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Grundlagen fiir die quantitative Auswertung
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Bei der histologischen Qualitétspriffung von Fleisch- und Wurstwaren sind

’.1u-” 3 : : 2 : :
[;‘ Htative Aussagen unentbehrlich, Die Schétzung der Anteile ist mit erheblichen
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rheiten belastet, so daB auf diese Weise nur extreme Abweichungen zuver-
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Sinen wesentlichen Fortschritt brachte die von Kotter (14, 15, 18) ange-
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" “infihrung der mikroskopischen Integrationsmethode fiir die Bestimmung des
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nvolumenanteiles in Wurstwaren, Zunichst wurde der Integrationstisch

€itz, Wetzlar) empfohlen (16, 17, 19, 20, 21); seine Eignung fiir die Unter-
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(g 1€ von Wurst und Hackfleisch wurde dann auch von anderer Seite bestitigt
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3, 26). Die Messungen damit sind aber zeitraubend, weshalb sie nur in
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: *18ch beachtlichen Fillen durchgefithrt werden, Auflerdem konnen auch dann nur

\V’th ¢ ae ‘
€ Sehnis . - & =P SRR : .3
8¢ Schnitte je Probe ausgemessen werden, was insbesondere bei nicht vorzerklei-
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1 Material grober Wurstsorten ein beachtlicher Mangel ist, Auch fiir Reihenunter-
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v gen im Rahmen wissenschaftlicher Arbeiten sollte eine Integrationsmethode zur
‘lef-,
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sUng stehen, die hohe Genauigkeit und geringen Zeitaufwand in sich vereint,

Mgy Kotter und Mitarbeiter haben deshalb die Erprobung weiterer Integrations-
By °den aufgenommen und auch bereits auf diese Untersuchungen verwiesen (20, 21).
e

%“Ld\/@rm-,;;s;@yun;{ im Sinne eines geringeren Zeitaufwandes fiir die Messungen wurde
(’liul..\.(_lr Verwendung des "'25-Punkte~Okulars" nach Hennig (9, 10, 11) (Integrations-
O “C der Fa, Zeiss, Oberkochen) und vom "Pointcounter"nach Glagoleff (6, 7, 8)
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*l. Automatische Integriereinrichtungen (3) standen zwar zur Diskussion, wegen

‘en Kostenaufwandes diirften diese vorerst noch keine praktische Bedeutung

1 "I, Gervasini (5) sowie Kelch und Gerigk (12, 13) haben das Integrations-
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o R

S¥3

" Der Integrationstisch (Fa. Leitz), der Pointcounter und das Integrationsokular
a, 2 ; : : 1 :
Zeiss) wurden systematisch auf Zuverldssigkeit und Zeitaufwand der Messungen

im
gleichen Untersuchungsmaterial gepriift.

Sohnitfaneben wurde auch noch untersucht, ob bei der Auswertung von 3 ausgewéhlten
Wirg €n ein ausreichend genauer Mittelwert fiir den Kollagenvolumenanteil erzielt

“nd auf welche Weise die Untersuchungsmethode im Hinblick auf eine gleichmiBlige
uverléissig‘keit standardisiert werden konnte,
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\id&}llisierung der Untersuchungsmethoden:

Zunichst wurde gepriift, ob bei der Auswertung von drei ausgewéhlten Schnitten
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‘ Ausreichend genauer Mittelwert fiir den Kollagenvolumenanteil erzielt wird,
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TZu wurden ca. 100 handelsiibliche Briihwiirste verschiedener Koérnung, Qualitdt
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Herkunft mit dem Integrationstisch untersucht. Das kollagene und das nicht-
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Agene Eiweill wurden anhand der Azanfirbung nach Heidenhain in der Modifi-
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0 vonKotter (15, 17, 20) differenziert dargestellt., Die Zuverldssigkeit
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=rgebnisse wurde anhand der Varianzanalyse und des Homogenitdtstestes nach
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Ftlett (1) gepriift.

Daneben wurde eine Standardisierung der histometrischen Auswertung versucht,
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! grobes Untersuchungsgut vorzerkleinert und gut durchmischt wurde, Hierzu
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€ nach der Entnahme von Blécken fiir die morphologische Untersuchung das
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Ite Untersuchungsgut durch den Wolf gedreht, im Bedarfsfalle entfettet, dann
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7‘ : M Gefriermikrotom bei einer Schnittdicke von 404« zerkleinert, gut durch-
lj.S :

; bt und gchlieBlich in Na-Alginat-Gallert (24) eingebettet,
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ANder ebenso wie ihre Fléchenanteile, und das Verhiltnis der Flidchenanteile

. Die fiir die einzelnen Komponenten gemessenen Léngenanteile verhalten sich
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Ot nach dem Cavalieri-schen Prinzip den Volumenanteiien (s. a. 2).

)e
 Prinzip des Pointcounter nach Glagoleff (6, 7, 8) beruht darauf, daf
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&denkreuz liegende Stelle als Treffer fiir die betreffende Komponente gezéhlt wird,

€r Pointcounter ist somit eigentlich nur eine Vereinfachung des Integrationstisches,
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bei anstatt der Streckensummierung auf den Linien Treffer als Stichproben fiir

die 2o :
® Ldngenantml\ gezéhlt werden, Die Trefferzahlen der verschiedenen Komponenten
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halten sich dann zueinander wie deren Volumina, Das einzige gegenwirtig in
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"Utschland erh#ltliche Modell eines Pointcounter hat sich fiir die Wursthistologie
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S Nicht geeignet erwiesen; es wurde daher in Zusammenarbeit mit einer fein-
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Chanischen Werkstitte ~) eine einfache mechanische Apparatur entwickelt,

Das Integrationsokular (Fa. Zeiss) nach Hennig (9, 10, 11) ist ein Okular, in
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des o
Mikroskopischen Bildes sichtbar wird, Die 25 Punkte sind von einer Kreislinie

ine Schablone mit 25 Punkten so angeordnet ist, daf sie in der Schirfeebene
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’ umschlo‘“sen worin jeder Punkt von sechs Nachbarpunkten gleich weit entfernt iot.
Die Verbindung der Punkte durch Linien zu Zeilen soll das Ablesen der Treffer er-

lelcntern. 3ei der Ausmessung der Schnitte wurde das Objekt jeweils um 3 mm

Ver'scho'ben und dann die Treffer abgelesen, Das Verhéltnis der Trefferzahlen ist
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beim Pointcounter den Volumenanteilen proportional,
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Der ve rgleich der Methoden wurde durch Messung des Kollagenanteiles in Briih-

Stschnitten durchgefiihrt. Zehn Schnitte wurden mit jeder der drei Methoden je
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Mal ausgemessen (der Pointcounter wurde mit drei verschiedenen Punktabstinden
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Uft), Von den zehn Messu ngen je Schnitt wurde die Wiederholbarkeitsvarianz
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Peatability variance) berechnet. In Ve rbindung damit wurde auch die Varianz-
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YSe und der Homogenititstest nach Bartlett (1) durchgefiihrt,

Die Mittelwerte aus den zehn Messungen je Schnitt sind in Tabelle 2a mit den
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Prechenden Varianzen aufgefiihrt, Tabelle 2b enth#lt die mathematisch-stati~
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tl leh““ Mathematisch-statistische Auswertung der Kollagenwerte von ca. 100 handels-
0 Brithwiirsten verschiedener Kérnung, Qualitidt und Herkunft hat gezeigt, dafl

1'3' 2 AUSm(w sung von 3 Schnitten aus nicht vorzerkleinertem Material die Zuver-

erhaltenen Mittelwerte sehr unterschiedlich und insgesamt betrachtet
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Wa ing ist, Bei etwa 40 % der untersuchten Wiirste waren dia Fehler der Mittel-
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:Oghch war, ob der entsprechende Grenzwert iiber- oder unterschritien wurde, und

i Mehr als 50 % der Fille, bei denen das gemessene mittlere Kollagenvolumen tiber
:m entsprechenden hochst zulissigen Wert lag, war die Feststellung dieser Uber-
a:hf‘eitung nicht ausreichend gesichert, Bei diesen nicht vorzerkleinerten Proben wire
%0 eine Beanstandung trotz der Uberschreitung der Grenzwerte nicht zu vertreten
gewesen- Diese Unsicherheit ist auf die in vielen Fillen ungleichmiBige Verteilung des
eonagens zuriickzufithren. Einzelschnitte kénnen deshalb insbesondere bei Material mii
ntsprechenden Partikelgréfien nicht immer ohne Vorzerkleinerung des Materials als
eprésentanten fiir quantitative Aussagen gewertet werden, Man kdnnte zwar auch die
uswert’dng einer so groflen Anzahl von Schnitten vorschreiben, dall sogar bei grobster
erteilung des Kollagens noch ein ausreichend genauer Mittelwert gesichert wird; da-
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Wirden aber in vielen Fillen wesentlich mehr Schnitte ausgemessen, als zur siche-

‘D furteilung erforderlich sind, Auch eine mathematisch-statistisch begriindete An-
Ng der Schnittzahl an die Beschaffenheit des Untersuchungsgutes ist unter prakti-
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1@ beste Moglichkeit fiir eine Standardisierung der histometrischen Auswertung
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! Beniige 3 A . & g . e
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%) N zu kdénnen, wihrend geringe Abweichungen vom Grenzwert mit mehreren Zin-
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Eebnigsen belegt werden miilten. Es wurden daher Vertrauensgrenzen aufgestellt
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8 Oraussetzung, daB die durch Gréfe und Verteilung der Komponenten beding
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B Ng einen bestimmten Wert nicht iiberschreitet. Das ist fiir die in Tabelle 1 an-
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Tabelle 1: Erforderliche Mindestabstinde von den Grenzwerten
(Vertrauensgrenzen) bei Ausmessung von N Schnitten

(Irrtumswahrscheinlichkeit P = 0, 01)

N 10 7 4 3 2
Vertrauensgrenze Ei %3 I8 8 A

De X : e T .
er Vergleich der verschiedenen Integrationsmethoden wurde im Hinblick auf Zu-

ke o :
S8igkeit und Zeitaufwand durchgefiihrt, Die Streuungen der Ergebnisse, welche

mitI
tegrationstisch (MefBlinienabstand 1 mm), Pointcounter (Punktabstinde 1mm in

8]

‘den Dimensionen) und Integrationsokular (Fa, Zeiss) (Gesichtsfeldabstéinde 3 mm

qubelden Dimensionen; insgesamt ca. 50 Gesichtsfelder je Schnitt) erhalten wurden,
8ten keine wesentlichen Unterschiede., Mit dem Pointcounter wurde aber nur 1/5
ep

gy lz(lt benstigt, die gleiche Messungen mit dem Integrationstisch erfordern, und

/34 der Zeit, die beim Integrationsokular (Fa, Zeiss) notig ist.
Zweifellos ist das Streckensummierverfahren (Integrationstisch) von den gepriiften
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hei ®n theoretisch die genaueste. Dies bleibt aber praktisch ohne Auswirkung, weil
in e . s s , :
®m bestimmten MefBlinienabstand die Struktur des Untersuchungsgutes die Genau-

Bkey
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€s Ergebnisses begrenzt, Durch die Vorzerkleinerung des Untersuchungsgutes

Wl d
Sepy “War die Zahl der auszuwertenden Schnitte kleiner, die Auswertung des Einzel-
Nitte :
S wird bei Be niitzung des Integrationstisches aber erschwert, weil dabei sehr
IQi 5 E]
= nQ 'Iw .
e eilstrecken zu durchmessen sind und an den Spindeln hdufiger umgegriffen
'y
€n ; AU : i =
o4 mufl, Demgegeniiber bleibt die Partikelgréfe bei der Pointcountermethode
Weson+1s T3 s :
Sentlichen Einflufl auf Zeitaufwand und Ables sungsgenauigkeit.
..
W Sere Beobachtung, dafl mit dem Integrationsokular (Fa. Zeiss) keine geringere

I‘h( e . 2 , 2 5 g iy e B
lbarkeitsvarianz der Werte zu erzielen war (.~';I = 10, 46) ale mit dem Point-

By FP (S; = 8,49) (s. Tabelle 2b, Spalte 3), obwohl mit dem Imc;;1":1tionsokul:u‘
Weil :("1"53‘») etwa das Dreifache an Testpunkten ausgezdhlt wurde, ist bemerkenswert,
DFOZQ; 9. auch dadurch die Fra agwiirdigkeit der Anwendung der "’:‘zbssolutcn mittleren
Q‘, nuill(‘u il"r‘ouung“ fiir die Fehlerberechnung deutlich wird, die Kelch und

“lek (12) bei ihren Untersuchungen verwendet haben, Bei unseren Untersuchungen
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% Mathematisch-statistische Auswertung der in
Tabelle 2a aufgefiihrten Ergebnisse und durch-
schnittlicher Zeitaufwand (T) fir die Kollagen-

volumenbestimmung in einerm Schnitt
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zwischen den Klassen

X? = Varianz
;s 2
Tp, = Ppiifgréfe; sie ist verteilt wie ‘1\.( )
P
= V/ahrscheinlichkeit filr Homogenitit der Varianzen
Wy
1\
die
WQ Prozentuale Streuung der mit dem Integrationsokular (Fa. Zeiss) erhaltenen
Pta ¢ ; e
1y 5 3 g . . -
ligg I Durchschnitt nur etwa halb so gro wie der "Standard-Fehler’ bei gleicher
Mg 5 A y
Dy SWahrscheinlichkeit. Diese Diskrepanz ist damit zu erkldren, dafl die Test-
abayts
tisel Stinde der Struktur der Wurstschnitte nicht optimal angepaft waren, Theore-
1w
My re dieser Fehler durch die Vahl einer schwicheren Vergrofierung zm ver-

8eyp
lererseits eine erhebliche Unsicherheit mit sich
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- Aaw nh AdAie Teactpiimkt
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€ntscheiden gewesen wire, ob Treffer vorlieger
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L. nur wenige s dicken EiweiBleisten liegen. Das trifft besonders fiir die Te
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Punkte Sk , ’ % i g
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nay - : o : & : X3

U auf einer Stelle zu sehen ist. sondern bei leichter unvermeld

Einhy; .
hblickachse seine Lage im Schnitt veréndert. Bei Rohwursien 15t z%
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18t weniger feinwabig, es kommen aber t: otzdem sehr K

bej g
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dkutlg moglich ist. Fiir die Wursihi stologic 1s

*Ser geeignet als das Integrationsckular (Fa. Zeiss). Punktal entsp
Che S 3 : : ,
€nde VergréBerung kénnen dabel unabhingig voneinander gewdhlt werden und je
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effer wird mit der gleichen optischen Genauigkeit abgelesen, Das
S , . B :
kul“"r (Fa, Zeiss) ist wegen seines starren Punktabstandes bel einer optimale

TI‘.‘ ¢ . es .
. OBUI‘UD;};‘ nur begrenzt einsatzfdhig.

l\ Ur die Untersuchung zu zerkleinern und in Alginat einzubeiien, LJatiiliCil Wil
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€ine etwa gleichmifige Partikelgrofle und elne so guie veriel

ten 3. g - , Vo3 1
€N ineinander gesichert, dafl die Mellergebnlisse aus daen histologisch )CII11L
ur wenig und etwa konstant streuen. s wuraen Vertrauensgrenzen berecane
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Nterschreitung des fiir die betreffende Jualitédt hdchstzulassigen Werles <2
€lchend sicher nachgewiesen gelten kann,
€er Pointcounter ist fiir histometrische Wurstuntex
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Citaufwandes bei gleicher Zuverlissigke
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1 der Testpunkt nicht ge
llicher Anderung d

sn ist zwar die Strukt:
leine Partikelchen vor,

enen die Feststellung von Treffern bei schwacher Vergrofierung nicht immer

.+ daher der Pointcounter wesentiic

AuBerdem wird das Auge beim Polnicounter

g ‘ . . S L
*liger belastet, weil es wie beim Integrationstisch nur auf die Gesichtsfeldmitte
8 Fichtet ist, und nicht wie beim Integrationsokular (Fa, Zciss! das ganze Ge sicl
f{l
ld el . )
durchmustert werden muf,
e
S~S2mmenfassung:
J1e histometrische Kollagenvolumenbestimmung in Wursiwaren 1 S :
lisiey en, weil das Kollagen in den verschiedenen Wursiarien saiar RHtClrsoi
Verteilt ist, AuBer bei feinen Wurstarten ist das Wurstgut in besol ’ r We
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La détermination histométrique du volume de collagdne dans 1és saucicsons

devait &tre standardisée, car le collag®ne dans les différents genres de saucissons
®8t reparti de facon trds différente. A 1'exception des genres fines, pour examiner
1 faut particulidrement réduir le matériel en morceaux, et le rendre dans 1'algina
De telle fagon 1'on assure une grandeur des pz articules presque égale et une si
bonne répartition des composantes entre elles, que les résultats histometriques
Yarient trés peu et de fagon presque constante, L'on a calculé des limites de con-

lance qui laissent &tablir combien de tranches sont nécessaires & mesurer,

-

A Cause du mineur emploi de temps et avec la méme sireté le Pointcounter est
Plug indiqué pour l’examen histométrique des saucissons, que la table d'intégration

(Leltz) et que 1'oculaire d’intégration (Zeiss) qui comporte aussi d'autres défaute

Lias : : 2 .
“€8 méthodes d’intégration examinées ont été discutdes 2 fond.

-

r
2 histiometric determination of the collagen volume in sausages had to be

tﬂnd(xrdlzcd, ag the collagen distribution varies greatly in the different sausage

Pes, Except with fine sausage types the sausage material has to be reduced in a

¢ o4 ; : 4 1 - ar nartficle
€rtain way to small pieces and be embedded in alginate., Thus a regular particle

%€ and an even distribution of the components in one another 18 secured, so thax

th €

© Measuring results from the histological slides differ only slightly and approx-

irna+
Hate vhich can be

nle

ly constantly. Limits of confidence have been calct ulated, by

QL‘(\ N vade S R L i . i 5
*ertained, how many slides have to be examined to prove that the highest ad-

Mg N > 3 - : ; = %
18sable value has, for the respective quality, been exceeded or undercut.

Fo ¢ : A
T the histiometric examination of sausages the point counter 1s, with an equal

rRlintas1s . ; . : A1l A
hdblllty, better suited than the integration table (Leitz) and the integration ocu
€iss) with its additional faults, because of smaller time expenditure. The inte-

8ra
ation methods tested have been extensiv ely discussed.

€8 R« - : ¢ : 9 A 2merilichen Flak 4+ dor
3 Referat ist ein Extrakt aus einer am 24, 2. 60 der Tierédrzilichen I akultdt derx

‘qs . . Mmis At 17 , Bage . Y S
it4t Miinchen vorgelegten Habilitationsschrift mit dem Titel '"Die histologiseca

2 g < . - ‘+ative Aunewertungs
von Gewebe- und Organgemengen. Grundlagen fiir die quantitative AuSwWeriuilg
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