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Ein gut beherrschtes
Mikroskop bringt
allerhand ans Licht.

Zusammenfassung

m Zusammenhang mit der Rinderkrankheit BSE werden die

in der Schweiz produzierten und verkauften Futter mittel fir
Nutztiere im Rahmen der amtlichen Futtermittelkontrolle auf
tierische Bestandteile unter sucht. Die angewandte M ethode ba-
siert auf Fraktionierung (sedimentieren und sieben), Farbung
und Beobachtung mittelsMikroskop. Tierische Bestandteile wer-
den an ihren charakteristischen Farben, Formen und Struktu-
ren erkannt. Die M ethode erlaubt den Nachweisvon tierischem
Material bisin den Spurenbereich (< 0,1 %) und die Trennung
zwischen Fisch und Landtier, soweit Knochen- oder andere cha-
rakteristische Bruchstiicke vorhanden sind. Typische K nochen-
und Muskelfaserbruchstiicke sowie andere Partikel von Fisch
oder Landtier werden fotografisch dokumentiert. Die Zusam-
menstellung der Ergebnisse der Kontrollen von 1991 bis 2002
zeigt ab 2001 einen deutlichen Riickgang der positiven Falleund
eine Zunahme der analysierten Proben. Die Mikroskopieist ge-
genwartig dieschnellste, kostengiinstigste und genaueste M etho-
de, um tierische Bestandteile in Futter mitteln nachzuweisen.

An der Eidgendssischen For-
schungsanstalt fir Nutztiere in
Posieux (RAP) werden Futter-

mittel fur Nutztierekontrolliert.
Zusétzlich zu den chemischen
(Nahrstoffe, Spurenelementeu.a.)
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und mikrobiologischen Analy-
sen, werden auch Komponenten
und einzelne Partikel mikrosko-
pisch nachgewiesen. Wie schon
von Hauswirth (1988) beschrie-
ben, ist ein Futtermittel ohne
Mikroskopie kaum abschlies-
send zu beurteilen; nur sie zeigt
uns, mit welchen Produkten wir
es zu tun haben. Sie wird heute
hauptsachlich in zwei Gebieten
eingesetzt, einerseits um tieri-
sche Bestandteile nachzuwei-
sen, andererseitsum dieZusam-
mensetzung von Futtermitteln
Zu bestimmen. Mit dieser Me-
thode ist der Zeitaufwand rela-
tiv klein und die Nachwei sgren-
ze recht tief.

Nachweis von tierischen
Bestandteilen

Die Rinderkrankheit BSE (Bo-
vine Spongiform Encephal opa-
thy = Rinderwahnsinn) wurde
hochstwahrscheinlich durch das
Verfitternvoninfiziertem Tier-
mehl an Wiederkauer in ver-
schiedenen Landern verbreitet
(Dahms et al. 2001). In der
Schweiz ist die Verfitterung
von Tiermehl an Wiederkauer
seit Dezember 1990 verboten.
Weil auch nach dem Verfiitte-
rungsverbot geborene Rinder
an BSE erkrankt sind, wurden
die Sicherheitsmassnahmen | au-
fend verscharft. Seit Januar
2001 durfen Futtermittel fir
Nutztiere keine tierischen Pro-
dukte mehr enthalten. Ausnah-
men sind Fischmehl, das zur
Herstellung von Mischfutter-
mitteln fur Schweine, Gefllgel
und Fische eingesetzt werden
darf, sowie bestimmte tierische
Fette.



Glossar:

EL | SA (Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay): in einer Probewerden bekann-
te Proteine mittels Antikorper (gekoppelt mit einer Farbreaktion) markiert.

PCR (Polymerase Chain Reaction): Nucleinsiuren von bekannten Genen werden
(wenn anwesend) amplifiziert und so nachgewiesen.

DNS (Desoxyribonukleinsaure): Wesentlicher Bestandteil der Chromosomen, in
denen die genetischen Informationen verschltisselt sind.

BSE-Einheit desBundes: Arbeitsgruppe, mit zeitlich befristetem Auftrag, deren
Ziel dieAusrottung der BSE-Seuchebeim Tier ist, umdie Sicherheit der Menschen
zu gewahrleisten. Die BSE-Einheit will eine konsequente und einheitliche Umset-
zung der festgel egten Massnahmen zur BSE-Bekampfung auf allen Stufen sicher-
stellen. Siebesteht ausMitarbeitenden der Bundeséamter fur Gesundheit, Landwirt-
schaft und Veterindrwesen. Fir weitere | nformationen: www.bse-einheit.ch.

Polarisation (Beobachtungim polarisierten Licht): Belichtungsverfahren, dasdas
Aufleuchten von gewissen Feinstrukturen mit bestimmtem lichtbrechenden Ver-

halten erlaubt.

Otolithe: «Gehorsteinchen» von Fischen.

Guaninkristalle: besonders haufiges Exkret von Fischgewebe, das die silberne
oder irisierende Farbe hervorruft und auch nach Hitzebehandlung unverandert mit

Licht interferiert.

J

Seit Februar 1993 mussen die
Fleischmehlproduzenten  alle
tierischen Abfallemit hoher Hit-
ze behandeln (133 °C; 20 Minu-
ten, 3 bar), damit der BSE-Erre-
ger stark reduziert wird. Diese
Behandlung hat zur Folge, dass
der Nachweisvon tierischen Be-
standteilen mit gewissen Metho-
den(ELISA; PCR) erschwertist,
weil die Proteine und zum Tell
die DNS stark denaturiert sind
(Hofmann 2000; Lahiff et al.
2001). Hingegen sind diefir die
Mikroskopie wichtigen Merk-
malein diesen Proben, vor allem
bei Knochenbruchstticken, nicht
betroffen.

Seit November 2000 werden
auch kleinste Spuren an tieri-
schen Produkten, welche durch
K reuzkontaminationenoder Ver-
schleppungen entstehen kdnnen,
in Wiederkéuerfuttermitteln nicht
mehr toleriert.

Um der BSE-Krankheit noch
besser begegnen zu konnen,
wurde die Mikroskopieuntersu-
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chung von Futtermitteln im Jah-
re 2001 stark intensiviert und
beim Bund eine BSE-Einheitins
L eben gerufen.

Beschreibung

der Methode

Eine eingewogene Probe (10 bis
409, jenach Grossedeserwarte-
ten Sediments) wird mittels Te-
trachlorethylen (Dichte 1,62,
Michard et Ziebal 1999) in Sedi-
ment und Flotat aufgetrennt. Im
Sediment finden sich minerali-
sche Komponenten zusammen
mit moglichen Knochen- und
Grétebruchstiicken, sowie Schup-
pen und Z&hnen. Das Flotat,
auch organischer Probenanteil
genannt, vereint die schwim-
menden Pflanzenteile mit even-
tuellen  Fleischfaserbruchstii-
cken, Knorpel, Borsten und
Hornvon Tieren. Diezwei Frak-
tionen werden auf getrennten
Glasplatten (ineiner Kapelle) an
der Luft getrocknet. Das gewo-
gene Sediment und das Flotat
werden mit Sieben in je drei

Fraktionen geteilt (> 1 mm;
= 0,35 mm; < 0,35 mm). Die
groberen  Fraktionen werden
mit dem Stereomikroskop unter-
sucht (Vergrésserungen 10 bis
50fach). Anschliessend werden
Mikroskopiepréparatehergestellt.
In der Regel werden ein Préparat
der mittleren und je zwei der fei-
nen Fraktion von Sediment und
Flotat analysiert. Das Sediment
wird zur Aufhellung in Phenol-
Glycerin-Losung(9:1), dasFl otat
zur Proteinférbung in Jodkalium-
Losung (1g1,, 2gKlin 100 mi
H,0O) aufgenommen. Jedes Pré&
parat wird bei hundertfacher Ver-
grosserung vollstandig unter-
sucht, wobei sténdig auf und ab
fokussiert wird, um die Struktu-
ren deutlich zu sehen. Bel fragli-
chenBruchstiickenwird 200- und
400fach vergrossert, ofters wird
auch die Polarisation eingesetzt.

Optische Erkennung von
tierischen Partikeln

Die angewandte Methode ba-
siert auf Fraktionierung, Far-
bung und Beobachtung. Besteht
das Futtermittel hauptséchlich
auspflanzlichen Komponenten,
sind durch Fraktionierung
mogliche Knochenbruchstiicke
konzentriertim Sediment leich-
ter zufinden alsin der Original-
probe. Die Trennung erlaubt
auch eine differenzierte Fér-
bung. In Phenolglycerin er-
scheinen die wichtigen Merk-
male zur Beurteilung der Kno-
chenstruktur deutlicher und die
durch Jod rot geférbten Muskel -
fasern im Flotat werden schnell
geortet.

Als erstes werden die groberen
und mittleren Fraktionen des Se-
diments mit dem Stereomikros-
kop untersucht. Zwischen Salz-
kristallen, Kieselbruchstiicken
und anderen Mineralien werden
die anwesenden typischen Kno-
chenbruchstiicke erkannt. Die
Fischknochenbruchstiicke sind
eher milchig, durchsichtig, die
Gréten sind typisch lénglich
(Abb. 1a).
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Die Farbe der Landtierknochen-
bruchstlicke geht von weiss Uber
gelb bishellbraun; siesind nicht
durchsichtig, matt und haben
stumpfe (Saugetiere) oder schér-
fere (Vogel) Kanten (Abb. 1b).
Auffallendfur Landtierknochen-
bruchstiicke sind Locher. Diese
rihren von Kanélen, die Blutge-
fasse enthielten, her.

In der groben und mittleren
Fraktion des Flotats sind Parti-
kel tierischen Materials zu fin-
den, wenn auch nicht leicht un-
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ter all dem pflanzlichen Mate-
rial. Auch fallen die Bruchstu-
cke, von der Farbe und Form
her, nicht besondersauf. Trotz-
dem kodnnen Fleischmehlparti-
kel oder Fasern (Muskeln, Seh-
nen, Knorpel) erkannt werden
(Abb. 2). Bei Fischmehl sind
die Partikel eher matt und grau
bis braun (Abb. 2a), bei Land-
tiermehl oft glénzend und hell-
braun (Abb. 2b). Indiesen Tei-
len der Probe wéren auch Haa-
re, Federn, Horn und Borsten
zu finden.

Mikroskopische

Merkmale

Verdachtige Bruchstiicke aus
den groberen Fraktionen und
kleine Aliquots der mittleren
und feinsten Fraktionen (Sedi-
ment und Flotat) werden in die
entsprechende Flussigkeit auf-
genommen und mikroskopisch
analysiert. Knochenbruchstiicke
fallen durch Farbe und Form auf
und besonders durch die in der
Grundsubstanz regel méssig ver-
teilten Lakunen, den eigentli-
chen Knochenzellhthlen. Diese

Abb. 1. Stereomikros-
kopische Bilder eines
Sedimentes (25fach
vergrossert).

Ein Fischknochen- (a)
und ein Geflugelkno-
chenbruchstiick (b)
kdnnen unter ver-
schiedene Mineralien
erkannt werden
(Pfeile).

Abb. 2. Stereomikros-
kopische Bilder eines
Flotats (25fach
vergrossert).
Fleischpartikel von
Fisch (a) und Landtier
(b) kbnnen dank ihrer
Farbe und ihrem
Glanz von pflanzli-
chen Bruchstiicken
aussortiert werden.
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Abb. 3. Mikroskopi-
sche Bilder von
Landtierknochen-
bruchstiicken.
Zahlreiche Landtier-
lakunen kénnen bei
100- (a) und 200fa-
cher (b) Vergrésse-
rung beobachtet
werden; c: Typische
Auslaufer (a) breiten
sich von der Lakune
aus (Pfeil) (400fach
vergr.). Je nach
Eindringen der
Einbettungsflissig-
keit kdnnen die
Knochenlakunen
durchsichtig (d, f)
oder schwarz (e)
erscheinen (100fach
vergr.).

Lakunen erscheinen schwarz,
wenn sie mit Luft gefillt sind
und durchsichtig, wenn FlUssig-
keit eingedrungen ist.

Abbildung 3 (a-c) zeigt Merk-
mal e von Landtierknochen: run-
de bis elliptische Lakunen mit
zahlreichen feinen, allseitig ab-
gehenden Auslaufern, die spezi-
ell bel 200- (Abb. 3b) und 400fa-
cher (Abb. 3c) Vergrdsserung
sichtbar sind. Allerdings sind
nicht in allen Knochen Auslau-
fer zu sehen (Abb. 3d-f).

Bel den Fischknochenbruchstii-
cken sind die Lakunen &fters lin-
sen- bis spindelférmig, manch-
mal von unterschiedlicher Grosse,
mit wenigen gut sichtbaren Aus-
laufern (Abb. 448). Manche Fisch-
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knochenfragmente zeigen keine
deutlichen Lakunen, sondern eine
faserige, braune Oberfléche (Abb.
4b). Die Anwesenheit von Fisch-
mehl kannauch durchanderetypi-
sche Bruchstiicke nachgewiesen
werden: Kiemen (Abb. 4c), knor-
pelige Kopfteile (Abb. 4d),
Schuppen (Abb. 4€), Z&hne und
Otolithen (Abb. 4f).

In den Flotatpréparaten, die mit
Jodkalium-Reagens hergestellt
werden, sind die proteinreichen
Partikel rot geféarbt, Stérke wird
schwarz (Abb. 5a). Die querge-
streifteMuskulatur (Abb. 5bund
5¢) ist von anderen proteinrei-
chen Komponenten wegen des
charakteristischen Musters von
dunnen, parallelen, quer zur Fa-
ser laufenden Streifen gut zu un-

terscheiden. Auch nicht gestreif-
te Muskulatur (Abb. 5d) und
Knorpelstiicke (Abb. 5e) sind
erkennbar. Bel allen diesen Par-
tikeln ist es nicht moglich zu
unterscheiden, ob ihre Herkunft
von Fischen oder Landtierenist.
Eine Beobachtung in der Polari-
sation kann helfen, Fischpartikel
zeigen polarisierende Guanin-
kristalle (Abb. 5f). Haufiges
VorkommendiesesMerkmalsin
einer Probe gilt als Hinweis fir
Fischmehl.

Intensivere
Kontrolltatigkeit

Nach dieser M ethode wurden an
der RAP seit Jahren Futtermit-
tel proben untersucht und bewer-
tet. Die Zusammenstellung der
Ergebnisse der durchgefihrten
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Kontrollen von 1991 bis2000in
Wiederkéauerfuttermitteln (Abb. 6)
zeigt eine geringe Schwankung
der Landtierknochen positiven
Fale (Spuren = < 0,1 % und
Kontaminationen = = 0,1 %);
dies trotz einer Zunahme der
analysierten Proben in den Jah-
ren 1999 und 2000. Die Anzahl
der Kontaminationenist tief; der
hochste Wert lag im Jahr 1996
bei 6 Proben (4,5 %). Spurenund
K ontaminationen zusammen ex-
reichten 1995 ein Maximumvon
45,5 % der analysierten Proben.
Diese Zahl sank 1999 und 2000
auf 22,6 % respektive 15,8 %.

In den Jahren 2001 und 2002
wurden wesentlich mehr Pro-
ben, auch vermehrt Futtermittel
fur andere Nutztiere als Wieder-
ké&uer analysiert (Tabelle1). Der

Anteil Landtierknochen positi-
ver Proben ist aber deutlich ge-
sunken: 3,4 % im Jahr 2001 und
auf 2,4 % in den ersten sieben
Monaten 2002. Kontaminatio-
nengab esimlaufendenund|etz-
ten Jahr nur je zwei; keine betraf
Wiederkduerfuttermittel.

Was in dieser Tabelle nicht er-
scheint, sind Proben mit Spuren
von Fischmehl. Solches wird in
Proben von Mischfutterherstell-
ern, die die Bewilligung haben,
Fischmehl zu verwenden, regel -
massig entdeckt, sowohl in Wie-
derkduerfuttermittelnalsauchin
andern.

Stand der Mikroskopie
heute

Mit der Mikroskopie kénnen
Futtermittel proben innert weni-

ger Stunden und mit relativ ein-
fachen Mitteln auf das Vorhan-
densein von tierischen Bestand-
teilen gepriift werden. Wie ge-
zeigt, erfolgt der Nachweisdurch
erfahrene Mikroskopiker bis in
den Spurenbereich (< 0,1 %).
Eine Quantifizierung der Kon-
tamination durch Wiegen und
Zahlen ist bei genligend grossen
Anteilen auch durchaus moég-
lich.

Werden Muskelfasern - aber kei-
ne Knochenbruchstticke - in ei-
ner Probe entdeckt, ist es nicht
maoglich zu unterscheiden, ob es
sich um Fischmehl oder anderes
Tiermehl handelt. Dann wird
abgekléart, ob der Futtermittel-
hersteller Fischmehl in Misch-
futtermitteln verwendet. Wenn
ja, wird entschieden, dass die

Abb. 4. Mikroskopische
Bilder von Fischbruch-
stiicken.

a: Heringsgrate mit
Lakunen (I) und deren
charakteristischen
Auslaufer (a) (200fach
vergrossert);

b: Faserige braune
Oberflache eines
Bruchstiickes (100fach
vergr.); c: Fischkiemen
(100fach vergr.);

d: Bruchstuick eines
Heringkopfes

(100fach vergr.);

e: Dorschschuppe
(200fach vergr.);

f: Dorschzahn (z) und
Otolithe (0) (40fach
vergr.).
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Abb. 5. Mikroskopi-
sche Bilder tierischer
Produkte im Flotat.
a: Drei Muskelfasern
umgeben von
Starkepartikeln
kdnnen bei grober
Vergrdsserung
(40fach) beobachtet
werden; b und c:
Muskelfasern mit
einer typischen
Querstreifung (200-
resp. 400fach vergr.);
d: Muskelfaser ohne
Querstreifung
(100fach vergr.); e:
Geflugelknorpel-
bruchstuck (200fach
vergr.); f: Guaninkris-
talle (gk) in einer
Muskelfaser kdnnen
in der Polarisation
beobachtet werden
(100fach vergr.).

Bruchstiicke als Spuren von
Fischmehl toleriert werden.

Wenn Knochenbruchstiicke an-
wesend sind, wird unterschieden
zwischen Fisch- und Landtier-
knochen. Spuren von Fischkno-
chenbruchstiicken werden ge-
duldet. Fischmehlbeimischung
ist aber im Futter fir Wiederkau-
er verboten. Ein Nachweis von
verbotenem Landtiermehl oder
ein unerklarbarer Muskelfaser-
befund, auch in Spuren und un-
abhéngig vom Futtermittel, wird
beanstandet.

Die Ergebnisse der Kontrollen
zeigen, dassdieVorschriftenge-
nerell eingehalten werden. Die
positiven Befunde, abgesehen
von einzelnen seltenen Félen,
sind lediglich auf nicht beab-
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sichtigte Verschleppungen zu-
rickzufhren. Wichtig ist abzu-
kldren, woher die Verunreini-
gungen kommen konnen. Dies
ist die Aufgabe der BSE Einheit
des Bundesund in diesem Sinne
werden vermehrt auch Aus
gangsprodukte und MUhlenrei-
nigungsabgange geprUift.

Grenzen und

Perspektiven

Die Grenzen der Mikroskopie
sind auf zwei Ebenen zu sehen.
Erstens wird das Erkennen
kleinster Anteile an tierischem
GewebeohnetypischeMerkmale
wie erhitzte Innereien praktisch
unmoglich: In Proben mit 2 %
Innereien wurden in verschiede-
nen Labors keine typischen tieri-
schen Bestandteile erkannt. Die
PCR-Methodik, die mit DNS-

Amplifizierung arbeitet, hat in
diesem Fall vidleicht die grosse-
ren Chancen. Allerdings ist eine
Kontamination durch Innereien
alein eher unwahrscheinlich.

Zweitens geht die artspezifische
Beurteilung bei Spurenkontami-
nation nicht weiter alsFisch ver-
sus Landtier; ob Geflugel-,
Schwein- oder Rindpartikel ist
bei vereinzelten Bruchstiicken
nicht sicher zu beurteilen. Die
aktuellen Gesetzeverlangendie-
seTrennung zwar nicht, eskonn-
te sich aber in Zukunft éndern.
Dieseverschiedenen Punkteund
die wesentlichen Fortschritte in
der PCR Methodik (Bellagamba
et al. 2001) werden maogli-
cherweise zu einer engeren Zu-
sammenarbeit dieser zwel Ana-
lysenmethoden fuhren.
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Abb. 6. Statistik der analysierten Wiederkauerfuttermittelproben in den Jahren 1991 bis 2000. Es wird unterschieden zwischen Spuren
(< 0,1 %) und Kontaminationen (= 0,1 %) von Landtierknochenbruchstiicken.

Tab. 1. Untersuchte Proben seit dem Fitterungsverbot von Tiermehlen an alle Nutztiere

2001 Januar - Juli 2002
Anzahl Positive Befunde* Anzahl Positive Befunde*
Proben Proben
Spuren Kontam.** Spuren Kontam.**
(<0,1%) (> 0,1%) (<0,1%) (>0,1%)
Mischfutter fur
Wiederkauer 281 6 - 216 3 -
Schweine 173 3 2 154 1 -
Gefligel 63 3 - 67 - 2
Pferde 35 3 - 30 2 -
Kaninchen - - 8 1 -
Fische 1 - - 5 - -
Andere
Einzelfutter 103 9 - 125 9 -
Fischmehle 4 - - 1 - -
Mineralstoffe 26 - - 43 - -
Vormischungen 17 - - 5 - -
TOTAL 707 24 2 639 16 2

* bezogen auf Landtierknochenbruchstiicke
** Kontam. = Kontaminationen
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RESUME

Analyse des aliments pour animaux au moyen de la mi-
croscopie

L esalimentspour animaux derente produitsou vendusen Suisse
sont régulierement contrélés pour en assurer laqualité. L’ étude
desfarinesanimalesfait partiedescritéresimportants, particulié-
rement depuis|’ apparition delamaladiedelavachefolle (ESB).
La méthode utilisée pour la détection de composants d’ origine
animal esebase sur unfractionnement del’ échantillon (sédimen-
tation et tamisage), suivi d' une coloration et de son observation
au microscope. Les particulesd’ origine animal e sont reconnais-
sablesaleur couleur, leur formeet leur structure caractéristiques.
Cette méthode permet ladétection detraces(< 0,1%) de matériel
animal ains que ladistinction entre poissons et animaux terres-
tres, sl desfragmentsd’ ossont présents. Desfragmentstypiques
d'os ou de fibres musculaires ainsi que d’ autres particules de
poissons et d'animaux terrestres sont alors documentés photo-
graphiquement. La mise en valeur des résultats des controles
effectuésentre 1991 et 2002 montre, dés|’ année 2001, une nette
diminution des cas contrélés positifs en ce qui concerne la
présence defragmentsd’ osd’ animaux terrestres et une augmen-
tation du nombre d’ échantillons analysés.

Lamicroscopieest actuellement laméthodelaplusrapide, laplus
précise et lamoins coliteuse pour détecter laprésence de compo-
sants d’ origine animale dans les aliments pour animaux.

Exp. Chim. 92 (947), 209-223.

SUMMARY
Animal feed analysis using micr oscopy

Since the appearance of ,, mad cow disease” (BSE), most of the
animal feeds sold or produced in Switzerland are officially and
systematically tested for contamination with animal by-pro-
ducts. The method of analysis consists in fractionating (sedi-
menting and sieving), followed by coloration and observation
under themicroscope. Particlesof animal origin arerecognized
by their color, form and characteristic structures. This method
makes it possible to detect traces (< 0,1 %) of animal com-
pounds and to distinguish between fish and land animal matter
if fragmentsof bonesor other mineralized particlesare present.
Micrographsare madeto demonstrate the presence of bone and
muscle fiber particles as well as other typical parts of fish or
other vertebrates. Results of controlsfrom 1991 to 2002 show
that the proportion of positively tested samplesfor fragments of
land animal bones has markedly decreased; at the same time,
the number of analyzed samples has increased, particularly
since 2001.

At present, microscopy isthe fastest, cheapest and most accu-
rate method to analyze the presence of animal by-productsin
animal feeds.

Key words: animal feeds, microscopy, BSE, animal by-pro-
ducts, fishmeal, micrographs.



