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Lie Angaben von Hibnick und Bergdoll (1959) über den chemische 
Struktur und das Molekulargewicht von Staphylokokken Enterotoxin 
ermöglichen die Versuche von Baird-Parker und Joseph (1964) und 
^rüa und Mitarb. (1963) für die Reinigung und Fraktionierung von 
otaph. Enterotoxin Typ B unter Anwendung von Filtration durch Bextran- 
Gel«
Die von uns benutzte Gel-Filtrationstechnik gewehrlei stete die Gewinnung 
von Enterotoxinenthaltende Proben RSE-3 im befriedigend gereinigtem 
Zustand über 2.000 x im Vergleich mit dem ursprünglichen Extrakt des 
Phosphat Puffers.
Die Einführung von Bio-Gel P-10 als dialysierende und konzentrierende 
Mittel ermöglichte die erfolgreiche Erfassung von Enterotoxinmengen 
die unter 1 Mikrogramm pro gr/ml. Produkt liegen.
Bie Ergebnisse sind leicht reproduzierbar bei Anwendung einer 
gut vorbereitete Gel-Packung und genaue Ausführung der' Methodik.

Zusammenfassung

Ausgeprüft wurde eine Schnellbestimmungsmethode des Staphylokokken 
Enterotoxin im Fleisch.
Burch vorherige Isolierung und Bereinigung des Staphylokokken 
Enterotoxins aus dem Fleisch ermöglicht dieses Verfahren einen 
qualitativen, serologischen Nachweis durch den Ring-Fräzipitations- 
test und seine quantitative Bestimmung durch Spermatozoidentest 
innerhalb von 6-8 Stunden.
Pas Verfahren lässt den Nachweis von Staphylokokken Enterotoxin 
der Typen A und B in Mengen unter 1 mkg/ 1g zu.
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A FAST METHOD FOE DETERMINATION OF STAPHYLOCOCOUS INTEROTOXIN IN
MEAT PRODUCTS

Ivan Stoyanov and Nicola Nestorov 
S U M M A R Y

A fast method for determination of the Staphylococous interotoxin 
in meat (beef, veal, pork and rutton) was investigated. With this 
Method by a preliminary isolation and cleaning of the Staphylococous 
interotoxin from the meat, it becomes possible to evaluate its 
qualitative serological determination using the ring precipitative test, 
and its quantitative determination using the spermosoidal test, for 
6 to 8 hours. The method permits evaluation of Staphylococous 
interotoxin of types A and B in quantities smaller than one microgram 
to gram product.
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UNE METHODE RAPIDE POUR LA DETERMINATION DE L'ENTEROTOXINE STAPHY­
LOCOQUE DANS LES PRODUITS DE VIANDE

Ivan Stoyanov ot Nicola Nestorov 
R E S U M E

Une méthode rapide pour la détermination de l'entérotoxine 
Staphylocoque dans la viande (boeuf, veau, porc et mouton) a été 
étudiée. Cette mfhode, par l'isolation et le nettoyage préalable de 
t ' entérotoxine Staphylocoque de la viande rend possible la preuve 
Qualitative sérologique à l'aide du test de précipitation, ainsi que son 
détermination quantitative à l'aide du test spcrmatosoîque pour 6-8 
taures -̂n tout. La méthode permet la détermination de l'entérotoxine 
Staphylocoque de deux types À et B dans des quantités inférieures de 
Un microgramme per gramme produit.
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zur Isolierung und Nachweis von Staphylokokken Enterotoxin 
aus Lebenmitteln (Fleisch und Fleischprodukten)

80 gr. (Fleisch bzw. Wurst) fein zermahlen, mit 
100 ml. 0.02 m Na_HP0 bei pH 6.8 versetzt und 
1 Std. bei 37 C aufbewahrt, 30 Minuten auf 85°C 
erhitzen und auf 40°C abkühlen

A u s f a l l e n
Esbach-Reagenz (1 : 2) zugeben und 30 Minuten bei 
37°C stehen lassen

Z e n t r i f u g i e r e n
3.000 U/30 Minuten

Fettschicht abnehmen
Bei 4 C eine Stunde aufbewaliren und Fettschicht 
abnehmen, danach die überstehende Flüssigkeit ab­
dekantieren.

Z e n t r i f u g i e r e n
mit 1 n NaOH auf pH 6.8 einstellen und bei 10.000 
U/Minute, 20 Minuten lang zentrifugieren

Dialyse und Konzentrierung
überstehende Flüssigkeit abdekantieren und mit Bio- 
Gel P-10 dialysieren und konzentrieren

Gel-Filtration
entweder mit Sephadex G-50, G-100 oder Bio-Gel P-60, P-100

Dialyse und Konzentrierung
Die enterotoxinverdächtigte Fraktionen werden mit Bio-Gel P-10 
dialysiert und konzentriert

Ring-Präzipitations Test
Zur qualitativen Enterotoxinbestimmung mittels anti- 
enterotoxischem Serum

Spermien Test
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Extraktion und Reinigung von Staphylokokken Enterotoxin 
aus Gehacktes (Rind Kalb^-, Schweine^-, Schaffleisch^)

Tabelle 1

Produkt
RSEX -3 
Elutions 
Volumen 
/ml/

Fraktion
Absorbtion 
bei 750 e u  
Protein/mg

RPT
Ring-Prä- 
zipit.Test

SPT
Spermien
Test
Enterotox. 
ug/gr.

A/1 Rind-, 576-612 4 12.4 ++ 23.5
A/2 Kalb-, 600-636 3 26.3 +++ 24.0
A/3 Schwein-, 568-636 5 47.0 +++ 22.5
A/4 Schaff-, 612-648 6 38.0 + + + 24.0
P/1 Rind-, 600-648 5 27.0 + + + 26.0
B/2 Kalb-, 624-660 6 16.0 + + + 36.0
P/3 Schwein-, 612-648 6 38.2 + + + 42.0
B/4 Schaff-, 612-660 5 14.7 + + + 34.0
C/1 Rind-, 588-624 6 18.0 + + + 74.0
C/2 Kalb-, 612-636 6 22.0 + + + 77.0
c/3 Schwein-, 624-660 6 34.0 + + + 61.0
C/4 Schaff-, 600-648 6 27-0 + + + 75 0

x~ Reinigungsstufe des Enterotoxins
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Gel-Filtraten von Hnterotoxinenthaltenöen Lebensmitteln 
mit Lio-Gei F-100

Darstellung einer Gel-Fütration von 10 ml.1CC pg/cr 70/'o 
gereinigtem Ptaphyloko’cken-Gnterotoxin Typ B (Ltamra 3-6) 
auf einem Gelbett 'i.3 x V+ = 3-91 cr’T. Bio-Gel P-100 gege­
ben. Lluirenc's Mittel C.C2 m Phosphatpuffer, pH 6.8, 
Durchflussgeschwindigkeit 5 ml./Min.
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Enterotoxingehalt (Mikrogramm) von Gehacktes (Rind-, Kalb-, 
Schvan-, Schaf-,) mit 10,25 und 100yug/gr., 20/o gereinigtem 
Staphylokokken Enterotoxin (Typ B) versetzt.

Tabelle 2

Produkt
10 yug/gr. 25 Mg/ gr. 100 jMg/g

N a c h w e i s v e r f a h r e n

RPT1 DGDT2 SPT5 RPT DGDT SPT RPT DGDT SPT

A/1 Rind-, + 9.8 9.5 ++ 23.9 23-5 +++ 98.7 95.0
A/2 Kalb-, + 9.2 9.0 +++ 24.1 ro 4̂ • o ++++ 95.5 90.8
A/3 Schwein-, + 8.7 N~\•00 + 22.3 22.5 ++ 91.0 90.0
A/4 Schaf-, + 9.5 9.3 ++ 24.5 24.0 +++ 93.0 95.0

RPT - Ring- Präzipitation Test
DGDT - Double Gel Diffusion Test/Enterotoxin in
OPT - Spermien Test/Enterotoxin in ug/gr.
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Enterotoxingehalt von Fleisch nach vermischenX einer 24 Std. 
Bouillon Kultur (N-Z-Amine 90-100.109 Keime/ml.) der entero­
toxinbildender Staphylokokken Stamm S-6 mit äquivalenter 
Menge Gehacktes

Tabelle 3

No.
Produkt Nachweisverfahren / Enterotoxin /yug/ gr.

Gehacktes RPT1 2DGDT SPT^ I

B/1 Rind-, +++ 41.5 39.0
B/2 Kalb-, ++++ 46.2 45.0
B/3 Schwein-, ++ 3 1 . 0 30.0
B/4 Schaf-, 

N-Z-Amine-
+ + + + 46.0 42.0

Bouillon H—H-f + 96.0 90.0

i
i________________ L

x - Die Enterotoxinbestimmung erfolgte sofort nach dem Vermischen
1 - Ring-Präzipitation Test
2 - Double Gel Diffusion Test
3 - Spermien Test
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Standartkurve zur quantitativen Saterotoxin- 
bestinmune mittels Amphibien Sperrratozoiden.



Enterotoxingehalt (y.g/gx,) von Gehacktes (Rind-,Kalb-, 
Schwein-, und Schaf fleisch) infiziert mit 2 c/o Bouillonkultur 
von enterotoxinbildende Staphylokokken und bebrütet 
bei 37° C für 48 Std.

Tabelle 4

Produkt Stunden Double Gel-Di
Röhrchen Test 
(Oeding)

ffusiontest
Plattentest 
(Ouchterlony)

1' RPT SPT2/ug.

B/1 Rind-, 8 25/ug. + 26/ug.
B/ 1 24 CO + ++ 45/ug.
B/l 48 95/ug. + 90/ug.
B/2 Kalb-, 8 28/ug. + ++ 30/ug.
B/2 -"- 24 65/ug. + +++ 63/ug.
B/2 -"- 48 to2COON + +++ 106/ug.
B/3 Schwein- 8 27/ug. - + 29/ug.
B/3 -"- 24 52/ug. - ++ 50/ug.
B/3 _<>_ 48 11o/ug. + -f -f  4* 100/ug.
B/4 Schaf-, 8 30/ug. - + 28/ug.
B/4 -"- 24 62/ug. + +++ 60/ug.
B/4 -"- 48 75/ug. + +++ 70/ug.

Ring-Präzipitation Test 
Spermien Test.
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