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(Direktor: Prof. Dr. H. K y an k)

Ergebnisse eines immunologischen Schwangerschaftstestes
mit Buna-Latex'

Von H. Wilken
Mit 1 Abbildung

Die Einfiihrung immunologischer Testverfahren zur Friithdiagnose der Schwan-
gerschaft durch Wide und Gemzell sowie McKean im Jahre 1960 hat sich
als Fortschritt erwiesen. Die Vorteile dieser Methoden sind einmal ihre grole Emp-
findlichkeit, zum anderen die technisch einfache und schnelle Durchfiihrung sowie
die Unabhingigkeit von Versuchstieren. Das Prinzip der immunologischen Schwan-
gerschaftsteste beruht bekanntlich auf dem Antigencharakter des Choriongonado-
tropin (HCG), der bereits 1937 bis 1942 durch Zondek und Sulman gesichert
werden konnte. Durch Immunisierung von Kaninchen mit HCG 148t sich ein Immun-
serum mit Antikorpern gegen HCG gewinnen. Bringt man dieses anti-HCG-Serum

! Nach einem Vortrag vor der Gesellschaft fiir Geburtshilfe und Gyniikologie in Berlin am 14. 2. 1964,
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mit einer Losung von freiem HCG zusammen, so erfolgt eine Antigen-Antikérper-
Reaktion, die jedoch unsichtbar ist. Durch Bindung des als Antigen fungierenden
HCG an bestimmte Tragersubstanzen 148t sich die Reaktion sichtbar machen. Der
eigentliche Schwangerschaftstest besteht nun darin, da man das anti-HCG-Serum
vor der Reaktion mit dem Patientenurin inkubiert., Ist die Patientin gravide, so
enthélt der Urin freies HCG. Dieses bindet sich an die HCG-Antikérper und neutra-
lisiert sie, so daB die nachfolgende Reaktion negativ wird. Enthilt der Urin dagegen
kein HCG, so bleiben die Antikérper unberiihrt und bewirken beim Zusammen-
bringen mit den HCG-beladenen Testpartikeln eine Agglutination. Der Nachweis
von HCG und die Schwangerschaftsdiagnose erfolgt also durch eine Agglutinations-
hemmung,.

Die Industrie hat inzwischen auf diesem Prinzip beruhende Testbestecke her-
ausgebracht. Es handelt sich um den »Pregnosticon-Test“ der Firma Organon, bei
dem als Testpartikel besonders praparierte Schafserythrozyten verwendet werden.
Beim ,,Ortho-Schwangerschaftstest“ der Ortho-Laboratories dienen Latex-Teilchen
als Trégersubstanz.

Der Pregnosticon-Test ist hochempfindlich und gestattet den Nachweis von 0,1
bis 0,2 IE HCG (Frank; Lemke und Lauritzen ;s Richter und Arnold).
Das entspricht einer HCG-Ausscheidung von 500 bis 1000 IE pro Liter. Da die HCG-
Ausscheidung nach Wide und Gem zell bis zur 3. Schwangerschaftswoche 1000
bis 10000 IE/1 betrdgt und in der 8 Woche ein durchschnittliches Maximum von
160000 IE/1 erreicht, ist durch diesen Test schon eine sehr friihe Schwangerschafts-
diagnose méglich. Er wird bereits am 38. bis 40. Tag nach der letzten Menstruation
positiv. Ein gewisser Nachteil des Testes besteht jedoch darin, daB auch bestimmte
andere Gonadotropine eine positive Reaktion hervorrufen kénnen. So soll nach
Wide und Gemzell zwischen HCG und LH eine Antigenverwandtschaft be-
stehen, die zu einer Kreuzreaktion fiithrt. Dadurch wird es im Prinzip moglich, durch
Agglutinationshemmung zwischen anti-HCG-Serum und HCG-beladenen Erythro-
zyten auch LH nachzuweisen. Dagegen ermittelten Lemke und Lauritzen
Kreuzreaktionen zwischen HCG und FSH. Der Test reagiert jedoch nicht auf LTH,

daB man den Urin von Frauen im klimakterischen Alter 1 :1 verdiinnt.

Uber die klinischen Erfahrungen mit dem Pregnosticon-Test liegen bereits zahl-
reiche Berichte vor. Danach liegt die Treffsicherheit zwischen 95 und 99% (Robyn
und Mitarb.; Southam und Mitarb.; Philadelphy und Loewit; vander
Molen und Mitarb.; Richter und Arnold; Frank; Keller und Erb;
Brosswitzund Lohme Yy er). Bei den Fehlergebnissen handelt es sich meistens
um falsch-positive Teste, welche durch die hohe Empfindlichkeit und die Gruppen-
spezifitdt mit den anderen Gonadotropinen bedingt sind. Falsch-negative Ergebnisse
sind beim Pregnosticon-Test ausgesprochen selten.

Der Ortho-Schwangerschaftstest ist weniger empfindlich. Mit ihm lassen sich
15IE (nach Angaben der Hersteller) und 6 IE (nach Lemke und Lauritz en)
erfassen. Richterund Arnol d bestimmten eine Empfindlichkeit von 10000 IE/I,
Dementsprechend gibt es hiufiger falsch-negative Ergebnisse. Seine Treffsicherheit
liegt nach Angaben der Ortho Pharmaceutical Corporation an 1000 Fillen bei 97,3%.
Andere Autoren (Bottger; Weegmann;Santoni ;Fenner; Henry und
Mitarb.; Lemke und Lauri tzen) bestimmten eine Fehlerquote von 2 bis 6%.
Der Nachteil dieser Methode besteht vor allem in ihrer geringeren Empfindlichkeit
und in einer komplizierten Versuchsanordnung.

Eigene Untersuchungen

In der DDR steht bisher kein immunbiologisches Nachweisverfahren fiir HCG
zur Verfligung. Es erschien deshalb von Interesse, eine derartige Methode auf der
Grundlage des Prinzips der Agglutinationshemmung zu entwickeln.
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Material und Methodik

Aus der Uberlegung, daB synthetische
Substanzen linger haltbar sind als Ery-
throzyten, wurde Latex als Tragersub-
stanz gewihlt.! Dabei war zunéchst zu
priifen, ob Buna-Latex fiir die Durchfiih-
rung der indirekten Agglutination tiber-
haupt geeignet ist. Weiterhin war die am
besten geeignete Sorte sowie deren Ge-
brauchsverdiinnung zu ermitteln. Am
gﬁnstigsten erwies sich Buna-Latex NSH
in einer Verdiinnung mit Boratpuffer von
PH 8,2.

Als HCG-Priparat zur Beladung der
Latexteilchen diente Gonabion (Arznei-
mittelwerk Dresden). Bei der Gonabion-
Latexverbindung mufte die optimale
Gonabionkonzentration festgestellt wer-
den, die gerade ausreicht, um alle Latex-
teilchen zu beladen, und verhindert, daB3
freies HCG in Losung bleibt.

In umfangreichen Vorversuchen wur-
den diese Bedingungen ermittelt, wobei
als Antiserum ein anti-HCG-Serum vom
Kaninchen Verwendung fand. Die Ge-
winnung des Immunserum gegen HCG Abb. 1. Immunologischer Schwangerschaftstest mit
erfolgte durch Sensibilisierung von Ka- Buna-Latex (links negativ, rechts positiv)
ninchen mit Gonabion und Freundschem
Adjuvans nach einem bestimmten Schema. In weiteren Versuchen wurden dann die
Bedingungen fiir die Agglutinationshemmung durch HCG-haltigen Schwangerenurin
und fiir das Ausbleiben derselben bei Nichtschwangerenurin ermittelt und die Me-
thode auf ein Mindestmaf an zeitlichem Aufwand reduziert.

Der endgiiltige Test besteht aus folgenden Arbeitsgidngen:

1. Filtrieren des Urin

2.0,2ml Urin + 0,2ml anti-HCG-Serum 37 °C (Wasserbad) 1 Stunde
3.0,4 ml Urin-Antiserum-Gemisch
-+ 0,2ml Gonabion-Latex 37 9C (Wasserbad) 1 Stunde
4, Zentrifugieren 5000 U/min 3 min
etwa 2 Stunden
5. Ablesung:
Agglutination (Uberstand Kklar) — negativ (keine Schwangerschaft)

Agglutinationshemmung (Losung tritbe) = positiv (Schwangerschaft)

Ergebnisse

Die Bewertung erfolgte in positiv, negativ und schwach positiv, wobei das letz-
tere Ergebnis als unsicher angesehen und moglichst mit Morgenurin wiederholt
wurde.

Die bisherigen Ergebnisse gehen aus Tabelle I hervor.

Tabelle I. Latexteste bei Nicht- und Frithschwangeren

ins- richtig
gesamt | positiv

richtig falsch falsch Treff-
negativ | positiv | negativ sicherheit

282 90 | ™ ol 94,7 9,

— | — —

267 15

1 Den Buna-Werken sind wir fiir die Uberlassung von verschiedenen Latex-Sorten zu Dank verpflichtet.
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Es wurden nur Teste von Patientinnen ausgewertet, bei denen der weitere
Verlauf, wiederholte Krétenteste oder Abrasio eine sichere Diagnose stellen lieBen.
17 Teste wurden nicht in die Bewertung einbezogen, weil keine weiteren Kontrol-
len erfolgten und die endgiiltige Diagnose unsicher blieb. Von insgesamt 282 Testen
waren 77 richtig negativ und 190 richtig positiv. Bei den positiven Testen handelt
es sich ausschlieBlich um Frauen bis zum 5. Schwangerschaftsmonat. 3mal fand sich
ein falsch-positives Ergebnis, und zwar jedesmal bei Patientinnen mit einer Ame-
norrhoe von 6 Wochen bis 4 Monaten, bei denen sich spater klinisch keine Graviditit
herausstellte. Moglicherweise handelt es sich um hypergonadotrope Amenorrhoen,
so daB3 der positive Ausfall durch hohe Werte hypophysirer Gonadotropine bedingt
war. 12 Teste bei sicher schwangeren Frauen in der 6. bis 16. Woche waren negativ.
Auf die moglichen Ursachen wird in der Besprechung der Ergebnisse noch einzu-
gehen sein.

Die Tabelle II zeigt einen Vergleich zwischen Latex- und Krotentesten.

Tabelle IT. Vergleich zwischen Latex- und Krotentesten

. ; Frosch-Test Latex-Test
;: ;mt einsttjilr;f;un falsch falsch falsch falsch
g g negativ positiv | negativ | positiv

157 120 23 4 8 2

(Frithgrav. 3)

(EU 3)

(Abortus 17) .

. R
27 10

Es handelt sich bei den in Tabelle II ausgewerteten Latex- und Krotentesten
nur um solche, die gleichzeitig am selben Tag durchgefiihrt wurden. Dabei ist zu
berticksichtigen, dal bei den Krétentesten Serum und bei den Latextesten Urin ver-
wendet wird. Auffallend sind die 23 falsch negativen Krotenteste bei positivem
Latextest, die auf eine hohere Empfindlichkeit des Latextestes hindeuten. Beson-
ders hervorzuheben sind 3 Fille von Tubargraviditét, bei denen die Latexteste die
Graviditit richtig anzeigten, wihrend wiederholte Krotenteste negativ blieben.

Neben den obenerwihnten 282 Testen bei Frith- und N ichtschwangeren wurden
120 Spétgravide untersucht. Zum gréBten Teil handelt es sich um Urine von Patien-
tinnen, die im Kreiflsaal mit Wehen zur Aufnahme kamen. Von den Testen waren
16 negativ, so daBl die Treffsicherheit in der Spétgraviditit 86,7% betrégt. Das ent-
spricht jedoch dem niedrigen HCG-Spiegel am Ende der Schwangerschaft. Nach
B 6 ttgerist auch bei den immunologischen Testen nur von der 6. Woche post men-
struationem bis zur 16.Schwangerschaftswoche mit richtigen Ergebnissen zu
rechnen.

Mit dem Latex-Schwangerschaftstest wurden auBerdem 16 Menopausenurine
untersucht. In 9 Fillen ergab sich mit dem Nativurin ein positives oder ein schwach
positives Ergebnis. Mit dem 1:1 verdiinnten Urin war der Test jedoch in allen
I'dllen negativ.

In einer weiteren Versuchsreihe wurde die Empfindlichkeit des Buna-Latextestes
gepriift. Da kein internationaler HCG-Standard zur Verfiigung stand, erfolgte die
Testung mit Gonabion (AWD). Bei den handelsiiblichen HCG-Priparaten ist mit
Schwankungen des Wirkstoffgehaltes bis zu 20% zu rechnen, was bei der Auswer-
tung berticksichtigt werden muB. Es wurde eine Empfindlichkeit von 1,2 Gonabion-
Einheiten bestimmt. Diese liegt unter der des Orthotestes und setzt fiir einen posi-
tiven Ausfall in 0,2ml Urin eine HCG-Ausscheidung von mindestens 6000 IE/I
voraus.
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Besprechung der Ergebnisse

Der Buna-Latex-Schwangerschaftstest bedeutet gegentiber den biologischen Me-
thoden eine Verbesserung des HCG-Nachweises sowohl im Hinblick auf die Ver-
suchsdauer als auch auf die Empfindlichkeit. Durch die technisch einfache Durchfiih-
rung eignet er sich auch fiir kleinere Einrichtungen, die sich eine Versuchstierhal-
tung nicht erlauben koénnen. Auch gelingt es durch diese Methode, Fille von
Extrauteringraviditiit besser und schneller zu diagnostizieren, was von besonderer
klinischer Bedeutung ist. Unbefriedigend ist jedoch die relativ hohe Zahl falsch-
negativer Teste. Allerdings stammen diese Ergebnisse zum grofiten Teil aus den
ersten Untersuchungsreihen. Am Beginn der Untersuchungen wurden einige Fak-
toren noch nicht beriicksichtigt, die fiir den Ausfall der immunologischen Teste eine
Rolle spielen kénnen. Es soll nur Urin verwendet werden, dessen spezifisches Ge-
wicht tiber 1015 liegt und der nicht dlter als 12 Stunden ist. AuBerdem wurden die
meisten Teste nicht mit Morgenurin durchgefiihrt, dessen HCG-Konzentration er-
fahrungsgemiB hoher liegt. Seitdem diese Fehlerquellen beachtet werden, sind
falsch-negative Teste sehr selten geworden. Nachstehend ein Vergleich der Emp-
findlichkeit bei den verschiedenen Methoden:

Pregnosticon-Test 500 bis 1000 IE/1
Buna-Latex-Test 6000 IE/1
Ortho-Test 10000 IE/L
Krotentest nach Galli-Mainini 10 000 bis 25 000 IE/1

Danach liegt die Empfindlichkeit des Latextestes noch an giinstiger Stelle. Es
erscheint jedoch erstrebenswert, eine Methode mit héherer Sensibilitdt zu entwik-
keln, oder die Empfindlichkeit dieses Testes durch geeignete MafBnahmen zu steigern.

‘Zusammenfassung

Es wird iiber eine Modifikation des immunologischen Schwangerschaftstestes
mit Buna-Latex berichtet. Mit dieser Methode konnen HCG-Mengen von 6000 IE/1
im Urin erfaBt werden. Damit liegt ihre Empfindlichkeit erheblich iiber der des
Krotentestes, was auch durch die mitgeteilten klinischen Erfahrungen bestatigt
wird.
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