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Der Nachweis von Rhesusantigenen oder von Antikérpern kann auf
verschiedene Weise mit einer der iblichen Agglutinationsmethoden
gefiithrt werden, wobel man je nach der Wirksamkeit der Reagentien
das Verfahren variieren wird, um sowohl den Erfordernissen der Empfind-
lichkeit wie auch denen der Spezifitit zu geniigen.

Eine der ersten Feststellungen von amerikanischer Seite war (WiE-
~NER), daB die Reaktion mit in Kochsalz aufgeschwemmten Blutkorper-
chen und entsprechend verdiinnten Seren in manchen Fillen negativ
verlief, obwohl an dem Vorhandensein von homologen Antigenen und
Antikérpern kein Zweifel sein konnte. Dagegen konnte man eine
positive Reaktion herbeifiihren, wenn man die Blutkérperchen wusch
und in Albuminlésung suspendierte (,,indirekter Coombstest). Man
kann auch die durch in diesem Falle ,,blockierte’ (DiamoNDn und
ApELsoN) Antikérper sensibilisierten Blutkérperchen waschen und dann
ein Antimenschenglobulinserum zusetzen (direkter Coombstest). Ebenso
gelingt der Nachweis, wenn man die Blutkorperchen in einer Auf-
schwemmung von AB-Serum wuntersucht.

WIENER meint, daf es sich um 2 verschiedene Arten von Antikdrpern handelt,
univalente und bivalente. Die bivalenten reagieren sowohl im Kochsalz als auch im
AB-Serum und mit dem Coombstest positiv, die univalenten sind in Kochsalz-
aufschwemmung negativ. WIENER bezeichnet sie auch als ,,Konglutinine*. Beide
Antikérper sind also meist nebeneinander nachweisbar und ihr Verhaltnis zu-
einander ist noch nicht geklart. Der Titer der univalenten Antikdrper steigt
sehr haufig erst an, wenn der Kochsalztiter sinkt. Andererseits ist bei kochsalz-
positiven Seren der Konglutinintiter meistens noch héher. Nach unserer bisherigen
Erfahrung haben wir sogar immer einen héheren Konglutinintiter gefunden, wenn
auch bivalente Antikérper nachweisbar waren. Dagegen hatten unsere kochsalz-
negativen Antikorper stets einen niedrigeren univalenten Titer als jene. Wir haben
gewisse Bedenken gegen die von WIiENER behauptete strenge Trennung und halten
es auch fiir moglich, daB die von ihm angewandte fraktionierte Fallung durch
verschieden konzentrierte Natriumsulfatlésungen ein viel zu grober Eingriff in
die Struktur der EiweiBkorper ist. Natiirlich denkt der mit der Blutgruppen-
serologie vertraute Untersucher immer an die Analogien, welche zu dem Problem
der initialen Hemmung bestehen. Jedenfalls haben wir die Absicht, eingehend
zu untersuchen, ob diese Ph#nomene sich nicht durch quantitative Faktoren
erkldren lassen.
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Bei derartigen Untersuchungen machte sich, wie wohl auch an
anderer Stelle, bei uns bald ein fiihlbarer Mangel an AB-Serum geltend,
wenn groflere Reihenexperimente angestellt werden mufiten und wir
haben daher gleich die von Fisg und McGee empfohlene Gelatine-
16sung aufgegriffen, die inzwischen auch von der Industrie (ScEMIDT-
MANN) als besonders wertvolles Substitutionsmittel fiir AB-Serum
propagiert worden ist. Die Gelatinelosung soll durch ihre kohisive
Kraft in unspezifischer Weise die Konglutination erleichtern, einen
héheren Titer anzeigen als der AB-Serumtest und daher besonders zur
Schnellbestimmung geeignet sein.

Die angegebenen Titer sind ganz ungewshnlich hoch. Mit unseren
Gelatinelosungen haben wir, was gleich vorweg gesagt werden soll,
niemals einen hoheren Titer erreicht als mit AB-Serum, es sei denn auf
Kosten der Spezifitdt. Den Endstufen der Verdiimnungsreihen konnte
man bei der mikroskopischen Ablesung nicht mehr ansehen, ob die
gefundenen Agglutinate (Konglutinate) spezifisch oder unspezifisch
waren. Das gilt vor allem fiir hochprozentige Gelatinelésungen.

Als wir die gleichen Versuche mit der von der Industrie heraus-
gebrachten , Konglutininlésung® (5%ige Gelatine) anstellten, waren
die Titer auch nicht hoher als mit AB-Serum. Verminderten wir die
Konzentration der Gelatine, so sank der Titer ab und je mehr man sich
in der Verdiinnung der einfachen gepufferten Salzlésung niherte, um so
néher kam man auch dem Titer, der beim gewéhnlichen Test in Koch-
salzlosung auf bivalente Antikorper erzielt wird. Es hatte also den
Anschein, daf mit der fallenden Kohision der Suspendierflilssigkeit
auch der Titer fillt, was die Vermutung aufkommen lie3, daB die Titer-
héhe eine Frage der Viscositdt ist oder mit anderen Worten von der
Sedimentationsgeschwindigkeit der Erythrocyten abhiingt. Somit wiren
Agglutination und Konglutination gleiche Phinomene, die sich nur in
der Zeit unterscheiden, in der die Blutkirperchen in Schwebe gehalten
miteinander reagieren konnen.

Auf ein Verfahren, das sich diese Gesichtspunkte vielleicht unbewuBt zum
Vorteil zuordnet, méchten wir bei dieser Gelegenheit hinweisen. Es handelt sich
um die Capillarmethode von CHOWN, der auf das Powsornpsche Verfahren zuriick-
greift!. Der Vorteil liegt unseres Erachtens nicht nur in der Serumersparnis, wie
Danr meint (wir benstigen weder zum Objekttrigertest, noch zur Réhrehentestung
eine gréfere Serummenge), sondern vor allem in der langsamen, verzégerten
Sedimentation in einer langen Capillare. CHowx stellt seine Capillaren noch dazu
in 45° Schrige auf.

Die von uns angestellten Versuche sollten das Wesen der Kongluti-
nation in ihrer physikalischen Grundlage beleuchten. Die Gelatine-
I6sungen wurden zuerst nach dem Rezept von Fisk und McGEE ange-
fertigt: x g Gelatine, 1g sekundéres Natriumphosphat, 100,0 Aqua dest.

* Allerdings ohne PoNSOLD zu nennen.
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Nach 24 Std Quellungszeit 2 Std Aufenthalt im Autoklaven bei 120° C
und 1,1 Atii. Der entstehende Bodensatz wurde abfiltriert (urspriinglich
hielten F1sg und McGEE ihre Lésungen nur 15 min im Autoklaven).
Wir priiften nun unter Anwendung der Réhrehenmethode die Titerhohe,
die sich mit verschieden konzentrierten Gelatinelosungen erzielen lieB.
Dabei konnte bis zu einer bestimmten Konzentration eine ansteigende
Tendenz beobachtet werden. Ab 8% begann die Pseudoagglutination.
Alle Versuche wurden mit demselben Rh-Serum angestellt (AB-Serum-
titer 512, NaCl-Titer 64), Austestung gegen R,R,-Blutkérperchen. Mit
einem 2. Serum (Serum Ha gegen R,R,-Blutkérperchen) war das Ergebnis

gleich. Die 8 %ige Losung zeigt be-

Tabelle 1. Abhdngigkeit des Konglutinin- reits eine positivé Leerkontrolle.

titers von der Gelatinekonzentration. Die

Awutoklavenzeit betrug 2 Std. Sofort édnderte sich das Bild,
(Mikroskopische Ablesung.) wenn die 8%ige bzw. sogar eine

\ Titer 10%ige Gelatinelosung einem lén-

Gelatine Sorum | Serum geren Aufenthalt im Autoklaven
% _ X RR, | Ha:RiRi  gauggesetzt wurden. Die Visco-
0.7 ] 128 39 sitit sank sofort auf Werte,
2,0 : 128 128 die denen der 4%igen und der
‘é’g gfg ;gg 6%igen Losung glichen und da-
8.0 ‘ Pseudo- Pseudo- mit #nderte sich auch der Titer.
agglutinate | agglutinate ~ Die Reaktionen waren durchaus

spezifisch und gut brauchbar: Die
8%ige Gelatinelosung ergab bei 4stiindigem Autoklavenaufenthalt mit
denselben Reagentien einen Titer von 1:256 und die 10 %ige ergab beim
gleichen Autoklavenaufenthalt iiberraschenderweise denselben Titer.

Es dringte sich nun die Frage auf, welcher Umbau in der Gelatine
durch den lingeren Autoklavenaufenthalt vorgeht. Zundchst muBte
natiirlich mit Riicksicht auf die Erfahrungen der Technologie der Gela-
tine an die Viscositit gedacht werden. Es schien uns sehr wahrscheinlich,
dafBl die Titerhohe im Gelatinetest von der Viscositdt abhingt, daf es
also, wie bereits erwihnt, auf die Sedimentationsgeschwindigkeit an-
kommt, die ja der Viscositét parallel lauft.

Eine Reihe von Versuchen hat dies bestitigt. Zahlenangaben hitten
hier keinen Zweck, da es sich nur um Vergleichsmessungen handelte.
Wir haben ein einfaches Auslaufviscosimeter eingesetzt und die Sedi-
mentationsgeschwindigkeit in einem Modellversuch mittels paraffin-
iiberzogener Glaskugeln gemessen. Die beiden Werte konnen jederzeit
von jedem Untersucher ohne Schwierigkeiten gemessen werden und
laufen einander parallel. Da es hier nicht auf exakt auf Wasser bezogene
Werte ankommt, sondern nur auf Vergleichsmessungen, kann man die
beiden Methoden anhaftende Fehlerquelle der Wirbelbildung ohne
weiteres in Kauf nehmen.
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Wir haben nun mit 2 Gelatinelosungen von verschiedener Kon-
zentration (8%ig und 4%ig) die Titerverhiltnisse bei verschiedenen
Autoklavenzeiten untersucht nnd mit der Viscositét verglichen. Dabei
zeigte sich von 1--4 Std Autoklavenaufenthalt ein Ansteigen der Titer-
werte bei gleichzeitigem Absinken der Viesositdt. Bei 6stindigem Auf-
enthalt im Autoklaven sank die Viscositit natiirlich weiter ab, aber
auch der Titer fiel (Abb. 1). Die Werte wurden bei beiden Gelatine-
Iosungen mit denselben Reagentien (Serum und Testblutkérperchen)
erhalten. Weitere Versuche bestatigten, dall die gleiche Titerhohe mit
Gelatinelosungen verschiede-

ner Konzentration bei gleicher ;if 4% - Gelohinelisung /11 N

. - — %~ » ”»
Autoklavenzeit erzielt werden PR
kann. Auch fiir eine Gela-
tineldsung von 10% ist das sk 4 .
Optimum der Autoklavenzeit | e \
4 Std. Das bedeutet also, daf3 2 szl 7 N
es bei der Gelatinelosung we- I; ‘
niger auf die Konzentration g, |,
als vielmehr auf die optimale =
Aufenthaltszeit im Autoklaven — ; 1o’
ankommt. Die Autoklavenzeit — e dutohlvenzelt

steht zwar, wie vorhin ge- Abb.1. Abhangigkeit des Konglutinintiters von

. . . - der Autoklavenzeit. Der Viscositdtsabfall der
Zelg’b, n - ememnl be§t1mmt§n 4 %igen Gelatineldsung ist eingezeichnet (diinne
Verhéltnis zur Viscositit, esist ausgezogene Kurve).

aber ersichtlich, daB Gelatine-

losungen, die in ihrer Viscositiét 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 Stirke der Kon-
glutinationsreaktion nicht allein entscheidend.

Man kann aus den Versuchen ersehen, dafl man mit Gelatinelssungen
geringerer Konzentration Titer erreicht, die hoherprozentigen Losungen
entsprechen. Offenbar liegt das an einem Wechselspiel ziwischen der durch
den Autoklavenaufenthalt herausgelosten Glutinsubstanz und der Viscositit:
Hochprozentige Losungen hemmen bei dem Optimum der Autoflavenzeit die
Konglutination zwar durch noch zu hohe Viscositiit, aber sie enthalten mehr
Glutinsubstanz. Niederprozentigen Losungen fehlt die hemmende zu hohe
Viscositit, sie enthalten aber wenig Glutinsubstanz (LiEsEcane). Das
gemeinsame Optimum der Losungen verschiedener Konzentration deutet
darauf hin, daB es bei Verlingerung der Autoklavenzeit zu tiefgreifenden
Umbauvorgingen in der wirksamen (Glutin-?)Substanz kommt. Aus
der Abb. 1 ist ersichtlich, daBl das Autoklavenzeitoptimum bei der hoher
konzentrierten Losung viel schirfer ausgepriigt ist, als bei der weniger
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konzentrierten. Das unterstiitzt die Vermutung, daB bei Autoklaven-
aufenthalt iiber 4 Std eine Schidigung der Glutinsubstanz auftreten
diirfte. Praktisch ist daraus die Folgerung zu ziehen, dall man bei
steigender Konzentration der Gelatineldsung vermehrte Sorgfalt auf die
Ermittlung des optimalen Aufschlusses verwenden mufl. Dal hierbei
der angewandte Dampfdruck beriicksichtigt werden mul}, ist selbst-
versténdlich.

Zusammenfassung.

Bei der Verwendung von Gelatinelésung zum Konglutinintest hat
sich gezeigt, daB fiir die Titerhohe die prozentuale Konzentration nicht
allein entscheidend ist, sondern dafi es im wesentlichen auf die Technik
der Verarbeitung ankommt. Das Optimum der Wirksamkeit einer
Gelatinelosung ist ndmlich von der Konzentration nicht so sehr abhingig
wie von der Autoklavenzeit. Aus unseren Versuchen ergab sich, daf
mit der Gelatinelosung kein hoherer Titer erreicht werden kann, als
mit AB-Serum. Dennoch ist der Gelatinetest aus der Arbeit bei der
Rhesusuntersuchung nicht mehr wegzudenken. Gelatinelgsungen sind
jederzeit billig herzustellen und liefern vollwertige und hervorragend
klare Resultate. Es sei jedoch davor gewarnt, mit schlecht behandelten
oder zu hoch konzentrierten Losungen zu arbeiten oder die Erwartungen
einer Reaktionsverstirkung an sich niedertitriger Seren durch Arbeiten
in Gelatine zu hochzuschrauben oder gar eine positive Reaktion dort
zu erwarten, wo wegen Fehlens von Antikorpern oder Receptoren schon
im AB-Serumtest keine positive Reaktion zu erzielen ist,
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