
Aus den I n s t i t u t  f ü r  N a h ru n g sm itte lk u n d e  d e r  

t i e r ä r z t l i c h e n  F a k u lt ä t  d e r  U n iv e r s i t ä t  München 
V o rsta n d s  P r o f »  P r«  L «  K o t t e r

Zum q u a n t i t a t iv e n  N achw eis vo n  a u fge sch losse n en . M ilc h e iw e iß  
in  h o c h e r h it z te n  F le ie c h w a re n  m it  H i l f e  d e r  in d i r e k t e n

K ä m a g g lu t in a t io n

C h r is t in e  Herrm ann

I

P ie  P i f f e r e n z ie r a n g  von  t ie r is c h e m  Gewebe nach d e r  T i e r a r t  

a u t  H i l f e  s e r o lo g is c h e r  R e a k tio n e n  b e r e i t e t  auch b e i  v e r a r b e i 
tetem  F le is c h  k e in e  S c h w ie r ig k e ite n , so la n g e  des M a t e r ia l  n i c h t  

ü b e r 70° c er V . i a t  w orden i s t .  Gerade d ie  P i f f e r e n z ie r u n g  von  
h o h e r e r h i t z t e n  F le is c h w a re n  h a t nun a b e r h e u te  ü b e rra g e n d e  Be

d e u tu n g , w ob e i V e rfä ls c h u n g e n  m it "F re m d e iw e iß e n " (H ü h n e re iw e iß , 

M ilc h e iw e iß , F f la n z e n p r o t e in e  u sw ») im  V o rd e rg ru n d  s te h e n ,

b is h e r  w urden f ü r  s e ro lo g is c h e  P r o t e in d if f e r e n z ie r u n g e n  auch 

Wegen i h r e r  m ethod ischen  E in f a c h h e it  b e v o rz u g t  P r ä z i p i t a t i o n s -  

r © aktionen ve rw e n d e t» P ie  d a ~ fü r e b e n f a l ls  g e e ig n e te  in d i r e k t e  

Ü ä m a g g lu tin a tio n  i s t  zw ar etwas k o m p l iz ie r t e r ,  h a t  s ic h  je d o c h  
a ls  s p e z i f i s c h e r  und euch in  d e r E m p f in d lic h k e it  d e r  P rä m ip i -  
ia t io n  a ls  ü b e r le g e n  e rw ie s e n .

I I

M e th o d isch  v e r fa h r e n  w i r  b e i  d e r in d i r e k t e n  H a u a g g lu t in a t io n s -
r e aktiom  f ü r  den N achw eis von  a u fge sch lo sse n em  M ilc h e iw e iß  i n

^ülehnung an d ie  U n te rsu c h u n g e n  von  BOYPEN (1 ,  2) f o lg e n d e r -  
Blaßen;

F is c h e s  Ham m elblut w ir d  d re im a l m it  p h y s io lo g is c h e r  Kochs
a lz lö s u n g  gew aschen, z e n t r i f u g i e r t  und ca » 12 Stunden b e i  4 

8 6° c g e h a lte n . F ü r  d ie  Ta n n in b e h a n d lu n g  w e id e n  5 ml d e r
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gewaschenen H a m m e le ry th ro zy te n  m it 17 ¡>5 ml p h y s io lo g is c h e r  

K o c h s a lz lö s u n g  und u n t e r  le ic h te m  S c h ü t te ln  m it  2 ,5  ml e in e r  

0»1 % igen T a n n in lö s u n g  v e r s e t z t o  Man l ä ß t  d ie  E r y t h r o z y t e n -  

aufschwemmung 15 m in b e i  Z im m ertem peratur s te h e n , z e n t r i f u g i e r t  

ab und w ä scht das Z e n t r i f u g a t  so o f t  m it p h y s io lo g is c h e r  Koch

s a lz lö s u n g ,  b is  d e r  Ü b e rs ta n d  k la r  b l e i b t «  A n sch lie ß e n d  w ird  
das E ry th ro z y te n s e d im e n t  im  M e ß z y lin d e r  m it  p h y s io lo g is c h e r  
K o c h s a lz lö s u n g  a u f 25 ml a u f g e f ü l l t «

Z u r  S e n s ib i l i s ie r u n g  d e r  m it T a n h ln  b e h a n d e lte n  H a n m e le ry th ro - 
z y te n  w ird  f ü r  den N achw eis vo n  a u fge sch losse n em  M ilc h e iw e iß  

e in e  0 ,5  bzw« 1 ,5  $ ig e  Lösung  von a u fge sch lo sse n em  M ilc h e iw e iß  

i h  p h y s io lo g is c h e r  K o c h s a lz lö s u n g  v e rw e n d e t« 5 ml d ie s e r  E i~  

W e iß lösu n g  w erden m it 10 V o le -$  (0 ,5  m l) gew aschenen, n i c h t  
® it  T a n n in  b e h a n d e lte n  E r y t h r o z y t e n  v e r s e t z t ,  nach 15 min ab

z e n t r i f u g i e r t  und d e r  k la r e  Ü b e rs ta n d  w e i t e r  v e rw e n d e t«

Zu d ie s e r  M ilc h e iw e iß lö s u n g  w erden 5 ml ta n n in b e h a n d e lte  Ham

m e le ry th ro z y te n  z u g e fü g t ,  2 S tunden b e i  57° C im B ru ta c h ra n k  
in k u b ie r t ,  a n s c h lie ß e n d  a b z e n t r i f u g ie r t  und das Sedim ent d r e i 
mal m it p h y s io lo g is c h e r  K o c h s a lz lö s u n g  gewaschen und m it  p h y s io 
lo g is c h e r  K o c h s a lz lö s u n g  a u f 20 ml a u f g e f ü l l t :

■^ur e in e n  o p tim a le n  R e a k t io n s a u s fa l l  i s t  d ie  K o n z e n t ra t io n  des 
A n tig e n s  im S e n s ib i l is ie ru n g s g e m is c h  von  g ro ß e r  B edeutung«

Z u r E r m it t lu n g  d e r  w irk sa m ste n  A n t ig e n jc o n z e r .t ra t io iie r  w urden 

2Ur S e n s ib i l i s ie r u n g  n ic h t  e r h i t z t e  sow ie  15 min a u f 70° C e r 
h i t z t e  M ilc h e iw e iß lö s u n g e n  v e rs c h ie d e n e r  K o n z e n tra t io n e n  be
n u tz te  D ie  E rg e b n is s e  s in d  i n  den T a b e lle n  1 und 2 zusammen-
gestellt«

Naeh T a b e l le  1 e rw ie s  s ic h  z u r  S e n s ib i l i s ie r u n g  e in e  0 ,5  $ ig e  
M ilc h e iw e iß lö s u n g  (d a s  s in d  c a 0 25 mg l ö s l i c h e  S u b sta n z  p ro  

i'S n n in b e h a iid e lte r  H a m m e le ry th ro zy te n ) a ls  g e e ig n e te s te  K o n - 
2e n t r a t io n ;  f ü r  e r h i t z t e s  A n t ig e n  nach T a b e lle  2 e in e  1 ,5  /®ige 

M ilc h e iw e iß lö s u n g «

v °h h o c h e rh itz te m  U n te rs u c h u n g s m a te r ia l (ü b e r  90° C) w erden

g m it  dem W o lf  ( f e in e  S c h e ib e ) z e r k le in e r t  und l y o p h i l i s i e r



Das L y o p h i l i s a t  w ir d  im V e r h ä l t n is  ‘ ? 2 , bezogen a u f das 
^euchfcgewicht des U n te rsu ch u n g sgu te s? , m it  p h y s io lo g is c h e r  K o c h 

s a lz lö s u n g  v e r s e t z t ,  48 Stunden b e i  4 b is  6° C e x tra h , e r t ,  ab-» 

z e n t r i f u g i e r t  und d e r  Ü b e rs ta n d  -  d u rc h  Gaze f i l t r i e r t  -  f ü r  

den ‘A'e s t  verw endet*

V o r A n s a tz t  d e r  H ä m a g g lu t in a t io n s re a k t io n  w ird  das d u rch  tnmia-» 
a is ie r u n g  m it  a u fgesch lossenem  M ilc h e iw e iß  an K a n inch en  ge-» 
wonnene A n tis e ru m  je w e i ls  30 min b e i  56° C im W asserbad g e h a l -  
te n  und zum E n t fe rn e n  h e t e r o lo g e r  H ä m a g g lu tin in e  d re im a l m it  
10 V o l 0~$ gewaschenen H a m m e le ryth ro syte n  z e n t r i f u g i e r t ,

1 ml A n t is e ru n  w ird  m it  0 ,5  ml U n te rs u c h u n g s e x t ra k t  v e r s e t z t ,

1 Stunde b e i  37° C im  B ru ts c h ra n k  g e h a lte n , a t z e n t r i f a g ie r t ,  

und davon a n s c h lie ß e n d  0 ,5  ml g e o m e tr is c h  v e rd ü n n t«  Zu d ie s e n  

A n sä tze n  w erden je  0 ,1  ml d e r  m it  A n t ig e n  b e la d e n e n  Hammel

e r y t h r o z y t e n  s u g e s e tz t «

**ür je d e  U n te rs u c h u n g  w ir d  e in e  S e ru m k o n tro lle  d u rc h g e fü h r i; 
ubö in  a n a lo g e n  A n sä tze n  p o s i t i v e  und n e g a t iv e  K o n t r o l le n  ge 
prüfte

nachdyiä, in  welchem  Ausmaß das U n te rs u c h u n g s g u t aufge  

s c h lo s s e n e s  M ilc h e iw e iß  e n t h ä l t ,  muß e3 z.u e in e r  Hemmung d e r  

H ä m a g g lu tin a tio n  ge gen ü be r den K o n t r o l le n  kommen,
•n* 111
D ie  fo lg e n d e n  T a b e lle n  3» 4 und 5 z e ig e n  d ie  U n te rs u c h u n g s -4
e rgQ b n isse  -  und zw ar M it t e lw e r t e  au3 je  40 A n sä tze n  von  
h a t iv e n ,  a u f 70 bzw , 115° C e r h i t z t e n  M ilc h e iv e iß lö s u a g e n  i n  

v e rs c h ie d e n e r  K o n z e n t ra t io n  m it einem  A n t is e r u m t it e r  von  
32 768 o

B b i Verwendung e in e s  A n tise ru m s m it  einem T i t e r  vo n  65 536 
in  je w e i ls  10 A n sä tze n  ( T a b e l le  6) i s t  es m ö g lic h , zw isc h e n  

0#1 uad 0 ,2  # ig e n , 30 m in a u f 115° C e r h i t z t e n  K i lc h e iw e iß «  
^Ösungen zu  d i f f e r e n z ie r e n .

D*e A b b ild u n g  1 v e r m i t t e l t  e in e  zusam m enfasseiide Ü b e r s ic h t  

<ier Ü n te rs u c h u n g s e rg e b n is s e  des M ilc h e iw e iß n a o h w e is e s  i n  a u f  
1 l5° C e rh it z te m  B rü h w u rs tm a te r ia l b e i  Verwendung u n t e r s c h ie d 

l i c h e r  Ä n t ie e re n  ( T i t e r  65 536, 32 768, 16 384, 8 192) ,
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Wie aus d e r A b b ild u n g  entnommen w erden kann , i s t  e in e  e in «  

h e u tig e  D i f f e r e n z ie r u n g  m it  A n t is e r e n t i t e r n  ab 16 384 zw isc h e n  

M ilc h e iw e iß k o n z e n tra t io n e n  von  1 , 5 ;  1*7; 2 , 0 ;  2 , 2 ;  2 , 5 ;  2,7 

u&d 3,0 $ m ö g lich .,

In z w is c h e n  w urde auch e in e  m ö g lich e  B e e in f lu s s  m g  d e r  s e r o lo 
g is c h e n  R e a k tio n  d u rch  F e tt ,  und Gewürze im U ntersuchungsm a
t e r i a l  g e p rü fto  D er V e r g le ic h  zw isch e n  e n tfe t te te m  u n i n ic h t  

e n tfe tte te m  M a t e r ia l  l i e ß  k e in e  U n te rs c h ie d e  i n  den R e a k tio n e n  
e rk ennen . In  M o d e llw ü rs te n , d ie  m it  v e rs c h ie d e n e n  im H ande l 

b e f in d l ic h e n  Gew ürzm ischungen h e r g e s t e l l t  w u rd e n , e rg a b  s ic h  
gegenüber u n g e w ü rz te n , n u r  g e sa lze n e n  M o d e llw ü rs te n  i n  d e r  

R e ge l e in e  V e rzö g e ru n g  d e r  p o s i t iv e n  R e a k tio n  a u f M ilc h e iw e iß  
• a ls o  d e r  H äm egglutinationshem m ung -  um zw e i V e rd ü n jrm g s - 

3 tu fe n ; d a d u rch  w ird  d ie  e in d e u t ig e  D i f f e r e n z ie r u n g  v e r s c h ie 
de n e r M ilc h e iw e iß k o n z e n tra t io n e n  b e i  n ie d r ig e r e n  A n t i s e r e n t i 

t e r n  ( 16 384) e rs c h w e r t .

Wach 2 4 s tü n d ig e r  D ia ly s e  b e i  Z im m ertem peratur des g e w ü rz te n  

W n te rs u c h u n g s m a te ria ls  gegen h ä u f ig  zu  w e ch se ln d e s  ftqua d e s t  
w urden k e in e  U n te rs c h ie d e  gegenüber den R e a k tio n s e rg e b n is s e n  

d e r u n g e w ü rzte n  P rob en  b e o b a c h te t .

q u a n t i t a t iv e  Aussage m it t e ls  s e r o lo g is c h e r  R e a k tio n e n  b e i 
d e r E iw e iß d i f f e r e n z ie r u n g  i n  F le is c h e rz e u g n is s e n  s t e h t  und f ä l l t  

m it  d e r  S p e z i f i t ä t  und A k t i v i t ä t  d e r  A n t is e re n . E in e  b e a c h t 
l ie h e  S te ig e rn E g  d e r  A n t ik ö r p e r b i ld u n g  gegen e r h i t z t e s ,  a u f -  

g e s c h lo s s e n e s  M ilc h e iw e iß  konnte  m it  H i l f e  b e stim m te r M e t a l l -  
8d t1 u va n tie n  e r r e i c h t  w e rd e n , so daß h e u te  A n t i s e r e n t i t e r  vo n  
^6 384 b is  65 536 und m ehr, gegenü ber f rü h e re n  von  h ö c h s te n s  

8 *92, v e rw e n d e t werden können (3 ,  4) <>

•^ui'ch d ie  Anwendung d e r  in d i r e k t e n  H ä m a g g lu t in a t io n  d ü r f t e  

a ls o  d ie  b io lo g is c h e  E iw e iß d i f f e r e n z ie r u n g  i n  d e r  t i e r ä r z t 
l ic h e n  L e b e n sm itte lü b e rw a ch u n g  e r h e b lic h  an B edeutung gew innenc
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M it t e le  der in d  . r  -ii:en Käm agglut ln a t io n  kann M ilc h e iw e iß  auch 
in  h o c h e r h i t z t e »  1 i e i scherzeugnisssn ( i ' ;.° C) notwendi gsnfa l l e  

soga r Q u a n ti t a t ; v  differenziert werden., D e erforderlichen 
Antiseren gegen e r h i t z t e s  M ilc h e iw e iß  w urden d u rch  Im m u a is ie - 
r,Jng m it t e ls  M e '.& ilve rb in d u n g e n  gewonnen Z u r  Gewinnung von 

s e ro lo g is c h  no h re a k t io n s fä h ig e n  ¿iw eißkom poneaten s in d  D ia -  
'v/8e und Lyophilisierung des hocherhitzten Materials n o tw e n d ig

U n te r  Anwendung d e r  lax e in z e ln e n  b e sc h rie b e n e n  Methode k on n te  

M ilc h e iw e iß  auch in  b is  a u f C e rh it z te m  M a te r ia l  in  Kon

z e n t ra t io n e n  ab 1 $ q u a n t i t a t iv  e r f a ß t  w e rd e n .

Summan

M ilk p r o t e in  can even d e te c te d  by i n d i r e c t  h e m a g g lu t in a t io n  
te a t  in  h ig h ly  heated  food o f  an im al o r i g i n ,  The method g iv e s  

^ e t i t a t i v e  r e s u l t s .  The a n t is e r a  w hich a re  ne e s s a ry  f o r  the 
d8â e c t iîm  o f  heated  p r o t e in  were produced by im m unjfcation 

u »*ng m eta i compounds P ro d u c t io n  o f  s e r o l o g i c a l l y  r e a c t iv e  

P ro te in  compounds can o n ly  be a c h ie ve d  by d ia ly s in g  and ly o p h y  
^ is in g  o f  th e  h ig h ly  heated m a te r ia ls  By t h i s  m ethod, w hich 

e x a c t ly  d e s c r ib e d , we were a b le  to  d e cte d  p r o t e in s  from  
Cow s m ilk  in  c o n c e n t ra t io n s  o f  0 ■> 1 p e r  c e n t .

P e r

nare
mezzo de l I  ' emoaggl u t in a z x o n e  I n d i r e t t a  e * p o ss ib ile  d e te rm i

n e i P r o d o t t i  c s r n e i  s o t t o p o s t i  a t ra t ta m e rto  té rm ic o  s in  a » 
che a ?icO „

°  C . , l a  p re e e n za  d t c a s e ;n a to  i -  s o d io »  P e r la  re a  

p ro  8 i e r o lo g ic a ,  i l  m a te r ia le  da e s a m in a rs i di 
/er) + o vamente l i o f i l i z z a t o

fi e d i a l i z z a t o ,  L

eve e s s e re  

a n t i s ie r o  s p e c l -
° e jlt le n u to  cía c í n i g l l  im m u n izza ti m ediante in o c u la z io n e  d i 

^ t e r i n i p
v an  ̂ ^  s n t ig e n e  ( s o l f i z io n í  d i  c a s e in a to  d i  r o d io )  p lu  a d iu  

min| im m unita  b u !  t ip o  d i  m e t a l l i  ( cd ro e a id o  d i a l l u
' lo r u r o  d i  f e r r o ) ,  con 1  e m já o a g g lu tin a z ion e  i n d i r e t t a«i

P°saono evel a re  n e i p r o d o t t i  c x r n e i  o u i s ia  s t a t o  a g g iu n to



d ê l c a s e in a to  d i  s o d io ,  q u a n t ita  a i  d e t te  s o s ta n z a »  p& rtendo 

da un minimo d i  c o n c e n tra z io n e  p a r i  a i l e  0 , 1  $

Résumé

Or'ace à l ’ a g g lu t in a t io n  sa n gu in e  in d i r e c t e  i l  e s t  ega lem ent 
p o s s ib le ,  s i  n e c e s s a ire »  de d i f f é r e n c ie r  nwme q u a n tita t iv e m e n t, 
l 'a lb u m in e  du l a i t  dans le s  p r o d u it s  de lo u o h e r ie  e t  de c h a r 
c u t e r ie  p o r te s  h h a u te  te m p é ra tu re  (115° C euv . r o n ) > Les an* i~  
sérums n e c e s s a ire s  c o n tre  1 aalbum ine c h a u ffé e  du l a i t  o n t  e t «  

o b ten u s p a r im m u n isa tio n  au moyen de com bina isons m é ta ll iq u e s ,

P ou r o b t e n ir  des com posants a lb u m in o ïd e s  qu i?  du p o in t  de vue 

8 e r o lo g iq u e 9 p u is s e n t  e n co re  ê t r e  s u je t s  a des r é a c t io n s »  l a  
d ia ly s e  e t  l y o p h i l i s a t i o n  de l a  m a tiè re  p o r  ce a h a u te  tempe 
r a t u r e  so n t n e c e s s a ir e s 0

Rn a p p liq u a n t  la  méthode d é c r i t e  en d e t a i l ,  i l  a e te  p o s s ib le »  
méiae dans de l a  m a tiè re  c h a u ffé e  â 115° C , ds d é te rm in e r  q u a rt  
N ativem ent l ’ a lbum ine du l a i t  à p a r t i r  d ’ une c o n c e n t ra t io n  de
0,1

6 *

t

1 1 1  e ra tu  r

*° R oyden, S0 V « :  The a d s o rp t io n  o f  p r o t e in s  »n e r y t h r o c y t e s

t r e a te d  w ith  ta n n ic  a c id  anc sub sequent hem

a g g lu t in a t io n  by a n t ip r o t e ln  s e ra «  J » R xp e r» 

Med, ¿ 2  (1 9 5 1 )» 107;

2o Boyden» S«. V a, und E ,  S o rk in : A s tu d y  o f  a n t ig e n s  a c t iv e  i s
th e  ta n n ic  a c id  h e m a g g lu tin a  lo n  t e s t  p re se n  * 
in  f i l t r a t e s  o f  c u l t u r e  o f  M; c o b a cte riu m  tu b e r  

c u lo e is o  Jo  Immunolc 75 19 5 > )t 15;

K o t t e r ,  L 0 v Ch* H e rm a n n « Ch« K in g  und G C s r s ic o :  U n te r »
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