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suche sich beziehenden Resultate sind auszugsweise in folgender Zusammen-

stellung angefiihrt.
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Zusammenfassend kann also gesagt werden, dass die vorgeschlagene
Schnellmethode es ermiglicht, kleine Mengen Wasser neben grossen Mengen
Chlornatrium zu ermitteln, mit einer Genauigkeit, die fiir praktische Zwecke
als hinreichend genug bezeichnet werden kann. Das Verfahren diirfte nicht
nur fiir lebensmittel-polizeiliche Zwecke, sondern auch fiir Betriebskontrollen,
weil rasch und ohne jede Feuersgefahr durchfithrbar, durchaus empfohlen
werden.

Der Apparat ist gesetzlich geschiitzt und von der Firma Dr. Bender
und Dr. Hobein, Miinchen-Ziirich zu beziehen.

Versuche mit hitzegefilliem Pferdefleischeiweiss als Priizipitogen.
Von Dr. CH. SCHWEIZER.

(Aus dem Laboratorium des Eidgenossischen Gesundheitsamtes in Bern,
Vorstand: Dr. J. Werder.)

Damit eine Substanz als Antigen wirksam sei, d. h. dass sie im

tierischen Organismus einen Antikorper erzeugt, muss sie nach Wellgl):

1. kolloidal geldst sein (auch in der Korperflissigkeit);

2. dem antikorperbildenden Tier artfremd sein;

3. die epithelialen Oberflichen, welche den Korper wirksam gegen
fremde Kolloide schiitzen, durchdringen. Das Epithel kann nach
Besredka?) auf physikalischem, chemischem oder biologischem
Wege durchgingig gemacht werden.

Nach Wells?) soll die Antikorperbildung bis jetzt erst an Eiweiss-
korpern sicher nachgewiesen worden sein. Jedes vollstindige Eiweiss,
das den obigen Bedingungen entspricht, scheint dazu befihigt zu sein,
ausgenommen solche, welche durch Alkalien razemisiert worden sind.
Gelatine und vermutlich auch Globuline stellen die grossten Eiweissmole-
kiile dar, von denen die Bildung von Antikérpern nicht bekannt ist.

1) Chemical Aspects of Immunity, p. 51 (New York 1925).

2) Bull. Inst. Pasteur, 25, 481 (1927).
% 1 ¢, p. 25.



Auch so komplexe Verbindungen wie Protamine und Histone besitzen
diese Eigenschaft nicht. Durch Hydrolyse verlieren die Proteine ihre
antigenen Eigenschaften, auch wenn alle entstandenen Abbauprodukte
gleichzeitig zur Immunisierung verwendet werden. Es ist noch nicht
bekannt, bei welcher Abbaustufe die Fahigkeit zur Erzeugung eines
Antikorpers aufhort. Wells?) nimmt aber an, dass ein Eiweisskorper
solange antigen bleibt, als sein Molekiil zu gross ist um in die Zellen
‘hineinzudiffundieren und zu seiner Entfernung extrazellulare Abwehr-
reaktionen erfordert, wozu er eben auch die Bildung von Antikérpern
rechnet. Wenn also ein Protein aus seinen Bausteinen wieder bis zu
einem kolloidalen Molekiil gewisser Grosse aufgebaut wird (Plasteine),
so muss es auch wieder antigen wirken, was in der Tat der Fall ist.

Wihrend also die Fahigkeit zur Bildung von Antikdérpern von der
Grosse des kolloidalen Eiweissmolekiiles abhingig zu sein scheint, kann
die Spezifitit des entstehenden Antikérpers durch geringfiigize Verin-
derungen am Eiweissmolekiil beeinflusst weriden. Bei Eiweissverbindun-
gen, wie Nukleoproteinen und Glukoproteinen, haben allerdings die nicht
eiweissartigen Radikale kaum einen Einfluss auf die Spezifitit®). Dage-
gen kann die Spezifitit durch Substituierung anderer Radikale am Ki-
weissmolekiil verdndert werden. Geringfiigige chemische Verénderungen
konnen das Eiweiss eines Tieres artfremd machen, so dass mit der
gleichen Tierart ein auf das erhaltene Eiweissderivat wirkendes Anti-
serum gewonnen werden kann. Das so erhaltene Serum ist spezifisch
fiir die zur Immunisierung verwendete Art des Derivates, aber nicht
fir die Art des zu seiner Herstellung verwendeten Eiweisses. Jodiertes
Rinderserum ergibt z.B. bei der Immunisierung von Kaninchen Prizipi-
tine, die auch mit jodiertem Eiereiweiss, Pferdeserum oder sogar jodier-
tem Kaninchenserum reagieren. Dagegen priizipitieren solche Antiseren
nicht auch andere Eiweissderivate; Antijodderivatserum hat keine Wir-
kung aul Diazoderivate. Landsteiner®) hat ferner gezeigt, dass nicht nur
die Art dieser spezifischen Gruppen von ausschlaggebender Bedeutung
ist, sondern dass auch ihre Anordnung in dem zugefiigten Radikal eine
Rolle spielen kann. Die Spezifitit scheint also durch die rdumliche An-
ordnung der Seitengruppen bedingt zu sein. Solche mit substituierten
Eiweisskorpern erhaltene Antiseren konnen feraner auch mit den nicht
proteinen Radikalen spezifisch reagieren, trotzdem letztere kein eigent-
liches Antigen darstellen, weil sie nicht zur Bildung eines sichtbarzu-
machendes Antikorpers befidhigt sind. Wells vermutet, dass sich aus
diesen Tatsachen die oft von nicht-eiweissartigen Substanzen vermute-
ten antigenen Kigenschaften erkliren lassen.

4L ey pa 89,
9y, 0., pe L.
6) Bioch. Z., 86, 343 (1918).
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Ob auch physikalische Verinderungen die Spezifitit der Proteine
verdndern koénnen, scheint bis jetzt noch nicht mit Sicherheit festge-
stellt worden zu sein. Das Eiweissmolekiil ist so labil, dass physika-
lische Verdnderungen sehr leicht auch mit chemischen Verinderungen
verbunden sein konnen.

Von den physikalischen Verinderungen interessierte uns vom prak-
tischen Standpunkt namentlich der Einfluss der Koagulation auf die an-
tigenen Eigenschaften von Pferdefleisch. Mit Wells7) konnen wir wohl
annehmen, dass diese Eigenschaften nur in dem Masse verloren gehen,
als das Eiweiss durch Koagulation seine Loslichkeit verliert. Wenn
namlich die Koagulation umkehrbar ist, so zeigen die wieder gelosten
Proteine ihre urspriingliche Fihigkeit zur Antikorperbildung wieder.
Schon Kodoma®) hatte gezeigt, dass durch Alkohol koaguliertes Pferde-
fleischeiweiss vollstindig unléslich wird oder wenigstens seine antige-
nen Kigenschaften verliert. Trotzdem haben dann Manteufel und To-
mioka?) die Verwendung von alkoholgefilltem Pferdefleischeiweiss als
Préazipitogen empfohlen, bei deren Nachpriifung ich!?) aber keine be-
friedigenden Resultate erhalten konnte.

In letzter Zeit wurde nun o&fters die Verwendung von hitzekoagu-
liertem Antigen zum Nachweis von gekochtem Fleisch vorgeschlagen,
was uns fiir den Nachweis von gekochtem Plerdefleisch interessiert hétte.
Wells 1) hat gezeigt, dass man unterscheiden kann zwischen:

1. Durch Hitze koagulierbaren Proteinen, wie Eiereiweiss, die ge-
wohnlich nach dem Kochen keine antigenen Eigenschaften mehr be-
sitzen (mit sehr empfindlichen serologischen Reaktionen, wie dem ana-
phylaktischen Versuch und der Komplementbindung lassen sich jedoch
meistens noch Spuren von gelost gebliebenem Eiweiss nachweisen).

2. Durch Hitze nicht koagulierbaren Proteinen, wie Kasein, welche
ithre antigenen HEigenschaften nach dem Erwéirmen unveridndert beibe-
halten, vorausgesetzt, dass dies unter Bedingungen geschah, welche
nicht Anlass zur Hydrolyse gaben.

Es scheint also, dass der Verlust der antigenen Eigenschaften beim
Erhitzen nicht auf einer Verinderung im Proteinmolekiil zuriickzufiihren
ist, sondern einzig auf den Verlust der Loslichkeit.

Rosenberg12) hat die bisherigen Versuche zur Artdifferenzierung
von gekochtem FKiweiss mittels der Prézipitinreaktion einer Nachpri-
fung unterzogen. Sie konnte bestéitigen, dass man artspezifische Anti-
sera erhalten kann durch Immunisierung mit:

Y- e g 2.

8) Ztschr. Hyg., 74, 30 (1913).

9) Centralbl. Bakt. I, 91, 318 (1924).

10) Mittl, Lebensmittelunters. u. Hyg., 17, 263 (1926).
1 L ey p. 26 u. 28,

12) Centralbl. Bakt. I, 98, 259 (1926).

7
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1. kochkoaguliertem Blutseurm nach Fudjiwara;
2. bel 709 koaguliertem und dann mittels Natronlauge wieder ge-
lostem Serum nach Schmidt (Hitze-Alkaliprizipitogen).

Diese Antiseren ergaben artspezifische Prézipitate mit:

1. Hitzeprazipitogen (Fudjiwara);

2. Hitze-Alkaliprazipitogen (Schmidt);

3. Nativeiweiss (letzteres im Gegensatz zu den Befunden Schmidts
und unserer eigenen).

~ Bei der Untersuchung von gekochten Wurst- und Fleischwaren mit
den Antisera nach Fudjiwara und nach Schmidt scheint nun Rosenberg
bessere Resultate erhalten zu haben als mit Nativantigen gewonnenen
Antisera. Bei den Wurstuntersuchungen wurde das Untersuchungsmate-
rial mehrere Tage lang in 0,85¢iger Kochsalzlosung mit t/,00 Karbol-
zusatz ausgelaugt. Nur bei lange (beispielsweise 3 St.) ausgekochtem
Suppenfleisch konnte auch nach Fudjiwara und nach Schmidt mit dem
Fleisch als Antigen keine Prézipitation mehr erhalten werden. Wenn
man aber ausser dem Fleisch auch die zugehérige Fleischbriihe zur Un-
tersuchung beschaffen konnte, so liess sich auch bei vollig ausgekoch-
tem Suppenfleisch eine Artdiagnose mittels Hitze-Alkalipriizipitogen
durchfiihren.

Bei der Herstellung dieser Antigene aus gekochter Wurst nach
den Angaben von Schmidt ist es oft nicht moglich, klare, zur Unter-
suchung geeignete Extrakte zu erhalten, da man die Filtration durch
enge keimdichte Filter wegen der Verminderung des an sich geringen
Eiweissgehaltes nicht anwenden kann. Rosenberg hat deswegen das Un-
tersuchungsmaterial versuchsweise zuerst mittels Chloroformausschiit-
telung entfettet und dann geeignetere Laugenextrakte erhalten. Besser
als die Extraktbereitung nach Schmidt soll sich aber folgendes Ver-
fahren bewihrt haben: Man kocht das Untersuchungsmaterial (Fleisch
oder Wurst) in zerkleinertem Zustande unter Zugabe von kaltem Was-
ser etwa drei Stunden lang im Reagensglase. Die entstandene kon-
zentrierte Brithe wird iiber Nacht auf Eis gestellt (Wurstbriihe gela-
tiniert dabei meistens), wobei sich das Fett oben absetzt. Letzteres
wird dann von der Brithe mechanisch getrennt. Nunmehr wird die fett-
freie Briihe oder das Zentrifugat derselben mit Natronlauge unter Kr-
wirmen im Wasserbad geldst, durch Papier filtriert und endlich mit
Normalsalzsiure auf schwach rot neutralisiert. Damit wére das An-
tigen fiir die Untersuchung fertig.

Mit dieser Hitze-Alkaliprizipitogen-Methode haben sich nun aber
Rosenberg 13) gelber Schwierigkeiten bei der praktischen Ausfiihrung

13) Centralbl. Bakt. I, 107, 448 (1928).
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ergeben, da die durch Natriumhydroxyd in Losung gebrachten gekochten
Eiweisspriparate oft so stark getriibt waren, dass ein einwandfreies
Préazipitationsresultat nur schwer erzielt werden konnte.

Rosenberg stellt nun reinen Extrakt, der einerseits vollkommen
klar ist, andererseits aber auch die erforderlichen Reagine enthilt, auf
folgende Weise her: Das Fleischprodukt wird nach moglichst vollstindi-
ger Entfernung der Fettbestandteile zerkleinert, mit isotonischer Koch-
salzlosung (z. B. 1 g Fleisch - 5—7 em? NaCl-lsg.) versetzt, in ein
50 cm?® fassendes Reagensglas gebracht und in ein kaltes Wasserbad
gestellt, das zur Siedetemperatur gebracht wird (989). Man ldisst 10
Minuten lang diese Temperatur einwirken. Dann kithlt man in kaltem
Wasser oder im Eisschrank ab, bis das Fett eine iiberstehende harte
Kruste bildet. Die nachfolgende Filtration durch eine diinne Schicht
von Asbest gibt meistens einen ganz klaren Extrakt, der beim Schiit-
teln eine starke Schaumbildung zeigt. Liegt ein besonders stark erhitz-
tes Fleischprodukt vor, wie z. B. Suppenfleisch, welches man ausserdem
noch im Autoklaven bei 2 Atmosphiaren Druck erhitzt hat, so tritt eine
Opaleszenz des Extraktes ein, die aber nicht so stark ist, dass sie ein
Arbeiten mit dem Extrakt verhindert.

Die Kochprobe mit Salpetersiure fillt bei diesen Kocheiweissex-

. trakten negativ aus, dagegen ist der positive Ausfall der Kochprobe

mit Natrium- oder Kaliumhydroxyd charakteristisch fiir die Extrakte
aus Kocheiweissprodukten. Die Stirke der Ausfillung bei der Koch-
probe mit Lauge ist ein Masstab fiir die im Extrakt enthaltenen, im
Prizipitationsversuch reagierenden Korper. Auch die Stérke der Biuret-
reaktion kann zu dem gleichen Zwecke dienen.

Da es sich in diesen Kocheiweissextrakten nicht mehr um intaktes
Fiweiss, sondern um Eiweissabbauprodukte handeln soll, habe ich ver-
sucht, nach Rosenberg das fiir gekochtes Pferdefleisch spezifisch pri-
zipitierende Antiserum herzustellen, da gewdhnliche . eiweiss-prizipitie-
rende Sera mit Kocheiweissextrakten vollkommen versagen.

Zur Herstellung des Antigens wurden 500 g Pferdefleisch nach Ent-
fernung der Fettbestandteile mit einer Fleischhackmaschine zerkleinert
und dann mit 3 Litern isotonischer, eisgekiihlter Kochsalzlésung ver-
setzl. Um das storende Bluteiweiss des Fleisches zu beseitigen, giesst
man den ersten Auszug ab, bis das Fleisch farblos wird. Eine Auslau-
gung von 24 Stunden ist meistens hierfiir ausreichend. Der 24stiindige
erste Auszug wurde also abgegossen und dann der Fleischriickstand zwei-
mal mit je einem Liter isotonischer Kochsalzlosung griindlich aus-
gewaschen. Dann wurde wieder mit 3 Liter gekiihlter Kochsalzlosung
versetzt und das Material 48 Stunden im Eisschrank stehen gelassen.
Der dann gewonnene Extrakt wurde zur Bereitung des Antigens verwandt.



Es ist notwendig, das zerkleinerte Fleisch mit tief gekithlter Koch-
salzlosung zu versetzen und die Extraktion im Kisschrank vorzunehmen,
um ein Faulen des Fleisches zu verhiiten.

Zur Gewinnung des Antigens filtriert man den letzten 48-stiindigen
Auszug durch eine diinne Schicht Watte zwecks Entfernung der kleinen
Fleischteilchen. Der filtrierte Auszug wird zu gleichen Teilen mit de-
stilliertem Wasser verdiinnt, dann fiigt man 1/;, des Volumens des
Auszuges (nicht des Gesamtvolumens) gesittigte Kochsalzlosung zu,
sowle einige Tropfen einer 1 9pigen Essigsiure. Das Zufiigen der Essig-
saure muss sehr vorsichtig gehandhabt werden, da schon ein kleiner
Ueberschuss die Lisung des Hiweisses zur Folge hat. Zu wenig Essig-
saure hat einen ungiinstigen Einfluss auf das Antigen, das sich in diesem
Falle schlecht zur - Herstellung einer Emulsion eignet. Aus diesem
Grunde soll man eine Vorprobe machen, indem man einen kleinen Teil
des Gesamtvolumens abmisst, vorsichtig tropfenweise soviel Essigsiure
zuligt, dass beim Autkochen gerade noch eine Ausflockung eintritt.
Die hierfiir benétigte Anzahl Essigsiuretropfen rechnet man dann auf
das Gesamtvolumen um. Die soweit vorbereitete Losung stellt man in
ein siedendes Wasserbad und hidlt 30 Minuten lang bei Siedetemperatur.
Diese Zeit geniigt vollkommen, um das Eiweiss zu koagulieren. Hiernach
kiihlt man gut ab und filtriert durch gewdhnliches Filtrierpapier. Den
Rickstand presst man zwischen Filtrierpapier griindlich aus und gibt
thm die Form von Kiigelchen oder Wiirstchen, die man unter Toluol
auftbewahrt.

Mit diesem Antigen machte ich nun einen orientierenden Versuch,
indem ich fiir jede Injektion nach der Vorschrift von Rosenberg 0,05 g
von den unter Toluol aufbewahrten Wiirstchen verwendete. Die mit
Filtrierpapier gut abgetrocknete Kiweissubstanz wurde im trockenen
Mérser sorgfiltig verrieben. Dann fiigte man unter weiterem sorgtil-
tigem Verreiben 2 cm? isotonische Kochsalzlosung hinzu und liess
15 Minuten stehen. Dann wurde 3 Minuten bei 2000 Touren zentrifu-
giert; die {iiberstehende Fliissigkeit, welche zur Einspritzung verwendet
wird, wird in dieser Zeit nicht ganz klar, l4sst sich aber auch mit einer
feinen Kaniile sehr gut einspritzen. Mit dem auf diese Weise vorbereiteten
Material behandelte ich vier Kaninchen intravents in Zwischenrdumen
von 2—3 Tagen. '

Nach der 10. Injektion und nach 10tdgiger Ruhepause wurde eine
Probeblutentnahme gemacht und eine Prizipitation mit verschiedenen
Verdiinnungen von Pferdenormalserum (welches bekanntlich mit einem
gewohnlichen Antipferdeserum reagiert) und von Kochextrakt aus
Pferdefleisch angestellt. Letzterer wurde erhalten, indem 1 g Pferde-
fleisch mit ca. 6 cm? isotonischer Kochsalzlosung in ein kaltes Wasser-
bad gestellt und zum Sieden gebracht wurde, das man 30 Minuten lang



einhielt. Nach dem Abkiihlen wurde durch eine diinne Schicht Kieselguhr
filtriert. Mit Pferdenormalserum wurde keine Prazipitation erhalten, der
Kochextrakt ergab nur in unverdiinntem Zustande eine schwache Triibung.

Es wurden nun nochmals zwei Injektionen in einem Abstand von
zwei Tagen gemacht und dann nach abermaliger Probeblutentnahme wieder
die Prazipitation mit Serumverdiinnungen und Kochextrakt angestellt.
Letzterer war diesmal durch nur 10 Minuten dauerndes Auskochen des
Fleisches und Filtrieren durch eine diinne Asbestschicht hergestellt
worden. Mit den Pferdenormalserumverdiinnungen kounte auch diesmal
keine Prazipitation beobachtet werden, wihrend der unverdiinnte Koch-
extrakt mit dem Serum aller vier Tiere sofort deutliche Triibungen er-
gab. Bei der Extraktverdiinnung 1:10 dauerte das Eintreten einer un-
deutlichen Triibung 10—20 Minuten. Bei der Extraktverdiinnung 1:100
trat bereits auch nach einer halben Stunde keine Triibung mehr ein.

Ich entblutete nun eines der Tiere und priifte einen Pferdefleisch-
Cervelat, der ja im Handel immer gekocht vorkommt, mit dem so er-
haltenen Rosenberg-Antiserum. Der Cervelatextrakt wurde in der iib-
lichen Weise durch Extrahieren wéhrend 24 Stunden der von Fetteilchen
getrennten Ileischteilchen mit isotonischer Kochsalzlosung in mit Watte-
piropfen verschlossenen Erlenmeyerkdlbchen extrahiert. Es wurde soviel
Kochsalzlosung genommen, dass das Fleisch gerade gut bedeckt war.
Auch hier wurde mit dem unverdiinnten Extrakt wieder eine sofortige
Triibung erzielt, wihrend bei der Verdiinnung 1:10 nur noch eine schwache
Triibung und bei 1:100 nichts mehr zu beobachten war.

Nun nahm ich noch eine Spezifitatpriifung mit gewdchnlichen Ex-
trakten von Rind-, Schweine-, Schaf- und Pferdefleisch, sowie von Pferde-
landjiger und gewohnlichem Cervelat vor, indem ich gleichzeitig zum
Vergleich den Versuch mit Pferdecervelat noch einmal wiederholfe. Rind-,
Schweine- und Schaffleisch ergaben in den fiir die Spezifitit magsgeben-
den Verdiinnungen keine Prazipitation. Auch mit ungekochtem Pferde-
fleisch konnte ebensowenig wie vorher mit unerhitztem Pferdenormal-
serum “eine Reaktion erhalten werden. Dieses.mit der Arbeit von
Schmidt ) ibereinstimmende Resultat steht im Gegensatz zu denjeni-
gen von Meissner 1), Nicolas und Katrandjetf16) sowie auch von Ro-
senberg13), welche auch mit unerhitztem homologem Antigen positive
Prazipitation erzielt zu haben scheinen. Bei Pferdelandjiger war die
Reaktion ungefihr gleich stark, wie bei Pferdecervelat, was nicht ver-
wunderlich ist, da ja der Landjiger wihrend des R#éucherns auch den
Einfluss einer hoheren Temperatur erleidet.

14) Bioch. Ztschr., B, 492 (1907).
15) Centralbl. Bakt. I, 100, 258 (1926).
16) (. R., 186, 1068 (1928).
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Bis dahin wire also alles nach Wunsch verlaufen. Nun zeigte sich
aber, dass auch gewdéhnlicher aus Rind- und Schweinefleisch bereiteter
Cervelat eine allerdings etwas geringere Triibung als Pferdefleischcervelat
ergeben kann. Dies steht in Uebereinstimmung mit Meissner1%), der
mit erhitztem heterologem Antigen unspezifische Triibungen beobachtet
hatte, wihrend nach Bordet und Gay!7?) hitzekoaguliertes Antigen im
allgemeinen Antisera ergeben soll, die mit erhitzten heterogenen An-
tigenen nicht reagieren. Die von Meissner und mir beobachteten unspe-
zifischen Triibungen eriibrigten das Anstellen eines Versuches mit den
Kochextrakten der iibrigen heterogenen Fleischarten.

Der verhidltnisméssig schwache Ausfall der Reaktion ist nicht sehr
verwunderlich, wenn wir die eingangs erwidhnte Tatsache in Wrinne-
rung rufen, dass Proteine nur als Antigene wirken konnen, solange sie
l6glich sind. Bei der Hitzekoagulation, wie auch bei anderen Koagulatio-
nen, wird aber der grosste Teil des Eiweisses unloslich, so dass hoch-
stens noch ein ganz geringer Anteil antigene Eigenschaften haben kann.
Nur eine Umkehrung der Koagulation, welche die von Rosenberg beo-
bachteten, bereits erwédhnten Nachteile (Triibung der wiedergelosten Ei-
weisstoffe) ausschaltet, konnte wohl Aussicht auf die Verwendung zum

Nachweis von gekochtem Fleisch in der Praxis des Nicht-Serologen
haben. :

\

Zusammenfassung.

Das Verfahren von Rosenberg zur prizipitatorischen Eiweissdiffe-
renzierung von stark gekochten Fleischarten scheint seine wissenschaft-
liche Berechtigung zu haben. Die von Meissner und mir beobachteten,
unspezifischen Triibungen lassen es aber nicht ratsam erscheinen, die
Verwendung eines mit hitzekoaguliertem Pferdefleischeiweiss hergestell-
ten Prézipiting fiir den Nachweis von gekochtem Pferdefleisch im Labo-
ratorium des Lebensmittelchemikers zu empfehlen. Der Nachweis von
Pferdefleisch in gekochtem Cervelat hat sich mit Rosenberg-Antiserum
auf jeden Fall nicht sicherer als mit gewohnlichem Uhlenhuth-Antiserum
erwiesen,

17) Studies in Tmmunity, p. 525 (1909).
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