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Der  Nachweis  yon Rhesusan t igenen  oder  von Ant ikSrpe rn  kann  au f  
versehiedene Weise  mi t  einer  der  i ibl iehen Agg lu t ina t i onsme thoden  
gefi ihrt  werden,  wobei  m a n  je nach  der W i r k s a m k e i t  der  l~eagent ien 
das Verfahren  var i ieren  wird,  um sowohl den Erfordern issen  der Empf ind-  
l ichkei t  wie auch denen der  Spezif i tgt  zu geniigen. 

Eine  der e rs ten  Fes t s t e l lungen  yon  amer ikan i seher  Seite war  (WIE- 
nER), dal~ die R e a k t i o n  mi t  in Koehsa lz  aufgesehwemmten  Blu tkSrper -  
then  und enfspreehend ve rd i inn ten  Seren in manchen  F~l len  nega t iv  
verlief,  obwohl  an  dem Vorhandense in  yon  homologen Anbigenen und  
Ant ikSrpe rn  ke in  Zweifel sein konnte .  Dagegen  konn te  m a n  eine 
posi t ive  R e a k t i o n  herbeif i ihren,  wenn m a n  die B lu tkSrpe rehen  wusch 
und in A]buminl6sung suspendier te  ( , , indirekter  Coombs tes t " ) .  Man 
k a n n  auch die du tch  in diesem Fa l l e  , ,bloekierte" (DIAMONI~ a n d  
ABELSO~) An t ik5 rpe r  sensibi l is ier ten Blu tk6rperehen  wasehen a n d  dann  
ein Ant imensehenglobul inse rum zusetzen (di rekter  Coombstes t ) .  Ebenso  
gel ingt  der  Naehweis ,  wenn m a n  die  B lu tkSrperehen  in einer Auf- 

sehwemmlmg yon  A B - S e r n m  unte rsuch t .  
WIENER meint, dab es sieh um 2 verschiedene Arten yon AntikSrpern handelt, 

univalente und biva]ente. Die bivalenten reagieren sowohl im Kochsa]z als aueh im 
AB-Serum und mit dem Coombstest positiv, die univalenten sind in Kochsalz- 
aufsehwemmung negativ. WIENER bezeiehnet sie aueh als ,,Konglutinine". Beide 
AntikSrper sind also meist nebeneinander naehweisbar und ihr VerhMtnis zu- 
einander ist noch nicht gekl/~rt. Der Titer der univalenten Antik6rper steigt 
sehr h~ufig erst an, wenn der Koebsalztiter sinkt. Andererseits ist bei kochsalz- 
positiven Seren der Konglutinintiter meistens noeh h6her. Nach unserer bisherigen 
Erfahrung haben wir sogar immer einen hSheren Konglutinintiter gefunden, wenn 
aueh bivalente Antik6rper naehweisbar waren. I)agegen hatten unsere koehsalz- 
negativen AntikSrper stets einen niedrigeren univalenten Titer als jene. Wir haben 
gewisse Bedenken gegen die von WIENE~ behauptete strenge Trennung und halten 
es aueh ffir mSglich, dab die yon ihm angewandte fraktionierte F~llung dutch 
versehieden konzentrierte NatriumsulfatlSsungen ein viel zu grober Eingriff in 
die Struktur der EiweiBkSrper ist. Nattirlich denkt der mit der Blutgrulopen- 
serologie vertraute Untersueher immer an die Analogien, welehe zu dem Problem 
der initialen I-Iemmung bestehen. Jedenfalls haben wit die Absicht, eingehend 
zu untersuehen, ob diese Phiinomene sich nicht dureh quantitative F~ktoren 
erk]~ren ]assen. 
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Bei derartigen Untersuehungen machte sich, wie wohl auch an 
anderer Stelle, bei uns bald ein fiihlbarer Mangel an AB-Seram geltend, 
wenn gr88ere Reihenexperimente angestellt werden mu~ten und wir 
haben daher gleieh die yon F I sx  nnd McGeE empfohlene Gelatine- 
]6sung aufgegriffen, die inzwischen auch yon der Industrie (SGsMIDT- 
MA~S) als besonders wertvolles Substitutionsmittel fiir AB-Serum 
propagiert  worden ist. Die GelatinelSsung sell durch ihre koh~sive 
Kraf t  in unspezifischer Weise die Konglutination erleichtern, einen 
hSheren Titer anzeigen a]s der AB-Serumtest  und daher besonders zur 
Sehnellbestimmnng geeignet sein. 

Die angegebenen Titer sind ganz ungewShnlich hoeh. Fiit nnseren 
GelatinelSsungen haben wir, was gleich vorweg gesagt werden soll, 
11iemals einen hSheren Titer erreicht a ls mit  AB-Serum, es sei denn aul~ 
Kosten der Spezifit~t. Den Endstufen der Verdiinnungsreihen konnte 
man bei der mikroskopischen Ablesung nicht mehr ansehen, ob die 
gefundenen Agglutinate (Konglntinate) spezifisch oder unspezifiseh 
waren. Das gilt vor allem ffir hochprozentige GelatinelSsungen. 

Als wit die gleichen Versuche mit  der yon der Indnstrie heraus- 
gebrachten ,,KonglntininlSsung" (5%ige Gelat ine)anste l l ten,  waren 
die Titer auch nieht hSher als mit  AB-Serum. Verminderten wir die 
Konzentrat ion der Gelatine, so sank der Titer ab und je mehr man sich 
in der Verdiinnung der einfachen gepufferten Salzl6sung n~herte, um so 
n~her kam man anch dem Titer, der beam gewShnlichen Test in Koch~ 
salzlSsnng auf bivalente AntikSrper erzielt wird. Es hatte also den 
Anschein, dal~ mit  der fallenden Kohgsion der Suspendierfitissigkeit 
auch der Titer f~tll% was die Vermutung aufkommen lieB, dal~ die Titer- 
hShe eine Frage der Viseosit~t ist oder mit  anderen Worten yon der 
Sedimentationsgeschwindigkeit der Erythrocyten abhangt.  Somit w~ren 
Agglutination nnd Konglntination gleiche Ph~nomene, die sich nur in 
der Zeit unterscheiden, in der die BlntkSrperchen in Sehwebe gehalten 
miteinander reagieren kSnnen. 

Auf ein Verf~hren, d~s sich diese Gesichtspunkte vielleicht unbewuttt zum 
Vorteil zuordnet, mSch~en wir bei dieser Gelegenheit hinweisen. Es h~ndelt sich 
um die Cupill~rmethode yon Cgow~, der ~uf dus PO~SOLDsshe Verf~hren zurtick- 
greift 1. Der Vorteil liegt nnseres Erachtens nicht nur in der Serumersp~rnis, wie 
DAg~ meint (wir benStigen weder zum Objekttr~gertest, noch zur RShrchentestung 
eine grS~ere Serummenge), sondern vor ~tlera in der langs~men, verzSgerten 
Sedimentation in einer l~ngen C~pillgre. Cgow~ stellt seine C~pill~ren noch d~zu 
in ~5 ~ Schrgge auf. 

Die von uns angestellten Versuche sollten das Wesen der Konglut~- 
nation in ihrer physikalisehen Grundlage belenchten. Die Gelatine- 
]5sungen wurden zuerst nach dem Rezept  yon FISK und Mc GEE ange- 
fertigt : x g Gelatine, 1 g sekund~res l~atriumphosphat,  100,0 Aqua desto 

Allerdings ohne t)ONSOLD ZU nennen. 
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Naeh 24 Std Quellungszeit 2 Std Aufenthalt im Autoklaven bei 1200 C 
und 1,1 Atii. Der entstehende Bodensatz wurde abfiltriert (ursprfinglich 
hielten F~sx und Mc GEE ihre LSsungen nur 15 rain irn Autoklaven). 
Wir prtiften nun unter Anwendung der R5hrchenmethode die TiterhShe, 
die sich rait versehieden konzentrierten GelatinelSsungen erzielen lie~. 
Dabei ,konnte bis zu einer bestiraraten Konzentration eine ansteigende 
Tendenz beobachtet werden. Ab 8% begann die Pseudoagglutination. 
Alle Versuehe wurden rait deraselben Rh-Serum anges%ellt (AB-Serura- 
titer 512, ~aC1-Titer 64), Austestung gegen R1R1-BlutkSrperchen. Mit 
einem 2. Serum (Serum Ha gegen R1R2-BlutkSrperehen ) war das Ergebnis 

Tabelle 1. AbMinglgkeit des Konglutinin- 
titers yon der Gelatinekonzentratlon. Die 

Autoklavenzeit betrug 2 Std. 
(Mikroskopische Ablesung.) 

{ T i t e r  
G e l a t i n e  

S e r u m  
% x : R1 R1 

0,7 
2,0 
4,0 
6,0 
8,0 

128 
128 
256 
512 

Pseudo - 
agglutinate 

~ e r n m  
Ha : R1 R2 

32 
128 
128 
256 

Pseudo. 
agglutinate 

gleich. Die 8 % ige LSsung zeigt be- 
reits eine positive Leerkontrolle: 

Sofort ~nderte sich das Bild, 
wenn die 8%ige bzw. sogar eine 
10 % ige Gelatinel5sung einera liin- 
geren Aufenthalt im Autoklaven 
ausgesetzt wurden. Die Visco- 
s i t~  sank sofort auf Werte,  
die denen der 4%igen und der 
6 %igen LSsung glichen und da- 
mit ~nderte sich auch der Titer. 
Die Reaktionen waren durchaus 
spezifisch und gut brauchbar: Die 

8%ige GelatinelSsung ergab bei 4stiindigem Autoklavenaufenthalt mit 
denselben Reagentien einen Titer yon 1:256 und die 10%ige ergab beim 
gleichen Autoklavenaufenthal% iiberraschenderweise denselben Titer. 

Es dr~ngte sich nun die Frage auf, welcher Umbau in der Gelatine 
durch den l~ngeren Autoklavenaufenthalt vorgeht. Zun~chst mul]te 
natiirlich rait Rficksicht auf die Erfahrungen der Technologie der Gela- 
tine an die Viscosits gedacht werden. Es schien uns sehr wahrscheinlich, 
dab die Titerh5he im Gelatinetest v o n d e r  Viscositi~t abh~ngt, dab es 
also, wie bereits erw~hnt, auf die Sedimentationsgeschwindigkeit an- 
korarat, die ja der Viscositiit parallel li~uft. 

Eine Reihe yon Versuchen hat dies bes%iitigt. Zahlenangaben h~tten 
bier keinen Zweck, da es sich nur ura Vergleichsmessungen handelte. 
Wir haben ein einfaches Auslaufviscosiraeter eingesetzt und die Sedi- 
mentationsgeschwinRigkeit in einem Modellversuch raittels paraffin- 
fiberzogener Glaskugeln geraessen. Die beiden Werte k5nnen jederzeit 
yon ]edera Untersucher ohne Sehwierigkeiten geraessen werden und 
laufen einander parallel. Da es hier nicht auf exakt auf Wasser bezogene 
Werte ankoramt, sondern nur auf Vergleichsmessungen, kann man die  
beiden Methoden anhaftende Fehlerquelle der Wirbelbildung ohne 
weiteres in Kauf  nehraen. 
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Wir haben nun mit 2 GelatinelSsungen yon verschiedener Kon- 
zentration (8%ig und 4%ig) die Titerverh~Itnisse bei versehiedenen 
Au~oklavenzeiten untersucht und mit der Viscosit~t verglichen. Dabei 
zeigte sieh yon 1--4 Std Autoklavenaufenthal~ ein Ansteigen der Titer- 
werte bei gleiehzeitigem Absinken der Viesosit~t. Bei 6stfindigem Auf- 
enthalt im Autoklaven sank die ViscositKt natiirlich waiter ab, aber 
aueh der Titer fiel (Abb. 1). Die Werte wurden bei beiden Gelatine- 
15sungen mit denselben Reagentien (Serum und TestbhtkSrperchen) 
erhalten. Weitere Versuehe best~tigten, dal~ die gleiche TRerhShe mit 
GelatinelSsungen verschiede- 

256" I 
net Konzentrat ion bei gleicher z~er 
Aatoklavenzeit erzielt werden 120 
kann. Auch fiir eine Gela- 
tinelSsung yon 10% ist das ~ 
Optimum der Autoklavenzeit ~5 

[ 

4 Std. Das bedeutet also, dab zo 2,O ~2 
es bei der GelatinelSsung we- 
niger auf die Konzentration 
als vielmehr auf die optimale ~ , ~8 
Aufenthaltszeit im Autoklaven 
ankommt. Die Autoklavenzeit 
steht zwar, wie vorhin ge- 
zeigt, in einem bestimmten 
Verhi~ltnis zur Viscosit~tt, as ist 
aber ersichtlieh, dab Gelatine- 

q % - # e l a t i n e l b ' s u n q A  

I -  \ 

~ 1" \\% 

! I I ] I 
7 2 3 ~ Y Sfd. w 

Auloklarcnze/l 

A;ob. 1. Abh~ngigkeit des R-onglutinintiters yon 
der Autoklavenzeit. Der Viscosit~tsabfall der 
4: %igen GelatinelSsung ist eingezeichnet (dfinne 

~l~sgezogene ]Kurve). 

15sungen, die in ihrer Viscosit/~t infolge des Konzentrationsunter- 
schiedes (4% bzw. 10%) auch bei gleicher Autoklavenzeit noch grob 
differieren, ein gemeinsames Optimum dieser Autoklavenzeit haben. 
Die Sedimentationsgeschwindigkeit ist also fiir die St~rke der Kon- 
glutinationsreaktion nicht allein entscheidend. 

Man kann aus den Versuchen ersehen, dai3 man mit GelatinelSsungen 
geringerer Konzentration Titer erreicht, die hSherprozentigen LSsungen 
entsprechen. O//enbar liegt das an einem Wechselspiel zwischen der dutch 
den Autoklavenau/enthalt herausgelSsten Glutinsubstanz und der Viscositiit: 
Hochprozentige LSsungen hemmen bei dem Optimum der Autoklavenzeit die 
Konglutination zwar dutch noch zu hohe Viscositiit, aber sie enthalten mehr 
Glutinsubstanz. Niederprozentigen L6sungen /ehlt die hemmende zu hohe 
Viscositdt, 8ie enthalten aber wenig Glutinsubstanz (LI~sEGA_WG). Das 
gemeinsame Optimum der LSsungen verschiedener Konzentration deutet 
darauf  hin, dab es bei Verl/ingerung der Autoklavenzeit zu tiefgreifenden 
Umbauvorg~ngen in der wirksamen (Glutin-?)Substanz kommt. _&us 
der Abb. 1 ist ersichtlich, dab das Autokl~venzeitoptimum bei der hSher 
konzentrierten L6sung viel schi~rfer ausgepr/igt ist, als bei der weniger 
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konzentrierten.  Da.s unterst i i tzt  die Vermutung,  dab bei Autoklaven-  
~ufenthalt  fiber 4 Std eine Sch&digung der Glut insubstanz auf t re ten 
dfirfte. Prakt iseh ist daraus die Folgerung zu ziehen, dab man  bei 
steigender Konzent ra t ion  der GelatinelSsung vermehrte  Sorgfalt auf  die 
Ermi t t lung  des opt imalen Aufschlusses verwenden mul3. Dal3 hierbei 
der angewandte  Dampfdruck  berfieksichtigt werden mul~, ist selbst- 
verst~ndlich. 

Zusammen/assung. 
Bei der Verwendung yon  GelatinelSsung zum Konglut inintes t  ha t  

sich gezeigt, dab ffir die TiterhShe die prozentuale Konzen t ra t ion  nieht 
allein entseheidend ist, sondern da~ es im wesentlichen auf  die Technik 
der Verarbei tung ankommt.  Das Opt imum der Wirksamkei t  einer 
GelatinelSsung ist n&mlich yon  der Konzent ra t ion  nichr so sehr ~bhi~ngig 
wie yon  der Autoklavenzeit .  Aus unseren Versuchen ergab sich, dal~ 
mit  der GelatinelSsung kein hSherer Titer  erreicht werden kann,  als 
mit  AB-Serum. Dennoeh ist der Gelatinetest aus der Arbeit  bei der 
Rhesusuntersuchung nicht mehr  wegzudenken. Gelatine]Ssungen sind 
jederzeit billig herzuste]]en End liefern vollwertige und  hervorragend 
klare Resultate.  Es sei jedoch davor  gewarnt,  mit  seh]echt behandel ten 
oder zu hoeh konzentr ier ten LSsungen zu arbeiten oder die Erwar tungen  
einer l~eaktionsverst~rkung an sich niedertitriger Seren dureh Arbeiten 
in Gelatine zu hochzuschrauben oder gar eine positive l~eaktion dort  
zu erwarten,  wo wegen Fehlens yon  AntikSrpern oder Receptoren schon 
ira AB-Serumtes t  keine positive Reakt ion  zu erzie]en ist. 
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