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Zusammen/assung. N a c h  s u b k u t a n e r  I n j e k t i o n  vo n  
Polyvinyla lkohol l /Ssung  e n t w i c k e l n  R a t t e n  i n n e r h a l b  
eines M o n a t s  a r t e r i e l l en  H o c h d r u c k .  Gle ichzei t ig  beob-  
a c h t e t  m a n  Verg r6s se rung  von  Leber ,  Milz, Herz  und  
Nieren,  sowie T h y m u s a t r o p h i e ,  j edoch  ke ine  N e b e n n i e r e n -  
vergr6sse rung .  Es  wird  d a h e r  v e r m u t e t ,  dass  diese H y p e r -  
tonie ,  5~hnlich de r  d u r c h  Methylce l lu lose  he rvo rge ru f enen ,  

eine Folge von  ges t6 r t e r  in t raglomerul~i rer  D u r c h b l u -  
t u n g  ist. 

C. E. HALL an d  O. HALL 

The Carter Physiology Laboratory, University o/ Texas 
Medical Branch, Galveston (USA),  October 16, 1961. 

Der Nachweis  praecipitierender 
Casein-Antik6rper im Agar 

Fiir  das  Aufdecken  v o n  N a h r u n g s m i t t e l - A n t i k 6 r p e r n  
s t a n d e n  uns  bis j e t z t  v ier  V e r f a h r e n  zur  Verf f igung:  
{ 1) Die Praecipitin-Reaktion, welche m i t  d e m  Vor te i l  de r  
t e c h n i s c h e n  E i n f a c h h e i t  u n d  m i t  d e m  Nach te i l  de r  
ge r ingen  Sensibi l i t i i t  b e h a f t e t  ist.  (2) Die Komplement- 
bindungsreaktion, die ca. z e h n m a l  e m p f i n d l i c h e r  als die 
P r a e c i p i t i n r e a k t i o n  ist. I h r  Nach te i l  l iegt  in de r  ge r ingen  
SpezifitAt,  im V e r b r a u c h  von  viel  Serum,  sowie in der  
ums tAnd l i chen  Techn ik ,  die da s  Anse t zen  zah l re i che r  
K o n t r o l l e n  e r forder t .  (3) Die Pr f i fung  au f  A n t i k 6 r p e r  
d u r c h  Injektion des Antigens in die Haul g ib t  h~uf ig  
unspezi f i sche  Resu l t a t e .  Es  is t  b e k a n n t ,  dass  Allergien 
des M a g e n - D a r m t r a k t e s  d u r c h  H a u t r e a k t i o n e n  me i s t ens  
n i c h t  e r fass t  w e r d e n  k6nnen .  (4) Der  Haemagglutinations- 
Test ,  den  wir  vo r  e in igen J a h r e n  ffir den  Nachwe i s  von  
N a h r u n g s m i t t e l - A n t i k 6 r p e r n  e ingef i ih r t  h a b e n  ~,~, h a t  
t r o t z  de r  v o n  a n d e r e r  Sei te  3,4 e r fo lg ten  Pr f i fung  u n d  Be- 
st~it igung ke ine  wei tere  V e r b r e i t u n g  gefunden .  Mit  an-  
de ren  W o r t e n :  Von  den  sub 1-3 ange f f ih r t en  M e t h o d e n  
e n t s p r i c h t  h in s i ch t l i ch  des Sensibi l i t~i tsgrades sowie der  
Spezif i t / i t  n i ch t  eine den  Anspr f i chen  kr i t i sch  e inges te l l t e r  
Kl in iker ,  w ~ h r e n d  m a n  fiber den  "Wert des  H a e m a g -  
g l u t i n a t i o n s t e s t e s  wegen  se iner  b i she r igen  ge r ingen  Ver-  
w e n d u n g  ke ine  s ichere Aussage  a b g e b e n  k a n n .  

Anges ich t s  des in der  p r a k t i s c h e n  B e d e u t u n g  der  an-  
gef i ih r ten  serologischen V e r f a h r e n  b e g r e n z t e n  W e r t e s  ftir 
den  Nachweis  v o n  N a h r u n g s m i t t e l - A n t i k 6 r p e r n  en t -  
schlossen wir  uns  e ine 5. M e t h o d i k  zu b e n u t z e n ,  welche  
eine V a r i a n t e  der  e r s t e r w / i h n t e n  dars te l l t .  

Ft i r  unse re  U n t e r s u c h u n g e n  b e d i e n t e n  wir  uns  des 
Agard i f fus ions te s t s  n a c h  OUCHTERLONY 5, der  in de r  
Serologie der  l e t z t en  J a h r e  in z u n e h m e n d e m  Masse An-  
w e n d u n g  ge funden  ha t .  Aus d e m  Gros  de r  h ie r  zu er- 
w~ihnenden Ver suche  seien n u r  die yon  HAINER et  al. ~ 
m i t t e l s  des  O u c h t e r l o n y - T e s t e s  v o r g e n o m m e n e n  Stu-  
d ien  fiber A n t i k 6 r p e r  gegen K u h m i l c h ,  sowie gegen 
Gl iad in  erw~ihnt, in d e n e n  unsere  frf iheren,  mi t t e l s  der  
K o m p l e m e n t b i n d u n g s r e a k t i o n  sowie des H a e m a g g l u -  
t i n a t i o n s t e s t e s  e r h a l t e n e n  Befunde  bes t / i t ig t  wurden .  

Methoden und Material. \Vir  b e n u t z t e n  eine Mikromodi -  
f ika t ion  au f  O b j e k t t r / i g e r n  des  Aga rd i f fu s ions t e s t s  n a c h  
OUCHTERLONY 5, bei  der  m a n  m i t  0,2 ccm S e r u m  u n d  
0,1 ccm A n t i g e n l 6 s u n g  a u s k o m m t .  In  das  au f  die O b j e k t -  
t r / iger  ausgegossene  2% Agargel  (2,5 ccm Agar  pro  
Objekt t r~iger)  w u r d e n  ffinf r u n d e  L6che r  m i t  e inem 
D u r c h m e s s e r  von  9 m m  ges t anz t .  Der  A b s t a n d  de r  
L6che r  v o n e i n a n d e r  w a r  5 m m .  In  die v ie r  u m  das  zen- 
t r a l e  A n t i g e n r e s e r v o i r  ge legenen L6cher  wurde  das  
S e r u m  in e iner  V e r d f i n n u n g s r e i h e  eingefi i l l t  (Figur) .  
(a) Agar. Der  4 %  in aqua dest. gel6ste Difco-Agar  wurde  
m i t  V e r o n a l p u f f e r  von  p H  7,4 im Verh~tl tnis  1 : 1 ve rd f inn t .  
(b) Serum. Es  w u r d e  be i  56 ° 30 min  i n a k t i v i e r t e s  m e n s c h -  
l iches S e r u m  yon  N e u g e b o r e n e n  ( N a b e l s c h n u r b l u t ) ,  b e i  
K i n d e r n  und  E r w a c h s e n e n  v e r w e n d e t .  (c) Antigen. Die 

3 ,3% L 6 s u n g  yon  Casein (nach  H a m m a r s t e n )  in ver-  
d f i n n t e m  N a O I t  wurde  m i t  n /10  HC1 au f  p i t  7,2 geb rach t .  
(d) Fiirben. Die g e t r o c k n e t e n  Pr~iparate  w u r d e n  m i t  
A m i d o s c h w a r z  gef/ irbt .  

Ergebnisse. Die case inp raez ip i t i e r ende  A n t i k 6 r p e r  en t -  
h a l t e n d e n  Seren  e rg ab en  zwischen d en  m i t  A n t i g en  u n d  
S e r u m  geffi l l ten L 0 ch e rn  eine deu t l i che  Praezipitations- 
linie, meis t ens  bis zu e iner  S e r u m v e r d f i n n u n g  v o n  1 :8  
(Figur) .  Bei  de r  u m g e k e h r t e n  V e r s u c h s a n o r d n u n g  (un- 
v e rd f i n n t e s  S e r u m  in de r  Mit te ,  A n t i g e n  in e iner  Ver-  
d f innungs re ihe  in den  5.usseren L6chern)  w u r d e n  mi t  
den  me i s t en  Seren  die g le ichen T i t e r  erziel t .  

Zwecks  O r i e n t i e r u n g  fiber d en  \Ver t  des  O u c h t e r l o n y -  
Tes tes  ftir den  Nachwe i s  yon  Case in -Ant ikOrpern  u n t e r -  
s u c h t e n  wir  235 Seren  v o n  170 Pe r sonen  sowohl  m i t d e r  
H a e m a g g l u t i n a t i o n s r e a k t i o n  als auch  m i t  d em O u c h t e r -  
l ony-Tes t  au f  Case in -Ant ik6rpe r .  Die m i t  den  be iden  Me- 
t h o d e n  e r h a l t e n e n  Be fu n d e  s ind in Tabel le  I wieder-  

Tab. I. I)er Nachweis yon Casein-Antik6rperm Vergleich der mit 
dem Hfimagglutinations- und dem Ouehterlony-Test erhaltenen Re- 

sultate in 235 untersuehten Seren 

Ouchterlon y positiv negativ total 
19 Seren '216 Sereu 235 Seren 

/ \  / \  
Haemagglutination positiv negativ positiv negativ total 

1"2 7 68 148 235 Seren 

1)er Nachweis yon Casein-Antik~Srpern im Agar. A 3,3% Casein- 
16sung, 1 unverdfinntes Serum, ~ 1:2 verdtinntes Serum, 3 1:4 ver- 

diinntes Serum, 4 1:8 verdiinntes Serum. 
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3 W.E. PARIStt, R. R. A. COOMBS et al. Lancet 1106 (1960). 
4 M. GUNTHER, R. R. A. COO.,aBS, et al,, immunology 3, 296 (1960). 

O. OUCHTERLONY, Progress Allergy .5, 1 (1958). 
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gegeben.  Es  zeigt  sich, dass  die be iden  V e r f a h r e n  n u t  
beschrdnkt vergleichbare Ergebnisse erzielen. So waren  7 
der  19 i m  O u c h t e r t o n y - T e s t  pos i t i ven  Seren  in de r  H a e m -  
a g g l u t i n a t i o n  nega t iv .  U m g e k e h r t  l iessen sich bei 68 de r  
im O u c h t e r l o n y - T e s t  n e g a t i v e n  Seren  m i t t e l s  der  H a e m -  
a g g l u t i n a t i o n s r e a k t i o n  A n t i k 6 r p e r  nachweisen .  10 dieser  
68 in de r  Haema .gg lu t i na t i on  pos i t i ven  Seren  w u r d e n  m i t  
~Carbowax~ (Po tyae thy len -Glyco l )  3 -10 fach  konzen-  
t r ie r t .  A b e r  a u c h  in den  k o n z e n t r i e r t e n  Seren  waren  m i t  
dem O u c h t e r l o n y - T e s t  ke ine  p r aez ip i t i e r enden  An t i -  
k6 rpe r  nachwe i sba r .  W o d u r c h  de r  ve r sch iedene  Ausfal l  
de r  b e i d e n  R e a k t i o n e n  b e d i n g t  wird,  is t  bis j e t z t  unbe -  
k a n n t .  E s  w~re d e n k b a r ,  dass  die d u r c h  die be iden  R e a k -  
t ionen  e r f a s s t en  A n t i k 6 r p e r  n i c h t  g~inzlich iden t i s ch  sind,  
oder  dass  H e m m s t o f f e  u n b e k a n n t e r  A r t  i n t e r f e r i e r end  
bei der  A n t i g e n - A n t i k 6 r p e r r e a k t i o n  wirken.  

Der Ein[luss des Lebensalters. Wie Tabel le  I I  zeigt,  
s t a m m e n  die m e i s t e n  de r  im O u c h t e r l o n y - T e s t  positiven 
Seren v o n  K i n d e r n  des  1. und 2. Lebensjahres. N u r  e i n m a l  
k o n n t e n  v o n  78 u n t e r s u c h t e n  5Ateren K i n d e r n  u n d  Er -  
w a c h s e n e n  ca se inp raez ip i t i e r ende  A n t i k 6 r p e r  g e f u n d e n  
werden.  De r  U n t e r s c h i e d  zwischen den  be iden  Al t e r sg rup-  
pen  h in s i ch t l i ch  des  A u f t r e t e n s  von  C a s e i n - A n t i k 6 r p e r n  is t  
auff~llig. Die Differenz 1/tsst s ich j edoch  n i c h t  s t a t i s t i s c h  
b e r e c h n e n ,  d a  bei  de r  G r u p p e  de r  1- bis  2jXhrigen eine 
Auslese vor l iegt .  F a n d e n  sich doch  bei  den  u n t e r s u c h t e n  

K i n d e r n  v o r n e h m l i c h  P r o b a n d e n  mi t  Al le rg ieverdach t ,  
w i th rend  die W a h l  de r  E r w a c h s e n e n  zuf~llig erfolgte.  

1)iese U n t e r s u c h u n g e n  decken  sich m i t  d e n e n  von  
LXePARD, SCHLOSS und  JotiNSON 7, die n a c h  der  Verab -  
r e i c h u n g  von  Milch m i t  der  K o m p l e m e n t b i n d u n g s -  
r e a k t i o n  fas t  bei a l len P r o b a n d e n  zwischen d e m  1. und  
15. L e b e n s m o n a t  A n t i k 6 r p e r  gegen Kuhmilch fanden ,  
wAhrend  zwischen d e m  2. und  5. J a h r  n u r  ge legen t l i ch  
A n t i k 6 r p e r  n a c h z u w e i s e n  waren .  Die grosse A u s b e u t e  
a n  pos i t i ven  R e s u l t a t e n  bei  LIPPARD, SCHLOSS u n d  
J o H n s o n  ist  w a h r s c h e i n l i c h  d a d u r e h  bed ing t ,  dass  die 
g e n a n n t e n  A u t o r e n  au f  A n t i k 6 r p e r  gegen die gesamte Kuh- 
milch pr t i f ten ,  w/~hrend wir  bei de r  U n t e r s u c h u n g  au f  An t i -  
k 6 r p e r  gegen Casein n u r  e inen  Teildes Kuhmilch-Antigens 
er fass ten .  

Summary. I t  is possible  to  d e m o n s t r a t e  a n t i b o d i e s  
a g a i n s t  case in  in t he  s e r u m  b y  t he  O u c h t e r l o n y  t echn ique .  
I t  is a s imple  t e c h n i q u e  a n d  needs  on ly  a smal l  a m o u n t  
of se rum.  In  a few cases we could  d e m o n s t r a t e  an t ibod ie s  
a g a i n s t  case in  in sera,  in wh ich  t he  h e m a g g l u t i n a t i o n -  
t e c h n i q u e  did  no t  show pos i t ive  resul ts .  In  some cases, 
however ,  sera  wh ich  were pos i t ive  in h e m a g g l u t i n a t i o n -  
t e s t s  gave  nega t i ve  resu l t s  b y  t he  O u c h t e r l o n y  t e c h n i q u e .  
T h e  poss ib i l i ty  is d iscussed t h a t  b y  t h e  two t e c h n i q u e s  
d i f f e ren t  k inds  of c a se in - an t i bod i e s  c an  be de tec ted .  

Tab. t[. Der Einfluss des Lebensalter~ auf die Nachweisbarkeit yon 
Casein-Antik6rpern 

Alter positiv negativ 
im Ouehterlony-Test 

1. und 2. Lebensjahr 1 i Kinder (12,5%) 77 Kinder (87,5%) 
Kinder vom 3. Lebens- 1 Kind (1,~6%) 78 Kinder (98,74%) 
jahr an und Erwachsene tnld Erwaehsene 

E. BERGER, A. B([H~GIN-\VOLFF und  M. JUST s 

Serologisches Laboratorium des Universitdts-Kinderspitals, 
Basel (Schweiz), t6. Oktober 1961. 

7 V. W. LH,vam), O. M. SCHLOsS mM P. A. JOHNSON, Amer..l- 1)i~. 
Child. 5 1, 5621 (H~:16). 

8 Ffir die Durchfiihrung der serologiscben Untersuchungen sind wir 
Friiulein CHRISTINE I)VI~ALLA und Friiuhqn l RV.'NE V. SCHW~.:lYicnEN 
ZU grossenl I)ank verpfliehtet. 

Size  of I n o c u l u m  and G r o w t h  Kinet ic s  of M o u l d s  

G r o w t h  r a t e  a n d  m a x i m u m  yield of m y c e l i u m  of 
va r ious  s t r a i n s  of AspergiUus proved  to  be  m a r k e d l y  
in f luenced  b y  t h e  size of t he  i nocu lum w h e n  g rown in 
s u b s t r a t e s  poor  in t r ace  e lements .  Using  A spergillus oryzae 
in s t a t i o n a r y  cu l tures ,  l inear  g r o w t h  ra t e s  of 2.52 a n d  
0.45 rag/100 m l / h  were o b t a i n e d  in a s y n t h e t i c  s u b s t r a t e  
(glucose 10 g, (NH4)2SO4, 1 g; MgSO4-7 H20,  0.3 g;  
KH2POa, 4.54 g; Na2HPO4, 4 .73 g; F e C L 3 - 6 H 2 0 ,  
15 rag;  H,O,  1 1) w h e n  4.107 a n d  4.103 washed  con id ia  
r e spec t ive ly  were  i nocu la t ed  pe r  100 ml  of subs t r a t e .  
U n d e r  t he  s ame  c o n d i t i o n s  e x c e p t  for t he  a d d i t i o n  of t he  
fol lowing t r ace  e lements ,  C a C 1 , . 6 H 2 0  1 mg;  Z n S O  a. 
7 H 2 0  0.5 m g ;  C u S O c 5 H 2 0  0.05 rag;  M n S O c 4 H 2 0  
0.05 m g ;  H~O 1 I; t h e  c o r r e s p o n d i n g  va lues  were 6.68 
and  3.12 mg/100  ml /h ,  t h u s  i n d i c a t i n g  a m u c h  smal le r  
re la t ive  di f ference.  W h e n  ce r t a i n  o t h e r  s u b s t r a t e s  w i t h  
a d d e d  t r ace  e l e m e n t s  were used, such  as inc reas ing  t h e  
c o n c e n t r a t i o n  of p h o s p h a t e s ,  t he  d i f ference  in r a t e  of 
g r o w t h  d i s a p p e a r e d  w h e n  t he  s u g a r  c o n c e n t r a t i o n  was 
r e l a t ive ly  small .  The  m a x i m u m  yields of m y c e l i u m  
o b t a i n e d  in t he  p rev ious ly  m e n t i o n e d  s u b s t r a t e s  were 
260 and  180 rag/100 ml  for t he  large a n d  t he  sma l l  
i n o c u l u m  re spec t ive ly  w h e n  no  t r ace  e l e m e n t s  were added ,  
whereas  t h e  m a x i m u m  yield  was  n o t  s ign i f i can t ly  
in f luenced  b y  the  size of t he  i n o c u l u m  in t he  presence  

of a d d e d  t r ace  e lements ,  s ince yields of 330 a n d  325 mg /  
100 ml were  o b t a i n e d  respec t ive ly .  S imi la r  effects  could 
be o b s e r v e d  w i t h  m y c e l i u m  as inocu lum.  

A r eve r sa l  of t he  a b o v e  m e n t i o n e d  resu l t s  was  n o t e d  in 
e x p e r i m e n t s  us ing  t he  s u b s t r a t e  poor  in t r ace  e l e m e n t s  
a n d  i n o c u l a t e d  w i t h  m y c e l i u m  or con id ia  to  give 4 to  
20 v iab le  u n i t s  per  100 ml, i. e., g r o w t h  ra t e s  and  m a x i m u m  
yields  increase  o v e r  those  o b s e r v e d  w i t h  cu l t u r e s  ino- 
c u l a t e d  w i t h  m u c h  la rger  inocula .  

E x p e r i m e n t s  h a v e  been  car r ied  ou t  in o rde r  to  a c c o u n t  
for t he  a b o v e  p h e n o m e n a .  The  a s s imi l a t i ng  a c t i v i t y  of 
m y c e l i u m  has  been  t e s t ed  a f t e r  va r ious  s tages  of cul t i -  
v a t i o n ,  s ince the  age of t he  cu l tu re  m a y  h a v e  a r e l a t i on  
to  t he  effects  caused  b y  t he  size of t he  inocu lum,  a n d  
cu l t u r e s  o r i g i n a t i n g  f rom inocu la  of d i f fe r ing  sizes h a v e  
a d i f f e ren t  age a t  a c e r t a i n  s tage  of myce t ia l  d e v e l o p m e n t .  
Dispersed m y c e l i u m  has  been  p roduced  u n d e r  s u b m e r g e d  
cond i t i ons  in a s u b s t r a t e  w i t h o u t  a d d e d  t r ace  e l e m e n t s  
wh ich  h a d  been  inocu la t ed  w i th  4.10 s con id ia  pe r  100 ml. 
Samples  were t a k e n  in t h e  t inear  p h a s e  of g r o w t h  (af te r  
2 and  3 days) ,  a t  t he  s tage  of m a x i m u m  myce l i a l  deve-  
l o p m e n t  (4 days) ,  and  in t he  phase  of au to lys i s  (6 days) .  
The  myce l ia l  c o n t e n t  was  164, 240, 362 a n d  268 mg /  
100 ml  a t  the  c o r r e s p o n d i n g  d a y s  of sampl ing .  The  
m y c e l i u m  of these  s amples  was w a s h e d  a n d  inocu la t ed  
i n to  fresh m e d i u m  (of t h e  s a m e  compos i t i on  as  has  been  
used for p r o d u c i n g  the  inocu lum)  a t  a r a t e  e q u i v a l e n t  


