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Schweiz. Arch. Tierheilk. 724, 297-306, 1982

Aus dem Veterinir-Bakteriologischen Institut der Universitit Bern

Der Nachweis von Staphylokokken-Enterotoxinen (SET)

H. Fey', G. Stiffler-Rosenberg, G. Wartenweiler-Burkhard, Chr. Miiller und Othmar Riiegg

Obwohl die Staphylokokken-Intoxikation eine der hiufigsten Lebensmittelvergif-
tungen ist, wird deren Diagnose meist immer noch aufgrund von Evidenzen gefiihrt
(Minor und Marth, 1967).

Dazu gehoren:

a) Die typischen klinischen Symptome, wie Schwindel, Erbrechen, oft Diarrhoe
mit einer Inkubation von 2-4 Std. Komplikationen kommen vor in Form von Dehy-
dration und Schock. Todesfille sind selten und werden nur bei alten oder geschwiich-
ten Patienten beobachtet. Hiufig erholt sich der Patient nach 24 Std.

b) epidemiologische Erhebungen, d.h. die Patienten gehoren zu einer Essgemein-
schaft und die isolierten Staphylokokkenstdmme sind alle vom gleichen Phagentyp.

¢) Die bakteriologische Untersuchung. Dabei wird der Nachweis von pathogenen
Staphylokokken aus Patienten, dem inkriminierten Lebensmittel in der Menge von
10° bis 10%/g und, wenn moglich, dem verdichtigen Keimtrager gefiihrt.

Die Hoffnung, einen leicht zu handhabenden Labortest zu finden, der zuverlissig
mit dem Enterotoxin-Bildungsvermogen eines Stammes korreliert ist, hat sich nicht
erfiillt. Der Thermonukleasetest mit Lebensmittel oder Staphylokokkenisolat geniigt
nur insofern, als bei negativem Resultat auf Abwesenheit von Enterotoxin geschlos-
sen werden kann (Zaadhof, 1978).

Somit ist nur der Nachweis der Enterotoxine selbst diagnostisch beweisend. Frii-
her hat sich hiefiir der Tierversuch angeboten, der durch serologische Nachweisver-
fahren mittlerweile obsolet geworden ist. Diese wurden von Sommerfeld und Terplan
(1975) iibersichtlich dargestellt. Wegen der geringen Enterotoxin-Konzentrationen in
Lebensmitteln und Kultur war der Mikroslide-Test, ein Agargel-Prizipitationstest
mit einer Sensitivitit im pg-Bereich, gelegentlich iiberfordert; oder es war notig,
Lebensmittelextrakte in aufwendiger Weise zu konzentrieren. Es war deshalb nahelie-
gend, den Radioimmunoassay einzusetzen. (Johnson et al., 1973; Niskanen and Lind-
roth, 1976; Bergdoll and Reiser, 1980), und wir haben damit auch einige Erfahrung
gesammelt. Da ab 1975 immer mehr der Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
(ELISA) aufkam, hat sich bald einmal das Interesse der Enterotoxin-Forscher auf
diesen Test fokussiert. :

Saunders (1977) berichtete iiber einen Doppel-Antikorper ELISA zum Nachweis
von Staphylokokken-Enterotoxin A (SEA) mit einer Nachweisgrenze von 0,4 ng/ml.

1977 beschrieben Simon und Terplan einen kompetitiven ELISA fiir SEB. Dank der
\_
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freundlichen Starthilfe von Frau Simon und Prof. Terplan waren im gleichen Jahr
auch Fey und Stiffler in der Lage, eine andere Modifikation eines kompetitiven SEB-
ELISA vorzuschlagen, den sie darauf zu einem sensitiven Drei-Perlentest fiir SEA,
SEB und SEC mit einer Nachweisgrenze von 0,1 ng/ml ausbauten (Fey and Stiffler-
Rosenberg, 1977; Fey, 1978; Stiffler-Rosenberg und Fey, 1978). Der Test hat sich in
der Praxis auch in anderen Laboratorien bewihrt. Vor allem wurde es moglich, eine
einfache Homogenisation, gefolgt von einer Saurefillung und einer Chloroformex-
traktion, an die Stelle der bisher zeitraubenden Aufarbeitung zu setzen (Stiffler-Ro-
senberg, 1979).

Da bekannt ist, dass 1 ug SEA (Reiser et al., 1974), bzw. 0,27 pg SEB/kg Korper-
gewicht (Terplan et al., pers. Mitteilung 1973) klinische Erscheinungen auslésen kann,
ist die Empfindlichkeit des SET-ELISA deutlich unterhalb der klinischen Relevanz,
und deshalb liegt unser Bestreben darin, nicht mehr eine Steigerung der Empfindlich-
keit des Tests anzustreben, sondern eine Erleichterung der Anwendbarkeit. Endziel
miisste ein diagnostischer Kit sein, damit Antiseren und Konjugate jedem Laborato-
rium zu einem verniinftigen Preis zuginglich sind. . ;

Mit SEA, SEB und SEC hatten wir keine Schwierigkeiten, aber die geringe Tox-
inkonzentration von SED (ca. 0,25-0,75 pg/ml) im Kulturiiberstand des Teststam-
mes macht es schwierig, Milligramm-Mengen bereitzustellen, die fiir die Enzymkop-
pelung in unserem kompetitiven System notig wiren.

Wir bemiihten uns einige Zeit, Staphylokokken Protein A, gekoppelt mit Phos-
phatase (SPA- PH), als Universallabel in einem Sandwich-ELISA einzusetzen. Wir
haben in der diagnostischen und experimentellen Serologie mit diesem Konjugat be-
ste Erfahrungen gemacht (Bommeli et al., 1980). Geplant war folgendes Verfahren
(Fey et al., 1980): ‘

a-agti Ent- (Enterotoxin) -anti Ent SPA-PH

Es ist aber evident, dass sich SPA-PH an den coating Antikorper bindet und da-
mit eine starke unspezifische Reaktion ausldst. Wir pepsinisierten deshalb den ¢o-
ating Antikorper, damit das SPA- bindende Fc-Stiick zerstért wurde. Dieser ange
daute Antikorper, F(ab"),, band sich aber bei pH 9,6 ungeniigend an Polystyrol. Aus
der Arbeit von Koper et al. (1980), die aus anderen Griinden ihren coating Antikorpef
pepsinisierten, wurde ersichtlich, dass dazu ein pH von 7,2 bzw. 8,0 notig ist. ,

Koper et al. realisierten, dass in Kulturen und Lebensmittel-Extrakten, die m!
pathogenen Staphylokokken kontaminiert sind, immer auch SPA anwesend ist und
erheblich mit dem SET-ELISA interferieren kann. In ihrem heutigen Verfahren be
niitzen diese Autoren Schaf-Antikorper fiir den coat und haben damit keine Pr"
bleme mehr mit SPA Interferenz (pers. Mitteilung). Allerdings haben die Unters®
chungen von Goudswaard et al. (1978) gezeigt, dass Schaf IgG, SPA bindet, we!
auch in etwas geringerem Masse als bovines IgG,.

Nach dieser Erfahrung entwickelten wir ein empfindliches Verfahren zur Mes
sung von SPA im Nanogrammbereich nach folgendem Schema (Fey und Burkhard
1981). ' ’
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q-Tetanustoxoid-Human Antitoxin-SPA : SPA-PH.

Das zu messende SPA bindet an den insolublen Toxoid-Antitoxin-Komplex und
kompetiert mit dem markierten SPA-PH um die Bindungsstelle. Mit diesem Test
konnten wir zeigen, dass es auf einfache Weise gelingt, SPA aus Kulturiiberstinden
und Lebensmittel-Extrakten zu entfernen (Fey and Burkhard, 1981): Schweine IgG
wird mit Glutaraldehyd nach Avrameas und Ternynck (1969) insolubilisiert und in
10% Suspension bei 4 °C aufbewahrt. Das Sediment aus 1 ml dieser Suspension wird
mit 10 ml Kulturiiberstand versetzt und 30 Min. rotiert. Nach kurzer Zentrifugation
ist alles SPA (=>250 pg SPA/10 ml) absorbiert. Die IgG-Sedimente kénnen mit 0,58%
Essigsaure und anschliessendem Waschen in PBS regeneriert werden.

Mittlerweile haben wir 2 neue Techniken adaptiert, die so erfolgreich waren, dass
unsere eigene Skepsis gegeniiber unserem kompetitiven ELISA wieder etwas relati-
viert wurde:

Wir iibernahmen die Koppelungstechnik der Pharmacia Uppsala mit dem he-
terobifunktionellen Reagens SPDP (Succinimidyl-pyridyldithiopropionat) und erziel-
ten sehr gute Konjugate mit Enterotoxinen und anti Enterotoxin IgG. Eva Engvall
(1978) berichtete iiber SPA-PH Konjugate, hergestellt mit dem Glutaraldehyd-Zwei-
schrittverfahren, mit einer Gebrauchsverdiinnung von 0,5 pg Protein/ml. Unsere
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Konjugate haben jetzt z.T. eine Arbeitsverdiinnung von ca. 0,1 pg/ml und konnen
dementsprechend 1/4000 — 1/20000 verdiinnt werden. (Eine detaillierte technische
Beschreibung des Verfahrens mit unserer Modifikation kann angefordert werden.)

Die zweite Methode ist das Chromatofocusing (Pharmacia), welches wir heute
nach Vorarbeiten mit der prijparativen isoelektrischen Fokussierung (IEF) im Flach-
gel (Mueller, 1981) fiir die Herstellung von Enterotoxin verwenden. Der Kulturiiber-
stand wird dialysiert, dann einem Kationenaustausch mit Amberlite unterzogen und
danach chromatofokussiert. Im Falle von SED brauchen wir anstelle von Amberlite
CM-Zellulose. Das Verfahren ist sehr einfach, hat eine gute Ausbeute und bringt sehr
reine Enterotoxine SEA, SEB, SEC, die sich fiir die direkte Koppelung mit Phospha-
tase unter Verwendung von SPDP eignen. Fiir SED ist nach bisherigen Erfahrungen
wohl eine Refokussierung notwendig. Karsch und Richter (1979) haben iiber die Rei-
nigung von Staphylokokken-Enterotoxinen mittels Siulen-IEF bereits gute Erfahrun-
gen mitgeteilt. Uber technische Details unseres noch einfacheren Vorgehens soll in
Publikationen berichtet werden, die in Vorbereitung sind.

Mit diesen Erfahrungen im Hintergrund verglichen wir zusammen mit Riiegg
(1982) die vier folgenden ELISA—Techniken auf ihre Leistungsfahigkeit:

1 : : Ent:
|<E"t>-PH Slent iy : SPA-PH
o : Ent 4 o ]
lEnt - Yo Kgnt | Ent-PH

Fig. 4

1) Antikorper als coat bindet Enterotoxin, welches mit einem Phosphatase-markierten Anti-
kérper nachgewiesen wird. ‘

2) Relativ rohes Enterotoxin dient als coat. PH-markierter Antikorper wird iiber Nacht mit
Enterotoxin inkubiert. Der Komplex wird zum coat zugegeben. Der markierte Antikorper bindet
umso weniger, je mehr Enterotoxin sich im Komplex befindet.

_3) Das gleiche System. An Stelle des markierten Antikérpers wird aber markiertes SPA-PH als
liversallabel in einem weiteren Schritt verwendet.

4) Der klassische Hemmtest, wie schon von Stiffler und Fey (1978) verwendet: Enterotoxin
kompetiert mit Ent-PH um die Bindungs-Stellen am coat Antikorper.

}l:ig. 2 Enterotoxin A. Chromatofocussing des Amberlite-Eluates. 400 ml Eluat enthaltend 138 mg
rotein, 34 mg Toxin total (Mancini). Dialysiert gegen Aequilibrationspuffer 0,025 M Aethanola-
izuéﬁ(:l}f}l 9,0. Auftrag auf PBE 64 Gel, Elution in Siule 1,5 X 20 cm mit 400 ml Polypuffer 96-
-atpH 6,0, '

ls::g' 3 Enterotoxin D Kulturitberstand. Chromatographie auf CM-Zellulose. ‘

Tar,tPUffel‘ 0,01 M POs pH 5,6, Batchadsorption 3 Liter Kultur enthaltend 3 mg Protein/ml, 0,5 pg

s:fff?g 13 I(I;Jal_lcinitest). Dialyse im Startpuffer. Elution mit 0,5 M PO4 pH 6,2 + 0,25 M NaCl in
cm.
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Es wurden immer die drei Enterotoxinmengen 10, 1 und 0,1 ng/ml eingesetzt.
Die Auswertungen erfolgten mit dem von Fey und Gottstein (1979) vorgeschlagenen
Verfahren unter Verwendung des programmierbaren Rechners TI 59, welcher iiber
ein Interface mit dem Fotometer Vitatron gekoppelt ist.

Bei 10 verschiedenen Messungen wiesen wir 5mal 0,1 ng Enterotoxin/ml und
10mal 1 ng/ml nach. Der Variationskoeffizient der Extinktionsmessungen war mit
10,2% bzw. 11,2% recht hoch, jedoch akzeptabel.

Die Tabelle 1 (Riiegg, 1982) zeigt die egzielten Resultate:

Tabelle 1 Héufigkeit der in den einzelnen Tests erreichten, untersten Nachweisgrenze

Nr.1 Sandwich mit markiertem Antikorper 4( Ents B
Minimale Nachweisgrenze
N 0,1 ng N I ng N 10 ng
SEA . 11 92% 1 8% 0 -
SEB 18 64% 10 36% 0 —
SEC 5 42% 6 50% 1 8%
| Ent
: ; ; %Ent Y
Nr.2 Hemmtest mit markiertem Antikorper 7 : PH
Minimale Nachweisgrenze
N + 0,1 ng N 1 ng N 10 ng
SEA 7 77% 2 23% 0 -
SEB 12 38% 18 56% 2 6%
SEC 2 22% 5 56% 2 22%
% : Ent !
Nr.3 Hemmtest mit markiertem Protein A 75Nt 0 Y i SPA-PH
- Minimale Nachweisgrenze
N 0,1 ng N 1 ng N 10 ng
SEA 5 83% 1 17% 0 -
SEB 2 25% 4 50% 2 25%
SEC 5 83% 1 17% 0 —

Die mittlerweile mit Ent B durchgefithrte kompetitive ELISA-Testserie 4 mit markiertem To
xin gemiss folgendem Schema:

: Ent-P
%( Ent { ENt-PH ergab folgendes Resultat:
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Mit einem einfachen Kunstgriff konnten wir iibrigens die Empfindlichkeit aller
Testarten um 1 bis 3 log, steigern: Wir wihlten im Réhrchen 0,5 ml fiir alle Reagen-
zien (coat, markierter Antikorper bzw. markiertes Enterotoxin, Substrat), fiir die
Probe aber 2,5 ml. Damit wird das 5fache Volumen enterotoxinhaltiger Probe mit 1
Volumen der Reagenzien zusammengebracht. Mit dem Sandwichtest erreichten wir
bei 2,5ng Enterotoxin/ml mit dem bisherigen Verfahren z.B. eine OD von
0,25 £ 0,03, mit dem neuen Verfahren aber 1,04 4= 0,17, was einem Faktor von 4,2 zu-
gunsten des letzteren entspricht (N = 8, theoret. Faktor = 5). Bei hoheren Extinktio-
nen ist der Gewinn naturgeméss bescheidener, weil sich dort die Kurve abflacht. Bei
Mikrotiterplatten verwenden wir sinngeméss 50 ul bzw. 250 ul.

Wir kommen zum Schluss, dass wir uns mit dem kompetitiven wie mit dem Sand-
wich-System in einem komfortablen Empfindlichkeitsbereich befinden, der fiir die
praktische Diagnose bei weitem geniigt. Das Sandwich-Verfahren ist etwas sensibler,
wie auch Terplan feststellte (personliche Mitteilung 1982). Wir sehen folgende Vor-
teile und Nachteile: |

Kompetitives Verfahren

Vorteile: Hohere Spezifitit, weniger unspezifische Aufnahme, da der Label relativ rein ist. Un-
empfindlich gegen SPA im Lebensmittel-Extrakt. Hohe Verdiinnbarkeit des Labels.

Nachteile: Schwierige Herstellung von Enterotoxin, bes. von SED. Coat- und Labelmengen
sind kritisch einzustellen.

Sandwich-Verfahren

Vorteile: Etwas sensibler als der kompetitive ELISA. Die Antikorper sind, wenn einmal herge-
stellt und gereinigt, praktisch unbeschrinkt zur Verfiigung. Wenig kritische Einstellung der Re-
agenzien, alles léuft im Exzess ab. Geeignet fiir monoklonale Antikorper. :

Nachteile: Antikorper-IgG kann fiir die Koppelung nicht rein dargestellt werden. Grossere
Tendenz zu unspezifischer Bindung (Aggregate). Empfindlichkeit gegen SPA fithrt zu unspezifi-
scl:her Bindung des Labels. Deshalb ist eine SPA-Absorption des Lebensmittel-Extraktes notig, oder
die Verwendung eines SPA nicht bindenden Antikérpers.

~ Aufgrund dieser Uberlegungen haben wir uns entschlossen, von unserem kompe-

ttiven System abzuweichen und dem Sandwich-Verfahren den Vorzug zu geben. Wir
beabsichtigen, zusammen mit den Laboratorien Dr. Bommeli Bern, einen diagnosti-
schen Kit bereit zu stellen.

. Eines Tages wollen wir auch versuchen, monoklonale Antikorper herzustellen.
Wir haben bereits mit Erfolg BALB/c-Miuse mit SEA, SEB und SEC immunisiert.
D_le Isolierung monoklonaler Antikorper in einem befreundeten Institut ist bis jetzt
leider noch nicht gelungen. Die Indikation zu diesem Verfahren wire aber gerade bei
den Staphylokokken-Enterotoxinen besonders gegeben: Es ist schwierig, Antigene in

geniigender Menge herzustellen. Nach einem einmaligen Effort zur Herstellung mog-
\\

10 Arbeit mit teilweiser Unterstiitzung durch die Fraunhofer Gesellschaft Miinchen, InSan
“0673-V-043 und 1-0379-V-4880.
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lichst reiner Antigene kénnte, einmal im Besitz monoklonaler Antikorper, in Zukunft

auf die Antigenherstellung verzichtet werden.
Eine Evaluation unseres Testes mit Enterotoxin-kontaminierten Lebensmitteln

ist geplant.

Zusammenfassung

Die Staphylokokken Lebensmittelvergiftung ist viel hdufiger, als diagnostiziert wird, weil bis-
her die Erkennung der Enterotoxine (A-F) in Lebensmitteln und Kulturen mit Hilfe des Mikro-
slide-Tests aus Arbeits- und Kostengriinden nur in wenigen Laboratorien durchgefiihrt wird. In
dieser Arbeit wird iiber ELISA und die serologischen Probleme gesprochen, die sich dabei stellen.
Protein A (SPA), das wohl in allen mit Staphylokokken kontaminierten Lebensmitteln vorkommt,
interferiert mit der iiblichen ELISA Technik im Sandwichverfahren. Wir schlagen eine einfache
Absorptionsmethode fiir SPA vor.

Bei der Bereitstellung von Enzymkonjugaten haben wir mit der neuen Koppelungstechnik von
Pharmacia Uppsala, die Succinimidylpyridyldithiopropionat (SPDP) als Reagens verwendet, gute
Erfahrungen gemacht. Fiir die Reinigung der Enterotoxine zu Immunisierungszwecken stiitzen wir
uns jetzt auf die Chromatofokussierung, die zusammen mit einem Kationenaustausch in wenigen
Schritten zum Ziel fiihrt.

Mit diesen Erfahrungen im Hintergrund verglichen wir 4 verschiedene Modifikationen des
ELISA auf ihre Leistungsfihigkeit und entschieden uns fiir das Sandwichverfahren. Damit kdnnen
wir regelmissig 1, hdufig 0,1 ng/ml der Enterotoxine A, B und C nachweisen. Die Schaffung eines
diagnostischen Kit ist geplant. :

Résumé

L’intoxication alimentaire 4 staphylocoque est beaucoup plus fréquent qu’elle n’est diagnosti-
quée. En effet, peu de laboratoires détectent les entérotoxines (A—F) dans les aliments et les cultu-
res & I'aide du test Microslide pour des raisons techniques et économiques. Ce travail discute de
’ELISA et des problémes sérologiques qui lui sont liés. La protéine A (SPA) qui se trouve prob
blement dans tous les aliments contaminés par des staphylocoques, interfére avec la technique
ELISA usuelle en procédé sandwich. Nous proposons une méthode simple d’absorption de la SPA
en utilisant la gammaglobuline porcine insolubilisée par la glutardialdehyde.

Nous avons fait de bonnes expériences avec la nouvelle technique de conjugaison de Pharma-
cia Uppsala, qui emploie le succinimidylpyridyl-dithiopropionate (SPDP) comme réactif pour Ja
préparation du conjugat enzymatique. Nous nous appuyons actuellement sur chromatofocusing
(Pharmacia) pour la purification des entérotoxines destinées 4 'immunisation. Cette méthode com-
binée avec un échange cationique permet d’arriver au but en peu d’étapes. "

Dans 'optique de ces expériences, nous comparons les résultats de quatre modifications dl_ffe'
rentes de 'ELISA pour choisir finalement le procédé sandwich. Il est alors possible de détermunet
réguliérement 1 ng/ml, souvent 0,1 ng/ml des entérotoxines A, B et C. Le développment d'un kit
est prévu pour le diagnostique.

Riassunto

L’avvelenamento di alimenti dovuto a stafilococchi & piu frequente di quanto venga diagI‘IOS[“
cato. Infatti finora il riconoscimento della enterotossina (A—F) negli alimenti e nelle colture ese-
guito solo in alcuni laboratori, per questione di lavoro e di costi, per mezzo del test microslide. I1
questa nota si discute dell’ELISA e dei problemi sierologici che essa presenta. La proteina A (SPA >
che & presente in tutti gli alimenti contaminati con stafilococchi, interferisce con la abituale tecnucd
ELISA in procedimento sandwich. Noi proponiamo un semplice metodo di assorbimento per >

Nella preparazione di preparati enzimatici abbiamo fatto buona esperienza con la nuova e
nica die accoppiamento della Pharmacia Uppsala, in cui si usa il succinimidilpiridiltioprOPwnaw
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(SPDP) come reagente. Per la purificazione della enterotossina per scopi di immunizzazione, noi
usiamo il «chromatofocusingy» che insieme ad uno scambio cationico porta allo scopo in pochi pas-
saggi.

Con la scorta di queste esperienze abbiamo confrontato 4 modificazioni del’ELISA e abbiamo
concluso che il procedimento sandwich ¢ il metodo di elezione. Con tale metodo siamo regolar-
mente in grado di dimostrare 1 ng/ml, spesso 0,1 ng/ml delle enterotossine A, B e C. Si pianifica la
produzione di un Kit diagnostico.

Summary

Food poisoning due to staphylococcal enterotoxins (A—F), one of the most frequent food into-
xications, unfortunately is diagnosed in relatively few laboratories only, because of expensive, time
consuming procedures. The enzyme linked immuno sorbent assay (ELISA) has been demonstrated
to be a highly sensitive and specific method for this purpose. Some of its serological problems are
discussed. Staphylococcal protein A (SPA) is regularly present in foods contaminated with Staphy-
lococei and is likely to interfere with the sandwich technique of ELISA. SPA absorption is there-
fore essential for which a simple procedure is proposed.

For the preparation of enzyme conjugates we now successfully use a new technique recently
published by Pharmacia Uppsala using succinimidyl-pyridyldithiopropionate (SPDP). The purifi-
cation of enterotoxins for their application as immunogens is now done with a two-step method,
Le. a cationic exchange followed by chromatofocussing (Pharmacia).

We compared four modifications of ELISA for their sensitivity and technical advantages as
well as disadvantages and decided for the sandwich version. That one permits the detection of reg-
ularly 1 ng enterotoxin A, B and C/ml or frequently even of 0,1 ng/ml. We now plan the prepara-
tion of a diagnostic kit.
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BUCHBESPRECHUNG

Zuchthygiene I, Rind Von G. W. Rieck. Vorlesungsmanuskript, herausgegeben von der Dokumen-
tationsstelle des Instituts fiir Zuchthygiene und veterinirmedizinische Genetik, Justus-Liebig-
Universitét, D-6300 Giessen. 1980. 174 Seiten, broschiert. Preis DM 15.—.

Die vorliegende Schrift ist aus einem einfachen Vorlesungsmanuskript entstanden und liegt
nun als Broschiire bereits in zweiter Auflage vor. «Zuchthygiene» wird im Bereich des Unterrichts
als «Didaktik der tierdrztlichen Betriebsberatung zur Sicherung einer ungestorten Fortpflanzung
der Bestinde und zur Prophylaxe von Fruchtbarkeitsstorungen» verstanden. Sie umfasst damit é-
nen Zwischenbereich tierédrztlicher Titigkeit, der vom Fach «Tierzucht und Tierhaltungy einerseils
und den Féchern «Gynikologie» und «Andrologie» anderseits kaum abgedeckt wird.

Auch wenn das Biichlein keinen Anspruch auf Vollstindigkeit erhebt, enthilt es eine Fille vor
Angaben, die sonst nur mithsam aus der breit gestreuten Fachliteratur zusammengesucht werden
miissten. Der Stoff wurde in folgende Kapitel gegliedert:

Begriff und Lehrinhalt des Fachgebietes «Zuchthygieney.

Okonomische Bedeutung der Fruchtbarkeit des weiblichen Rindes.

Biologische und betriebswirtschaftliche Voraussetzungen einer ungestorten Fertilitit.

Erhohung des Kilberaufkommens durch Férderung von Zwillingsgravidititen.

Bestandesfruchtbarkeit und Besamung,

Zyklussynchronisation.

Genetik der Fruchtbarkeit.

Herdensterilitat. _

Die «Zuchthygiene I, Rind» stellt fiir den Studierenden eine ausgezeichnete Einfithrung 10 e

Fachgebiet dar. Sie ist aber auch dem Grosstierpraktiker zu empfehlen, der sich immer mehr m‘;

diesen Problemen konfrontiert sieht. H. Kupferschmied, Neuchdt¢
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