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Einleitung 1

1 Einleitung

Seit die Bovine Spongiforme Enzephalopathie (BSE) im Jahr 1985 zum ersten Mal
beobachtet worden war, wirft diese unheilbare Krankheit des zentralen Nerven-
systems (ZNS) nachhaltig offene Fragen auf. Aufgrund der Annahme, die BSE sei
durch den Verzehr von Fleisch erkrankter Tiere auf den Menschen ubertragbar und
rufe in ihm das bislang ebenfalls unheilbare Krankheitsbild der sogenannten neuen
Variante der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (vCJD) hervor, wird die BSE in Europa vor
allem auch aufgrund des von ihr verursachten immensen wirtschaftlichen Schadens
zur Gewabhrleistung des vorbeugenden Verbraucherschutzes derzeit als eine der

folgenschwersten Krankheiten des Rindes eingeschétzt.

Die bislang ergriffenen MalRnahmen reduzieren das Gefahrdungspotential des
Verbrauchers zwar auf ein weitgehendes Minimum, kénnen jedoch ein moégliches
Ubertragungsrisiko nicht ganzlich ausschlieRen. So gilt es insbesondere, den Eintrag
von ZNS-Gewebe des Rindes, welches im Falle einer BSE-Erkrankung eine beson-
ders hohe Erregerdichte aufweist, in die menschliche Nahrungskette zu tiberwachen
und soweit moglich zu vermeiden. Bei der Schlachtung von Rindern stellt der
Prozessschritt Betaubung mit Bolzenschussapparat - das in Europa ubliche Betéu-
bungsverfahren - ein nicht zu vernachlassigendes Risiko einer ZNS-Kontamination
dar. Infolge des durch den Bolzenschuss verursachten Traumas kommt es namlich
Zu einer massiven Zerreissung von Gehirngewebe, welches daraufhin in die Blutbahn
Ubertreten und, bei intakter Blutzirkulation bis zum Schlachttod durch Entblutung,
hamatogen bis in den Schlachtkérper gestreut werden kann. Die Elektrobetaubung
wird aus Verbraucherschutzsicht als alternatives Betaubungsverfahren propagiert, in
der Annahme, dass infolge der elektrischen Herzdurchstromung ein Kreislauf-
stillstand ausgeldst und somit eine mogliche hamatogene Streuung verhindert wird.
Jedoch gilt es kritisch anzumerken, dass diesbeziglich Uber die Elektrobetdubung
bislang keine fundierten wissenschatftlichen Erkenntnisse vorliegen.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten mit Hilfe eines immunochemischen, ZNS-spezi-
fischen Nachweisverfahrens die Methoden Bolzenschuss- und Elektrobetdubung
vergleichend auf die hAmatogene Streuung von ZNS-Material in die Organe Herz und

Lunge uberprift und im Hinblick auf den Verbraucherschutz beurteilt werden.
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2 Literatur

2.1 Transmissible Spongiforme Enzephalopathien (TSE)

2.1.1 Allgemeines Uber TSE

Unter dem Uberbegriff Transmissible Spongiforme Enzephalopathien (TSE) sind
verschiedene, bei Mensch und Tier vorkommende Prionerkrankungen zusammen-
gefasst. Die Ubertragbarkeit (Transmissibilitat), teilweise auch zwischen den Arten,
ist ihr pragnantestes Merkmal, so dass Prionerkrankungen zum grof3en Teil als
Infektionskrankheiten betrachtet werden kbnnen (BODEMER und KAUP, 2002). Jedoch
nicht alle Formen der TSE sind ansteckend oder natirlich Ubertragbar, sondern
manche sind als Folge von Mutationen auch familidr-genetisch bedingt oder kénnen
spontan entstehen. Die atiologische Vielfalt von Prionkrankheiten (HORNLIMANN,
2001) ist bedingt durch deren aufRergewdhnliche Erregernatur, den Prionen (PrP)
(PRUSINER, 1982) (s. 2.1.4). Diese kommen physiologisch in Korperzellen (PrP°) vor,
kénnen jedoch auch als pathologische Prionisoformen (PrP*%) exprimiert werden,
welche als infektioses Agens die Umwandlung von PrP® in krankhaftes PrP>°
induzieren. Prionen sind Eiweildmolekile ohne Nukleinsaure (HORN et al., 2001),
welche weder ein Entziindungsgeschehen noch eine Immunantwort auslosen, was
somit die diagnostische Nachweisbarkeit erheblich erschwert (COLLINGE, 1999) (s.
2.1.3.1.3).

Der komplexe Schadigungsmechanismus der pathologischen Prionen (JEFFREY et
al., 2004) verlauft kaskadenartig, ist hauptséchlich gegen Nervenzellen im Gehirn
gerichtet und fuhrt zum Absterben derselben (PRUSINER, 1995). Histopathologisch
kommt es so zu schwammartigen Veranderungen im Gehirn (WELLS et al., 1987),
welche der Krankheit ihren Namen geben. Im klinischen Bild &uRRert sich dies
dementsprechend durch Verhaltensdnderungen, Demenz sowie Sensibilitdts- und
Bewegungsstérungen. Nach einer auf3erst variablen Inkubationszeit von wenigen
Jahren bis zu mehreren Jahrzehnten verlaufen diese degenerativen Formen von
zentralnervosen Erkrankungen chronisch progressiv, sind therapieresistent und

enden somit letal (SCHICKER, 1998).
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2.1.2 TSE beim Menschen

2.1.2.1 Erscheinungsformen

Die Prionkrankheiten des Menschen koénnen sporadisch auftreten, vererbbar sein

oder als erworbene und somit tbertragbare Erkrankungen vorkommen (Tab. 2.1).

Erstbeschreibung;

Heutiges
Verbreitungsgebiet

Ursache/Pathogene-

Krankheit tischer Mechanismus

Creutzfeldt-Jakob-Disease
(CJD), drei Varianten:
sporadisch (90% der Falle);
familiar; iatrogen

sporadisch: Ursache
unbekannt, Mutation?;
familiar: erbliche Mutation im
PrP-Gen; iatrogene Inf.

1920 (CREUTZFELDT),
1921 (JAKOB); weltweit

1928 (GERSTMANN);

Gerstmann-Straussler-
Scheinker-Syndrom (GSS)

weltweit (ca. 50 betroffene
Verwandtschaftskreise)

erbliche Mutation
im PrP-Gen

1957 (GAJDUSEK und ZIGAS);

erworben, durch

Kuru . . o
Papua-Neuguinea rituellen Kannibalismus

Fatal Familial Insomnia i%?&é%tué QRE? t?ét?tljllzf;ene erbliche Mutation

(FFI) , im PrP-Gen

Verwandtschaftskreise)

erworben, durch BSE-
infiziertes Rindfleisch
(Hypothese)

1996 (WILL et al.);
GrofRbritannien, Frankreich,
Irland, Italien, Kanada, USA

Neue Variante der CJD

(vCJD)

Tabelle 2.1: TSE beim Menschen
(nach: AGuzzi, 2001a; HORNLIMANN, 2001; PRUSINER, 2001; RABENAU und DOERR, 2001)

Die Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJD) tritt zu 90 % in einer sporadischen Form
(sCJD) auf, welche mit einer Inzidenz von 1 pro eine Million Einwohner die haufigste
menschliche TSE darstellt und in ihrer Krankheitsentstehung nicht fassbar ist. Die
familiare Form der CJD beruht auf autosomal dominant vererbten Punktmutationen
im Prionprotein(PrP)-Gen und ist weltweit in ca. 100 Verwandtschaftskreisen
beschrieben. Ca. 5 % aller CJD-Erkrankungen sind iatrogen Ubertragen, durch
Transplantation von Cornea oder Dura, durch intramuskuldre Applikation von
Wachstumshormonen (gewonnen aus Hypophysen von Leichen) oder durch
ungenigend sterilisierte Instrumente bei neurochirurgischen Operationen verursacht

(RABENAU und DOERR, 2001; HOSSAIN und CHAKRABORTY, 2001).
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Das Durchschnittsalter der an sCJD Erkrankten liegt bei 65 Jahren, die Inkubations-
zeit reicht von 10 bis 35 Jahren. Das klinische Bild ist zu Beginn gepragt von
progressiver Demenz und Myoklonien. Im EEG werden typische sogenannte ,sharp
wave“-Komplexe (generalisierte, triphasische, periodische Komplexe) gemessen.
Spater kbnnen Wesensveranderungen sowie Sprach- und Sehstérungen beobachtet
werden. Aufgrund von cerebellarer und pyramidaler sowie extrapyramidaler
Dysfunktion kommt es ferner zu Bewegungsstorungen, spastischen Muskelkrampfen
und Muskelstarre, bis hin zur Bewegungslosigkeit (Akinesie). Die Krankheitsdauer
variiert zwischen einem Monat und zehn Jahren, endet aber durchschnittlich nach
einem rasch progredienten Verlauf nach vier Monaten mit dem Tod (RABENAU und

DOERR, 2001; HOSSAIN und CHAKRABORTY, 2001).

Die Diagnostik der CJD ist an den Nachweis der PrP>® und den damit verbundenen
neuropathologischen Befund (spongiforme Veranderungen, histologisch feststell-
barer Nervenzellverlust, Astrogliose und synaptische PrP° -Ablagerungen) im ZNS
gebunden und somit erst durch Autopsie zu erbringen. So bleibt intra vitam, wie bei
anderen Demenzkrankheiten auch, nur eine Verdachtsdiagnose. Zu deren Unter-
mauerung gewinnt dabei zunehmende Bedeutung die Untersuchung von
sogenannten Surrogat-Markern wie den Nervenzellproteinen 14-3-3 und S 100 oder
der neuronenspezifischen Enolase (NSE) im Liquor sowie die Messung von ausge-
pragten Signalen in Kortex und Striatum mittels Magnetresonanztomographie (MRT)
(BUDKA, 1998; HOSSAIN und CHAKRABORTY, 2001; BSE-RISIKOANALYSE, 2003).

An der Kuru erkrankten bis heute ca. 3700 Patienten, ausschlie3lich Mitglieder des
Fore-Stammes in Papua-Neuguinea. Ein dort praktiziertes kannibalisches Totenritual
fihrte zu oraler, aber auch transdermaler und konjunktivaler Ubertragung.
Auslosendes Agens war wohl der Verzehr eines CJD-Patienten. Seit dem Verbot des
Rituals nimmt die Inzidenz stetig ab (GAJDUSEK und ZIGAS, 1957; HOSSAIN und
CHAKRABORTY, 2001). Das Gerstmann-Straussler-Scheinker-Syndrom (GSS) und die
Fatale Familidre Insomnie (FFI) sind beides aufgrund von Punktmutationen im PrP-
Gen autosomal-dominant vererbte Formen von Prionkrankheiten. Ihr Vorkommen ist

auf weltweit nur wenige Familienkreise beschrankt (BUDKA, 1998).
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2.1.2.2 Neue Variante der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (vCJD)

Im Jahr 1995 wurde erstmals in GroRRbritannien (GB) ein aufgrund des jungen
Patientenalters (16 Jahre) und wegen des abweichenden neuropathologischen
Befundes auffalliger CJD-Fall beschrieben (BRITTON et al.,, 1995). Als WiLL und
Kollegen in dem Zusammenhang bei zehn weiteren Patienten jingeren Alters (unter
45 Jahren) in GB gleiche Beobachtungen machten, pragten sie im Jahr 1996 neu
den Begriff einer bisher unbekannten Variante der CJD (vCJD) (WILL et al., 1996).
Die Annahme, der Ursprung der vCJD liege, im Gegensatz zu den anderen Formen
der CJD, im Verzehr von BSE-erregerhaltigem Rindfleisch, ist inzwischen zahlreich
bekraftigt worden (COLLINGE et al., 1996; BRUCE et al., 1997; HILL et al., 1997a;
ALMOND, 1998; LASMEzAS et al, 2001). Aufgrund dieser wahrscheinlichen
Ubertragbarkeit der BSE auf den Menschen sind somit SicherheitsmaRnahmen
erforderlich, um das Risiko einer Neuinfektion fir den Verbraucher durch den
Verzehr maglicherweise BSE-erregerhaltiger Schlachtprodukte zu minimieren.
Bislang sind in den betroffenen Landern insgesamt 151 Menschen an der vCJD
gestorben (Stand April 04) (N.N., 2005a), in Deutschland wurde bisher noch keine
vCJD diagnostiziert. Aufgrund der langen Inkubationszeiten und des epidemischen
Verlaufs der verwandten BSE wird von einem weiteren Anstieg der vCJD-
Neuerkrankungen ausgegangen, die Prognosen Uuber klnftige Zahlen variieren
jedoch deutlich (zwischen 4- und 6-stelligem Bereich weltweit) (HILL et al., 1999;
N.N., 2003c).

Nach einer langen und variablen Inkubationszeit von 5 bis 35 Jahren (im Mittel 10 bis
25) liegt das durchschnittliche Alter der Erkrankten bei 27 Jahren (16 bis 74). Im
Gegensatz zur sCJD zeigen die vCJD-Patienten initial psychische Verhaltens-
anderungen und Personlichkeitsstérungen  (Depressionen,  Angstzustdnde,
Wahnvorstellungen, Apathie). Schleichend kommen mit Muskeltremor, Myoklonie,
Ataxie und Dysasthesie Symptome der Gruppe Sensibilitaits- und
Bewegungsstorungen hinzu. Charakteristische EEG-Veranderungen sind nicht
messbar, Demenz zeigt sich erst im fortgeschrittenen Stadium. Die Krankheitsdauer
wahrt mit durchschnittlich 12 Monaten langer als bei der sCJD (WILL et al., 1996;
SCHICKER, 1998). Bei vCJD-Patienten zeigt sich das Codon 129 des PrP-Gens
(Polymorphismus mit Methionin und Valin) stets homozygot fiir Methionin, was eine

genetische Pradisposition vermuten lasst (COLLINGE, 1999).
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Neben der klinischen Symptomatik weicht auch das histopathologische Bild der vCJD
deutlich von den anderen Formen der CJD ab. Neben Spongiose herrschen
insbesondere charakteristische PrP°-Ablagerungen vor, die ausgedehnt vor allem im
Parenchym von Klein- und GroR3hirn sowie in Basalganglien und im Thalamus
(RABENAU und DOERR, 2001) sog. ,floride* Plaques bilden (WILL et al., 1996). Die
Diagnostik beruht auf dem PrP>°-Nachweis im Gehirn und ist somit erst post mortem
maoglich. Jedoch kann bei der vCJD, wiederum im Gegensatz zu der Pathogenese
anderer Formen der CJD, eine Erregerverteilung und -vermehrung nicht nur in
Gehirn und Ruckenmark, sondern zuvor bereits im lymphoretikularen Gewebe des
Korpers und in Lymphozyten beobachtet werden. Somit ist durch Biopsieproben von
Tonsillen oder Blinddarm ein PrP%°-Nachweis (durch Immunhistochemie oder
Western Blot) bereits am lebenden Patienten moglich (HILL et al., 1997b; HILTON et
al., 1998; HILL et al., 1999). Der Erregernachweis in lymphoretikularem Gewebe noch
vor Ausbruch der Krankheit lasst jedoch auch eine iatrogene Ubertragung der
Infektion von Mensch auf Mensch befurchten (N.N., 2003b). Bei alltaglichen
arztlichen Eingriffen wie Operation oder Biopsie an Tonsillen, Lymphknoten oder
Blinddarm besteht ein moégliches Risiko der Kontamination von Operationsbesteck
mit dem Erreger, welcher von Uublichen DesinfektionsmalRnahmen nicht abgetotet
werden kann (s. 2.1.4) (COLLINGE, 1999; SCHUTT-ABRAHAM, 2002a). Blutspenden
unterliegen aufgrund dieser Uberlegungen seit 2001 prophylaktisch einer
Leukozytendepletion (N.N., 2003b).

2.1.3 TSE beim Tier

2.1.3.1 Erscheinungsformen

In Tabelle 2.2 sind alle beim Tier beschriebenen TSEs, natlrlichen Ursprungs oder

nach experimenteller Ubertragung, zusammengefasst.
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Erstmalige Krankheitsentdeckung;

Krankheit Wirtsgattung heutiges Verbreitungsgebiet
Scrapie Schaf, Ziege 1732; weltweites Vorkommen
Transmissible Mink Zuchtnerz 1947,

Encephalopathy (TME) Nordamerika und Europa
Chronic Wasting Edel-, GroRohr-, 1979;

Disease (CWD) Wedelhirsche USA , Kanada und Japan
Bovine Spongiforme Rind 1985;

Enzephalopathie (BSE) Europa, USA und Kanada
Exotic Ungulate Exotische Wiederkauer | 1986 — 1989;

Encephalopathy (Antilopenartige) GB (Zoo)

Feline Spongiform
Encephalopathy (FSE)

Hauskatze,
GrolRRkatzen (Zoo)

1990; GB, Irland, Italien,
Frankreich, Schweiz, Norwegen

BSE

Schaf, Schwein,
Primaten, versch.

seit 1993; experimentell

Nager/Heimtiere

Tabelle 2.2: TSE beim Tier
(nach: WELLS und MCGILL, 1992; AGUzzl, 2001a; HORNLIMANN, 2001)

Die Scrapie der Schafe und seltener der Ziegen kommt weltweit sporadisch, in den
Landern GB, Irland, Frankreich und Island endemisch vor. Nur Australien und
Neuseeland gelten bislang als frei von Scrapie. Da das infektiése Agens (PrP>°) vor
allem Uber Plazenta und Fruchtwasser um den Zeitraum der Geburt vertikal und
horizontal Ubertragen werden kann, sind Herdenerkrankungen ublich. Die Tiere
erkranken im Alter von zwei bis vier Jahren und zeigen Juckreiz, Unruhe und
Ubererregbarkeit sowie charakteristisches Lippenspiel und Muskeltremor am Kopf.
Durch traberartigen Gang in den HintergliedmalRen und fortschreitende Tetraparese
kommen sie vermehrt zum Niederstirzen und Festliegen und verenden innerhalb von
wenigen Wochen bis sechs Monaten (SCHICKER, 1998; HOSSAIN und CHAKRABORTY,
2001). Der Scrapie-Erreger gilt bislang als nicht humanpathogen (WEIKEL et al.,
2003). Jedoch wird seit einer erfolgten experimentellen Ubertragung von BSE auf
das Schaf (FOSTER et al., 1993) eine scharfere Uberwachung der TSEs der Schafe
zum Schutze des Verbrauchers gefordert, da die BSE des Schafes im Gegensatz zu
Scrapie eine potentielle Zoonose darstellt (WEIKEL et al., 2003). Denn das Auftreten
von BSE beim Schaf oder bei der Ziege kann unter natirlichen Bedingungen weder
ausgeschlossen werden (SSC, 2001), noch scheint BSE beim Schaf klinisch und

pathologisch deutlich von Scrapie unterscheidbar zu sein (ANIL et al., 2001).
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Bei als Zoo- oder Haustiere (Feliden, Ungulate), bzw. zur Zucht (Nerze) gehaltenen
Tierarten kommt es durch mit BSE- oder Scrapie-Erreger kontaminiertes Tierfutter
zur Ubertragung. Die in Tabelle 2.2 erwahnten jeweiligen Erkrankungen kommen
sporadisch in verschiedenen européischen Landern vor. Hauptsymptome sind
Verhaltensanderungen und Ataxien (WELLS und MCGILL, 1992; PATTISON, 1998;
HOSSAIN und CHAKRABORTY, 2001).

Die Chronic Wasting Disease (CWD) wird aufgrund von klinischer Symptomatik und
histopathologischem Befund ebenfalls zu der Gruppe der TSEs gerechnet. Sie wird
bei diversen frei lebenden und in Gefangenschaft gehaltenen Hirscharten beobachtet
und hat in einigen Staaten Nordamerikas und Kanadas mit bis zu 15% Herdenbefall
endemischen Charakter. Dies beruht auf der horizontalen Ubertragung durch
Speichel, Kot oder sogar direkten Kontakt (HOSSAIN und CHAKRABORTY, 2001;
WILLIAMS und MILLER, 2003). Epidemiologisch und experimentell wurde keine enge
Erregerverwandtschaft mit BSE oder Scrapie festgestellt, jedoch ist eine Uber-
tragung auf andere Spezies, auch auf den Menschen, nicht auszuschliel3en
(RAYMOND, 2000). Vor dem Hintergrund, dass bereits verdachtige Todesfalle in
Nordamerika auftraten, stellt die CWD mit ihrem kontagiésen Charakter zumindest
ein theoretisches Risiko fur die Gesundheit des Menschen dar (SSC, 2002a).

Beim Schwein wurde bislang keine natirliche TSE beschrieben, nur eine Infektion im
Rahmen von experimentellen Ubertragungsversuchen (WELLS et al., 2003; CASTILLA
et al., 2004). Gleiches gilt auch fur Mause, andere Nagetiere und Primaten (BARLOW
und MIDDLETON, 1990). Vogel gelten als resistent, nur beim Strauf3 wurde 1986 in
Deutschland eine den TSEs ahnliche spongiforme Hirndegeneration beobachtet
(SCHOON et al., 1991).

Da nach derzeitigen Erkenntnissen die spongiforme Enzephalopathie des Rindes in
engem Zusammenhang mit der vCJD des Menschen steht (COLLINGE et al., 1996;
BRUCE et al., 1997; HILL et al., 1997a; ALMOND, 1998; KRETZSCHMAR, 1998; HOSSAIN
und CHAKRABORTY, 2001), wird auf Epidemiologie, Klinik und Diagnostik der BSE im

Folgenden genauer eingegangen.
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2.1.3.2 Bovine Spongiforme Enzephalopathie (BSE)

2.1.3.2.1 Epidemiologie

Die BSE des Rindes wurde erstmals 1985 in GB beobachtet (WELLS et al., 1987).
Die Verbreitung des Krankheitserregers erfolgte durch mangelhaft erhitzte Tier-
korper- und Knochenmehle, welche, dem Kraftfutter oder Milchaustauscher
beigemengt, an Rinder und insbesondere Kalber verfittert wurden (COLLEE und
BRADLEY, 1997; RABENAU und DOERR, 2001). Da Ende der 70er Jahre in GB in den
Tierkorperbeseitigungsanlagen aus Kostengriinden die Technologie zur Herstellung
von Tierkdrper- und Knochenmehl geandert wurde (Temperatur auf 80°C gesenkt,
Fettextraktion ohne Ldsungsmittel), konnte das TSE-Agens aufgrund seiner hohen
Tenazitat Uberleben (WILESMITH et al., 1988; PRUSINER, 1995; HORN et al., 2001;
KAADEN, 2001; N.N., 2001a; GROSCHUP et al., 2002). Unklar ist, ob die Infektiositat
des Tiermehls in einer durch Mutation innerhalb der Rinderpopulation spontan
entstandenen BSE mit anfangs mildem Verlauf (WILESMITH et al.,, 1991) ihren
Ursprung hatte, oder auf an Scrapie erkrankte Schafe (WILESMITH et al., 1988)
zurliickging. Neben der oralen Aufnahme des Erregers kommt einer vertikalen
Ubertragung von infizierten Muttertieren auf deren Nachkommen eine untergeordnete
Rolle zu (N.N., 2003c). Eine horizontale Herdenverbreitung durch direkten Kontakt ist
aufgrund der niedrigen Kontagiositat nicht zu beobachten (KAADEN, 2001; Rossow,
2002).

Die BSE tritt ohne Geschlechts- oder Rassedisposition als sporadische Einzeltier-
erkrankung auf (Rossow, 2002), mit einer derzeitigen Inzidenz von unter 0,1% (<1
pro 100.000 Rinder uber 24 Monate). Die Gesamtzahl der bislang weltweit
diagnostizierten BSE-Falle liegt annahernd bei 190.000, Gber 98% davon traten in
GB auf. Jedoch geht man von einer Dunkelziffer von rund 1 Mio. infizierten Tieren in
GB aus, wovon der Grof3teil in die Nahrungsmittelkette gelangt sein konnte (HOSSAIN
und CHAKRABORTY, 2001). Seit einem Hohepunkt der Fallzahlen in GB im Jahr 1992
sinken diese dort kontinuierlich. Dies geht zum einen auf ein Tiermehl-
Verfutterungsverbot im Jahr 1988 zurlick, welches jedoch erst seit 1996 im
Zusammenhang mit der ersten vCJD-Erkrankung in GB streng tberwacht wird (N.N.,
2001a; GROSCHUP et al., 2002); zum anderen werden dort alle Rinder Utber 30
Monate ohne BSE-Untersuchung unschadlich beseitigt. In der EU, v. a. in Irland,
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Frankreich und in der Schweiz ist die Inzidenz seit den 90er Jahren hingegen
angestiegen. Dies geht nicht zuletzt auf eine begunstigte flachenméfige BSE-
Diagnostik zuriick, die seit Ende der 90er Jahre durch kommerziell verfigbare BSE-
Schnelltests gewéhrleistet wird (s. 2.1.3.1.3) (KAADEN, 2001; Rossow, 2002). Die
epidemiologische Uberwachung der BSE wird jedoch maRgeblich von der langen
Inkubationszeit (s. 2.1.3.1.2), wahrend der bereits infizierte Rinder noch nicht als

erkrankt diagnostiziert werden kdnnen, erschwert.

In Deutschland wurde bereits in den Jahren 1992, 1994 und 1997 bei aus GB
importierten Rindern BSE festgestellt. Der erste BSE-Fall bei einem in Deutschland
geborenen und gehaltenen Rind trat im November 2000 auf. Seitdem sind insgesamt
357 Rinder (Stand 31. Dez. 04) an BSE erkrankt, wobei die geographische
Verbreitung ungefahr der Rinderdichte in den jeweiligen Regionen (v. a. Bayern,
Niedersachsen/Schleswig-Holstein) entspricht (GROSCHUP et al., 2002). Der Anteil
der im BSE-Test positiv reagierenden Tiere ist in der Gruppe der krankgeschlach-
teten oder notgetdteten Rinder (1 Rind von 300 Untersuchten positiv) und der
klinischen Verdachtsfélle (1:8) deutlich héher im Vergleich zu Gesundgeschlachteten
(1:60.000) (STOLZE und GROSCHUP, 2001; GROSCHUP et al., 2002). Sogenannte
.born-after-ban-Falle“, d. h. BSE-Erkrankungen, die nach Verhangen von Tiermehl-
verfutterungsverboten EU-weit und in GB neu auftreten, bringen neben infektiossem
Tiermehl weitere ursachliche Einflisse wie genetische Disposition, vertikale
Ubertragung, Einsatz von Insektiziden oder Mineralstoffimbalanzen in die Diskussion
(WILESMITH et al., 1988; ALMOND, 1998; N.N., 2003b; N.N., 2003c).

2.1.3.2.2 Klinisches Krankheitsbild der BSE

Im klinischen Bild fallen die Tiere, nach einer extrem langen Inkubationszeit von im
Mittel vier bis sechs Jahren (15 Monate bis zu 15 Jahre) (POHLENZ und STOBER,
2002), mit Verhaltens-, Sensibilitats-, und Bewegungsstérungen auf. Die Symptome
treten bei einem durchschnittlichen Erkrankungsalter von 5 Jahren (20 Monate bis 19
Jahre) vielfach schleichend auf. Betroffene Tiere sind &ngstlich und schreckhatft,
wobei sie besonders auf Bertihrung, Gerdusche oder Lichtreize reagieren. In diesem
Zusammenhang werden vielfach Kopfscheuheit und -scheuern, Zahneknirschen,

exzessive Ohrmotilitét, Belecken der Nase sowie Ausschlagen und Scheue bei
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Hindernissen beobachtet. Neben Milchleistungsrickgang und Gewichtsverlust
kénnen die Rinder aufgrund der progressiv verlaufenden neurologischen Ausfallser-
scheinungen infolge von Ataxien, Paresen und Niederstirzen zum Festliegen
kommen (BRAUN et al., 1997; BRAUN et al., 1998; POHLENZ und STOBER, 2002). Der
Tod tritt nach zwei bis drei Monaten ein, im Extrem zwischen einer Woche und vier-
zehn Monaten. Differentialdiagnostisch miussen Stoffwechselerkrankungen wie Hypo-
calcamie oder zentralnervose Erkrankungen anderer Genese wie Tollwut, Morbus

Aujeszky oder Listeriose bertcksichtigt werden (POHLENZ und STOBER, 2002).

2.1.3.2.3 Diagnostik der BSE

Die Untersuchung des lebenden Tieres lasst aufgrund der fehlenden Antigenitat
des Erregers und somit fehlender Immunantwort (COLLINGE, 1999) lediglich eine
Verdachtsdiagnose nach Eintreten klinischer Symptome zu. Diese stiitzt sich auf den
sog. ,BSE-Check”, bei dem charakteristische Uberempfindlichkeit der Patienten
gegenuber Larm, Licht und Berthrung sowie Bewegungsstorungen durch spezi-
fische Provokationsproben nach BRAUN hervorgerufen werden kénnen (BRAUN et al.,
1997; BRAUN et al., 1998).

Die Annahme, der Verzehr von BSE-erregerhaltigem Material kdnne zur vCJD des
Menschen fuhren (COLLINGE et al.,, 1996; BRUCE et al., 1997; HiLL et al., 1997a;
ALMOND, 1998; KRETZSCHMAR, 1998; HOSSAIN und CHAKRABORTY, 2001; LASMEZAS
et al., 2001), fordert aus verbraucherschutzrechtlicher Sicht eine sichere Diagnostik
von an BSE erkrankten Rindern. Diese ist bislang nur durch Gehirnmaterial und
somit nur am toten Tier zu erbringen. Dabei kommt neben dem Nachweis der
pathologischen  Prionen  (PrP°%) der Untersuchung histopathologischer
Verdnderungen des Gehirns als Referenzverfahren Bedeutung zu. Das
charakteristische Lasionsprofil des Hirngewebes beruht auf Astrogliose und
nichtentziindlicher, spongiformer Vakuolisierung und Zelluntergang der Neuronen
und des Neuropils, v. a. in der grauen Substanz des Hirnstammes (WELLS et al.,
1987; SCHREUDER, 1994; POHLENZ und STOBER, 2002).

Dem Nachweis des PrP*® kommt gerade in der flachenmaRigen BSE-Diagnostik,

welche bei Rindern dber 24 bzw. 30 Monaten rechtlich in der TSE-Verordnung
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EG/999/2001 und der BSE-Untersuchungs-Verordnung verankert ist (s. 2.1.6), eine
Schlisselrolle zu. Dieses Verfahren ist fur grol3e Probenzahlen mittels ELISA oder
Western Blot automatisiert, und liefert Ergebnisse innerhalb von vier bis acht
Stunden. Das Probengewebe wird aus dem Obexbereich des Stammhirns am
Ubergang zum verlangerten Riickenmark entnommen, weil PrP%¢ sich dort bereits in
einem frihen Stadium der Erkrankung in hochsten Konzentrationen ablagern
(GROSCHUP und SToLzE, 2002). Zur Differenzierung der physiologischen
Prionisoform (PrP®) von PrP° erfolgt eine Hydrolysierung durch endogene
Proteasen. Da PrP® im Gegensatz zu den resistenten PrP*¢ durch diese
Proteaseverdauung vollstandig abgebaut werden (s. 2.1.4), kann in einem weiteren
Schritt tiber markierte Antikorper gegen PrP nunmehr PrP>° sichtbar gemacht werden

(GROSCHUP et al., 2002; GROSCHUP und STOLZE, 2002).

Dieses Testprinzip hat sich als sogenannter BSE-Schnelltest etabliert. Eine Eva-
luierung durch die SSC liegt derzeit fur 11 Verfahren vor (MOYNAGH und SCHIMMEL,
1999; SSC, 1999b; N.N. 2004b), von denen an deutschen Untersuchungsamtern
Uberwiegend der Bio-Rad®-Test Platelia® BSE (80% der Proben) und der Prionics® -
Check Western eingesetzt werden. Im Falle eines reaktiven Ergebnisses muss der
Test zur endgultigen Bestatigung durch eine vom Internationalen Tierseuchenamt
(O.1.LE.) zugelassene O.l.E.-Testmethode wiederholt werden, welche sich sensitiver,
aber diagnostisch aufwandiger verhalten (SToLze und GROSCHUP, 2001). Mit
wenigen Ausnahmen wird dabei ein Verdachtsfall einer histopathologischen
Untersuchung unterzogen (N.N., 2005b). Zugelassen durch das O.l.E ist jedoch im
Weiteren der O.l.E.-Western Blot, welcher am nationalen BSE-Referenzzentrum an
der Bundesforschungsanstalt fir Viruskrankheiten der Tiere (BFAV, mit Sitz in
Tubingen) Einsatz findet. Hierbei wird die Eigenschaft der PrPS¢ untersucht, fibrillare
Strukturen zu bilden, sog. Scrapie-assoziierte Fibrillen (SAF) (PRUSINER, 1995). Ein
weiteres zugelassenes und in Deutschland angewandtes Verfahren ist die Immun-
histochemie. Im histologischen Schnitt kbnnen mit Hilfe von markierten, spezifischen
Antikérpern PrP>°-Ablagerungen in und auf Nervenzellen sichtbar gemacht werden
(GROSCHUP und STOLZE, 2002). Im Tierversuch, der zwischen 8 und 24 Monate
dauert, wird durch intrazerebrale Injektion bei Mausen oder Hamstern vor allem die

Infektiositat von Geweben nachgewiesen (COLLINGE, 1999; Rossow, 2002).
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Verschiedene Lebendtests, die bereits im symptomfreien Frihstadium der Erkran-
kung eine verbraucherschutzrechtlich relevante Diagnose noch vor der Schlachtung
ermoglichen, befinden sich erst in der Entwicklungs- und Etablierungsphase
(HOssAIN und CHAKRABORTY, 2001; GROSCHUP et al., 2002; N.N., 2003a). Es han-
delt sich dabei um indirekte Nachweisverfahren, beispielsweise Uber den Surrogat-
marker 14-3-3-Protein im Liquor, welcher durch Neuronenzerfall freigesetzt wird
(HOSsSAIN und CHAKRABORTY, 2001). Im Blut wird ein Nachweis Uber Plasminogen
bindendes PrP° (FISCHER et al., 2000), iiber Serumverénderungen aufgrund von
Ribonukleinséduren (BRENIG et al., 2002) oder tber Antikdrpernachweis von vermehrt
exprimierten Markerproteinen (Firma BOEHRINGER, Ingelheim) geprift. Im Urin
scheint der Nachweis eines Prion-Protein-lsoforms moglich zu sein (SHAKED et al.,
2001).

2.1.4 Prionen — Erregernatur und Erregerreplikation

Zur Erregernatur der TSEs gibt es verschiedene Hypothesen (RABENAU, 1997). Die
heute weitestgehend akzeptierte ist die ,Protein-only-Hypothese®, nach der
Jproteinaceous infectious particles®, kurz Prionen, eine zentrale Rolle bei der
Krankheitsentstehung spielen (PRUSINER, 1982). Hingegen definiert die ,Virino-
Hypothese* ein infektibses Agens aus viralen Nukleinsauren (DIRINGER et al., 1994)
oder die Beteiligung von Nukleinsduren als Kofaktor gleich einem Apoprion
(WEISSMANN, 1991). Da ein Nachweis unterschiedlicher ,Erregerstamme® erbracht
wurde (BRUCE et al., 1994), liegen diese Theorien nahe, jedoch konnten bislang
keine Scrapie-spezifischen Nukleinsauren in infiziertem Gehirn gefunden werden.
Prionen haben ausgehend von der derzeit favorisierten ,Protein-only-Hypothese*
keine Erbsubstanz (PRUSINER, 1995; HORN et al., 2001) und sind daher von

bekannten Erregern wie Viren, Bakterien oder Parasiten deutlich abzugrenzen.

In der Nomenklatur beschreibt man physiologisch in Zellen vorkommende Prionen

zellular

als Prionprotein — kurz: PrP¢, das infektiose Agens ist eine pathologische Prion-
proteinisoform — kurz: PrPS(@"® (RABENAU und DOERR, 2001). Prionen sind Glyco-
proteine aus 254 bis 273 Aminosauren (Rossow, 2002) und unterliegen je nach
Wirtsspezies und Erregerstamm einem unterschiedlichen Glycosylierungsmuster

(BRUCE et al., 1994). Nahezu alle Saugetiere, Vogel und Fische exprimieren mittels
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eines Prionprotein-(PrP)-Gens das PrP° (JEFFREY et al., 2004). Es ist hauptsachlich
in Zellen des nervalen und lymphoretikularen Gewebes sowie der Nieren aufzufinden
und dort durch einen Glycophosphatidyl-Inositol-Anker (GPI) mit der Zellmembran
verbunden. Ein Abbau erfolgt im Zellinneren (Endozytose) durch Proteasen (GRO-
SCHUP und STOLZE, 2002). Die Bedeutung des PrP° fiir die Zellphysiologie ist noch
weitgehend unklar. Man vermutet eine synaptische Funktion bei der Erregungslei-
tung, ferner eine Beteiligung an der zirkadianen Rhythmik (KRETZSCHMAR, 1998;
Rossow, 2002) oder bei der Kupferbindung zum Zellschutz gegentber oxidativem
Stress (N.N., 2001b). Transgene Mause ohne PrP°-Exprimierung, sog. Knock-out

Mause, entwickeln sich jedoch normal und sind lebensfahig (BUELER et al., 1992).

Die pathologische Isoform PrP*¢ hat die identische Aminoséurenzusammensetzung
wie PrP°, was das Fehlen einer Immunreaktion erklart. Eine Ausnahme stellen die
vererbbaren TSEs des Menschen dar, wo eine Punktmutation im PrP-Gen die Struk-
tur des PrP° destabilisiert und die Umwandlung in PrP>¢ bedingt (PRUSINER, 1995;
RABENAU und DOERR, 2001). Eine Abweichung des PrP° gegeniiber PrP® in der
Tertiarstruktur beeinflusst jedoch maf3geblich seine biologischen und biochemischen
Eigenschaften. Durch hohen Gehalt an a-Faltblattstrukturen und, im Vergleich zu
PrP®, geringeren Gehalt an &-helikalen Strukturen ist PrPS® extrem widerstandsfahig
gegenuber chemischen wund physikalischen Einflissen sowie gegenuber
DesinfektionsmalRnahmen (z. B. viruziden Wirkstoffen) (DIRINGER et al., 1994;
PRUSINER, 1995). Fir eine Desinfektion sind nur 4%ige Natronlauge oder 2%ige Na-
Hypochloritldsung mit einer Einwirkungsdauer von je 1 h oder Dampfsterilisation fur
mindestens 20 min, 133°C und 3,3 bar als wirksam zu betrachten (Rossow, 2002).
Die Resistenz der PrP°® gegen den Abbau durch endogene Proteasen
(proteolytische Resistenz) ist entscheidend fir ihre Zellpathogenitat (PRUSINER,
1995; ALMOND, 1998; STOLZE und GROSCHUP, 2002). .

Die Konversion des physiologischen PrP® in das pathologische PrP*¢, und somit
seine Replikation, funktioniert nach derzeitigem Wissensstand ohne Beteiligung von
Nukleinsduren (PRUSINER, 1995; AGuUzzl, 2001a). An innerzellularen Membranen
(uberwiegend von Neuronen) lagert sich dabei PrP*° als infektioses Agens an PrP°,
wodurch ein Intermediarkomplex entsteht. Dabei induziert PrP%® auf bisher
unbekannte Weise autokatalytisch die Umwandlung der Tertiarstruktur des PrP° in
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die pathologische Isoform. Mehrere PrP®¢, durch Proteasen nicht abbaubar,
verklumpen zu unl6slichen Aggregaten und bilden somit Plaques oder die
sogenannten SAF (Abb. 2.1). Dadurch aktivierte Astrozyten sowie die Plagques und
SAF selbst wirken neurotoxisch (KRETZSCHMAR, 1998; PRINZ et al., 2004; JEFFREY et
al., 2004) und lésen letztlich den Zelltod durch Apoptose aus (PRUSINER, 1995). Es
entsteht histopathologisch eine klassische Trias aus Vakuolenbildung (spongiforme

Dystrophie), Nervenzellverlust und Astrogliose (BUDKA et al., 1995).
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Abbildung 2.1: Prionenreplikation nach der Prion-Hypothese (nach: AGuzzi, 2001a)

Untersuchungen mit transgenen Mausen untermauern diese ,Prionentheorie”. So
konnte bei Knock-out-Mausen, deren PrP-Gen inaktiviert wurde und die somit kein
PrP¢ exprimieren, nach Inokulation von PrP*¢ keine Vermehrung der PrP*¢ oder Er-
krankung der Tiere ausgelost werden. Ferner wirkte die Menge an vorhandenen PrP°¢
limitierend, da Mause, die lediglich 50% der normalen Menge im Gehirn exprimierten,

sehr viel spater und schwéacher erkrankten (SAILER et al., 1994; PRUSINER, 1995).

2.1.5 Ubertragbarkeit von BSE und vCJD

Die Ubertragbarkeit von TSEs auf eine andere Tierspezies oder den Menschen ist
abhéngig von der Speziesbarriere, dem Applikationsweg des Erregers und der
Infektionsdosis (AGuzzl, 2001a). Beim Vergleich verschiedener Ubertragungswege
ist die orale Erregeraufnahme am wenigsten effektiv. Reicht fir die intrazerebrale
Inokulation exemplarisch 1 Infektiose Einheit (IE) fur eine Erkrankung aus, so ist bei
intravendser Applikation bereits die 10-fache IE, intraperitoneal die 100-fache IE, und
subcutan die 10*-fache IE nétig. Eine Infektion nach oraler Ubertragung bedarf einer
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10°-fach hoheren Dosis. Die Infektiositat kann bisher allerdings nicht nach IDsp-
Einheiten (IE, bei denen 50% der infizierten Tiere erkranken) quantifiziert werden.
Ferner ist unbekannt, ob durch eine hohe Dosis oder durch Akkumulation niedriger
Dosen eine Infektion erfolgt (COLLINGE, 1999). Nach DIRINGER et al. (1998) geniigt
laut Prionentheorie ein einziges pathologisches Prion, um die Umfaltung
korpereigener Prionen in Gang zu setzen. Jedoch erhodhte sich mit der Menge der
aufgenommenen Erreger das Risiko. Im Gehirn klinisch erkrankter Tiere kbnnen 1
Mio. bis 10 Mrd. infektiose Einheiten pro Gramm Gewebe nachgewiesen werden. In
GB war die Verarbeitung von bis zu 2 g Hirn in Hamburgern dblich, was folglich ein

humanes Expositionsrisiko darstellte (Rossow, 2002).

2.1.5.1 Speziesbarriere

Die Prionenlibertragung auf eine fremde Spezies bedarf einer erhdhten
Infektionsdosis und hat eine langere Inkubationszeit zur Folge. Nach mehreren
Passagen des Erregers im neuen Wirt jedoch erfolgt eine Stabilisierung und
deutliche Verkirzung der Inkubationszeit. Dies beruht auf der sog. Speziesbarriere,
deren Ausmalf von der Ahnlichkeit der Molekulstruktur (Aminosauren(AS)-sequenz)
der Prionproteine (PrP) von Spender und Empfanger abhéngig ist (COLLINGE, 1999;
AGuUzzl, 2001a). Diese Artenbarriere konnte im Tiermodell bei transgenen Mausen
Uberwunden werden (CASTILLA et al., 2004), indem durch Einschleusen des
Hamster-PrP-Gens in das Genom von Mausen die dadurch transgene Maus fur
Hamster-Scrapie empfanglich wurde (PRUSINER, 1995). Es kdnnen auch innerhalb
einer Tierart mehrere verschiedene Prionenstdmme (,prion-strain-type®) auftreten,
die entsprechend von unterschiedlichen PrP-Genotypen exprimiert werden. Gemal
der Speziesbarriere gilt auch hierbei, dass das Vorliegen verschiedener
Erregerstamme die Ubertragbarkeit erschwert. Eine groBe biochemische
Ubereinstimmung der ,prion-strain-type“ zwischen Spender und Empfanger hingegen
erhoht im Falle einer Ubertragung die Pathogenitat und verursacht dariiber hinaus
bei einer Erkrankung ein zwischen Spender und Empfanger identisches klinisches
und histopathologisches Bild (BRUCE et al., 1994; FOSTER et al., 2001a).

Bei der CJD des Menschen sind drei verschiedene pathogene Prionenstamme (Typ

1 bis 3-Muster) bekannt, die sich von dem Isolat, welches die vCJD verursacht (Typ
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4-Muster), unterscheiden (LASMEZAS et al., 1996). Dreif3ig verschiedene beim Schaf
vorkommende Scrapie-Stamme zeigen alle eine entscheidende Nicht-Uberein-
stimmung der Molekulstruktur (in Position 143 und 155) mit menschlichen Prionen
(BRUCE et al., 1994; BRUCE et al., 1997). Dies entspricht dem bisher fehlenden
epidemiologischen Kontext zwischen Scrapie des Schafes und TSE des Menschen.
Auch die experimentelle Ubertragung von Scrapie auf Menschenaffen verlief bislang
erfolglos (KRETZSCHMAR, 1998). Eine hohe molekulare Ubereinstimmung der Prionen
verbunden mit einer nachgewiesenen Ubertragbarkeit besteht jedoch zwischen Rind
und Schaf (FOSTER et al., 2001a) sowie zwischen Rind und Katzen, Zootieren
(BRUCE et al., 1994) und Mausen (BARLOW und MIDDLETON, 1990).

Zwischen Mensch und Rind besteht mit einer 92-93%igen Ubereinstimmung
(KRETZSCHMAR, 1998) ebenfalls eine deutliche Homologie in der AS-Sequenz ihrer
Prionen. Bei experimenteller Ubertragung von vCJD auf transgene Mause erkrankten
diese mit identischer Inkubationszeit und klinisch-pathologischem L&sionsprofil wie
Méause nach BSE-Inokulation. An vCJID und BSE erkrankte Mause unterschieden
sich hingegen deutlich von mit Scrapie oder CJD infizierten Mausen (BRUCE et al.,
1997; HiLL et al., 1997a; N.N., 2001a). In weiteren Versuchen zeigten mit BSE
infizierte Makaken (hohe PrP-Ubereinstimmung zum Menschen) einen neuro-
pathologischen Befund, der dem unidblichen Schadigungsmuster (u.a. floride®
Plaques) der vCJD sehr &hnelt und sich wiederum deutlich von anderen TSEs
unterscheidet (LASMEZAS et al., 1996). Die These, die vCJD habe ihren Ursprung in
der BSE, wird zusatzlich durch biochemische Charakteristika erhartet. So ergab die
Analyse des Glycosylierungsmusters im Western Blot eine fast identische
Molekdlstruktur von Rinderprionen und dem menschlichen Priontyp 4, welcher der
vCJID zugrunde liegt (COLLINGE et al., 1996; LASMEZAS et al., 1996). Daraus lasst
sich folgern, dass BSE und vCJD vom gleichen Erregerstamm verursacht werden
(COLLINGE et al., 1996; BRUCE et al., 1997; N.N., 2001a).
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2.1.5.2 Erregeraushbreitung

Nach der oralen Aufnahme von Prionen mit der Nahrung, welche gerade bei BSE
und vCJID die Hauptinfektionsquelle darstellt (DIRINGER et al., 1994), gelangen PrP%°
in das Hauptmanifestationsorgan ZNS uber eine Infektionsausbreitung im Tierkorper
(Abb. 2.2). Dabei kommt einer ersten Erregerreplikation im Lymphoretikularen
System (LRS) und der anschlie3enden Neuroinvasion eine entscheidende Rolle zu.
Im Tierversuch mit Labortieren erfolgte nach Aufnahme (ber den
Gastrointestinaltrakt ein erster Erregernachweis in lymphatischem Gewebe des
Pharynxbereiches (Tonsillen), folgend in Milz und dem lymphatischen Gewebe (B-
Lymphozyten) des Darmes (MAIGNIEN et al., 1999).

Das Einschleusen von PrP*¢ in peripheres Nervengewebe erfolgt vermutlich durch
Vorlauferzellen von B-Lymphozyten (AGuzzi, 2001b). An viszeralen Nerven (Nn.
splanchnici) entlang dringen die Prionen im Thoraxbereich in Spinalganglien und
Rickenmark ein, von wo aus sie weiter aufsteigen in Richtung Kleinhirn, Grof3hirn
und Netzhaut (AGuzzi, 2001b; FRIES et al., 2003). Eine alternative Weiterleitung
erfolgt wohl entlang efferenter Fasern des Vagusnervs unter Umgehung des
Ruckenmarks in die Medulla oblongata des Gehirns (FRIES et al., 2003; N.N., 2004).
Das Agens verteilt sich alternativ auch tber das Blut im Organismus (MAIGNIEN et al.,
1999). Im Tierexperiment gelang es dem Erreger, durch Uberwinden der Blut-Hirn-
Schranke das ZNS ohne nervale Ausbreitung zu erreichen (BANKS et al., 2004).

ZNS
nerval N. vagus »  Hirnstamm,
LRS Nn. splanchnici —p RUckenmark

(Peyer'sche Platten,

Lymphknoten, Milz,

Appendix, Tonsillen)
B-Lymphozyten,
Immunzellen d. Darmes?

Gastrointestinal-
Trakt hamatogen (Leukozyten)

Abbildung 2.2: Ausbreitung der Prionen nach oraler Aufnahme



Literatur 19

2.1.5.3 Gewebsinfektiositat

Der Erregerausbreitung beim Rind und einer damit verbundenen Infektiositat des
beteiligten Gewebes kommt wegen der mdglichen Ubertragung auf den Menschen
besonderes Augenmerk zu. Bei experimenteller Erregertbertragung auf Kélber tber
das Futter konnte nach 6 bis 18 Monaten mittels Mausebioassay eine Infektiositat im
distalen lleum einschliel3lich der Peyer'schen Platten nachgewiesen werden. 32
Monate nach Inokulation gelang ein erster PrP>¢-Nachweis im ZNS (Riickenmark und
Medulla oblongata) sowie in thorakalen und cervikalen Wurzelganglien. Infektiositat
im Trigeminalganglion und im Knochenmark wurde nach 36 Monaten zeitgleich mit
dem ersten Auftreten von Kklinischen Symptomen und histopathologischen
Veranderungen beobachtet. Die hochste Prionendichte findet sich beim Rind in der
terminalen Phase der Erkrankung im Gehirn (v. a. Hirnstamm) (WELLS et al., 1998).
Bei oral mit BSE infizierten Mausen gelang ein PrP*°-Nachweis in zahlreichen
Geweben des LRS wie Lymphknoten des Verdauungstraktes, Milz und Tonsillen,
ferner im Pankreas und in peripheren Ganglien (MAIGNIEN et al., 1999). Auch bei an
BSE oder Scrapie erkrankten Schafen ist Infektiositat in der Kérperperipherie (v. a.
im LRS und peripheren Nervensystem) bereits deutlich vor einer Anreicherung von
PrP>® im ZNS messbar (WELLS et al., 1998; SToLzE und GROSCHUP, 2001; TERRY et
al.,, 2003). Natdrlich infizierte BSE-Kihe hingegen zeigen in den Korperorganen
aul3erhalb des ZNS keine Infektiositat (FOSTER et al., 2001b). Somit weist BSE im
Vergleich zu anderen TSEs eine geringere Verteilung der Infektiositat im Korper auf.
Jedoch besteht Unklarheit dartber, ob der Unterschied zwischen Rindern und
anderen Spezies nur quantitativer Art, nicht jedoch qualitativer Art sei. Pathologische
Prionen konnten beim Rind in sehr niedrigem und somit nicht nachweisbarem

Umfang aul3erhalb des ZNS vorhanden sein (THOMZIG et al., 2004).

Auch die Infektiositat von Muskelfleisch und Blut ist unzureichend geklart. Blut von an
BSE erkrankten Rindern gilt als nicht infektios (SSC, 2002c). Ferner ist bislang
Scrapie nicht durch Blut tGbertragbar, und bei der menschlichen sCJD gibt es ebenso
keine epidemiologischen und experimentellen Hinweise darauf (KAWASHIMA et al.,
1997; N.N., 2001c). Im Gegensatz dazu geht man bei vCJD-Patienten von einer
moglichen iatrogenen  Ubertragung durch  Bluttransfusion aus, da in
lymphoretikuldrem Gewebe und damit verbunden in Lymphozyten ein PrPs°-
Nachweis erbracht wurde (COLLINGE, 1999; HILL et al., 1999) (s. 2.1.2.1). Eine BSE-
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Ubertragung durch Blut gelang im Tierexperiment sowohl bei Schafen (HOUSTON et
al., 2000), als auch bei Primaten, wobei die Infektiositat hauptsachlich an Leukozyten
gekoppelt ist (BONS et al., 2002). Die potentielle Infektiositat von Blut (BROWN et al.,
1998) und anderen lymphatischen Organen wirft zusatzliche Fragen fir den
Verbraucherschutz auf (N.N., 2003b).

In Muskulatur ist PrP>® nachweisbar bei Scrapie-Fallen und sCJD-Patienten, jedoch
in 5.000-fach bis 10.000-fach niedrigeren Mengen als im Gehirn (GLATZEL et al.,
2003). Bei experimentell Scrapie-infizierten Hamstern erfolgte eine Erregeraus-
breitung in die Muskelfasern zentrifugal auf neuronalem Wege, ausgehend von
Motoneuronen des Ruckenmarks. Betroffen waren zum Ende der Inkubationszeit die
Muskeln der Extremitaten, die Kaumuskulatur und die Zunge (THOMZIG et al., 2004).
Die Muskulatur von Rindern mit BSE gilt dagegen als frei von Erregern (SSC, 2002c).

Durch das SSC (1998 und 1999a) erfolgte eine Klassifizierung von Organen nach
ihrer potentiellen Infektiositat in vier verschiedene Risikogruppen (Tab. 2.3).
Demnach ist im Falle einer BSE-Erkrankung im ZNS des Rindes mit der hdchsten
pathologischen Prionendichte zu rechnen. Die zum peripheren Nervensystem (PNS)
zahlenden Spinalganglien werden ebenso als hoch infektits eingestuft. Weitere ZNS-
nahe Anteile des PNS wie Vagusnerv und Ganglien des Kopfes und der Wirbelsaule
sind bislang trotz vermuteter Erregerpassage (s. 2.1.5.2) und teilweise nachgewie-
sener Infektiositat (s. 2.1.5.3) nicht klassifiziert (LUCKER und SCHLOTTERMULLER,
2001; FRIES et al., 2003).

Kategorie Gewebe

1. Hohe Infektiositéat O Gehirn, Rickenmark, Spinalganglien, Dura mater, Augen,
Wirbelsaule, Hypophyse, Kopf (ohne Zunge), Lunge

2. Mittlere Infektiositat O Darm, Tonsillen, Milz, Plazenta, Uterus, fetales Gewebe,
Liguor, Lymphknoten

3. Niedrige Infektiositat O Leber, Pankreas, Thymus, Knochenmark, Réhrenknochen,
Nasenschleimhaut, periphere Nerven

4. Infektiositat nicht nachweisbar [ restl. Gewebe wie Skelettmuskel, Herz, Niere, Milch,

Blut, Urin, Fett, Bindegewebe, Haut, usw.

Tabelle 2.3: Einteilung der potentiellen Infektiositat von Organen BSE-infizierter Rinder
(SSC, 1998 und 1999a).
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Um ein mogliches Ubertragungsrisiko des BSE-Erregers durch Schlachtprodukte auf
den Verbraucher zu minimieren, erfolgte basierend auf der oben genannten
Klassifizierung eine Einstufung von Geweben in sog. spezifiziertes Risikomaterial
(SRM). SRM umfasst bestimmte Kdrperteile und Organe von Rindern, Schafen und
Ziegen, von denen das grofdte Gefahrenpotential beziiglich einer maoglichen
Ubertragung des TSE-Erregers ausgeht (N.N., 2003b) und die folglich unschadlich
beseitigt werden mussen (s. 2.1.6). In Anhang Xl der EG-Verordnung 999/2001
(N.N., 2001e), dessen letzte diesbeziigliche Anderung durch die Verordnung
1492/2004 (N.N., 2004) erfolgte, sind spezifizierte Risikomaterialien derzeitig EU-
einheitlich definiert (s. Tab. 2.4).

Spezifizierte Risikomaterialien (SRM)

Rinder jeden Alters: O alle Tierkorperteile von positiv auf BSE getesteten Tieren
O Tonsillen
0 Darm (Duodenum bis Rektum) und Mesenterium
Zusatzl. bei Rindern > 12 Monate: [0 Schadel ohne Unterkiefer, inkl. Hirn und Augen
O Wirbelsaule inkl. Riickenmark und Spinalganglien,
exkl. Schwanzwirbel, Dorn- und Querfortsétze
der Hals-, Brust- und Lendenwirbel und
Crista sacralis mediana sowie Kreuzbeinfligel
Schafe und Ziegen jeden Alters: O alle Tierkdrperteile von positiv auf TSE getesteten Tieren
O Milz; lleum
Zusatzl. bei Schafen/Ziegen > 12 Monate: [0 Schadel inkl. Hirn, Augen

O Tonsillen; Rickenmark

Tabelle 2.4: Spezifizierte Risikomaterialien bei Rind, Schaf und Ziege

2.1.6 Rechtliche Konsequenzen fur den Verbraucherschutz

Die BSE des Rindes gilt inzwischen durch den Verzehr von erregerhaltigem Material
auf den Menschen ubertragbar und scheint die humane vCJD hervorzurufen
(COLLINGE et al., 1996; BRUCE et al., 1997; HiLL et al., 1997a; ALMOND, 1998;
HOSSAIN und CHAKRABORTY, 2001; LASMEZAS et al., 2001). Daflir sprechen neben

epidemiologischen Erhebungen vor allem experimentelle Befunde im Tiermodell
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(N.N., 2003b). Neuropathologie und Klinik verhalten sich bei der Ubertragung von
BSE auf Mause oder Makaken identisch mit den Befunden einer vCJD-Infektion,
welche sich deutlich von der Pathogenese anderer tierischer oder menschlicher
TSEs unterscheidet (LASMEZAS et al., 1996; BRUCE et al., 1997). Die Identifizierung
eines Ubereinstimmenden Erregerstammes auf molekularer Ebene (COLLINGE et al.,
1996; HILL et al, 1997a; BRUCE et al., 1997) erhartet dartber hinaus die These, dass
BSE die Quelle der vCJD ist. Diese Erkenntnisse machen Mal3nahmen fir den
Verbraucherschutz unumgéanglich. Insbesondere der Eintrag von ZNS, welches bis
zu 95% der Infektiositat im BSE-positiven Fall ausmacht, und von SRM im

Allgemeinen in die Nahrungskette ist zu vermeiden (SSC, 1998 und 1999a).

Ausgehend von diesen Uberlegungen und als Reaktion auf die Ausbreitung von BSE
wurden einzelstaatliche und gemeinschaftsrechtliche Mal3nhahmen zum Schutz der
menschlichen und tierischen Gesundheit festgelegt. Der sog. TSE-Verordnung
999/2001 des Européischen Parlamentes und des Rates (N.N., 2001e) kommt dabei
mit ihren Anderungs-Verordnungen die zentrale Rolle zu. In ihr sind u. a. folgende
Punkte zur Reduktion des Gefahrdungspotentials geregelt:

1. Pflichttestung: Seit 1. Januar 2001 werden nach der TSE-Verordnung
999/2001, welche u. a. die Durchfiihrung der BSE-Schnelltests (s. 2.1.3.2.3)
regelt, europaweit alle Schlachtrinder tber 30 Monate auf BSE getestet (N.N.,
2001e). Deutschland hat national das testpflichtige Alter sogar auf 24 Monate
gesenkt (N.N., 2001f).

2. Spezifiziertes Risikomaterial (SRM), dessen Infektiositat im Tierversuch
nachgewiesen als erhéht gilt (s. 2.1.5.3), ist EU-weit von der Verarbeitung
ausgeschlossen (nach EG-VO 999/2001, Anh. Xl, geéndert durch VO
1492/2004). Es muss entsprechend der genauen Vorgaben der EG-VO
1774/2002 einer Kennzeichnung unterzogen und unschadlich beseitigt
werden. Mit BSE-positiv getesteten Rindern wird analog verfahren (N.N.,
2004a).

3. Futterungsverbot von tierischen Bestandteilen (nach EG-VO 999/2001 und
EG-VO 1234/2003): das seit 1994 geltende Saugetier-Verfutterungsverbot an
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Wiederkduer wurde vom 1.1.2001 an in der EU ausgeweitet auf ein
allgemeines Verfltterungsverbot von proteinhaltigen Erzeugnissen und Fetten
aus Geweben warmblatiger Tiere und Fische an Wiederkauer. Mit diesem
Jfeeding-ban“ soll die vermutete Infektionskette bei Wiederkauern
unterbrochen und somit Neuinfektionen vermieden werden (N.N., 2001e).

Neben diesen zentralen Mal3hahmen zur Kontrolle der BSE-Situation sind in der EG-
VO 999/2001 daruber hinaus zahlreiche weitere Regelungen getroffen worden. So
wurde ein Herstellungsverbot fir Separatorenfleisch (Erzeugnis, das nach dem
Entbeinen durch maschinelles Abtrennen des frischen Fleisches vom Knochen
gewonnen wird) bei Rindern, Schafen und Ziegen fir alle Knochen ausgesprochen.
Der Einsatz eines Rickenmarkszerstérers (RMZ) zur Reflexausschaltung nach der
Betdubung ist bei der Schlachtung von Rindern, Schafen und Ziegen zur
Fleischgewinnung ebenso wie zur Gewinnung von Futtermitteln nicht mehr
zugelassen (s. 2.3.1). Nach dem gemeinschaftsrechtlichen Uberwachungsprogramm
unterliegt BSE einer Meldepflicht, in Deutschland nach nationalem Recht sogar der
Anzeigepflicht (Rossow, 2002).

2.1.7 Einschétzung des Gefahrenpotentials fur den Verbraucher

Da die deutsche BSE-Situation keinen Seuchencharakter aufweist, ist das
Gesundheitsrisiko fur den Verbraucher gering einzustufen (BODEMER und KAUP,
2002; N.N., 2003b). Deutsches Rindfleisch gilt weitgehend unbedenklich (KAADEN,
2001). Dennoch kann das Risiko fur den Verbraucher durch Verzehr von Rindfleisch
nicht vollstandig ausgeschlossen werden, trotz der flachenmalliigen BSE-
Schnelltestung. Der Nachweis von PrP¢ im Gehirn ist namlich von der Menge des
vorhandenen Erregers abhangig und kann im Falle einer Erkrankung erst ab sechs
Monate vor den ersten klinischen Symptomen zuverlassig erfolgen. Aufgrund der
langen Inkubationszeit und der Erregerausbreitung im Korper ist von einer
potentiellen Infektiositdt bestimmter Gewebe jedoch bereits zu einem Zeitpunkt
auszugehen, zu dem PrP%° noch nicht in ausreichendem MaRe im Stammhirn
nachgewiesen werden kann. Wahrend der subklinischen Erkrankungsphase besteht

also eine diagnostische Licke, und ein BSE-negatives Testergebnis wéare in diesem
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Fall nicht zwingend dem Freisein des Schlachttierkérpers von BSE-Erregern
gleichzusetzen (ALMOND, 1998; WELLS et al., 1998; StoLzE und GROSCHuUP, 2001).

Um in einem solchen Falle dennoch das Infektionsrisiko fur den Verbraucher
einschranken zu kénnen, sind weitere umfassende MalRnahmen unabdingbar. So ist
im Sinne eines vorbeugenden Verbraucherschutzes die Vermeidung des Eintrages
von SRM, also potentiell infektiosem Gewebe, in die menschliche Nahrungskette von
hochster Relevanz. Das grof3te Gefahrenpotential geht dabei von ZNS aus, das bei
an BSE-erkrankten Rindern die Hauptinfektiositat tragt (hochste Prionendichte,
macht zusammen mit dorsalen Wurzelganglien bis zu 95% der Gesamterregermenge
aus) (SSC, 1998; N.N., 2003b). MaRnahmen wie das Entfernen und unschadliche
Beseitigen von SRM, das Verbot des Rickenmarkszerstorers oder der Separatoren-
fleischgewinnung (s. 2.1.6) haben bei der Schlachtung von Rindern die wichtigsten
Risiken fur eine ZNS-Kontamination auf das derzeit mdgliche Minimum reduziert.
Dennoch gibt es bezilglich einer Kontamination mit SRM, und somit potentiell
infekticsem  Material, nach wie vor kritische Prozessschritte bei der
Rindfleischgewinnung (FORSTER und STOLLE, 2002; SCHUTT-ABRAHAM, 2002a; N.N.,
2003b).

2.2 ZNS-Kontamination im Verlauf der Schlachtung von Rindern

Laut einer Stellungnahme des ehemaligen Bundesinstitutes fir gesundheitlichen
Verbraucherschutz und Verbrauchersicherheit (BgVV) gibt es im Rahmen der
Schlachtung und Zerlegung von Rindern kritische Arbeitsschritte, in deren Verlauf zu
den spezifizierten Risikomaterialien (SRM) z&hlende Gewebe, insbesondere Hirn und
Ruckenmark, unter Zusammenhangstrennung von Geweben freigelegt werden. Im
Falle einer Erkrankung eines Tieres an BSE ist SRM als infektios zu betrachten, und
es kann somit insbesondere an diesen kritischen Arbeitsschritten u. a. Uber Geréate
und Einrichtungen zu einer Streuung pathologischer Prionen auf Fleisch und
Arbeitspersonal kommen (N.N., 2001d).

Das Absetzen des Kopfes vom Rumpf wird unter Durchtrennung des Rickenmarks

mit einem Messer ausgefiihrt. Dabei wird der Rickenmarkskanal erdffnet und
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zentralnervoses Gewebe sowie Zerebrospinalflissigkeit kénnen aus dem
Hinterhauptsloch austreten. Die Ubliche Heildwassersterilisation des moglicherweise
ZNS-kontaminierten Messers bei 82 °C fuhrt lediglich zu einer Proteindenaturierung,
nicht zu einer Inaktivierung des mdoglicherweise vorhandenen BSE-Agens (SCHUTT-
ABRAHAM, 2002a; TROGER, 2002). Bei der folgenden Bearbeitung des Kopfes birgt
insbesondere das Reinigen mittels Handbrausen eine Kontaminationsgefahr, indem
Spritzwasser und Aerosole die Umgebung an der Schlachtlinie kontaminieren. Die
Bandbeférderung des Kopfes durch die Schlachthalle und eventuell manuelles
Umhéngen des Kopfes beglnstigen ebenfalls eine Verteilung von ZNS-Material
(TROGER, 2002). Auch die Entnahme der BSE-Probe aus dem Stammbhirn kann eine
Umgebungsverunreinigung mit als SRM eingestuftem ZNS verursachen (SCHUTT-
ABRAHAM, 2002a).

Die Spaltung des Tierk6rpers in der Langsrichtung der Wirbelsaule, nach Anl. 2
Kap. Ill Nr. 2.7 FIHV, stellt einen aul3erst kritischen Arbeitsschritt dar (TROGER, 2002;
FORSTER et al., 2003a). Im Ublichen Schlachtablauf wird die Wirbelsdule in ihrer
Medianen mit automatischen Kreissagen oder handgefihrten Bandsagen getrennt,
bzw. in handwerklichen Betrieben mit einem Beil. Dabei wird der Wirbelkanal eroffnet
und das Ruckenmark grol3flachig zersagt. Letzteres kann als Sageabrieb oder per
ablaufendem S&gewasser die Schlachtkdrperhalften, insbesondere die mediale
Kamm- und Rickenmuskulatur, kontaminieren (MARTIN et al., 2001; TROGER, 2002).
Die Hauptgefahr geht von ZNS-haltigem Sagestaub aus, der an S&ageblatt und -
gehause haftet (SCHWAGELE et al.,, 2002) und von diesen auf nachfolgende
Tierkorper ubertragen wird (HELPS et al., 2004). Die Entfernung des Ruckenmarks
nach der Spaltung mittels Messer, Frase oder Absauggerat (TrimVac®) kann
alternativ auch vor der Spaltung erfolgen, namlich in Form von Absaugen durch
Unterdruck mit einem speziellen PVC-Schlauch innerhalb der Dura mater (FORSTER
et al., 2002). Diese Methode wurde anfangs als vielversprechende MalRnahme zur
Reduktion des Kontaminationsrisikos eingeschatzt (JOHANNSEN, 2002).
Untersuchungen uber die Effektivitat der Rickenmarksabsaugung vor und nach der
Spaltung sowie in weiterer Abh&ngigkeit von unterschiedlichen Sageblattern zeigten
jedoch keine signifikanten Unterschiede (BAUERLE et al., 2004). SCHWAGELE et al.
(2002) konnten bei Absaugen vor Spaltung ein ZNS-spezifisches Markerprotein
(GFAP) neben verschiedenen Probenahmestellen des Schlachttierkdrpers auch an
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Arbeitsgeraten und Schutzkleidung des Arbeitspersonals nachweisen. LUCKER et al.
(2002) beobachteten bei dieser Art der Ruckenmarksentfernung sogar eine héhere
ZNS-Kontamination der Rinderhélften (32%) im Vergleich zu konventionell
gespaltenen (17%). Dies wurde zurtckgefuhrt auf unvollstandige intradurale
Absaugung und Zerstérung des Ruckenmarks (SCHWAGELE et al., 2002) aufgrund
anatomischer Einschrankungen (FORSTER et al., 2002). Das Heraussagen der
Wirbelsdule im Ganzen wird in der sog. Sattel- und in der Keilschnitt-Methode mit
Rundsdgen bzw. Hackern umgesetzt. Dabei wird eine Freisetzung von SRM
weitgehend verhindert. Gerade im Hinblick auf Praktikabilitat und Wirtschaftlichkeit
sind diese Zerlegungen im industriellen Ablauf jedoch nicht zu integrieren und es
entstehen zudem Verluste an wertvollen Fleischteilen sowie Fleischqualitatsmangel

(TROGER, 2002; FORSTER et al., 2003a).

Nach der Spaltung und Rickenmarksentfernung erfolgt in manchen Betrieben eine
Reinigung des Tierkdrpers, indem die medialen Sageflachen der Halften mit
Wasser abgebraust werden. Dabei entstehendes Spritzwasser und Aerosole
kontaminieren wiederum Fleisch, Geréatschaften und Arbeitspersonal. Im Wirbelkanal
verbliebene Dura mater und anhaftende Nervenwurzeln werden ublicherweise
manuell entfernt. Die ebenfalls zu SRM zahlenden, als hoch infektiés eingestuften
Spinalganglien (extradural in den Zwischenwirbelldchern gelegen) entgehen dieser
manuellen Entfernung jedoch h&ufig aufgrund ihrer anatomischen Lage (FORSTER et
al., 2002). Auch periphere Ganglien im Schéadel- und Halsbereich sowie Brust- und
Lendengrenzstrangganglien stellen ein Kontaminationsrisiko dar (JOHANNSEN, 2002).
Bei der Fleischuntersuchung ist beim Anschneiden von Herz und Lunge ein
Kontakt mit hdmatogen verschlepptem ZNS-Gewebe (s. 2.3.3) moglich. Durch das
Entfernen der Tonsillen (SRM) im Rahmen der Kopfuntersuchung kénnen Messer mit
ZNS kontaminiert werden und im Rahmen der Finnenschnitte eine Verteilung in die

Tiefe der Muskulatur erfolgen (SCHUTT-ABRAHAM, 2002a).

Schlie3lich dirfen die Kontaminationsrisiken, die sich bereits bei der Betdubung der
Schlachtrinder ergeben, nicht vernachlassigt werden. So kann aus der
Einschusso6ffnung des Bolzenschussapparates und dem Hinterhauptsloch infektioses
Material austreten und v. a. das Kopffleisch verunreinigen (N.N., 2002b; SCHUTT-
ABRAHAM, 2002a). MOJE et al. (2001) fanden bei 100 auf ZNS untersuchten Kopfen
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zu 95 % ein positives Ergebnis in der Umgebung des Schussloches. Die Muskulatur
beidseits des Hinterhauptsloches (72 %) und die aul3ere Kaumuskulatur (26 %)
waren ebenfalls positiv. Die Gewinnung der Muskulatur des Kopfes unterliegt
konsequenterweise strengen rechtlich vorgeschriebenen Auflagen (SPERNER und
FORSTER, 2005). Auch die Kontaktfliche des Bolzenschussapparates, die auf die
Stirn des zu betaubenden Tieres aufgesetzt wird, war im immunochemischen ZNS-
Nachweis positiv (TROGER, 2002). Von der Bolzenschussbetaubung geht, neben
einer aulReren Verschleppung von Hirnmasse aus der Schussoffnung, vor allem die
Gefahr einer hamatogenen Disseminierung in die inneren Organe aus, infolge

Gewebszerstorungen mit Blutungen im Gehirn (JOHANNSEN, 2002).

2.3 ZNS-Embolisierung beim Schlachtprozessschritt Betaubung

2.3.1 Betdubung

Der Grundsatz, dass warmblitige Tiere beim Schlachten vor Beginn des Blutentzugs
sachgerecht zu betauben sind, ist in 8 4a Abs. 1 TierSchG (N.N., 2003e) und EU-weit
in der Richtlinie 93/119/EG (N.N., 1993) verankert. In der Tierschutzschlacht-
Verordnung (TierSchlV) wird die Empfindungslosigkeit der Tiere gefordert. Ein
Schlachttier gilt nach § 13 TierSchlV als tierschutzgerecht betaubt, wenn es schnell
und ohne vermeidbare Schmerzen oder Leiden in einen bis zum Tod anhaltenden
Zustand der Empfindungs- und Wahrnehmungslosigkeit versetzt wird (N.N., 1999).
Bei sachgerecht erfolgter Betaubung (durch den Bolzenschuss) stlirzt demnach das
Tier nieder und zeigt reflektorisch tonisch-klonische Krampfe aufgrund des Wegfalls
der zentralen Hemmung (SCHUTT-ABRAHAM, 2002b). Wichtige Parameter fir den
anhaltenden Bewusstseinsverlust sind Ausfall der Atmung und des Cornealreflexes
sowie starre Augen. Das Gehirn zeigt keine Reaktionsfahigkeit auf Reize der
AuBenwelt und im Elektroenzephalogramm sind charakteristische Verdnderungen
messbar. Der Herzschlag bleibt in der Regel erhalten, und erst durch anschlieRendes
Entbluten (Schlachten = Téten durch Blutentzug) stirbt das Tier (BLACKMORE and
DELANY, 1988).
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Der Einsatz eines Rickenmarkszerstorers ist im Rahmen der Rinderschlachtung
aufgrund einer nachgewiesenen Verschleppung von ZNS-Gewebsfragmenten in den
Korperkreislauf (s. 2.3.3) und einer generellen Kontaminationsgefahr verboten (N.N.,
2001e). Der Ruckenmarkszerstorer ist ein 1-2 Meter langer Stab, der im ZNS,
insbesondere im Stammhirnbereich, massive Verletzungen setzt und somit
unwillkiirliche Reflexe des Tieres unterdrickt (ANIL et al., 1999). Die zuléssigen
Verfahren zur Betdaubung von Schlachttieren sind in Anlage 3 Teil | TierSchlV
geregelt. Beim Rind werden demnach folgende Betaubungsmethoden eingesetzt:

Bolzenschussbetaubung

Elektrobetaubung

Schuss-Schlag-Betaubung (nach 8§ 14 Abs. 2 Nr. 1 TierSchlV in Deutschland

nur mit Ausnahmegenehmigung der zustandigen Behorde zur Erprobung)

Kugelschuss (nur zur Nottdtung oder mit Einwilligung der zustandigen Behor-

de zur Betdubung bei Rindern, die ganzjahrig im Freien gehalten werden)

Ausnahmen vom Zwang zur Betdubung vor dem Blutentzug gibt es neben

Notschlachtungen auch fur rituelles Schachten oder Halal (PLEITER, 2004).

2.3.1.1 Bolzenschussbetdubung

Die penetrierende Bolzenschussbetdubung ist in Europa das Ubliche Verfahren zur
Betdubung von Rindern. Bolzenschussapparate sind Geréate, aus denen mittels
Treibladung oder Druckluft ein Bolzen um eine definierte Strecke geschleudert und
Uber Federn automatisch rickgestellt wird (GREGORY, 1998). Druckluftinjizierende
Bolzen, die &hnlich dem Rulckenmarkszerstorer schwere Gewebszerreissungen
verursachen, sind EU-weit verboten und nur in GB und in USA auf dem Markt (ANIL
et al., 1999; ROTH, 2001). In Deutschland ist, neben pneumatischen Geraten, vor
allem der munitionsgetriebene Bolzenschussapparat im Einsatz. Der korrekte Ansatz
des Schussapparates auf dem Rinderschadel ist malgeblich fir die
Betdubungswirkung und muss senkrecht zur Stirnflache auf der Mittellinie, knapp
Uber der Schnittstelle der diagonalen Verbindungslinien zwischen Hornansatz und
Augenmitte erfolgen (JOHANNSEN, 2002). Nach der Zindung treiben ausreichende

Geschwindigkeit (ca. 100 m/s) und Energiemenge den Metallbolzen (7-11 cm Lange,
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1 cm Durchmesser) durch den Schédelknochen hindurch (GREGORY, 1998; SCHUTT-

ABRAHAM, 2002a).

Der Bewusstseinsverlust des Tieres, der innerhalb von 2 Millisekunden nach
Auslésen des Betdubungsschusses eintritt, wird im Wesentlichen durch folgende
Mechanismen ausgelost: durch eine Erschitterung des Gehirns infolge des
Schussaufpralls auf dem Schadeldach, durch den sog. Coup- und Contre-Coup-
Effekt, in dessen Rahmen das Gehirn wellenartigen Druckschwankungen gegen das
knécherne Schadeldach ausgesetzt ist, sowie durch die invasive Zerstérung von
Gehirngewebe (Zerreissungen, Quetschungen, Torsionen, Gefal3blutungen). Eine
anhaltende und tiefe Betaubung wird dabei vor allem durch diese Gewebszerstérung
der lebenswichtigen Zentren im Stammhirn aufrechterhalten (LAMBOOY, 1982;
GREGORY, 1998). Der resultierende Ausfall der Atmung fuhrt im Gehirn zu
progressivem Sauerstoffmangel und kann in Einzelfallen durch dessen
Funktionsausfall bereits zum Tod fuhren. Um ein Wiedererwachen der Tiere sicher
zu verhindern, muss die Entblutung, welche infolge Kreislaufkollaps zum Schlachttod
fuhrt, laut TierSchlV innerhalb von 60 Sekunden nach dem Schuss erfolgen. Nach
TierSchlV wird zur Gewahrleistung einer optimiert ausgefiihrten Betdubung ein
Sachkundenachweis des Betdubungspersonals und regelmallige Wartung des
Schussapparates gefordert. Ferner sind die Tiere in geeignete Stellung zu bringen
und in ihrer moéglichen Kopfabwehr einzuschréanken (N.N., 1999; JOHANNSEN, 2002;
SCHUTT-ABRAHAM, 2002a).

2.3.1.2 Schuss-Schlag-Betaubung

Die Schuss-Schlag-Betdubung wird mit einem modifizierten Bolzenschussapparat,
der mittels Treibladung oder Druckluft betrieben wird, ausgefuhrt. Pilzférmige
Metallplatten bilden den Schlagkopf, welcher mit im Vergleich zum konventionellen
Bolzenschussapparat erheblich vergrof3erter Auftreffflache (Durchmesser 4-5 cm)
stumpf auf dem Schéadel aufschlagt, ohne in das Gehirn einzudringen (TROGER,
2002; MOJE, 2003). Mit dieser Betdubungsmethode soll der Schéadel nicht erdffnet
werden, und eine ZNS-Kontamination von Arbeitspersonal und Umgebung konnte
aus verbraucherschutz-relevanter Sicht eingeschrankt werden (JOHANNSEN, 2002).

MOJE (2003) verwies in seiner Studie jedoch auf Gber 90 % Impressions- bzw. 40 %
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Splitterfrakturen im Stirnbein, sowie Hirnhautperforation oder Hamatome im Gehirn.
Dies ist wohl auf die bislang unzureichend kontrollierbare Wechselwirkung von Druck
und Schadelknochenanatomie zurlckzufihren, welche abhangig von Rasse, Alter

und Geschlecht ist.

Entsprechend der Bolzenschussbetdubung kommt es durch den Aufprall des
Gehirnes an dem Schadeldach in  Stirnhéhe infolge einer schweren
Gehirnerschutterung zum Bewusstseinsverlust (TROGER, 2002). Die reflektorisch
verursachten Abwehrbewegungen sind im Vergleich zum Bolzenschuss wesentlich
geringer ausgepragt. Das Betdubungsergebnis ist aus Tierschutzsicht jedoch
unbefriedigend, da es bislang oft zu Fehlbetdubungen kommt (MOJE, 2003) und die
Tiere schneller wieder das Bewusstsein erlangen als bolzenschussbetaubte Rinder.
JOHANNSEN (2002) forderte daher eine effektive Kopffixierung und unverzigliche

Entblutung nach dem Betdubungsschuss.

2.3.1.3 Elektrobetdaubung

Wahrend in Australien und Neuseeland die Elektrobetaubung seit Jahrzehnten das
Ubliche Verfahren bei der Rinderschlachtung darstellt, wird sie in Europa erst im
Zusammenhang mit der BSE-Krise zunehmend praktiziert (FORSTER et al., 2003b). In
Deutschland sind inzwischen in drei industriellen Rinderschlachtbetrieben vollauto-
matische Betaubungsanlagen implementiert (PLEITER, 2004). Der Betdubungsablauf
lasst sich folgendermal3en beschreiben: nach Betreten der Betdubungsbox wird das
Tier von zwei Halselektroden fixiert, die unmittelbar in N&he des Zielorgans Gehirn
auf Hohe des Nackens seitlich herangefuhrt werden. Ein Kinnheber driickt von unten
kommend den Kopf nach oben, so dass das Flotzmaul Kontakt mit der von vorne
heranfahrenden Elektrode (Flotzmaulelektrode) bekommt (FORSTER et al., 2003b). Ist
dieser Kontakt erfolgt, kommt es zwischen der paarigen Nackenelektrode und der
Flotzmaulelektrode in einem ersten Betaubungsschritt fir die Dauer von 2 Sekunden
zur Gehirndurchstrdomung, mit einer Stromstarke von 2,5 bis 3,2 Ampére bei
durchschnittlich effektiven 250 bis 270 bzw. 270 bis 330 Volt (FORSTER, 2002;
TROGER, 2002). Dies fuhrt durch einen epileptiformen Anfall zum initialen
Bewusstseinsverlust. In der TierSchlV, Anlage 3 Teil Il, Nr. 3.3, wird dartber hinaus

fur Rinder Uber 6 Monate eine zusatzliche Herzdurchstromung gefordert (N.N.,
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1999). Die Durchstromung des Herzens wird unmittelbar im Anschluss an die 2
Sekunden wahrende Kopfdurchstromung in einem zweiten Betaubungsschritt
durchgefihrt. Hierzu wird eine Brustelektrode vom Boden der Betaubungsbox an das
Brustbein des Rindes herangefahren. Zwischen dieser nun dritten Elektrode
paramedian am Brustbein und der Flotzmaulelektrode kommt es fir 18 bis 20
Sekunden zum Stromfluss, wodurch infolge Herzkammerflimmern der Kreislauf
sistiert (FORSTER, 2002; PLEITER, 2004). Der Entblutungsschnitt muss bei Entblutung
im Hangen innerhalb von 20 Sekunden, bei Entblutung im Liegen innerhalb von 10
Sekunden erfolgen (N.N., 1999).

Der epileptiforme Anfall der betdubten Tiere kommt einem sog. Grand mal
epileptischen Anfall beim Menschen gleich (Cook und DEVINE, 2002). Bei der
elektrischen Durchstromung des Kopfes kommt es zur Ausschittung erregender
Neurotransmitter in den Extrazellularraum, in deren Folge Nervenzellverbénde in
bestimmten Gehirnregionen in einem Zustand erhohter Erregung sind und sich
unkoordiniert epileptiform entladen (MANNL, 1994). Eine damit verbundene St6érung
der Signalverarbeitung und -weiterleitung fihrt innerhalb von 200 ms zu
Empfindungs- und Wahrnehmungslosigkeit sowie zum Aussetzen der Atmung. Da
dem epileptiformen Status des Gehirns bei intaktem Kreislauf eine Phase der
Erholung mit rascher Wiedererlangung des Bewusstseins folgt, ist die zusatzliche
Herzdurchstréomung fir das tierschutzgerechte Aufrechterhalten der Betaubung von
entscheidender Bedeutung. Die gestorte Blutzirkulation infolge Herzkammerflimmern
verursacht im Gehirn den Zustand einer Anoxie und das Tier fallt ins Koma. Die
Betaubung ist somit irreversibel. AuRRerlich wahrnehmbar ist nach einer anfanglichen
starren Krampfphase (wéhrt ca. 10 s) eine Phase der konvulsiven, klonischen
GliedmalRenbewegungen zu beobachten, bevor das Tier ein Stadium der vdlligen
Muskelrelaxation erreicht (GREGORY, 1998; FORSTER et al., 2003b; PLEITER 2004).

Im Gegensatz zur Bolzenschussbetaubung ist dieses Verfahren durch ein Sistieren
der Blutzirkulation und durch Intaktbleiben von ZNS-Gewebe und -GeféalR3en
gekennzeichnet, was aus Verbraucherschutzsicht die Gefahr einer Embolisierung
von Gehirnmaterial erheblich einschréankt (SCHUTT-ABRAHAM, 2002a). Der Tierschutz
ist bei elektrischer Betdubung gewaébhrleistet. Jedoch kann es bei mangelhaft und zu
spat ausgelbter Entblutung oder inkorrektem Sitz der Herzelektrode zu
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Unregelmafigkeiten kommen (FORSTER et al., 2003b). Mit der Implementierung der
komplexen Elektrobetaubungsanlagen sind hohe Investitionskosten verbunden,
welche sich nur im industriellen Schlachtablauf rechnen (TROGER, 2002). Fur
registrierte Betriebe besteht lediglich die Moglichkeit einer Elektroimmobilisierung
nach Bolzenschuss. Dabei wird das Tier zwischen Flotzmaul und Schwanzfalte mit
Niedervolt bis 50 V durchstromt und damit dem Arbeitsschutz gerade nach Verbot
des Rickenmarkszerstorers Rechnung getragen. Das Ansetzen einer tragbaren
Betdubungsgabel an der Brust der Tiere fur eine Herzdurchstromung im Rahmen
einer vollstandigen Elektrobetaubung stellt hingegen fiir das Schlachtpersonal wegen
moglicher Abwehrbewegungen eine Gefahr dar (SCHUTT-ABRAHAM, 2002b).

2.3.1.4 Entblutung

Die zulassige Hochstdauer bis zur Entblutung richtet sich nach der Betdubungsart
und ist in Anlage 2 der TierSchlV verankert. Die Entblutung des Schlachttieres soll
schnell den Schlachttod herbeifihren und muss somit unmittelbar nach der
Betaubung vollzogen werden. Denn erst der durch Blutentzug -eingeleitete
Blutdruckabfall bewirkt einen Kreislaufkollaps mit Herzstillstand sowie Gehirntod
durch cerebrale Anoxie (SCHUTT-ABRAHAM, 2002b). Beim Halsschnitt wird die
Hauptschlagader (A. carotis communis) durchtrennt, wahrend beim alternativen
Bruststich das gemeinsame Ursprungsgefald (Truncus brachiocephalicus) der
Halsschlagadern in Herznahe durchstochen wird. Der Bruststich unterbricht auch den
Blutfluss der Vertebralarterien, welche beim Rind als anatomische Besonderheit das
Gehirn zusatzlich versorgen (s. 2.3.2.1). Deren Funktion kann bei alleiniger
Durchtrennung der Halsschlagadern bis tber eine Minute langer erhalten sein und
somit den Gehirntod verzogern (JOHANNSEN, 2002).

Der Erfolg einer raschen Entblutung hangt von verschiedenen Faktoren ab. Bei den
Betaubungsverfahren unterscheidet sich dabei die Elektrobetaubung trotz
Herzkammerflimmern nicht nachteilig von der konventionellen Bolzenschuss-
betdubung, da es infolge der Durchstrémung zu einer deutlichen Blutdrucksteigerung
kommt (BUCHER et al., 2003). Diskutiert wird weiterhin der Einfluss der Lage des
Tierkorpers. HESS (1968) beobachtete im Hangen (bei Bolzenschussbetdubung) eine

um 12 % hohere Stechblutmenge als bei Liegendentblutung. BUCHER et al. (2003)
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konnten auch - jedoch bei Elektrobetaubung - bei Entblutung im Hangen nach 30
Sekunden durchschnittlich 18 Liter Blut gewinnen, im Liegen nur 14 Liter. Dennoch
mallen die Autoren nicht der Lage des Tierkorpers, sondern der Korrektheit des
Entblutestichs, welche vom Faktor Mensch abhangt, die entscheidende Bedeutung
bei. Der Ausblutungsgrad betrdgt insgesamt 40 bis max. 60 % des
Gesamtblutvolumens. Das restliche Blut verbleibt im Schlachtkérper, insbesondere in
den Organen. Im Herz ist sogar nach der Herzerdffnung im Rahmen der
Fleischuntersuchung stets Restblut in den Kammern, oder es haften Koagula an den
Innenstrukturen des Herzens (N.N., 2001c). Der Prozessschritt Entblutung dauert
nach ANIL et al. (1999) 90 Sekunden, der Herzschlag kann noch mehrere Minuten
andauern. Wéahrend dieser Phase kann das Blut weiterhin durch den Kreislauf
zirkulieren. Da fur den Abschnitt Eutervene/Eutervene beim Rind eine Kreislaufzeit
von 52 s gemessen wurde, geht SCHUTT-ABRAHAM (2002b) davon aus, dass
wahrend der nach der Betdubung noch bis zu wenigen Minuten aufrecht erhaltenen
Blutzirkulation ausreichend Zeit fir eine Blutpassage durch den gesamten Kreislauf
bleibt.

2.3.2 Anatomie des Blutkreislaufes beim Rind

2.3.2.1 Blutversorgung des Gehirns

Die arterielle, cerebrale Blutversorgung wird von mehreren Gefal3en, die in der
Schédelhthle netzartig Uber zahlreiche verschlungene Zweige miteinander
anastomosieren, gewahrleistet. Beim erwachsenen Rind stehen diese sog.
Wundernetze (Retia mirabilia) miteinander Uber den Circulus arteriosus in
Verbindung und werden in der Hauptsache von der A. maxillaris (aus A. carotis
externa) und der A. vertebralis gespeist. Letztere ist ein Ast der A. subclavia, verlauft
ventral der Halswirbelkdrper zur Schadelhdhle und entgeht somit einer
Durchtrennung per Halsschnitt im Rahmen der Entblutung.

Der venose, cerebrale Blutstrom ist in groBlumige dorsale und ventrale
Blutleitersysteme unterteilt, die miteinander in Verbindung stehen. Das dorsale
Venensystem besteht zur Hauptsache aus dem Sinus sagittalis, der zwischen den

Hemispharen verlaufend zahlreiche kleine Gehirnvenen und den Sinus rectus
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(Hauptvene, welche tiefe Strukturen des Gehirns drainiert) aufnimmt. Am
Kleinhirnzelt spaltet er sich bilateral in ampullenartig erweiterte Querblutleiter (Sinus
transversi). Diese verlassen als Sinus sigmoideus zum einen den Schadel in
Richtung des vertebralen Venenplexus (V. vertebralis) und der inneren Jugularvene
(V. jugularis interna), und nehmen zum anderen Verbindung mit dem ventralen
Blutleitersystem auf. Das ventrale Venensystem ist ein ringférmig um die Hypophyse
angelegtes Sammelbecken und besteht aus dem caudalen Sinus basilaris und den
cranialen Sinus cavernosi. Diese sind ein schwammartiges Hohlraumsystem,
nehmen zahlreiche kleine Venen auf und bilden rostral durch die Orbita einen
Abfluss zur V. facialis und V. temporalis superficialis (minden in V. carotis externa).
Der caudale Sinus basilaris wiederum entléasst eine Verbindung zur V. maxillaris
(mindet ebenfalls in V. carotis externa) und geht Uber den Sinus sigmoideus die
Verbindung zum dorsalen Venensystem ein. Den Venen des ZNS fehlen jegliche
Venenklappen, so dass die Blutleiter immer gedffnet sind. Dadurch ist die
Durchstromung in jede Richtung gesichert, wodurch Unregelmalligkeiten im
hamodynamischen Druck ausgeglichen werden kénnen (DYCE et al., 1991; NICKEL et
al., 1992).

2.3.2.2 Venoser Blutkreislauf

Infolge eines Traumas koénnen ZNS-Fragmente Uber zerrissene Gehirngefalde,
insbesondere Uber die gro3lumigen dorsalen und basalen ventsen Blutleiter, in die
vom Kopf zum Herz fuhrenden Venen gelangen (SCHUTT-ABRAHAM, 2002b). Die
Carotisvene und die dul3ere Jugularvene sind - neben der inneren Jugularvene - das
Hauptabflussgefald des Kopfes. Das Einzugsgebiet ihrer Zuflisse sind neben den
oberflachlichen auch die tiefen Kopfstrukturen. Sie gehen kurz vor der Brusthohle,
nach Mindung der ebenfalls vom ZNS kommenden Vertebralvene, in die craniale

Hohlvene (V. cava cranialis) uber.

Herz-/Lungenkreislauf

Die craniale Hohlvene mindet zusammen mit anderen grof3en Venen des Korpers in
den rechten Herzvorhof. Der Vorhof weist um die Venené6ffnungen eine glatte Innen-
struktur auf und ist von der anschlieRenden Kammer durch die dreizipflige rechte

Atrioventrikularklappe (Valva tricuspidalis) funktionell getrennt. Die Wandmuskulatur
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der rechten Herzkammer ist von Fleischbalken durchsetzt, welche Bestandteil des
herzeigenen Erregungsleitungssystems sind. Zahlreiche Warzenmuskeln (Mm.
papillares) entlassen Sehnenfaden in die Atrioventrikularklappe, um diese zu stabili-
sieren. Uber den Truncus pulmonalis, der an seinem Ursprung drei halbmondférmige
Taschenklappen (Valva trunci pulmonalis, Pulmonalisklappe) als Ruckstromventil
besitzt, nimmt das vendse Blut seinen Weg von der rechten Herzkammer in die
Lunge. Aul3erhalb des Herzbeutels teilt sich der Lungentruncus in die rechte und
linke Lungenarterie, welche an den jeweiligen Lungenfligeln ihre Aste entlassen.
Diese Aste folgen dem Verlauf der Bronchien in das Kapillarbett der Lunge. Nach der
Oxygenierung gelangt das nun arterielle Blut (iber Aste der Lungenvenen durch
mehrere (5-7) Offnungen in die Vorkammer des linken Herzens. Der Ubergang in die
linke Kammer ist wiederum von einer Atrioventrikularklappe (Valva bicuspidalis,
zweizipflig) mit der Wirkung eines Ruckschlagventils umrahmt. Die linke
Kammerwandmuskulatur ist von nur wenigen Warzenmuskeln oder Fleischbalken
durchsetzt, ihre Wanddicke ist aber aufgrund der grol3en Pumparbeit starker
ausgepragt. Die aus der linken Herzkammer hervorgehende Aorta hat an ihrem
Ursprung eine Valva aortae, welche sich aus drei halbmondférmigen Klappen
zusammensetzt. Unmittelbar tGber den Aortenklappen entspringen die linke und
rechte Koronararterie, in welche etwa 15% des Blutausstosses fur die
Eigenversorgung des Herzens flie3t. Beim Rind als linkskoronarem Typ kommt der
linken Koronararterie das grof3ere Versorgungsgebiet zu (DYCE et al., 1991).

2.3.3 Hamatogene ZNS-Disseminierung infolge Betaubung

2.3.3.1 Experimentelle Ergebnisse

Erste tiermedizinische Untersuchungen Uber mdglicherweise abgeschwemmtes
Gehirnmaterial erfolgten beim Rind Uber eine makroskopische Suche nach
mutmallichen Gehirn-Emboli (GARLAND et al., 1996). SCHMIDT et al. (1999a) konnten
in 33% der untersuchten rechten Herzen embolische Partikel entdecken, HORLACHER
et al. (2000) bei ca. 60% der Proben aus Lungengeféal3en. Diese Emboli erwiesen
sich jedoch nur zu einem geringen Prozentsatz (0,2% bis 3,2% der Proben) bei
Untersuchungen mit histologischen oder immunologischen Methoden als ZNS-
positiv, wahrend der Grol3teil der Emboli nicht aus ZNS-Gewebe bestand. In Tabelle
2.5 sind Studien mit positivem ZNS-Nachweis, die alle zur Uberprifung einer
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maoglichen ZNS-Streuung infolge verschiedener Betdubungsmethoden durchgefihrt

wurden, zusammengefasst.

Art der Anteil ZNS- Untersuchungs- Methodik des
Bolzenschuss- positiver . .
Quelle - material ZNS-Nachweises
betdubung Proben
GARLAND et Rind:
al., 1996 druckluft- 7 pos. von 220 EmbE)Ii aus Histologie
BAUER et injizierend (3,2%) Lunoenarterie 9
al., 1996 g
SCHMIDT et | druckluft- 2 pos. von 1050 Rind; Emboli : ,
o aus rechter Histologie
al., 1999a injizierend (0,2%)
Herzkammer
- druckluft- 4 pos. von 15 1. Histologie
injizierend (27%) 2. Immunzytoche-
ANIL et al., Rind; Blut aus mie (S-100b);
1999 - munitions- 1 pos. von 16 Jugularvenen 3. Immunochemie
getrieben, (6,3%) (Syntaxin 1-B
mit RMZ und Annexin V)
LOVE et al., keine Angabe 5 pos. von 60 Rind; Blut aus wie ANIL et al.,
2000 9 (8,3%) Jugularvenen 1999
- pneumatisch 2 00s. von 15 1. Immunzytoche-
ANIL et al., p(je- 13,3%) Schaf; Blut aus mie (S-100b);
2001 - munitions- 2 oS vo’n 15 Jugularvenen 2. Immunochemie
getrieben POS. (Syntaxin 1-B)
Rechte Herz- : .
) 1 Rind; Emboli
RoTH, 2001 d_ru__ck_luft— ka”?me“ Blut- aus BlutgefaRen Histologie
injizierend gefall v. Lunge,
. versch. Organe
Leber, Niere
2 pos. von 11 1. Immunzytoche-
COORE et . (Meth. 1) (18%) | Schaf; mie (S-100b);
al., 2004 Pneumatisch 6 pos. von 11 arterielles Blut 2. Immunochemie
(Meth. 2) (55%) (GFAP)
2 Poolproben Rind; 1. Immunochemie
HORLACHER_ munitions- pos. von 108 355 Emboli aus (NSE; GFAP)
et al., 2000; . . ;
2002 getrieben Poolproben venosen 2. Immunhisto-
(1,9%) Lungengefalien chemie (NSE)
HORLACHER | munitions- 2 pos. von 3 Rind; Immunhisto-
et al., 2002 getrieben (66%) Emboli aus , chemie
" Lungenarterien (NSE und GFAP)
MARTIN et munitions- Rind/Schwein; 1. Immunochemie
al., 2001 . 2 pos. von 3 Emboli aus '
N getrieben, . (NSE)
LUCKER et teilweise m. RMZ (66%) Lungenarterien 2 Histologie
al., 2002 ' und re. Herz ' 9
MoJE et al., | munitions- 4 pos. von 200 E?S;oli aus Immunochemie
2001 getrieben (2%) (GFAP)

rechtem Herz

Tabelle 2.5: Positiver ZNS-Nachweis bei Einsatz unterschiedlicher
Bolzenschussbetaubungsmethoden und teilweiser Anwendung von
Ruckenmarkszerstorer (RMZ)
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ANIL et al. (1999) sowie ANIL und HARBOUR (2001) gingen von bis zu 10 ¢
Gehirngewebe aus, das infolge der Betaubung vom Gewebeverband abgesprengt
wird und ins Blut gelangen kann. Generell ist der Umfang einer Verbreitung von ZNS-
Emboli vom Schweregrad der durch die Betdubung gesetzten Verletzungen
abhangig (SCHMIDT et al., 1999a; SCHUTT-ABRAHAM, 2002a). Entsprechend wurde in
bisherigen Versuchen mit der als stark invasiv eingestuften druckluftinjizierenden
Bolzenschussbetaubung Gehirngewebe nachgewiesen (s. Tab. 2.5). Bei der weniger
invasiven Betaubung mit einem munitionsgetriebenen Bolzenschussapparat
hingegen verlief in zahlreichen Studien (zusammengefasst in Tab. 2.6) der ZNS-
Nachweis negativ. Die pneumatische Bolzenschussbetdubung nimmt beziglich der
Invasivitat des gesetzten Hirntraumas eine Zwischenstellung ein und konnte in
Untersuchungen sowohl positive als auch negative Ergebnisse beziglich ZNS-

Streuung erbringen.

Betaubungsver-

f Proben- Untersuchungs- | Methodik des
ahren/ Art des . :
Quelle B umfang material ZNS-Nachweises
olzenschusses
IS;EOR’ keine Angabe 10 E?S’oli in Lunge makroskopisch
- munitionsgetrieben : .
MUNRO, ohne RMZg 60 Rind; Emb?“ n makroskopisch
i, . Lungengefalien : .
1997 - munitionsgetrieben 140 u. Lungengewebe u. Histologie
mit RMZ )
SCHMIDT et | - pneumatisch 450 Rind; Emboli aus Histologie
al., 1999a - munitionsgetrieben 480 re. Herzkammer 9
MARTIN et Rind/Schwein; 1. Immunochemie
al., 2001 munitionsgetrieben 412 Emboli aus ' (NSE)
LUCKER et Lungenarterien 2. Histologie
al., 2002 und re. Herz '
1. Histologie
- munitionsgetrieben 15 2. Immunzytoche-
ANIL et al., ohne RMZ Rind; Blut aus mie (S-100b);
1999 - nicht penetrierend 14 Jugularvenen 3. Immunochemie
(stumpfe S-S-B) (Syntaxin 1-B
und Annexin V)
- Elektrobetaubung 15 vends | Schaf; 1. Immunzytoche-
ANIL et al., 5 arteriell | vendses und mie (S-100b);
2001 - pneumatisch 5 arteriell | arterielles Blut 2. Immunochemie
- munitionsgetrieben | 5 arteriell (Syntaxin 1-B)

Tabelle 2.6: Negativer ZNS-Nachweis bei Einsatz unterschiedlicher
Betaubungsverfahren

Der inzwischen durch die Verordnung EG/999/2001 verbotene Einsatz von

Ruckenmarkszerstorern (RMZ) verursacht ahnlich der gasinjizierenden Betaubung



Literatur 38

massive Gewebszerreissungen (s. 2.3.1). So waren bei ANIL et al. (1999) Proben aus
dem Jugularvenenblut nach druckluftinjizierender Betaubung zu 27% ZNS-positiv, bei
der Anwendung eines munitionsgetriebenen Bolzenschussapparates mit anschlie-
Rendem Einsatz eines Ruckenmarkszerstorers noch zu 6,3% der Proben. Jedoch
auch bei munitionsgetriebenem Bolzenschuss ohne Ruckenmarkszerstorer konnte
sowohl bei Rindern als auch bei Schafen ZNS nachgewiesen werden. Beim Schaf
ergaben neuere Ergebnisse dieser konventionellen Betaubungsmethode sogar
13,3% positive Proben (ANIL et al.,, 2001). Ergebnisse bezuglich alternativer
Betaubungsverfahren liegen bislang nur in geringem Umfang vor. In diesen Studien
jedoch verlief der ZNS-Nachweis in einem Einzelversuch mit geringem
Probenumfang nach nicht penetrierender (stumpfer Schuss-Schlag-) Betdubung,

sowie nach Elektrobetdubung negativ (ANIL et al., 1999; ANIL et al., 2001).

Nach ANIL et al. (1999) durchstromen die abgesprengten Hirngewebsfragmente 10
bis 40 Sekunden nach erfolgter Betaubung die Jugularvene. Die bis wenige Minuten
nach der Betaubung anhaltende Herztatigkeit ermdglicht den Emboli bis zum
endgultigen Ausbluten des Schlachttierkorpers (nach ca. 90 s) (s. 2.3.1), ein
Passieren der Lunge (COORE et al., 2004). Grol3e ZNS-Emboli, mit einer L&dnge von
mehreren mm bis zu 14 cm (makroskopisch sichtbarer Rickenmarksstrang), wie sie
bei GARLAND et al. (1996) und SCHMIDT et al. (1999a) beschrieben sind, werden
dabei im Kapillarsystem der Lunge wohl ausgefiltert (ANIL et al., 1999). Infolge der
Bolzenschussbetaubung treten jedoch auch mikroskopisch kleine ZNS-Fragmente in
das vendse Blut Uber, welche bis zu einem Durchmesser von ca. 50 im die
Lungenkapillaren passieren kénnen und anschlieend durch das linke Herz in den
arteriellen Kreislauf gelangen (ANIL et al., 1999 und 2002; LOVE et al., 2000). COORE
et al. (2004) konnten beim Schaf in Blutproben aus der Aorta bereits nach 60 s ZNS
nachweisen (18% und 55% positiv, s. Tab. 2.5). Eine weitere Verteilung durch die
arterielle Zirkulation wurde von ROTH (2001) untermauert durch Detektion von ZNS-
Fragmenten in Gefallen von Niere und Leber nach druckluftinjizierender
Bolzenschussbetaubung. Ein Nachweis von ZNS-Gewebe in der Muskulatur blieb bei
dieser Untersuchung negativ, wird von genanntem Autor aber als nahe liegend

eingestuft.
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Als Modell fir die mogliche Disseminierung von abgesprengten ZNS-Fragmenten
untersuchten DALY et al. (2002) die Ausbreitung von Markerorganismen nach
munitionsgetriebener Bolzenschussbetaubung. Antibiotikaresistente Pseudomona-
den wurden entweder Uber einen kontaminierten Betaubungsbolzen oder unmittelbar
nach Betaubung in das Schussloch inokuliert und die Verbreitung der
Pseudomonaden Uber die nachgewiesene Kontamination des Schlachttierkdrpers
und der Umgebung geschlussfolgert. Ein positiver Pseudomonaden-Nachweis
gelang dabei neben Blut und zahlreichen Organen auch in der Muskulatur von
Nacken und Flanken. Die Ausbreitung der Markerkeime im Schlachttierkdrper
erfolgte somit Uber den arteriellen Blutstrom nach Passieren von Herz und Lunge.
Eine Kontamination der Umgebung (33% der Proben positiv, vor allem untersuchtes
Schlachtpersonal und -gegenstdande) kam durch Aerosolbildung zustande,
insbesondere  bei den  Prozessschritten  Betaubung, Entblutung und
Schlachtkérperspaltung (DALY et al.,, 2002). BUNCIC et al. (2002) untersuchten
ebenfalls eine durch munitionsgetriebene Bolzenschussbetaubung verursachte
interne und externe mikrobielle Kontamination mit Markerkeimen. Proben aus Blut
und Leber waren zu 90% kontaminiert, Lunge und Milz zu 80%, die
Schlachttieroberflache zu 50%, und in tiefer Muskulatur gelang ein positiver
Keimnachweis in 20% der Proben. Uber den kontaminierten Bolzen gelang auch eine
teilweise Weiterverbreitung auf nachfolgend betdubte Tiere, welche zu 30%
Markerkeim-positive Blutproben, jedoch keine positiven Gewebeproben aufwiesen.
Die Autoren wiesen darauf hin, dass die Betaubungspistole wie unter
Praxisbedingungen zwischen einzelnen Tieren weder gereinigt noch sterilisiert
wurde. Im Vergleich der verschiedenen Studien konnte bei Markerorganismen eine
weitlaufigere  Ausbreitung im  Schlachttierkérper und dessen Umgebung
nachgewiesen werden als bei der direkten Untersuchung auf ZNS-Gewebe. Ob somit
ZNS-Gewebe, und damit verbunden pathologische Prionen, ein geringeres Ausmalf3
an Disseminierung und Kontamination zeigen, oder die bisherigen Untersuchungen
zu deren Nachweis nicht ausreichend sensitiv reagierten, ist unklar (DALY et al.,
2002). Pathologische Prionen, die auch im Extrazellularraum des Gehirns oder im
Liquor vorkommen, vermdgen namlich aufgrund ihrer Grof3e, im Vergleich zu
Gewebsfragmenten oder Bakterien, feinste Gefal3barrieren leichter zu tGberwinden

(SCHUTT-ABRAHAM, 2002Db).
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2.3.3.2 Bewertung des Risikos fur den Verbraucher

Die von verschiedenen Betaubungsmethoden ausgehende Gefahr fur den
Verbraucher durch mdgliche ZNS-Kontamination von Schlachtprodukten ist sehr
schwer einschatzbar (TROGER, 2002) und wird unterschiedlich bewertet. Die in
Tabelle 2.5 zusammengefassten Studien belegen, dass penetrierende Betaubung zu
einer mechanischen Zerstérung von Gehirngewebe und -gefdf3en fuhrt, in deren
Folge ZNS-Material fragmentiert wird und in BlutgefaRe Ubertritt. Uber den bis
wenige Minuten nach der Betdubung intakten Blutkreislauf erfolgt vends eine
Verschleppung von Hirngewebspartikeln in das rechte Herz und die Lunge. Obwohl
das Lungenkapillarsystem eine gewisse Filterfunktion ausitbt, kann es dariber
hinaus zu einer arteriellen Embolisierung von ZNS-Gewebe in verschiedene Organe
kommen (N.N., 2001c; SCHUTT-ABRAHAM, 2002a; TROGER, 2002). Laut SSC (2002b)
gelten bei der Anwendung penetrierender Betdubungsmethoden die Organe Lunge

mit Lungenarterie, rechtes Herz und Blut als gefahrdet fir eine ZNS-Kontamination.

Eine Kontamination beim Schlachten mit als Risikomaterial eingestuftem ZNS fuhrt
im Falle einer BSE-Erkrankung zwangslaufig zur Verteilung pathologischer Prionen
(SCHUTT-ABRAHAM, 2002a; COORE et al., 2004). Das Bundesinstitut flr Risikobe-
wertung vertritt die Ansicht, dass aus Grinden des vorbeugenden Verbraucher-
schutzes bei Tieren, die mit penetrierendem Bolzenschuss betaubt werden, der
gesamte Kopf sowie Blut, Herz und Lunge zu SRM erklart werden sollten (N.N.,
2001c). Herz und Lunge sind bislang unabhéangig von der Betdubungsmethode flr
den menschlichen Verzehr geeignet und werden in geringem Umfang in

Fleischerzeugnissen verarbeitet (GARLAND et al., 1996; N.N., 1998).

Aufgrund der Abhangigkeit einer moglichen ZNS-Kontamination vom Schweregrad
der mechanischen Zerstérung durch den verwendeten Schussapparat (s. 2.3.1) hat
das SSC (2002b) eine Einstufung unterschiedlicher Betaubungsmethoden beziglich
des BSE-Gefahrdungspotentials vorgenommen (Abb. 2.3). Eine penetrierende
Betaubung mit Bolzenschuss gilt demnach als risikoreich. Von der Elektrobetaubung

geht dagegen laut SSC keine Gefahr von ZNS-Kontamination aus.
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0 Pneumatische Bolzenschuss-

Penetrierende Betaubung betaubung mit Gasinjizierung

Abnehmendes Risiko H Pngumatlsche Bolzenschuss-
betaubung ohne Gasinjizierung

0 Munitionsgetriebene Bolzenschuss-
betaubung mit Ruckenmarkszerstorer

0 Munitionsgetriebene Bolzenschuss-
betaubung ohne Rickenmarkzerstorer

Nicht penetrierende Betaubung v [ Schuss-Schlag-Betaubung

Sehr geringes oder kein Risiko U Elektrobetaubung

Abbildung 2.3: Risikoeinstufung verschiedener Betdubungsmethoden (nach SSC, 2002b)

Die Autorengruppen HORLACHER et al. (2000; 2002), MARTIN et al. (2001) und
LUCKER et al. (2002) gehen insgesamt aufgrund ihrer Untersuchungen (s. Tab. 2.5
und 2.6) von keinem nennenswerten Infektionsrisiko fir den Verbraucher aus. Die
Embolisierung von ZNS-Gewebe infolge Bolzenschussbetdubung in die Lunge sei
ein sehr seltenes Ereignis in mikroskopischem Umfang (0,6% positiv) und unterliege
durch die Verschleppung einem Verdinnungseffekt. Ferner weist Deutschland nur
eine geringe BSE-Inzidenz auf und SRM sowie BSE-positive Tiere werden
unschédlich beseitigt (LUCKER et al.,, 2002). Auf dieser Basis erfolgte eine
Quantifizierung des humanen, oralen Expositionsrisikos auf 4,4 x 10 bis 2,2 x 10°
ColDsog (ColDsgyg dient als Indikator und ist die orale Infektionsdosis bei Kihen pro
Gramm; ZNS besitzt in dieser Beispielrechnung eine infektiose Dosis von 10
ColDsgrg). Unter Berucksichtigung des seltenen Verzehrs von Rinderlunge konne ein
orales Gefahrdungspotential des Verbrauchers durch Aufnahme von in Deutschland
gewonnener Rinderlunge zwar nicht ausgeschlossen werden, sei jedoch als sehr

gering einzustufen (HORLACHER et al., 2000).

SCHUTT-ABRAHAM (2002b) widerspricht dieser Einschatzung aufgrund der nicht
vorhandenen Kenntnis tber die minimale humane Infektionsdosis und einem zu
geringen Versuchsumfang. Fir eine Risikoabschatzung sei ein fehlender Nachweis
kein Beweis fur ein tatsadchliches Nichtvorhandensein von ZNS-Kontamination. So
fordern SCHUTT-ABRAHAM (2002a) und TROGER (2002) eine Alternative zur
Bolzenschussbetdubung. Jedoch auch bei der nicht penetrierenden Schuss-Schlag-

Betaubung ist eine hamatogene Verschleppung von ZNS-Material nicht
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auszuschlieBen (MoJE, 2003). In einem Betdubungsversuch mit 900 Tieren wiesen
etwa die Halfte der untersuchten Schadel frakturierte Knochenlamellen im Stirnbein
oder eine verletzte Dura mater auf (TROGER, 2002). Wie Befunde bei Menschen mit
geschlossenen Schadel-Hirn-Verletzungen belegen (s. 2.3.3), kann auch bereits eine
bloBe Druckerhdhung eine ZNS-Absprengung verursachen (SCHUTT-ABRAHAM,
2002b). Untersuchungen aus der Tiermedizin bezuglich einer ZNS-Embolisierung
infolge Schuss-Schlag-Betdaubung sind noch unverdffentlicht (ENDRES, 2005). Auch
durch die als weitere Alternative anzufiihrende Elektrobetdubung kénnte es zu einer
vorubergehend hoheren Durchlassigkeit der Gehirnkapillaren und infolgedessen zu
einem Ubertritt von BSE-Infektiositat in das venodse Blut kommen (SCHUTT-ABRAHAM,
2002b). LovE et al. (2000) gehen in diesem Zusammenhang von einer erhdhten
Durchlassigkeit der Blut-Hirn-Schranke fur neuronale Proteine aus, unabhéangig von
Gewebsfragmentierung und -embolisierung. Hinweise darauf kommen bislang nur
aus humanmedizinischen Studien (s. 2.3.4). Eine Disseminierung uber den
Blutkreislauf kann jedoch bei der Elektrobetaubung durch den Einsatz der
zusatzlichen Herzelektrode wirksam verhindert werden. Die hierdurch unmittelbar im
Anschluss an die elektrische Durchstromung des Kopfes ausgeloste
Herzdurchstromung bewirkt den hierflr entscheidenden Kreislaufstillstand, der eine
Unterbrechung des Blutkreislaufs nach sich zieht. Ein Ausweichen auf die
Elektrobetaubung wird auch zur Minimierung der Umgebungs- und
Oberflachenkontamination des Schlachtkérpers empfohlen. Insbesondere von der
Einschusso6ffnung des Bolzens geht eine Kontamination aus (FORSTER, 2002). Die
Projektgemeinschaft ,BSE-Risikoanalyse kam zu dem Ergebnis, dass ZNS-
Embolisierung zwar kein regelméafig zu erwartendes Ereignis darstellt, aber nicht
auszuschlieBen ist (N.N., 2003b). Daher wirde ein Verbot von penetrierender
Bolzenschussbetaubung zu einer erheblichen Minderung des Kontaminationsrisikos,

auch im Hinblick auf den Arbeitsschutz, beitragen (JOHANNSEN, 2002).
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2.3.4 ZNS-Embolisierung in humanmedizinischen Studien

In der Humanmedizin ist das Vorkommen von embolisierten Hirngewebsfragmenten
in Lungengefallen ein sehr seltenes Ereignis und wird bei Personen unterschied-
lichen Alters infolge schwerer Schéadel-Hirntraumata beobachtet. OPPENHEIMER
(1954) beschrieb erstmals bei einem Patienten mit Schadelfraktur in den Gefal3asten
der Lunge weitverbreitet ZNS-Emboli (histologisch bestatigt). Die Inzidenzrate bei
ZNS-Disseminierung in die Lunge, verursacht durch Hirntrauma, bezifferte
MCMILLIAN (1956) auf 2%. Er konnte in 4 von 213 Fallen ZNS-Gewebsfragmente in
den Lungenarterien nachweisen. Es handelte sich um durch Stirze oder Autounfélle
verursachte Schadelfrakturen mit starken Gehirngewebszerreissungen und
Hamorrhagien. TORRY (1987) und HATFIELD und CHALLA (2004) erwadhnten bei
Hirntrauma Nekrose, Odeme und Hamatome in verschieden Regionen des Gehirns
sowie zerstorte Nervenzellverbdnde. Diese sind in der Lage, in den vendsen
Blutstrom des Kopfes einzudringen, die inneren und &auf3eren Jugularvenen zu
passieren und in einer grofRen Lungenarterie einen totalen Verschluss derselben
herbeizufihren. Bei einem Hirntrauma infolge Schussverletzung konnte die
Verletzung des Sinus sigmoideus (Verbindungsvene zwischen der dorsalen und
ventralen Venenblutleiter des Gehirns, s. 2.3.2.1) als Eintrittsort fur ZNS-Fragmente

in zerebrale GefalRe ausgemacht werden (HATFIELD und CHALLA, 2004).

HAUCK et al. (1990) fanden bei einer ausgedehnten Lungenembolie eines Neugebo-
renen, ausgelodst durch Geburtstrauma, ZNS-Material auch in Asten der Koronarar-
terien. Sie verwiesen auf weitere 17 Félle von ZNS-Embolisierung bei Neugeborenen
mit Hirntrauma, deren Entbindung teilweise mit einer Geburtszange durchgefihrt
wurde. Dabei konnte aul3er erh6htem Schéadelinnendruck gré3tenteils kein Befund,
wie Blutungen und Gewebszerstérungen im Gehirn, erhoben werden. In ihrer
retrospektiven Studie mit 102 Autopsiebefunden beschrieben COLLINS und DAvVIS
(1994) eine Inzidenz von 10% an ZNS-Embolisierung in die Lunge nach schwerem
Schadel-Hirntrauma. Bei sieben der zehn positiven Falle handelte es sich dabei um
ein geschlossenes Schéadel-Hirntrauma, bei dem die Dura mater (harte Hirnhaut) und
groRere Venenerweiterungen intakt geblieben waren. Somit muss ZNS-Gewebe
auch uUber kleinste zentralnerviose Venen in die systemische Zirkulation gelangen

konnen.
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TANNO et al. (1992) ermittelten bei einem milden Hirntrauma unabhangig von Gefal3-
zerreissungen eine erhthte GefalRpermeabilitat fur Plasmaproteine. Eine trauma-
tische Einwirkung auf das Gehirn hat durch Stérung der Blut-Hirn-Schranke Ublicher-
weise Odeme vergesellschaftet mit Himorrhagien zur Folge. Im Rattenmodell konnte
jedoch belegt werden, dass die Blut-Hirn-Schranke bereits schwachen Traumata
gegenuber sensitiv mit einer abnormen Permeabilitdt der Blutgefal3e flr Proteine
reagiert. Die Hirnhaut der Tiere wurde nach Kraniotomie einer durch Flussigkeits-
druck (isotone NaCl) induzierten Erschitterung ausgesetzt. Daraufhin sammelten
sich Plasmaproteine extravaskular in verschiedenen Hirnregionen, besonders ausge-
pragt im Hirnstamm, intra- und extrazellular an. Fehlende klinische (lediglich EEG-
Depression) und morphologische Befunde (u. a. keine Blutungen) belegten die
Schwéche dieses gesetzten Traumas. Als Ursache der veréanderten Gefal3permea-

bilitat vermuteten die Autoren vasoaktive, Ischamie-induzierte Plasmakomponenten.

Suzukl et al. (1984) und WESTERGAARD et al. (1978) beschaftigten sich in
Tiermodellen ebenfalls mit Permeabilitditsschwankungen der Blut-Hirn-Schranke,
namlich im Zusammenhang mit Bluthochdruck und epileptiformen Anféllen. Bei
arteriellem Hochdruck und bei Epilepsie, welche mit Bluthochdruck einhergeht,
kommt es jeweils zu einem Verlust der Autoregulation des zerebralen Blutflusses.
Dies aulert sich in einem starken Anstieg der Gehirndurchblutung und geht mit einer
Storung der Blut-Hirn-Schranke einher. Das Ausmalf3 der Permeabilitdtserhdhung von
GehirngefaRen hangt dabei malgeblich von der quantitativen Erh6éhung des
arteriellen Blutdruckes ab (HAGGENDAL und JOHANSSON, 1972; PETITO et al., 1977,
WESTERGAARD et al., 1978). Wurden im Rattenmodell durch hohe Elektroschock-
Induktion epileptiforme Anfélle ausgeldst, so kam es parallel infolge einer abrupten
Blutdrucksteigerung zu messbaren Permeabilitatsveranderungen der Blut-Hirn-
Schranke. Bei einem verzogerten Blutdruckanstieg hingegen scheint die Blut-Hirn-
Schranke nicht mit erhdhter Durchléssigkeit zu reagieren. In diesem Fall verbleibt der
praventiven Autoregulation des Gehirns ausreichend Zeit, um mit Vasodilatation und
GefaRwandwiderstandsreduktion (beides fihrt zu sinkendem intraluminalem Druck)
das empfindliche Gehirngewebe vor erhdhtem zerebralem Druck zu schitzen.
(HAGGENDAL und JOHANSSON, 1972; SUzUKI et al., 1984). Es konnte so vor allem bei
medikamento6s induzierten epileptiformen Anféllen oder bei alleinigem systemischem

Bluthochdruck keine Permeabilitatsveranderung der Gehirngefal3e erfasst werden.
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So ist akuter Hochdruck der zerebralen Gefal3e per se der Mechanismus fur eine
erhohte Durchlassigkeit der Blut-Hirn-Schranke (PETITO et al., 1977; WESTERGAARD
et al., 1978; Suzuki et al., 1984).

Unter  physiologischen  Bedingungen kdnnen eingesetzte  proteinogene
Markersubstanzen die nur selektiv durchldssige Blut-Hirn-Schranke (aktive
Kontrollbarriere zum  Schutz der Hirnsubstanz) nicht CUberwinden. Die
pathophysiologische Permeabilitat fir Proteine im Rahmen hamodynamischer
Storungen in GehirngefalRen scheint durch Pinozytose ermdglicht zu sein. Durch
diesen vesikularen Transport kdnnen die Proteine das Endothel passieren und somit
vom Gehirn in cerebrale GefalRe gelangen (HAGGENDAL und JOHANSSON, 1972;
PETITO et al., 1977; WESTERGAARD et al., 1978).

2.4 ZNS-Nachweis

Zur Gewahrleistung des Verbraucherschutzes sind zahlreiche Verfahren fur den
Nachweis von ZNS in der Lebensmitteliberwachung entwickelt worden. Allerdings
konnte bislang keines dieser Methoden als Referenzverfahren etabliert werden. Da
ZNS bei einem BSE-positiven Tier durch hohe Erregerdichte die Hauptinfektiositat
beinhaltet (SSC, 1998 und 1999a), ist die Kontrolle einer ZNS-Kontamination im
Rahmen der Fleischgewinnung und -verarbeitung von zentraler Bedeutung (LUCKER

und SCHLOTTERMULLER, 2001).

2.4.1 ZNS-Nachweisverfahren im Uberblick

Die histologische Gewebsuntersuchung mittels ZNS-spezifischer Zellen ist durch neu
entwickelte Nachweisverfahren abgeldst worden, deren ZNS-Detektion tber ZNS-
spezifische Markersubstanzen erfolgt. Fir den Einsatz dieser Marker-Verfahren
sind Spezifitat sowie Sensitivitat des jeweiligen Markers fur ZNS-Material
Voraussetzung. Eine Tierartendifferenzierung zwischen ZNS von Rindern und
anderen Spezies ist nur wenigen Nachweisverfahren mdglich. Die ZNS-Detektion
wird neben der Kontrolle bei Oberflachen roher Schlachtprodukte vor allem bei
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Fleischerzeugnissen eingesetzt, um unerlaubte ZNS-Beimengungen aufzuspuren.
Dies erfordert Markersubstanzen, die eine hohe StabilitAt gegenuber Hitze und
weiteren technologischen Faktoren besitzen, welchen sie im Rahmen der Herstellung

von Fleischerzeugnissen ausgesetzt sind (LUCKER et al., 2000; HOLTBECKER, 2004).

Mit dem Enzym-Nachweis von Cholesterin steht ein Marker zur Verfiigung, der sich
durch Praktikabilitat im Einsatz als Schnellverfahren (als kommerzieller Testkit
erhaltlich) auszeichnet, jedoch nicht ausschliel3lich ZNS-spezifisch reagiert. Die
Bestimmung von Cholesterin wird daher als Screeningmethode eingesetzt und bei
Uberschreiten eines auf Anwesenheit von ZNS hinweisenden Grenzwertes mit
immunzyto- oder immunhistochemischen Verfahren Uberprift. Dies erfolgt im
Rahmen des sog. integrierten Nachweisverfahrens nach LUCKER et al (2000). Als
Markersubstanz dient dabei neben dem Sauren Gliafaserprotein (GFAP, s. 2.4.2) vor
allem die Neuronen-spezifische Enolase (NSE). Der NSE-Nachweis wird
immunzytochemisch tdber Western Blot als Routinediagnostik eingesetzt (LUCKER
und SCHLOTTERMULLER, 2001). Jedoch weist NSE positive Reaktionsergebnisse auf,
die mit dem Vergleichsmarker GFAP nicht bestatigt werden konnten und somit als
falsch-positiv beurteilt wurden (HORLACHER et al., 2002). Ungeeignet ist der
immunzytochemische NSE-Nachweis bei stark erhitzten Fleischerzeugnissen
(LUCKER et al., 2000). In der immunhistologischen Detektion hingegen zeichnet sich
NSE durch hohe Hitzestabilitdt aus. Ebenfalls fir den immunhistologischen Nachweis
geeignet sind die Marker Neurofilament, Peripherin (spezifisch fir peripheres
Nervengewebe) und Myelin Basic Protein (MBP) (AUPPERLE et al., 2002). Das
MBP, Bestandteil des Myelins, wurde von HOLTBECKER (2004) auch in einem
praxistauglichen ELISA-Verfahren als Marker etabliert. Es zeichnet sich durch

sensitiven und spezifischen Nachweis von bovinem Nervengewebe aus.

Nach LOVE et al. (2000) und ANIL et al. (2002) hat sich zur ZNS-Detektion in nicht
verarbeiteten Schlachtprodukten auch das ZNS-spezifische Markerprotein Syntaxin
1-B bewéhrt. Das parallel eingesetzte Markerprotein S-100b wird allerdings nicht
ausschlie8lich im ZNS exprimiert. Die Untersuchung beider Marker erfolgte tber
ELISA immunzytochemisch in Blutproben. Da positive ELISA-Ergebnisse in der
Histologie teilweise nicht bestatigt werden konnten, bescheinigten die Autoren

diesem Nachweisverfahren eine hohe Sensitivitat. Sie gingen davon aus, dass eine
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Permeabilitat der Blut-Hirn-Schranke fur neuronale Proteine bereits bei geringen
Druckschwankungen, ohne Gewebsfragmentierung und -embolisierung, mdglich ist.
Da Prionen &hnlich den Proteinen durch eine erhthte GefalRdurchlassigkeit in die
Zirkulation gelangen konnten, erscheint somit ein Proteinmarker das potentielle
Risiko sicherer aufzuzeigen als etwa der histologische Nachweis von ZNS-
Fragmenten. Bezlglich weiterer Nachweisverfahren wie z. B. Gaschromatographie-
Massenspektrometrie (Marker: Fettsduren) und PCR (Polymerase Chain Reaction)
wird auf die Arbeiten von LUCKER und SCHLOTTERMULLER (2001) sowie HOLTBECKER

(2004) verwiesen.

2.4.2 ZNS-Nachweis Uber Saures Gliafaserprotein (GFAP)

Das Saure Gliafaserprotein (glial fibrillary acidic protein, GFAP) kommt in
neuronenumgebenden Gliazellen (Astrozyten) als intermediares Filament vor. Es
kann als spezifischer Marker fir Gehirn und Rickenmark eingesetzt werden (ENG,
1985; SCHMIDT et al., 1999b; HORLACHER et al., 2002). Nur in sehr geringen Spuren
ist es auch in peripherem Nervengewebe nachweisbar, so dass erst ab einem PNS-
Anteil von 25-50% in den Proben mit einer Kreuzreaktivitat gerechnet werden musse
(SCHMIDT et al., 1999b; LUCKER et al., 2002). Gegenuber Hitzeeinfluss verhalt sich
GFAP stabil, jedoch unterliegt es einem postmortalen Abbau. Nach zwei bis vier
Tagen Lagerungsdauer ist eine leichte Reduktion der Reaktivitéat feststellbar, nach
acht Tagen ist diese bereits zu 50% eingeschrankt. Dariiber hinaus kann mit GFAP

keine Tierartendifferenzierung erfolgen (SCHMIDT et al., 1999b).

Urspringlich wurde GFAP in der Humanmedizin u. a. zur Diagnostik von
Hirntumoren eingesetzt (ENG, 1985). In der Lebensmitteliberwachung wird GFAP als
ZNS-Marker neben den Verfahren Western Blot und PCR vor allem lber ELISA
nachgewiesen. Mit Hilfe der kommerziell erhaltichen RIDASCREEN®-Sandwich-
Enzymimmunoassays lasst sich GFAP bei hohem Probendurchsatz sowohl in
Fleischerzeugnissen als auch in rohem Fleisch detektieren. Der RIDASCREEN® Risk
Material 10/5 zum Nachweis von ZNS in rohen Fleisch- und Wurstwaren sowie auf
kontaminierten Oberflachen (N.N., 2002a) wurde in vorliegender Studie als Methodik
angewandt. Dieses Verfahren ermdglicht eine semiquantitative Aussage Uber den
ZNS-Gehalt der Probe. Da der GFAP-Gehalt im Rickenmark jedoch um den Faktor 4
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bis 5 hoher liegt als im Gehirn, ist eine Quantifizierung je nach ZNS-Anteil nur grob
abschatzbar (ScHMIDT et al., 1999b; HORLACHER et al.,, 2002). Mit einer
Nachweisgrenze von 0,1% ZNS-Anteil in der Probe zeichnet sich der RIDASCREEN®
Risk Material 10/5 durch hohe Sensitivitat aus. Nach SCHURR et al. (2003) kann es
bei dieser Methode jedoch infolge stark bluthaltiger Proben zu falsch positiven
Ergebnissen kommen. So konnte bei Proben ab 10% Plasmaanteil eine positive
GFAP-Reaktion gemessen werden, welche somit als falsch-positiver ZNS-Nachweis
interpretiert wurde. SCHMIDT et al. (1999b) und COORE et al. (2004) konnten
hingegen keine negative Beeinflussung durch Blut feststellen. So hat sich der
RIDASCREEN® Risk Material 10/5, begiinstigt durch seine automatisierbare
Durchfuhrbarkeit, in der Routinediagnostik als geeignet erwiesen (SCHMIDT et al.,
1999b; HORLACHER et al., 2002; LUCKER et al., 2002).

Grundlage des Testprinzips ist ein Sandwich-Enzymimmunoassay mit GFAP-
spezifischen Antikérpern (Abbildung 2.4) (N.N., 2002a). Die Testdurchfihrung ist

dem Kapitel 3.2.2 zu entnehmen.

} Matrix (Innenwand der Kavitat)
I [ Die Matrix ist bereits mit GFAP-Antikoérper beschichtet
v Mit der Probe zugesetztes Gliafaser-Antigen wird selektiv an den
/ Antikorper gebunden (Antigen-Antikdrper-Reaktion)
] Ein mit Peroxidase gekoppelter Antikérper wird
/ zugesetzt und an gebundenes GFAP fixiert (Sandwichbildung)
A B Nachweis der Sandwichbildung: Zusatz von Chromogenlésung,
/ welche durch Peroxidase umgesetzt wird (Farbumschlag nach blau)
A Ende der Farbreaktion durch Zugabe von Stopp-Reagenz
/ (Farbwechsel von blau nach gelb)

Abbildung 2.4: Testprinzip des GFAP-Nachweises (Sandwich-Enzymimmunoassay)
im RIDASCREEN® Risk Material 10/5 (nach N.N., 2002c)
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Vorversuch

Ziel der Vorversuchsreihe war es, das Testverfahren RIDASCREEN® Risk Material
10/5 auf die Sicherheit des ZNS-Nachweises hin zu Gberprifen, vor allem fir dessen
Einsatz an den Schlachtmaterialien Herz und Lunge. Besonderes Augenmerk galt
dabei zum einen der eigenen Ermittlung von ZNS-Nachweisgrenzen, um die
Nachweisgenauigkeit bei sinkender ZNS-Konzentration zu untersuchen. Zum
anderen sollte eine falsch-positive Beeinflussung des ZNS-Nachweises durch dem
Testmarker Saures Gliafaserprotein (GFAP) verwandte Proteinstrukturen, wie sie vor
allem im Blut vorkommen kénnten, ausgeschlossen werden. Das Probenmaterial fir

den Vorversuch wurde unter Berticksichtigung dieser Parameter ausgewabhlt.

3.1.1.1 Gerate, Hilfsmittel und Verbrauchsmaterial

Analysenwaage: MC 1; SARTORIUS
= Mixer: Moulinette Electronic; Type 89902; MOULINEX
= Probenréhrchen und Wattetupfer: RIDASCREEN® Probennahme-Zubehér;
Type Z 0010; R-BIOPHARM
= Schraubverschlussgefal3e: 50 ml; Type 216-4150;
VWR INTERNATIONAL GmbH
= Verschlussstopfen: 11 mm; Type 217-8931; VWR INTERNATIONAL GmbH
» Reagenzglas-Gestell: 5x10 Bohrungen; Type 212-8401;
VWR INTERNATIONAL GmbH
= Laborflaschen mit Schraubkappe: 100 ml; Type 215-8401;
SCHOTT GLASWERKE
= Blutentnahmerdhrchen: Kunststoff, 10 ml; STUART
=  0,9%ige Kochsalzlésung (NaCl); VWR INTERNATIONAL GmbH
= Probenpuffer : RIDASCREEN® Risk Material 10/5; Type R 6703; R-BIOPHARM;
10-fach Konzentrat aufgeldst in 100 ml destilliertem Wasser
= Prazisionspipette: Reference variabel, 200-1000 pl; Type 613-3650;
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EPPENDORF
= Pipettenspitzen: 50-1000 pl; Type 612-5756; VWR INTERNATIONAL GmbH

3.1.1.2 Probenmaterial und -aufbereitung

Das Ausgangsmaterial wurde an einem bayerischen Rinderschlachtbetrieb
entnommen. Die Proben wurden von funf Rinderschlachttierkdrpern unterschiedlicher
Rasse, Alters und Geschlechts gewonnen, welche nach erfolgter
Fleischuntersuchung als tauglich beurteilt worden waren. Der Transport der Proben
erfolgte in Kuhlboxen, die weitere Lagerung bis zur Probenaufbereitung und
anschlieBenden Untersuchung fand im Kihlschrank bei +4°C statt. Als
Probenbehélter dienten fir die Tupferproben Probenrdhrchen, gefullt mit
Probenpuffer. Die Gewebeproben bis 10 g wurden in mit 5 ml NaCl gefullte
Kunststoff-Schraubenverschlussgefalle verbracht, grolere Gewebeproben in
Plastiktiten. Das Blut wurde in Blutentnahmeréhrchen ohne Zusatz von

Gerinnungshemmern aufgefangen.

Folgende Schlacht- und Schlachtnebenprodukte wurden, teilweise mit Messer und
Pinzette, je funffach als Proben entnommen:
= Muskelfleisch: ca. 50 g, entnommen aus der Schulter;
zur weiteren Probenaufbereitung in 5 x 5 cm grof3e Stiicke
geschnitten oder puriert mit Mixer
= Lungengewebe: ca. 10 g, entnommen aus distalem, rechten Lungenfliigel an
der Schnittflache der Fleischuntersuchung,
zur weiteren Probenbereitung puriert mit Mixer
= Myokard: ca. 5 g, entnommen aus rechter Kammerwand des Herzens,
zur weiteren Probenbereitung puriert mit Mixer
» Endokard: handflachengrol3, aus linker Herzkammer
= Blutgefal3: Aorta, am Herzursprung, Lange 5 cm
= Blut: ca. 10 ml, aufgefangen beim Entblutungsstich
* Rindergehirn: in Wurfeln zu je 10 g, zur Aufbewahrung tiefgefroren
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Daruber hinaus wurden mittels Tupfer Probenstellen auf einer Flache von 5 mal 5 cm
beprobt und das aufgenommene Material in 1 ml Probenpuffer Uberflhrt. Die
Probenstellen entsprachen denen der spateren Originalproben des Hauptversuches:

= Vordere Hohlvene (Vena cava cranialis)

= Rechter Herzvorhof (Atrium dextrum)

» Rechte Herzkammer (Ventriculus dexter)

» Lungenarterie (Truncus pulmonalis)

= Linker Herzvorhof (Atrium sinistrum)

= Linke Herzkammer (Ventriculus sinister)

= Aorta (am Aortenursprung, unmittelbar am Austritt aus dem Herz)
Ferner wurde der Tupfer eingetaucht und vollgesogen in:

= Herzkammerinhalt (am nicht vollstdndig ertffneten Herzen, bestehend aus

zum Teil geronnenem und nicht geronnenem Blut)
» |nhalt des luftfihrenden Lungengewebes (Schaumgemisch aus Sekret

und Wasser)

Zur Aufbereitung der Proben des Vorversuches, die schlie3lich im Test (s. 3.2)
eingesetzt werden konnten, mussten die einzelnen Schlachtmaterialien folgenden
Verarbeitungschritten unterzogen werden: wurden Gewebsproben puriert, so erfolgte
dies durch eine mechanische Zerkleinerung mit einem Mixer. Die Ermittlung des
Gewichts von ZNS bzw. Probengeweben wurde mit einer Mikrowaage
vorgenommen. Bei der Untersuchung von mit ZNS-Gewebe kontaminiertem
Muskelfleisch und weiteren Geweben wurden nach vorheriger Zerkleinerung in dem
Mixer die ZNS-Mengen mit einem Wattetupfer auf die beschriebene Gewebsflache
Ubertragen. Die Kontamination von Gewebsflachen mit Blut erfolgte durch Auftragen

mit einer Pipette und anschlieendem Verstreichen des Blutes mittels Tupfer.

3.1.1.3 Uberblick Giber Proben und Versuchsreihen

Die Vorversuchsreihe wurde in vier aufeinander folgende Versuchsphasen unterteilt.
Dabei waren die jeweils ermittelten Ergebnisse fur die Modifikation der neu zu
untersuchenden Proben ausschlaggebend. Die in den nachfolgenden Tabellen
angefuhrten Probenmaterialien wurden von jedem der 5 beprobten Tiere untersucht.

Ab der Vorversuchs-Phase Il wurde die Beprobung, soweit nicht anders angegeben,
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mit einem Wattetupfer vorgenommen, welcher anschlieRend in 1 ml Probenpuffer

Uberfuhrt wurde (Vorgehensweise s. 3.1.2.2).

Phase I:
Probennummer Probenmaterial
1 Probenpuffer
2 ZNS: Konzentration: 2 g, puriert, in 1 ml Probenpuffer
3 Konzentration: 1 g, puriert, in 1 ml Probenpuffer
4 Blut:  Konzentration: 1 ml Blut unverdiinnt
5 Konzentration: 0,5 ml Blut + 0,5 ml Probenpuffer
6 Konzentration: 0,25 ml Blut + 0,75 ml Probenpuffer
7 Muskelfleisch: nativ, betupfert, in 1 ml Probenpuffer
8 puriert, betupfert, in 1 ml Probenpuffer

Tabelle 3.1: Vorversuchs-Phase |: Untersuchung von ZNS, Blut und Muskelfleisch

Die in Tabelle 3.1 zusammengefassten Proben dienten einer ersten Handhabung
und Validierung des RIDASCREEN® Risk Material 10/5 mit fraglichen Geweben und
Ldsungen. Ein gezielter Einsatz von Blut und ZNS mit definierten Konzentrationen
sowie in Kombination untereinander und mit Muskelfleisch erfolgte dann in den in

Tabelle 3.2 dargestellten Untersuchungen.

Phase II:

Probennummer Probenmaterial Konzentration

1g ZNS auf 10 cm? Fleisch
ZNS auf Muskelfleisch 0,59 ZNS auf 10 cm? Fleisch
0,2 g ZNS auf 10 cm? Fleisch
Tupfer vollgesogen in: Koagulum

Blut
Tupfer vollges. in: Serumiberstand

Muskelfleisch + Blut 0,5 ml Blut auf 10 cm? Fleisch

0,5 ml Blut und 0,2 g ZNS auf
10 cm? Fleisch

Ol iWIN|PF

7 Muskelfleisch + Blut + ZNS

Tabelle 3.2: Vorversuchs-Phase Il: Modifikation der Konzentration von ZNS,
Blut und Muskelfleisch
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Phase Il
Probennummer Probenmaterial Konzentration
1 Lunge, gewaschen u. piriert 10g
2 Lunge, mit Blut 0,5 ml Blut auf 10 g Lunge
3 Lunge, mit ZNS 0,2 g ZNS auf 10 g Lunge
4 Myokard, gewaschen u. puriert 5¢
5 Myokard, mit Blut 0,5 ml Blut auf 5 g Myokard
6 Myokard, mit ZNS 0,2 g ZNS auf 5 g Myokard
7 Endokard, gewaschen 59
8 Endokard, mit Blut 0,5 ml Blut auf 10 cm? Endokard
9 Endokard, mit ZNS 0,2 g ZNS auf 10 cm? Endokard
10 Blutgefal3, gewaschen Lange 5 cm
11 Blutgefal3, mit Blut 0,5 ml Blut auf 5 cm Gefafn
12 Blutgefaf3, mit ZNS 0,2 g ZNS auf 5 cm Gefald

Tabelle 3.3: Vorversuchs-Phase IlI: Originaluntersuchungsmaterial, mit ZNS und Blut

Die in Tabelle 3.3 aufgeflhrten Proben Lunge, Myokard, Endokard und Blutgefaf}

wurden in der Vorversuchs-Phase Ill sowohl nativ als auch kombiniert mit Blut und

ZNS getestet. Mit dem Untersuchungsmaterial der Vorversuchs-Phase IV sollte die

Eignung der Originalproben des Hauptversuches (Tabelle 3.4) Uberprift werden.

Phase IV:

Probennummer

Probenmaterial

[EnY

Tupfer Vena cava cranialis

Tupfer rechter Herzvorhof

Tupfer rechte Herzkammer

Tupfer Truncus pulmonalis

Tupfer linker Herzvorhof

Tupfer linke Herzkammer

Tupfer Aorta

Gewebe Myokard, piriert

O (N~ |WIN

Gewebe Lunge, puriert

[EnY
o

Tupfer Blutsuppe Lunge

[EEN
=

Tupfer Blutsuppe Herzkammer

Tabelle 3.4: Vorversuchs-Phase IV: Originalproben vom Schlachthof



Material und Methoden

3.1.2 Hauptversuch

3.1.2.1 Gerate, Hilfsmittel und Verbrauchsmaterial

Mixer: Moulinette Electronic; Type 89902; MOULINEX
Dispergiergerat: ULTRA TURRAX® T 25; Type 431-2400; JANKE & KUNKEL,
IKA® LABORTECHNIK
Probenréhrchen (aus Polystrol) und Wattetupfer: RIDASCREEN®
Probennahme-Zubehér; Type Z 0010; R-BIOPHARM
Verschlussstopfen: 11 mm; Type 217-8931; VWR INTERNATIONAL GmbH
Schraubverschlussgefal3e: 50 ml; Type 216-4150;
VWR INTERNATIONAL GmbH
Reagenzglas-Gestell: 5x10 Bohrungen; Type 212-8401;
VWR INTERNATIONAL GmbH
Laborflaschen mit Schraubkappe: 100 ml; Type 215-8401,
SCHOTT GLASWERKE
Probenpuffer : RIDASCREEN® Risk Material 10/5; Type R 6703; R-BIOPHARM;
10-fach Konzentrat aufgeldst in 100 ml destilliertem Wasser

3.1.2.2 Probenmaterial und -entnahme

Bei der Auswahl der Schlachthtéfe war die dort praktizierte Betdubungsmethode

ausschlaggebend. So wurden an jeweils zwei Rinderschlachtbetrieben mit Elektro-

und mit Bolzenschussbetdubung, welche allesamt eine EG-Zulassung besitzen und

sich in Bayern befinden, Proben entnommen (Tabelle 3.5).

Schlachthof Betaubungsmethode
A
= Elektrobetdubung
C ,
5 Bolzenschussbetdaubung

Tabelle 3.5: Ubersicht iiber Schlachtbetriebe
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Die Schlachthofe A und B sind reine Rinderschlachtbetriebe, in welchen eine
vollautomatisierte  Elektrobetaubungsanlage der Firma JARVIS, Neuseeland
implementiert ist. Die Betdubungsbox ist mit Flotzmaul-, Hals-, und Brustelektrode
(Herz) mit jeweils integriertem Bewéasserungssystem ausgestattet. Betrieb A betaubt
mit einer Stromstarke von 3,2 Ampeére. Je nach dem zu Uberwindenden Widerstand
am Tier kann die angelegte Spannung zur Gewahrleistung einer konstanten
Stromstéarke bis max. 550 Volt betragen, liegt jedoch durchschnittlich bei 270 - 330
Volt. Die insgesamte Durchstromungszeit betragt 18-22 Sekunden. Betrieb B betéaubt
mit identischen Spannungsverhéltnissen und gleicher Stromflussdauer, jedoch liegt
die dort bei Kihen eingesetzte Stromstarke bei 2,1 Ampere (nach einer von der
zustandigen Behorde erteilten Ausnahmegenehmigung der in § 14 Abs. 2 Nr. 1
TierSchlV (N.N., 1999) geforderten Mindesstromstéarke von 2,5 Ampere). In Betrieb B
wurde anschlie3end die Entblutung im Liegen auf einem Forderband vorgenommen,
wobei die Liegezeit je nach Schlachtbandgeschwindigkeit bis zu 3 Minuten betragen
kann, ehe das Rind an einer Hintergliedmal3e angeschlungen und aufgezogen wird.
In Schlachthof A wurde eine mit Betrieb B tibereinstimmende Entblutung im Liegen
auf einem Plattenforderer jedoch erst im Verlauf der Untersuchungen installiert.
Somit war eine Halfte der dort untersuchten Rinder liegend entblutet, wahrend bei
der zuvor untersuchten anderen Halfte an Rindern die Entblutung im Hangen
erfolgte. Im Rahmen des Einbaus einer neuen Entblutungsanlage erfolgte auch eine
technische Veradnderung an der Herzelektrode der Elektrobetaubungsbox: nachdem
die Herzelektrode zuvor, und somit bei der ersten Halfte der untersuchten Tiere,
einer starren Schiene entsprach, wurde diese nun dahingehend modifiziert, dass die
Elektrode durch einen beweglichen Gelenkkopf optimiert an die Brustbasis
herangefihrt werden kann. Die Schlachtkapazitat betragt in Betrieb A 72 Tiere pro
Stunde, mit durchschnittlich 2500 Rindern in der Woche. In Betrieb B liegt die
Schlachtgeschwindigkeit bei 36 Tieren pro Stunde, bei einem durchschnittlichen

Umfang von 850 Rindern pro Woche.

Teilweise wurden bei elektrobetdubten Rindern unmittelbar im Anschluss an die
elektrische Durchstromung, nachdem die Tiere von der Betdubungsbox auf das
Entbluteband ausgeworfen worden waren, EKG-Ableitungen gemessen. Dies
ermoglichte eine Kontrolle der Herzdurchstromung, welche bei korrekter Ausfiihrung

und korrektem Sitz der Elektroden Herzkammerflimmern verursacht.
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In  den Schlachtbetrieben C und D erfolgt die Betdubung mittels
munitionsgetriebenem und penetrierendem Bolzenschuss. Bei Schlachthof C fand
ein Apparat der Firma EFA, Type Cash Magnum 9000 S, Kaliber 22, Anwendung.
Entsprechend der Herstellerangaben wurden als Zubehor fur die Betdubung von
Rindern und Kuhen rote Kartuschen eingesetzt. Betrieb D betdubte mit einem
Bolzenschussapparat von ACCLES & SHELVOKE, Type Magnum 9000 S, Kaliber 22.
Es wurden gemdalR Herstellerangaben ebenfalls rote Kartuschen eingesetzt.
Schlachthof C ist auf Rinderschlachtung spezialisiert, mit einer durchschnittlichen
Kapazitat von 75-80 Tieren pro Stunde und 2500 in der Woche, wahrend in Betrieb D
taglich zeitlich versetzt Schweine und Rinder geschlachtet werden, mit einer

wochentlichen Anzahl von ca. 800 Rindern.

Die vier Schlachtbetriebe wurden zur Probenentnahme abwechselnd und an
verschiedenen Wochentagen aufgesucht. Bei den Elektrobetdubungsbetrieben
betrug die Anzahl der Probentage 5, die Anzahl der untersuchten Tiere pro Tag
schwankte zwischen 7 und 18 Rindern (im Durchschnitt 12-13 Rinder/Tag). Die
Bolzenschussbetaubungsbetriebe wurden an 4 Tagen mit 7 bis 23 Tieren pro Tag (im
Durchschnitt 15) beprobt.

Als Tiermaterial dienten ausschlie3lich weibliche Rinder bzw. Kihe der Rasse
Deutsches Fleckvieh mit einem Schlachtalter von tber 24 Monaten. Pro Schlachthof
wurden je 60 weibliche Rinder beprobt, was insgesamt also eine Tierzahl von 240
Stuck ergibt.

Die beprobten Organe waren Herz und Lunge. Pro Tier wurden folgende acht
Probenstellen untersucht:
Tupferproben: rechter Herzvorhof; rechte Herzkammer

Truncus pulmonalis

linker Herzvorhof; linke Herzkammer

Aorta

Gewebeproben: Lungenparenchym; Myokard
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Mindung der
Hohlvenen

Tupfer 1. rechter Vorhof,
Ubergang Herzklappen

Rechte
Herzkammer

Abbildung 3.1: Tupfer 1;
Probenstelle rechter Herzvorhof

Tupfer 2: rechte
Herzkammer

T S

Abbildung 3.2: Tupfer 2;
Probenstelle rechte Herzkammer

Tupfer 3: Truncus
pulmonalis, Ubergang
Pulmonalisklappen

rechte
Herzkammer

Abbildung 3.3: Tupfer 3;
Probenstelle Truncus pulmonalis
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Tupfer 4: linker Vorhof,
Ubergang Herzklappen

linker Herzvorhof

Abbildung 3.4: Tupfer 4;
Probenstelle linker Herzvorhof

Tupfer 5:
linke Herzkammer

e,

Abbildung 3.5: Tupfer 5;
Probenstelle linke Herzkammer

Tupfer 6: Aorta,
Ubergang Aortenklappen

linke Herzklappe

linke Herzkammer

Abbildung 3.6: Tupfer 6;
Probenstelle Aorta
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Das Geschlinge wurde, nach erfolgter Fleischuntersuchung als tauglich beurteilt und
mit den entsprechenden Untersuchungsschnitten versehen, zur Probenentnahme
vom Schlachtband genommen und vorher nicht ausgespult bzw. gereinigt. Die
Beprobung der aufeinander folgenden, anatomischen Innenstrukturflichen vom
rechten Herzvorhof bis zur Aorta (Tupfer 1-6, s. Abb. 3.1 — 3.6) erfolgte jeweils durch
einen Wattetupfer, der zuvor mit destilliertem Wasser benetzt worden war. Dabei
wurde der Tupfer unter drehenden Bewegungen uber die Probenflache, welche der
jeweiligen Anatomie angepasst im Durchschnitt 5 cm mal 5 cm malf3, gestrichen.
AnschlieBend wurde die Probe in ein mit 1 ml Probenpuffer gefilltes Rohrchen
Uberfuhrt, indem der Abstrichtupfer nach dem Eintauchen und Ausschitteln im
Probenpuffer am Gefal3rand ausgedriickt wurde. Die Entnahme der Gewebeproben
an Herz und Lunge (Proben 7 und 8) erfolgte mit einem Fleischermesser und einer
Pinzette. Vom Myokard wurden ca. 5 g aus der linken Herzkammerwand, ohne
Endokardanteile, entnommen. Das Lungengewebe, im Umfang von ebenfalls ca. 5 g,
stammte vom distalen Drittel der rechten Lungenhalfte von der Anschnittsflache der
Fleischuntersuchung. Das Untersuchungsmaterial wurde in mit 2 ml destilliertem
Wasser geflllten SchraubverschlussgefaRen aufbewahrt. Der Transport der Proben
erfolgte in Kihlboxen und die weitere Lagerung im Kuhlschrank bei +4°C, bevor die
Proben am darauf folgenden Tag rund 24 Stunden nach der Probennahme
untersucht (s. 3.1.2.3 und 3.2) wurden. Tabelle 3.6 gibt einen Uberblick tber das
Probenmaterial des Hauptversuchs.

Schlachthof | Schlachthof | Schlachthof | Schlachthof
A B C D

Elektrobetdaubung Bolzenschussbetaubung

Beprobte Stellen
je Tier

Rechter Herzvorhof
Rechte Herzkammer
Truncus pulmonalis
Linker Herzvorhof

240 beprobte

je 60 Tupfer

. (120 pro
Linke Herzkammer Betdubungs-
Aorta methode)
Myokard je 60 Gewebeproben

Lungengewebe

Tiere je Stelle

480 Einzelproben je Schlachthof
960 Einzelproben je Betaubungsmethode

Gesamt: 1920
Einzelproben

Tabelle 3.6: Gesamtibersicht Uber Probenumfang und Probenstellen
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3.1.2.3 Probenvorbereitung

Fur die Untersuchung der Proben (siehe 3.2) mussten die Gewebeproben einer
mechanischen Aufbereitung unterzogen werden, um den eventuell vorhandenen
ZNS-Marker saures Gliafaserprotein in flissiges Medium zu Uberfihren. Hierzu
wurden die Myokard- und Lungengewebsstiicke jeweils mittels eines
Dispergiergerates zerkleinert, bis sie eine breiahnliche Konsistenz hatten. Aus dieser
pastdosen Gewebsmasse war nun die Beprobung mit einem angefeuchteten
Wattetupfer und die anschlieBende Uberfiihrung in ein mit 1 ml Probenpuffer
befllltes Testrohrchen durch Ausdriicken des Tupfers, wie oben beschrieben,

maoglich.

3.2 Probenuntersuchung

Die Untersuchung des Probenmaterials erfolgte mit einem Sandwich-Enzym-
immunoassay, zur quantitativen Bestimmung von Risikomaterial (ZNS) in und an
rohem Schlachtmaterial, Gber den zellularen ZNS-Marker Saures Gliafaserprotein
(GFAP). Der Testkit RIDASCREEN® Risk Material 10/5, R-BIOPHARM enthalt alle

hierfur nétigen Reagenzien.

3.2.1 Gerate, Hilfsmittel und Verbrauchsmaterial

= Prazisionspipette: Reference variabel, 10-100 pl; Type 613-3649; EPPENDORF

= Mehrkanalpipette: Research multi 3114, 30-300 pl; Type 613-3606

» Pipettenspitzen: 2-200 pl; Type 612-5755; VWR INTERNATIONAL GmbH

= Schiittelgeréat: Vortex, Genie 2®; Type G-560 E; BENDER und HOBEIN AG

= Mikrotitrations-Plattenschiittler: Titertek®; Type 541307; FLOW LABORATORIES
GmbH

= Mikrotiterplattenphotometer: Microplate Reader Model 3550-UV; BIO RAD

= Software fir Auswertung der Extinktionswerte: PC Data Analysis Software for
the

= Model 3550-UV Microplate Readers, Version 3.1; BIO RAD

» ELISA-Testkit: RIDASCREEN® Risk Material 10/5; R 6703; R-BIOPHARM

bestehend aus:
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Mikrotiterplatte: 96 Kavitaten mit Antikdrpern gegen GFAP beschichtet

4 Standardl6ésungen: GFAP in wassriger Lésung; entsprechend 0 %
(Nullstandard), 0,1 %, 0,2 %, 0,4 % Risikomaterial (ZNS)

Konjugat: Peroxidase-konjugierter Antikbrper gegen GFAP

Substrat/Chromogen: enthalt Tetramethylbenzidin

Stopp-Reagenz: enthélt 1 N Schwefelséaure

Waschpuffer (Salz): zur Herstellung eines 10 mM Phosphatpuffers, pH 7,4,
durch Auflésung in 1 | destilliertem Wasser;
enthalt 0,05 % Tween 20

3.2.2 Testdurchfuhrung

Die Untersuchung des Probenmaterials erfolgte jeweils einen Tag nach dessen
Entnahme. Hierfir mussten alle Proben und Reagenzien auf untere Zimmer-
temperatur (ca. 18°C) gebracht werden. In den Halterahmen fiir die Mikrotiterplatten
wurden pro Testdurchlauf 3 Streifen a8 Einzelkavitaten eingesetzt. So konnten pro
Ansatz, neben den 4 Standards, von je drei Tieren die 6 Einzeltupfer (18 Proben)
bzw. von insgesamt 10 Tieren die je 2 Gewebeproben (20 Proben) untersucht
werden. Zum Aufschitteln der Proben und Reagenzien vor dem Einsatz im Test fand

ein Schuittelgerat Verwendung.

Beim Ansatz der Proben wurde wie in Abbildung 3.7 schematisch dargestellt
vorgegangen. Nach dem Einpipettieren von je 50 pl der vier Standardldsungen und
der Probenldsungen in die Kavitaten erfolgte durch die weitere Zugabe von 50 pl des
Konjugats eine Durchmischung und Inkubation fur 10 Minuten auf einem Schiuittler
(Antigen-Antikorper-Reaktion) In einem anschlieRenden, dreimal durchgefiihrten
Waschgang wurden die Kavitaten mittels Mehrkanalpipette mit je 250 ul Waschpuffer
befullt, daraufhin wieder entleert und auf saugfahigem Zellstoff kraftig ausgeklopft
(Auswaschen des nicht gebundenen Konjugats). Nach der Zugabe von je 100 ul
Substrat erfolgte, geschitzt gegen Lichteinstrahlung durch Abdecken der
Mikrotiterplatte, die Durchmischung und Inkubation auf dem Schiittler
(Peroxidasereaktion). Nach 5 Minuten wurde diese Reaktion durch Zugabe von 100
pl Stopp-Reagenz beendet (N.N., 2002a).
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Je 50 pl der 4 Standardldsungen bzw. je 50 pl Probenlésung
in Kavitéaten pipettieren

je 50 ul des Konjugats mischen, 10 min auf Schittler
bei Raumtemperatur inkubieren
T
Flissigkeit aus Kavitaten entleeren,
anschl. auf Zellstoff kraftig ausschlagen
- je 250 pl Waschpuffer Kavitaten 3 x waschen
je 100 pl Substrat/ mischen, 5 min auf Schiittler
Chromogenlésung bei Raumtemperatur inkubieren
T
je 100 ul Stopp-Reagenz mischen, weitere 5 min auf Schiittler
— bei Raumtemperatur inkubieren

v

Mikrotiterplattenphotometer  Extinktion bei 450 nm messen

Abbildung 3.7: Testdurchfiihrung zur Untersuchung auf Risikomaterial
mittels RIDASCREEN® Risk Material 10/5 (nach N.N., 2002a)

3.2.3 Auswertung

Das abschlieBende Messen der Farbintensitat bei 450 nm im Photometer ermittelte
die Extinktionswerte der einzelnen Proben in den Kavitaten flr den ZNS-spezifischen
Marker GFAP. Diese Werte wurden in Microplate Manager® von Bio RAD, Version
5.2 Ubernommen und mittels linearer Regression ausgewertet. Dabei wurde aus den
gemessenen Extinktionen und den bekannten Konzentrationen der Standards die
Regressionsgleichung ermittelt. Anhand dieser errechneten Ergebnisse der Proben
wurde ab einer Konzentration von [ 0,1% als positiv fur ZNS gewertet (N.N., 2002a).

In einem weiteren Schritt wurde, wie in Tabelle 3.7 aufgezeigt, eine Einteilung der
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ZNS-positiven Proben nach ihrer Konzentration in drei Kategorien vorgenommen. Die

statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mittels SPSS, Inc. 2003; Version

12.0.1.

Ermittelter ZNS-Gehalt der Proben

Wertung der Konzentration

0,1% - 0,24%

schwach positiv

0,25% - 0,49%

mittel positiv

ab 0,5%

stark positiv

Tabelle 3.7: Einteilung der ZNS-positiven Probenwerte nach Konzentration
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4 Ergebnisse

4.1 Ergebnisse aus den Vorversuchen

Im Rahmen der Vorversuche wurde die Einsetzbarkeit des Testverfahrens
RIDASCREEN® Risk Material 10/5 untersucht, und vor allem auf dessen
Nachweisgenauigkeit fir ZNS-Material Uberpriaft. Da der Test nur eine
semiquantitative Aussage zulasst, wurde nur zwischen einer positiven und negativen
Reaktion unterschieden. Ein positives Ergebnis wurde dariber hinaus in drei
Konzentrationskategorien unterteilt (s. Tab. 3.7). Die Ergebnisse der in Kapitel
3.1.1.1 aufgefuhrten Vorversuchsphasen I-IV (s. Tab. 3.1 bis 3.4), die bei jeweils 5
beprobten Tieren durchgefiihrt wurden, werden ihrer Bedeutung nach im Folgenden
zusammengefasst (vollstdndige Resultate aller Vorversuchsphasen siehe Anhang).

4.1.1 Kontrolle der Nachweisgenauigkeit

Es konnte, wie in Tabelle 4.1 aufgefiuhrt, in allen untersuchten ZNS-Verdinnungen
ein ZNS-positives Ergebnis erbracht werden. Auch mit einem stark erniedrigten ZNS-
Gehalt von nur mehr 0,2 g, aufgebracht auf einer Flache von 10 cm?, wurden noch

Konzentrationsergebnisse in mittel und stark positivem Umfang erbracht.

ZNS-Menge Ergebnzisoenséﬁgzgig)satz 1-5
2 g; in Probenpuffer (1 ml) positiv (alle stark positiv)
1 g; in Probenpuffer (1 ml) positiv (alle stark positiv)
1g; auf Muskelfleisch (10 cm?) positiv (alle stark positiv)
0,5 g; auf Muskelfleisch (10 cm?) positiv (alle stark positiv)
0,2 g; auf Muskelfleisch (10 cm?) | positiv (2 mittel positiv; 3 stark positiv)

Tabelle 4.1: Untersuchung verschiedener ZNS-Verdinnungsreihen unter
Berticksichtigung der ermittelten Konzentrationen
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Bei einer weiteren Verteilung der ZNS-Menge von 0,2 g auf verschiedenen
Geweben, welche den Originalprobenmaterialien des Hauptversuches entsprachen,
konnten ebenfalls in allen Proben positive Nachweise von mittel oder stark positiver
Konzentration (Tabelle 4.2) festgestellt werden.

ZNS-Menge Ergebnisse Probenansatz 1-5
(Konzentration)
0,2 g auf Lunge pdriert (10 g) positiv (4 mittel positiv, 1 stark positiv)
0,2 g auf Myokard puriert (5 g) positiv (alle stark positiv)
0,2 g auf Endokard (10 cm?) positiv (1 mittel positiv, 4 stark positiv)
0,2 g auf Blutgefal? (5 cm) positiv (alle stark positiv)

Tabelle 4.2: Untersuchung einer definierten ZNS-Menge mit Originalunter-
suchungsmaterial des Hauptversuches

4.1.2 Kontrolle der Spezifitat

Bei der Kontrolle der Spezifitit des  Nachweisverfahrens  wurde
Untersuchungsmaterial ohne Zusatz von ZNS untersucht, um mdglicherweise falsch
positive Beeinflussungen des Testergebnisses durch dem GFAP verwandte

Proteinstrukturen festzustellen.

4.1.2.1 Originalprobenmaterial des Hauptversuches

Es wurden folgende Proben betupfert und untersucht:

Muskelfleisch, Lungengewebe, Myokard (jeweils puriert), Endokard, BlutgefaRinnenwand
Tupferstellen 1-6 des Hauptversuches: rechter Herzvorhof und —kammer, Truncus
pulmonalis, linker Herzvorhof und —kammer, Aorta

Plrierte Gewebeproben des Hauptversuches: Lungenparenchym und Myokard

Alle Proben erbrachten in allen 5 Anséatzen ein negatives Ergebnis, und somit keinen

(falsch-positiven) ZNS-Nachweis.
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4.1.2.2 Blut

Eine positive Reaktion, und somit ein (falsch-) positiver ZNS-Nachweis wurde bei
der Untersuchung aller 5 Proben Vollblut festgestellt. Die Konzentration wurde
jeweils als schwach positiv ermittelt. Eine Verdinnung des Blutes (1:1 mit
Pufferldsung) erbrachte nur noch in 1 von 5 Proben (entspricht 20%) ein schwach

positives Ergebnis (Tabelle 4.3).

Vollblut, Verdiinnungsstufen: Ergebnisse Probenansatz 1-5
unverdinnt (1 ml) alle positiv (schwach positiv)
Verdiinnung 1:1 m. Puffer (je 0,5 ml) 1 positiv (schwach positiv); 4 negativ
Verdinnung 1:3 m. Puffer (0,25 + 0,75 ml) [ alle negativ

Tabelle 4.3: Untersuchung von Blut-Verdiinnungsreihen unter Berticksichtigung der
ermittelten Konzentrationen

Bei allen weiteren, in Tabelle 4.4 zusammengefassten Probenreihen mit Blut, die
dem Umfang einer Kontamination der Proben des Originalversuchs mit Blut
entsprechen, zeigte das Nachweisverfahren keine positive Reaktion und somit keine

verfalschte Spezifitat.

koaguliertem Plasma
Tupfer Serum Ergebnisse mﬂallen
vollgesogen in: | Biutsuppe Lunge 5 Probenansatzen
' negativ
Blutsuppe Herzkammer
Muskelfleisch (10 cm?)
Lunge pdriert (10
0,5 ml Blut P __ (10 ) Ergebnisse in allen
verteilt auf: | Myokard puriert (5 g) 5 Probenansétzen
Endokard (10 cm?) negativ
Gefal? (5 cm Lange)

Tabelle 4.4: Untersuchung eines moglichen Einflusses von Blut-Zugaben auf
Originaluntersuchungsmaterial des Hauptversuches
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4.1.2.3 Blut und ZNS

Bei den aufgefihrten Versuchsreihen wurde jeweils auch eine wechselseitige
Beeinflussung von ZNS und Blut Uberprift. Die Kombination definierter Blut- und
ZNS-Gehalte bewirkte jedoch keine veranderten ZNS-Nachweisergebnisse im
Vergleich zu ZNS-Proben ohne Blutkontamination. Auch die ermittelte ZNS-

Konzentration wurde durch Blutzusatz weder erhdht noch erniedrigt.
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4.2 Ergebnisse aus dem Hauptversuch

4.2.1 Auswertung der Tupfer- und Gewebeprobenstellen

4.2.1.1 Betrachtung der Einzelprobenstellen im Uberblick

Die insgesamt 1920 Einzelprobenstellen der vier Schlachtbetriebe wurden mit RIDA-
SCREENP®-Risk Material 10/5 untersucht. Davon zeigten 320 Proben ein Extinktions-
ergebnis von 0,1% und hoher (Werte ab 0,1% und héher werden als positiv
gewertet). Somit lag ein ZNS-positives Ergebnis bei 16,7% aller untersuchten Tupfer-
und Gewebeproben vor. Im gegenuberstellenden Vergleich der je 960 Einzelproben
der Methoden Elektro- und Bolzenschussbetdubung zeigt sich allerdings eine

deutlich unterschiedliche Verteilung der positiven Ergebnisse (Abb. 4.1).

1000 975
O negativ
O positiv
800
675
c
[}
Qo
2 600
a
o}
©
<
g 400
< 285
200
35
0
Elektrobetdubung Bolzenschussbetaubung

Abbildung 4.1: Vergleich der Einzelprobenstellenergebnisse nach den Methoden
Elektro- und Bolzenschussbetaubung (n=960 Proben/Betdubungsmethode)

Mit 35 positiven und 925 negativen Ergebnissen konnte in 3,6% der Proben von
elektrobetdubten Rindern ZNS nachgewiesen werden. Die Proben der Tiere mit
Bolzenschussbetaubung waren positiv in 285 und negativ in 675 Fallen. Dies ergibt
einen Anteil der positiven Proben von 29,7% innerhalb dieser Betdubungsmethode.
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Somit erbrachte die ZNS-Detektion in Bolzenschussbetdaubungsbetrieben ein um 8,1-
mal deutlich héheres positives Resultat als in Elektrobetaubungsbetrieben. Tabelle
4.5 ermoglicht den Vergleich der Ergebnisse zwischen den vier einzelnen
Schlachtbetrieben.

Anzahl Probenstellen [
Betaubungsmethode | Schlachtbetrieb Anteil der
. — positiven Proben
negativ positiv

A 453 27 5,6%
Elektrobetaubung °

B 472 8 1,7%

. C 324 156 32,5%

Bolzenbetaubung

D 351 129 26,9%

Tabelle 4.5: Vergleich der Einzelprobenstellen nach Betrieb (n=480 Proben/Betrieb)

Der Anteil der positiven Probenergebnisse variierte auch innerhalb der Betriebe mit
identischer Betaubungsmethode. So hatte Schlachtbetrieb A mit 27 (5,6%) positiven
Proben ein um den Faktor 3,4 hoheres positives Ergebnis als Betrieb B mit nur 8
(1,7%) positiven Proben. In Betrieb B wurde im Vergleich aller 4 Betriebe in
geringstem Umfang ZNS nachgewiesen. In Betrieb D war mit 129 (26,9%) positiven
Befunden mehr als jede vierte Probe positiv. Das Ergebnis mit dem haufigsten
positiven Untersuchungsmaterial stammte mit 156 Fallen (32,5%) von Betrieb C.
Somit ist das positive Resultat des Betriebes C um den Faktor 1,2 hoher als im

betaubungsgleichen Schlachthof D.

Die prozentuale Verteilung der in Tabelle 4.5 aufgefuhrten positiven
Probenergebnisse auf die Betdubungsmethoden und die Betriebe ist in Abbildung
4.2 im Uberblick dargestellt. Dabei entfielen 89% von den insgesamt 320 positiven
Einzelproben auf mit Bolzenschuss betaubte Tiere (Betriebe C und D), und nur 11%
auf elektrobetaubte Tiere (Betriebe A und B). Betrieb C (Bolzenschussbetaubung)
hatte mit 48,7% den grofRten Anteil an den gesamtpositiven Einzelstellen, wahrend

Betrieb B (Elektrobetaubung) mit 2,6% den geringsten Anteil aufwies.
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Betrieb B: 2,6% Betrieb C: 48,7%

Betrieb A: 8,4%

Betrieb D: 40,3%

Abbildung 4.2: Verteilung der positiven Einzelstellen (n=320) anteilig nach
Betaubungsmethoden bzw. Schlachtbetrieben

4.2.1.2 Betrachtung der Tupferprobenstellen im Einzelnen

Im Folgenden werden von den gesamten Probenergebnissen die sechs mit einem
Wattetupfer beprobten Innenflachen des Herzens bzw. der dort entspringenden
GefaRwande im Einzelnen betrachtet. Tabelle 4.6 gibt einen Uberblick zu den
Untersuchungsergebnissen der jeweiligen Tupferprobenstellen. Die Beprobung der

einzelnen Herzstrukturen wurde bei jeweils 240 Rindern durchgefihrt.

Probenstelle pﬁ)%zeihsltgﬁ;n Anteil der
Tupfer (T) 1- 6 negativ positiv positiven Proben
rechter Herzvorhof (T 1) 200 40 16,7%
rechte Herzkammer (T 2) 165 75 31,3%
Truncus pulmonalis (T 3) 188 52 21,7%
linker Herzvorhof (T 4) 213 27 11,3%
linke Herzkammer (T 5) 187 53 22,1%
Aorta (T 6) 182 58 24,2%
Gesamt 1135 305 21,2%

Tabelle 4.6: Vergleich der einzelnen Tupferprobenstellen (n=240 Proben/Tupferstelle)
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In allen sechs aufeinander folgenden Tupferprobenstellen des Herzens konnte ZNS
nachgewiesen werden, jedoch mit unterschiedlicher Haufigkeit. So hatte die rechte
Herzkammer mit 31,3% (75) positiven Tupfern mit Abstand am haufigsten ein
positives Ergebnis. Die Miundungsstelle der Aorta, welche vom Blut unter den
beprobten Tupferstellen zuletzt durchstromt wird, zeigte mit 24,2% (58) den
zweithdchsten Anteil positiver Tupfer auf. Auffallend war ferner, dass den beiden
strukturdhnlichen Herzvorhofen (rechts und links) die Probenstellen mit den zwei
geringsten positiven Tupferanzahlen zukamen. Dabei wurde im linken Vorhof mit
11,3% (27) positiven Proben im Vergleich zu den anderen Stellen am seltensten ZNS
nachgewiesen. Somit bewegte sich die positive ZNS-Detektion in den einzelnen
Herzstrukturen zwischen 11,3% (linker Herzvorhof) und 31,3% (rechte Herzkammer)

der Tupferproben. In Abbildung 4.3 sind diese Werte graphisch dargestellt.

35%

31,3%

30%

24,2%

25%

21,7% 22,1%

20%

16,7%

15%

11,3%

10%

Positive Proben je Stelle in Prozent

5%

O% T T T T
re. Herzvorh. re. Herzkam. Tr. pulmon. li. Herzvorh. li. Herzkam. Aorta

Abbildung 4.3: Vergleich der Ergebnisse der einzelnen Tupferstellen (nach den jeweiligen
Probenstellenergebnissen)
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Fasst man nur die positiven Einzelprobenstellen nach ihrer funktionellen Einheit
bezlglich der Blutzirkulation zusammen, so kann man die betupferten Strukturen vor
dem Lungenkreislauf (Tupferprobenstellen des rechten Herzens) denen nach dem
Lungenkreislauf (Tupfer des linken Herzens) gegeniberstellen (Abb. 4.4). So konnte
in den drei rechten Herzstrukturen insgesamt an 167 Tupfern ein positiver ZNS-
Nachweis erbracht werden. In den zusammengefassten linken Herzstrukturen fiel
das Ergebnis mit 138 positiven Tupfern lediglich um den Faktor 1,2 niedriger aus.
Prozentual verteilten sich die positiven Proben somit zu 54,8% auf rechte und zu

45,2% auf linke Herzstrukturen.
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Tupferproben rechtes Herz, Tupferproben linkes Herz, n=138
n=167

Abbildung 4.4: Verteilung positiver Tupfer nach Probenstellen vor (rechte
Herzstrukturen) und nach Lungenkreislauf (linke Herzstrukturen)
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4.2.1.2.1 Vergleich der Betaubungsmethoden

Eine weitere Analyse der Einzeltupferergebnisse erfolgte in Abhangigkeit der
angewandten Betdubungsmethode. Es kann analog der Auswertung der gesamten
Einzelstellen (Abb. 4.1) auch bei Betrachtung der einzelnen Tupferstellen eine
kontinuierliche Diskrepanz der positiven Ergebnisse zwischen elektrobetaubten und
bolzenschussbetaubten Tieren ausgemacht werden. Tabelle 4.7 zeigt eine
Auflistung der negativen und positiven Tupferergebnisse nach Betdubungsmethode.

Jede Tupferstelle wurde in beiden Betaubungsmethoden bei je 120 Tieren

untersucht.
Probenstelle Elektrobetaubung Bolzenschussbetaubung
Tupfer Anzahl | Anzahl Anteil Anzahl Anzahl Anteil
(T) 1-6 negative | positive positive negative | positive positive
re. Herz- . )
vorhof (T 1) 116 4 3,3% 84 36 30,0%
rechte Herz- . :
kammer (T 2) | 112 8 6,7% 53 67 55,8%
Tr. _IOuImo— 115 5 4,2% 73 47 39,2%
nalis (T 3)
linker Herz- . :
vorhof (T 4) 119 1 0,8% 94 26 21,7%
linke Herz- . )
kammer (T5) | *%° 5 4,2% 72 48 40,0%
9 0
Aorta (T 6) 113 7 5,8% 69 51 42,5%
690 30 4,2% 445 275 38,2%
Gesamt

Tabelle 4.7: Vergleich der einzelnen Tupferprobenstellenergebnisse
nach Betaubungsmethodik

Der positive Anteil der  Tupferprobenstellen von Betrieben mit
Bolzenschussbetaubung schwankte zwischen 21,7% und 55,8%. Das hdchste
positive Ergebnis mit 55,8% fiel der Probenstelle rechte Herzkammer zu, bei welcher
somit mehr als jeder zweite Tupfer ein ZNS-positives Ergebnis erbrachte. Bei der
Probenstelle mit dem geringsten ZNS-Nachweis (linker Herzvorhof: 21,7%) zeigte
sich mehr als jede flinfte Probe noch positiv. Dem gegenuber wurden in Tupferstellen
von Betrieben mit Elektrobetdubung in deutlich geringerem Umfang Proben positiv
getestet. Dennoch konnte auch bei dieser Methode an jeder der 6 Tupferstellen ZNS

nachgewiesen werden. Beim linken Herzvorhof reagierte jedoch nur eine
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Tupferprobe positiv (0,8%). Die héchste ZNS-Detektion erfolgte mit 6,7% Positiven
wiederum an der Probenstelle rechte Herzkammer. Im Folgenden werden die
Probenstellen nach der Anzahl positiver Tupferergebnisse (Tab. 4.7) im

Betaubungsmethodenvergleich gestaffelt.
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li. Herzvorh. re. Herzvorh. Tr. pulmon. li. Herzkam. Aorta re. Herzkam.

Abbildung 4.5: Staffelung der Tupferprobenstellen nach der Anzahl positiver
Ergebnisse, vergleichend nach Betdubungsmethode

In beiden Betaubungsmethoden erbrachten die strukturverwandten Vorhofe (des
rechten und linken Herzens) den geringsten ZNS-Nachweis. Die rechte Herzkammer
war sowohl bei elektro- als auch bei bolzenschussbetdubten Rindern die
Probenstelle mit dem héaufigsten positiven Ergebnis, gefolgt von der Tupferstelle
Aorta. Der Truncus pulmonalis (rechtes Herz) und die linke Herzkammer hatten in
beiden Betaubungsmethoden (fast) identische Mengen positiver Proben. Diese zwei
Probenstellen reihten sich mit ihrer Anzahl positiver Tupfer im Mittelfeld der sechs

untersuchten Herzstrukturen ein.

In Abbildung 4.6 werden wiederum nur die positiven Ergebnisse der sechs
Tupferstellen betrachtet und nach ihrer Verteilung anteilig der Betdubungsmethode
einander gegenuber gestellt. In Elektrobetdubungsbetrieben wurden im linken

Herzvorhof nur 3,7% der gesamten positiven Ergebnisse dieser Probenstelle erfasst,
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die restlichen 96,3% stammten von Proben des linken Herzvorhofes der
Bolzenschussbetriebe. Die Aorta war mit 12,1% die Probenstelle mit dem hdchsten
anteiligen Positivergebnis auf Seiten der Elektrobetdaubung. Im Durchschnitt wurden
90,7% der positiven Proben in den betupferten Herzstrukturen von
bolzenschussbetaubten Rindern nachgewiesen. Nur weniger als jedes zehnte

positive Tupferergebnis (9,3%) wurde bei elektrobetdubten Tieren erbracht.
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Abbildung 4.6: Verteilung der positiven Tupferprobenstellenergebnisse anteilig
nach Betaubungsmethodik

Im Folgenden sollen in Abhangigkeit der Betdubungsmethode erneut die einzelnen
Tupferstellen bezlglich ihrer funktionellen Einheit zusammengefasst in Proben vor
und nach dem Lungenkreislauf betrachtet werden (Abbildung 4.7). Das Verhaltnis
positiver Tupferproben vor dem Lungenkreislauf zu der Anzahl positiver
Tupferergebnisse nach dem Lungenkreislauf unterscheidet sich dabei zwischen
Bolzenschussbetaubungsbetrieben und Elektrobetdubungsbetrieben nur
unwesentlich. Bei bolzenschussbetaubten Rindern ist eine Differenz der

zusammengefassten 150 positiven Proben der drei Herzstrukturen vor der Lunge zu
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den 125 positiven Proben nach der Lunge um den Faktor 1,20 messbar. Die
Elektrobetaubung wies mit dem Faktor 1,23 (16 zu 13 positive Tupferproben) sogar

einen minimal héheren Wert auf als die Bolzenschussbetaubung.
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Abbildung 4.7: Verteilung positiver Tupfer nach Probenstellen vor (rechte Herzstrukturen)
und nach Lungenkreislauf (linke Herzstrukturen),
vergleichend nach Betdubungsmethode

4.2.1.2.2 Vergleich der Betriebe

Die Ergebnisse der einzelnen Herztupfer variierten, wie auch schon bei den Einzel-
probenstellen insgesamt aufgezeigt (Tab. 4.5), zwischen den zwei Betrieben einer

jeweiligen Betaubungsmethode.
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Probenstelle Betrieb C Betrieb D
(Tupfer 1-6) Anzahl Anteil Anzahl Anteil
n=60 positive positive positive positive
rechter Herzvorhof 20 33,3% 16 26,7%
rechte Herzkammer 35 58,3% 32 53,3%
Truncus pulmonalis 29 48,3% 18 30,0%
linker Herzvorhof 13 21, 7% 13 21, 7%
Linke Herzkammer 26 43,3% 22 36,7%
Aorta 28 46,7% 23 38,3%
Gesamt 151 41,9% 124 34,4%

Tabelle 4.8: Vergleich der Tupferprobenstellen nach Betrieben
mit Bolzenschussbetdubung (n=60 je Probenstelle)

Betrieb C (insgesamt 41,9% positive Tupferproben) wies bei jeder der betupferten
Herzstrukturen durchgehend eine hohere Anzahl positiver Proben auf als Betrieb D
(insgesamt 34,4% positive Tupfer). Der hochste Anteil positiver ZNS-Nachweise
wurde in Betrieb C in der rechten Herzkammer mit 58,3% positiver Proben erbracht.
Die Probenstelle mit dem geringsten positiven Ergebnis war in beiden Betrieben der

linke Herzvorhof mit je 21,7%.

Probenstelle Betrieb A Betrieb B
(Tupfer 1-6) Anzahl Anteil Anzahl Anteil
N=60 positive positive positive positive

rechter Herzvorhof 3 5,0% 1 1,7%
rechte Herzkammer 6 10,0% 2 3,3%
Truncus pulmonalis 3 5,0% 2 3,3%
linker Herzvorhof 1 1,7% 0 0,0%
linke Herzkammer 5 8,3% 0 0,0%
Aorta 4 6,7% 3 5,0%
Gesamt 22 6,1% 8 2,2%

Tabelle 4.9: Vergleich der Tupferprobenstellen nach Betrieben

mit Elektrobetdubung (n=60 je Probenstelle)
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Die Ergebnisse der Elektrobetdubungsbetriebe A und B sind in Tabelle 4.9
zusammengefasst. In den zwei Elektrobetaubungsbetrieben A und B wies
Schlachthof A an jeder Tupferstelle das hthere Resultat an positiven Proben auf. Die
Tupferstellen von Betrieb A hatten Anteile positiver Ergebnisse zwischen 1,7% (linker
Herzvorhof) und 10% (rechte Herzkammer). Der errechnete Gesamtanteil positiver
Proben der 6 Tupferstellen lag bei 6,1% je Stelle. Betrieb B ist der einzige
Schlachthof, an dem einzelne Probenstellen keinen ZNS-Nachweis erbrachten. So
konnte hier in Vorhof und Kammer des linken Herzens kein positives Ergebnis
ermittelt werden. Jedoch war die Aorta als weiterer Probenort des linken Herzens mit
5% positiven Proben die Stelle mit dem hoéchsten Ergebnis in Schlachthof B.
Insgesamt waren nur 2,2% der Tupferproben von Betrieb B positiv. In Abbildung 4.8

folgt die graphische Darstellung dieser Werte.
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Abbildung 4.8: Vergleich der positiven Tupferprobenstellen nach den
Elektrobetdubungsbetrieben A und B (n=60 Tupfer/Stelle)
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4.2.1.3 Betrachtung der Gewebeprobestellen im Einzelnen

Neben den 6 Tupferstellen wurde aus Lungenparenchym sowie Myokard jeweils eine
Gewebeprobe pro Tier entnommen und nach mechanischer Zerkleinerung auf den
ZNS-Gehalt hin tberpruft.

4.2.1.3.1 Herz

Analog dem Umfang der untersuchten Tupferprobenstellen wurden von 240 Rindern
Proben aus dem Myokard entnommen. Diese verteilten sich zu je 120
Gewebeproben pro Betdubungsmethode und zu je 60 pro Schlachtbetrieb.
Unabhéangig von Methode und Betrieb konnte in allen 240 Proben aus der
Herzkammerwandmuskulatur kein positives Ergebnis und somit kein ZNS-Nachweis
erbracht werden (Tabelle 4.10).

Gewebeproben Herz 240 negative Probenergebnisse
n=240 (0 Proben positiv)

Tabelle 4.10: Untersuchung der Myokardproben auf ZNS

4.2.1.3.2 Lunge

Die Untersuchung der insgesamt 240 Proben des Lungenparenchyms brachte in 15
Féllen ein positives und in 225 Fallen ein negatives Ergebnis. Dies ergibt einen Anteil

der positiven ZNS-Nachweise in der Lunge von 6,3%.

Die Verteilung der positiven Lungenproben auf die 4 Schlachtbetriebe ist in
Abbildung 4.9 dargestellt. In Betrieb B konnte in keinem der 60 untersuchten
Lungengewebe ein positives Ergebnis festgestellt werden. Betrieb A hingegen hatte
in den Lungenproben die gleiche Anzahl positiver Ergebnisse wie Betriebe C und D.
In den je 60 Lungengeweben dieser drei Betriebe zeigten je 5 Proben eine positive

Reaktion, was einem positiven Anteil von 8,3% entspricht.
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Abbildung 4.9: Vergleich der Lungengewebsproben nach Betrieb (n=60)

Zusammengefasst nach Betdubungsmethode konnten bei der Elektrobetaubung
(Betrieb A und B) 5 positive (entspricht 4,2%) und bei der Bolzenschussbetaubung
(Betrieb C und D) 10 positive (entspricht 8,3%) Lungenproben ermittelt werden.
Damit kommen 33,3% der Gesamtanzahl von 15 positiven Lungenergebnissen auf
die Methode Elektrobetaubung zu. Jedoch gilt es anzumerken, dass das positive
Ergebnis der Elektrobetaubung nur auf Betrieb A zuriickgeht. 66,6% der positiven
Proben wurden in Betrieben mit Bolzenschussbetdubung ermittelt.

4.2.1.4 Gegenuberstellung von positiven Einzeltupferstellen und positiven

Lungenproben

Vergleicht man den positiven Anteil aller Lungenproben von 6,3% mit dem
durchschnittlich 21,2%-igen positiven Probenanteil aller Tupferstellen (vgl. Tab. 4.6),
so ist das positive ZNS-Resultat der Lungenproben um den Faktor 3,4 geringer
(Tabelle 4.11).
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Tupferproben Herz n=1440 Gewebeproben Lunge n=240
Anzahl positiver Anteil positiver Anzahl positiver Anteil positiver
Proben Proben Proben Proben
305 21,2% 15 6,3%

Tabelle 4.11: Vergleich der positiven Lungengewebsproben
und der positiven Tupferproben

Abbildung 4.10 zeigt die Verteilung der positiven ZNS-Nachweise der
Tupferprobenergebnisse (Abb. 4.6) im Vergleich mit den Lungengewebsergeb-
nissen (s. 4.2.1.3.2), bezogen auf die Betdubungsmethode.
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Abbildung 4.10: Verteilung der positiven Herztupferproben (n=305) und
Lungengewebsproben (n=15) anteilig nach Betaubungsmethode

Die Verteilung positiver Tupferproben zu 90,7% auf die Methode
Bolzenschussbetaubung unterscheidet sich deutlich von den nur 66,6% anteilig
positiven Lungenproben dieser Methode. Wéahrend weniger als jede 10. positive
Herztupferprobe (9,3%) der Elektrobetdubung zukommt, war jede 3. positive
Lungenprobe (33,3%) diesem Betdaubungsverfahren zuzurechnen. Das positive
Lungenergebnis bei Elektrobetaubungsbetrieben wurde jedoch nur in Betrieb A
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nachgewiesen, was in Abbildung 4.11 im Vergleich zu den positiven Tupferproben,

aufgefuhrt nach den einzelnen Schlachthéfen, nochmals aufgezeigt wird.
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Abbildung 4.11: Vergleich der Lungengewebsergebnisse und der durchschnittlichen
Herztupferergebnisse nach Betrieb

4.2.2 Auswertung der positiven Tiere

Es wurden insgesamt 240 Rinder an den aufgefihrten Einzelprobenstellen
untersucht. Fir die folgende Betrachtung wurde ein Tier als positiv bewertet, wenn
an mindestens 1 Probenstelle (von den jeweils 8 beprobten Stellen pro Tier) ein
positiver ZNS-Nachweis erbracht werden konnte. So wurde nach Tabelle 4.12 bei
102 der gesamten 240 Rinder an einer oder mehreren Stellen ein positives ZNS-
Ergebnis nachgewiesen, was einem Anteil von 42,5% entspricht. Bei Anwendung der
Bolzenschussbetdaubung hatten 85 der 120 Rinder (70,8%) ein positives Ergebnis,
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bei Elektrobetaubung wurde nur bei 17 Tieren (14,2%) ein positives Resultat ermittelt

(Abbildung 4.12).

Betaubungsmethodik Anzahl der Tiere (n=120) Ante" de_r
negativ positiv positiven Tiere
Elektrobetaubung 103 17 14,2%
Bolzenschussbetaubung 35 85 70,8%
Gesamtergebnis 138 102 42,5%

Tabelle 4.12: Vergleich der Tierergebnisse nach Betaubungsmethode
(Tier positiv ab mind. 1 positiven Einzelprobenstelle)
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Abbildung 4.12: Vergleich der Tierergebnisse nach Betaubungsmethode (n=120)
(Tier positiv ab mind. 1 positiven Einzelprobenstelle)

Betrachtet man nach Abbildung 4.13 nur die 102 Tiere mit positivem Ergebnis, so
verteilen sich diese zu 16,7% auf Elektro- (n=17), und zu 83,3% (n=85) auf
Bolzenschussbetdaubung. Das positive Tierergebnis der Methode Elektrobetaubung

fiel somit um den Faktor 5 niedriger aus.
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Abbildung 4.13: Verteilung der positiven Tiere (n=102) anteilig nach Betdubungsmethode

Im Schlachthof B wurde mit nur 4 positiven von insgesamt 60 beprobten Tieren
(entspricht 6,7% Positive) die geringste Zahl positiver Nachweise festgestellt. Die
Untersuchung in Betrieb A ermittelte 13 Tiere (21,7%) mit einem positiven ZNS-
Nachweis. Das positive Ergebnis der beiden Elektrobetaubungsbetriebe
unterscheidet sich damit um den Faktor 3,2. In Betrieb D hatten 2 von 3 Tieren
(66,7%) positive Probenergebnisse, und das hdchste Resultat mit 3 positiven

Tierergebnissen von 4 (75%) wurde in Betrieb C nachgewiesen.

Schlachtbetrieh Anzahl der Tiere (n=60) Ame“ de_r
negativ positiv positiven Tiere
Betrieb A 47 13 21,7%
Betrieb B 56 4 6,7%
Betrieb C 15 45 75,0%
Betrieb D 20 40 66,7%

Tabelle 4.13: Vergleich der Tierergebnisse nach Schlachtbetrieb
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4.2.3 Gegeniuberstellung von positiven Tieren und pos. Einzelprobenstellen

Ein Vergleich des prozentualen Anteils positiver Tiere zu positiven
Einzelprobenstellen ermoéglicht eine Aussage Uuber den Umfang positiver
Einzelstellen je positives Tier. Umso groRRer der Quotient positives Tier zu positiven
Einzelprobenstellen ausféllt, desto geringer ist die Anzahl ZNS-positiver Einzelproben
je Tier. Dieser Wert erlaubt Ruckschlisse Uber die Kontinuitat der Verschleppung

und madglicherweise tber den Umfang verschleppten Materials.

In Abbildung 4.14 sind die prozentualen Positivergebnisse der Tiere (Tab. 4.13) und
der Einzelprobenstellen (Tab. 4.5) zusammengefasst und nach Schlachtbetrieb

gegenubergestellt.
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Abbildung 4.14: Vergleich des Anteils positiver Tiere mit dem Anteil positiver
Einzelprobenergebnisse nach Schlachtbetrieb

In allen vier Schlachthdfen lag das prozentuale Ergebnis positiver Tiere deutlich tber
den anteilig prozentual positiven Einzelprobenstellen. Das Verhaltnis dieser Werte

zueinander ergibt die in Tabelle 4.14 errechneten Faktoren.
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Verhéltnis positiver Tiere in % zu positiven
. . Faktor
Einzelstellen in %
Betrieb A 21,7% : 5,6% 3,88
Betrieb B 6,7% : 1,7% 3,94
Betrieb C 75% : 32,5% 2,31
Betrieb D 66,7% : 26,9% 2,48
Elektrobetaubung gesamt 14,2% : 3,6% 3,89
Bolzenschussbet. gesamt 70,8% : 29,7% 2,39
Gesamtergebnis 42,5% : 16,7% 2,55

Tabelle 4.14: Verhaltnis positiver Tiere zu positiven
Einzelprobenstellen

Die Betriebe C und D der Methode Bolzenschussbetaubung (Faktor 2,39) wiesen im
Vergleich zu den Elektrobetaubungsbetrieben A und B (Faktor 3,89) einen wesentlich
kleineren Differenzfaktor auf. Somit konnte bei bolzenschussbetaubten Rindern mit
positivem Ergebnis eine ZNS-Verschleppung an einer gré3eren Zahl von
Einzelstellen nachgewiesen werden als bei elektrobetdubten Rindern mit positivem
Ergebnis. Die Betriebsergebnisse innerhalb der Betdubungsmethoden schwankten

unwesentlich.

Ein weiterer Parameter fur die Bewertung der Kontinuitdt einer maoglichen ZNS-
Verschleppung ist die absolute Anzahl positiver Einzelstellen je positives Tier. Da die
Gewebeprobenstelle Myokard in allen Fallen einen negativen Nachweis lieferte, wird
im Folgenden von maximal 7 moglichen positiven Einzelprobenstellen,
zusammengesetzt aus den 6 Herztupfern und dem Lungengewebe, ausgegangen.
Wie in Abbildung 4.15 zusammengefasst, wurde die maximale Anzahl 7 positiver
Proben je Tier bei 3 von den insgesamt 102 positiven Rindern festgestellt (entspricht
prozentualem Anteil von 2,9%). Bei 31 positiven Tieren (30,4%) gelang ein positives
Ergebnis bei jeweils nur einer Probenstelle. Dieser Gruppe mit dem nur punktuellen
ZNS-Nachweis kommen somit anteilig die meisten Rinder zu. 69,6% der positiven
Tiere hatten an 2 oder mehr Stellen, in jeweils relativ &hnlichem Umfang, ein
positives Probenergebnis. Der ermittelte Durchschnittswert lag bei 3,2 positiven
Stellen je positives Tier.
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Abbildung 4.15: Anzahl der positiven Einzelprobenstellen (Herztupfer und Lungengewebe)
je positives Tier (gesamt 102 positive Tiere)

4.2.4 ZNS-Konzentration der Einzelprobenstellen

Der RIDASCREEN®-Risk Material 10/5 ermdglicht einen semiquantitativen Nachweis
des ZNS-Gehaltes. Dies erlaubt eine grobe Zuweisung der ermittelten ZNS-
Ergebnisse in bestimmte Konzentrations-Kategorien (s. Kap. 3.2.3, Tab. 3.7). Die
Einteilung der ZNS-positiven Proben in schwach positiv, mittel positiv und stark
positiv lasst eine tendenzielle Aussage Uber die Intensitat der ZNS-Disseminierung

treffen.

Unter den insgesamt 320 positiven Einzelprobenstellen (s. 4.2.1.1) wurden positive
ZNS-Ergebnisse in allen drei verschiedenen Konzentrations-Kategorien ermittelt. Im
Vergleich der Betdubungsmethoden ergab sich jedoch auch beim Parameter

Konzentration erneut ein deutlicher Unterschied (Abbildung 4.16). Von den
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insgesamt 35 Einzelprobenstellen der Methode Elektrobetdaubung wiesen 33
(entspricht 94,3%) eine schwach positive Konzentration auf. Nur 2 Proben (5,7%)
wurden aufgrund hoherer Konzentration als mittel positiv eingestuft. Diese 2 Proben
wurden an den Probenstellen rechte Herzkammer und Lunge ermittelt. Der ZNS-
Gehalt der Ergebnisse der Bolzenschussbetaubung war demgegeniber insgesamt
von deutlich hoéherer Konzentration. Diese Befunde sind in Tabelle 4.15 nach

Einzelprobenstellen aufgelistet.
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Abbildung 4.16: Vergleich der Konzentrationskategorien aller positiven Einzelprobenstellen
(n=320) nach Betdubungsmethode
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schwach positiv mittel positiv stark positiv
Probenstelle Anzahl | % Anteil | Anzahl | % Anteil | Anzahl | % Anteil
re. Herzvorhof 22 61,1% 9 25,0% 5 13,9%
re. Herzkammer 31 46,3% 23 34,3% 13 19,4%
Tr. pulmonalis 28 59,6% 15 31,9% 4 8,5%
li. Herzvorhof 14 53,8% 10 38,5% 2 7,7%
li. Herzkammer 27 56,3% 14 29,2% 7 14,5%
Aorta 19 37,3% 21 41,2% 11 21,5%
Lunge 7 70,0% 3 30,0% 0 0
Gesamt 148 51,9% 95 33,3% 42 14,8%

Tabelle 4.15: Methode Bolzenschussbetdubung: Einteilung der positiven
Einzelprobenstellen (n=285) nach Konzentrations-Kategorien

Von den Einzelstellen der Methode Bolzenschussbetaubung mit positivem Ergebnis
wiesen 51,9% nur eine schwach positive Konzentration auf. Jede dritte Probe
(33,3%) zeigte eine mittel positive, und 14,8% sogar eine stark positive
Konzentration. Die Lunge war die einzige Probenstelle, bei der kein Ergebnis von
stark positiver Konzentration ermittelt werden konnte. Vergleicht man die positiven
Einzelprobenstellen bezlglich ihrer anteiligen Konzentrationsergebnisse, so zeigt
sich eine parallele Tendenz zur Haufigkeit des positiven ZNS-Nachweises (Abb. 4.3
und 4.5): die Probenstellen rechte Herzkammer und Aorta wiesen in ihren positiven
Ergebnissen den hochsten ZNS-Gehalt auf. Die hochste Anzahl an
hoherkonzentrierten Probenergebnissen wurde in der Aorta (mittel positiv=41,2% und
stark positiv=21,5%) nachgewiesen.
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Abbildung 4.17: Methode Bolzenschussbetaubung: Verteilung der
Konzentrationskategorien nach Einzelprobenstellen (n=285),
vor bzw. nach Lungenkreislauf

Fasst man in Abbildung 4.17 die Probenstellen des linken Herzens erneut
zusammen (in Stellen nach dem Lungenkreislauf) und stellt sie den Probenstellen
des rechten Herzens (somit vor dem Lungenkreislauf) gegenuber, so wiesen die
positiven Einzelproben der linken Herzstrukturen im Vergleich zu den Ergebnissen

der rechten Herzstrukturen im Durchschnitt etwas hohere Konzentrationen auf.
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4.2.5 Vergleich der Betriebe A und B beziglich Entblutung

Sowohl bezuglich der Einzelproben als auch der positiven Tiere zeigte sich innerhalb
der Elektrobetdubungsbetriebe A und B eine deutliche Differenz bezlglich des
Anteils positiver Ergebnisse. So wurde, wie in Tabelle 4.16 zusammengefasst, in

Schlachthof A kontinuierlich ein héherer Anteil positiver Ergebnisse nachgewiesen.

Untersuchungs- positives Ergebnis in Prozent ,
parameter Betrieb A Betrieb B Faktor A:B

positive 21,7% 6,7% 33
Tiere
positive 5.6% 1,7% 3,4
Einzelprobenstellen
positive Herz- 6.1% 220 28
Tupferstellen
positive 8.3% 0% 0
Lungengewebe

Tabelle 4.16: Vergleich der Ergebnisse von Betrieb A und B

Die Betriebe A und B unterschieden sich neben ihrer Methodik der Elektrobetdubung
(in Betrieb A wurde mit 3,2 A eine hohere Stromstarke eingesetzt als in Betrieb B mit
2,1 A) auch in der anschlieBenden Entblutungsmethodik. So erfolgte in Betrieb B die
Entblutung aller 60 beprobten Rinder im Liegen, wahrend in Betrieb A nur 30 Rinder
im Liegen entblutet wurden, und die weiteren 30 Tiere einer Hangendentblutung

unterzogen wurden.

4.2.5.1 Betrieb A: Hangend- und Liegendentblutung

Wie Abbildung 4.18 veranschaulicht, wurden die insgesamt 13 Tiere mit positivem
Ergebnis von Betrieb A in 8 Fallen hadngend (entspricht 61,5% anteilig der 13
positiven Tiere) und in 5 Fallen liegend (38,5%) entblutet. Die Anzahl der Tiere mit
positivem ZNS-Nachweis war bei Hangendentblutung somit um den Faktor 1,6 héher
als bei Liegendentblutung (entsprechend Kapitel 4.2.2 wurde ein Tier als positiv
betrachtet, sobald mindestens eine der Einzelprobenstellen ein positives ZNS-

Ergebnis aufwies).
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Abbildung 4.18: Betrieb A: Vergleich der Tierergebnisses nach Entblutungsmethode
(n=30 Tiere je Methode;
Tier positiv ab mind. 1 positiven Einzelprobenstelle)

Die Anzahl der positiven Einzelstellen war mit 15 positiven Proben von insgesamt je
Entblutungsmethode 240 untersuchten Proben bei der Hangendentblutung ebenfalls
hoher als bei der Liegendentblutung mit 12 positiven Proben. Die insgesamt 27
positiven Einzelproben von Betrieb A verteilten sich somit zu 55,6% auf hangend und
zu 44,4% auf liegend entblutete Rinder, und unterschieden sich um den Faktor 1,25.
Bei Liegendentblutung wurde an den Probenstellen linker Herzvorhof und Lunge
sogar kein positives Ergebnis erzielt. Hangend entblutete Tiere wiesen hingegen die
Lunge als Probenstelle mit dem haufigsten positiven Einzelstellenergebnis auf. In
Abbildung 4.19 ist die Anzahl der positiven Probenstellen dargestellt, wobei erneut

die Probenstellen unterteilt wurden in Herzstrukturen vor bzw. nach Lungenkreislauf.
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Abbildung 4.19: Betrieb A: Verteilung der positiven Einzelprobenstellen (n=27) nach
Lungenkreislauf, vergleichend nach Entblutungsmethode

Bei der Methode H&ngendentblutung zeigte sich ein Anstieg von 4 positiven
Probenstellen vor Lungenkreislauf auf 6 positive Probenstellen nach dem
Lungenkreislauf. Die in der Blutzirkulation dazwischen befindliche Probenstelle
Lunge hatte 5 positive Ergebnisse. Eine andere Verteilung ist bei der Methode
Liegendentblutung zu beobachten, die kein positives Lungenergebnis aufwies. Mit 8
positiven Einzelprobenstellen vor der Lunge und nur mehr 4 positiven Proben nach
der Lunge nahm die Haufigkeit der positiven Ergebnisse nach der Lungenzirkulation

um die Halfte ab.
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4.2.5.2 Betriebe A und B: Liegendentblutung

Die positiven Ergebnisse des Elektrobetdubungsbetriebes A schwankten in
Abhéangigkeit der angewandten Entblutungsmethode und fielen insgesamt bei
Hangendentblutung hodher aus. Ein Vergleich der positiven Probenresultate von
liegendentbluteten Rindern des Betriebes A mit den gleichfalls elektrobetdubten und

liegendentbluteten Rindern von Schlachthof B ist in Tabelle 4.17 zusammengefasst.

Betrieb A (30 Tiere) | Betrieb B (60 Tiere) Faktor
Anzahl | Anteil in % | Anzahl | Anteilin% | AB

positive Tiere 5 16,6% 4 6,7% 2,5
pos. Einzelprobenstellen 12 5,0% 8 1,7% 3

Tabelle 4.17: Liegendentblutung: Vergleich positiver Tiere und positiver
Einzelprobenstellen nach Schlachtbetrieb

Betrieb A hatte bei Liegendentblutung mit 16,6% positiv beprobten Tieren ein um den
Faktor 2,5 hoheres Ergebnis als Betrieb B mit 6,7% positiv Beprobten (vgl. Tab. 4.16
mit Betrieb A gesamt zu Betrieb B: Faktor 3,3). Die Anzahl positiver
Einzelprobenstellen war in Betrieb A mit 5,0% um das dreifache hoher als in Betrieb
B mit 1,7% positiven Einzelproben (vgl. Betrieb A gesamt zu Betrieb B: Faktor 3,4).
Somit konnte auch innerhalb der Methode Liegendentblutung in Betrieb A ein ZNS-
Nachweis haufiger erbracht werden als in Betrieb B. Jedoch fiel der errechnete
Differenzfaktor zwischen Betrieb A mit Liegendentblutung zu Betrieb B niedriger aus
als das Verhaltnis Betrieb A gesamt zu Betrieb B (Tab. 4.16).

4.2.6 Auswertung der Probentage

Die Probennahme erfolgte bei den Bolzenschussbetaubungsbetrieben auf 4 Tage,
bei den Elektrobetdubungsbetrieben auf 5 Tage verteilt. Da die Anzahl der beprobten
Tiere an den einzelnen Tagen stark schwankte, kann eine Auswertung der
Ergebnisse in Abhangigkeit des Probentages nur bedingt vorgenommen werden.
Dennoch erfolgt in Tabelle 4.18 ein Vergleich der Probentageergebnisse, aus dem

hervorgeht, dass an den verschiedenen Tagen eine teilweise héchst unterschiedliche
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Anzahl an Tieren mit mindestens einer positiven Probe (=positive Tiere) ermittelt

wurde.
Proben- Betrieb A Betrieb B
tag Anzahl be- Anzahl Anteil pos. Anzahl be- Anzahl Anteil pos.
probter Tiere | pos. Tiere Tiere probter Tiere | pos. Tiere Tiere
Tag 1 10 2 20% 11 0 0%
Tag 2 13 6 46,2% 12 1 8,3%
Tag 3 7 0 0% 12 1 8,3%
Tag 4 12 2 16,7% 12 1 8,3%
Tag 5 18 3 16,7% 13 1 7,7%
Proben- Betrieb C Betrieb D
tag Anzahl be- Anzahl Anteil pos. Anzahl be- Anzahl Anteil pos.
probter Tiere | pos. Tiere Tiere probter Tiere | pos. Tiere Tiere
Tag 1 15 8 53,3% 15 7 46,7%
Tag 2 15 14 93,3% 7 1 14,3%
Tag 3 23 17 73,9% 18 13 72,2%
Tag 4 7 6 85,7% 20 19 95%

Tabelle 4.18: Vergleich der Tierergebnisse nach Probentagen (hdchstes und niedrigstes
prozentuales Tagesergebnis fettgedruckt hervorgehoben)

Betrieb D wies die héchste Schwankungsbreite an positiven Ergebnissen pro Tag
auf. Hatten am Probentag 2 nur 14,3% der untersuchten Tiere positive Ergebnisse,
so konnte am Tag 4 in 95% der beprobten Tiere ein positiver ZNS-Nachweis in
hochstem Umfang, auch im Vergleich aller 4 Betriebe, erbracht werden. In Betrieb C
waren an allen 4 Untersuchungstagen jeweils mehr als die Hélfte der Tiere (53,3%-
93,3%) mit positivem Ergebnis. In Betrieb A wurde an Tag 2 mit 46,2% bei
Uberdurchschnittlich vielen Rindern ein positiver ZNS-Nachweis erbracht, wahrend
an drei Tagen in relativ gleichem Tierumfang (zwischen 16,7% und 20%) ein
positives Ergebnis ermittelt wurde. Ein Probentag in Schlachthof A verlief sogar
negativ. Das kontinuierlichste positive Ergebnis je Probentag wies Betrieb B auf. An 4
Tagen wurde in je einem Tier (8,3% bzw. 7,7%) ZNS nachgewiesen, ein Probentag

blieb ohne positives Ergebnis.




Diskussion 96

5 DISKUSSION

Epidemiologische, klinische, neuropathologische und molekularbiologische Hinweise
untermauern die Annahme, dass die vCJD des Menschen durch den Verzehr von
Fleisch von BSE-infizierten Rindern hervorgerufen wird. Da insbesondere in
Geweben des ZNS hdochste Erregerkonzentrationen nachgewiesen und sie aus
diesem Grunde als Spezifiziertes Risikomaterial (SRM) eingestuft wurden, muss der
Eintrag des potentiell hoch-infektibsen ZNS-Materials in die Nahrungskette
vermieden werden. Um dieser Forderung aus der Sicht des Verbraucherschutzes
nachzukommen, werden im Rahmen der Schlachtung des Rindes verschiedene
Prozessschritte Uberwacht, von denen eine erhdhte Gefahr der ZNS-Kontamination
des Schlachttierkdrpers oder der Umgebung ausgehen. In diesem Zusammenhang
ist das in Europa ubliche Betdubungsverfahren mittels Bolzenschuss in die Kritik
geraten und es wird vor allem die Elektrobetaubung als alternative
Betdubungsmethode propagiert. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Risiko einer
Streuung von ZNS-Gewebe Uber die Blutzirkulation in die Organe Herz und Lunge
bei den Betaubungsmethoden Bolzenschuss- und Elektrobetaubung in jeweils zwei

Schlachtbetrieben untersucht.

5.1 Vorversuche

Um eine ZNS-Kontamination im Schlachtprozess oder bei der Fleischverarbeitung
kontrollieren zu konnen, wurden Nachweismethoden entwickelt, die Uber ZNS-
spezifische Marker einen Ruickschluss auf die Anwesenheit potentiell infektiosen
Materials erlauben. Das in dieser Studie eingesetzte Verfahren weist ZNS immun-
zytochemisch Uber den Marker GFAP nach, ist als kommerzieller Testkit
RIDASCREEN® Risk Material 10/5 erhéaltich und hat sich aufgrund seiner
Zuverlassigkeit und Praktikabilitat in der Routinediagnostik der
Lebensmitteliberwachung durchgesetzt. Dennoch sollte - aufgrund von Angaben in
der Literatur Uber mdgliche Kreuzreaktionen - durch eigene Vorversuchsreihen die
Sicherheit dieser ZNS-Nachweismethode kritisch Gberprift werden.
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Die Empfindlichkeit des GFAP-Nachweisverfahrens wurde uUber definierte ZNS-
Verdunnungsreihen untersucht. Da alle Versuchsreihen auch mit abnehmendem
ZNS-Gehalt ein positives Nachweisergebnis erbrachten, konnte der Testkit als
geeignet fur das Versuchsvorhaben beurteilt werden. Bei dieser Methode werden
Extinktionsergebnisse ermittelt, welche semiquantitativ interpretiert werden kénnen
und dadurch eine Zuordnung positiver Ergebnisse in Konzentrationskategorien
ermoglichen. Dabei zeigte sich, dass erst ab einem ZNS-Anteil von 0,2 g ZNS
(verteilt auf Probenflachen) ein Ergebnis mittel positiver Konzentration festgestellt
wurde, wéahrend ein hoherer ZNS-Anteil durchweg ein stark positives
Konzentrationsergebnis erbrachte. Die somit aufgezeigte Abhéangigkeit des
Konzentrationsergebnisses vom Grad der Verdinnung wurde auch bei der Verteilung
von 0,2 g ZNS auf den unterschiedlichen Oberflachen der spateren Originalproben
beobachtet. Umso grof3er die Flache war, auf der die Menge von 0,2 g ZNS verteilt
wurde, desto niedriger war das Konzentrationsergebnis von nachgewiesenem ZNS.
Dies verdeutlichte die Notwendigkeit, im Hauptversuch Ubereinstimmende

Strukturflachen zu beproben.

In der Literatur wird z. T. berichtet, das Nachweisverfahren kbnne auch Geweben
gegenuber positiv reagieren, welche nicht ZNS-spezifisch sind und somit einen
verfalschten positiven ZNS-Nachweis ergeben. So ermittelten SCHURR et al. (2003)
in Untersuchungen mit Blut bereits bei einem Plasmaanteil der Proben von 10% ein
positives GFAP-Ergebnis. In den eigenen Vorversuchen konnte mit unverdinntem
Blut in allen finf Proben ein positiver Nachweis (schwach positive Konzentration)
erbracht werden, der als falsch-positiv zu interpretieren ist und wohl auf eine gewisse
Reaktivitat des Nachweissystems gegeniber bestimmten im Blut enthaltenen
proteinogenen Inhaltsstoffen zuriickzuflhren ist. Wurde das Blut jedoch zur Halfte mit
Pufferldsung verdunnt, reagierte bereits nur noch eine Probe von funf positiv und ab
einem Blutanteil von 25% wurden ausschlie3lich negative Ergebnisse ermittelt.
Versuche, bei denen mit unterschiedlichen Blutbestandteilen vollgesogene Tupfer in
1 ml Probenpuffer tberfiihrt wurden, verliefen ebenfalls ohne positive Nachweise. Da
das Ausmald der Blut-Kontamination dieser Proben deutlich den Verhaltnissen der
Originalproben  entsprach, konnte geschlussfolgert werden, dass die
Nachweisgenauigkeit des RIDASCREEN® Risk Material 10/5 in den eigenen
Untersuchungen trotz Blutbeimengungen gewahrleistet sein werde. So zeigten auch



Diskussion 98

mit Blut kontaminierte ZNS-Verdinnungsreihen identische Nachweisergebnisse wie
ZNS-Proben ohne Blutbeimengungen. Dies stimmt auch mit Ergebnissen von
SCHMIDT et al. (1999b) und COORE et al. (2004) Uberein, welche keine negative

Beeinflussung des ZNS-Nachweises durch Blut feststellten.

Eine weitere Kreuzreaktivitdit des Nachweisverfahrens kann durch Anteile von
peripherem Nervensystem (PNS), welche GFAP in geringen Spuren enthalten,
zustande kommen (SCHMIDT et al., 1999b; LUCKER et al, 2002). In diesem
Zusammenhang wurden im Vorversuch auch die Probenahmestellen (Tupfer- und
Gewebeproben) des Hauptversuchs daraufhin Uberprift. Es  kdnnte sich
beispielsweise im Falle der Proben aus dem Herzen bei der zufélligen Beprobung
von herzeigenem Reizleitungssystem, welches histologisch und physiologisch dem
PNS zuzurechnen ist, eine positive Reaktion ergeben. Diese Untersuchungen im
Rahmen der Vorversuche verliefen jedoch ohne positiven Nachweis, so dass auch
eine  mogliche positive Verfalschung des Testergebnisses durch PNS

ausgeschlossen werden konnte.

Zusammenfassend konnte eine Eignung sowohl des Nachweisverfahrens als auch
der Tupfer- und Gewebeprobenstellen fir den ZNS-Nachweis im Hauptversuch
festgestellt werden, da sich an den gewahlten Strukturen ZNS-Anteile nachweisen
lieBen, und Blut oder PNS die Spezifitdt dieser Ergebnisse nicht beeinflussen

konnten.

5.2 Betrachtung der Einzelprobenstellen

Vorhof, Kammer und Truncus pulmonalis-Ursprung des rechten Herzens sind die
ersten Organstrukturen, welche von aus dem Kopfbereich kommendem vendsem
Blut passiert werden. Raumlich davon getrennt erhalten Vorhof, Kammer und
Aortenursprung des linken Herzens Blut, das zuvor in der Lunge oxygeniert wurde
und in den arteriellen Kreislauf weiterbefordert wird. Mit der Auswahl dieser sechs
aufeinander folgenden Herzstrukturen als Tupferprobenstellen bei jedem untersuch-
ten Tier sollte eine aussagekraftige Beurteilung einer potentiellen Verschleppung von
ZNS-Gewebe mit dem Blutfluss erméglichnt werden. Die Gewebeprobe des

Lungenparenchyms diente dariiber hinaus der Uberprifung einer mdoglichen
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Ausfilterung von ZNS-Partikeln in dem dichten Kapillarsystem der Lunge, wahrend
das Myokard-Gewebe aufgrund seiner exponierten arteriellen Versorgung durch die
Koronararterien, welche unmittelbar am Aortenursprung abzweigen, beprobt wurde.
Unabhangig von den unterschiedlichen Einflissen der Betdubungsmethode auf das
Ergebnis wurde vorneweg betrachtet, in wieweit es generell zu einer hAmatogenen

Streuung von ZNS-Gewebe in die genannten Einzelprobenstellen kommen kann.

Da in allen sechs aufeinander folgenden Tupferprobenstellen des Herzens ZNS
nachgewiesen werden konnte, ist von einer weitreichenden Verteilung zentralner-
vosen Materials mit der Blutzirkulation auszugehen. Im Zuge der Blutdurchstrémung
kann es dabei zum Anhaften von ZNS-Gewebe an Oberflachenstrukturen kommen.
Dieses Anhaften kdnnte dabei allerdings von der anatomischen Beschaffenheit der
Probenstellenstruktur abhéngig sein. So wurde in den eigenen Untersuchungen
festgestellt, dass die Herzvorhotfe des rechten Herzens (zu 16,7% positives Ergebnis)
und des linken Herzens (11,3%) die beiden Probenstellen mit dem am wenigsten
haufigen ZNS-Nachweis waren. Beide Vorhofe Gben auf den Blutfluss zwar durch
den wiederkehrenden Herzklappenschluss einen temporaren Widerstand aus, jedoch
scheint insgesamt nicht zuletzt durch die sehr glatte Oberflache des
Vorhofendokards die Zirkulation nicht mal3geblich beeintrachtigt zu werden.
Demgegenlber erfahrt in die sackartigen Herzkammern einstromendes Blut eine
Umlenkung der Zirkulation und die durch Muskelbéalkchen furchige Oberflache bietet
mitflieBenden Emboli eine bessere Haftungsmoglichkeit. Die rechte Herzkammer
erzielte folglich mit 31,3% positiven Ergebnissen das hdchste Resultat der

Einzeltupferstellen.

In der Probenstelle Aorta wurde das zweithaufigste ZNS-positive Einzelstellen-
ergebnis nachgewiesen (24,2%). Da die Aorta die letzte der sechs funktionell
aufeinander folgenden Probenstellen ist, zeigt sich damit deutlich eine Kontinuitét der
Verschleppung entlang der Zirkulation. Inwieweit darliber hinaus eine arterielle
Streuung von ZNS-Material in die Organe oder gar in die Muskulatur stattfindet,
konnte in den eigenen Studien nicht fundiert beurteilt werden, da die Beprobung der
Aorta an anderen Stellen des Kreislaufs in grol3em Probenumfang technisch schwer
durchfihrbar gewesen wére. Da jedoch nach der Bolzenschussbetdubung noch von
einer fUr einige Minuten aufrecht erhaltenen Herztatigkeit ausgegangen werden kann
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(ANIL et al., 1999 und 2002) und COORE et al. (2004) schon 60 s nach der Betaubung
in arteriellem Blut (proximale Aorta) von Schafen ZNS nachgewiesen haben, scheint
Uber arterielles Blut eine weitere ZNS-Streuung und somit eine kritisch zu beurteilen-
de Kontamination gut durchbluteter Korperstrukturen mit ZNS-Material wahrschein-
lich. So war auch in Untersuchungen tber mikrobielle Disseminierung eine Streuung
von Markerkeimen neben arteriellem Blut in Organen und Muskulatur zu beobachten
(DALY et al., 2002; BUNCIC et al., 2002). Auch SCHUTT-ABRAHAM (2002b) geht bei
Tieren, in denen ZNS-Material hdmatogen abgesprengt wurde, von der Moglichkeit
einer weiteren Streuung in die arterielle Zirkulation aus. Dass ROTH (2001) nicht nur
im rechten Herzen und der Lunge, sondern auch in Blutgefal3en von Leber und Niere

ZNS-haltige Emboli nachwies, erscheint somit eine konsequente Folge zu sein.

Die einzige Probenstelle, an der in den eigenen Untersuchungen der ZNS-Nachweis
in allen Fallen negativ verlief, war die Gewebeprobe des Myokards. Da dem
Myokard Uber die Koronararterien, welche an den Aortenklappen entspringen und in
die etwa 15% des arteriellen Blutausstosses einstromen (DYCE et al., 1991), eine
exponierte Eigenversorgung zukommt, ware bei Tieren mit einer nachgewiesenen
Embolisierung von ZNS-Material bis in die Probenstelle Aorta - entsprechend oben
erwdhnten Studien mit arterieller ZNS-Streuung - auch ein positiver Nachweis im
Myokard durchaus erwartungsgemafR. Dass dieser Nachweis in keiner der
untersuchten Proben erbracht wurde, kénnte vermutlich auf die kompakte
Gewebsbeschaffenheit der Herzmuskulatur zurtickzufiihren sein. Fiur die Beprobung
des Myokards wurde die Kammerwandmuskulatur ausgewahlt, um einen
Ruckschluss auf eine mogliche arterielle ZNS-Streuung Uber das Organkapillar-
system bis in tiefer gelegene Organstrukturen hinein zu erméglichen.

Eine Ausfilterung von im Blut befindlichen ZNS-Partikeln kdonnte im Rahmen der
Lungendurchstromung durch das engmaschige Kapillarsystem der Lunge erfolgen.
Vergleicht man jedoch die in der eigenen Studie ermittelte Anzahl positiver
Einzeltupferstellen zusammengefasst nach ihrer funktionellen Einheit beztglich der
Blutzirkulation, so wurde in den drei Tupferproben des rechten Herzens nur um 1,2
mal oOfter ein positiver ZNS-Nachweis erbracht als in den drei Tupferproben des
linken Herzens. Somit war eine Ausfilterung von ZNS-Partikeln und damit verbunden
eine Verdinnung von potentiell im Blut befindlichem ZNS bei der Durchstromung des
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Kapillarsystems der Lunge, wie sie in der Literatur vielfach vermutet wird (ANIL et al.,
1999; SCHMIDT et al., 1999a), kaum zu beobachten. Nach ANIL et al. (2002) kénnen
Fragmente bis zu einem Durchmesser von ca. 50 i m die Lungenkapillaren passieren
und anschlie3end durch das linke Herz in den arteriellen Kreislauf gelangen. Dem
zufolge ware im eigenen Versuch nur von mikroskopisch kleinen ZNS-Emboli
auszugehen. Die Ergebnisse der Gewebeproben des Lungenparenchyms
untermauern die Annahme einer nicht erfolgten Ausfilterung und resultierenden
Ablagerund in der Lunge: mit 6,3% ZNS-Nachweisen war der Anteil der positiven
Lungenproben um 3,4-mal niedriger als im ermittelten Durchschnitt der positiven
Tupferstellen (21,2%).

Bei der Betrachtung der Konzentrationsergebnisse der positiven Einzelproben zeigte
sich ein Zusammenhang zwischen der ZNS-Nachweishaufigkeit der jeweiligen
Probenstelle und der Hohe der dort ermittelten ZNS-Konzentration. Wé&hrend sich in
der Lunge in keiner positiven Probe die Konzentrationskategorie stark positiv ergab,
wurden (bei bolzenschussbetdubten Rindern) in den Probenstellen rechte
Herzkammer und Aorta, an welchen am zahlreichsten ein positives ZNS-Ergebnis
festgestellt wurde, auch am haufigsten mittel und stark positiv konzentrierte
Probenergebnisse nachgewiesen. In den anteilig ihrer Lage nach dem
Lungenkreislauf zusammengefassten Tupferprobenstellen des linken Herzens
konnte sogar ofter ein Ergebnis hoherer Konzentrationen nachgewiesen werden als
in den Tupferstellen des rechten Herzens. Dies untermauert erneut, dass es infolge
der Lungenkapillarendurchstromung zu keiner Verdiinnung von im Blut enthaltenem
ZNS-Gewebe kommt und folglich von arteriellem Blut eine ZNS-
Kontaminationsgefahr ausgehen kann. Inwieweit das Ausmald einer ZNS-Streuung
von dem angewandten Betaubungsverfahren beeinflusst wird, findet unter 5.4

Beachtung.

5.3 Betrachtung positiver Tiere und Verteilung auf Probentage

Die Kontinuitat einer oben erwahnten moéglichen ZNS-Verschleppung kann auch tber
die Anzahl positiver Einzelstellen je Tier bewertet werden. Betrachtet man ein Tier als
positiv ab einer bei ihm nachgewiesenen positiven Probenstelle, so konnte in den

eigenen Untersuchungen bei 42,5% der Rinder (= 102) ein positiver ZNS-Nachweis
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(an einer oder mehreren Probenstellen) erbracht werden. Dass von diesen 102
Rindern bei fast jedem dritten Tier (30,4%) ein positives Ergebnis bei jeweils nur
einer Probenstelle festgestellt wurde, ist gleichzusetzen mit einem hohen Anteil nur
punktuell erfolgter ZNS-Nachweise. Der berechnete Durchschnittswert lag jedoch bei
3,2 positiven Stellen je positives Tier, von insgesamt 7 moéglichen Probenstellen (6
Herztupfer und Lungenparencym, exkl. das stets negativ reagierende Myokard).
Diese maximale Anzahl von insgesamt 7 positiven Proben, welche im Zuge einer
ausgesprochen kontinuierlichen Verschleppung und Anhaftung das alarmierende
Kontaminationsrisiko einer ausgepréagten ZNS-Streuung signalisiert, zeigte sich

immerhin bei 2,9% der positiven Tiere.

Darliber hinaus unterlag die Anzahl ZNS-positiv ermittelter Rinder deutlichen
Tagesschwankungen. Da die Zahl der beprobten Tiere an den 4 bzw. 5 Probentagen
variierte, ist die statistische Aussagekraft der Ergebnisse eingeschréankt. Dennoch ist
das Auftreten von Probentagen mit keinem positiven Tier bis hin zu einem Probentag
mit 95% positiv festgestellten Tieren (ausfuhrlicher s. 5.5, Betriebsvergleich) ein
deutlicher Hinweis fir eine Abhangigkeit positiver ZNS-Nachweise von aul3eren
Faktoren. Diese von auf3en kommenden Einflisse konnten aufgrund der Ausrichtung
der Studie nicht wissenschatftlich erfasst werden, sondern beruhen auf subjektiven
Einschatzungen und Beobachtungen wahrend der Probennahme. So kommen fir
eine derartige Beeinflussung der Tagesergebnisse die Faktoren Technik, Mensch
und Tier in Frage. Die Tiere sind im Rahmen der Anlieferung an den Schlachtbetrieb
zahlreichen Stressoren ausgesetzt, so dass sie sich in Abh&ngigkeit von Transport-
und Zutriebsbedingungen zur Schlachtkette in einem teilweise stark erregten Zustand
befinden. Dieser Stresszustand der Tiere kann wiederum das Betdubungsergebnis
und die damit ausgelosten Vorgdnge im Korper beeintrachtigen. Da diese
Rahmenbedingungen fir das Schlachttier vom Menschen malfigeblich koordiniert
werden, kommt einem &uflerst sorgfaltigen Umgang des Transport- und
Schlachtpersonals mit den Tieren grof3e Bedeutung zu. Insbesondere kann in
Abhéangigkeit der Routine der Fachkraft, welche mit dem Bolzenschussapparat bzw.
bei der Elektrobetaubung vollautomatisch per Knopfdruck die Betdubung des Tieres
auslost, das Betaubungsergebnis optimiert werden. Dartiber hinaus konnen
technisierte Arbeitsschritte im Rahmen der Betdubung und anschlielenden
Entblutung unter Umstanden Storanfélligkeiten unterliegen.
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5.4 Vergleich der Betaubungsmethoden

Das in Europa ubliche Betdubungsverfahren stellt die Bolzenschussbetdubung dar,
welche jedoch seit Auftreten der BSE-Krise wegen einer moglichen ZNS-
Kontamination zunehmend kritisch beurteilt wird. Eine alternative Methode zur
Betaubung von Rindern ist die Elektrobetaubung, bei welcher - bislang jedoch ohne
ausreichende wissenschaftliche Untersuchungen belegt - eine aus Verbraucher-
schutzsicht propagierte Einschrankung der ZNS-Streuung angenommen wird. Dieses
ebenfalls tierschutzgerechte Verfahren setzt sich jedoch vor allem wegen einer
kostenintensiven Implementierung der technisch aufwendigen Anlagen nur sehr

z6gerlich durch.

Bei einer vergleichenden Gegeniberstellung der mit beiden Betdubungsmethoden
ermittelten Ergebnisse konnten die erwdhnten Einschatzungen beziglich der ZNS-
Streuung deutlich bestétigt werden. So wurde bei bolzenschussbetdubten Rindern in
einer hohen Anzahl der Tiere ein positiver ZNS-Nachweis an den untersuchten
Probenstellen Herztupfer und Lungengewebe erbracht. Bei elektrobetaubten Tieren
wurde ZNS ebenfalls an all diesen Probenstellen nachgewiesen, jedoch in deutlich
geringerem Ausmald als bei der Bolzenschussbetaubung. Waren nach
Elektrobetdubung nur 3,6% der Proben aller untersuchten Einzelstellen positiv, so
war bei Bolzenschussbetaubung mit 29,7% positiven Nachweisen ein um 8,1-fach
hoheres Ergebnis festgestellt worden. Betrachtet man ein einzelnes Tier als positiv,
wenn bei mindestens einer Einzelprobenstelle ZNS nachgewiesen wurde, so fiel der
Anteil positiver Tiere bei Bolzenschussbetaubung mit 70,8% noch um das 5-fache
hoher aus als bei der Elektrobetaubung mit 14,2%. Auch das Verhéltnis positiver
Tiere zu positiven Einzelstellen war bei der Bolzenschussbetaubung mit 2,39 enger
als bei der Elektrobetaubung mit 3,89. Dies bedeutet, dass bei
bolzenschussbetaubten Rindern mit positivem Ergebnis an mehr Einzelstellen ein
positives Ergebnis erbracht werden konnte als bei elektrobetaubten und damit bei
der Methode Bolzenschussbetdubung eine ZNS-Verschleppung in gréfderem Umfang

angenommen werden kann.

Bei der Betrachtung der Ergebnisse nach ihrer in Tabelle 3.7 eingeteilten ZNS-

Konzentrationskategorie, welche neben der Haufigkeit positiver Ergnisse einen
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weiteren Parameter fur die Beurteilung des Gefahrenpotentials im Falle einer ZNS-
Embolisierung darstellt, unterschieden sich die Betdubungsmethoden ebenfalls sehr
deutlich. Wahrend die positiven Proben elektrobetdubter Rinder zu 94,3% ein nur
schwach positives und die restlichen 5,7% ein mittel positives Ergebnis lieferten,
reagierten nur 51,9% der positiven Proben bei bolzenschussbetaubten Rindern
schwach positiv. Bereits jede dritte Probe (33,3%) hatte bei der
Bolzenschussbetaubung eine mittel positive ZNS-Detektion und 14,8% der Proben
zeigten einen stark positiven ZNS-Nachweis. Somit erfolgte die Streuung von ZNS-
Material bei der Bolzenschussbetaubung nicht nur in zahlreicheren Fallen, sondern
auch in beunruhigend hoheren Konzentrationsmengen im Vergleich zur

Elektrobetaubung.

Auch in der Literatur wurde eine ha&matogene Streuung von Gehirnmaterial bei
bolzenschussbetdubten Rindern beschrieben. Die Ursache hierfur wird in dem
invasiven Trauma gesehen, das der penetrierende Bolzenschuss auf die
Schadeldecke und das darunter gelegene Gehirn auslést. Durch die massive
Gewebszerstorung werden dabei das Gewebe und die GefaRe des Gehirns
beschadigt und ZNS-Fragmente konnen somit in die Blutbahn gelangen. Da der
Blutkreislauf bis zum Schlachttod durch Blutentzug noch einige Minuten nach der
Betaubung intakt sein kann, besteht die mdgliche Gefahr einer ZNS-Disseminierung
in den Korper und die Organe des geschlachteten Tieres.

Die in der Literatur beschriebenen (s. Tab. 2.5 und 2.6) ZNS-Nachweisversuche bei
Bolzenschussbetaubung unterscheiden sich in der Anzahl an positiven Ergebnissen
teilweise deutlich von oben aufgefihrten Werten, da in den eigenen Ergebnissen
zumeist ein positiver ZNS-Nachweis in grol3erem Umfang erfolgte. Dies Uberrascht
insofern, als dass in vorliegender Arbeit mit einem munitionsgetriebenen Bolzen
betdubt wurde, dem von der SSC (2002b) im Vergleich zu den deutlich invasiveren
druckluftinjizierenden oder pneumatischen Bolzenschussapparaten, wie sie in
zahlreichen der erwéhnten Studien verwendet wurden, ein reduziertes
Gefahrdungspotential im Hinblick auf eine ZNS-Embolisierung beigemessen wird. So
konnten beispielsweise MUNRO (1997) und LUCKER et al. (2002) in Untersuchungen
mit ebenfalls munitionsgetriebener Bolzenschussbetdubung keine Verschleppung
von ZNS-Material nachweisen. Grof3teils wurden in den bisher durchgefihrten
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Studien ZNS-Nachweisraten zwischen 0,2% und 3,2% ermittelt (GARLAND et al.,
1996; SCHMIDT et al., 1999a; MOJE et al., 2001; HORLACHER et al., 2002), sowohl
nach munitionsgetriebener als auch nach druckluftinjizierender Betaubung. Lediglich
eine Untersuchung von ANIL et al. (1999) erbrachte mit 27% ZNS-positiven Proben
ein der eigenen Studie vergleichbares Ergebnis, jedoch bei Anwendung
druckluftinjizierender Bolzenschussbetaubung und einem geringen Versuchsumfang
von nur 15 Proben. Ein direkter Vergleich mit anderen Studien bezlglich des
Umfangs positiver Ergebnisse lasst sich generell nur schwer treffen, selbst wenn die
Proben von Versuchen mit ebenfalls munitionsgetriebenen Bolzenschussapparaten
stammen. Die Ursache fir die deutlichen Diskrepanzen ist in der Differenz des
ausgewahlten Probenmaterials zu suchen. In einigen der erwahnten Studien erfolgte
der ZNS-Nachweis beispielsweise tber Emboli, welche nur makroskopisch erfasst
werden konnten, so dass in mikroskopischen Groéfenordnungen vorhandenes ZNS
nicht in der Untersuchung mitberiicksichtigt wurde. Der Nachweis von ZNS in
Jugularvenenblut, wie er in manchen Studien erfolgte, lasst nur ein punktuelles
Messergebnis zu und unterliegt unter Umstdnden einer nicht dem reellen Bild
entsprechenden Verdiinnung. Dem gegeniber scheint eine ZNS-Erfassung mit dem
Probenmaterial des eigenen Versuches umfassender moglich zu sein. So zeichnen
sich die Tupferprobenstellen des Herzens durch eine Oberflachenstruktur aus, die
ein Anheften von embolisiertem Material beglinstigen kénnte. Um die mangelnde
Aussagekraft eines nur punktuellen Untersuchungsergebnisses einzuschranken
wurden insgesamt sechs in der Blutzirkulation aufeinander folgende Herzstrukturen
betupfert. Darlber hinaus wurden zusatzlich Gewebeproben vollstdndig als
Probenmaterial Gberflhrt sowie untersucht und damit auch ein Miterfassen von ZNS-
Fragmenten in mikroskopischen GroRenordnungen, die in den kleinsten
Gefal3strukturen der Gewebe versacken, gewéhrleistet. Somit scheint die Aussage
Uber die alarmierend hohe ZNS-Nachweisrate in den Einzelprobenstellen der
vorliegenden Studie bolzenschussbetdubter Rinder einem wirklichkeitsgetreuen Bild

zu entsprechen.

Beim Verfahren Elektrobetdaubung wird die Unterbrechung der Blutzirkulation als der
malgebliche Grund fir die Einschrankung einer moglichen Disseminierung von ZNS-
Gewebe gesehen. Das durch die elektrische Herzdurchstromung ausgeloste Herz-
kammerflimmern (FORSTER, 2002), welche durch EKG-Ableitungen bestatigt werden
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kann, fuhrt zu einem sofortigen Kreislaufstillstand. Zudem stellt die Elektrobetaubung
im Vergleich zum Bolzenschuss kein mechanisch-zerstérendes Trauma fur den
Schéadel-Hirn-Bereich dar, was zur Folge hat, dass bei der elektrischen Durch-
stromung von Tieren keine Zerstdrung von Gehirngewebe oder -gefél3en zu erwarten
ist (SCHUTT-ABRAHAM, 2002a). Da in der vorliegenden Studie dennoch ein positiver
ZNS-Nachweis in 3,6% der Probenstellen in Herz und Lunge bzw. in 14,2% der Tiere
zu erbringen war, ist ein Uberwinden der Blut-Hirn-Schranke fiir ZNS-Partikel wonhl
auch ohne sichtbare Gefaldschadigung moéglich. Ergebnisse von Versuchen aus der
Humanmedizin belegen, dass Gehirngefal3e durch akuten zerebralen Bluthochdruck
einer Permeabilitatsveranderung unterliegen. Gerade bei Epilepsie, welche mit
Bluthochdruck einhergeht, wurde im Tierversuch - teilweise ausgel6st durch
elektrische Durchstrémung und somit den Verhéltnissen eines epileptiformen Anfalls
im Rahmen der Elektrobetaubung gleichzusetzen — eine erhdhte Permeabilitat fur
neuronale Proteine gemessen (WESTERGAARD et al., 1978; Suzuki et al., 1984). Die
Passage des GefalRendothels wird dabei durch einen vesikularen Transport
ermdglicht, der neben Proteinen auch mdglicherweise vorhandene Erreger der BSE

(pathologische Prionen) die Gefal3barriere tberwinden lassen konnte.

Es lasst sich durch vorliegende Ergebnisse allerdings keine Aussage daruber treffen,
in welchem Umfang von einer tatsachlichen Passage ZNS-spezifischer Proteine bei
Rindern im Rahmen einer elektrobetdubungsbedingten Epilepsie ausgegangen
werden muss. Hierfir ware eine Probennahme bei Tieren erforderlich, deren
Blutzirkulation nach der Betdubung aufrecht erhalten bleibt. Dies wlrde eine
Versuchsanordnung mit einer elektrischen Betdubung ohne Einsatz der gemal
TierSchlV  vorgeschriebenen Herzelektrode, welche durch Auslosen des
Herzkammerflimmerns eine mdgliche hamatogene Streuung von in die Blutgeféalie
Ubergetretenem ZNS-Material mal3geblich einschrankt, erfordern. Jedoch scheint
bereits die Zeitspanne von zwei Sekunden, um welche die Herzdurchstromung
verzogert auf die initiale Kopfdurchstromung mit Bewusstseinsverlust durch
epileptiformen Anfall, auszureichen, um eine Streuung in nachgewiesenem Umfang
zu ermoglichen. Dartber hinaus kann eine Kontrolle des geforderten
Herzkammerflimmerns Uber EKG-Ableitungen aus arbeitsschutzrechtlichen und
technischen Griinden erst nach Auswurf des Tieres aus der Betaubungsbox und
somit erst nach Abschluss der Betaubung durchgefiihrt werden. Also l&sst sich keine
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wissenschaftliche Aussage Uber die Vorgdnge wahrend der rund 20 Sekunden
dauernden Durchstromung treffen. In Einzelfallen kénnte ein korrekter Ansatz der
Herzelektrode an der Brustbasis des Tieres nicht ausreichend gewahrleistet sein und
dadurch ein Herzkammerflimmern nicht unmittelbar ab Einsetzen der

Herzdurchstromung induziert werden.

Da eine mogliche Disseminierung von ZNS-Material nach Elektrobetdubung bislang
nur von ANIL et al. (2001) bei einem Tierumfang von 15 Schafen mit negativem
Ergebnis untersucht wurde, ist ein Vergleich der eigenen Ergebnisse mit der
Literatur, welche im allgemeinen jedoch ohne Bezug auf empirische Studien eine
Streuung von ZNS-Gewebe bei der Elektrobetdubung fir unwahrscheinlich halt, nicht
maoglich. Der von der SSC (2002b) getroffenen Einschatzung, von der
Elektrobetdubung gehe keine Gefahr einer Embolisierung aus, muss aufgrund der
ermittelten positiven ZNS-Nachweise allerdings widersprochen werden. Bei
elektrobetdubten Rindern ist eine ZNS-Disseminierung in geringem Ausmald mdglich
und somit geht auch von der Elektrobetdubung ein, wenngleich nach bisherigen
Erkenntnissen nur geringes, Risiko fur den Verbraucher aus. Dem gegenuber wurde
fur die Bolzenschussbetdubung in den eigenen Untersuchungen ein betrachtliches

und deutlich héheres Risiko der Streuung von ZNS-Gewebe ermittelt.

Keine Unterscheidung der beiden Betdubungsmethoden Bolzenschul3- und
Elektrobetaubung ohne Berticksichtigung des weiteren Ablaufs der Schlachtung und
daraus resultierender eventueller Einflisse (s. 5.5) konnte jedoch in den Parametern
ausgemacht werden, die Riuckschlisse auf die Kontinuitat der ZNS-Disseminierung
entlang der Zirkulation erlauben. So ergab sich bei der Gesamtbetrachtung der
Bolzenschuss- und Elektrobetdubung eine identische Staffelung der Tupferstellen
nach ihrer Haufigkeit an positiven Ergebnissen. Stellt man ferner diese positiven
Tupferproben bezuglich ihrer Lungendurchblutung im unmittelbaren
Betdubungsmethodenvergleich einander gegentber, so ist der Anteil ZNS-positiver
Stellen nach der Lungendurchstromung (Tupfer aus dem linken Herzen) in beiden
Betaubungsverfahren tbereinstimmend nur um ein geringes niedriger als der Anteil
ZNS-positiver Stellen vor der Lungendurchstromung (Tupfer aus dem rechten
Herzen). Folglich ist bei elektrobetaubten Rindern - im Falle einer ZNS-
Embolisierung - prinzipiell in gleichem Ausmald wie bei bolzenschussbetaubten
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Tieren mit einer ZNS-Disseminierung bis in das arterielle Blutsystem zu rechnen und
zudem keine Ausfilterung durch das Lungenkapillarsystem zu beobachten. Dennoch
erfolgte bei der Elektrobetdubung mit 4,2% positiven Lungengewebsproben ein
anteilig unerwartet haufiger ZNS-Nachweis in der Lunge. Wahrend dieses Ergebnis
dem Mittelwert der positiven Tupferproben bei der Elektrobetdubung genau
entsprach, fiel bei der Bolzenschussbetaubung das positive Lungenergebnis um 4,6-
mal niedriger aus als der positive Tupferproben-Mittelwert dieser
Betaubungsmethode. Die Ursache, weshalb bei dem Elektrobetdubungsverfahren im
Verhéaltnis zum Tupferprobenergebnis anteilig mehr positive Lungenproben ermittelt

wurden, ist spekulativ und wird unter Punkt 5.5 erdrtert.

5.5 Vergleich der Betriebsergebnisse

Beide Betaubungsmethoden wurden an jeweils zwei Schlachtbetrieben untersucht,
um durch einen Vergleich der zwei Betriebsergebnisse innerhalb einer Betaubungs-
methode eine breitere Aussagekraft zu gewahrleisten. Da sich die betrieblichen
Nachweisergebnisse der jeweiligen Betaubungsverfahren unterschieden, ist von ein-

em Einfluss aul3erer Faktoren auf das Vorkommen einer ZNS-Streuung auszugehen.

Innerhalb der beiden Betriebe mit munitionsgetriebenem, penetrierendem
Bolzenschussbetdubungsverfahren konnte in Schlachthof C durchschnittlich um den
Faktor 1,2 mal zahlreicher ein ZNS-Nachweis erbracht werden als in Schlachthof D.
So waren in Betrieb C 75% der untersuchten Tiere mit mindestens einem positiven
ZNS-Nachweis, wahrend in Betrieb D bei 66,7% der Tiere ein positives Ergebnis
festgestellt worden war. Auch die Anzahl der positiven Tupferstellen war in
Schlachthof C (um 1,2 mal) héher als in Betrieb D, jedoch war die Staffelung der
einzelnen Tupferprobenstellen nach der Haufigkeit ihrer positiven Ergebnisse
Ubereinstimmend. Das Verhaltnis der Anzahl positiver Tiere zu anteilig positiven
Einzelprobenstellen ergab in Betrieb C den Faktor 2,31 und in Betrieb D den Faktor
2,48. Da somit auch je positivem Tier eine nahezu identische Anzahl an positiven
Einzelprobenstellen ermittelt werden konnte, lasst sich im Falle einer ZNS-
Embolisierung in beiden Betrieben eine Ubereinstimmende Kontinuitdt der

Verschleppung schlussfolgern.
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Eine Analyse der festgestellten ZNS-positiven Betriebsergebnisse in Abhéngigkeit
der Probentage lasst wie unter Punkt 5.3 erwahnt einen Einfluss von &ul3eren
Faktoren, beispielsweise durch das Arbeitspersonal oder den Stresszustand der
Tiere, auf den Betdubungserfolg mutmaf3en: in Betrieb C schwankte die Anzahl
positiver Tiere je Probentag zwischen 53,3% und 93,3%. Ein extrem hohes
Tagesergebnis war auch in Betrieb D mit 95% positiver Tiere an einem Probentag zu
erbringen, jedoch wurde an einem weiteren Probentag bei nur 14,3% der
untersuchten Tiere eine ZNS-Streuung nachgewiesen. Ein Einfluss von Rasse und
Geschlecht der untersuchten Tiere auf die stark schwankenden Tagesergebnisse ist
auszuschlieen, da nur weibliche Rinder tUber 24 Monate der Rasse deutsches

Fleckvieh als Untersuchungsmaterial verwendet worden waren.

Im Vergleich der beiden Elektrobetdubungsbetriebe wies Schlachthof A eine
deutlich hohere (im Durchschnitt um den Faktor 3,3) Anzahl ZNS-positiver
Ergebnisse auf als Schlachthof B. In Betrieb B gab es sogar - als einziger der vier in
der Studie uUberpruften Betriebe - Probenstellen, an denen nie ein positiver Nachweis
erbracht werden konnte (Lunge sowie Vorhof und Kammer des linken Herzens). Das
Verhdltnis anteilig positiver Einzelstellen je positivem Tier und dartber hinaus das
Verhdltnis der positiven Tupferprobenstellen vor und nach Durchstromen des
Lungenkreislaufs als Parameter fir die Kontinuitat der ZNS-Disseminierung sind
jedoch in beiden Elektrobetaubungsbetrieben {bereinstimmend. Folglich
unterscheiden sich die Betriebe A (21,7% positive Tiere) und B (6,7% positive Tiere)

nur in der Haufigkeit einer ZNS-Embolisierung.

Jedoch ist zu beachten, dass sich an die Elektrobetdubung verschiedene
Technologien der Entblutung anschlossen. Wéahrend in Betrieb B alle Tiere nach
Auswurf aus der Betaubungsbox auf einem Forderband im Liegen entblutet werden,
erfolgte in Betrieb A die Entblutung bei der ersten Hélfte der beprobten Tiere im
Hangen, ehe dort ebenfalls auf Liegendblutung umgestellt wurde. Zeitgleich mit der
Einrichtung einer neuen Entblutungsvorrichtung erfolgte in Betrieb A dartber hinaus
eine Modifizierung der Herzelektrode. Beim Vergleich der Ergebnisse
liegendentbluteter Tiere von Betrieb A mit den Resultaten von Betrieb B (ebenfalls
Liegendentblutung) ist die Anzahl positiver Ergebnisse nur geringfugig niedriger als
das Verhaltnis der positiven Ergebnisse hdngendentbluteter Tiere von Betrieb A zu
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Betrieb B. Eine deutliche Differenz zeigt sich jedoch in der Gegenuberstellung der
positiven Ergebnisse innerhalb des Schlachthofes A bezlglich Hangend- und
Liegendentblutung. So war die Anzahl positiver Tiere nach Hangendentblutung um
das 1,6-fache hoher als die Anzahl bei liegendentbluteten Tieren. Nach
Liegendentblutung konnte an den Probenstellen linker Herzvorhof und Lunge sogar
in keiner der untersuchten Proben ZNS nachgewiesen werden, wohingegen bei
hangendentbluteten Tieren die Lunge die Probenstelle mit dem haufigsten (5)
positiven Einzelstellenresultat war. Trotz dieses positiven Lungenergebnisses stieg
bei der Entblutung im H&angen die zusammengefasste Anzahl positiver Tupferstellen
nach dem Lungenkreislauf (6) im Vergleich zu den Tupferstellen vor dem
Lungenkreislauf (4) an. Bei der Entblutung im Liegen hingegen reduzierte sich die
Anzahl von 8 positiven Tupferstellen vor der Lungendurchstromung um die Halfte auf
4 positive Tupferstellen nach der Lungendurchstromung, bei keinem einzigen
positiven Lungengewebsergebnis. Somit ist ein positiver ZNS-Nachweis in der Lunge
unter Umstanden kein Indikator fir eine Ausfilterung von ZNS-Fragmenten aus der
Zirkulation, sondern eher ein Hinweis fir eine Nachhaltigkeit der Streuung mit dem
Blutfluss. In Anbetracht der anteilig haufig positiven Lungenergebnisse sowie der
insgesamt hoheren Anzahl positiver ZNS-Ergebnisse bei Elektrobetaubung im
Zusammenhang mit der Methode H&ngendentblutung stellt sich die Frage nach
ursachlichen Faktoren. Die Technologie der Entblutung kénnte dabei eine gewisse
Rolle spielen. Prinzipiell ist zwar davon auszugehen, dass bei der Elektrobetaubung
aufgrund des zeitnah auf die Betaubung eintretenden Herzkammerflimmerns eine
ZNS-Disseminierung nur Uber einen relativ kurzen Zeitraum stattfinden kann, so dass
die sich anschlieBende Schlachttechnolgie keinen weiteren Einflul3 auf das sowieso
geringe Ausmald der Streuung haben sollte. Auf der anderen Seite ist jedoch
vorstellbar, dass in Einzelfallen durch das Hochziehen der Tiere bei der
Hangendentblutung das Herz durch den Vorfall des Pansens stimuliert werden kann
und dieses wieder in den Sinusrhythmus zurtickkehrt. Dies wirde den im Vergleich
zur Liegendentblutung vermehrten Anteil positiver Probenstellen nach dem
Lungenkreislauf, also bereits an einer weiter fortgeschrittenen Stelle des

Blutkreislaufs, erklaren.

Weiterhin konnte der erwdhnten Veradnderung der Herzelektrode - zeitgleich zum
Umbau der Entblutungsvorrichtung vorgenommen - ein malgeblicher Einfluss
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zukommen. Unter Beriicksichtigung der deutlich sinkenden Anzahl nachgewiesener
hamatogener ZNS-Streuung bei Einsatz der modifizierten Herzelektrode in Betrieb A
kann die Annahme, die Unterbindung einer ZNS-Disseminierung hinge wesentlich
von einer erfolgreichen Herzdurchstrémung ab, bekraftigt werden. Die neu installierte
Herzelektrode ermdglicht némlich durch einen eingebauten Gelenkkopf ein
optimiertes Heranfihren und Ansetzen der Elektrodenkontaktflache an die Brustbasis

des Tieres.

Dass Betrieb B mit nur 2,1 Ampére im Vergleich zu Betrieb A mit 3,2 Ampere - bei
einem sonst identischen Elektrobetdubungsablauf - eine deutlich geringere
Stromstarke zur Betaubung einsetzte, konnte einen weiteren Grund fur die
unterschiedlichen Resultate der beiden Betriebe darstellen. Die Schlussfolgerung
waére, dass es infolge einer Durchstromung mit hoherer Stromstarke zu einem
erhohten Blutdruckanstieg in den cerebralen Gefalien kommt. Nach WESTERGAARD
et al. (1978) und Suzuki et al. (1984) reagieren die Gehirngefal3e daraufhin mit einer
erhohten Gefalpermeabilitdt, wodurch eine erhohte Passage von ZNS-Gewebe in
die Blutbahn erméglicht wird. Zudem unterscheiden sich die Betriebe A und B in ihrer
Schlachtkapazitat: in Betrieb B wird stindlich bei identischer Betaubungsanlage nur
die Halfte der Tieranzahl betaubt wie in Betrieb A, was einen eventuell
reibungsloseren Zutrieb der Tiere zur Betdubung ermdglicht, der sich gunstig auf die
Stressbelastung der Tiere und somit auf das Betdubungsergebnis auswirken kénnte.
Deutliche Schwankungen in den positiven Tagesergebnissen auch bei den Betrieben
mit Elektrobetdaubung untermauern Uberdies erneut den Einfluss verschiedener sog.
aulRerer Faktoren auf eine ZNS-Streuung in Abhangigkeit des Betdubungsergeb-
nisses. So variierten die Ergebnisse positiver Tiere in Betrieb A betréachtlich zwischen
0 und 46,2% je Probentag, in Betrieb B hingegen zeigte sich ein relativ konstantes
Tagesergebnis mit Resultaten zwischen 0 und 8,3%. Die Tatsache, dass an
einzelnen Probentagen ein ZNS-Nachweis aller untersuchten Proben negativ verlief,
stellt Potential fir eine Optimierung von mdglichen erwahnten Schwachstellen im
Sinne der Vermeidung von ZNS-Embolisierung dar.
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5.6 Einschéatzung des Gefahrenpotentials

Aufgrund des aufgezeigten Ausmalies einer moglichen ZNS-Disseminierung besteht
fur den Verbraucher das Risiko, dass mit Herz und Lunge ZNS-kontaminierte
Schlachtprodukte in die Nahrungsmittelkette gelangen konnten. So sollten die
Organe Herz und Lunge, welche bislang unabhangig von der Tierart flr den
menschlichen Verzehr geeignet sind und in geringem Umfang in Fleischerzeugnissen
verarbeitet werden (N.N., 1998), aus Grinden des vorbeugenden
Verbraucherschutzes  nachhaltiy aus der menschlichen  Nahrungskette
ausgeschlossen werden. Die Einschatzung der SSC (2002b), wonach bei der
Anwendung penetrierender Betaubungsmethoden die Organe Lunge mit
Lungenarterie, rechtes Herz und Blut als gefahrdet flr eine ZNS-Kontamination
gelten, ist auf das linke Herz auszuweiten und eventuell auch auf das Verfahren
Elektrobetaubung. Ferner gilt es abzuwagen, ob der Forderung des ehemaligen
Bundesinstitutes fur gesundheitlichen Verbraucherschutz und Verbrauchersicherheit
(BgVV), bei bolzenschussbetaubten Tieren u. a. Blut, Herz und Lunge zu SRM zu
erklaren (N.N., 2001c) folge geleistet werden und diese Einstufung ebenfalls auf das
Elektrobetaubungsverfahren ausgedehnt werden sollte. Denn auch bei dieser
Betaubungsmethode kommt es wie in der vorliegenden Studie ermittelt, zu einer
Streuung von ZNS-Material, jedoch in weitaus geringerem Umfang als bei der
Bolzenschussbetdaubung. Aus diesem Grunde ist die Elektrobetaubung im
Methodenvergleich der Bolzenschussbetdubung, von der ein betrachtliches ZNS-

Kontaminationsrisiko ausgeht, deutlich vorzuziehen.

Aussagen von Autoren, welche die Verschleppung von ZNS in die Lunge infolge
Bolzenschussbetaubung nur als extrem selten einschatzen (u. a. HORLACHER et al.,
2000; LUCKER et al., 2002; FRIES, 2003), muss widersprochen werden. Aufgrund
fehlender Kenntnis der Hohe der oralen humanen Infektionsdosis und der zudem
nicht moglichen Quantifizierung des hamatogen disseminierten ZNS-Materials ist
eine abschlielende Aussage Uber das tatsachliche Geféahrdungspotential fir den
Verbraucher im Falle des Verzehrs kontaminierter Schlachtprodukte derzeit jedoch
kaum zu erbringen. Inwieweit es durch arterielles Blut zu einer ZNS-Streuung und
ZNS-Kontamination in den anschlieBenden Koérperkreislauf kommen kann, miusste

aullerdem durch weitergehende Untersuchungen abgeklart werden. Auch der
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mogliche Einfluss &aul3erer Faktoren auf eine h&matogene ZNS-Disseminierung,
welcher bereits wiederholt im Hinblick auf die teilweise stark schwankenden
Probenergebnisse innerhalb der untersuchten Betriebe und Probentage erwdhnt
wurde, sollte fur eine anzustrebende Optimierung der Betdubungsverfahren fir

Rinder im Sinne des Verbraucherschutzes weiter Beachtung finden.

Das oben erwéhnte, deutlich reduzierte Gefahrdungspotential der Elektrobetaubung
im Vergleich zur Bolzenschussbetaubung wird nochmals untermauert, indem man die
Ergebnisse der elektrobetaubten Tiere nach Liegendentblutung isoliert betrachtet. So
lag der Anteil von positiven Tieren, die liegend entblutet wurden - im Gegensatz zu
den in Betrieb A hangend entbluteten Tieren - bei nurmehr 10%. Auch bezuglich der
Kontinuitat der hamatogenen ZNS-Streuung entlang der Zirkulation konnte mit
insgesamt 13 positiven Tupferstellen vor der Lungendurchstrdomung zu 7 positiven
nach der Lungenzirkulation eine Disseminierung in geringerem Ausmal} festgestellt
werden. Da die Hangendentblutung aus tierschutzrelevanten Aspekten nicht
eingesetzt werden soll und folglich in der Praxis kaum Anwendung findet, sind daher
bei der Einschatzung des Risikopotentials nur die Resultate der Elektrobetdubung mit
Liegendentblutung heranzuziehen. Diese Ergebnisse zeigen im Vergleich zur
Bolzenschussbetdaubung eine deutliche Risikominimierung fir den Verbraucher-

schutz auf.
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6 Schlussfolgerungen

1. Im Rahmen der Bolzenschussbetaubung kommt es bei Rindern in erheblichem
Umfang zu einer hdmatogenen Streuung von ZNS-Material in die Organe Herz und
Lunge. Auch bei der Elektrobetaubung findet eine ZNS-Disseminierung statt, jedoch
in einer weitaus geringeren Anzahl an Tieren und deren untersuchten Probenstellen,
so dass die elektrische Betdubung dem Bolzenschussbetaubungsverfahren aus der
Sicht des Verbraucherschutzes vorzuziehen ist.

2. Einhergehend mit einem haufigen positiven ZNS-Nachweis wurden bei
bolzenschussbetaubten Tieren auch ZNS-Ergebnisse von erhdhter Konzentration
nachgewiesen, wahrend die ZNS-Ergebnisse elektrobetdubter Tiere weitestgehend

von nur schwach positiver Konzentration waren.

3. In allen Tupferprobenstellen des Herzens sowie in der Lungengewebsprobe
konnte unabh&ngig vom Betaubungsverfahren ZNS nachgewiesen werden. Somit
erfolgte eine kontinuierliche Verschleppung von ZNS-Material entlang der
Blutzirkulation, ohne dass eine Ausfilterung bzw. Verdinnung durch die
Lungenkapillaren beobachtet werden konnte. Die Kontinuitat der ZNS-Verschleppung
bis in die Aorta, und somit moglicherweise in den arteriellen Kreislauf hinein, zeigte
sich dabei unabhéngig von der Anzahl positiver Ergebnisse der

Betaubungsmethoden oder Betriebe.

4. Trotz der Mdglichkeit einer arteriellen Disseminierung von ZNS-Material wurde im
Myokard kein ZNS-Nachweis erbracht. Das Myokard war somit die einzige

Probenstelle mit negativem Ergebnis.

5. Die Ergebnisse variierten nicht nur innerhalb der beiden Betaubungsmethoden,
sondern aufgrund aul3erer Faktoren auch zwischen den zwei Betrieben der
jeweiligen Betaubungsverfahren. Ferner zeigte unter dem Einfluss aufRerer Faktoren
die Ermittlung positiver Ergebnisse starke Schwankungen in Abhangigkeit der

Probentage.
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7 Zusammenfassung

Im Hinblick auf die Problematik der bovinen spongiformen Enzephalopathie (BSE)
und ihrer moglichen Ubertragbarkeit auf den Menschen muss dem vorbeugenden
Verbraucherschutz nachhaltig Rechnung getragen werden. So geht vor allem von
einer moglichen ZNS-Kontamination im Rahmen der Betdubung von Rindern ein
definitives Risiko aus, weshalb die konventionelle Bolzenschussbetdubung in die
Kritik geraten ist und die Elektrobetdubung als mdogliche Alternative betrachtet wird.
Die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war es, bei diesen beiden beim Rind
zuldssigen Betaubungsverfahren die Streuung von ZNS-Gewebe dber die

Blutzirkulation in innere Organe zu untersuchen.

Um die Bolzenschuss- und die Elektrobetdubung bezlglich einer ZNS-
Disseminierung miteinander vergleichen zu koénnen, wurden beide Methoden an
jeweils zwei Schlachtbetrieben tberpruft, wobei pro Betrieb 60 weibliche Rinder an
jeweils acht Probenstellen in Herz und Lunge untersucht wurden. Somit ergab sich
eine Gesamtprobenzahl von 1920 Einzelproben. Die Probenstellen waren im
Einzelnen sechs aufeinanderfolgende Herzstrukturen, ndmlich Vorhof und Kammer
des rechten und linken Herzens sowie Truncus pulmonalis und Aorta, beprobt mit
einem Wattetupfer, und zwei Gewebeproben von Lungenparenchym und Myokard.
Zum Nachweis einer ZNS-Kontamination der einzelnen Probenstellen wurde ein
immunzytochemisches Verfahren eingesetzt, welches das ZNS-spezifische
Markerprotein GFAP detektiert.

Die Untersuchungen zeigten auf, dass an allen sechs Tupferprobenstellen des
Herzens und der Lungengewebsprobe ZNS-positive Ergebnisse ermittelt wurden,
und somit im Falle einer Embolisierung - unabhangig von der Betdubungsmethode -
eine Kontinuitat der ZNS-Streuung entlang der Zirkulation zu beobachten war. Je Tier
mit  positivem Ergebnis konnte im Durchschnitt an 3,2 untersuchten
Einzelprobenstellen ZNS nachgewiesen werden. Indem die Anzahl positiver
Tupferstellen des linken Herzens, und somit anatomisch nach der
Lungendurchstromung, nur um ein geringes niedriger ausfiel im Vergleich zu den
dem Lungenkreislauf vorgelagerten Tupferstellen des rechten Herzens, konnte keine

Ausfilterung und damit verbundene Verdinnung des im Blut zirkulierenden ZNS-
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Gewebes durch das engmaschige Lungenkapillarsystem festgestellt werden. An der
Tupferprobenstelle Aortenursprung konnte sogar das zweithaufigste positive
Einzelstellenresultat nachgewiesen werden, was eine weitere Streuung von ZNS-

Material Uber die arterielle Zirkulation in den Korperkreislauf erwarten lasst.

Beim  Vergleich der Betdubungsmethoden zeigte sich, dass bei
bolzenschussbetaubten Rindern mit 29,7% positiven Einzelprobenstellen in einer
grof3en Anzahl der untersuchten Proben ZNS nachgewiesen wurde, und somit ein
nicht zu vernachlassigendes Risiko fir den Verbraucher beim Verzehr der
Schlachtprodukte Herz und Lunge besteht. Auch bei elektrobetaubten Rindern
konnte eine ZNS-Streuung in die Einzelprobenstellen festgestellt werden, jedoch nur
in 3,6% der untersuchten Proben. Somit erfolgte bei Bolzenschussbetaubung in
erheblich gréRerem Umfang, und dartber hinaus in héheren Konzentrationen, eine
ZNS-Disseminierung als bei der Elektrobetdubung. Betrachtet man ein Tier als
positiv, wenn an mindestens einer der insgesamt acht untersuchten
Einzelprobenstellen ein positives Ergebnis ermittelt wurde, so konnte bei
Bolzenschussbetdaubung in 70,8% der beprobten Tiere ZNS nachgewiesen werden,
wahrend bei Elektrobetdubung mit 14,2% positiven Tieren ein um das Funffache
geringeres ZNS-Ergebnis nachgewiesen wurde. Zudem zeigte sich ein Einfluss
aulBerer Faktoren durch teilweise deutlich schwankende Ergebnisse bei den
Betrieben innerhalb einer Betdubungsmethode beispielsweise in Abhangigkeit der
Methode der Entblutung und der untersuchten Probentage. Hieraus ergibt sich die
Notwendigkeit, das Risiko der Kontamination mit ZNS-Material durch

Optimierungsmaflnahmen bezuglich der Betdubungsverfahren weiter zu minimieren.

Zusammenfassend muss herausgestellt werden, dass die Elektrobetaubung das
einzige beim Rind zur Verfiugung stehende Betdubungsverfahren darstellt, bei dem
eine ZNS-Streuung wirksam unterbunden werden kann, und es somit Bemiihungen

um deren optimierten Einsatz in der Routineschlachtung zu intensivieren gilt.
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8 Summary

Study on hematogenic dissemination of CNS tissue depending on stunning

method

With respect to Bovine Spongiform Encephalopathy (BSE) and the possible
transmission of this disease to humans preventive measures to ensure consumer
protection have to be taken. Especially contamination with tissue of the central
nervous system (CNS) resulting from cattle stunning is associated with a definite risk.
In this context, the commonly used conventional method of captive bolt stunning has
been subject to criticism whereas electrical stunning is considered a possible
alternative. The aim of the present study was the examination of CNS dissemination
via blood circulation into inner organs of slaughter animlas after application of these

two stunning methods currently approved for stunning cattle in Germany.

In order to be able to directly compare captive bolt and electrical stunning both of the
methods were examined in two slaughterhouses. In each of the four slaughterhouses
60 female cows were included in the investigation. Of each animal eight samples
were taken, resulting in a total of 1920 individual samples. The following consecutive
heart structures were sampled by swabbing: right atrium and ventricle, pulmonary
trunk, left atrium and ventricle and aorta. In addition, lung and myocardium tissue
samples were taken. The CNS contamination of the samples was analysed using an

immunological method based on the detection of a CNS specific marker protein.

Positive results and therefore CNS contamination could be shown in all of the six
heart structures sampled by swabbing and also in lung tissue. Therefore, in the case
of neural embolism due to stunning a continuous dissemination of CNS tissue along
the bloodstream was observed irrespective of the stunning method used. In each
positive animal an average of 3.2 individual samples was positive. The number of
positive swabs taken from the structures of the left heart, the anatomical location of
which is subsequent to blood passage of the lung, was only slightly lower than that of
the positive samples originating from the right heart situated prior to pulmonary

circulation. Therefore, proof for filtration and resulting dilution of CNS tissue
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circulating in the blood by passage through the pulmonary capillary system could not
be established. The samples taken from the origin of the aorta even showed the
second highest contamination rate, which implies that a further dissemination of CNS

material via the arterial blood stream is to be expected.

The comparison of the stunning methods showed that in cattle stunned with a captive
bolt 29.7% of the individual samples were positive. This large number of samples in
which CNS was detected indicates that the risk for the consumer associated with
consumption of the by-products heart and lung is not to be neglected. After electrical
stunning positive results were also obtained, yet in only 3.6% of the individual mples
examined. Therefore, captive bolt stunning was associated with CNS dissemination
to a considerably higher extent and also in higher concentrations in comparison to
electrical stunning. An animal was considered positive when at least one of the eight
individual samples taken from that animal showed a positive result. While in 70.8% of
the animals stunned with a captive bolt CNS was detected, only 14.2% of the animals
were positive after electrical stunning. In addition, the results were shown to be
influenced by external factors as clear variations between slaughterhouses using the
same stunning technique occurred, depending e.g. on the method of bleeding and
the day of sampling. From this, the necessity of further minimizing the risk of CNS

contamination by optimizing stunning technology arises.

In summary, it has to be emphasized that electrical stunning is the only method
currently available for stunning cattle with the potential to effectively prevent CNS
dissemination. Therefore, the efforts to optimize the use of this technique in routine
slaughter should be intensified.
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12 Anhang

Dieses Kapitel enthalt die Ergebnisse der im Vorversuch durchgefihrten
Probenphasen I-1V, siehe Tabelle 3.1-3.4.

Probennummer Ergebnisse Proben 1-5 (Konzentration)

alle negativ

alle positiv (stark positiv)

alle positiv (stark positiv)

alle positiv (schwach positiv)

1 positiv (schwach positiv); 4 negativ

alle negativ

alle negativ

0 N[O O W NP

alle negativ

Vorversuchs-Phase I: Untersuchung von ZNS, Blut und Muskelfleisch

Probennummer Ergebnisse Proben 1-5 (Konzentration)

alle positiv (stark positiv)

alle positiv (stark positiv)

alle positiv (2 mittel positiv, 3 stark positiv)

alle negativ

alle negativ
alle negativ

N/~ WIN|PF

alle negativ

Vorversuchs-Phase II: Modifikation der Konzentration von ZNS,



Probennummer Ergebnisse Proben 1-5 (Konzentration)

=

alle negativ

alle negativ
alle positiv (4 mittel positiv, 1 stark positiv)

alle negativ

alle negativ

alle positiv (stark positiv)

alle negativ

alle negativ
alle positiv (1 mittel positiv, 4 stark positiv)

OO N[O || W|DN

=
o

alle negativ

=
=

alle negativ

=
N

alle positiv (stark positiv)

Vorversuchs-Phase llI: Originaluntersuchungsmaterial, mit ZNS und Blut
Blut und Muskelfleisch

Probennummer Proben 1-5

=

negativ

negativ

negativ

negativ

negativ

negativ

negativ

negativ

O OoINoOO|O|r~ WIN

negativ

[EnY
o

negativ

=
=

negativ

Vorversuchs-Phase IV: Originalproben vom Schlachthof
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