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Otto Fenner: Vergleichende Untersuchungen einer immunologischen Schwangerschaftsreaktiun

Auf die mögliche forensische Bedeutung eines derartigen

Ereignisses im Rahmen eines geburtshilflichen Vaterschafts-

gutachtens, wie für die Durchführung der Schwangerschafts-

unterbrechung aus medizinischer Indikation wird besonders

hingewiesen.
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Vergleichende Untersuchungen einer immunologische

Schwangerschaftsreaktion*)

zum Kröten-Schwangerschaftstest

von OTTO FENNER

Zusammenfassung: Eine Immunreaktion zur Diagnose der

Schwangerschaft Humanchoriogonadotropin-Test (Ortho-Schwan-

gerschaftstest) wurde parallel zum Krötentest an 100 Fällen

überprüft. Die Methode ergab in 96 Fällen sichere Ergeb-

nisse. Damit liegt sie im Bereich der üblichen Treffsicherheit.

Sie wird zum gleichen Zeitpunkt positiv wie die Tierversuche. Der

Ortho-Schwangerschaftstest ist die erste vom Tierversuch unab-

hängige brauchbare Schwangerschaftsreaktion.

Summary: Comparative Study of an Immunologie Pregnancy Test

with the Pregnancy Test on Toads. An immunity reaction for the

diagnosis of pregnancy, the human-chorionic gonadothrophin test

(Ortho-Pregnancy Test), was carried out, parallel to the toad

test, in 100 cases. The method showed precise results in 96 cases.

‚It thus lies within the usual range of accuracy. It gets positive

Die Laboratoriumsdiagnostik der Schwangerschaft stützt

sich seit 1927 unbestritten auf den Tierversuch. Alle anderen

' Methoden konntensich nicht durchsetzen. Eine neue immu-

nologische Reaktion (Ortho-Schwangerschaftstest) ist

erstmalig dem Tierversuch gleichzusetzen.

Die Entwicklung der Schwangerschaftsdiagnostik ist charakte-

risiert durch das Bestreben nach möglicher Abkürzung der Ver-

suchszeit. Der 1927 von Aschheim u. Zondek (1, 12) eingeführte

Nachweis an der weiblichen infantilen Maus dauert 100 Stunden.

(Die Zeit für den evtl. nötigen histologischen Schnitt ist dabei

nicht berechnet!) Die heute noch als klassische Methode geltende

Reaktion .zeichnet sich durch eine Treffsicherheit von etwa 97°/o

aus. Sie wird zwischen dem 4. und 11. Tage nach Ausbleiben der

Regel, etwa 40 Tage nach dem ersten Tag der letzten vorhande-

nen Regel, positiv. Die Ablesung von 3 Stufen HVR I—III und

die Untersuchung des Scheidenepithels der Maus haben darüber

hinaus für die Diagnostik hormonaler Störungen eine gewisse

Bedeutung. Nachteilig ist neben der langen Versuchszeit die Emp-

findlichkeit der infantilen Tiere. Sterben diese, bevor die Reak-

; tion erkennbar wird, so ist in vielen Fällen die akute Frage-

stellung durch die Ereignisse überholt und längst geklärt.

*) Ortho - Schwangerschaftstest
Generalvertrieb für Deutschland: Cilag-Chemie G.m.b.H., Alsbach/
Bergstraße.
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at the same time as the animal experiments. The Ortho-pregnancy :

test is the first efficient pregnancy test independent of anima'

experiments.

Resume: Recherches comparatives portant sur une immunoreaction

de la grossesse et le test de la grossesse sur le crapaud. L’auteur &

verifie dans 100 cas, parallälement au test de la grossesse SU

crapaud, une immunor£action pour le diagnostic dela grossess&

dit test de la gonadotropine placentaire humaine (Ortho-test de la

grossesse). Cette methode fournit dans 96 cas des r&sultats CET”

tains; elle pr&sente par cons&equent la pre&cision diagnostique habi-

tuelle. La reaction positive se manifeste dans le m&me delai que

dans les experimentations animales. L’Ortho-test de la gro

est la premiere reaction de la grossesse, utilisable independammen

de l’experimentation animale.

Modifikationen, wie der Friedmann-Test mit einer Vel”

suchszeit von 48 Stunden und die Verwendung von Ratten mit ee

30 Stunden Reaktionsdauer konnten sich nicht generell durch”

setzen. Einerseits ist die Benützung von Kaninchen (Friedmann 2

zu aufwendig, andererseits reagiert die Ratte individuell sehr

unterschiedlich. na

Die Anuren-Teste brachten wieder einen echten Zeitgewinl:

Die auf 6 Stunden abgekürzte Versuchsdauer, bei einer Treff-

sicherheit von 96-—-97°/» entspricht den Wünschen der operative®

Gynäkologie. — Man verwendet besser Serum statt Urin, weil di®

Tiere gegen alle toxischen Stoffe außerordentlich empfindlich sind.

Sie reagieren nicht oder sterben. Dies ist sicher die häufigst®

Fehlerquelle für falsch-negative Ergebnisse. In den Hochsommef”

monaten ist die Hodenaktivität bei Kröten und Fröschen einge”

schränkt, der Lurchtest ist hier besonders unsicher (Lübow D-

Auch schwache, individuell sehr unterschiedliche Hormonproduk-

tion in der Frühschwangerschaft und nach dem 5. Monat er8

gelegentlich falsch-negative Ergebnisse. — Besonders die Frag®

des Fruchttodes ist ohne sehr sorgfältige klinische Beobach

nicht nach einem negativen Ergebnis eines Tierversuches als 8°

klärt anzusehen. Mehrfache Kontrollen sind unerläßlich. Inwiew®

der Oestriol-Test als Index für die Plazentarfunktion Bedeutung

gewinnen wird, ist noch nicht sicher (Bachmann [3]), (

Touchstone, Fields [7]).

Die Anuren reagieren auf das vermehrte Choriongonad
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pin der Schwangeren oder eines an Blasenmole oder Chorionepi-
theliom Erkrankten. Die Reaktion wird wie bei der AZR etwa

EN Tage nach der letzten vorhandenen Regel (etwa 11 Tage nach

F ‚Ausbleiben der erwarteten Regel) positiv. Falsch-positive Er-

gebnisse sollen nach Gaben von Luteosid, Stilböstrol, Oestradiol-

benzoat, bei Corpus-luteum-Zysten sowie nach H.V.L.-Präparaten

aufgetreten sein.

‚Die Haltung der Anuren ist sehr schwierig, die Fütterung
feuer. Nicht selten treten im Spätwinter Engpässe in der Liefe-

rung auf. Epidemien können ganze Bestände in wenigen Tagen

Vernichten, ohne daß ein Nachschub möglich ist. Der Wunsch nach

einer reproduzierbaren, spezifischen, von der Empfindlichkeit des

I ieres, toxischen und jahreszeitlichen Störungen unabhängigen

"Untersuchungsmethode führte zu zahlreichen Versuchen. Keines
der bisher angegebenen Verfahren hielt einer sorgfältigen Prü-

8 stand. Der direkte Hormonnachweis als Routinediagnosti-
E um ist zu schwierig.

‚Es ist möglich, Choriongonadotropin des Menschen (HCG

= Humanchoriongonadotropin) nachzuweisen. Die Erkennt-

Qis, daß kontinuierliche Injektionen von HCG bei Tieren

”

_ Auf die Versuche von Zondek (12) zurück. Komplement-

5Eine Agglutination, Präzipitation und Hämagglutina-

ion (Brody u. Carlström) (10), (Mc Kean) (10), (Wide

Au" Ganzell) (10) ergaben keine befriedigenden Ergebnisse. Eine

Präzipitation mit einem Polystyren-Latex-HCG-Gemisch als

er. ergab eine sichere und guterkennbare Reaktion. Nach

Vergleichenden Untersuchungen in den Ortho-Forschungs-

laboratorien zeigte der immunologische Schwangerschaftstest

_ in 97,30/, der Fälle, Tierversuche in 97,8°/ richtige Ergebnisse.

Der Nachweis von HCG erfolgt grundsätzlich im Urin. Man

Versetzt frischen Harn mit einem Schwangerschaftstestantise-

_ um (Antikörper). Enthält der Urin HCG (Antigen), so ver-

Binden sich diese beiden Substanzen. Es kommt zu einer spe-

|Alischen Antigen-Antikörperreaktion. Das vorhandene HCG

' Wird neutralisiert. Bei diesem Vorgang tritt keine erkenn-

"are Veränderung, Agglutination, Flockung, Klärung oder

"Stäzipitation ein. Deshalb muß wie bei der WaR ein „Indi-

L " Satorsystem“ nachgeschoben werden. Hierzu dient reines HCG

Als Antigen, welches auf Latexpartikelchen fixiert ist. Der

_ Sanze Versuch läuft in zwei Phasen ab, in deren Mittelpunkt

als bindungsfähiger Stoff das spezifische Schwangerschafts-

— stantiserum steht. Wird es in der ersten Phase durch das

CG des Urins neutralisiert, so bleibt das später zugegebene

Satex-HCG-Antigen-Gemisch stabil. Zentrifugiert man den

Satz, so bleibt dieser unverändert milchig-körnigtrüb und

Reigt somit die positive Reaktion an.

Enthält der Urin kein HCG, so kann sich in der 2. Phase

as nachgeschobene Latex-HCG-Antigen mit den spezifischen

Be des nicht neutralisierten Latexgemisches verbin-

en. Die immuneiweißbeladenen Latexpartikel werden grö-

IE Ber, Schwerer, die elektrische Ladung verändertsich. Das ganze

““misch wird unstabil und kann durch Zentrifugieren un-

Schwer ausgefällt werden. Der Röhrcheninhalt ist klar, die

atexpartikel finden sich auf dem Boden des Röhrchens und

; eigen die negative Reaktion an.

_ Die notwendigen Reagenzien sind ineinem Testsatz (Ortho)

elsammengesteilt, der einen Standard enthält, der die Able-

:Be vereinfacht. Man geht am besten folgendermaßen vor:

; a Testurin

E1 Zu verwenden ist der erste Morgenurin.

R RB: Der Urin muß innerhalb von 12 Stunden verarbeitet werden.

Der Urin wird zunächst mit hoher Geschwindigkeit 3 Minuten

2lang zentrifugiert.
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eine spezifische Antikörperbildung auslösen, geht schon

Tabelle 1

Harn ohne HCG
Harn mit HCG (ohne Antigen)

(Antigen) Y

' | Ortho-Schwangerschafts-

Ortho-Schwangerschafts- Antiserum
Arsen (spez. Antikörper)

(spez. Antikörper) Y
Inkubation -

keine NeutralisationInkubation - Neutralisation
wear A

Y
Y

Ortho-Schwangerschafts-

test-Antigen
Latex-HCG-Antigen =

fiockendes Prinzip der II. Phase

Ortho-Schwangerschafts-

test-Antigen
Latex-HCG-Antigen =

flockendes Prinzip der II. Phase

Y Y
Inkubieren - Zentrifugieren Inkubieren - Zentrifugieren

Y

Gemisch bleibt unverändert Gemisch sedimentiert,
trüb, Latex-HCG ist nicht beladener Latex-HCG-

ausgefallen Antigen-Antikörper

Y x fällt aus

Reaktion positiv : Y
Reaktion negativ

4. Der klare Urin wird vorsichtig abgegossen und für den Test

verwendet. ı

B. Testmethode

1. 0,5 ml Ortho-Schwangerschaftstest-Antiserum werden in ein

mit „Ortho-Disposable-Test-Tube“ beschriftetes Spezialröhr-

chen gefüllt.

2. 0,5 ml des zentrifugierten Urinüberstandes dazugegeben und

gut gemischt.

3. Das Röhrchen wird zum Inkubieren für 1 Stunde bei 37°C

in ein Wasserbad oder einen Brutschrank gestellt (Minimal-

zeit, darf bis auf 2 Stunden ausgedehnt werden).

4. Nach einstündiger Inkubationszeit wird 1,0 ml des gut durch-

geschüttelten Ortho-Schwangerschaftstest-Antigens dazugege-

ben und gut gemischt.

5. Erneutes Einstellen des Röhrchens in ein Wasserbad oder

einen Brutschrank, diesmal für zwei Stunden bei 37°C inku-

bieren (Minimalzeit, darf nur um höchstens 15 Minuten über-

schritten werden!).

6. 2 Minuten bei 1000 x g (entspricht ungefähr 3000 Umdrehun-

gen pro Minute bei den meist gebrauchten klinischen Zentri-

fugen*) zentrifugieren. Diese 2 Minuten sollten genau ein-

gehalten werden und beginnen mit dem Einschalten und

enden mit dem Ausschalten des Zentrifugenmotors.

C. Ablesen des Testes

. Der Überstand wird mit dem gut geschüttelten Ortho-Trü-

bungsstandard (Turbidity Standard) gegen den schwarzen

Strich auf der Packung verglichen.

a) Trübung gleich oder größer als Standard — Hormonnachweis

positiv, Schwangerschaft.

b) Trübung geringer als Standard — Hormonnachweis negativ,

keine Schwangerschaft.

Der

Mögliche Fehlerquellen

a) eine positive Reaktion kann ebenfalls entstehen bei

Chorionepitheliom oder Blasenmole, falsch-positive Reaktio-

nen, wenn hohe Dosen von Azetylsalizylsäure vor der Urin-

abgabe eingenommen wurden.

*) Um sich zu versichern, daß man richtig zentrifugiert, sind Kontrollen
angezeigt. Dazu benütze man an Stelle von Urin Kochsalzlösung für einen
negativen Ausfall und einen sicheren Schwangerenurin für den positiven
Ausfall.
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b) eine falsch-negative Reaktion kann entstehen:

wenn der Test bei einer Frau früher als 6 Wochen oder später

als 4 Monate nach dem Beginn derletzten Menstruation durch-

geführt wird,

wenn ein Testurin ein spezifisches Gewicht von weniger als

1,015 hat,

wenn Urineälter als 12 Stundensind.

Jedoch können Urine, die binnen 12 Stunden nach dem

Urinieren eingefroren werden, für den Test verwendet wer-

den; solche Urine müssen vor dem Zentrifugieren durch Um-

kehren gemischt werden. Es müssen auch die Möglichkeiten

"von Fehlern bei der Durchführung des Tests berücksichtigt

werden. Diese schließen ein:

Ungenaues Pipettieren der Reagenzien.

Verwendung von Ortho-Disposable-Test-Tubes öfter als nur

einmal. ;

f Verwendung von anderen Teströhrchen als die Ortho-Dispo-

sable-Test-Tubes.

Unzulängliches Mischen des Urins mit dem Ortho-Schwan-

. 'gerschaftstest-Antiserum und/oder Ortho-Schwangerschaftstest-

- Antigen.

i Zentrifugieren im letzten Teil der Durchführung des Tests

bei zu hoher oder zu niederer Geschwindigkeit.

Ungenaues Ablesen beim Vergleich des Ortho-Trübungsstan-

dards mit dem Resultat.

Wir untersuchten inzwischen nebeneinander 100 Urin- und

Serumproben. Für die Krötenteste wurde meistens Serum,

für den Ortho-Schwangerschaftstest nur Urin verwendet.

Die Diagnosen des Materials umfaßten vorwiegend die

Frage nach einer Frühgravidität, zweifelhafte Gravidität,

. .zweifelhafte Aborte, Blutungen bei bestehender oder fragli-

cher Gravidität, Blasenmole, Extrauterinengravidität, normale

Schwangerschaften vor und nach dem 5. Monat.

In der überwiegenden Mehrzahl der Fälle stimmten Krö-

‚ tentest und Ortho-Schwangerschaftstest überein. Lediglich die

‘folgenden Fälle wichen voneinander ab:

In einem Fall starben die Tiere — die HCG-Reaktion war

positiv.

Bei Frühgravidität reagierten die Kröten einmal positiv, die

.HCG negativ, — in 3 Fällen die Krötenteste negativ und die HCG

positiv.

Bei einem sicheren Abort war die Kröte schon negativ — die

HCG noch positiv.

Bei einer Gravidität Mens 5—6 mit Blutungen, aber Kinds-

"bewegungen, war die Kröte positiv — die HCG negativ.
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.der Krötentest positiv, die HCG negativ. In einem anderen Falle

- und Urin zur Aufklärung einer Verwechslung, weil die Teste

“Fälle diagnostiziert werden. Dieses Vorgehen wäre ideal. m

‚material erspart die Blutentnahme. Die kurze Versuchszel

Bei sicherer Gravidität vor dem 5. Monat war in einem F

der Krötentest negativ, die HCG positiv. BE

Bei einer Gravidität im 5. Monat war die Kröte stark positiv,

die chemische Reaktion zweifelhaft. I =

Bei einer Gravidität im 6. Monat war die Kröte schwach pos!

tiv, die chem. Reaktion negativ. &

Prolutongaben in einem Fall vermochten beide positiven Rea

tionen nicht zu beeinflussen. ==

In einem Fall führte die getrennte Untersuchung von B

ke

lut

unterschiedlich ausfielen.

Bei meinen 100 Fällen zeigte

der Krötentest eine Treffsicherheit von 97mal

3 Fälle waren falsch-negativ. =

der HCG-Ortho-Schwangerschaftstest eine Treffsicherhel

von 96mal ;

3 Fälle waren falsch-negativ,

1 Fall falsch-positiv.

Bei Verwendung beider Teste nebeneinander konnten &le

besonderen Fällen sollte man zur sicheren Klärung ohne Anz

sehung der Kosten so verfahren. Die Durchführung der HCG- s

Ortho-Schwangerschaftsreaktion wird überall dort möglich ER

sein, wo eine hochtourige Laborzentrifuge vorhandenist. Der B

Test ist nicht billig, aber einfach. Schwierigkeiten durch Tier”

haltung und Beschaffung entfallen. Urin als Untersuchungs

ermöglicht ohne gefährdenden Zeitverlust die kontrollierende

Wiederholung. Die Schwangerschaftsuntersuchung beinhaltet

eine ärztliche Diagnose, die aus grundsätzlichen Erwägungen 4

dem approbierten Arzt vorbehalten bleiben muß. Der immu- >

nologische Humanchoriongonadotropin-Nachweis ist der erste

vom Tierversuch unabhängige brauchbare Schwangerschafts3

test. : .
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