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Einleitung 1

1. Einleitung

Die Scrapie (Traberkrankheit) der Schafe gilt als Prototyp der Transmissiblen Spongiformen
Enzephalopathien (TSE), da sie bereits seit dem 18. Jahrhundert bekannt ist. Es handelt sich
um eine nicht fieberhafte, progressive, degenerative, stets tddlich verlaufende TSE der
Schafe, selten der Ziegen, die fast weltweit vorkommt. Sie ist gekennzeichnet durch die
Akkumulation von pathologischem Prionprotein (PrP%¢) in diversen Geweben und durch

degenerative Veranderungen des Zentralen Nervensystems (ZNS).

Lange Zeit wurde dieser Erkrankung wenig Aufmerksamkeit geschenkt. Erst als Hadlow
1959 die Idee aulerte, dass die Scrapie der Schafe und die Kuru der Ureinwohner
Neugineas, die vorher nicht in Zusammenhang gebracht wurden, miteinander verwandt sein

kdnnten, setzte ein bis heute anhaltendes Forschungsinteresse ein.

Bei dem Erreger handelt es sich nach Stanley B. Prusiners ,Protein-only-Hypothese® um ein
Protein, das als Prion (proteinaceous infectious particle) bezeichnet wird. Man unterscheidet
zwei Isoformen des Prionproteins, die physiologische, zelluldre Form (PrP®) und das

pathogene Scrapie- Prionprotein (PrP%°).

Mehreren Forschungsgruppen gelang bereits der Nachweis von PrP%¢ in Organen des

lymphatischen Systems, bevor dieses im ZNS detektiert werden konnte.

Um die Aussagekraft des Untersuchungsmaterials Obex fur den TSE-Status des Tieres und
die tatsachliche Pravalenz von Scrapie in einer betroffenen Herde festzustellen, wurde daher
in dieser Arbeit eine Untersuchung von Schafen mit empfanglichem Genotyp und negativem
Befund im Stammhirn (Obex) durchgefiihrt. Des Weiteren sollen mit der Studie die
mdglichen Eintrittspforten, damit auch die Nutzlichkeit verschiedener Proben flir eine Ante-
mortem-Untersuchung und die Verteilung von PrP%® im Tierkdrper Uberpriift werden. Die
Untersuchung der Wege und Mechanismen, Uber die die Prionen in einen Wirt eindringen
und sich in dessen Organismus verteilen, kann dazu beitragen, effektive
Infektionskontrollstrategien zu entwickeln und die diagnostischen Malnahmen zu

verbessern.
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2. Literaturubersicht

21 Transmissible Spongiforme Enzephalopathien

Die Bezeichnung Transmissible Spongiforme Enzephalopathie (TSE) umfasst eine Gruppe
von Ubertragbaren, stets tddlich verlaufenden, neurodegenerativen Erkrankungen des
zentralen Nervensystems mit einer charakteristisch sehr langen Inkubationszeit. Die TSEn
sind sowohl beim Menschen als auch bei Tieren bekannt. Sie werden auch als

Prionerkrankungen bezeichnet, womit auf die Atiologie hingewiesen wird (siehe 2.2).

2.1.1 TSE beim Menschen

Zu den Prionerkrankungen des Menschen gehdren die Creutzfeldt-dakob-Krankheit, Kuru,
das Gerstmann-Straussler-Scheinker-Syndrom und die Fatale Familiare Insomnie. Man
unterscheidet dabei sporadische, genetisch-bedingte und infektids-bedingte Erkrankungen.
Demenz und Ataxie sind die charakteristischen Symptome der klassischen CJK beim
Menschen. Nach der Ubertragung des BSE-Erregers auf den Menschen wurde ferner eine
Variante der CJK beobachtet (Tab. 2.1).

Die Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJK), die erstmals von Hans Gerhard Creutzfeldt (1920)

und Alfons Jakob (1921) beschrieben wurde, ist die haufigste humane spongiforme

Enzephalopathie. Von der sporadischen CJK (sCJK) sind Frauen geringflgig haufiger
betroffen als Manner. Das Alter der Erkrankten liegt zwischen 60 und 70 Jahren (Zerr und
Poser 2002). Der Ausloser der Erkrankung ist noch unbekannt. Zufallige Strukturanderungen
des Prionproteins (PrP) oder spontane somatische Mutationen im PrP-Gen werden als
Ursachen fiir die Entstehung der sCJK diskutiert. latrogene Ubertragungen der CJK wurden
mehrfach nach der Verwendung von Korneatransplantaten von an CJK-Verstorbenen, durch
kontaminiertes chirurgisches Besteck, intrazerebrale Elektroden zur Aufnahme eines
Elektroenzephalogramms, nach Dura mater-Transplantationen oder durch die Behandlung
mit infektiosen menschlichen Wachstumshormonen aus der Hypophyse (Duffy et al. 1974;
Koch et al. 1985) festgestellt. Die familiare CJK wird hingegen autosomal-dominant vererbt.
Unterschiedliche Punkt- und Insertionsmutationen im PrP-Gen wurden in betroffenen
Familien festgestellt (Windl et al. 1999). Bei der Variante der CJK (vCJK), die erstmals 1996

in GroRbritannien beschrieben wurde (Will et al. 1996), sind im Vergleich zur sporadischen

CJK ungewodhnlich junge Patienten meist zwischen 16 und 48 Jahren betroffen. Die mittlere
Krankheitsdauer bis zum Eintreten des Todes ist mit vierzehn Monaten gegeniber sechs
Monaten bei der sporadischen CJK verlangert (Zerr und Poser 2002). Das Gehirn weist ein
abweichendes pathologisches Lasionsprofil auf sowie in 100 % der Falle sogenannte
“floride” Amyloid-Plaques. Die vCJK wird mit der Aufnahme BSE-kontaminierter Nahrung in

Zusammenhang gebracht (Bruce et al. 1997).
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Kuru bei den Eingeborenen in Papua-Neuginea wurde erstmals 1957 von Gajdusek und
Zigas beschrieben. Die Ubertragung erfolgte durch kannibalische Totenrituale, bei denen
Gewebe von Verstorbenen verzehrt oder auf der Haut verrieben wurden. Innere Organe und
das Gehirn wurden vorwiegend von Frauen und Kindern verzehrt, was dazu fihrte, dass
diese haufiger als Manner erkrankten. Die durchschnittliche Inkubationszeit wird auf zwolf
Jahre geschatzt. Seit dem Verbot dieser Rituale in den spaten 1950er Jahren ist die Zahl der

Erkrankungen deutlich zuriickgegangen (Will 2003).

Das Gerstmann-Straussler-Scheinker-Syndrom (GSS) (Gerstmann et al. 1936) wird auf eine
Punktmutation im PrP-Gen zurtickgeflihrt, wobei sich je nach Mutation eine unterschiedliche

klinische Symptomatik ergibt.

Die Fatale Familiare Insomnie (FFI) wurde erstmals 1986 in ltalien beschrieben (Lugaresi et

al.). Sie ist eine autosomal-dominant vererbbare Erkrankung, die ebenfalls durch eine
Punktmutation im PrP-Gen bedingt ist. Sie verlauft klinisch mit einer nicht therapierbaren

progredienten Schlaflosigkeit, Hyperaktivitat des Sympathikus und motorischen Stérungen.

Tab. 2.1: Transmissible Spongiforme Enzephalopathien beim Menschen

TSE-Erkrankung | Typ Ubertragungsweg

Sporadische CJK | Sporadisch Unbekannt, somatische Mutation oder spontane
Konversion von PrP® zu PrP*°

latrogene CJK Infektids Unbeabsichtigter Kontakt zu CJK-kontaminierten
Geweben bei chirurgischen Eingriffen

Familiare CUK Genetisch Assoziiert mit Mutationen im PrP-Gen

Neue Variante Infektios Ingestion von BSE-kontaminierter Nahrung, Transfusion

CJK von Blut vCJK-infizierter Spender

Kuru Infektids Ritualisierter Kannibalismus

GSS Genetisch Assoziiert mit Mutationen im PrP-Gen

FFI Genetisch Assoziiert mit Mutationen im PrP-Gen

CJK: Creutzfeldt-Jakob-Krankheit
GSS: Gerstmann-Straussler-Scheinker-Syndrom
FFIl: Fatale Familiare Insomnie

2.1.2 TSE der Tiere auBer Scrapie

In Tabelle 2.2 sind die Transmissiblen Spongiformen Enzephalopathien der Tiere (aul’er
Scrapie, siehe dazu 2.1.3) mit den betroffenen Gattungen und dem Ubertragungsweg

zusammengefasst.




4 Literaturtbersicht

Tab. 2.2: Transmissible Spongiforme Enzephalopathien bei Tieren

TSE-Erkrankung | Betroffene Gattungen Ubertragungsweg

BSE Rinder, exotische Wiederkauer |Ingestion von Prionen-kontaminiertem
Futter

CWD Edelhirsche, GroRohrhirsche, Horizontal, vermutlich auch vertikal

Weillwedelhirsche

FSE Hauskatzen, Wildkatzen Ingestion von Prionen-kontaminiertem
Futter

TME Nerze Vermutlich Ingestion von Prionen-

kontaminiertem Futter

BSE: Bovine Spongiforme Enzephalopathie
CWD: Chronic Wasting Disease

FSE: Feline Spongiforme Enzephalopathie
TME: Transmissible Mink Enzephalopathie

Die Bovine Spongiforme Enzephalopathie (BSE) wurde Mitte der achtziger Jahre erstmals in
Grol3britannien beobachtet (Wells et al. 1987). Weltweit wurden seitdem mehr als 180.000

Falle diagnostiziert, wobei die allermeisten Falle im Vereinigten Konigreich aufgetreten sind.

Die BSE-Epidemie ist hochstwahrscheinlich auf die Verfltterung von Kraftfutter
zurUckzufuhren, welches unzureichend erhitztes Tiermehl enthielt. Dieses konnte Uber
verarbeitete Schafkadaver mit dem Scrapie-Erreger kontaminiert worden sein (Wilesmith et
al. 1988), eine Kontamination durch sporadische BSE-Falle beim Rind wird ebenfalls
diskutiert (Eddy 1995). Die Theorie der Ubertragung durch Tiermehl wird bestatigt durch den
deutlichen Ruckgang der BSE-Erkrankungen seit dem EU-weiten Verbot der Verfutterung
von Tiermehl an landwirtschaftliche Nutztiere im Januar 2001 (VO (EG) 999/2001).

Die durchschnittliche Inkubationszeit betragt funf Jahre. Erste Anzeichen einer BSE-Infektion
sind Gewichtsverlust und verminderte Milchleistung. Die neurologischen Symptome auf’ern
sich durch Verhaltensanderungen, Ataxie, Paresen und Hyperasthesie (Wells et al. 1987;
Wilesmith et al. 1988; Braun et al. 1998).

Die BSE wurde Uber kontaminierte Nahrung auch auf den Menschen und andere Spezies
Ubertragen. So wird eine Verbindung zwischen BSE und dem Auftreten der vCJK des
Menschen als gesichert angesehen (Bruce et al. 1997), da beide TSEn bei der
experimentellen Ubertragung auf die Maus sehr &hnliche Inkubationszeiten und
pathologische Lasionsprofile aufweisen. Die neuropathologischen Veranderungen bei
Mausen mit vCJK und Mausen mit BSE waren schwache bis maRige Vakuolisation der
grauen Substanz in Hypothalamus, Medulla oblongata und Septum und starkere
Vakuolisation des Nucleus cochlearis. Auch experimentell mit BSE infizierte Rhesusaffen

zeigten identische pathologische Veranderungen im Gehirn wie an vCJK verstorbene
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Menschen (Lasmezas et al. 1996).

Im Jahre 2001 wurde in der EU die Durchfuhrung eines BSE-Schnelltests bei allen
Schlachtrindern, die alter als 30 Monate und fur den menschlichen Verzehr bestimmt sind,
vorgeschrieben (VO (EG) 999/2001). Zum 01.01.2009 konnte in Deutschland die
Altersgrenze fur die zu testenden Schlacht- und gefallenen Tiere auf 48 Monate
heraufgesetzt werden (VO (EG) 571/2008). Bis zum 14.01.2010 wurden 413 deutsche BSE-

Falle diagnostiziert.

Die BSE wurde auch auf einige Wildwiederkauer in Zoologischen Garten (Kirkwood et al.
1990; 1993; Kirkwood und Cunningham 1994) Uber das Futter Ubertragen. Betroffen waren
Tiere folgender Arten: Antilope (Tragelaphus angasi), Elanantilope (Taurotragus oryx),
Grolier Kudu (Tragelaphus strepsiceros), Spie3bock (Oryx gazella), Arabischer Oryx (Oryx

leucoryx) und Sabelantilope (Oryx dammah).

In GroRbritannien wurde von Fallen von Spongiformer Enzephalopathie bei Hauskatzen und

in Zoologischen Garten gehaltenen Wildkatzen berichtet (Willoughby et al. 1992). Auch aus
Deutschland und Frankreich gibt es Berichte Uber das Vorkommen von FSE bei in
Zoologischen Garten gehaltenen Wildkatzen (Lezmi et al. 2003; Eiden et al. 2010). Die
betroffenen Katzen waren alter als zwei Jahre und zeigten anfangs Verhaltensanderungen,
spater auch Ataxie, Tremor, Hypermetrie und Hyperasthesie. Die betroffenen Wildkatzen in
Zoologischen Garten waren Leoparden, Geparden und Puma. Die Feline Spongiforme
Enzephalopathie (FSE) wird ebenfalls auf die Aufnahme von mit Prionen kontaminiertem
Futter zurlckgefuhrt (Wyatt et al. 1991; Leggett et al. 1990).

Als Bestatigung einer kausalen Verbindung zwischen den vCJK- und FSE-Fallen einerseits
und der BSE bei Rindern kann die Charakterisierung der Erregerstamme durch Ubertragung
auf Mause angesehen werden, die zeigte, dass es sich um denselben TSE-Stamm handelt
(Bruce et al. 1994; 1997; Fraser et al. 1992).

Die Chronic Wasting Disease (CWD) ist die einzige bekannte Prionerkrankung, die

Hirscharten in den Vereinigten Staaten und Kanada und damit freilebende Wildtiere betrifft.
Erste Berichte Uber das Auftreten der CWD wurden Anfang der 80er Jahre verdffentlicht
(Williams und Young 1980; 1982). Ursprung und genauer Ubertragungsweg der Erkrankung
sind noch ungeklart. Epidemiologische Studien deuten jedoch auf eine horizontale
Ubertragung durch die Aufnahme von Futter oder Wasser hin, das mit infektiosen Sekreten,
Exkreten oder anderen Geweben (zum Beispiel Plazenta) kontaminiert wurde. Allerdings
wird auch eine vertikale Transmission nicht ausgeschlossen. Die betroffenen Tiere sind
typischerweise alter als zwei Jahre. Die ersten klinischen Symptome der CWD sind sehr
subtil und beinhalten Gewichtsverlust und Verhaltensanderungen. Im fortgeschrittenen

Krankheitsstadium zeigen sich exzessive Salivation, schlaffe Gesichtsmuskulatur,
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Regurgitation von Pansensaft, Pansenatonie, Polyurie und Polydipsie. Die Tiere sterben

sieben bis acht Monate nach Auftreten erster klinischer Symptome.

Die Uberwachung der CWD innerhalb der EU ist durch die Entscheidung (2007/182/EG) vom
19.03.2007 geregelt.

Die Transmissible Mink Enzephalopathie (TME) der Nerze wurde erstmals 1947 in

Wisconsin und Minnesota auf Nerzfarmen festgestellt und wurde spater auch in der DDR
und in anderen Landern beobachtet (Hartsough et al. 1965, Hartung et al. 1970). Seitdem
gab es jedoch nur wenige Ausbriiche der Krankheit. Erkrankte Tiere zeigen ein verandertes
Verhalten mit gesteigerter Aggression, Hyperasthesie und Ataxie. Epidemiologische Studien
zeigen, dass die TME vermutlich durch Fitterung mit Scrapie-infiziertem Schaffleisch

entstanden ist (Marsh und Bessen 1993).

2.1.3 Scrapie

Scrapie (Traberkrankheit) ist die alteste bei Tieren bekannte Transmissible Spongiforme
Enzephalopathie. Es handelt sich um eine nicht-fieberhafte, progressive, degenerative, stets

tédlich verlaufende Erkrankung der kleinen Wiederkauer.

2.1.3.1 Klinik

Die Inkubationszeit der Scrapie liegt zwischen mehreren Monaten und vier Jahren. Schafe
erkranken meist in einem Alter von 18 Monaten bis zu funf Jahren. Die ersten klinischen
Symptome sind oft schwer zu erkennen, da sie sich in nur geringen Verhaltensdnderungen
wie Ruhelosigkeit, hangenden Ohren, erhohter Aggressivitat oder Nervositat duflern. Spater
zeigen sich weitere Verhaltensstérungen wie Schreckhaftigkeit, Angstlichkeit, Hyperasthesie
(Uberempfindlichkeit auf Bertihrung, Licht oder Larm), unruhiger oder eigenartig starrer Blick,
hochgestellte Ohren, eigenartiges Lippenspiel (Gnubbern), Ohrenzittern, nickende und
seitliche Kopfbewegungen, vermehrte Salivation, Zusammenstirzen beim Ergreifen und
beim Erschrecken. Ein wichtiges Symptom, das auch zum englischsprachigen Namen
~ocrapie” fihrte (to scrape = sich kratzen), ist der starke Juckreiz. Die Tiere stampfen mit den
Gliedmalen, sie benagen und scheuern Schwanzansatz, Kruppe, seitliche Brustwand und
Beine. Dabei kommt es zur Beschadigung des Vlieses, verbunden mit partiellem Wollausfall,
und nicht selten zu Verletzungen der Haut. Der deutsche Name , Traberkrankheit® beruht auf
den pathognomonischen Bewegungsstorungen: hypermetrischer, traberartiger Gang mit den
Vorderbeinen sowie hahnentrittartiger Gang der Hinterhand. Andererseits flihrt eine

Nachhandschwéache zu einem unsicheren und schwankenden Gang, zum Schleifen der
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Zehen auf dem Boden, zu unkoordinierten Bewegungen, zum Stolpern und zum
Zusammenknicken in den Gelenken. Gelegentlich kann auch ein Tremor des Kopfes oder
des gesamten Korpers beobachtet werden. Die erkrankten Schafe magern trotz erhaltenem
oder sogar gesteigertem Appetit zusehends ab, nur wenige verfetten. Es kommt zum
Festliegen in Seitenlage und schlieRlich zum Verenden. Die Krankheitsdauer betragt meist
zwischen einem und mehren Monaten, kann aber auch ungewoéhnlich kurz sein (Behrens
1979; Capucchio et al. 2001; Healy et al. 2003; Vargas et al. 2005; D’Angelo et al. 2007).

Der Krankheitsverlauf ist jedoch nicht immer durch ausgepragte klinische Symptome
gekennzeichnet. So gibt es auch Berichte Uber subklinische TSE-Erkrankungen, bei denen
das betroffene Tier entweder Uberhaupt keine klinischen Symptome entwickelt oder es
erliegt einer anderen Erkrankung, bevor TSE-typische klinische Symptome auftreten (Hill und
Collinge 2003).

Die klinischen Erscheinungen bei der Ziege sind denen des Schafes weitgehend ahnlich.
Hyperasthesie, Ataxie und Pruritus gehoren auch bei Ziegen zu den haufigsten Symptomen,
jedoch gibt es einige Unterschiede. Als erstes Zeichen wird oft Widersetzlichkeit beim
Melken beobachtet (Andrews et al. 1992; Wood et al. 1992). Capucchio et al. (2001)
beschreiben erhohte Aggressivitat der Scrapie-infizierten Ziegen als ein charakteristisches

Symptom.

Differentialdiagnosen

Das Spektrum an Differentialdiagnosen ist besonders im frGhen Krankheitsstadium sehr
breit. Erkrankungen, die mit Verhaltensstorungen, Sensibilitdtsstorungen und Juckreiz,
Haltungs- und Bewegungsstérungen oder langsam fortschreitender Abmagerung
einhergehen, sind differentialdiagnostisch in Betracht zu ziehen. Beispiele dafur sind
Listeriose, Tollwut, Ektoparasitenbefall, Borna’sche Krankheit, Aujeszky’sche Krankheit,
Botulismus, Maedi/Visna, Lungenadenomatose, Paratuberkulose, Ketosen und Vergiftungen
(Kimper 1994; Maurer et al. 2005). Im spateren Verlauf der klinischen Erkrankung sind meist
einige der typischen Symptome so gut ausgepragt, dass bei entsprechender Erfahrung eine

klinische Verdachtsdiagnose gestellt werden kann.
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Atypische Scrapie

Neben der klassischen Scrapie wird seit Einfihrung der intensivierten, EU weiten Scrapie-
Uberwachung aus nahezu allen EU-Mitgliedsstaaten auch von sogenannten ,atypischen
Scrapie-Fallen” berichtet (Benestad et al. 2003; Buschmann et al. 2004a, Buschmann et al.
2004b; Orge et al. 2004). Diese Falle lassen sich von der klassischen Form durch
unterschiedliche biochemische Erregereigenschaften des akkumulierten PrPS° sowie die
veranderte Erregerverteilung im Gehirn abgrenzen. So werden sie aufgrund der geringen
Proteinase K-Resistenz des PrP nicht von allen TSE-Schnelltests erfasst (Buschmann et
al. 2004a). Wahrend es sich bei der klassischen Scrapie um eine Herdenerkrankung handelt,
sind bei der atypischen Scrapie meist nur einzelne Tiere betroffen (Gretzschel et al. 2005;
Lidhken et al. 2007). AuRerdem sind haufiger Tiere betroffen, deren Genotyp mit Resistenz
gegenuber klassischer Scrapie assoziiert wird (Buschmann et al. 2004b; Orge et al. 2004).
Es konnen Tiere aller Altersklassen erkranken (Lihken et al. 2007). Das klinische
Erscheinungsbild ahnelt dem der klassischen Scrapie mit Ataxie, Schreckhaftigkeit und
Abmagerung. Dagegen fehlen haufig die typischen Symptome Juckreiz und Vliesverlust.
AuBerdem konnte eine Akkumulation von PrP*¢ in lymphatischen Geweben bisher nicht
nachgewiesen werden (Benestad et al. 2003). Es wird diskutiert, ob es sich bei der
atypischen Scrapie eher um eine sporadische als um eine infektidse Erkrankung handelt,
ahnlich der sporadischen CJK des Menschen (Benestad et al. 2003; Luhken et al. 2007).
Dafir spricht auch das Auftreten eines Falles atypischer Scrapie auf den Falkland-Inseln
(Epstein et al. 2005), sowie eine gleichmalige Pravalenz in der EU, im Gegensatz zu

klassischer Scrapie, die in unterschiedlichen Haufigkeiten auftritt.

BSE beim kleinen Wiederkauer

Da eine experimentelle Ubertragung von BSE auf Schaf und Ziege (Foster et al. 1993)
bereits gelungen ist, ist auch eine natiirliche Ubertragung nicht auszuschlieBen. Auch Schafe
und Ziegen mussen in groflerem Umfang mit BSE-kontaminierten Futtermitteln in Kontakt
gekommen sein. In der Tat wurde im Jahr 2005 von einem BSE-Fall bei einer Ziege in
Frankreich berichtet (Eloit et al. 2005). Eine weitere natirliche BSE-Infektion wurde bei einer

Ziege im Vereinigten Konigreich diagnostiziert (GoatBSE 2009).
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2.1.3.2 Epidemiologie

Die erste gesicherte Beschreibung Uber das Auftreten von Scrapie bei Schafen erfolgte nach
McGowan 1732 in Grofibritannien (McGowan 1922). Andere Autoren sind der Auffassung,
dass es sich hierbei um ein Missverstandnis handelt und datieren das erste Auftreten auf
1750 (Schneider et al. 2007). In jedem Falle aber ist diese Erkrankung bereits seit tber 250
Jahren bekannt und gilt somit als Prototyp der Transmissiblen Spongiformen
Enzephalopathien. Lange Zeit jedoch wurde der Scrapie wenig Aufmerksamkeit geschenkt.
Erst als Hadlow 1959 die Idee aullerte, dass die Scrapie der Schafe und die Kuru der
Ureinwohner Neugineas, die vorher nicht miteinander in Zusammenhang gebracht wurden,

verwandt sein konnten (Hadlow 1959), wuchs das Interesse an Scrapie.

Scrapie ist fast weltweit verbreitet. Die Verbreitung der Erkrankung geschah vermutlich durch
den Import inkubierender Schafe. Australien und Neuseeland sind trotz ausgepragter
Schafindustrie derzeit Scrapie-frei. Strenge Import-, Quarantane- und
Ausrottungsbestimmungen haben die Einschleppung der Krankheit offensichtlich erfolgreich
verhindert (Hoinville 1996; Detwiler und Baylis 2003).

Genaue Daten uber die Pravalenz der Scrapie in den einzelnen Landern sind schwer zu
erfassen, da am lebenden Tier keine sichere Diagnosestellung mdglich ist. In GroRbritannien
zum Beispiel wird nach einer Umfrage unter den Landwirten vermutet, dass ein Drittel aller
Schafherden infiziert ist (Morgan et al.1990). In den Niederlanden gaben bei einer dhnlichen
Umfrage 6 % der Landwirte an, mindestens einmal einen Scrapie-Fall in der Herde
beobachtet zu haben (Schreuder 1993).

Die Situation in Deutschland ist der Abbildung 2.1 und der Tabelle 2.3 zu entnehmen. Von
Mitte des 19. Jahrhunderts bis Anfang des 20. Jahrhunderts verursachte die Scrapie in
Deutschland groRe wirtschaftliche Verluste. Zwischen 1945 und 1985 sind in der
Bundesrepublik Deutschland jedoch keine Falle mehr bekannt geworden. Erst 1985 trat die
Erkrankung hier wieder auf (Straub und Weiland 1992). In der DDR wurde Scrapie bereits
1973 bei 60 Schafen einer Herde diagnostiziert (Hiepe et al. 1973). In Abbildung 2.1 ist die
Anzahl der Scrapie-positiven Schafe in Deuschland seit 1985 dargestellt. Der deutliche
Anstieg positiver Befunde seit 2002 fallt mit der Einfihrung der aktiven Scrapie-
Uberwachung nach VO (EG) 999/2001 zeitlich zusammen.
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Abb. 2.1: Anzahl nachgewiesener Scrapie-Falle beim Schaf seit 1985 in Deutschland
(Balkema-Buschmann und Groschup 2010)

In Tabelle 2.3 sind die Anzahl der Scrapie-Ausbriiche, unterteilt nach klassischer und
atypischer Scrapie, und die Anzahl der jeweils betroffenen Tiere in Deutschland seit 2002
aufgeflhrt. Aus der grol3en Zahl der Ausbriiche und der geringen Zahl betroffener Tiere bei
der atypischen Scrapie kann man ablesen, dass es sich bei der atypischen Scrapie eher um

eine Einzeltiererkrankung handelt.

Tab. 2.3: Ausbriche und Anzahl betroffener Schafe von klassischer und atypischer Scrapie
in Deutschland (Balkema-Buschmann und Groschup 2010)

Klassische Scrapie Atypische Scrapie Total

Anzahl der|Anzahl der|Anzahl der|Anzahl der |Anzahl der |Anzahl der

Ausbriiche| Schafe |Ausbriiche| Schafe |Ausbriiche| Schafe
2002 4 26 9 9 13 35
2003 4 11 18 20 22 31
2004 6 78 37 42 43 120
2005 4 4 25 27 29 31
2006 2 3 19 23 21 26
2007 6 15* 20 21* 27 37
2008 0 0 5 5 5 5
2009 0 0 12 12 12 12
Total 26 137 145 159 172 297

*Plus ein Fall TSE-positiv, aber Unterscheidung klassisch/atypisch nicht méglich
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Natirlich vorkommende Scrapie bei Ziegen wurde erstmals 1942 in Frankreich beschrieben
(Chelle 1942). Weitere Scrapie-Falle bei Ziegen wurden unter anderem beschrieben in
Kanada (Stemshorn 1975), Zypern (Toumazos 1991; Toumazos und Alley 1989), Finnland
(OIE 2002), Griechenland (Leontides et al. 2000), Italien (Capucchio et al. 1998), Schweiz
(Fankhauser et al. 1982), GroRbritannien (Brotherston et al. 1968; Harcourt 1974; Andrews
et al. 1992; Goldmann et al. 1996) und in den USA (Hourrigan et al. 1969; Hadlow et al.
1980). In Deutschland ist bisher noch kein TSE-Fall bei einer Ziege festgestellt worden
(Stand: September 2010).

2.2 Der Erreger der TSEn

In den 50er Jahren wurde aufgrund der beobachteten langen Inkubationszeiten
angenommen, dass es sich bei dem Erreger der TSEn um ein ,langsames® Virus handelt.
Dies fuhrte zur Klassifizierung von Scrapie als ,Slow virus infection“ (Sigurdsson 1954). Es
konnte jedoch weder ein krankheitsassoziiertes Virus noch eine entsprechende
Immunantwort nachgewiesen werden. Daher geht man nach dem heutigen Stand des
Wissens von der ,Protein-only-Hypothese® aus, die Prusiner 1982 aufstellte. Danach handelt
es sich beim Erreger der TSEn um ein unkonventionelles, infektidses Protein, das als Prion
(proteinaceous infectious particle) bezeichnet wird und allein krankheitsverursachend sein
soll. Obwohl Prusiners Hypothese noch nicht vollstandig bewiesen werden konnte, wird sie
im Gegensatz zur Virus-Hypothese von Diringer (1994) und Manuelidis (1994) und der
Virino-Hypothese von Dickinson und Outram (1988) von den meisten Wissenschaftlern

akzeptiert.

2.2.1 Struktur und biochemische Eigenschaften

Das Prionprotein (PrP) existiert in einer physiologischen, wirtsspezifischen, zellularen Form
(PrP°®) im nicht infizierten Wirt und als Hauptkomponente des krankheitsauslésenden Agens
der TSEn (PrP%°, Sc steht fiir Scrapie).

Das PrP% ist im Gegensatz zum PrP° partiell resistent gegeniiber einem Proteinase K-
Verdau (Oesch et al. 1985) und auch ungewdhnlich unempfindlich gegentiber Strahlung und
anderen Agenzien. Diese Tatsachen fiihrten schon friih zu der Annahme, dass der Erreger
keine eigene Nukleinsdure enthalt, sondern nur aus Protein besteht. Ein wirtseigenes
chromosomales Gen kodiert fiir das Prionprotein (Chesebro et al.1985, Oesch et al. 1985).

Dieses Gen lasst sich bei allen bisher untersuchten Sauger- und Vogelarten nachweisen.

Das normale Prionprotein (PrP®) wird in den meisten Kérpergeweben exprimiert, am meisten
jedoch im Nervengewebe (Bendheim et al. 1992; Horiuchi et al. 1995). Die zellulare Isoform

ist ein 33-35 kDa Glycoprotein mit zwei N-Glycosylierungsstellen, das durch einen
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Glycosylphosphatidylinositolanker (GPI) an der duf3eren Zellmembran verankert ist (Stahl et
al. 1987). Seine Sekundarstruktur ist reich an a-Helices (42 %) und beinhaltet wenige [-
Faltblattstrukturen (3 %) (Pan et al. 1993). Die genaue Funktion des PrPC ist immer noch
unklar. Es soll aber eine Rolle in Anti-Oxidant-Systemen und im zelluldren Kupfer-
Stoffwechsel spielen (Brown et al. 1997). Bller et al. (1992) beschrieben, dass sich
transgene Mause ohne PrP (PrPnull-Mause) normal entwickeln und verhalten. Tobler et al.
(1996) hingegen beobachteten eine Abweichung im circardianen Aktivitats- und

Schlafrhythmus bei derartigen PrPnull-Mausen.

Im Laufe der TSE-Erkrankung kommt es zu posttranslationalen Konformationsanderungen in
der Sekundar- und Tertiarstruktur des PrP. Dadurch erhéht sich die Anzahl an -
Faltblattstrukturen auf etwa 47 % (Pan et al. 1993; Caughey et al. 1991). Diese aggregieren
aufgrund hoher Hydrophobizitat zu amyloidahnlichen Strukturen, den Scrapie-assoziierten
Fibrillen (SAF) oder Prion-Rods (Diringer et al. 1983; Hope et al. 1986; Lehmann und Harris
1995). Dies resultiert in einer erhéhten Resistenz des PrPS° gegeniiber proteolytischen
Enzymen. Durch die Einwirkung des Enzyms Proteinase K kommt es lediglich zu einer
Abspaltung von etwa 68 Aminosauren am N-Terminus des PrP und damit zu einer
charakteristischen Reduktion des Molekulargewichts auf 27-30 kDa. Diese Eigenschaft wird

bei fast allen diagnostischen Methoden genutzt.

Die Umwandlung des normalen Wirtsproteins (PrP®) zu der aggregierten Form (PrP%°) ist das
grundlegende Ereignis im Krankheitsgeschehen der TSE (Hunter 1997), wobei der
Mechanismus der Konversion noch immer nicht aufgeklart ist. GemaR dem Heterodimer-
Modell (Prusiner 1991) erfolgt die Konversion durch Anlagerung eines PrP*® an das zelluldre
Protein. Dies startet einen katalytischen Prozess, bei dem das neu entstandene PrpSe
weitere Konversionen induziert. Diese Konversion von PrP® zu PrP° konnte auch in vitro im
zellfreien System nachgestellt werden, induziert durch PrPS® selbst (Kocisko et al. 1994,
Caughey et al. 1999), was Prusiners Hypothese stlitzt. Saborio et al. (2001) entwickelten
daraus die ,Protein Misfolding Cyclic Amplification® (PMCA). Mithilfe der PMCA kénnen
durch In vitro-Konversion sehr geringe Mengen an PrP*° derartig vermehrt werden, dass sie

detektierbar werden.

2.2.1.1 TSE-Stamme

Pattison und Millson (1960) entdeckten bei experimentell mit zwei unterschiedlichen Scrapie-
Isolaten infizierten Ziegen zwei verschiedene klinische Bilder und schlossen daraus auf
unterschiedliche Erregerstamme. Spater wurden weitere unterschiedliche Prionstdamme in

verschiedenen Spezies identifiziert, die sich in Inkubationszeit und Lasionsprofil (detaillierte
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Beschreibung der neuropathologischen Befunde) in bestimmten Mauslinien unterscheiden.

Fir einen standardisierten Vergleich der Stamme erfolgt eine Ubertragung auf Labortiere
(Mause und/oder Hamster). Als Unterscheidungskriterien werden die klinische Symptomatik,
Inkubationszeit, Ubertragbarkeit, histopathologisches Lasionsprofil, AusmaR der Resistenz
gegeniiber Proteinase K, Verhalten bei Inaktivierungsversuchen und PrPSc-Glykosylierung

herangezogen.

Die TSE-Stammcharakteristika bleiben auch nach Passagierung in verschiedenen Spezies
oder Genotypen stabil. Das zeigt, dass das Agens seine eigenen stammspezifischen
Informationen tragt (Bruce 1993; Bruce et al. 1994; Bruce 2003).

Bei Scrapie bei Schafen und Ziegen kénnen mehrere verschiedene Erregerstamme

unterschieden werden.

Bei der BSE beim Rind hingegen wurde lange Zeit davon ausgegangen, dass weltweit nur
ein einzelner BSE-Stamm existiert. Die Stamm-Typisierung in Mausen hat gezeigt, dass
dieser BSE verursachende Stamm sowohl Hauskatzen als auch Wiederkauer in
Zoologischen Garten infiziert hat und auch bei Menschen mit vCJK isoliert wurde (Bruce et
al. 1994; Bruce et al. 1997). Allerdings wurde kirzlich das Auftreten atypischer BSE-Falle bei
Uber acht Jahren alten Rindern berichtet (Casalone et al. 2004; Buschmann et al. 2006;
Baron et al. 2007). Diese Falle unterscheiden sich von der klassischen BSE unter anderem
hinsichtlich des Molekulargewichts und des Glycosylierungsmusters des PrP sowie der
betroffenen Hirnregionen und den dabei auftretenden Ablagerungsmustern. So kann davon

ausgegangen werden, dass noch mindestens zwei weitere BSE-Stdmme existieren.

2.2.2 Erregerinaktivierung

Zahlreiche Studien zeigen, dass sich der TSE-Erreger durch eine hohe Resistenz gegenilber
physikalischen und chemischen Inaktivierungsversuchen auszeichnet. Herkdmmliche
DesinfektionsmalRnahmen, die erfolgreich zur Abtétung konventioneller Mikroorganismen
angewendet werden, bleiben meist wirkungslos (Taylor 1993). Oft Iasst sich nur eine
Senkung der Infektiositat erreichen, nicht aber eine komplette Inaktivierung. Eine totale
Inaktivierung  kénnen nur starke Alkalien (Natronlauge) und Oxidationsmittel
(Natriumhypochlorit) bewirken. Einen weiteren Hinweis auf die extreme Resistenz der
Prionen geben auch die akzidentellen Ubertragungen, wie zum Beispiel die Ubertragung von
Scrapie durch eine Formalin-inaktivierte Louping lll-Vakzine (Robinson 1996) oder die BSE-
Epidemie, bei der Tiermehle verfuttert wurden, die in Tierkérperbeseitigungsanlagen einer
Hitzebehandlung bei 80°C bis 90°C unterzogen worden waren (Wilesmith et al. 1991). Eine

hohe Tenazitat der Prionen gegeniber Austrocknung, hohen Umwelttemperaturen und
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Sonneneinstrahlung ist ebenfalls bekannt (Brown und Gajdusek 1991).

Fiir die Resistenz der Prionen sind offensichtlich die geordnete Tertidrstruktur des PrP% und
seine Tendenz zur Bildung von Aggregaten mit amyloider Struktur, die als Scrapie-
assoziierte Fibrillen (SAF) oder Prion-Rods bezeichnet werden, von entscheidender

Bedeutung (Hornlimann et al. 2001a).

Im Beschluss 603 des Ausschusses fir Biologische Arbeitsstoffe werden wirksame

Inaktivierungs- und Dekontaminationsverfahren empfohlen.

Eine effektive Deaktivierung von PrP%° wird erreicht mit 1M Natriumhydroxid-Lésung (NaOH)
oder 2,5%iger Natriumhypochlorit-Lésung (NaOCI) mit jeweils mindestens einer Stunde
Einwirkzeit. Diese Mittel eignen sich besonders fir nicht autoklavierbare Oberflachen und

Materialien, haben aber den Nachteil einer korrosiven Wirkung.

Eine besonders wirksame Methode ist die Kombination von Autoklavieren bei 121°C und die
Verwendung von 1M NaOH (Taylor 2000).

Alkohole wie Ethanol und Propanol haben keine inaktivierende Wirkung auf Prionen.
Herkdmmliche alkoholische Handedesinfektionsmittel eignen sich daher nicht zur
Desinfektion Prionen-kontaminierter Haut. Empfohlen wird nach Kontamination eine sofortige
Behandlung mit 2,5%iger Natriumhypochlorit-Lésung oder 5-10 minltige Dekontamination
mit 1M NaOH (Raeber und Aguzzi 2001).

Formalin inaktiviert den TSE-Erreger nicht, sondern stabilisiert ihn. Die Infektiositat in
formalinfixiertem Gewebe fiir die Arbeit in der Histologie kann aber um den Faktor 10’
herabgesetzt werden durch die Dekontamination des Gewebes mit 98%iger Ameisensaure
(CH,0;) vor der Routineeinbettung (Brown et al. 1990). Eine Ameisensaurebehandlung
bewirkt jedoch keine vollstandige Inaktivierung. Im Verlauf der Herstellung feingeweblicher
Schnitte verringert eine zweite (10-mindtige) Inkubation der bereits auf Objekttrager

aufgezogenen Schnitte in Ameisensaure nochmals die Infektiositat.

2.2.3 Ubertragbarkeit und genetisch bedingte Empfinglichkeit

2.2.3.1 Natiirliche und experimentelle Ubertragbarkeit

Bereits 1936 gelang Cuillé und Chelle der Nachweis des infektidsen Charakters von Scrapie
durch experimentelle Ubertragungen auf Schafe und Ziegen (Cuillé und Chelle 1936; Cuillé
und Chelle 1938). Anfang der 60er Jahre wurden erstmals Mause experimentell mit Scrapie
infiziert (Chandler 1961; Zlotnik und Rennie 1963).

Der natiirliche Ubertragungsweg der klassischen Scrapie innerhalb einer Schafherde ist

primar perinatal/horizontal (Hadlow et al. 1982). Dabei spielt der direkte Kontakt des
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neugeborenen Lamms und anderer Herdenmitglieder mit den Nachgeburten infizierter
Mutterschafe eine wichtige Rolle (Pattison et al. 1972; Dickinson et al. 1974; Race et al.
1998). Durch die infizierten Plazenten kommt es auch zu einer Kontamination der Weiden
und Stalle. Das Weideland kann dann angesichts der groRen physikalischen und
chemischen Stabilitdt des Erregers Uber mehrere Jahre fiur Schafe infektids bleiben
(Hagenaars et al. 2003; Brown und Gajdusek 1991; Seidel et al. 2007). Eine diaplazentare
Ubertragung scheint ebenfalls stattzufinden, jedoch ist ihre Bedeutung wesentlich geringer
als der direkte postnatale Kontakt (Onodera et al. 1993; Andreoletti et al. 2002). Eine

Ubertragung von Herde zu Herde erfolgt meist durch infizierte Tiere im Inkubationsstadium.

Es sind zwei Félle bekannt, bei denen es zu einer iatrogenen Ubertragung von Scrapie durch
die Anwendung von Vakzinen kam, bei deren Herstellung kontaminiertes Hirnmaterial von
Schafen verwendet wurde (Robinson 1996; Caramelli et al. 2001; Zanusso et al. 2003). Es
handelte sich um Impfstoffe gegen Louping lll in Schottland und gegen Mycoplasma
agalactiae in Italien. Durch beide Zwischenfalle kam es zu einer deutlichen Erhéhung der

Scrapie-Inzidenz in den betroffenen Landern.

In Versuchen mit Mausen konnte auch eine Infektion mit Scrapie-Erregern Uber die
Konjunktiven nachgewiesen werden (Scott et al. 1993). AuRerdem gelang eine Infektion mit
Scrapie Uber Lasionen der Haut bei immunkompetenten Mausen (Taylor et al. 1996).
Versuche an Hamstern zeigten eine erfolgreiche Scrapie-Infektion durch Inokulation in die

Zahnpulpa (Ingrosso et al. 1999).

Infektionsstudien haben weiterhin gezeigt, dass das Blut bestimmter Spezies, sowohl
wahrend der klinischen als auch in der prasymptomatischen Phase der Erkrankung, Prionen
enthalten kann, die somit Ubertragen werden kénnen (Hunter et al. 2002; Saa et al. 2006).
So konnten Schafe mit dem BSE-Erreger durch Bluttransfusion von asymptomatischen,
infizierten Tieren infiziet werden (Hunter et al. 2002). Auch bei der menschlichen
Prionerkrankung vCJK scheint eine Ubertragung tber das Blut méglich zu sein. Die vCJK-
Infektion von drei Patienten wurde mit einer Transfusion von Blut symptomfreier Spender
assoziiert. Die zum Zeitpunkt der Blutentnahme klinisch gesunden Spender verstarben
spater an vCJK (Llewelyn et al. 2004; Peden et al. 2004).

2.2.3.2 Genetisch bedingte Empfanglichkeit

Ausschlaggebend flr eine TSE-Empfanglichkeit ist die Expression von PrP°. Transgene
Mause, die das Prionprotein-Gen nicht tragen, sind unempfanglich gegeniber Scrapie (Buler
et al. 1993). Implantiert man solchen Mausen jedoch Neuronen ins Gehirn, die PrP° bilden,
so entstehen nach experimenteller, intrazerebraler Infektion in den entsprechenden

Regionen TSE-spezifische histopathologische Veranderungen. Nach peripherer Inokulation
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gelingt dies nicht. Somit scheint das PrP° sowohl fir lokale Entwicklung der Lasionen als
auch fur den Erregertransport zum ZNS von entscheidender Bedeutung zu sein (Blattler et

al. 1997). Dies unterstitzt Prusiners Prion-Hypothese (Prusiner 1982).

Obwohl Scrapie eine Infektionskrankheit ist, besteht ein starker genetischer Einfluss auf die
Krankheitsempfanglichkeit, bei der das Prionprotein-Gen von zentraler Bedeutung ist (Hunter
et al. 1997). Bei der experimentellen Infektion ist die Inkubationszeit von verschiedenen
Parametern abhangig, dazu gehdéren der Genotyp des Empfangertiers, der TSE-Stamm
sowie die Dosis und Applikationsart des infektiossen Agens. Das Gen, welches das
Prionprotein kodiert und damit auch die TSE-Inkubationszeit beeinflusst, wird als Prnp
bezeichnet. Dickinson et al. (1968) postulierten ein Sinc—Gen (Scrapie incubation gen) bei
der Maus, das die Inkubationszeit beeinflusst. Das analoge Gen beim Schaf wurde als Sip-
Gen (Scrapie incubation period) bezeichnet. Nach den Erkenntnissen von Moore (1998)
entsprechen diese Gene tatsachlich dem Prnp. Das Prnp des Schafes weist in einer Reihe
von Codons sowohl in individuellen Schafen als auch in bestimmten Schaflinien oder -rassen
variable Allele auf. Dabei sind die Polymorphismen an drei Positionen (Codon 136, 154 und
171) von besonderer Bedeutung flr die Dauer der Inkubationszeit, die Pathologie und die
klinischen Symptome der klassischen Scrapie (Goldmann et al. 1991, Goldmann et al. 1994).
Durch die Polymorphismen wird die Aminosauresequenz beeinflut, was die Struktur des
PrP® verandern kann. Das kann dazu fiihren, dass die Prionstruktur stabilisiert oder
destabilisiert wird. Somit kénnen sich Teile des PrP® mit geringerer oder héherer
Wahrscheinlichkeit von der a-helikalen Struktur in eine B-Faltblattstruktur umfalten (Prusiner
1998).

Die essentiellen Codons fir die Empfanglichkeit der klassischen Scrapie liegen beim Schaf
an den Positionen 136, 154 und 171 des Prnp (Hunter 1997) mit folgenden mdglichen

Aminosaurepolymorphismen:
- Codon 136: Valin (V) oder Alanin (A)
- Codon 154: Arginin (R) oder Histidin (H)
- Codon 171: Arginin (R), Glutamin(Q) oder Histidin (H)

Basierend auf diesen drei Codons kommen insgesamt flinf verschiedene Allele vor, namlich
VRQ, ARQ, ARH, AHQ und ARR. Die Genotypen, die sich aus diesen Allelen ergeben,
weisen unterschiedliche Empfanglichkeiten fir Scrapie auf. Bei den einzelnen Schafrassen

ist das Vorkommen dieser Allele nicht einheitlich.

Die Allele ARR (Alanin-Arginin-Arginin) werden mit Resistenz gegeniber natirlicher Scrapie
assoziiert und die Allele VRQ (Valin-Arginin-Glutamin) mit hochster Empfanglichkeit,

insbesondere wenn sie homozygot vorliegen (Goldmann et al. 1990; Hunter 1996; 1997;



Literaturtbersicht 17

Hunter et al. 1997; Elsen et al. 1999). Weltweit existierte lange Zeit nur ein unbestatigter
Bericht von klassischer Scrapie in einem PrP*"YARR_Schaf (Ikeda et al. 1995), der erst
kirzlich durch einen weiteren Bericht aus Deutschland und Frankreich bestatigt wurde
(Groschup et al. 2007). Untersuchungen deuten darauf hin, dass PrP*"?¥ARR_Schafe eine
geringe Empfanglichkeit gegenlber einer experimentellen oralen Infektion sowohl mit dem
Scrapie- als auch mit dem BSE-Agens aufweisen (O Rourke et al. 1997; Bossers et al. 2000;
Jeffrey et al. 2001). Jedoch kdnnen PrPARRARR_Schafe nicht als absolut genetisch resistent
gegenluber TSE-Erkrankungen angesehen werden, da eine intrazerebrale Inokulation mit
BSE zur Erkrankung und Auspragung klinischer Symptome gefiihrt hat (Houston 2003).
AuRerdem ist zu beachten, dass atypische Scrapiefalle bei Schafen mit wenigstens einem
ARR-Allel regelmalig vorkommen (Benestad et al. 2003; Buschmann et al. 2004; Lihken et
al. 2006).

Die Allele ARQ, ARH und AHQ verhalten sich abhangig von der Rasse unterschiedlich
(Hunter 1997; Thorgeirsdottir et al. 1999). Bei Schafrassen, in denen VRQ-Allele selten

PARQ mit erhdhter Scrapie-Empfanglichkeit assoziiert (Hunter et al. 1994,

vorkommen, wird Pr
Elsen et al. 1999), was auch im deutschen Schafbestand der Fall ist (Lihken et al. 2006).
Die Rolle des ARH-Allels ist nicht genau geklart. Bei Texel-Schafen verhalt es sich
wahrscheinlich neutral (Belt et al. 1995). Fur das AHQ-Allel bei Romanov-Schafen wird von
Elsen et al. (1999) ein protektiver Einfluss beschrieben. Dagegen beschreiben Tranulis et al.

(1999) zwei Scrapie-Falle bei AHQ-homozygoten Schafen norwegischer Rassen.

Wie in Tabelle 2.4 dargestellt, kdnnen die verschiedenen mdéglichen Allelkombinationen je
nach Scrapie-Empfanglichkeit in Genotypklassen eingeteilt werden. Tiere der Genotypklasse
1 zeigen die hdchste, diejenigen der Klasse 5 die geringste Resistenz gegeniber klassischer

Scrapie.

Es ist noch ungeklart, ob die Scrapieinfektion in Scrapie-resistenten Genotypen persistiert
und ob Tiere dieser Genotypen dann als subklinische Trager zur Verbreitung der Infektion

beitragen.

Im Zusammenhang mit atypischer Scrapie hat ein weiterer Polymorphismus, namlich an
Position 141 (Leucin (L) oder Phenylalanin (F)) besondere Aufmerksamkeit erhalten. Das
Vorhandensein von F an dieser Position in Kombination mit dem Kodon ARQ scheint die
Empfanglichkeit fir atypische Scrapie deutlich zu erhéhen (Moum et al. 2005, Lihken et al.
2006)

Auch bei der Ziege wurden bereits mehrere Mutationen im Prnp beschrieben (Goldmann et
al. 1996; Bossers et al 2000; Billinis et al. 2002; Papasavva-Styliaonou et al. 2005; Acutis et
al. 2006). Diese scheinen, wie beim Schaf, Einfluss auf die Inkubationszeit zu haben, jedoch

ist die Verbindung zwischen Polymorphismus und TSE-Empfanglichkeit nicht so stark
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ausgepragt wie beim Schaf.

Tab. 2.4: Beziehung zwischen PrP-Gen-Varianten und dem Erkrankungsrisiko bei Exposition
und daraus resultierende Einteilung in Genotypklassen (DEFRA 2005)

Genotyp Genotypklasse | Erkrankungsrisiko

ARR/ARR G1 Die Schafe weisen die héchste genetische Resistenz
auf.

ARR/AHQ G2 Die Schafe sind genetisch resistent, sollten aber nur

ARR/ARH nach sorgfaltiger Selektion fir die weitere Zucht

ARR/ARQ eingesetzt werden.

AHQ/AHQ G3 Die Schafe weisen eine geringe genetische Resistenz

AHQ/ARH auf und sollten nur nach sorgfaltiger Selektion weiter

AHQ/ARQ zuchterisch genutzt werden.

ARH/ARH

ARH/ARQ

ARQ/ARQ

ARR/VRQ G4 Die Schafe sind genetisch Scrapie-empfanglich und
sollten nicht in der Zucht eingesetzt werden.

AHQ/VRQ G5 Die Schafe sind am empfanglichsten fir Scrapie. Sie

ARH/VRQ sollten nicht in der Zucht eingesetzt werden.

ARQ/VRQ

VRQ/VRQ

A = Alanin; V = Valin; R = Arginin; H = Histidin; Q = Glutamin

2.2.4 Pathogenese

Zu den grundlegenden Erkenntnissen Uber die Pathogenese von Scrapie beim kleinen
Wiederkduer gelangte man erst in der zweiten Halfte des vergangenen Jahrhunderts
(Pattison und Millson 1962; Eklund et al. 1967; Dickinson et al. 1974).

Prion-Erkrankungen rufen keine Immunantwort hervor. Dies ist jedoch nicht durch eine
nachweisbare immunologische Fehlfunktion oder Suppressorzellaktivitdt, sondern
wahrscheinlich durch die Tatsache bedingt, dass infektioses PrPS¢ und PrP° identische

Aminosauresequenzen besitzen (Mabbot et al. 1998). Im Gegensatz dazu zeigen PrP-Knock
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out-Mause (transgene Mause, die das Prionprotein nicht exprimieren) eine Immunantwort
gegen PrP (Blattler et al. 1997).

2.2.4.1 Erregeraufnahme und -verbreitung

Schafe infizieren sich unter natirlichen Bedingungen durch orale Erregeraufnahme. Auch
wenn in Versuchen gezeigt wurde, dass sowohl normales als auch pathologisches
Prionprotein durch die Verdauungssafte fast vollstdndig verdaut werden (Jeffrey et al. 2006,
Sales 2006), passiert das noch verbleibende abnorme Prionprotein die intakte
Darmschranke und gelangt bald darauf in die Lymphe. Dies geschieht in gleicher Weise
sowohl bei Schafen empfanglicher Genotypen als auch bei resistenten Schafen (Sales
2006).

Hochspezialisierte Epithelzellen, sogenannte M-Zellen (,microfold® oder ,membranous*
cells), im follikelassoziierten Epithel der Peyer'schen Platten sind vermutlich< wichtige
Eintrittspforten fur den Erreger (Press et al. 2004). Diese Zellen sind spezialisiert auf den
transepithelialen Transport von Makromolekilen und Partikeln, um fir das Immunsystem
Inhalte aus dem Lumen des Intestinums zu sammeln (Neutra et al. 1996). Sie kdnnen von
manchen Mikroorganismen (zum Beispiel Salmonella typhi und typhimurium) ausgenutzt
werden, um in die Tunica mucosa zu gelangen (Jones et al. 1994). Die Transzytose des
Scrapie-Agens auf die basolaterale Seite des Epithels durch M-Zellen wurde im In-vitro-
System nachgewiesen (Heppner et al. 2001). Als weitere mdgliche Orte der
Erregeraufnahme werden auch Enterozyten (Jeffrey et al. 2006) und die Fortsatze
dendritischer Zellen (Mabbot und MacPherson 2006) diskutiert.

An der Ausbreitung des Erregers Uber Lymph- und BlutgefaRe sind vermutlich Follikular
Dendritische Zellen (FDC) und ,Tingible-Body-Macrophages® (TMB) beteiligt, da in ihnen
groRe Mengen von PrP%¢ immunhistochemisch nachgewiesen werden konnten (McBride et
al. 1992; Jeffrey et al. 2000; Huang und MacPherson 2003).

2.2.4.2 Infektion von GALT (gut associated lymphoid tissue)

In mehreren Studien an Texel-Schafen (van Keulen et al. 1996; van Keulen et al. 1999; van
Keulen et al. 2002) konnte gezeigt werden, dass die Tonsilla palatina, die Peyer'schen
Platten des kaudalen Jejunum und des lleums und die dazugehérigen drainierenden
Lymphknoten (Lymphonodi retropharyngeales, Lymphonodi jejunales und Lymphonodi
ileocaecales) die ersten Orte sind, an denen Prpsc nachgewiesen werden kann. Ahnliche
Ergebnisse erzielten auch Andreoletti et al. (2000) an Romanov-Schafen. Sie wiesen PrPS°

in den Peyer’schen Platten und in den drainierenden Mesenteriallymphknoten nach. Daher
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werden die GALT-Gewebe des Oropharynx und des Darmes als Haupteintrittspforte fiir eine
naturliche Scrapie-Infektion angesehen (Hadlow et al. 1982; Heggebo et al. 2000; van
Keulen et al. 2002).

Die Verteilung von PrP®¢ im Tierkdrper ist nicht bei jedem Tier gleich. Sie scheint abhéngig
vom Genotyp des betroffenen Tieres zu sein. Bei Schafen, die das Allel VRQ homozygot
tragen, ist eine sehr frilhe Akkumulation von PrP%¢ in lymphatischen Geweben bereits bei
Lammern im Alter von zwei Monaten zu beobachten (Andreoletti et al. 2000). In der
klinischen Phase der Erkrankung erfolgt die Akkumulation von PrPS¢ bei PrPYR¥VRQ gchafen
allerdings sowohl in lymphatischen als auch in neuronalen Geweben. Bei Schafen mit den
Allelen VRQ/ARR ist PrPS® nur im ZNS nachweisbar, nicht in lymphatischen Geweben. Diese
Tatsache fuhrte zu der Annahme, dass Schafe mit wenigstens einem ARR-Allel das PrPS¢ im
lymphatischen Gewebe nicht akkumulieren (van Keulen et al. 1996; van Keulen et al. 2002;
Andreoletti et al. 2000; Jeffrey et al. 2002; Ersdal et al. 2005). Daflir sprechen auch die
Untersuchungen an PrPARRARR_Schafen mit atypischer Scrapie, bei denen in ausgewahlten
lymphatischen Geweben ebenfalls keine Akkumulation von PrP*¢ festgestellt werden konnte
(Benestad et al. 2003). Ersdal et al. (2003), Houston et al. (2002) und Gonzalez et al. (2006)
schlieRen jedoch aus ihren Beobachtungen, dass PrP°° unabhingig vom Genotyp im

lymphoretikularen System von erkrankten Tieren detektiert werden kann.

2.2.4.3 Infektion der nicht zum GALT gehorenden lymphatischen Gewebe

Von den lymphatischen Geweben des Verdauungstrakts wandert der Erreger Uber die
Lymphe zu lymphatischen Geweben, die nicht zum Verdauungstrakt gehoren, wie zur Milz
und zu anderen Korperlymphknoten. Die Invasion der lymphatischen Gewebe kann aber
auch spater retrograd Uber infizierte Nervenbahnen erfolgen (Andreoletti et al. 2000;
Heggebo et al. 2002; van Keulen et al. 2002).

2.2.4.4 Neuroinvasion

Der Magen-Darm-Trakt ist reich an autonomer Innervation. Es gibt zwei autonome Plexus:
den Auerbach’schen Plexus oder Plexus myentericus zwischen den beiden Muskelschichten
der Darmwand sowie den Meissner'schen Plexus oder Plexus submucosus in der Tunica

submucosa. Zusammen bilden sie das enterische Nervensystem (ENS).

Bedingt durch die unmittelbare Nachbarschaft der Peyer'schen Platten zum enterischen
Nervensystem beginnt hier die Neuroinvasion, auch wenn der genaue Mechanismus noch
nicht bekannt ist. Bekannt ist aber, dass die Ausbreitung von Prionen von der Peripherie ins
ZNS von PrP-haltigem Gewebe abhéangig ist (Brandner et al. 1996).
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Die Neuroinvasion des Scrapie-Erregers wurde intensiv am Hamster untersucht (Baldauf et
al. 1997; Beekes et al. 1998; McBride et al. 2001). Dabei zeigte sich, dass der
Infektionsprozess im Bereich der thorakalen Wirbelsdule ins Rickenmark eindringt und dass
eine alternative Route unter Umgehung des Rickenmarks existiert. Die Ausbreitung erfolgt
zum einen Uber efferente parasympathische Fasern, die die thorakalen und abdominalen
Eingeweide innervieren, zum Nucleus motorius dorsalis nervi vagi (DMNV) in der Medulla
oblongata. Das PrP*° breitet sich dann in weitere Kerngebiete der Medulla aus: Nucleus
tractus solitarii, Area postrema, Nucleus ambiguus und Nuclei vestibulares. Die andere
Ausbreitungsmdglichkeit fuhrt den Erreger Uber das Ganglion mesentericum craniale und
das Ganglion coeliacum sowie Uber sympathische Fasern des Nervus splanchnicus zum
Ruckenmark in die Substantia intermediolaterale zwischen dem achten und zehnten

Thorakalwirbel. Von dort erfolgt die weitere Ausbreitung nach cranial und caudal.

Untersuchungen von van Keulen et al. (2000; 2002) an Schafen zeigten ahnliche

Ergebnisse.

2.2.4.5 Ausbreitung in andere Gewebe

Akkumulationen von pathologischem Prionprotein konnten mittlerweile nicht nur in
neuronalen und lymphoretikularen Geweben nachgewiesen werden, sondern auch in einigen
anderen Korpergeweben. Besonders im Zusammenhang mit Entzindungsreaktionen
anderer Genese wurde PrP%¢ in sonst unbeteiligten Geweben entdeckt. Dies ist dadurch zu
erklaren, dass Follikular Dendritische Zellen (FDC), B-Lymphozyten und andere
Komponenten des Immunsystems nicht nur eine Rolle bei chronischen
Entzindungsprozessen spielen, sondern auch wichtig sind flir den Transport und die
Replikation von Prionen (Brown et al. 2000; Mabbot und MacPherson 2006).

Die Infektion von Mausen mit Scrapie, welche zusatzlich an Nephritis, Pankreatitis oder
Hepatitis leiden, verursachte in einer Studie von Heikenwalder et al. (2005) eine
Akkumulation von PrPS® an den Orten der Entziindung. Untersuchungen von Ligios et al.
(2005) weisen darauf hin, dass das Zusammentreffen von natlrlichen chronisch-
entziindlichen Prozessen und natiirlicher Scrapie die Ablagerung von PrP%® auch auf sonst
nicht betroffene Gewebe beim Schaf erweitern kdnnen. So gelang der Nachweis von PrPs°
im Gewebe der Milchdrise mit chronischer Mastitis in klinisch Scrapie-kranken Schafen
(Ligios et al. 2005). Nicht entziindete Milchdriisen Scrapie-kranker Schafe waren dagegen
frei von PrP%°. Diese Ergebnisse geben Anlass zur Annahme, dass die Koexistenz von
Entzindung eines exkretorischen Organs und Prionerkrankung beim Schaf auch zu einer

Kontamination der Sekrete mit Prionen fihrt und somit ein Kofaktor fir die horizontale
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Ubertragung innerhalb einer Herde sein kénnte.

Jeffrey et al. (2001) beobachteten Ablagerungen von PrP®® im Abomasum von Scrapie-
infizierten Schafen an durch Magen-Darmparasiten (Helminthen) entzindlich veranderten

Lasionen.

Seeger et al. (2005) gelang die Ubertragung von Scrapie auf transgene Mé&use durch
intrazerebrale Injektion von Urin Scrapie-infizierter Mause, die gleichzeitig an chronischer

Nephritis litten.

Aber auch unabhangig von einer begleitenden Entzindung zeigten Sisé et al. (2006) eine
signifikante Akkumulation von pathologischen Prionprotein in den Nieren natdrlich und

experimentell infizierter Schafe.

Auch in den Speicheldriisen von Scrapie-infizierten Schafen gelang der Nachweis von PrPS°
(Vascellari et al. 2007). Dies ist ein Hinweis darauf, dass auch der Speichel Scrapie-

infizierter Tiere bei der horizontalen Ubertragung eine Rolle spielen kénnte.

Hamster akkumulieren nach experimenteller oraler Infektion mit Scrapie PrP%® in der
Skelettmuskulatur von Gliedmalen, Kopf, Riicken und Schulter und in der Zunge (Thomzig
et al. 2003). Den Weg der Prionen in die Muskulatur erklart Thomzig (2004) mit zentrifugaler
Ausbreitung der Infektion von spinalen Motorneuronen zu den Muskelfasern. Auch in der
Muskulatur natiirlich und experimentell mit Scrapie infizierter Schafe wird PrPS° akkumuliert,

wenn auch mit 5.000fach geringerer Infektiositat als im Gehirn (Andreoletti et al. 2004).

In Epithel und Muskelschicht der Zunge von natirlich mit Scrapie infizierten Schafen konnten

auch Casalone et al. (2004) PrP®® nachweisen.

Abhangig vom PrP-Genotyp des Fetus konnte eine Akkumulation von PrP¢ in Plazenten von
Scrapie inkubierenden Mutterschafen nachgewiesen werden. Keine Akkumulation fand man
dagegen in Plazenten von PrP*f"RVRA.gchafen. Das verstarkt das Interesse einer Selektion

von ARR- Allelen fur eine Resistenzzucht zur Scrapie-Kontrolle (Lacroux et al. 2007).

2.3 Diagnostik

Die Klinik der TSEn ist sehr unspezifisch und zeigt individuell unterschiedliche Symptome.

Daher kann klinisch, vor allem im Frihstadium, nur eine Verdachtsdiagnose gestellt werden.

Aulerdem konnten bisher beim Schaf wie auch bei anderen Spezies keine spezifischen,
TSE-assoziierten Veranderungen der hamatologischen Parameter oder der Liquorwerte
identifiziert werden (Ulvund 2001).

Der einzige derzeit bekannte Marker flr das infektiose Agens, das TSEn verursacht, ist das
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krankheitsspezifische Prionprotein PrPS°. Fiir die endgiiltige Diagnose ist der Nachweis von

PrPS¢ im ZNS oder im lymphoretikulédren Gewebe notwendig.

2.3.1 Post-mortem-Untersuchungen

Die zurzeit angewendeten zugelassenen Tests zur Feststellung einer Prionerkrankung
bendtigen als Untersuchungsmaterial Gehirn und kdénnen somit nur post mortem
angewendet werden. Bei Rindern, Schafen und Ziegen wird daflr routinemafRig die
Obexregion im Stammbhirn verwendet, da in den dort lokalisierten Kerngebieten die friihesten
Ablagerungen von PrP%¢ im Gehirn zu erwarten sind. Beim Schaf ist insbesondere der
dorsale Vaguskern betroffen (Andreoletti et al. 2000). Eine Ausnahme bildet die atypische
Scrapie, bei der in der Regel die héchsten Konzentrationen an PrP%¢ im Kleinhirn zu finden
sind (Baron et al. 2007; Buschmann et al. 2006).

Fur den Nachweis von TSEn gibt es verschiedene Moglichkeiten. Die Diagnose kann durch
die histologische Untersuchung des ZNS gestellt werden. Das histologische Bild ist jedoch
bei den unterschiedlichen Prionkrankheiten nicht einheitlich. Bei Scrapie zeigt sich eine
typische Vakuolisierung und Degeneration der Ganglienzellen, vor allem in den Kerngebieten
der Medulla oblongata, in Pons, Klein- und Mittelhirn, die aber nicht immer eindeutig ist. Die
spongiformen Lasionen des Hirngewebes sind meist bilateral symmetrisch und befinden sich
vorwiegend in der grauen Substanz. Sie sind bedingt durch interstitielle, peri- und
intraneuronale Vakuolisierung und ergeben bei der lichtmikroskopischen Untersuchung ein
schwammartiges (spongiformes) Erscheinungsbild. Im fortgeschrittenen Stadium spricht man
vom ,Status spongiosus®. Andere degenerative Veranderungen wie Kernpyknose,
Chromatolyse oder Schrumpfung der Perikarya kommen regelmafig vor, sind aber nicht
pathognomonisch. Die Lasionen sind meist auch von einer Astrozytose (Gliose) begleitet, die
aber auch bei anderen Erkrankungen des Gehirns auftritt. Entzindliche Reaktionen fehlen
(Zlotnik 1958; Parry 1960; Fraser 1976).

Das PrPS° Iasst sich auch immunhistologisch durch Markierung mit spezifischen Antikdrpern
im histologischen Schnitt nachweisen (Miller et al. 1993; Hardt et al. 2000). Man findet es als
unterschiedlich diffuse oder feingranulare Ablagerungen im Neuropil, auf der Oberflache der
Neuronen oder intraneuronal. Dichte Akkumulationen von PrP%° werden als ,Plaques"
bezeichnet und weisen Eigenschaften von Amyloid auf, kommen bei Scrapie aber nur

gelegentlich vor.

Eine weitere Maoglichkeit ist die Markierung von PrP%¢ mittels Antikdrper im
Gehirnhomogenat. Die Visualisierung der Antigen-Antikdrper-Reaktion erfolgt mittels eines

weiteren markierten Antikorpers im ELISA oder nach elektrophoretischer Auftrennung im
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Western-Blot. Auf diesen Methoden beruhen auch die nach der Schlachtung durchgefiihrten

Schnelltests.

Ebenfalls diagnostisch anwendbar ist der elektronenmikroskopische Nachweis von
sogenannten Scrapie-assoziierten Fibrillen (SAF). Diese Methode ist jedoch am wenigsten

sensitiv.

Der sensitivste Nachweis von TSEn, aber auch der langwierigste und aufwandigste, ist die
Ubertragung auf Labortiere. Besonders transgene Mause, die das Rinder- oder Schaf-Prion-
Gen tragen, eignen sich fur den Infektionsversuch. Auflerdem kann im Maus-Bioassay eine
weitere Charakterisierung des Erregers und eine Typisierung der unterschiedlichen Scrapie-

Stamme vorgenommen werden (Fraser et al. 1968; Vilotte et al. 2001; Bruce 2003).

Im Tierversuch konnte eine Infektiositat auch in Abwesenheit von detektierbarem PrPS°
nachgewiesen werden (Lasmezas et al. 1997). Es handelte sich um eine Ubertragung des
BSE-Agens auf Mause, wobei der Erreger erst die Speziesbarriere Uberschreiten musste.
Die Autoren halten es fiir wahrscheinlich, dass bei Ubertragung auf andere Spezies PrPs°
erst nach Adaptation des Agens an den neuen Wirt akkumuliert wird und auch andere

Faktoren als PrP*° als infektidses Agens libertragen werden.

2.3.1.1 Schnelltests

Im Rahmen der aktiven Uberwachung der TSEn ist die Untersuchung von Stichproben aus
verendeten Tieren und den Schlachttieren mittels Schnelltest EU-weit seit 01. Juli 2001 nach
der VO (EG) 999/2001 vorgeschrieben.

Die fur diese obligatorischen Untersuchungen von Gehirnmaterial von Rindern und kleinen
Wiederkduern zugelassenen Schnelltests sind in Anhang X Kapitel C der VO (EG) 999/2001
in der Fassung vom 27.02.2009 (VO (EG) 162/2009) aufgelistet. Die gegenwartig
routinemaRig angewendeten Methoden der Schnelltests basieren entweder auf einem
Western-Blot oder einem ELISA. Als Untersuchungsmaterial dient Hirnstammgewebe

(Obex), aus dem flir die Untersuchung ein Homogenat hergestellt wird.

In diesem Homogenat erfolgt eine Markierung von PrP%¢ mittels spezifischer Anti-PrP-
Antikérper. Jedoch konnen die derzeit verwendeten Antikdrper nicht zwischen PrPS® und
PrP° unterscheiden. Die Unterscheidung erfolgt durch die unterschiedliche Abbaubarkeit
durch proteolytische Enzyme wie Proteinase K (PK). Die Struktur des normalen PrP ist flr
den enzymatischen Abbau vollstandig zuganglich und wird deshalb mit PK auch vollstandig
abgebaut. Vom PrP*¢ werden dagegen nur ca. 68 N-terminale Aminosduren abgebaut
(Oesch et al. 1985). Dies fuhrt zu einem spezifischen PrP-Fragment, das nur noch 27-30

kDa grofd ist (urspriinglich 33-35 kDa). Somit muss ein Hirnhomogenat zuerst mit PK
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behandelt werden, um das proteasesensitive PrP° zu entfernen. Im Western-Blot werden die
verbliebenen Proteine nach der PK-Behandlung auf einem Polyacrylamidgel
elektrophoretisch aufgetrennt und dann auf eine Polyvinylmembran Ubertragen. Nach
Inkubation dieser Membran mit einem Anti-PrP-Antikdrper, an den ein Markerenzym
gekoppelt ist, kann die Menge und Position des restlichen PrP mittels Farbstoffen oder
Chemilumineszenz visualisiert werden (Schaller et al. 1999; Cooley et al. 2001; Grassi
2003).

Alternativ zum Western-Blot kann der Nachweis auch mittels ELISA gefiihrt werden. Dabei
werden die nach dem PK-Verdau uUbrig gebliebenen Proteine auf eine Mikrotiterplatte
gegeben, an die bereits ein primarer monoklonaler Anti-PrP-Antikdrper gebunden ist. An die
wahrend der Inkubation gebildeten Immunkomplexe lagert sich ein im nachfolgenden Schritt
zugeflugter Enzym-markierter Anti-Antikorper an. Die Visualisierung erfolgt durch Zugabe
eines chromogenen Substrats und anschlieliende photometrische Auswertung (Grassi et al.
2001).

2.3.1.2 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie (IHC) gehoért zu den Bestatigungsmethoden flir einen positiven
Schnelltest. Sie eignet sich zum Nachweis von PrP*¢ in neuronalen und lymphatischen
Geweben (Miller et al.1993; van Keulen et al. 1995).

Das PrP®° wird dabei mittels eines spezifischen Anti-PrP-Antikérpers im histologischen
Praparat nachgewiesen. Es stehen mittlerweile diverse Antikbrper zur Verfugung, die jeweils
an unterschiedliche Epitope des PrP binden (Harmeyer et al. 1998; Garssen et al. 2000;
Hardt et al. 2000).

Fur einige der in der IHC eingesetzten Antikérper wird eine Proteinase K-Vorbehandlung zur
Demaskierung der Antigene angewendet. Fur manche Antikdrper sind weitere
Vorbehandlungen wie Kochen im Dampfdruckkochtopf oder Erhitzen in der Mikrowelle

notwendig, um die Antigen-Antikérper-Reaktion zu verbessern (Miller et al.1993).

2.3.2 Ante-mortem-Untersuchungen

Es ware sehr nutzlich, schon wahrend der praklinischen Phase eine gesicherte Diagnose
stellen zu kdnnen. In verschiedenen Studien (van Keulen et al. 2000; Andreoletti et al. 2000)
wurde daher die Tatsache genutzt, dass PrPSC im lymphoretikularen System akkumuliert
wird. Schreuder et al. (1996; 1998) gelang es, PrPSC in Tonsillenbioptaten nachzuweisen.

O’Rourke et al. (2000; 2002) beschaftigten sich mit dem Nachweis von PrPSC in
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Lymphfollikeln der Nickhaut und Gonzalez et al. (2005; 2006) und Espenes et al. (2005)

wiesen PrP¢ in den lymphatischen Geweben von Bioptaten der Rektumschleimhaut nach.

Race et al. (1998) boten mit dem Nachweis von PrPSC in Plazenta-Proben mittels
Immunoblot sogar eine nicht invasive Maglichkeit fur die Uberwachung und Ante-mortem-

Diagnostik von Scrapie in Schaftherden.

Dabei ist aber zu beachten, dass immer nur ein positives Ergebnis aussagekraftig ist. Bei
negativen Ergebnissen kann die TSE-Freiheit dagegen nicht belegt werden. AulRerdem ist
die Gewinnung von auswertbarem Biopsiematerial unter Praxisbedingungen sehr aufwandig.
Fir Massen-Screeningprogramme ware die Untersuchung leichter zuganglicher
Probenmaterialien wie Blut oder Urin winschenswert. Von BSE-infizierten Schafen und von
vCJK-infizierten Menschen ist bereits bekannt, dass Prionen tUber Blut Ubertragen werden
kénnen (Houston et al. 2000; Hunter et al. 2002; Llewelyn et al 2004; Peden et al. 2004),
jedoch sind diese, wenn Uberhaupt, in so geringen Konzentrationen vorhanden, dass sie mit
herkdmmlichen Nachweisverfahren nicht detektiert werden kénnen. Castilla et al. (2005) und
Saa et al. (2006) beschreiben die ,Protein Misfolding Cyclic Amplification Technology® als ein
neues Verfahren, mit dem es ihnen gelang, im Blut von préklinischen Tieren PrP
nachzuweisen. Jedoch ist diese Nachweismethode noch nicht soweit ausgereift, dass sie

routinemafig eingesetzt werden kénnte.

Shaked et al. (2001) wiesen PrPS® nach einem besonderen Anreicherungsverfahren im Urin
von Scrapie-infizierten Hamstern, BSE-infizierten Rindern und CJK-erkrankten Menschen
nach, teilweise sogar vor dem Auftreten erster klinischer Symptome. Aber auch die
Untersuchung von Urin hat als In-vivo-Test flir Prionerkrankungen noch keine Praxisreife

erlangt.

2.4 Uberwachung, Privention und Bekiampfung von TSEn, insbesondere von
Scrapie

Durch die Verordnung (EG) 999/2001 vom 22. Mai 2001, zuletzt geandert am 11. Marz 2009

durch die Verordnung (EG) 220/2009 ist der Umgang mit TSEn EU-weit einheitlich geregelt.

Sie beinhaltet Vorschriften zur Verhiitung, Kontrolle und Tilgung bestimmter TSEn und wird

standig durch Anderungsverordnungen dem aktuellen Stand der Wissenschaft angepasst

(Tabelle 2.5 und 2.6).

Das deutsche Tierseuchengesetz (in der Fassung vom 22.06.2004) enthalt Vorschriften fur
die Ein-, Durch- und Ausfuhr von Tieren und tierischen Erzeugnissen, unter anderem zur
Abwehr der Einschleppung von Tierseuchen aus dem Ausland. Auf’erdem enthalt es

Vorschriften fir die Bekdmpfung der Tierseuchen im Inland. Auf Grundlage des § 10 des
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Tierseuchengesetzes wurde die Verordnung Uber anzeigepflichtige Tierseuchen vom
03.11.2004, zuletzt gedndert am 06.04.2009, erlassen. Diese besagt, dass es sich bei allen
Formen der Transmissiblen Spongiformen Enzephalopathien um anzeigepflichtige

Tierseuchen handelt. Anzeigepflichtig sind Ausbruch und Verdacht.

2.41 TSE-Uberwachung

Das Uberwachungssystem fiir Prionkrankheiten kann unterteilt werden in die aktive und die

passive Uberwachung (Hérnlimann et al.2001b).

Die passive Uberwachung (Monitoring) beschrankt sich auf die Untersuchung von
Wiederkauern mit neurologischen Erscheinungen mit dem Hauptziel der Erkennung von
mdglichst vielen klinischen Verdachtsfallen. Tierhalter und praktizierende Tierarzte spielen
hier eine wichtige Rolle. Aber auch alle anderen Personen, die mit lebenden Rindern,
Schafen und Ziegen arbeiten, wie auch Viehhandler, besonders auch Schlachthoftierarzte
und amtliche Fleischkontrolleure, die im Rahmen der Schlachttieruntersuchung auffallige
neurologische Befunde erheben, tragen zur passiven Uberwachung bei. Dafiir ist eine

genaue Kenntnis der typischen Symptome von BSE und Scrapie erforderlich.

Verdachtige Tiere missen getdtet und im Nationalen Referenzlabor untersucht werden. Im
Falle der Bestatigung des Verdachts mussen BekdmpfungsmaRnahmen eingeleitet werden
(siehe 2.4.2).

Die aktive Uberwachung (Screening) wird in spezifischen Zielgruppen und Risikokohorten
durchgefihrt mit dem Ziel der zusatzlichen Erkennung aller infizierten, aber Kklinisch
unauffalligen Tiere. Dies kann anhand von Stichprobenschlisseln erfolgen (z. B. TSE-
Uberwachung kleiner Wiederkauer, CWD-Uberwachung), oder es werden wie beim Rind alle
Tiere ab einem bestimmten Alter (Schlachttiere ab 48 Monate, gefallene oder

notgeschlachtete Tiere ab 24 Monate) untersucht.

Anhang lll, Kapitel A Il der VO (EG) 999/2001, zuletzt gedndert durch VO (EG) 162/2009
vom 26.02.2009, beinhaltet die Mindestanforderungen an ein Programm zur Uberwachung
von Scrapie bei Schafen und Ziegen. Fir Schafe ist die Regelung in den einzelnen EU-
Mitgliedsstaaten unterschiedlich, in Abhangigkeit vom Schafbestand. In Deutschland mussen
mindestens 10.000 flr den menschlichen Verzehr geschlachtete Schafe, die Uber 18 Monate
alt sind oder bei denen mindestens zwei bleibende Schneidezédhne das Zahnfleisch
durchbrochen haben, untersucht werden. Auch fur Ziegen ist die vorgeschriebene
Stichprobenzahl in den einzelnen Mitgliedsstaaten nicht einheitlich. In Deutschland mussen
alle fur den menschlichen Verzehr geschlachteten Ziegen auf TSEn untersucht werden. Bei

nicht fir den menschlichen Verzehr geschlachteten oder verendeten Schafen und Ziegen ist,
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ebenfalls abhangig von der Population, jeweils ein Mindestprobenumfang vorgeschrieben
(Verordnung (EG) 727 vom 26.6 2007).

Experimentelle Untersuchungen zeigen, dass auch Schaf und Ziege an BSE erkranken
kdénnen (Foster et al. 2001). Somit besteht theoretisch die Mdglichkeit, dass in einer Scrapie-
infizierten Schafpopulation unerkannt der BSE-Stamm zirkuliert, welcher wiederum infektios
fur Rinder und andere Spezies ist. Im Jahr 2005 ist bereits ein Fall von natlrlicher BSE bei
einer Ziege in Frankreich bekannt geworden (Eloit et al. 2005). Da es sich bei BSE um eine
Zoonose handelt, ist es wichtig, jeden TSE-Fall beim kleinen Wiederkduer auf das Vorliegen
von Scrapie oder BSE zu differenzieren (Verordnung (EG) 162/2009).

Die Untersuchung der vorgeschriebenen Stammhirnproben erfolgt mittels Schnelltest im
zustandigen Landesuntersuchungsamt oder in lizensierten Privatlabors. Jede Probe, die ein
reproduzierbares, reaktives Ergebnis gemal den Auswertekriterien des jeweiligen Tests
aufweist, muss im nationalen Referenzlabor flir TSEn (in Deutschland das Friedrich-Loeffler-
Institut auf der Insel Riems) bestatigt werden. Dies erfolgt mittels einer vom Internationalen
Tierseuchenamt in Paris (Office International des Epizooties, OIE) anerkannten
Bestatigungsmethode (Histopathologie, Immunhistochemie (IHC), Elektronenmikroskopie
oder SAF-Immunoblot). Am haufigsten werden die IHC und der SAF-Immunoblot

angewendet.

2.4.2 Pravention und Bekampfung

Zu den Praventionsmalinahmen gegen TSEn gehoéren die individuelle und dauerhafte
Kennzeichnung aller Schafe und Ziegen sowie deren Erfassung mittels nationaler
Tieridentifikationssysteme mit zentralem Tierregister und Tierverkehrskontrollen (nationale
Viehverkehrsverordnung in der Fassung vom 30. April 2008). Damit wird die
Ruckverfolgbarkeit von betroffenen Tieren oder Kontakttieren zu den Herkunftsbestdnden

gesichert und die Erhebung von epidemiologisch relevanten Daten erméglicht.

In einem Scrapie-freien Land ist es das Ziel, die Einschleppung der Erkrankung aus einem
betroffenen Land zu verhindern bzw. in Landern, in denen Scrapie endemisch vorkommt, die
Verbreitung zwischen den Herden zu unterbinden. Daher muss der Zukauf aus endemisch
verseuchten Gebieten begrenzt gehalten werden bzw. sollte der Zukauf von Zuchttieren nur
aus Herden, in denen bisher keine Scrapie aufgetreten ist, erfolgen. Die Scrapie-Freiheit der
Tiere kdnnte zuvor z. B. auch durch Untersuchungen von Tonsillenbioptaten geprift werden
(Detwiler und Baylis 2003).

Australien und Neuseeland sind Beispiele fir Lander, in denen durch strenge Import-,

Quarantane- und Ausrottungsbestimmungen die Einschleppung der Scrapie verhindert
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werden konnte (Hoinville 1996; Detwiler und Baylis 2003).

Die Verfutterung von unzureichend erhitztem, mit dem Scrapie-Erreger kontaminiertem
Tiermehl wird als Ursprung der BSE-Epidemie angesehen (Wilesmith et al. 1988). Daher
besteht gemaR Artikel 7 und Anhang IV der VO (EG) 999/2001 (letzte Anderung am
26.02.2009 durch VO (EG) 163/2009) ein Verbot der Verfltterung von aus Saugetieren
gewonnenen Proteinen an Nutztiere. Auch Milch und Milcherzeugnisse von Tieren mit
klassischer Scrapie durfen nicht an Wiederkauer verfittert werden (VO (EG) 103/2009).

Bei der Schlachtung werden die Gewebe, von denen ein hohes potenzielles Infektionsrisiko
ausgeht, gemal® Anhang V der VO (EG) 999/2001 (zuletzt geandert durch VO (EG)
357/2008) als spezifizierte Risikomaterialien (SRM) aus der Nahrungskette ausgeschlossen,
sie mussen gesondert behandelt und durch Verbrennen oder Vergraben entsorgt werden.
Gleiches qilt fur alle Korperteile von Tieren mit positivem oder nicht eindeutigem Befund im

Schnelltest.

Zum SRM beim Rind gehéren ohne Altersbegrenzung die Tonsillen, der Darmtrakt vom
Duodenum bis zum Rektum und das Mesenterium, bei mehr als zwolf Monate alten Rindern
auch der Schadel ohne Unterkiefer aber inklusive Hirn, Augen und das Rickenmark sowie
bei mehr als 30 Monate alten Rindern zusatzlich die Wirbelsaule ohne Schwanzwirbel, Dorn-
und Querfortsatze der Hals-, Brust- und Lendenwirbel, Crista sacralis mediana und

Kreuzbeinfligel aber einschliel3lich Spinalganglien.

Als SRM bei Schaf und Ziege, die Uber 12 Monate alt sind oder bei denen ein bleibender
Schneidezahn das Zahnfleisch durchbrochen hat, gelten der Schadel einschlieRlich Gehirn

und Augen, die Tonsillen und das Rickenmark sowie Milz und lleum aller Altersklassen.

Die starke Verbindung zwischen Scrapie und dem PrP-Genotyp erdffnet die Mdglichkeit der
Scrapie-Bekampfung durch zichterische Selektion resistenter Genotypen (VO (EG)
260/2003). Dafir ist die Genotypisierung aller Zuchttiere und gezielte Auswahl von
Zuchtschafen, basierend auf ihrem PrP-Genotyp, notwendig, um das Ziel der Erhéhung der
Haufigkeit des ARR Allels und die gleichzeitige Reduktion des VRQ Allels, das zur TSE-
Anfalligkeit beitragt, zu erreichen. Grundlage hierfir bietet in Deutschland die TSE-
Resistenzzuchtverordnung vom 17.10.2005, zuletzt geandert am 07.11.2006. Es dirfen nur
Schafbocke oder Samen von Schafbocken zur Zucht verwendet werden, die kein VRQ-Allel
aufweisen. Ein Schafbock, der Trager eines VRQ-Allels ist, muss geschlachtet oder kastriert
werden. Ebenso dirfen weibliche Schafe, die Trager eines VRQ-Allels sind, nur unmittelbar

zur Schlachtung aus dem Bestand verbracht werden.

Ein Schafbestand kann als TSE-resistent anerkannt werden, wenn alle Schafe des
Bestandes dem Genotyp ARR/ARR angehéren oder die Nachkommen ausschliel3lich von
Schafbdcken mit dem Genotyp ARR/ARR abstammen.
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Die Selektion auf das ARR-Allel bietet jedoch keine absolute Resistenz, da die
Klassifizierung nur anwendbar ist auf klassische Scrapie, nicht aber auf atypische Scrapie,
die in Deutschland inzwischen wesentlich haufiger als die klassische Form auftritt. Ferner
besteht die Mdglichkeit, dass sich das Agens der klassischen Scrapie an den bisher
resistenten Genotyp adaptiert und auch bei homozygoten Tieren klassische Scrapie

auftreten kénnte (Buschmann und Groschup 2005).

Zu bedenken ist bei der Selektion auf Scrapie-Resistenz aber auch, dass es negative
Auswirkungen auf andere Qualitaten wie Wolle, Milchleistung oder Fleisch geben kann, die
bei der Selektion auf den PrP-Genotyp nicht berticksichtigt werden. Gernand et al. (2005)
konnten bei ihrer Untersuchung fir die meisten Merkmale keine Assoziationen zwischen
Prion-Protein-Gen und den Leistungseigenschaften beim Schaf beobachten. Jedoch deutet

sich fur das Merinolandschaf feinere Wolle fir homozygote ARR-Trager an.

Die Mdoglichkeit, PrP-defiziente Schafe zu zlichten bietet sich nicht an, da diese Tiere zwar
unempfanglich gegenulber Scrapie waren (Bller et al. 1993), es dadurch aber zu einer
Genverarmung kommen wirde und sich auch andere, nicht kalkulierbare Schaden als Folge
des fehlenden PrP-Gens ergeben koénnten (Collinge 1994; Tobler et al. 1996).

MaBnahmen nach Feststellung

Bis zum Inkrafttreten der Verordnung (EG) 999/2001 am 01. Juli 2001 wurden bei der
Diagnose Scrapie in Deutschland die gesamte Herde und alle potenziellen Kontakttiere

gekeult und unschadlich beseitigt .

Die VO (EG) 999/2001 und Erganzungen eroffnen die Moglichkeit, einen Teil der Herde zu
erhalten durch Ermittlung der Genotypen aller Tiere der betroffenen Herde. Alle Zuchtbdcke

vom Genotyp PrPARR/ARR

, alle Mutterschafe mit wenigstens einem ARR-Allel und keinem
VRQ-Allel und Lammer mit wenigstens einem ARR-Allel, wenn sie zur Schlachtung

vorgesehen sind, kdnnen von der Keulung ausgeschlossen werden.

Fur atypische Scrapie gelten aber inzwischen andere Eradikationsmaflnahmen, da die
Erkrankung nur selten innerhalb einer Herde Ubertragen wird. Deshalb reicht es aus, nur das
betroffene Schaf zu keulen, aber die ganze betroffene Herde sollte zur Sicherheit bei der

Schlachtung einem TSE-Test unterzogen werden.

Weiterhin ist es wichtig, von infizierten Tieren benutzte Stalle und Weiden langfristig von
Schafen und Ziegen frei zu halten, da dort noch jahrelang infektidse Erreger vorhanden sein
konnen (Seidel et al. 2007).

Um eine Ubertragung innerhalb der Herde zu verhindern, muss auf eine gute
Ablammhygiene geachtet werden, da der Erreger mit der Nachgeburt und dem Fruchtwasser

infizierter Tiere ausgeschieden wird (Race et al. 1998).
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2.5 Ziel dieser Untersuchung

Ziel dieser Untersuchung war es, die Aussagekraft des in der Scrapie-Uberwachung
routinemafig verwendeten Untersuchungsmaterials Obex fur den TSE-Status des Tieres zu
Uberprifen. Der Erreger ist, anderen Untersuchungen zufolge, in den Organen des

lymphatischen Systems bereits nachweisbar bevor dieser im Gehirn detektiert werden kann.

Um die tatsachliche Pravalenz von Scrapie in einer betroffenen Herde festzustellen, wurde
daher in dieser Arbeit eine Untersuchung von Schafen mit empfanglichem Genotyp und

negativem Befund im Stammhirn (Obex) durchgefuhrt.

Aulerdem sollten die mdglichen Eintrittspforten und Verteilungswege des Scrapie-Erregers
im Tierkdrper und damit auch die Verwendbarkeit verschiedener Gewebe fir einen Scrapie-

Nachweis am lebenden Tier Uberprift werden.
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3. Material und Methoden

3.1 Tiergut

Aus einer natlrlich mit Scrapie infizierten gemischten Schaf- und Ziegenherde standen nach
der Keulung und der amtlichen Probenahme die Tierkérper von 175 genetisch
empfanglichen Tieren fur weitere Beprobungen zur Verfigung. Es handelte sich um 169
Schafe der Rasse Schwarzkopf-Merino-Mix und sechs deutsche Edelziegen einer

Wanderherde aus Sachsen-Anhalt.

3.1.1 Chronologie der Schaf- und Ziegenherde

Die Herde wurde in den Jahren 1991 und 1992 aus zwei Bestanden in Sachsen-Anhalt und
Brandenburg aufgebaut. Anfang 2004 umfasste sie 517 Mutterschafe, 74 Lammer, 12 Bbécke

und sechs Ziegen.

Gesamte Herde Anfang 2004:
603 Schafe + 6 Ziegen

o

Abgange April 2004:
unterschiedlicher Genotypisierung
Ursachen von 522 Schafen
Oktober 2004:
Keulung von 169 Schafen
und 6 Ziegen
Schnelltest positiv: Schnelltest negativ:
40 Schafe 129 Schafe und 6 Ziegen|

|

weitere Untersuchung
der 135 Tiere im Rahmen
dieser Studie

Abb. 3.1: Chronologie der untersuchten Herde

Ende des Jahres 2003 wurden aus dieser Herde drei Schafe zur Schlachtung nach
Niedersachsen verkauft. Bei der vorgeschriebenen Stichprobenuntersuchung (VO (EG)

999/2001) wurden zwei Tiere positiv auf Scrapie getestet.

Far alle reaktiven Ergebnisse im Schnelltest erfolgte eine Bestatigung im Friedrich-Loeffler-
Institut, dem nationalen Referenzlabor fir die BSE- und Scrapie-Diagnostik auf der Insel

Riems, mittels vom Internationalen Tierseuchenamt (OIE) anerkannten



Material und Methoden 33

Bestatigungsuntersuchungen (OIE 2004).

Im Marz 2004 wurden weitere Tiere der Herde Scrapie reaktiv getestet, woraufthin der
Seuchenverdacht gedufRert und nach der Bestatigung durch das nationale Referenzlabor

eine Bestandssperre auferlegt wurde.

Das Auftreten der Krankheit war bereits 1979/1980 in einem Nachbardorf beobachtet

worden.

Im April 2004 erfolgte eine Sequenzanalyse der Codons 136, 154 und 171 des Schaf PrP
Gens (Genotypisierung) bei den adulten Schafen der Herde. 522 Tiere wurden untersucht.
Die genaue Verteilung der Genotypen innerhalb der Schafherde ist Tabelle 3.1 zu

entnehmen.

Am 06. Mai 2004 erfolgte die amtliche Feststellung der Tierseuche Transmissible

Spongiforme Enzephalopathie (TSE) durch den Amtstierarzt des Kreises.

Tab. 3.1: Verteilung der Genotypen innerhalb der Schafherde

Genotypklasse | Genotyp gesamte Herde | im Obex reaktive | in der vorliegenden
(522 Tiere) Schafe Studie untersuchte
(40 Tiere) Schafe (129 Tiere)
G1 ARR/ARR 94 0 0
ARR/AHQ 4 0 0
G2 ARR/ARH 0 0 0
ARR/ARQ 244 0 4
AHQ/AHQ 0 0 0
AHQ/ARH 0 0 0
G3 AHQ/ARQ 16 2 13
ARH/ARH 0 0 0
ARH/ARQ 0 0 0
ARQ/ARQ 157 38 105
G4 ARR/VRQ 3 0 3
AHQ/VRQ 0 0 0
G5 ARH/VRQ 0 0 0
ARQ/VRQ 4 0 4
VRQ/VRQ 0 0 0

Zur Tilgung der Scrapie wurde entsprechend der VO (EG) 260/2003 zur Anderung der VO
(EG) 999/2001 verfahren. Fur alle Schafe der empfanglichen Genotypenklassen G 3, G 4
und G 5, die Bdécke der Genotypenklasse G 2 und alle Ziegen bestand die Notwendigkeit der

Toétung und Beseitigung. Die Schafe aus der wenig empfanglichen Klasse G 1 und die
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weiblichen Tiere der Klasse G 2 konnten zur Weiterzucht im Bestand belassen werden.

Noch vor der Keulung verendeten zwischen April und September 2004 eine nicht genau
bekannte Anzahl an Schafen, von der zehn Tiere positiv auf Scrapie getestet wurden. Diese

Schafe wurden nicht in die vorliegende Untersuchung mit einbezogen.

Die Totung und amtliche Beprobung (Obex) der genetisch empfanglichen Schafe und Ziegen
wurde far den 05. Oktober 2004 festgelegt, da im Rahmen des hier beschriebenen Projektes
in der Zeit davor an der Herde Verhaltensbeobachtungen durch das Institut fir Zoo- und

Wildtierkunde, Berlin durchgefihrt wurden.

Insgesamt wurden schliellich 168 Schafe und sechs Ziegen getdtet. Ein Tier verendete am
Tag vor der Keulung. Von diesem Tier wurde ebenfalls eine Obexprobe entnommen, die im
Schnelltest ein reaktives Ergebnis zeigte. Es wurden keine weiteren Korperproben
entnommen. Von den 175 Obexproben zeigten 40 Proben im Schnelltest ein reaktives
Ergebnis (Abb. 3.1). Alle reaktiv getesteten Schafe gehorten der Genotypenklasse G 3 an,
38 davon mit der Allelkombination ARQ/ARQ und zwei mit der Allelkombination AHQ/ARQ.
Weitere Angaben zu Geburtsjahr und Genotyp der in dieser Studie untersuchten Schafe sind

den Tabellen 3.2 und 3.3 zu entnehmen.

Tab. 3.2: Charakterisierung der untersuchten weiblichen Schafe

Geburtsjahr | Genotypenklasse| Anzahl
1998 G3 1
1999 G3 3

G4 1
G3 10

2000 G4 1
G3 38

2001 G5 1
G3 23

2002 G4 1
G5 1
2003 G3 24
2004 G3 1
Keine G3 17
Angaben G5 2

Tab. 3.3: Charakterisierung der untersuchten Bocke

Geburtsjahr | Genotypenklasse | Anzahl

<2000 G2 4
G3 1
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3.1.2 Probenahme

Zusatzlich zu den amtlich vorgeschriebenen Obexproben wurden nach der Tétung aus
verschiedenen Korperregionen weitere Gewebeproben entnommen. Diese Proben bilden die

Grundlage fir die vorliegende Arbeit. Sie sind in Tabelle 3.4 aufgefiihrt.

In dieser Studie wurden ausschlieBlich die Kérpergewebe der 135 Tiere untersucht, die im
Obex nicht reaktiv waren, um zu herauszufinden, in wieweit in anderen Koérpergeweben

bereits eine PrPSc-Ablagerung stattgefunden hatte.

Tab. 3.4: Von den getodteten Tieren fir diese Studie zusatzlich entnommene Gewebeproben:

Lymphatische Gewebe Peripheres Nervensystem Verdauungstrakt

NII. ileocolici Plexus solaris (Plexus lleum

Membrana nictitans coeliacus + Plexus Rektum

Tonsilla palatina mesentericus cranialis) Zunge (Corpus und Apex

. Ganglion cervicale craniale ;
NI. retropharyngeus lateralis g linguae)

(bzw. NI. mandibularis) Ganglion stellatum

NI. cervicalis superficialis Nervus vagus

Milz

NII. Nodi lymphatici

Bei sieben Tieren konnten bei der Probenahme der NI. retropharyngeus lateralis nicht

entnommen werden. Stattdessen erfolgte die Enthahme des NI. mandibularis.

Die Proben wurden nach Entnahme, Fixierung und Zwischenlagerung am
Landesuntersuchungsamt fur Gesundheits-, Umwelt- und Verbraucherschutz in Stendal, im
Friedrich-Loeffler-Institut, Institut fir neue und neuartige Tierseuchenerreger (INNT),
nationales Referenzlabor flir die BSE- und Scrapie-Diagnostik auf der Insel Riems

bearbeitet.

Fir diese Arbeit standen insgesamt 1.602 Proben der im Obex negativ getesteten 129
Schafe und sechs Ziegen zur Verfiigung. Immunhistologische Untersuchungen auf PrPS°
wurden an Proben des lleums, der NIl ileocolici sowie des NI. retropharyngeus lateralis, der
Tonsilla palatina und der Membrana nictitans von allen 135 Tieren durchgefiihrt. Diese
Organe wurden ausgewahlt, da es sich hier um die potenziellen Eintrittspforten des
infektiosen Agens bzw. um fir Ante-mortem-Untersuchungen leicht zugangliche Organe
handelt. Gelang der Nachweis von PrP%¢in einem der genannten Gewebe, so wurden, wie in
Abbildung 3.2 dargestellt, von dem betroffenen Tier alle weiteren vorhandenen Kdrperproben

untersucht.
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Untersuchung von :
lleum
NIl. ileocolici
Membrana nictitans
Tonsilla palatina
NI. retropharyngeus lateralis
kein
Nachweis Nachweis
von PrPse von Prpsec
Weitere Untersuchung von:
NI. cervicalis superficialis
Abschluss der Milz
Untersuchung Rektum
Plexus solaris
Ganglion cervicale craniale
Ganglion stellatum
Nervus vagus
Zunge
NIl Nodi lymphatici

Abb. 3.2: Diagnostische Vorgehensweise bei der Untersuchung der Gewebeproben

3.2 Methoden

3.2.1 Histologische Praparation

Die Proben wurden nach der Entnahme in 4%igem, neutral gepuffertem Formalin fixiert. Der
Zuschnitt der Gewebe erfolgte so, dass die entscheidenden Strukturen der Untersuchung
zuganglich wurden. Zwei bis vier Anschnitte einer Probe wurden in einer Einbettkassette
zusammengefasst, um moglichst viele Regionen der Probe in einer Schnittserie analysieren
zu konnen. Die zugeschnittenen Proben wurden zur Reduktion der Infektiositat eine Stunde
lang in 98 - 100%iger Ameisensaure (Nr. 1.00264.250, Merck) inkubiert. Danach wurden die
Proben fur 40 Minuten mit Leitungswasser gespult. Die Entwasserung und Einbettung in
Paraffin (Histosec® Pastillen ohne DMSO, Nr. 115161, Merck) fand im Vakuum-
Gewebeinfiltrationsautomat Leica ASP300 nach dem Standardverfahren statt. Das
AusgiefRen und Aufblocken der Paraffinblécke erfolgte an der ParaffinausgiefRstation EG1140
der Firma Leica. Mit dem Rotationsmikrotom Leica RM 2135 wurden fir die
immunhistochemischen Untersuchungen 3 um dicke und fir die Hamatoxylin-Eosin-Farbung

(H.-E.-Farbung) 5 um dicke Gewebeschnitte angefertigt. Die Schnitte wurden auf SuperFrost
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Plus-Objekttrager der Firma Menzel aufgezogen und tber Nacht im Warmeschrank bei 60°C

inkubiert.

Das Zuschneiden der Formalinproben und die Herstellung von Paraffinschnitten erfolgten
unter den Sicherheitsbestimmungen fur ein L 3** Labor (Biostoff-Verordnung vom
27.01.1999).

3.2.2 Lichtmikroskopische Untersuchungen

3.2.2.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Von allen Organschnitten, die immunhistologisch untersucht werden sollten, wurde zunachst
eine H.-E.-Farbung angefertigt. Es erfolgte eine histomorphologische Charakterisierung
hinsichtlich der histopathologisch erfassbaren Alterationen (siehe Befundbeschreibung der
H.-E.-Farbung zu Tab. 9.3 und 9.4). In Einzelfallen wurden zusatzlich Spezialfarbungen
angewendet, namlich die Gram-Farbung, die Ziehl-Neelsen-Farbung sowie die PAS-
Reaktion (Periodic Acid Schiff® Reaction). Alle Farbungen erfolgten nach den

allgemeingultigen Farbetechniken (Romeis 1989).

3.2.2.2 Immunhistologische Methoden

Die in dieser Studie durchgefiihrten immunhistologischen Untersuchungen erfolgten mittels
der Avidin-Biotin-Komplex-Methode (ABC-Methode) (Noll und Schaub-Kuhnen 2000). Dabei
handelt es sich um eine sehr sensitive, indirekte immunhistochemische Nachweismethode,
bei der die hohe Affinitdt von Avidin zu Biotin genutzt wird. Zuerst kommt ein spezifischer,
unmarkierter, gegen das Antigen der Probe (hier PrP) gerichteter Antikorper als
Primarantikorper zum Einsatz. Im zweiten Schritt wird als Sekundarantikérper ein mit Biotin
markierter Antikérper, der spezifisch gegen die Immunglobuline der Spezies gerichtet ist, von
der der Primarantikérper stammt, auf den Gewebeschnitt gegeben. An den biotinylierten
Antikorper bindet das im nachsten Schritt hinzugegebene Avidin, an das wiederum eine
biotinylierte Meerrettichperoxidase bindet (Avidin-Biotin-Komplex). Die Sichtbarmachung der
Antikdrperbindung erfolgt durch die Reaktion der Peroxidase mit dem Chromogen
Diaminobenzidintetrahydrochlorid (DAB). Es entsteht ein braunes Farbprodukt, das in

Alkohol und organischen Losungsmitteln unldslich ist (Noll und Schaub-Kuhnen 2000).
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3.2.2.3 Antikorper und Seren

Primarantikorper:

Der monoklonale Antikorper (mab) L42 wurde als Primarantikorper gegen das Epitop 145-
163 des Schaf PrP in einer Verdinnung von 1:250 (in TBS + 10 % Ziegenserum + 0,03 %
Natriumacid) eingesetzt (Harmeyer et al. 1998; Hardt et al. 2000). Der Antikérper lag als
Kulturiiberstand von Maus-Hybridomzellen vor. Er detektiert PrP von Rind, Schaf, Mensch

und Nerz.

Zur Verifizierung positiver Ergebnisse wurde der monoklonale Antikérper mab 2G11 (Institut
Pourquier, Montpellier, Frankreich, P01610), gerichtet gegen das Epitop 146-182 des Schaf

PrP, in einer Verdinnung von 1:250 verwendet.

Sekundéarantikorper:

Als Sekundarantikérper wurde 1:200 in TBS + 10 % Ziegenserum + 0,03 % Natriumacid
verdinntes, biotinyliertes Ziege-anti-Maus IgG (Vector Laboratories, Burlingame, BA-9200)

eingesetzt.

Kontrollantikorper:

Als Negativ-Kontrollantikdrper (sogenannter Null-mab) wurde ein monoklonaler Antikdrper
gegen GP5 des PRRS-Virus (Klon p11/d26, Dr. E. Weiland, Tibingen) (Weiland et al. 1999).
eingesetzt. Das Serum wurde 1:600 mit TBS + 10 % Ziegenserum + 0,03 % Natriumacid

verdunnt.

ABC-Komplex:

Als ABC-Komplex flir den monoklonalen Primarantikérper diente der Peroxidase-gekoppelte

Avidin-Biotin-Komplex von Vector Laboratories Vectastain®Elite® ABC Kit.

3.2.2.4 Losungen und Puffer

Proteinase K-Stammlésung (1 mg/ml):

10 mg Proteinase K in 1 ml Aqua bidest I6sen. Diese Lésung wird in 9 ml Aqua bidest

gegeben.
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Proteinase K-Puffer pH 8,3 (500 ml):

10 x Stammldsung:

30,28 g Tris (Gibco BRL, 15504-012)

1,46 g EDTA (Carl Roth, 8043.2)

5 ml Tween (Sigma, P-1379)

Nacheinander in 400 ml Aqua bidest 16sen, pH-Wert von 8,3 mit 37 % HCI einstellen und

Lésung mit Aqua bidest auf 500 ml auffillen.

Gebrauchslésung:

100 ml Stammlésung ad 1000 ml Aqua bidest

Tris-buffered saline (TBS pH 7,6) (0,5 M Tris, 8 % NaCl)

10 x Stammldsung:

60,57 g Tris (Gibco BRL, 15504-012)
80,00 g NaCl (Roth, 9265.1)

in 800 ml Aqua bidest I6sen, pH-Wert von 7,6 mit 37 % HCI einstellen und Lésung mit Aqua
bidest auf 1000 ml auffullen.

Gebrauchslosung:

100 ml Stammlésung ad 1000 ml Aqua bidest

Imidazol/HCI-Puffer 0,1 M (pH 7,1)
6,81 g Imidazol (Merck, 104716)
Aqua bidest ad 1000 mi

Zugabe von 500 ml 0,1 M HCI

Diaminobenzidintetrahydrochlorid-Lsg (DAB):

100 mg DAB (Fluka 32750) in 200 ml 0,1 M Imidazol/HCI-Puffer (pH 7,1) 16sen und mischen
(Magnetrihrer), Lésung filtrieren und unmittelbar vor Gebrauch 70 ul H,O, (30 %) (Merck,
107210) zugeben.
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Mayer’s saures Hamatoxylin
1 g Hamalaun (Hamatoxylin Merck 4305) in 1000 ml Aqua bidest I6sen
0,2 g NaJO3und 50 g Kalialaun in der Hamatoxylinlésung unter Schitteln 16sen

50 g Chloralhydrat und 1 g Zitronensaure hinzufligen

3.2.2.5 Evaluierung der Methodik

Zunéchst wurde in Vorversuchen die Methodik zum Nachweis von PrP* in Gewebeschnitten
von Schafen optimiert. Dazu wurde an mehren Gewebeschnitten des lymphoretikularen
Systems (LRS) Scrapie infizierter Schafe diejenige Kombination von
Vorbehandlungsschritten der Praparate und Konzentration der eingesetzten Antikorper
erarbeitet, die zu optimalen immunhistochemischen Ergebnissen fuhrte. Als
Vergleichsstandard dienten dabei die unter Verwendung desselben Primarantikdrpers
erzielten Ergebnisse der in der Routinediagnostik im INNT eingesetzten

immunhistochemischen Farbung im Farbeautomaten Immunostainer Ventana Discovery.

3.2.2.6 Angewandte Methodik

Die in Tabelle 3.4 genannten Gewebeproben wurden folgendermaflen behandelt:
Verfahrensschritte der immunhistologischen Untersuchungen

Vorbehandlung

1. Entparaffinierung und Rehydrierung in der absteigenden Alkoholreihe:
a) 2 x je 3 min Xylol
b) 2 x je 3 min Isopropanol
¢) 2 min 96 % Ethanol
d) 2 min 70 % Ethanol
€) 2 min 50 % Ethanol
2. 15 min Inkubation in 98 - 100%iger Ameisensaure

5 min unter flielendem Leitungswasser spuilen

Inaktivierung der endogenen Peroxidase durch H,O; (3%ig) in Methanol fir 30 min

3 x waschen in Tris-buffered saline (TBS)
15 min Behandlung mit Proteinase K (PK) in 1 x PK-Puffer im 37°C-Wasserbad

7. 3 x waschen in TBS
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Antigennachweis

1. Wechseln der Schnitte aus der Kiivette in Shandon Coverplates (Thermo Electron

Corporation, 7219925)

Auftragen des Primarantikérpers mab L42, Inkubation tGber Nacht bei 4°C
3 x waschen mit TBS

Auftragen des Sekundarantikdrpers, 30 min Inkubation

3 x waschen mit TBS

Auftragen des ABC-Komplexes (Avidin-Biotin-Komplex), 30 min Inkubation

N o o bk e DN

3 x waschen mit TBS

8. Farbung mit DAB (Fluka, 32750), dafir Objekttrager aus den Coverplates in DAB
Kivette Uberfliihren, 10 min inkubieren
9. 3 x waschen mit TBS

Gegenfarbung

1. kurz in aqua dest. spulen

2 10 min Gegenfarbung mit Hamatoxylin

3. 15 min unter flieRendem Leitungswasser blauen
4 Entwasserung in der aufsteigenden Alkoholreihe:

a) 2 min 50 % Ethanol

b) 2 min 70 % Ethanol

¢) 2 min 96 % Ethanol

d) 2 x je 2 min Isopropanol
e) 2 x je 3 min Xylol

5. Eindecken der Schnitte mit Entellan (Merck)

Fur die Verifizierung positiver Ergebnisse wurde bei Punkt 2 des Antigennachweises der
Antikérper mab 2G11 anstelle des mab L42 aufgetragen. AuRerdem fand fir den mab 2G11

folgende, vom genannten Protokoll abweichende Vorbehandlung Anwendung:
1. - 6. wie oben aufgeflihrt
7. 15 min autoklavieren im Dampfkochtopf bei 121°C

8. 5 min abkuhlen lassen in TBS
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3.2.2.7 Immunhistologische Kontrollen

Fir jede immunhistologisch untersuchte Gewebeprobe wurde ein Kontrollschnitt (Null-mab)
der jeweiligen Probe mitgefiihrt. Bei diesem wurde anstelle des Primarantikérpers mab L42
oder mab 2G11 ein monoklonaler Antikérper gegen das PRRS-Virus (Weiland et al. 1999)
aufgetragen.

Als Positivkontrolle wurden Schnitte lymphatischer Organe positiv getesteter Schafe
mitgeflhrt.

Als Negativkontrolle dienten Gehirnschnitte bereits negativ getesteter Schafe.

3.2.2.8 Auswertung der immunhistologischen Untersuchungen
Die lichtmikroskopische Untersuchung erfolgte mit dem Standardmikroskop Axioskop 2 plus
(ZEISS) unter Verwendung von 10 x, 20 x und 40 x Objektiven.

Als positiv wurden gewebsassoziierte, in der Schnittebene liegende, hell- bis dunkelbraune,
granulare bis globulare Reaktionsprodukte gewertet, die im Kontrollschnitt nicht nachweisbar

waren.

Homogen hell-beige Farbungen, vor allem im Bereich von Entnahme- und
Bearbeitungsartefakten, sowie Hamosiderin als eisenhaltiges Pigment, das sich auch in der
Negativkontrolle als braunes grobscholliges Material nachweisen lie, wurden als negativ
gewertet. Ebenfalls als negativ gewertet wurden teils homogene, teils granulare
Reaktionsprodukte in Bereichen mit starker Autolyse, die vor allem im lleum angetroffen

wurden.
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4. Ergebnisse

4.1 Ergebnisse der histomorphologischen Charakterisierung

Alle untersuchten Organschnitte wurden fur eine Charakterisierung hinsichtlich der
histopathologisch erfassbaren Alterationen einer Hamatoxylin-Eosin-Farbung unterzogen.
Die Ergebnisse sind zusammengefasst in der Tabelle 4.1 dargestellt. Die Organe NII.
ileocolici, NI. retropharyngeus lateralis und Tonsilla palatina wiesen bei verschiedenen Tieren

mehrere histopathologische Befunde auf.

Alle auswertbaren lleumproben zeigten gering- bis mittelgradige Enteritiden. In den meisten
Fallen (80 %) handelte es sich um eine mittelgradige, akute, oberflachliche, eosinophile
Enteritis. 15,6 % der Proben waren wegen starker Autolyse histomorphologisch nicht

auswertbar.

In den NIl ileocolici konnten aktivierte Lymphfollikel, Sinushistiozytose und Depletion
unterschiedlicher Auspragung beobachtet werden. Bei einem Schaf (Nr. 343) zeigte der
Lymphknoten eine nekrotisierende granulomatése Lymphadenitis. In den zusatzlich
durchgefiihrten Spezialfarbungen (Gram- und Ziehl-Neelsen-Farbung) sowie der PAS-
Reaktion (Periodic Acid Schiff'-Reaktion) waren keine erregerspezifischen Strukturen

nachweisbar.

Der NI. retropharyngeus lateralis (bzw. der NI. mandibularis) zeigte bei 74 % der Tiere eine
hochgradige Resorption von Blut, die vermutlich tétungbedingt entstand. Aufierdem konnten
unterschiedliche Aktivierungszustande und Sinushistiozytose dargestellt werden. Bei einem
Schaf (Nr. 488) wurde eine granulomatdse Lymphadenitis festgestellt mit Bakterienkolonien,
Zelldetritus und Nekrosen. In der PAS-Reaktion gelang ebenfalls der Nachweis von
Bakterienkolonien. In der Gram-Farbung waren keine erregerspezifischen Strukturen
nachweisbar. Die Ziehl-Neelsen-Farbung erbrachte keinen Hinweis auf saurefeste

Stabchenbakterien.

Die Untersuchung der Tonsilla palatina ergab bei 28,1 % der Tiere den Nachweis von
Sarkosporidien. Auflerdem wurde bei 59,3 % der Tiere eine gering- oder mittelgradige,

akute, fokale, oberflachliche, eitrige Tonsillitis festgestellt.
77 % der Tiere litten an einer mittelgradigen chronischen Konjunktivitis.

Die Untersuchung der Zervikallymphknoten ergab Blutresorption, aktivierte Lymphfollikel,

Sinushistiozytose und Depletion unterschiedlicher Auspragung.
Die eosinophile Enteritis, die im lleum beobachtet wurde, zeigte sich auch bei neun der 13

Rektumproben.
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Alle 13 Proben der Milz waren ohne besonderen Befund.

Die Untersuchungen der nervalen Gewebe Plexus solaris, N. vagus, Ganglion stellatum und
Ganglion cervicale craniale zeigten in einem Fall beim Plexus solaris sowie bei demselben
Tier und bei zwei weiteren Schafen im Ganglion cervicale craniale eine fokale,

geringgradige, nicht eitrige Ganglionitis.

In allen zwdlf vorhandenen Proben der Zunge wurden Sarkosporidien und

lymphoplasmazellulare Infiltrationen beobachtet.
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Tab. 4.1: Ergebnisse der histologischen Untersuchung der potenziellen Eintrittspforten

Organ Histologischer Befund Absolute | Relative
Zahl der | Zahl der
Befunde | Befunde
(%)
lleum ohne besonderen Befund 0 0,0
mittelgradige akute oberflachliche eosinophile Enteritis 108 80,0
mittelgradige akute tiefe eosinophile Enteritis 1 0,7
mittelgradige chronische oberflachliche eosinophile
Enteritis 1 0,7
mittelgradige akute oberflachliche lymphohistiozytare
Enteritis 1 0,7
geringgradige akute oberflachliche eosinophile Enteritis 3 2,2
keine Probe vorhanden bzw. nicht auswertbar 21 15,6
NIl ileocolici Lohne besonderen Befund 2 1,5
geringgradige Aktivierung 26 19,3
mittelgradige Aktivierung 99 73,3
geringgradige Sinushistiozytose 55 40,7
mittelgradige Sinushistiozytose 34 25,2
geringgradige Depletion 24 17,8
mittelgradige Depletion 18 13,3
hochgradige Depletion 1 0,7
nekrotisierende granulomatése Lymphadenitis 1 0,7
keine Probe vorhanden bzw. nicht auswertbar 4 3,0
NI retro- ohne besonderen Befund 3 2,2
pharyngeus |Blutresorptionslymphknoten 100 74,1
lateralis geringgradige Aktivierung 8 59
mittelgradige Aktivierung 12 8,9
hochgradige Aktivierung 3 2,2
geringgradige Sinushistiozytose 13 9,6
mittelgradige Sinushistiozytose 3 2,2
granulomatdse Lymphadenitis 1 0,7
keine Probe vorhanden bzw. nicht auswertbar 6 4.4
Tonsilla ohne besonderen Befund 35 25,9
palatina geringgradige akute fokale oberflachliche eitrige
Tonsillitis 41 30,4
mittelgradige akute fokale oberflachliche eitrige Tonsillitis 39 28,9
Sarkosporidiose 38 28,1
keine Probe vorhanden bzw. nicht auswertbar 3 2,2
Membrana | ©ohne besonderen Befund 4 3,0
nictitans mittelgradige chronische Konjunktivitis 104 77,0
geringgradige chronische Konjunktivitis 25 18,5
hochgradige chronische Konjunktivitis 1 0,7
geringgradige akute Konjunktivitis 1 0,7
keine Probe vorhanden bzw. nicht auswertbar 0 0,0
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4.2 Absolute Zahl der Nachweise von PrP¢ mittels Inmunhistochemie

Die vorangegangene Untersuchung von 169 Schafen und sechs Ziegen mittels Schnelltest
im Obex erbrachte bei 40 Schafen ein positives Ergebnis. Die 135 nicht-reaktiven Tiere
wurden in verschiedenen anderen Geweben auf das Vorhandensein von PrPs°
immunhistochemisch untersucht. Bei 13 Schafen (9,6 %) der 135 untersuchten Tiere wurde
PrP%° in verschiedenen Organen nachgewiesen (Abb. 4.1). In Tabelle 4.2 sind die
Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchung zusammengefasst. Alle untersuchten
Proben der sechs Ziegen waren negativ. Somit waren 53 der 169 untersuchten Schafe mit
Prionen infiziert. Das entspricht einer Pravalenz von 31,4 % bezogen auf die hier

untersuchten genetisch empfanglichen Schafe.

Die 13 Schafe mit positiven Ergebnissen gehdérten der Genotypklasse 3 an, entweder mit
dem Genotyp ARQ/ARQ (neun Falle) oder mit dem Genotyp ARQ/AHQ (vier Falle), sie

waren zwischen einem und funf Jahren alt (Tabelle 4.2).

Insgesamt konnten in 60 Proben aus neun unterschiedlichen Geweben von 13 Tieren
Akkumulationen von PrPS® nachgewiesen werden. Abbildung 4.1 zeigt zusammenfassend
die Verteilung der positiven Ergebnisse in der Immunhistochemie (IHC) in den untersuchten
Organen. Bei keinem Schaf gelang ein PrP¢-Nachweis in allen 13 untersuchten Proben. Die
héchste Anzahl an positiven Ergebnissen wurde bei einem zweijahrigen Schaf (Nr. 85) mit
neun positiven Geweben festgestellt. Die am haufigsten positiven Organe waren die Tonsilla
palatina und der Nodus lymphaticus (NI.) retropharyngeus lateralis mit je neun positiven
Ergebnissen. Da der NI. retropharyngeus lateralis bei sieben Tieren nicht aufgefunden
werden konnte, wurde an seiner Stelle der NI. mandibularis enthnommen und untersucht. In
zwei Fallen konnten auch dort PrP%“-Ablagerungen nachgewiesen werden. Zur
Vereinfachung wird hier zusammenfassend vom NI. retropharyngeus lateralis berichtet, auch
in den beiden beschriebenen Fallen, in denen der NI. mandibularis ersatzweise entnommen

worden war.

lleum, NI. cervicalis superficialis und Milz zeigten bei jeweils acht Tieren positive Ergebnisse.
Der Nachweis von PrP® im peripheren Nervensystem (Plexus solaris) gelang in sechs
Fallen. Alle sechs Schafe zeigten auch in der immunhistochemischen Untersuchung der
Intramuralganglien des Illeum ein positives Ergebnis, drei davon auch in den
Intramuralganglien des Rektum. Das Gewebe mit der geringsten Anzahl positiver Ergebnisse
war das Dritte Augenlid (zwei Tiere). Diese beiden Schafe zeigten insgesamt die weiteste
Ausbreitung von PrP%¢ im lymphoretikuldren Gewebe mit acht und neun positiven Organen.
Im Ganglion cervicale craniale, im Ganglion stellatum, im Nervus vagus sowie in den

Zungenproben gelang der Nachweis von PrP° nicht.
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Die Abbildungen 4.2 bis 4.9 zeigen beispielhaft ausgewahlte positiv befundete Organe. Die
Abbildungen 4.2 und 4.3 zeigen den Nachweis von PrP® im lleum, zum einen in den
Intramuralganglien der Tunica muscularis (Abb. 4.2) und zum anderen in den Lymphfollikeln

der Tunica submucosa (Abb. 4.3).
Die Abbildungen 4.4 bis 4.8 zeigen PrP%°-Akkumulationen in lymphatischen Geweben.

Aufgrund der gleichen Struktur aller Lymphknoten wurde auf eine Abbildung der NII. ileocolici
verzichtet. Stattdessen wurden IHC-Ergebnisse des NI. retropharyngeus (Abb. 4.5) und des
NI. cervicalis superficialis (Abb. 4.8) stellvertretend fur alle drei positiv befundeten
Lymphknoten abgebildet. Bei den Zellen in den lymphatischen Geweben, in denen PrP*°
nachgewiesen werden konnte, handelt es sich hauptsachlich um gro3e mononukleare
Zellen, vermutlich Makrophagen. In Abb 4.7 (Milz) zeigen sich neben den groben
plagueartigen Granula auch feine netzartige braungefarbte Strukturen, die auf Follikular-

dendritische Zellen schlieRen lassen.

Abb. 4.9 und 4.10 zeigen zwei sehr unterschiedlich starke Akkumulationen von PrP%® im
Plexus solaris. Wahrend sich in Abb. 4.9 sehr deutliche grobkdornige braune Granula am
Zellrand, intrazellular und auch im Neuropil befindet, zeigt Abb. 4.10 nur sehr feine Granula,

die hauptsachlich am Zellrand lokalisiert ist.

Die Abbildungen 4.11 und 4.12 zeigen unspezifische Reaktionen, die sich dhnlich der PrP5¢-
Akkumulation als braune Granula darstellen, die jedoch durch den Vergleich mit dem
dazugehoérigen Negativ-Kontrollschnitt (Null-mab) als unspezifisch eingestuft werden

konnten.

Bei den sechs Ziegen und bei 116 Schafen konnte kein PrP*® in den Geweben dieser
Eintrittspforten nachgewiesen werden. Diese Tiere wurden als TSE-negativ betrachtet und

die Untersuchung an dieser Stelle abgeschlossen.

4.3 Nachweise von PrP° unter Beriicksichtigung der potenziellen

Eintrittspforten

Als potenzielle Eintrittspforten fir das infektidse Agens wurden fur den Darm das lleum und
die NII. ileocolici, fir den Kopf der NI. retropharyngeus lateralis (bzw. der NI. mandibularis)
und die Tonsilla palatina von allen 135 Tieren immunhistologisch untersucht. Im lleum
konnte insgesamt achtmal PrPS° nachgewiesen werden, in vier Fallen sowohl in den
Intramuralganglien des enterischen Nervensystems als auch in den Lymphfollikeln, dreimal
nur in den Intramuralganglien und einmal nur in den Lymphfollikeln (Abb. 4.2 und 4.3). Die

NII. ileocolici zeigten in sieben Fallen positive Ergebnisse. Somit konnte in der potenziellen
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Eintrittspforte Darm, also im lleum und/oder in den NIl. ileocolici, bei elf der untersuchten
Schafe PrP®¢ nachgewiesen werden. Bei sieben dieser elf Schafe gelang der Nachweis von
PrP%® auch im GALT-Gewebe des Oropharynx, namlich in der Tonsille und in den NI.
retropharyngeus lateralis bzw. NI. mandibularis. Vier Tiere zeigten dagegen PrP%-

Akkumulationen nur im Darm (Tab. 4.2).

Bei zwei Tieren erfolgte ein Nachweis von PrPS® ausschlieRlich im NI. retropharyngeus

lateralis und der Tonsille, dies ohne ein positives Ergebnis im Darm.

Alle neun Schafe, bei denen PrPS® im NI. retropharyngeus lateralis bzw. im NI. mandibularis
nachgewiesen werden konnte, zeigten auch Akkumulationen von PrP*¢ in der Tonsilla

palatina.

Die Membrana nictitans wurde ebenfalls von allen Tieren untersucht, da es sich um ein sehr
leicht zugangliches Untersuchungsmaterial handelt, das auch fir Ante-mortem-

Untersuchungen genutzt werden kénnte. Zwei Tiere zeigten dort Ablagerungen von PrP%°.

4.4 Nachweis von PrP%¢ in den Organen, die den potenziellen Eintrittspforten

nachgeordnet sind

Als nachgeordnete Organe wurden der NI. cervicalis superficialis, die Milz, das Rektum, der
Plexus solaris, das Ganglion cervicale craniale, das Ganglion stellatum, der Nervus vagus
und die Zunge untersucht. Diese Proben wurden nur bei den 13 Schafen untersucht, die
bereits an den Eintrittspforten PrP5¢ akkumuliert hatten. Die Ergebnisse sind Tabelle 4.2 zu

entnehmen.

Bei elf Schafen konnte in mindestens einem weiteren Organ PrPS¢ nachgewiesen werden.
Zwei Schafe (Nr. 435 und Nr. 499) zeigten nur in den Eintrittspforten positive Ergebnisse,

nicht in den nachgeordneten Geweben.
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Abb. 4.1: Verteilung der positiven Ergebnisse der Immunhistochemie



Ergebnisse

Tab. 4.2: Nachweis von PrP*¢ in den unterschiedlichen Geweben bei 13 Schafen (Immunhistochemie)

lleum

NI. L
Schaf| PrP- |Geburts- Lk retropharyngeus|TonsillaMembrana | i, Nl ez el Rektum Plexus |1t
Gonot . |MG[LF ileocolici| ™"~ 2. Jis |palatina| nictitans superficialis | (MG) | solaris
enotyp | jahr

9 |ARQ/ARQ| 2003 - | - + + + - - + - - 4
26 |ARQ/ARQ| 2002 + |+ + - - - + - + + 5
85 |ARQ/ARQ| 2002 + | + + + + + + + + + 9
191 |AHQ/ARQ/| 2003 + | - - - - - R - + + 3
205 |ARQ/ARQ| 2003 - - + + + - + + - - 5
260 |AHQ/ARQ| 2003 + | - - - - - - - - + 2
326 |ARQ/ARQ| 1999 - | - + +'* + - + + - - 5
333 |ARQ/ARQ| 2001 + |+ + + + + + + - + 8
374 |AHQ/ARQ| 2002 + | - + + + - + + - + 7
425 |ARQ/ARQ| 1999 - |+ - +'* + - + + - - 5
435 |ARQ/ARQ| 2001 + |+ - - - - - - R _ 1
463 |ARQ/ARQ| 2001 - | - - + + - + + - - 4
499 |AHQ/ARQ| 2002 - |- - + + - - - - - 2
Total 8 7 9 9 2 8 8 3 6 60

50

“* NI. mandibularis

IMG Intramuralganglion
LF  Lymphfollikel
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Nachweise von PrPS¢ in den potenziellen Eintrittspforten

Abb. 4.2: Scrapie positives Schaf Nr. 26
Akkumulation von PrP%® in den
Intramuralganglien des lleum

mab L42
Vergroflerung 200 x

Abb. 4.4: Scrapie positives Schaf Nr. 9
Akkumulation von PrP*¢ in einem
Lymphfollikel der Tonsilla palatina

mab L42
Vergrolerung 200 x

Abb. 4.3: Scrapie positives Schaf Nr. 333
Akkumulation von PrP*¢ in einem
Lymphfollikel des lleum

mab L42
Vergroferung 200 x

Abb. 4.5: Scrapie positives Schaf Nr. 85
Akkumulation von PrP PrP%® in einem
Lymphfollikel des NI. retropharyngeus
lateralis

mab L42
Vergrolerung 200 x
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Abb. 4.6: Scrapie positives Schaf Nr. 333
Akkumulation von PrPS in einem
Lymphfollikel des Dritten Augenlides

mab L42
Vergroflerung 200 x

Nachweise von PrPS¢ in den Organen, die den potenziellen Eintrittpforten

nachgeordnet sind

Abb. 4.7: Scrapie positives Schaf Nr. 205
Akkumulation von PrP%¢ in der weiften
Pulpa der Milz

mab L42
Vergrélerung 200 x

Abb. 4.8: Scrapie positives Schaf Nr. 85
Akkumulation von PrP%¢ in einem
Lymphfollikel des NI. cervicalis
superficialis

mab L42
Vergroflerung 200 x
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Abb. 4.10: Scrapie positives Schaf Nr. 191

Akkumulation von PrP%¢ im Plexus solaris Akkumulation von PrPS¢ im Plexus solaris
mab L42 mab L42
Vergrélerung 200 x Vergrélerung 200 x

Unspezifische Reaktionen

Abb. 4.11: Scrapie negatives Schaf Nr. 30 Abb. 4.12: Scrapie negatives Schaf
Hamosiderin in Siderophagen im NI. Unspezifische Reaktion in einem lleum
ileocolicus mit starker Autolyse

Vergroflerung 200 x mab L42

Vergroferung 200 x
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4.5 Geniiberstellung der Ergebnisse der Immunhistochemie und der

Ergebnisse der histopathologischen Untersuchungen

In Tabelle 4.3 sind die Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchung (IHC) auf PrPS°

den histopathologischen Befunden der H.-E.-Farbung gegenubergestellt.

Bei den 13 positiven Tieren finden sich im lleum in acht Fallen sowohl PrP®® als auch ein
histologischer Befund. In funf Fallen wurde eine Enteritis diagnostiziert ohne Nachweis von

Prionen.

Die NII. ileocolici zeigten bei sieben Tieren gleichzeitig histologische Veranderungen und

PrPS°-Akkumulationen, wahrend sechs Tiere nur histologische Befunde aufwiesen.

Bei neun Schafen war der NI. retropharyngeus lateralis immunhistochemisch und

histopathologisch auffallig und bei vier Schafen nur histopathologisch verandert.

Die Tonsilla palatina war in sieben der 13 Schafe positiv in der IHC und der Histologie,
zweimal in beiden Untersuchungen negativ, zweimal in der IHC positiv aber histologisch

unauffallig und zweimal histologisch verandert aber ohne Nachweis von Prionen.

Beide Tiere, die in der Membrana nictitans positiv waren, zeigten histologische
Veranderungen. Zehn der 13 Schafe zeigten eine Konjunktivitis bei negativer IHC und eines

war in beiden Untersuchungen ohne besonderen Befund.
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Tab. 4.3: Gegenlberstellung der immunhistochemischen und histologischen Ergebnisse

Spezies| Tier |lleum NII. NI. Tonsilla | Membrana
Nr. ileocolici | retropharyngeus | palatina nictitans
lateralis
Schaf 3 0|11 O 0 0 1 0|1 0 1
Schaf 7 o1 O 1 0 1 00 0 1
Schaf 8 0|11 O 1 0 1 0|1 0 1
Schaf 9 o1 1 1 1 1 1 1 0 1
Schaf 18 0|11 O 0 0 1 00 0 1
Schaf 26 101 1 1 0 1 0|1 0 1
Schaf 30 0|11 O 1 0 1 0|1 0 1
Schaf 35 0|11 O 1 0 1 0|1 0 1
Schaf 36 0111 O 1 0 1 0|1 0 1
Schaf 45 01 O 1 0 1 0|1 0 1
Schaf 49 2121 0 1 0 1 0|1 0 1
Schaf 54 0|11 O 1 0 1 2 |2 0 1
Schaf 59 012 O 1 0 1 0|1 0 1
Schaf 63 012 O 1 0 1 0|1 0 1
Schaf 64 0|11 O 1 0 1 2 | 2 0 1
Schaf 66 0|11 O 1 0 1 0|1 0 1
Schaf 74 01 O 1 0 1 0|1 0 1
Schaf 75 0|11 O 1 0 1 00 0 1
Schaf 79 0|11 O 1 0 1 00 0 1
Schaf 85 101 1 1 1 1 1 1 1 1
Schaf 87 0|11 O 1 0 1 00 0 1
Schaf 90 0|11 O 1 0 1 0|1 0 1
Schaf 92 0|11 O 1 0 1 00 0 1
Schaf 100 |01 O 1 0 1 00 0 1
Schaf 101 |0|1] O 1 0* 1* 00 0 1
Schaf 102 |[0]|1| O 1 0 1 0|1 0 1
Schaf 104 |0]|1| O 1 0 1 00 0 1
Schaf 107 |0]|1] O 1 0 1 0|1 0 1
Schaf 108 |0]2] O 1 0 1 0|1 0 1
Schaf 109 |0]1] O 1 0* 1* 00 0 1
Schaf 111 |0]1| O 1 0 1 0[O0 0 1
Schaf 112 |0]2] O 1 0 1 00 0 1
Schaf 125 |01 O 1 0 1 0| 1 0 1
Schaf 128 |0|1] O 1 0 1 0| 1 0 1
Schaf 142 |0]2] O 1 0 1 0|1 0 1
Schaf 148 |0]|1] O 1 0 1 0| 1 0 1
Schaf 149 |0]|1| O 1 0 1 00 0 1
Schaf 151 |0]|1] O 1 0 1 0| 1 0 1
Schaf 157 |0]2] O 1 0 1 00 0 1
Schaf 163 |0]|1] O 1 0 1 0|1 0 1
Schaf 164 |0|1] O 1 0 1 00 0 1
Schaf 174 |0]|1] O 1 0 1 0|1 0 1
Schaf 175 |0]|2] 2 2 0 1 00 0 1
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Spezies| Tier |lleum NII. NI Tonsilla | Membrana
Nr. ileocolici | retropharyngeus | palatina nictitans
lateralis
Schaf 385 |[0]2] O 1 0 1 0| 1 0 1
Schaf 394 (0|1] O 1 0 1 0| 1 0 1
Schaf 395 (0|1] O 1 0 1 0|0 0 1
Schaf 396 |[0|1] O 1 0 1 0|0 0 1
Schaf 399 (0[|1] O 1 0 1 0| 1 0 1
Schaf 407 |0]1| O 1 0 1 0| 1 0 1
Schaf 409 |0]1| O 1 0 1 0|0 0 1
Schaf 414 |0|1| O 1 0 1 0| 1 0 1
Schaf 417 |0 |1 | 2 2 0 1 0| 1 0 1
Schaf 419 |02 O 1 0 1 0|0 0 1
Schaf 422 |22 | 2 2 0 1 0| 1 0 1
Schaf 425 |1|1| O 1 1* 1* 1 1 0 1
Schaf 435 (11| O 1 0 1 0|1 0 1
Schaf 440 |01 O 1 0 1 0| 1 0 1
Schaf 445 0|1 O 1 0 1 0| 1 0 1
Schaf 447 |0]|1| O 1 0 1 0|0 0 1
Schaf 448 |0]|1| O 1 0 1 0| 1 0 1
Schaf 449 |0]|1| O 1 0 1 0| 1 0 1
Schaf 452 |0]|1| O 1 0 1 0| 1 0 1
Schaf 461 |0]|1| O 1 0 1 0| 1 0 1
Schaf 463 |0|1| O 1 1 1 1 1 0 1
Schaf 466 |0]|1| O 1 0 0 0| 1 0 1
Schaf 471 |0]|1| O 1 2 2 0| 1 0 1
Schaf 472 01| O 1 0 1 2 |2 0 1
Schaf 473 |02 O 1 0 1 0| 1 0 1
Schaf 474 |0]1| O 1 0 1 0| 1 0 1
Schaf 480 |0]|1| O 1 0 1 0| 1 0 1
Schaf 481 |01 O 1 2 1 0| 1 0 1
Schaf 483 |0]|1| O 1 0 1 0| 1 0 1
Schaf 485 |01 O 1 0 1 0| 1 0 1
Schaf 488 |0]|1| O 1 0 1 0| 1 0 0
Schaf 490 |01 O 1 0 0 0| 1 0 1
Schaf 493 |0]1| O 1 0 1 0| 1 0 1
Schaf 499 |10|1| O 1 1 1 1 1 0 1
Schaf 513 [0]2] O 1 0 1 0| 1 0 1
Schaf 547 [(0|1] O 1 0* 1* 0| 1 0 1
Schaf 768 [0]|1] O 1 0 1 0| 1 0 1
Ziege 205 |02 O 1 0 0 0| 1 0 1
Ziege 253 |01 O 1 0 1 0| 1 0 1
Ziege 254 (0]2] O 1 0 1 0| 1 0 1
Ziege 255 |01 O 1 0* 1* 0| 1 0 1
Ziege 257 [(0]1] O 1 0 1 0|0 0 1
Ziege 261 |01 O 1 0 1 0|0 0 1

*NI. mandibularis

Linke Spalte des jeweiligen Organs: Ergebnis der IHC

Rechte Spalte des jeweiligen Organs: Ergebnis der Histologie
0 negativ bzw. ohne besonderen Befund
1 positiv bzw. histopathologisch verandert

2 keine Probe vorhanden bzw. nicht auswertbar
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5. Diskussion

5.1 Ziel der Arbeit

In dieser Studie wurden Gewebeproben von sechs Ziegen und 129 Schafen empfanglicher
Genotypen aus einer natlrlich mit klassischer Scrapie infizierten Herde auf das Vorliegen
und die fortschreitende Ausbreitung einer Scrapie-Infektion untersucht. Alle 135 Tiere hatten
bei der vorangegangenen Untersuchung des Stammhirns mittels Schnelltest ein negatives
Ergebnis gezeigt. Ziel der Studie war es einerseits, die Aussagekraft der TSE-
Schnelltestuntersuchung des Stammhirns flir den TSE-Status des Tieres zu Uberprifen und
andererseits die tatsachliche Pravalenz von Scrapie in einer betroffenen Herde festzustellen.
Des Weiteren sollten mit der Studie mégliche Eintrittspforten sowie die Verteilung bzw. das
Vordringen von PrP% im Tierkdrper aufgedeckt werden. Die Ergebnisse der Studie
ermoglichen daruber hinaus Aussagen Uber die diagnostische Relevanz der Ante-mortem-

Untersuchung verschiedener peripherer lymphatischer Gewebe.

Es zeigte sich, dass 13 (10 %) der 129 Schafe trotz des negativen Schnelltestergebnisses
aus der Obexregion in peripheren Geweben bereits PrP° akkumuliert hatten. Dies ist

allerdings nicht der Spezifitdt oder Sensitivitat des Tests anzulasten.

5.2 Probenmaterial und Untersuchungsmethoden

Die Probenahme erfolgte nicht unmittelbar nach der Totung der Tiere. Daher hatten bereits
autolytische Prozesse eingesetzt, so dass ein Teil der lleum-Proben aufgrund starker

Autolyse fiir eine histomorphologische Charakterisierung nicht mehr auswertbar war.

Bei sieben Tieren konnte bei der Probenahme der NI. retropharyngeus lateralis nicht
aufgefunden werden. An seiner Stelle wurde ersatzweise der NI. mandibularis enthommen.

In zwei der sieben Proben des NI. mandibularis konnte PrP5¢ nachgewiesen werden.

Der NI. mandibularis, entlasst seine Lymphe in den NI. retropharyngeus lateralis
(Vollmerhaus 1984). Dies lasst vermuten, dass auch der NI. retropharyngeus lateralis in den
beiden positiven Fallen, in denen dieser Lymphknoten nicht zur Untersuchung zur Verfigung
stand, PrPS® aufgewiesen hatte. Es kann aber nicht ausgeschlossen werden, dass in den
Fallen, in denen der NI. mandibularis ein negatives Ergebnis erbracht hatte, durchaus eine
PrPSc-Akkumulation im fehlenden NI. retropharyngeus lateralis hatte nachgewiesen werden
kénnen. Das Einzugsgebiet des NI. retropharyngeus lateralis umfasst namlich zusatzlich zur
Lymphe des NI. mandibularis auch die DurchfluBlymphe des NI. parotideus, die Haut der

Parotisgegend und tiefere Partien der oberen Nackengegend.
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Die untersuchten Gewebe wurden nach der Probenahme mehrere Monate in Formalin
gelagert, bevor sie fur die weitere Untersuchung prépariert wurden. Die
Standardfixierungsdauer in Formalin betragt etwa 24 Stunden. Eine langere Fixierungsdauer
kann die Qualitdt der Gewebe fir histologische Untersuchungen negativ beeinflussen.
Formalin inaktiviert den TSE-Erreger jedoch nicht, sondern stabilisiert ihn (Brown et al.
1990). Demnach ist ein negativer Einfluss von Formalin auf die immunhistochemischen

Ergebnisse wenig wahrscheinlich.

Auch die Dekontamination des Gewebes mit 98%iger Ameisensaure vor der
Routineeinbettung und die zweite Inkubation in Ameisensaure der bereits auf Objekttrager

aufgezogenen Schnitte strapazieren histologische Praparate.

Die Auswertbarkeit der hier untersuchten Gewebe wurde jedoch von Fixierung und
Dekontamination nicht beeintrachtigt, auch die immunhistochemische Untersuchung wurde
durch Autolyse nicht beeintrichtigt, denn der Nachweis von PrP*¢ gelang hier auch in stark

autolytischem Material.

Da nur jeweils Ausschnitte der verschiedenen Organe untersucht werden konnten, wurde der
Versuch unternommen, die untersuchte Flache zu vergroRern. Von jeder Probe wurden zwei
bis vier Anschnitte in einer Einbettkassette zusammengefasst und mindestens je zwei
Schnitte auf einen Objekttrager aufgezogen, um maoglichst viele Regionen der Probe in einer
Schnittserie analysieren zu koénnen. Bedingt durch die Arbeitstechnik koénnen
Gewebeabschnitte mit Akkumulationen von PrP®° {ibergangen worden sein. Folglich ist nur
ein positives Ergebnis aussagekraftig. Mit der Anfertigung von Serienschnitten konnte dieses

Risiko minimiert werden.

Die Follikel, in denen PrP%® nachgewiesen wurde, wurden nicht ausgezahlt, da wie oben
beschrieben nur ein Ausschnitt des Organs betrachtet werden konnte und damit keine
Aussage uber die Anzahl tatsachlich positiver Follikel gemacht werden konnte. Damit ist eine

quantitative Gewichtung der Ergebnisse nicht mdglich.

In Konsequenz wurde nur festgestellt, ob PrPS® nachgewiesen werden konnte oder nicht. Die

Intensitat und Ausdehnung der Reaktion wurde nicht mit einbezogen.

In verschiedenen Arbeiten wurde das Rektum als geeignetes Untersuchungsmaterial fir
Ante-mortem-Untersuchungen vorgeschlagen (Gonzalez et al. 2005, 2006, Espenes et al.
2005). Fir diese Untersuchungen wurden Proben 1 bis 2 cm cranial des Ubergangs
zwischen Rektum- und Afterschleimhaut enthommen, die durchschnittlich acht Lymphfollikel
fur die Auswertung enthielten (Espenes et al. 2005). Diese Kriterien fanden bei der
Probenahme fiir diese Studie keine Anwendung. Die hier gezogenen Proben wiesen weniger

als acht Follikel auf. Daher sind die Ergebnisse nur eingeschrankt mit oben genannten
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Studien vergleichbar. Aullerdem ist zu beachten, dass im Gegensatz zu den anderen
Studien bei den hier untersuchten Rektumproben in allen drei positiven Fallen PrPS¢
ausschliellich in den Intramuralganglien (IMG) nachweisbar war, nicht aber in den

Lymphfollikeln.

Die Gewebeproben der Tonsilla palatina wiesen wie in den Untersuchungen von Schreuder
et al. (1998) gefordert, mindestens drei Lymphfollikel fiir eine angemessene Einschatzung

auf.

O’'Rourke et al. (2000; 2002) legten in ihren Untersuchungen des Dritten Augenlids eine
Mindestanzahl von vier bzw. sechs Lymphfollikeln fiir die Auswertbarkeit zugrunde. Diese

Forderung wurde auch bei den hier beschriebenen Untersuchungen erflllt.

Zuerst erfolgte die Untersuchung der potenziellen Eintrittspforten fiir den Erreger. Wenn hier
kein PrP%¢ nachgewiesen werden konnte, wurde das Tier als Scrapie-negativ betrachtet und
auf die Untersuchung der Ubrigen Korperproben verzichtet, da davon ausgegangen wurde,
dass ein Organ nicht wieder negativ wird, wenn einmal PrP%° nachgewiesen werden konnte.

In der Literatur findet sich keine Bestatigung fir das Gegenteil.

Wurde PrP®® nachgewiesen, so erfolgte die weitere Untersuchung aller vorhandenen Proben

auf dem Wege, der fur das Voranschreiten jeweils angenommen wird.

5.3 Ergebnisse

5.3.1 Genotyp

Diese Studie umfasst die Untersuchung von Schafen der Genotypklassen G 2 bis G 5, die
als genetisch empfanglich eingestuft werden bzw. im Rahmen von EradikationsmafRnahmen

gekeult werden missen.

Der haufigste Genotyp in der Herde war ARR/ARQ (G 2) mit 244 Tieren, von denen jedoch
nur vier Bocke von der Keulung und Untersuchung betroffen waren. In keinem der
untersuchten Gewebe der vier Tiere konnte PrP° nachgewiesen werden. Der am
zweithaufigsten vertretene Genotyp war ARQ/ARQ (G 3) mit 157 Tieren. Die meisten
Scrapie-infizierten Tiere der Herde gehdrten in diese Gruppe: 38 Schafe waren bereits im
Obex positiv und weitere neun Tiere in peripheren Geweben. Der Genotyp ARQ/AHQ (G 3)
hatte 16 Vertreter in der Herde. Zwei Tiere waren schon im Schnelltest positiv und zusatzlich
vier Schafe in der weitergehenden Untersuchung. Also gehoéren alle positiv getesteten

Schafe zur Genotypklasse G 3.
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In der untersuchten Herde befanden sich nur wenige Tiere der empfanglichsten Klasse G 5,
namlich vier Schafe mit dem Genotyp ARQ/VRQ. Die Genotypen AHQ/VRQ, ARH/VRQ und
VRQ/VRQ lagen in der Herde nicht vor.

Dies stitzt die Beobachtungen von Hunter et al. (1994), Elsen et al. (1999) und Vascellari et
al. (2005), die zeigten, dass bei Schafrassen, in denen VRQ-Allele selten vorkommen,

PrPARQ mit erhdhter Scrapie-Empfanglichkeit assoziiert ist.

Bei Untersuchungen von Jeffrey et al. (2002) und Thorgeirsdottir et al. (2002) scheinen die
Genotypen ARQ/ARQ oder AHQ/ARQ eher resistenter gegeniber Scrapie zu sein. Die dort
untersuchten Schafherden zeigten das VRQ-Allel jedoch in einer deutlich héheren Frequenz

als die Tiere in dieser Studie.

Die unterschiedlichen Genotypen zeigten bei den Tieren dieser Untersuchung keine

spezifischen Unterschiede in der Verteilung des PrPS¢ im Tierkdrper (Tab. 4.3).

5.3.2 Pravalenz

In der hier untersuchten Herde waren auffallend viele Tiere von Scrapie betroffen. Die
Untersuchung von 169 Schafen und sechs Ziegen mittels Schnelltest im Obex erbrachte bei
40 Schafen ein positives Ergebnis. Durch die weitere Untersuchung der 135 nicht reaktiven
Tiere konnte bei weiteren 13 Schafen PrPS® nachgewiesen werden. Somit waren 53 von 169
untersuchten Schafen mit Prionen infiziert. Das entspricht einer Pravalenz von 31,4 %,
bezogen auf die hier untersuchten genetisch empfanglichen Schafe (weibliche Tiere der

Genotypklassen G 3, G 4 und G 5 sowie mannliche Tiere der Klassen G 2 und G 3).

Bezieht man die positiven Befunde auf die gesamte Herde, die zum Zeitpunkt der
Genotypisierung 522 Schafe umfasste, so ergibt sich eine Pravalenz fiir die Herde von 10,2
%, wenn man davon ausgeht, dass alle nicht untersuchten Tiere nicht infiziert waren. Dabei
ist jedoch zu berticksichtigen, dass der Verbleib und damit auch der Scrapie-Befund von 15
Tieren der Genotypklasse G 3 ungeklart ist. Eine nicht bekannte Zahl an Schafen der Herde
verstarb zwischen Genotypisierung und Keulung. Zehn dieser Schafe wurden positiv auf
Scrapie getstet. Weiter ist zu berlcksichtigen, dass nur die nach heutigem Stand des
Wissens fir klassische Scrapie genotypisch empfanglichen Tiere gekeult und untersucht
wurden. Alle Schafe der Klasse G 1 und die weiblichen Tiere der Klasse G 2 wurden in der

Herde belassen. Somit kdnnte die tatsachliche Herdenpravalenz noch hdher liegen.

In einer Studie von Thorgeirsdottir et al. (2002) an 65 islandischen Schafen einer Scrapie-
infizierten Herde konnte bei 38,5 % der genetisch empfanglichen Tiere eine subklinische

Infektion nachgewiesen werden.
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Ersdal et al. (2003) wiesen bei 35 % der Schafe einer von Scrapie betroffenen Herde in

Norwegen Akkumulationen von PrPS® nach.

Bei ahnlichen Untersuchungen im Rahmen von EradikationsmafRhahmen in Italien stellten

Vascellari et al. (2005) eine deutlich niedrigere Pravalenz von 5,2 % fest.

Die histomorphologischen Untersuchungen zeigten, dass sich die Herde in einem schlechten
Gesundheitszustand befand. Folgende Befunde konnten unter anderem erhoben werden:
Enteritis, Tonsillitis, Konjuktivitis und Nachweis von Sarkosporidien (Tabelle 9.3 und 9.4).
Dies kdnnte ein mdglicher Grund fur die hohe Scrapie-Durchseuchung innerhalb der Herde
gewesen sein. Durch die eosinophile Enteritis und die Besiedlung mit Parasiten konnte die
Barrierefunktion der Darmwand geschwacht gewesen sein, was das Eindringen der Prionen
beglnstigt haben kann. Zusatzlich besteht die Modglichkeit, dass durch Entzindungszellen
die Verteilung von PrP% im Tierkérper begiinstigt wurde. Alle acht im lleum positiven Tieren
hatten einen histologischen Befund. Allerdings zeigten alle auswertbaren lleum-Proben
entziindliche Darmveranderungen, so dass man nicht auf einen direkten Zusammenhang mit

der Prioneninfektion schlieRen darf.

Beide Tiere, die in der Membrana nictitans positiv waren, zeigten histologisch eine
Konjuktivitis. 129 weitere Tiere zeigten ebenfalls histologische Veranderungen, jedoch ohne
Nachweis von PrP%¢ (Tab. 4.3).

Akkumulationen von pathologischem Prionprotein wurden im Zusammenhang mit
Entzindungsreaktionen sogar in Korpergeweben, die sonst nicht an einer Prioninfektion
beteiligt waren, beobachtet (Jeffrey et al. 2001, Heikenwalder et al. 2005, Ligios et al. 2005).
Follikular Dendritische Zellen (FDC), B-Lymphozyten und andere Komponenten des
Immunsystems spielen eine Rolle bei chronischen inflammatorischen Prozessen und sie sind
aullerdem wichtig flr den Transport und die Replikation von Prionen (Brown et al. 2000,
Mabbot und MacPherson 2006).

Es konnte in dieser Untersuchung keine H&ufung von PrP*® in entziindeten Geweben
festgestellt werden. 77 % der Tiere litten an einer mittelgradigen chronischen Konjunktivitis
und 80 % an einer mittelgradigen akuten oberflachlichen eosinophilen Enteritis, aber nur

zwei (1,5 %) bzw. acht (6,2 %) der Tiere zeigten dort Akkumulationen von PrPS°.

Auch ein Zusammenhang zwischen den nicht TSE-spezifischen histopathologischen
Befunden und den positiven Befunden der immunhistochemischen Untersuchungen auf

PrPS¢ konnte nicht hergestellt werden.

Der Ursprung der Erkrankung in dieser Herde, in der das alteste von Scrapie betroffene Tier
1999 geboren wurde, ist ungeklart. Die gro3e Anzahl positiver Tiere spricht aber fir eine

lange Geschichte der Infektion in der Herde.
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Keine der Ziegen dieser Studie zeigte Akkumulationen von PrP%°. Die geringe Anzahl mit nur

sechs untersuchten Tieren lasst jedoch keine abschlieRende Beurteilung zu.

5.3.3 Eintrittspforten

Bei elf der 13 positiven Schafe konnten im lleum und/oder in den Lnn. ileocolici PrPSc-
Ablagerungen nachgewiesen werden. Dies bestatigt den Darm als potenzielle Eintrittspforte

und unterstiitzt die Ergebnisse von Heggebo et al. (2000) und van Keulen et al. (2002).

Bei sieben dieser elf Schafe gelang der Nachweis von PrP%¢ auch im lymphatischen Gewebe
des Oropharynx, namlich in der Tonsilla palatina und im NI. retropharyngeus lateralis bzw. im
NI. mandibularis. Dies deutet auf einen moglichen simultanen Eintritt des Erregers Uber das
lymphatische Gewebe des Verdauungstraktes in Kopf und Darm. Die lymphatischen Gewebe
des Oropharynx kénnen aber auch als alleinige Eintrittsmoglichkeit unabhangig vom Darm
nicht ausgeschlossen werden, da zwei Tiere nur PrP*° in Tonsille und NI. retropharyngeus
lateralis zeigten. Vier Tiere zeigten an den moglichen Eintrittspforten nur Akkumulationen im

Darm.

Das Gewebe mit der geringsten Anzahl positiver Ergebnisse war das Dritte Augenlid (zwei
Tiere). Diese beiden Schafe zeigten mit acht und neun positiven Organen insgesamt die
weiteste Ausbreitung von PrP% in den untersuchten Geweben. Dies lasst vermuten, dass
erst bei weit fortgeschrittener Verbreitung im Tierkdrper das PrPS® im Dritten Augenlid
nachweisbar wird. Méglich ware auch eine retrograde Infektion, nachdem bereits das Gehirn
betroffen ist. Allerdings waren diese Tiere im Schnelltest im Obex negativ. Die Eigenschaft
des Dritten Augenlids als Eintrittspforte ware somit eher von experimentellem Interesse.
Auch die Eignung dieser Probe fir die praklinische Ante-mortem-Diagnostik ist mit diesem
Ergebnis in Frage gestellt, da die Erkrankung fiir einen PrP°-Nachweis schon weit

fortgeschritten sein muss.

5.3.4 Verbreitung des Erregers im Tierkorper

Die Verbreitung des Erregers im Tierkérper auf dem lymphatischen Weg (van Keulen et al.
2002) wird bestétigt durch die Nachweise von PrP%¢ im NI. retropharyngeus lateralis bzw. NI.
mandibularis (zehn Tiere), im NI. cervicalis superficialis (acht Tiere) und in der Milz (neun

Tiere).
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Die Tatsache, dass alle Tiere, die im Plexus solaris (Ganglion mesentericum craniale +
Ganglion coeliacum) ein positives Ergebnis zeigten, auch in den Intramuralganglien des
lleum und die Halfte der Tiere auch im Rektum positiv waren, ist eine Bestatigung fir den
Transfer von PrP% zum Nervensystem und dessen Akkumulation im peripheren
Nervensystem (zum Beispiel ENS, Ganglion coeliacum), wie auch van Keulen et al. (2000)

postulierte.

In den neuronalen Geweben Ganglion cervicale craniale, Ganglion stellatum und Nervus
vagus gelang kein Nachweis von PrP®. Das kann am Stadium der Ubertragung des Erregers
liegen, aber auch oben genannte technische Griinde kénnen nicht ausgeschlossen werden.

In jedem Falle scheint dieser Weg hier weniger relevant gewesen zu sein.

Auch in den Zungenproben konnte kein PrP%® nachgewiesen werden. In den
Untersuchungen von Corona et al. (2006) wurde PrP%° in den Zungen von Schafen
nachgewiesen, die bereits im Gehirn positiv waren und damit in einem fortgeschritteneren
Krankheitsstadium. So ware es denkbar, dass die Zunge erst retrograd Uber die mit

Nervengewebe assoziierten Geschmacksknospen infiziert wird.

Die positiven Tiere waren zwischen ein und funf Jahren alt (Tabelle 4.3) und zeigten
zwischen ein und neun positive Gewebe. Es konnte kein Zusammenhang zwischen dem
Alter der Schafe und der Anzahl positiver Gewebe hergestellt werden. Dies Iasst vermuten,
dass der Grad der positiven Reaktion mehr von den Umstidnden der Infektion

(Infektionsdosis und -weg) als vom Alter der Tiere abhangt.

5.3.5 Aussagekraft des TSE-Schnelltests in Bezug auf die tatsachliche
Pravalenz von Scrapie

Die Untersuchung mittels Schnelltest im Obex von 169 Schafen und sechs Ziegen erbrachte

bei 40 Schafen ein positives Ergebnis. Durch die Untersuchung weiterer Gewebe der 135 im

Obex nicht reaktiven Tiere konnte bei weiteren 13 Tieren Akkumulation von PrP

nachgewiesen werden.

Untersuchungen von Schreuder et al. (1996) und Jeffrey et al. (2001) an Tonsillenbioptaten
zeigen Ubereinstimmend, dass infizierte Tiere etwa ein Jahr vor dem Auftreten klinischer
Symptome Akkumulationen von PrPS° in den Tonsillen aufwiesen. Daraus ldsst sich
schlielen, dass die Schafe dieser Studie, die im Gehirn negativ, aber positiv in
lymphatischen Geweben waren, sich in der Inkubationszeit befanden und spater klinische
Scrapie entwickelt hatten. Auch wenn solche Tiere nur subklinische Trager sind, bei denen
die Erkrankung niemals ausgebrochen ware, besteht dennoch die Gefahr der Infektion

anderer Tiere durch die mogliche horizontale und vertikale Ubertragung des Erregers
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innerhalb der Herde und in andere Bestande.

Die derzeitige Strategie der EU fir die aktive und passive Uberwachung von Scrapie basiert
auf der Untersuchung des ZNS mittels Schnelltest. Diese Studie zeigt, dass von den
insgesamt 53 Schafen, bei denen PrP%® nachgewiesen werden konnte, 24,5 % (13 Schafe)
nicht vom Schnelltest erfasst worden sind. Das sind bezogen auf die Anzahl untersuchter
Schafe der Herde 7,7 %.

Somit schlieRt ein negatives Schnelltestergebnis die Akkumulation von PrP%¢ in peripheren
Geweben nicht aus. Damit wird die aktuelle Pravalenz von Scrapie deutlich unterschatzt,
wenn die Daten nur auf der Untersuchung des ZNS basieren. Denkbar ware,
Felduntersuchungen iiber den Anteil der unerkannt vorhandenen PrPS°-Tréger in den Herden

vorzunehmen, um diese Fehlquote besser einschatzen zu kénnen.

Die zusatzliche Untersuchung zum Beispiel der Tonsillen in Kombination mit dem Schnelltest
aus Obex-Gewebe hat den Nachweis von Scrapie in dieser Studie von 75,5 % auf 92,5 %
gesteigert. Dies bestatigt die Ergebnisse von Monledn et al. (2005), die darlegen, dass die
erganzende Untersuchung lymphatischer Gewebe genauere Resultate bezliglich der

Scrapie-Pravalenz liefert.

Die alleinige Untersuchung von lymphatischem Gewebe, wie Gonzalez et al. (2006)
vorschlagen, ist nicht zu empfehlen, da Schafe mit klassischer Scrapie, die ein ARR-Allel
tragen, PrP%° nicht im lymphatischen Gewebe akkumulieren (van Keulen et al. 1996; 2002;
Andreoletti et al. 2000; Jeffrey et al. 2002; Ersdal et al. 2005). Ebenso wirden atypische
Scrapie-Falle iibersehen werden, bei denen im lymphatischen Gewebe PrP*¢ ebenfalls nicht

nachweisbar ist (Gavier-Widen et al. 2005).

5.3.6 Ante-mortem-Tests

Obwohl TSEn beim Menschen seltene Erkrankungen sind, verleiht der nachgewiesene
Zusammenhang zwischen der neuen Variante von Creutzfeld-Jacob (vCJK) beim Menschen
und Boviner Spongiformer Enzephalopathie (BSE) beim Rind (Bruce et al. 1997) durch die
lange Inkubationszeit einer friihen praklinischen Diagnose hohe Prioritat, um eine weitere
Verbreitung der Krankheit zu minimieren. Dies gilt auch fur die TSEn der kleinen
Wiederkduer - aus wirtschaftlichen Grinden wie auch angesichts des letztlich nicht

auszuraumenden zoonotischen Risikos.

Schreuder et al. (1998) gelang es, PrP%® in Tonsillenbioptaten nachzuweisen. O'Rourke et al.
(2000; 2002) beschaftigten sich mit dem Nachweis von PrP¢ in Lymphfollikeln der Nickhaut
und Gonzalez et al. (2005; 2006) und Espenes et al. (2005) wiesen PrP® in lymphatischen
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Gewebe der Rektumschleimhaut nach. Auch hier ist aber zu beachten, dass nur ein positives
Ergebnis aussagekraftig ist. Bei negativen Ergebnissen kann nicht ausgeschlossen werden,

dass an anderer Stelle im Gewebe eine Reaktion erfolgt ist.

Nach den Daten dieser Studie scheinen Ante-mortem-Tests an Rektum- und Nickhaut-
Proben nicht zuverlassig. Allerdings waren in dem Untersuchungsmaterial Rektum nicht
ausreichend Lymphfollikel enthalten, um sie nach den Kriterien von Gonzalez und Espenes
auswerten zu koénnen. AufRerdem waren in den Proben der beschriebenen Herde die
positiven Reaktionen nur in Intramuralganglien des Rektums nachweisbar. Die Abwesenheit
von detektierbarem PrPS® in den Rektumproben der Schafe muss also vorsichtig interpretiert
werden. Die Ergebnisse zeigen, dass derartig auswertbare Bioptate nicht einfach zu

gewinnen sind.

Das Dritte Augenlid zeigte bei nur zwei Tieren positive Ergebnisse, und zwar bei beiden
Schafen mit den meisten positiven Geweben (namlich acht bzw. neun von je 13
untersuchten Geweben). Das konnte ein Hinweis darauf sein, dass die Verbreitung im
Koérper schon sehr ausgedehnt sein muss, bis das Dritte Augenlid erreicht wird, wenn die
Infektion nicht tiber die Konjunktiven erfolgte. Somit ware dieses Gewebe fir eine Nutzung
zu einer frihen praklinischen Diagnosestellung ungeeignet. Das widerspricht den Studien
von O'Rourke et al. (2000; 2002) und Vargas et al. (2006), die Untersuchungen an Bioptaten
des Dritten Augenlides zur Scrapie-Diagnose durchfuhrten und als geeignetes Material

empfohlen haben.

Am zuverlassigsten scheint die Untersuchung der Tonsillen, da hier neun von 13 in der IHC
positiv reagierten. Das bestatigt die Untersuchungen von Schreuder et al. (1998). Aullerdem
gehort die Tonsille als potenzielle Eintrittspforte zu den ersten Orten, an denen PrPS°
nachgewiesen werden kann (van Keulen et al. 1996; 1999; 2002), anders als Rektum und
Drittes Augenlid. Das zeigt den Informationswert dieser Probenqualitat flr eine frihe
praklinische Ante-mortem-Diagnostik. Auch hier gilt jedoch, dass ein negativer Befund eine
Infektion mit Scrapie nicht ausschliefen kann. Zusatzlich kann die Gewinnung von

Tonsillenmaterial schwierig sein.
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5.4 Fazit

Die Daten zeigen, dass mittels einer Post-mortem-Untersuchung des Obex mittels
Schnelltest, Schafe, die sich in der praklinischen Phase der Scrapie befinden, nicht
vollstandig erfasst werden. Die alleinige Untersuchung von Gehirnmaterial flihrt zu einer
Unterschatzung der Scrapie-Pravalenz in einer Herde. Dagegen kann die Untersuchung von
lymphatischen Geweben infizierte Tiere bereits im praklinischen Stadium der Erkrankung
detektieren. Daher ware eine Kombination beider Untersuchungsmaterialien fur die

Erhebung der exakten Pravalenz erfolgsversprechend, jedoch praktisch nicht realisierbar.

Die Eintrittspforten und die Verbreitung des Erregers im Tierkdrper, die in anderen Studien

dargelegt wurden, konnten weitgehend bestatigt werden.

Als geeignetes Probenmaterial fur eine Ante-mortem-Untersuchung hat sich in dieser Studie
die Tonsilla palatina herausgestellt. Weniger gute Ergebnisse brachte hier die Untersuchung

des Rektums und des Dritten Augenlides.



68 Zusammenfassung

6. Zusammenfassung

Aus einer natlrlich mit Scrapie infizierten Herde standen Gewebeproben von sechs Ziegen
und 169 Schafen mit empfanglichen Genotypen zur Verfiigung, die auf das Vorhandensein
des Scrapie-Erregers untersucht wurden. 40 Schafe zeigten bei der Untersuchung des
Stammhirns mittels Schnelltest ein positives Ergebnis. Die 129 Schafe und sechs Ziegen, die
im Stammhirn negativ waren, wurden in weiteren Geweben untersucht. Ziel der
Untersuchung war einerseits, die Aussagekraft des Untersuchungsmaterials Obex fiir den
TSE-Status des Tieres und andererseits, die tatsachliche Pravalenz von Scrapie in einer
betroffenen Herde festzustellen. Auferdem sollten mit der Studie die mdglichen
Eintrittspforten, damit auch der Informationswert verschiedener Proben fir eine Ante-

mortem-Diagnostik und die Verteilung von PrP*¢ im Tierkdrper dargelegt werden.

Die immunhistologischen Untersuchungen auf PrP%® wurden an Gewebeproben des lleums,
der NII. ileocolici sowie des NI. retropharyngeus lateralis, der Tonsilla palatina und der
Membrana nictitans von allen 135 Tieren durchgefiihrt. Gelang der Nachweis von PrP*¢ in
einem der genannten Gewebe, so wurden auch die weiteren vorhandenen Proben des
Tieres untersucht (NI. cervicalis superficialis, Milz, Rektum, Plexus solaris, Ganglion

cervicale craniale, Ganglion stellatum, Nervus vagus, Zunge).

Es zeigte sich, dass 13 (10 %) der 129 untersuchten Schafe trotz des negativen
Schnelltestergebnisses aus der Obexregion bereits PrP° in peripheren Geweben
akkumuliert hatten. Von den insgesamt 53 Schafen, bei denen PrPS® nachgewiesen werden
konnte, sind somit 13 Schafe (24,5 %) nicht vom Schnelltest erfasst worden. Das sind

bezogen auf die Anzahl untersuchter Schafe der Herde 7,7 %.

Die am haufigsten positiven Organe waren die Tonsilla palatina und der NI. retropharyngeus
lateralis mit je neun positiven Ergebnissen. lleum, NI. cervicalis superficialis und Milz zeigten
je acht positive Ergebnisse. Der Nachweis von PrP®® im peripheren Nervensystem (Plexus
solaris) gelang in sechs Fallen. Alle sechs Schafe zeigten ebenfalls ein positives Ergebnis in
der Immunhistochemie in den Intramuralganglien des lleum, drei davon auch in den
Intramuralganglien des Rektum. Das Gewebe mit der geringsten Anzahl positiver Ergebnisse

war das Dritte Augenlid bei zwei Tieren.
Alle untersuchten Proben der sechs Ziegen waren negativ.

Diese Studie zeigt, dass durch eine Post-mortem-Untersuchung des Obex mittels
Schnelltest, Schafe in der praklinischen Phase der Scrapie nicht vollstdndig erfassbar sind.
Die Scrapie-Pravalenz wird also bei der alleinigen Untersuchung von Gehirnmaterial deutlich

unterschatzt. Die Untersuchung von lymphatischen Geweben kann infizierte Tiere bereits in



Zusammenfassung 69

der praklinischen Phase der Erkrankung detektieren. So ware die Kombination beider

Untersuchungsmaterialien fur die Erhebung der tatsachlichen Pravalenz geeignet.

Die Eintrittspforten und die Verbreitung des Erregers im Tierkdrper, die in anderen Studien

dargelegt wurden, konnten weitgehend bestatigt werden.

Als aussagekraftiges Probenmaterial fir eine Ante-mortem-Untersuchung hat sich in dieser
Studie die Tonsilla palatina herausgestellt. Weniger gute Ergebnisse brachte hier die

Untersuchung des Rektums und des Dritten Augenlides.
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7. Summary

Immunohistochemical analysis for deposits of scrapie-prionprotein in ovine

tissues

Six goats and 169 sheep carrying the genotype susceptible for PrP*¢ from a flock naturally
infected with classical scrapie were culled and investigated for scrapie using a rapid test on

brainstem material (obex). Forty sheep turned out to be TSE-positive.

The remaining 135 animals (with a negative test result in the obex region) were further
investigated for the accumulation of PrP® in selected lymphatic and neuronal tissue samples
in order to reveal the actual prevalence in this affected flock and to assess the validity of the
brain stem based rapid test result. Furthermore potential ports of entry of the agent and its
spread throughout the body as well as the usefulness of certain tissues for an antemortem

diagnosis were investigated.

The following tissues were investigated immunohistochemically from all 135 animals: ileum,

ileocolic lymph node, retropharyngeal lymph node, tonsils and third eyelid.

If PrP®¢ in one of the above mentioned tissues was detected, other tissues were checked for
the presence of PrP%° (superficial cervical lymph node, spleen, rectum, solar plexus, ganglion

cervicale craniale, ganglion stellatum, vagus nerve and tongue).
In another 13 (10 %) out of 129 investigated sheep PrP®® was detected in peripheral tissues.

In total, 53 sheep tested positive for PrP°. That means that 24,5 % (13 sheep) had not been
detected using rapid test in the brain stem. Referring to the number of investigated sheep 7,7

% of them were positive.

The tissues producing positive results most frequently in this study were the tonsil and the
retropharyngeal lymph node each with nine positive results, while ileum, superficial cervical

lymph node and spleen were positive in eight sheep respectively.

In the solar plexus PrP% was detected in six sheep which also showed PrP° in the enteric
nervous system of the ileum and three of them also of the rectum. Only two sheep were

positive in the third eyelid.
All investigated tissues from the six goats tested negative.

In conclusion, this study shows that a negative result of the rapid test for brain stem samples
does not exclude the presence of PrP%¢ in peripheral tissues. In consequence, the actual
prevalence of scrapie is significantly underestimated when it is only based on brainstem
samples. Moreover this study shows that lymphatic tissues such as the retropharyngeal

lymph node and the tonsil are meaningful tissues for a closer investigation, if more
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information about the TSE-state of an animal is of any interest.

In all, this study supports possible ports of entry as well as the postulates of a progress of
PrPS¢ from the periphery to the CNS.

The results from third eyelid and rectum samples do not support the usefulness of
antemortem tests using these tissues. But an investigation of the tonsils provides an

opportunity for early diagnosis.
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9. Anhang

9.1 Die Verordenung (EG) 999/2001: Gliederung und Anderungen

Tab. 9.1: Gliederung der VO (EG) 999/2001 mit Vorschriften zur Verhiitung, Kontrolle und
Tilgung bestimmter Transmissibler Spongiformer Enzephalopathien vom
22.05.2001 (zuletzt geandert am 11.03.2009)

Kapitel | (Art. 1-4)
Kapitel Il (Art. 5)
Kapitel Ill (Art. 6—10)
Kapitel IV (Art. 11-14)
Kapitel V (Art. 15-18)
Kapitel VI (Art. 19-21)

Kapitel VII (Art. 22-26)

Anhang |
Anhang Il
Anhang llI
Anhang IV
Anhang V
Anhang VI
Anhang VII
Anhang VIII

Anhang IX

Anhang X

Anhang XI

Allgemeine Bestimmungen

Feststellung des BSE-Status

TSE-Verhitung

TSE-Kontrolle und TSE-Tilgung

Inverkehrbringen und Ausfuhr

Referenzlabors, Probenahmen, Testmethoden und Kontrollen

Ubergangs- und Schlussbestimmungen

Spezifische Begriffsbestimmungen

Feststellung des BSE-Status

Uberwachungssystem

Futterung

Spezifizierte Risikomaterialien

Normen flr bestimmte tierische Erzeugnisse

Tilgung Transmissibler Spongiformer Enzephalopathien
Inverkehrbringen und Ausfuhr

Einfuhr von lebenden Tieren, Embryonen und Eizellen sowie

von tierischen Erzeugnissen
Referenzlabors, Probenahmen und Labormethoden

Ubergangsmalnahmen
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Tab. 9.2: Anderungen und Ergénzungen der VO (EG) 999/2001 (Amtsblatt der Européischen
Gemeinschaften)

Datum Inhalt, gednderte Anhange

VO (EG) 1248/2001 22.06.2001 I, X ,XI

VO (EG) 1326/2001 29.06.2001 VI, XI

VO (EG) 270/2002 14.02.2002 | 1326/ 2001

VO (EG) 1494/2002 21.08.2002 (I, VII, XI

VO (EG) 260/2003 12.02.2003 ||

VO (EG) 650/2003 10.04.2003 | Einfuhren

VO (EG) 1128/2003 16.06.2003 | UbergangsmaRnahmen

VO (EG) 1053/2003 19.06.2003 | X, Referenzlabors

VO (EG) 1139/2003 27.06.2003 | Berichtigung

VO (EG) 1234/2003 10.07.2003 | Berichtigung

VO (EG) 1809/2003 15.10.2003 | Ausnahmen

VO (EG) 1915/2003 30.10.2003 [ VII, VI, IX

VO (EG) 2245/2003 19.12.2003 | IlI

VO (EG) 836/2004 28.04.2004 | Ausnahmen

VO (EG) 876/2004 29.04.2004 |Vl

VO (EG) 1471/2004 18.08.2004 | XI

VO (EG) 1492/2004 23.08.2004 |Tilgung von TSEn, SRM, Handel mit Samen und
Embryonen

VO (EG) 1993/2004 19.11.2004 |Portugal

VO (EG) 36/2005 12.01.2005 |IIlI, X

VO (EG) 214/2005 09.02.2005 |Ziegen

VO (EG) 260/2005 16.02.2005 | Schnelltests

VO (EG) 932/2005 08.06.2005 | UbergangsmaRnahmen

VO (EG) 1292/2005 05.08.2005 |1V, Tierernahrung

VO (EG) 1974/2005 02.12.2005 | X, Xl, Referenzlabors, SRM

VO (EG) 253/2006 05.02.2006 | Schnelltests und MalRnahmen bei Schafen und
Ziegen

VO (EG) 339/2006 24.02.2006 | XIl, Einfuhrbestimmungen

VO (EG) 657/2006 10.04.2006 | Aufhebung der Entscheidungen 98/256/EG,
98/351/EG und 1999/514/EG

VO (EG) 688/2006 04.05.2006 |l XI

VO (EG) 1041/2006 07.07.2006 | lIl, Uberwachung Schaf

VO (EG) 1923/2006 18.12.2006 | Separatorenfleisch, passive und aktive
Uberwachung, BSE-Status,
Zichtungsprogramme

VO (EG) 722/2007 25.06.2007 [Il, V, VI, VII, IX, XI
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VO (EG) 727/2007 26.06.2007 | II, 1, VII, X
VO (EG) 1275/2007 29.10.2007 |IX

VO (EG) 1428/2007 04.12.2007 | VII

VO (EG) 21/2008 11.01.2008 |X

VO (EG) 315/2008 04.04.2008 | X

VO (EG) 357/2008 22.04.2008 |V

VO (EG) 553/2008 17.06.2008 |VII

VO (EG) 571/2008 19.06.2008 |1l

VO (EG) 746/2008 17.06.2008 |Vl

VO (EG) 956/2008 29.09.2008 |IV

VO (EG) 103/2009 03.02.2009 |VII, IX

VO (EG) 162/2009 26.02.2009 |, X

VO (EG) 163/2009 26.02.2009 |IV

VO (EG) 220/2009 11.03.2009 | Durchfuhrungsbefugnisse
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9.2 Ergebnisse der histologischen und immunhistochemischen

Untersuchungen

Tab. 9.3: Histomorphologische Charakterisierung der potenziellen Eintrittspforten

Spezies| Tier | lleum | NIl ileocolici NI. Tonsilla Membrana
Nr. retropharyngeus palatina nictitans
lateralis
Schaf 3 1 0 1 1 1
Schaf 7 1 1,3 1 0 1
Schaf 8 1 2,4 1 1,3 1
Schaf 9 1 2,3 1 1 1
Schaf 18 4 0 1 0 1
Schaf 26 1 3,5 1 1,3 4
Schaf 30 1 1,4 1 1 1
Schaf 35 1 1 3,5 3 1
Schaf 36 2 1 1 3 1
Schaf 45 1 1,3 3,5 3 2
Schaf 49 6 2,3 4 1 1
Schaf 54 1 2,3 2,5 4 1
Schaf 59 6 1 3,5 0 1
Schaf 63 6 2 3 1 1
Schaf 64 1 2 1 4 2
Schaf 66 1 1,7 1 1,3 1
Schaf 74 1 2,3 1 3 1
Schaf 75 1 2,3 1 0 1
Schaf 79 1 2,46 1 0 1
Schaf 85 1 2 2 1,3 2
Schaf 87 1 2,3,6 1 0 1
Schaf 90 1 2,46 3,5 1 1
Schaf 92 1 1,5 1 0 1
Schaf 100 1 2,6 1 0 1
Schaf 101 1 2,6 2,5* 0 2
Schaf 102 1 2,6 1 1 1
Schaf 104 1 1,3,6 1 0 1
Schaf 107 1 1,3,6 3 1 2
Schaf 108 6 2,3,6 1 1,3 1
Schaf 109 1 1,5 3* 0 1
Schaf 111 1 2,6 1 0 1
Schaf 112 6 2,5 1 0 1
Schaf 125 1 2,45 1 1 1
Schaf 128 1 1,5 1 2 1
Schaf 142 6 2,4 1 2,3 1
Schaf 148 1 1,6 1 2,3 1
Schaf 149 1 2,35 1 0 1
Schaf 151 1 2 4,6 2 1
Schaf 157 6 2,6 1 0 1
Schaf 163 1 2,3,6 1 3 1
Schaf 164 1 2,5 1 0 1
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Spezies| Tier | lleum | NIl ileocolici NI Tonsilla Membrana
Nr. retropharyngeus palatina nictitans
lateralis

Schaf 174 3 2,6 1 3 1
Schaf 175 6 9 1 0 1
Schaf 186 1 2,3,5 1 3 1
Schaf 189 1 2 1 0 1
Schaf 191 1 2,4,6 1 0 1
Schaf 195 6 2,45 1 1 1
Schaf 198 1 2,4 8 2 1
Schaf 203 1 2,3,5 1 1 1
Schaf 205 1 1,3,5 1 0 0
Schaf 206 1 2,45 1 3 1
Schaf 211 1 1,3 2,5 3 1
Schaf 213 6 1,4 8 0 2
Schaf 214 1 2 1 1 1
Schaf 217 6 2 1 3 1
Schaf 225 1 2,45 2,5 0 1
Schaf 230 6 2,5 1 3 1
Schaf 231 1 1 1 0 1
Schaf 235 6 2,3 1 1 1
Schaf 239 1 2 1 2 1
Schaf 240 1 9 1 1 1
Schaf 247 1 2,6 1 3 2
Schaf 253 6 2 8 3 1
Schaf 260 1 2,4 1 0 1
Schaf 262 1 2 1 1,3 1
Schaf 266 1 2,3 1 2,3 2
Schaf 267 1 1 1 2 2
Schaf 273 1 2,3 1 1 0
Schaf 274 1 1 1 2,3 0
Schaf 280 1 2,3 5 2,3 2
Schaf 284 1 2,3 1 2 2
Schaf 293 1 2,3 1 0 1
Schaf 296 1 2 1 0 2
Schaf 298 1 2,3 1 2,3 1
Schaf 299 1 2,45 1 1 2
Schaf 304 1 2,4,5 1 1 1
Schaf 306 1 24 1 1 1
Schaf 312 1 2,3 1 2 1
Schaf 316 1 2,3 1 2 1
Schaf 320 1 2,3 1 3 2
Schaf 326 1 2,4 1 0 2
Schaf 327 1 2,3 8 2 1
Schaf 333 1 2,3 1 2 1
Schaf 335 1 2,4 1 2 1
Schaf 343 1 8 8 1 1
Schaf 346 1 2,45 1 2 1
Schaf 351 1 2,3 1 2,3 1
Schaf 353 1 2,3 1 2 1
Schaf 356 1 2 1 2 1
Schaf 374 1 2,3 1 2 1
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Spezies| Tier | lleum | NIl ileocolici NI. Tonsilla Membrana
Nr. retropharyngeus palatina nictitans
lateralis

Schaf 378 1 2,4 1 0 1
Schaf 380 1 2,3 1 1 1
Schaf 385 6 2,45 1 3 1
Schaf 394 1 2,3 1 2 1
Schaf 395 1 2,3 1 0 1
Schaf 396 1 2 1 0 1
Schaf 399 1 2,4 1 1 1
Schaf 407 1 1,3 1 3 2
Schaf 409 1 2,3 1 0 1
Schaf 414 1 2,3 1 1 2
Schaf 417 1 9 1 2 1
Schaf 419 6 2,4 1 0 1
Schaf 422 6 9 1 2,3 1
Schaf 425 1 3 1* 2 2
Schaf 435 1 2,4 1 1 1
Schaf 440 1 2,3 1 1 2
Schaf 445 1 2,3 3,5 1,3 1
Schaf 447 1 2,3 2,5 0 1
Schaf 448 1 2,3,5 1 3 2
Schaf 449 1 2,5 1 2 1
Schaf 452 1 2.4 1 2 1
Schaf 461 1 2,45 1 2 2
Schaf 463 1 2,3 1 2,3 2
Schaf 466 1 2,4,5 0 2 2
Schaf 471 1 1,4 8 1 1
Schaf 472 1 1,4 5 4 1
Schaf 473 6 4 1 1,3 1
Schaf 474 1 1 1 1 1
Schaf 480 1 2,3 1 1,3 1
Schaf 481 1 2,3 2 2 1
Schaf 483 1 2 1 2 1
Schaf 485 1 2,4 1 2,3 1
Schaf 488 1 2,3,5 7 2 0
Schaf 490 1 2,3 0 2,3 3
Schaf 493 1 2,3,6 1 2 1
Schaf 499 1 2,3 1 2 1
Schaf 513 6 1,4 1 1,3 1
Schaf 547 1 1 1 1 2
Schaf 768 1 2,3 4.6 1 1
Ziege 205 6 1,3 0 1 1
Ziege 253 5 2,4 3 1 1
Ziege 254 6 2,4,6 3,6 2 1
Ziege 255 1 2,3 3 1 2
Ziege 257 5 2 3,5 0 1
Ziege 261 5 2,3 2 0 1
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Tab. 9.4: Histomorphologische Charakterisierung der Gewebe, die den potenziellen
Eintrittspforten nachgeordnet sind

Schaf | Milz | Rektum | Plexus | Ganglion | Ganglion | NI. cervicalis | N. vagus | Zunge
Nr. solaris | stellatum | cervicale | superficialis
craniale dorsalis
9 0 1 0 0 0 1 0 1,4
26 0 0 0 0 0 1 2 1,4
85 0 1 0 0 1 3,6 0 1,4
191 0 0 1 0 1 1 0 3,4
205 0 0 0 2 0 0 1,4
260 0 2 0 2 0 2 2 1,2,4
326 0 0 0 0 1 2,5 0 3,4
333 0 1 0 0 0 2 0 24
374 0 1 0 0 0 1 2 1,4
425 0 2 0 0 0 3,7 0 1,4
435 0 3 0 0 0 1 0 5
463 0 1 0 0 0 1 0 3,4
499 0 1 0 0 0 1 0 1,4

Befundbeschreibung der H.-E.-Farbung

lleum

NII. ileocolici

OO, WN-_O0O

OCoOoO~NOOOTDhWN-0O

ohne besonderen Befund

mittelgradige akute oberflachliche eosinophile Enteritis
mittelgradige akute tiefe eosinophile Enteritis

mittelgradige chronische oberflachliche eosinophile Enteritis
mittelgradige akute oberflachliche lymphohistiozytare Enteritis
geringgradige akute oberflachliche eosinophile Enteritis

keine Probe vorhanden bzw. nicht auswertbar

ohne besonderen Befund

geringgradige Aktivierung

mittelgradige Aktivierung

geringgradige Sinushistiozytose

mittelgradige Sinushistiozytose

geringgradige Depletion

mittelgradige Depletion

hochgradige Depletion

nekrotisierende granulomatése Lymphadenitis
keine Probe vorhanden bzw. nicht auswertbar

NI. retropharyngeus lateralis

- O

ONO AP WN

ohne besonderen Befund
Blutresorptionslymphknoten

geringgradige Aktivierung

mittelgradige Aktivierung

hochgradige Aktivierung

geringgradige Sinushistiozytose

mittelgradige Sinushistiozytose
granulomatdse Lymphadenitis

keine Probe vorhanden bzw. nicht auswertbar
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Tonsilla palatina

0
1
2
3
4
Membrana nictitans
0
1
2
3
4
Milz
0

NI. cervicalis superficialis

O~NOO AP WN-O0

Rektum

WnN -0

ohne besonderen Befund

geringgradige akute fokale oberflachliche eitrige Tonsillitis
mittelgradige akute fokale oberflachliche eitrige Tonsillitis
Sarkosporidiose

keine Probe vorhanden bzw. nicht auswertbar

ohne besonderen Befund

mittelgradige chronische Konjunktivitis
geringgradige chronische Konjunktivitis
hochgradige chronische Konjunktivitis
geringgradige akute Konjunktivitis

ohne besonderen Befund

ohne besonderen Befund
Blutresorptionslymphknoten

geringgradige Aktivierung

mittelgradige Aktivierung

hochgradige Aktivierung

geringgradige Sinushistiozytose

mittelgradige Sinushistiozytose

mittelgradige Depletion

keine Probe vorhanden bzw. nicht auswertbar

ohne besonderen Befund

geringgradige chron. oberflachliche eosinophile Enteritis
multifok. geringgradige akute oberflachliche eosinophile Enteritis
geringgradige akute tiefe eosinophile Enteritis

Ganglion cervicale craniale

Ganglion stellatum
Plexus solaris

0

1

2
N. vagus

0

2
Zunge

WN -0

(62>

ohne besonderen Befund
fokale geringgradige nicht eitrige Ganglionitis
keine Probe vorhanden bzw. nicht auswertbar

ohne besonderen Befund
keine Probe vorhanden bzw. nicht auswertbar

ohne besonderen Befund

geringgradige perivasculare lymphoplasmazellulare Infiltrationen
geringgradige lymphoplasmazellulare Infiltrationen
geringgradige lymphoplasmazellulare Infiltrationen mit gering-
gradiger Beteiligung eosinophiler Granulozyten

Sarkosporidiose

keine Probe vorhanden bzw. nicht auswertbar
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Tab. 9.5: Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchung der potenziellen

Eintrittspforten
Spezies | Tier |lleum NII. NI. Tonsilla | Membrana
Nr. ileocolici | retropharyngeus | palatina nictitans
lateralis
Schaf 3 0 0 0 0 0
Schaf 7 0 0 0 0 0
Schaf 8 0 0 0 0 0
Schaf 9 0 1 1 1 0
Schaf 18 0 0 0 0 0
Schaf 26 1 1 0 0 0
Schaf 30 0 0 0 0 0
Schaf 35 0 0 0 0 0
Schaf 36 0 0 0 0 0
Schaf 45 0 0 0 0 0
Schaf 49 2 0 0 0 0
Schaf 54 0 0 0 2 0
Schaf 59 0 0 0 0 0
Schaf 63 0 0 0 0 0
Schaf 64 0 0 0 2 0
Schaf 66 0 0 0 0 0
Schaf 74 0 0 0 0 0
Schaf 75 0 0 0 0 0
Schaf 79 0 0 0 0 0
Schaf 85 1 1 1 1 1
Schaf 87 0 0 0 0 0
Schaf 90 0 0 0 0 0
Schaf 92 0 0 0 0 0
Schaf 100 0 0 0 0 0
Schaf 101 0 0 0* 0 0
Schaf 102 0 0 0 0 0
Schaf 104 0 0 0 0 0
Schaf 107 0 0 0 0 0
Schaf 108 0 0 0 0 0
Schaf 109 0 0 0* 0 0
Schaf 111 0 0 0 0 0
Schaf 112 0 0 0 0 0
Schaf 125 0 0 0 0 0
Schaf 128 0 0 0 0 0
Schaf 142 0 0 0 0 0
Schaf 148 0 0 0 0 0
Schaf 149 0 0 0 0 0
Schaf 151 0 0 0 0 0
Schaf 157 0 0 0 0 0
Schaf 163 0 0 0 0 0
Schaf 164 0 0 0 0 0
Schaf 174 0 0 0 0 0
Schaf 175 0 2 0 0 0
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Spezies| Tier |lleum NII. NI. Tonsilla | Membrana
Nr. ileocolici | retropharyngeus | palatina nictitans
lateralis
Schaf 186 0 0 0 0 0
Schaf 189 0 0 0 0 0
Schaf 191 1 0 0 0 0
Schaf 195 0 0 0 0 0
Schaf 198 0 0 2 0 0
Schaf 203 0 0 0 0 0
Schaf 205 0 1 1 1 0
Schaf 206 0 0 0 0 0
Schaf 211 0 0 0 0 0
Schaf 213 0 0 2 0 0
Schaf 214 0 0 0 0 0
Schaf 217 0 0 0 0 0
Schaf 225 0 0 0 0 0
Schaf 230 0 0 0 0 0
Schaf 231 0 0 0 0 0
Schaf 235 0 0 0 0 0
Schaf 239 0 0 0 0 0
Schaf 240 0 2 0 0 0
Schaf 247 0 0 0 0 0
Schaf 253 0 0 2 0 0
Schaf 260 1 0 0 0 0
Schaf 262 0 0 0 0 0
Schaf 266 0 0 0 0 0
Schaf 267 0 0 0 0 0
Schaf 273 0 0 0 0 0
Schaf 274 0 0 0* 0 0
Schaf 280 0 0 0 0 0
Schaf 284 0 0 0 0 0
Schaf 293 0 0 0 0 0
Schaf 296 0 0 0 0 0
Schaf 298 0 0 0 0 0
Schaf 299 0 0 0 0 0
Schaf 304 0 0 0 0 0
Schaf 306 0 0 0 0 0
Schaf 312 0 0 0 0 0
Schaf 316 0 0 0 0 0
Schaf 320 0 0 0 0 0
Schaf 326 0 1 1* 1 0
Schaf 327 0 0 2 0 0
Schaf 333 1 1 1 1 1
Schaf 335 0 0 0 0 0
Schaf 343 0 0 2 0 0
Schaf 346 0 0 0 0 0
Schaf 351 0 0 0 0 0
Schaf 353 0 0 0 0 0
Schaf 356 0 0 0 0 0
Schaf 374 1 1 1 1 0
Schaf 378 0 0 0 0 0
Schaf 380 0 0 0 0 0
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Spezies| Tier |lleum NII. NI. Tonsilla | Membrana
Nr. ileocolici | retropharyngeus | palatina nictitans
lateralis
Schaf 385 0 0 0 0 0
Schaf 394 0 0 0 0 0
Schaf 395 0 0 0 0 0
Schaf 396 0 0 0 0 0
Schaf 399 0 0 0 0 0
Schaf 407 0 0 0 0 0
Schaf 409 0 0 0 0 0
Schaf 414 0 0 0 0 0
Schaf 417 0 2 0 0 0
Schaf 419 0 0 0 0 0
Schaf 422 2 2 0 0 0
Schaf 425 1 0 1* 1 0
Schaf 435 1 0 0 0 0
Schaf 440 0 0 0 0 0
Schaf 445 0 0 0 0 0
Schaf 447 0 0 0 0 0
Schaf 448 0 0 0 0 0
Schaf 449 0 0 0 0 0
Schaf 452 0 0 0 0 0
Schaf 461 0 0 0 0 0
Schaf 463 0 0 1 1 0
Schaf 466 0 0 0 0 0
Schaf 471 0 0 2 0 0
Schaf 472 0 0 0 2 0
Schaf 473 0 0 0 0 0
Schaf 474 0 0 0 0 0
Schaf 480 0 0 0 0 0
Schaf 481 0 0 2 0 0
Schaf 483 0 0 0 0 0
Schaf 485 0 0 0 0 0
Schaf 488 0 0 0 0 0
Schaf 490 0 0 0 0 0
Schaf 493 0 0 0 0 0
Schaf 499 0 0 1 1 0
Schaf 513 0 0 0 0 0
Schaf 547 0 0 0* 0 0
Schaf 768 0 0 0 0 0
Ziege 205 0 0 0 0 0
Ziege 253 0 0 0 0 0
Ziege 254 0 0 0 0 0
Ziege 255 0 0 0* 0 0
Ziege 257 0 0 0 0 0
Ziege 261 0 0 0 0 0
*NI. mandibularis
0 negativ
1 positiv

2 keine Probe vorhanden bzw. nicht auswertbar
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Tab. 9.6: Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchung der Organe, die den

potenziellen Eintrittspforten nachgeordnet sind

Schaf | Milz | Rektum | Plexus | Ganglion | Ganglion | NI. cervicalis | N. vagus | Zunge
Nr. solaris | stellatum | cervicale | superficialis
craniale dorsalis
9 0 0 0 0 0 1 0 0

26| 1 1 1 0 0 0 2 0
85| 1 1 1 0 0 1 0 0
191 O 1 1 0 0 0 0 0
205] 1 0 0 2 0 1 0 0
260 O 0 1 2 0 0 2 0
326| 1 0 0 0 0 1 0 0
333] 1 0 1 0 0 1 0 0
374| 1 0 1 0 0 1 2 0
425| 1 0 0 0 0 1 0 0
435 O 0 0 0 0 0 0 2
463| 1 0 0 0 0 1 0 0
499 O 0 0 0 0 0 0 0

0 negativ

1 positiv

2 keine Probe vorhanden bzw. nicht auswertbar
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Tab. 9.7: Verteilung der Genotypen

Genotyp | Genotyp gesamte im Obex in weiteren in weiteren
klasse He_:_c.ie (522 reaktive Geweben Geweben
iere) Schafe
(40 Tiere) untersuchte positive Schafe

Schafe (129 Tiere) (13 Tiere)
G1 ARR/ARR 94 0 0 0
ARR/AHQ 4 0 0 0
G2 ARR/ARH 0 0 0 0
ARR/ARQ 244 0 4 0
AHQ/AHQ 0 0 0 0
AHQ/ARH 0 0 0 0
G3 AHQ/ARQ 16 2 13 4
ARH/ARH 0 0 0 0
ARH/ARQ 0 0 0 0
ARQ/ARQ 157 38 105 9
G4 ARR/VRQ 3 0 3 0
AHQ/VRQ 0 0 0 0
G5 ARH/VRQ 0 0 0 0
ARQ/VRQ 4 0 4 0
VRQ/VRQ 0 0 0 0




108 Danksagung

10. Danksagung

Ich bedanke mich sehr bei Herrn Univ. Prof. Dr. Fries fiir die Uberlassung des interessanten
Themas sowie fir die jederzeit gewahrte Unterstitzung und die geduldige Betreuung der
Arbeit.

Allen Mitarbeitern des INNT danke ich fiir die freundliche Aufnahme am Institut auf Riems,
besonders Herrn Prof. Dr. Groschup, der die Bearbeitung der Proben am INNT erméglicht
hat.

Ich danke Frau Dr. Balkema-Buschmann fiir die fachliche und moralische Unterstlitzung und

die stets produktiven Vorschlage.

Frau Dr. Hoffmann danke ich fiir die gewéahrte Unterstiitzung bei der Auswertung und fiir die

stete Ermutigung zum Literaturstudium.

Frau Meinke mochte ich fir die praktische Unterstiitzung und Hilfestellung bei der

Laborarbeit danken.

Herrn Balkema danke ich fur die gute Laune im BSE-Labor.

AuBerdem danke ich allen Helfern, die an der Zerlegung der Schafe und der Probenahme

beteiligt waren.

Vielen Dank an meine Schwester fiir die akribische Korrektur der Rechtschreibung sowie an

meinen Neffen und meine Nichte flir die Hilfe beim Sortieren der Paper.

Ganz herzlich mochte ich mich bei meiner Mutter und meinem Freund bedanken, die mir das
Studium und die Durchfihrung dieser Arbeit Uberhaupt erst ermoglicht und mich immer in

allem unterstutzt haben.



Publikationsverzeichnis 109

11. Publikationsverzeichnis

Vortrage

Reckzeh, C., C. Hoffmann, A. Buschmann, S. Buda, K. D. Budras, K. F. Reckling, S.
Bellmann, H. Knobloch, R. Fries, M. H. Groschup:

Nachweis von PrPSc in ovinen Geweben mit negativen Schnelltestbefunden im Obex —
Histomorphologische und immunhistochemische Untersuchungen

6. Fachtagung Fleisch- und Gefligelfleischhygiene flir Angehorige der Veterinarverwaltung,
Berlin, 01.03.2006

Reckzeh, C., C. Hoffmann, A. Buschmann, S. Buda, K. D. Budras, K. F. Reckling, S.
Bellmann, R. Fries, M. H. Groschup:

Immunhistologische Untersuchungen zum Nachweis von pathologischem Prionprotein in
ausgewahlten Kérpergeweben praklinischer Schafe einer natirlich mit Scrapie infizierten
Herde

49. Tagung der Fachgruppe ,Pathologie” in der Deutschen Veterinarmedizinischen
Gesellschaft, Berlin, 19.04.2006

Originalmitteilungen

Reckzeh, C., C. Hoffmann, A. Buschmann, S. Buda, K. D. Budras, K. F. Reckling, S.
Bellmann, H. Knobloch, R. Fries, M. H. Groschup (2007):

Rapid testing leads to the underestimation of the scrapie prevalence in an affected sheep
and goat flock

Veterinary Microbiology 123, 320-327



110 Selbstandigkeitserklarung

Selbstandigkeitserklarung

Ich versichere an Eides statt, dass ich die vorliegende Arbeit ,Immunhistochemische
Untersuchungen zum Vorkommen von Scrapie-Prionprotein in ovinen Geweben® selbstandig

und ohne weitere als die angegebenen Hilfsmittel angefertigt habe.

Claudia Reckzeh




 
 
    
   HistoryItem_V1
   TrimAndShift
        
     Bereich: alle geraden Seiten
     Beschneiden: Größe ändern 8.268 x 11.693 Zoll / 210.0 x 297.0 mm
     Versatz: links um 14.17 Punkte verschieben
     Normen (erweiterte Option): 'verbessert'
      

        
     32
            
       D:20111122222615
       841.8898
       a4
       Blank
       595.2756
          

     Tall
     1
     0
     Full
     2128
     360
     Fixed
     Left
     14.1732
     0.0000
            
                
         Even
         11
         AllDoc
         119
              

       CurrentAVDoc
          

     Uniform
     17.0079
     Left
      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2.9
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     47
     122
     121
     61
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   TrimAndShift
        
     Bereich: alle ungeraden Seiten
     Beschneiden: Größe ändern 8.268 x 11.693 Zoll / 210.0 x 297.0 mm
     Versatz: rechts um 14.17 Punkte verschieben
     Normen (erweiterte Option): 'verbessert'
      

        
     32
            
       D:20111122222615
       841.8898
       a4
       Blank
       595.2756
          

     Tall
     1
     0
     Full
     2128
     360
     Fixed
     Right
     14.1732
     0.0000
            
                
         Odd
         11
         AllDoc
         119
              

       CurrentAVDoc
          

     Uniform
     17.0079
     Left
      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2.9
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     47
     122
     120
     61
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   TrimAndShift
        
     Bereich: alle geraden Seiten
     Beschneiden: Größe ändern 8.268 x 11.693 Zoll / 210.0 x 297.0 mm
     Versatz: rechts um 14.17 Punkte verschieben
     Normen (erweiterte Option): 'verbessert'
      

        
     32
            
       D:20111206130157
       841.8898
       a4
       Blank
       595.2756
          

     Tall
     1
     0
     Full
     2128
     360
     Fixed
     Right
     14.1732
     0.0000
            
                
         Even
         11
         AllDoc
         119
              

       CurrentAVDoc
          

     Uniform
     17.0079
     Left
      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2.9
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     11
     122
     121
     61
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   TrimAndShift
        
     Bereich: alle ungeraden Seiten
     Beschneiden: Größe ändern 8.268 x 11.693 Zoll / 210.0 x 297.0 mm
     Versatz: links um 14.17 Punkte verschieben
     Normen (erweiterte Option): 'verbessert'
      

        
     32
            
       D:20111206130157
       841.8898
       a4
       Blank
       595.2756
          

     Tall
     1
     0
     Full
     2128
     360
    
     Fixed
     Left
     14.1732
     0.0000
            
                
         Odd
         11
         AllDoc
         119
              

       CurrentAVDoc
          

     Uniform
     17.0079
     Left
      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2.9
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     11
     122
     120
     61
      

   1
  

 HistoryList_V1
 qi2base




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Euroscale Coated v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.5
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.1000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo false
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts false
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 150
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages false
  /ColorImageDownsampleType /Average
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth 8
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.16667
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 150
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages false
  /GrayImageDownsampleType /Average
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth 8
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.16667
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages false
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects true
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (Coated FOGRA27 \050ISO 12647-2:2004\051)
  /PDFXOutputConditionIdentifier (FOGRA27)
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName (http://www.color.org)
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks true
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks true
      /BleedOffset [
        8.503940
        8.503940
        8.503940
        8.503940
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName (Coated FOGRA27 \(ISO 12647-2:2004\))
      /DestinationProfileSelector /UseName
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements true
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 6
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /UseName
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /UseDocumentProfile
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [600 600]
  /PageSize [595.276 841.890]
>> setpagedevice




