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(57) Zusammenfassung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Herkunftsnachweis von Nutztieren, insbesondere von Rindemn, Schweinen u. dgl., umfassend
die folgenden Schritte: a) Biologische Markierung des lebenden Nutztiers durch Applikation mindestens eines fiir das Nutztier und den
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Verfahren zum Herkunftsnachweis wvon Nutztieren sowie davon

stammenden Produkten

Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Verwendung zum
Herkunftsnachweis von Nutztieren, insbesondere von Rindern,

Schweinen u. dgl., sowie davon stammenden Produkten.

Nach dem Stand der Technik werden Nutztiere, wie Rinder und
Schweine, zum Herkunftsnachweis mit einer Kennung versehen,
die in eine am Ohr des Nutztiers befestigte Kennmarke einge-
pragt ist (Tatowierung, Transponder u.a. Systeme). Vor dem
Schlachten werden die Nutztiere in Abhangigkeit ihrer Her-
kunft in Gruppen zusammengefalt. Das Fleisch der geschlachte-
ten Tiere wird sodann mit einem gruppenspezifischen Stempel
versehen. - Neuerdings ist man zur Erhdhung der Zuverlassig-
keit des Herkunftsnachweises dazu libergegangen, zusdtzlich zu

jedem Nutztier Begleitpapiere zu erstellen.

Dennoch sind die nach dem Stand der Technik derzeit verwende-
ten Herkunftsnachweise in vielerlei Hinsicht nachteilig. So
ist es Gang und Gebe, dal zum Unterlaufen von Importbeschran-
kungen oder -sperren die Kennmarken ausgetauscht oder ge-
falscht und die entsprechenden Begleitpapiere ebenfalls ge-
falscht werden. Das Erstellen von Begleitpapieren verursacht
einen hohen bilirokratischen Aufwand. AuRerdem sind die her-

kommlichen Herkunftsnachweise nicht dauerhaft.

Gerade zur zuverlassigen Eindammung des illegalen Handelns
mit bsp. potentiell BSE-Erreger kontaminierten Rindfleisch
bzw. dessen Verwendung zur Herstellung von Fleischprodukten,
wie Hundefutter u.a., ist der nach dem Stand der Technik ver-

wendete Herkunftsnachweis unzureichend.
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Aufgabe der Erfindung ist es, die Nachteile nach dem Stand
der Technik zu beseitigen. Insbesondere soll ein fdlschungs-
sicherer Nachweis bereitgestellt werden, mit dem die Herkunft
sowohl des lebenden Nutztiers als auch davon stammender Pro-
dukte, wie Fleisch, Fleischerzeugnisse und Lebensmittel tie-

rischer Herkunft, zuverlassig nachweisbar sind.

Diese Aufgabe wird durch die Merkmale der Anspriiche 1 und 15
geldst. ZweckmdfRige Weiterbildungen ergeben sich aus den
Merkmalen der Anspriche 2 bis 14 bzw. 16 bis 25.

Zur Losung der Aufgabe ist ein Verfahren vorgesehen, welches

die folgenden Schritte umfaBt:

a) Biologische Markierung des lebenden Nutztiers durch Ap-
plikation mindestens eines flir das Nutztier und den Menschen

unschadlichen Immunogens, und

b) Nachweis der durch die Applikation von mindestens einem
Immunogen gebildeten spezifischen Antikdrper im 1lebenden
Nutztier oder in davon stammenden Produkten mittels eines en-

zymimmunologischen oder immunochemischen Nachweisverfahrens.

Das erfindungsgemifie Verfahren hat den Vorteil, daB die bio-
logische Markierung untrennbar mit dem Nutztier verbunden und
daher nicht ausgetauscht oder gefalscht werden kann. AuBerdem
ist es moglich, die Herkunft von Fleisch ohne Herkunftsstem-
prel, sogar von zur Herstellung von Fleischprodukten verwende-

tem Fleisch nachzuweisen.

Vorteilhafterweise wird/werden als Immunogen(e) ein Protein
und/oder Peptid verwendet, das/die weder als Impfstoff noch

noch {iber die Nahrungskette, noch {iilber die Umwelt, bei der
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iblichen Nutztierhaltung in den Organismus des Nutztiers ge-
langt/gelangen und gegen das/die in den Nutztieren natiirli-
cherweise keine AntikOrper gebildet werden. Dabei wird zweck-
malRigerweise ein mit einem Tragerstoff gekoppeltes Protein
und/oder Peptid verwendet. - Damit kann auf einfache Weise
eine spezifische Markierung erzielt werden, die leicht nach-
weisbar und fiir den menschlichen Verzehr vollig unbedenklich

ist.

Nach einem Ausgestaltungsmerkmal ist das Immunogen derart be-
schaffen, daB die gebildeten spezifischen Antikorper dauer-
haft im Organismus des Nutztiers verbleiben und mittels eines
enzymimmunologischen oder immunochemischen Nachweisverfahrens
nachweisbar sind. - Auf diese Weise kann die Markierung durch
eine einzige Applikation durchgefiihrt werden, die zweckmiaBi-
gerweise zum frithest moglichen Zeitpunkt nach der Geburt des
Nutztiers erfolgt. Die Applikation kann erfolgen, indem das
Immunogen dem Nutztier durch Injektion appliziert wird. Dane-
ben kann das Immunogen auch iber die Schleimhaut, vorzugswei-
se die Nasenschleimhaut, des Nutztiers, bsp. mit einem Nasen-

spray, oder mittels eines Implantats appliziert werden.

Vorteilhafterweise wird eine Mischung von mehreren verschie-~
denen Immunogenen appliziert. Dabei kann ein erstes Immunogen
zur Kennzeichnung der Herkunftsregion, wie Westeuropa, Osteu-
ropa, Slidamerika usw., ein zweites Immunogen zur Kennzeich-
nung des Herkunftsstaats und ein drittes Immunogen zur Kenn-
zeichnung von Verwaltungseinheiten des betreffenden Staats
verwendet werden. Alternativ oder erganzend konnen auch ein-
zelne Produktions- und Vertriebsorganisationen (z.B. Erzeu-
gerringe, Qualitidtsfleischprogramme) eine biologische Markie-
rung ihrer Nutztierbestande bzw. davon stammender Produkte

anwenden.
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Anstelle des Immunogens kann auch die dafiir kodierende DNA
mit einem geeigneten Expressionsvektor appliziert werden. Auf
diese Weise wird das Immunogen immer wieder neu exprimiert.
Eine wiederholte Applikation des Immunogens zur Auffrischung

der Markierung erlibrigt sich in diesem Fall.

Zum Nachweis der Antikorper koénnen beim lebenden Nutztier das
Blut, die Milch oder andere Korpersekrete, beim geschlachte-
ten Tier ebenfalls Blut und Korpersekrete, wie der Tropf-

oder Pressaft des Fleisches, verwendet werden.

Zur Identifikation der Antikérper wird als enzymimmunologi-
sches oder immunochemisches vorzugsweise eines oder mehrere
der folgenden Nachweisverfahren angewendet: Enzyme Linked Im-
munosorbent Assay (= ELISA), Enzyme Immuno Assay (= EIA) und
Radio Immuno Assay (= RIA). Besonders einfach ist der enzym-
immunologische oder immunochemische Nachweis, wenn er unter
Verwendung von Teststabchen durchgefiihrt wird. - Wenn die
Markierung unter staatlicher Aufsicht stehenden Tierarzten
vorbehalten bleibt, kann die Herkunft von bsp. aus geschlach-
teten Nutztieren gewonnenen Produkten praktisch durch jeder-

mann geprift und festgestellt werden.

Nach MaRgabe der Erfindung ist des weiteren die Verwendung

mindestens eines

a) fiir Nutztiere und den Menschen unschadlichen Immunogens
zur biologischen Markierung des lebenden Nutztiers sowie da-

von stammender Produkte, und

b) eines enzymimmunologischen oder immunochemischen Nach-

weisverfahrens =zum Nachweis der durch die Applikation des
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mindestens einen Immunogens gebildeten spezifischen Antikdr-
per im lebenden Nutztier oder in davon stammenden Produkten

vorgesehen.

Dabei kann das Immunogen ein Protein und/oder Peptid oder ein
Gemisch aus diesen sein, das weder als Impfstoff noch als
Arzneimittel, noch tber die Nahrungskette bei der {Ublichen
Nutztierhaltung in den Organismus des Nutztiers gelangt und
gegen das in den Nutztieren natirlicherweise keine Antikdrper
gebildet werden; das Protein und/oder Peptid kann mit einem
Tragerstoff gekoppelt sein. - Die Verwendung eines dem zu
markierenden Organismus fremden, aber unschadlichen Immuno-
gens zur biologischen Markierung erlaubt einen Uberraschend
einfachen, kostengiinstigen und fdlschungssicheren Herkunfts-

nachweis.

Anstelle des Immunogens kann auch die daflir kodierende DNA
appliziert werden. Das entsprechende Immunogen wird im Kdrper
des Nutztiers durch Expression gebildet. Das gewdhrleistet

eine dauerhafte Markierung.

Beispiele:

Als Proteine, die eine ausgezeichnete spezifische Antikdrper-
bildung stimulieren, koénnen dem Nutztier Immunogene wie
"keyhole limpet hemocyanine", "green fluorescent protein" aus
Aequoria victoria, inaktive Schlangentoxine sowie Viruspro-
teine verabreicht werden. Daneben kénnen auch natiirlich vor-
kommende Peptide oder Polypeptide wie Hirudin, Pheromonotro-
pin oder Ranalexin appliziert werden. Des weiteren kodnnen zur
Biomarkierung auch synthetisch hergestellte Fragmente von Am-
minosdaureteilsequenzen natiirlich vorkommender Immunogene ver-
wendet werden. SchlieBlich kénnen als Immunogene auch artifi-

zielle Proteine und Peptide dienen, deren Amminosduresequenz
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keinem bisher bekannten Stoff entspricht, sondern ausschliel-
lich zum Zweck der Biomarkierung zusammen- bzw. hergestellt

werden.

Zur Markierung kann auch eine DNA appliziert werden, welche
eine das Immunogen kodierende Nukleotidfolge aufweist. Die
DNA kann Teilsequenzen oder das gesamte Gen von "keyhole lim-
pet hemocyanine" enthalten. Sie kann aber auch so ausgebildet
sein, daB sie nur ein kurzes Peptid beschreibt, wobel mehrere
Immunogene auf einer einzigen DNA kodiert sein konnen. Im
Fall natiirlich vorkommender Gene oder davon abgeleiteter Se-
quenzen kann sowohl c¢DNA als auch genomische DNA mit Intron-
sequenzen appliziert werden. Neben den das Immunogen kodie-
renden Nukleotiden kann die DNA weitere Sequenzen enthalten,
die fur die Expression und Prozessierung des Immunogens im
Nutztierorganismus von Bedeutung sind. Dabei handelt es sich
um Promotorsequenzen sowie um Sequenzen, die eine Transkrip-
tionstermination und Polyadenylierung der mRNA sowie ein in-
trazellulares "Trafficking" des Immunogens bewirken. Als Ex-
pressionsregulatoren eigenen sich Promotoren, die eine hohe
Transkriptionsrate der DNA gewdhrleisten, z.B. der "immediate

early" Promotor des Cytomegalovirus oder der Promotor eines

nutztierspezifischen "house-keeping" Gens wie [p-Aktin. Es
sind aber auch Promotoren geeignet, welche die Expression des
Immunogens gezielt auf vorgegebene Korperzellen beschréanken.
Durch geeignete "Trafficking" Signalsequenzen kann das gebil-
dete Polypeptid in das Lumen des endoplasmatischen Retikulums
dirigiert wund in =zelluldre Verbreitungswege zur Sekretion
oder Expression und Prasentation an der Zelloberfldche gelei-

tet werden.

Der Nachweis der durch die genannten Stoffe induzierten Anti-

korper erfolgt durch gangige Nachweisverfahren, wie ELISA,
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EIA und RIA, vorzugsweise unter Verwendung von Teststabchen,
die bsp. in den Tropfsaft des Fleischs des geschlachteten

Nutztiers getaucht werden.
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Patentanspriiche

1. Verfahren zum Herkunftsnachweis von Nutztieren, insbe-
sondere von Rindern, Schweinen u. dgl., sowie davon stammen-

den Produkten, umfassend die folgenden Schritte:

a) Biologische Markierung des lebenden Nutztiers durch Ap-
plikation mindestens eines flir das Nutztier und den Menschen

unschadlichen Immunogens, und

b) Nachweis der durch die Applikation des mindestens einen
Immunogens gebildeten spezifischen Antikdrper oder spezifi-
schen T-Zellen oder deren Rezeptoren im lebenden Nutztier
oder in davon stammenden Produkten mittels eines enzymimmuno-

logischen oder immunochemischen Nachweisverfahrens.

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei als Immunogen(e) minde-
stens ein Protein und/oder Peptid verwendet wird/werden,
das/die weder als Impfstoff(e) noch als Arzneimittel, noch
Uber die Nahrungskette, noch liber die Umwelt bei der iiblichen
Nutztierhaltung in den Organismus des Nutztiers ge-
langt/gelangen und gegen das/die in den Nutztieren natirli-

cherweise keine Antikdrper gebildet werden.

3. Verfahren nach Anspruch 2, wobei ein mit einem Trager-
stoff gekoppeltes Protein und/oder Peptid verwendet

wird/werden.

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei
das Immunogen derart beschaffen ist, daB die gebildeten spe-
zifischen Antikorper dauerhaft im Organismus des Nutztiers
verbleiben und mittels enzymimmunologischer oder immunochemi-

scher Nachweisverfahren nachweisbar sind.
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5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobeil

das Immunogen dem Nutztier durch Injektion appliziert wird.

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobeil

das Immunogen mittels eines Implantats appliziert wird.

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei
das Immunogen iiber die Schleimhaut, vorzugsweise die Nasen-

schleimhaut, des Nutztiers appliziert wird.

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei
eine Mischung von mehreren verschiedenen Immunogenen appli-

ziert wird.

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriche, wobei
anstelle des Immunogens eine dafiir kodierende Desoxyribonu-

kleinsdure (DNA) appliziert wird.

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobeil
der Tropf-/Pressaft des Fleischs des geschlachteten Nutztiers

zum Nachweis der spezifischen Antikorper verwendet wird.

11. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriche, wobei
die Milch oder andere Korpersekrete zum Nachweis der spezifi-

schen Antikoérper verwendet wird.

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobeil
das Blut, seine Bestandteile oder andere Korperbestandteile
des Nutztiers zum Nachweis der spezifischen Antikorper bzw.
der spezifischen T-Zellen oder deren Rezeptoren verwendet

wird.
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13, Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei
als enzymimmunologisches oder immunochemisches eines oder

mehrere der folgenden Nachweisverfahren verwendet wird/wer-

den: Enzyme Linked Immunosorbent Assay (= ELISA), Enzyme Im-
muno Assay (= EIA) ), Immunoblot (WESTERN) und Radio Immuno
Assay (= RIA).

14. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobeil
der enzymimmunologische oder immunochemische Nachweis unter

Verwendung von Teststidbchen oder Testchips durchgefithrt wird.

15. Verwendung mindestens eines

a) fiir Nutztiere und den Menschen unschédlichen Immunogens
zur biologischen Markierung des lebenden Nutztiers sowie

davon stammender Produkte, und

b) eines enzymimmunologischen oder immunochemischen Nach-
weisverfahrens zum Nachweis der durch die Applikation
des mindestens einen Immunogens gebildeten spezifischen
Antikdrper im lebenden Nutztier oder in davon stammenden

Produkten.

16. Verwendung nach Anspruch 15, wobei das Immunogen ein
Protein und/oder Peptid ist, das weder als Impfstoff noch als
Arzneimittel, noch iber die Nahrungskette bei der {iblichen
Nutztierhaltung in den Organismus des Nutztiers gelangt und
gegen das in den Nutztieren natlirlicherweise keine Antikorper

gebildet werden.

17. Verwendung nach Anspruch 15 oder 16, wobei das Antigen
derart beschaffen ist, daB die gebildeten spezifischen Anti-

kdrper dauerhaft im Organismus des Nutztiers verbleiben und
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mittels enzymimmunologischer oder immunochemischer Nachweis-

verfahren nachweisbar sind.

18. Verwendung nach Anspruch 16 oder 17, wobei das Protein

und/oder Peptid mit einem Tragerstoff gekoppelt ist.

19. Verwendung nach einem der Anspriiche 15 bis 18, wobei ei-
ne Mischung von mehreren verschiedenen Immunogenen verwendet

wird.

20. Verwendung nach einem der Anspriiche 15 bis 19, wobel an-
stelle des Immunogens eine daflir kodierende Desoxyribonu-

kleinsdure (DNA) appliziert wird.

21. Verwendung nach einem der Anspriiche 15 bis 20, wobei der
Tropf-/Pressaft des Fleischs des geschlachteten Nutztiers zum

Nachweis der Antikorper verwendet wird.

22. Verwendung nach einem der Anspriiche 15 bis 21, wobei das
Blut, seine Bestandteile oder andere Korperbestandteile des
Nutztiers zum Nachweis der spezifischen Antikorper bzw. der

spezifischen T-Zellen oder deren Rezeptoren verwendet wird.

23. Verwendung nach einem der Anspriiche 15 bis 22, wobei die
Milch des Nutztiers oder anderer Korpersekrete zum Nachweis

der spezifischen Antikorper verwendet wird.

24, Verwendung nach einem der Anspriiche 15 bis 23, wobei als
enzymimmunologisches oder immunochemisches eines oder mehrere
der folgenden Nachweisverfahren verwendet wird/werden: Enzyme
Linked Immunosorbent Assay (= ELISA), Enzyme Immuno Assay
(= EIA), Immunoblot (WESTERN) und Radio Immuno Assay (= RIA).
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25. Verwendung nach einem der Anspriiche 15 bis 24, wobei zum
enzymimmunologischen oder immunochemischen Nachweis Test-

stdbchen oder Testchips verwendet werden.
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