitztem Wildbret stellt ein
potentielles Gesundheitsrisiko dar (KORNACKA et al. 2020; STOLLBERG et al. 2021).
Da Wildschweine &hnlich wie Waschbéren Allesfresser sind, ist es naheliegend, dass
sie eine hohere Exposition haben, mit dem Erreger in Kontakt zu treten, als reine
pflanzenfressende Wildtiere (BIER et al. 2020). Darlber hinaus sind Fuchse, die eine
hohe Stufe in der Nahrungskette einnehmen, einer erhéhten Exposition ausgesetzt.
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Fur Fuchse in Deutschland konnte eine entsprechend hohe Seropréavalenz von 79,2 %
ermittelt werden (HERRMANN et al. 2012).

Bezugnehmend auf die Serologie ist die Antikérperkonzentration im Fleischsaft
deutlich geringer als im Serum bzw. Plasma. Folglich muss die Verdinnung im Verlauf
der serologischen Untersuchung angepasst werden (HALOS et al. 2010; NOCKLER
et al. 2005; WALLANDER et al. 2015). Dariber hinaus unterscheidet sich im
Fleischsaft die Antikérperkonzentration je nach verwendetem Gewebe bzw.
Muskulatur, woraus der Fleischsaft gewonnen wurde. So waren die serologischen
Ergebnisse bei Puten mittels Fleischsaft, der aus Brustmuskulatur, Hinterbein und
Herz generiert wurde, adaquat der Ergebnisse des Maus-Bioassays (SCHARES et al.
2018). Wenn dies beachtet wird, kann Fleischsaft vor allem bei lebensmittelliefernden
Tieren adaquat zum Monitoring angewendet werden (WINGSTRAND et al. 1997).

Ein Nachweis von Antikorpern ist nicht immer mit einem Verbraucherrisiko assoziiert.
Dementsprechend wird damit der Erregerkontakt bestatigt, lasst aber keinen
Ruckschluss auf eine Gewebezystenprasenz zu. Der Zusammenhang zwischen dem
Erregerkontakt und dem Vorhandensein von Gewebezysten variiert in den
verschiedenen Tierarten, wie bei Rindern, deren Seropravalenz ublicherweise hoch
war, jedoch nur sehr selten T.-gondii-DNA nachgewiesen wurde (TENTER und
FEHLHABER 2002; TENTER et al. 2000). Bei Schweinen und Schafen korrelierte die
Seropositivitat im Gegensatz dazu sehr stark mit der Prasenz von Gewebezysten
(OPSTEEGH et al. 2011; TENTER 2009). Weiterhin ist die Korrelation zwischen
serologischem und molekularbiologischem Ergebnis stark abhangig von der
untersuchten Tierart, der angewandten Untersuchungsmethode, dem generiertem
Probenmaterial und der Ausgangsmenge bzw. Konzentration (OPSTEEGH et al.
2010). Es wurde bestéatigt, dass bei der Verwendung groRerer Gewebemengen fur
eine DNA-Extraktion deutlich haufiger positive Ergebnisse erzielt werden konnen
(OPSTEEGH et al. 2010; STOLLBERG et al. 2021). Dies ist auf die inhomogene
Verteilung der T.-gondii-Gewebezysten zurtickzufihren (OPSTEEGH et al. 2010). Es
besteht eine hohere Wahrscheinlichkeit, eine Gewebezyste in dem zu untersuchenden
Material inkludiert zu haben, je gro3er die untersuchte Ausgangsmenge ist.

Folglich wurde im Rahmen dieser Studie, neben dem serologischen Nachweis von
Antikdrpern, die konsumrelevanten Fleischteile der Waschbaren auf das
Vorhandensein von T.-gondii-DNA untersucht und so mittels real-time-PCR parasitare
DNA in den konsumrelevanten Fleischteilen nachgewiesen. Dafir wurden insgesamt
150 der Proben mit bekanntem Antikdrpertiter untersucht. Die Einteilung der Proben
erfolgte entsprechend des serologischen Status in drei verschiedene Gruppen. Dabei
wurden jeweils 50 serologisch negative Proben, 50 serologisch niedrigpositive Proben
und 50 serologisch hochpositive Proben ausgewéhlt. Die DNA-Extraktion erfolgte
mittels far T. gondii hoch sensitiver magnetischer Separation (englisch: Magnetic
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Capture, MC). Bei dieser Methode koénnen bis zu 100 g Muskelfleisch untersucht
werden, was entsprechend die Prazision der Ergebnisse steigert. Nach erfolgter
DNA-Extraktion wurde eine quantitative real-time-PCR durchgefihrt. Folglich wurde in
den Gliedmal3en serologisch negativer Tiere keine T.-gondii-DNA nachgewiesen. In
Tieren mit einem hochpositiven Serostatus wurde statistisch signifikant héaufiger
T.-gondii-DNA nachgewiesen als bei Tieren mit einem serologisch niedrigpositiven
Ergebnis. Mittels Quantifizierung liel3 sich eine positive Korrelation des Serostatus der
Waschbaren mit den vorhandenen parasitaren DNA-Aquivalenten in den GliedmafRen
ermitteln. Bei Tieren mit einem serologisch hochpositiven Ergebnis wurden statistisch
signifikant mehr DNA-Aquivalente nachgewiesen als bei Tieren mit einem serologisch
niedrigpositiven Status.

Schlussendlich wurde in einer nicht unerheblich groRen Anzahl der untersuchten
Waschbéarengliedmal3en T.-gondii-DNA nachgewiesen. Insgesamt 56 der 100
untersuchten serologisch positiven Proben enthielten Toxoplasmen-DNA. Dabei
enthielten die GliedmalRen serologisch hochpositiver Tiere ofter und mehr
T.-gondii-DNA im Vergleich zu den serologisch niedrigpositiven Tieren. Im
Allgemeinen lag die Anzahl der nachgewiesen T.-gondii-DNA-Aquivalente der
MC-PCR-positiven Proben zwischen 2,622 logio und 6,352 logio pro 100 g Fleisch. Die
minimal infektiose Dosis flur den Mensch ist nicht genau bekannt. Experimentellen
Studien zufolge reicht bei Katzen ein Bradyzoit und bei Mdusen 10-1000 Bradyzoiten
bei oraler Aufnahme fiir eine Infektion aus (DUBEY 2006). Mausexperimente deuten
darauf hin, dass die Infektionsrate in den Risikogruppen hdher sein kénnte als bei
Gesunden (DUBEY et al. 2011). Von den Daten der verschiedenen Tierarten
ausgehend, wird versucht, mit Hilfe von Dosis-Wirkungs-Modellen, die minimal
infektiose Dosis fur den Mensch abzuleiten. Jedoch sollte nicht vernachléassigt werden,
dass die verschiedenen T.-gondii-Stamme schon bei den verschiedenen Tierarten
Uber eine unterschiedliche Virulenz verfiigen (GUO et al. 2016). Wir konnten in 100 g
Muskelfleisch von seropositiven Waschbaren bis zu etwa 6,4 logio T.-gondii-
DNA-Aquivalente detektieren. Basierend auf der Modellierung von GUO et al. (2016)
wirde diese Anzahl mit einer hohen Wahrscheinlichkeit fir eine Infektion beim
Menschen ausreichen. Bei dem Verzehr des Waschbéarenfleisches wird die Menge von
100 g vermutlich sogar bei einer Mahlzeit Gberschritten, wenn man den pro Kopf
Verzehr gemessen an anderem Wildbret heranzieht. Denn laut BfR (2018) werden
Ublicherweise pro Mahlzeit ca. 200-400 g Wildfleisch verzehrt. Somit steigt die Anzahl
der Gewebezysten, die moglicherweise aufgenommen wird. Entsprechend wirde
vermutlich selbst das Fleisch der Proben, in denen nur geringe Mengen an
DNA-Aquivalenten detektiert wurde, zu einer humanen Infektion fitlhren kénnen.

Ein molekularbiologischer DNA-Nachweis bestatigt das Vorhandensein parasitarer
DNA, gibt allerdings keine Auskunft Gber die bestehende Infektiositat des Erregers
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(OPSTEEGH et al. 2010). Durch den Nachweis lebensfahiger T.-gondii-Stadien wird
die Infektiositat von T.-gondii-Stadien bestatigt. Dabei gelten Maus- und
Katzenbioassay als Goldstandard (DUBEY et al. 2016). Jedoch ist der Bioassay
aufwandig und teuer, angesichts der Labortiere und der Malinahmen, die zu ihrer
Haltung und Pflege notwendig sind (GOMEZ-SAMBLAS et al. 2015). Dartber hinaus
nicht zuletzt aufgrund des ethischen Aspektes der Nutzung von Labortieren werden
alternative Untersuchungsmethoden mit vergleichbaren Ergebnissen bendtigt.

Die Korrelation zwischen serologischen Ergebnissen und Bioassay variiert.
Entsprechend konnten DUBEY et al. (1995) nicht bei allen serologisch positiven
Schweinen mittels Bioassay infektiose Stadien nachweisen. Daflr wurde spater eine
erst kirzlich stattgefundene Infektion diskutiert (DUBEY 2022).

Zwischen Ergebnissen einer PCR und denen von Bioassays kénnen sehr gute
Korrelationen ermittelt werden. MC-PCR positiv getestete Hihner erwiesen sich im
Maus-Bioassay bezuglich T. gondii als positiv. Bei beiden Untersuchungen, MC-PCR
sowie Maus-Bioassay, werden gro3e Gewebemengen verdaut und analysiert, was die
Chance, eine T.-gondii-Infektion zu erkennen bzw. T.-gondii-Stadien nachzuweisen,
erhoht (SCHARES et al. 2018). Weiterhin konnten STOLLBERG et al. (2021) anhand
von Bioassay mittels Mausflitterungsversuch die zuvor PCR positiv getesteten Proben
von Wildschweinen und Rehwild als infektios identifizieren. Folglich ist mittels PCR
positiv getestetes Wildfleisch vermutlich auch infektiés. Somit ist davon auszugehen,
dass die im Rahmen dieser Studie mittels MC-PCR positiv getesteten Fleischteile
infektiose T.-gondii-Stadien enthalten.

Laut Infektionsschutzgesetz ist in Deutschland der direkte sowie der indirekte
humanassoziierte konnatale Nachweis von T. gondii meldepflichtig (ANON. 2000). Fur
Sachsen regelt eine zusatzliche Verordnung dartber hinaus, dass der direkte oder
indirekte Nachweis, folglich einer akuten oder konnatalen Infektion mit T. gondii, dem
zustandigen Gesundheitsamt namentlich zu erfolgen hat (ANON. 2002). Diese
gesonderte Stellung gibt Hinweis auf die Bedeutung der Infektion bzw. die hohe
Pravalenz in den neuen Bundeslandern im bundesweiten Vergleich (WILKING et al.
2016). Dies ist vermutlich auf die Beliebtheit des Konsums von rohen
Fleischprodukten, wie ,Hackepeter®, in dieser Region zurtickzufihren (WILKING et al.
2016).

Entsprechend dem BfR (2018) wird das Fleisch von freilebendem Wild nachhaltig
gewonnen, ist nahrstoffreich und fettarm. Es gewinnt zunehmend in Deutschland an
Bedeutung. Vornehmlich besteht der Trend halbrohes bzw. noch rosafarbenes
Wildfleisch zu verzehren. Der jahrliche Konsum einer Person betragt im Durchschnitt
zwei Wildmahlzeiten im Jahr, allerdings konsumieren Jager und deren Familien
deutlich mehr, zum Teil werden um die 60 Mahlzeiten geschatzt. Wildfleisch kann, im
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Vergleich zu konventionell gehaltenen lebensmittelliefernden Tieren, vermehrt
Parasiten mit zoonotischem Potential enthalten. Als einfache und effektive
Praventionsmethode bezugnehmend auf die Ubertragung von T. gondii durch Fleisch
gilt eine ausreichend lange thermische Behandlung. Dabei sollte Temperatur und
Garzeit an die Grol3e des Fleisches angepasst werden (BfR 2018). Eine Erhitzung auf
eine Kerntemperatur von 70 °C ist anzustreben. Weiterhin ist eine ausreichend lange
Kaltebehandlung bei einer Kerntemperatur von mindestens -12 °C eine einfach
durchzufihrende MalRnahme, um den Erreger zu inaktivieren. Die ublichen
Hygienemallinahmen im Umgang mit rohem Fleisch sollten jederzeit eingehalten
werden. Rohes Fleisch sollte nicht mit verzehrfertiger Nahrung in Kontakt kommen,
Hande und Arbeitsmaterialien sollten ausreichend mit Wasser, erhéhter Temperatur
und Seife gereinigt werden, um eine Erregeribertragung zu minimieren (DUBEY
1986).

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der durchgefihrten Studie, dass
Waschbaren in Deutschland stark mit T. gondii befallen sind. Bei Handling und Verzehr
von Waschbéarenfleisch besteht daher grundsatzlich ein potenzielles humanes
Gesundheitsrisiko einer T.-gondii-Infektion. Das Fleisch sollte entsprechend vor dem
Verzehr ausreichend durcherhitzt werden. Jedoch sind weitere Untersuchungen wie
Bioassays oder Zellkulturen noétig, um eine bessere Aussage Uber die Infektiositat der
T.-gondii-Stadien in ebendiesem konsumrelevanten Gewebe treffen zu kdnnen.
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Einleitung: Toxoplasma gondii stellt einen der weltweit haufigsten, ubiquitar
vorkommenden, alimentar Ubertragbaren Krankheitserreger dar. Der Verzehr von nicht
ausreichend erhitztem Fleisch und Fleischerzeugnissen, welche infektiose Stadien
des Protozoen enthalten, erwies sich als eine der bedeutendsten Infektionsquellen fur
den Menschen. Waschbéaren (Procyon lotor) gelten in Deutschland als invasive Art.
Aufgrund der steigenden Jagdstrecke in den letzten Jahrzehnten wird neben der
Pelzproduktion auch die Verwendung des Fleisches als Wildbret zunehmend attraktiv.
Gegenwartig gibt es nur wenige Daten zur Erregerlast von T. gondii in flr den
humanen Konsum relevanten Gewebeteilen bei Waschbéren, ferner zur
Durchseuchungsrate der Waschbéaren in Deutschland und assoziierten Risikofaktoren.

Ziele der Studie: In dieser Arbeit sollten die Seropréavalenz von T. gondii bei
Waschbaren in Deutschland sowie damit assoziierte Risikofaktoren ermittelt werden.
Die fur den menschlichen Verzehr relevanten Fleischteile sollten ergdnzend dazu
direkt molekularbiologisch untersucht werden, um qualitative und quantitative
Ergebnisse zum Vorkommen von T.-gondii-Stadien in ebendiesem Gewebe zu
erhalten. Schlussendlich sollten diese Daten als Beitrag zur Risikoabschatzung einer
Toxoplasma-gondii-Infektion des Menschen durch den Verzehr des Fleisches von
wildlebenden Waschbéren aus Deutschland zur Verfligung gestellt werden.

Material und Methoden: Im Rahmen dieser Studie wurden Proben von 820
wildlebenden Waschbaren, die von Dezember 2017 bis April 2021 erlegt wurden,
untersucht. Das Erlegungsdatum, die Herkunftspostleitzahl, Alter, Geschlecht und
Gewicht der Tiere wurden jeweils erfasst. Von den Tieren wurden Kopf, Zwerchfell,
Vorder- und Hintergliedmafle entnommen, um Fleischsaft durch Auftauen zu
generieren. Mittels kommerziellen ELISAs (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
wurden T.-gondii-spezifische Antikorper im Fleischsaft nachgewiesen und
Risikofaktoren, basierend auf den zugrundeliegenden tierassoziierten Daten, ermittelt.
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Auf Grundlage der serologischen Ergebnisse wurde das Fleisch der Gliedmalien von
50 negativen, 50 niedrigpositiven  und 50 hochpositiven  Proben  mittels
magnetic-capture Polymerase Chain Reaction (PCR) quantitativ untersucht. Zur
Untersuchung der Pravalenz-Unterschiede flr die einzelnen Risikofaktoren, wurden
Chi-Quadrat-Tests durchgefuhrt. Fir das Gewicht wurde eine einfache logistische
Regression angewandt.

Ergebnisse: Bei 48,5 % (398/820; 95 % Konfidenzintervall KI. 45,1-52,0) der
untersuchten Waschbaren wurden T.-gondii-spezifische Antikérper nachgewiesen.
Weitere 48,5 % der Proben waren negativ und 2,9 % (47/820; 95 % Kl: 2,0-4,3)
fraglich. Statistisch signifikante Unterschiede wurden fir die Faktoren Geschlecht
(p = 0,028), Saison (p < 0,0003) und Gewicht (odds ratio: 1,783; 95 % Kl: 1,513-2,108;
p <0,0001) festgestellt. Ruden waren haufiger seropositiv als Fahen, im
Spatwinter/Frihling erlegte Tiere waren haufiger seropositiv als im Herbst erlegte Tiere
und je schwerer die Tiere waren, umso hoher war die Chance eines positiven
Antikorper-Nachweises. Bei 56 der untersuchten 150 Waschbérenfleischproben wurde
T.-gondii-DNA (Deoxyribonucleic Acid) nachgewiesen. Davon gehorten 18 Tiere der
serologisch niedrigpositiven Gruppe und 38 Tiere der serologisch hochpositiven
Gruppe an. In den Proben der seronegativen Tiere wurde keine T.-gondii-DNA
detektiert. In der serologisch hochpositiven Gruppe gab es statistisch signifikant mehr
positive Proben (p < 0,0001) und es wurden statistisch signifikant hdhere Werte der
DNA-Aquivalente (p <0,0001) pro 100 g Waschbarenfleisch nachgewiesen als bei
den serologisch Niedrigpositiven.

Schlussfolgerung: Waschbéaren in Deutschland sind stark mit T. gondii befallen. Bei
Handling und Verzehr von Waschbarenfleisch besteht daher grundsatzlich ein
potenzielles humanes Gesundheitsrisiko. Das Fleisch sollte vor dem Verzehr
ausreichend durcherhitzt werden. Jedoch sind weitere Studien im Rahmen von
Bioassay oder Zellkulturen nétig, um eine bessere Aussage Uber die Infektiositat
treffen zu kénnen.
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Introduction: Toxoplasma gondii is one of the most common, ubiquitous, foodborne
pathogens worldwide. The consumption of insufficiently heated meat and meat
products containing infectious stages of the protozoan is one of the most important
sources of infection in humans. Raccoons (Procyon lotor) are considered as an
invasive species in Germany. Due to the increasing hunting bag data in recent
decades, the use of their meat as game is becoming increasingly interesting, besides
production of fur. Currently, there is only few data on pathogen load of T. gondii in
tissues relevant for human consumption in raccoons as well as on the rate of infestation
of German raccoons with T. gondii and associated risk factors.

Objective: In this work, the seroprevalence of T. gondii in German raccoons and
associated risk factors should be determined. In addition, meat parts relevant for
human consumption should be directly analysed by molecular biological methods to
obtain qualitative and quantitative results on the occurrence of T. gondii stages in these
tissues. Finally, these data should provide a contribution to the risk assessment of
Toxoplasma gondii infection of humans through the consumption of meat from wild
raccoons from Germany.

Material and Methods: Samples of 820 wild raccoons hunted from December 2017
to April 2021 were analysed. Animals hunting date, postcode of origin, age, sex and
weight were recorded. The head, diaphragm, forelimb and hindlimb were collected to
generate meat juice by thawing. Using commercial enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA), T. gondii specific antibodies were detected in the meat juice based on
the associated animal data, risk factors were determined. Based on the serological
results, meat of the limbs of 50 negative, 50 low positive and 50 high positive samples
was analysed quantitatively by magnetic-capture polymerase chain reaction (PCR).
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Chi-square tests were performed to investigate the prevalence differences of each risk
factor. Simple logistic regression was used for the weight.

Results: T. gondii specific antibodies were detected in 48.5% (398/820; 95%
confidence interval Cl. 45.1-52.0) of the raccoons examined. Another, 48.5% of the
samples were negative and 2.9% (47/820; 95% CI: 2.0-4.3) of the samples were
considered doubtful. Statistically significant differences were found for sex (p = 0.028),
season (p < 0.0003) and weight (odds ratio: 1.783; 95% CI: 1.513-2.108; p < 0.0001).
Males were more likely to be seropositive than females, animals hunted in late
winter/spring were more often seropositive than animals hunted in autumn, and the
heavier animals had a higher chance of a positive result. T.gondii DNA
(deoxyribonucleic acid) was detected in 56 of 150 raccoon meat samples analysed.
Among these, 18 animals belonged to the serologically low positive group and 38
animals to the high positive group. In samples from the seronegative animals, no
T. gondii DNA was detected. The high positive serological group had statistically
significant more positive samples (p < 0.0001) and statistically significant higher levels
of DNA equivalents (p < 0.0001) per 100g of raccoon meat than the serological low
positive group.

Conclusion: Raccoons in Germany are highly infested with T. gondii. Therefore,
handling and consumption of raccoon meat poses a potential health risk. The meat
should be heated through sufficiently before consumption. However, to be able to
make a better statement about the infectivity, further studies using bioassay or cell
cultures are necessary.
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