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Immunodiagnose der Schwangerschaft bei Stuten
By

Yutaka WATANABE, Takashi SHiMoiizaxa
und Kunitada SaTd

Einleitung

Der Wunsch, die bei den Schwangerschaftsuntersuchungen gebrauchlichen
subjektiven, sinnlichen, klinischen Schwangerschaft-Unterschungsmethoden durch
objektivere optische, biochemische oder immunologische Priifungen zu ersetzen,
die vor allem eine Aussage iiber sichere Schwangerschaftszeichen der Stute
zulassen, hat mit dazu gefithrt, dass in der Veterinir—wie Humanmedizin in
zunehmendem Masse der Diagnose der Schwangerschaft erhohte Aufmerksam-
keit geschenkt wird. Uber die Verhiltnisse hieriiber beim Menschen wurde
ausfithrlich und zusammenfassend berichtet von Wine (1962, 1963), WIDE und
GEMZELL (1960).

Fussend auf dem Nachweis des Insulins nach ArQuILLA und STAVITSKY
(1956 a, b} und auf dem Nachweis des menschlichen hypophysidren Wachstum-
Hormons nach READ und STonE {1958) arbeitete WIDE eine Methodik zu dem
Nachweis des PMS-Hormons im Serum aus, nach der mit mehr oder weniger
Modifikation heute im allgemeinen gearbeitet wird.

Methodik

Die Schwangerschaftsuntersuchung des Menschen wird mittels der Im-
munisierung nach LiEpMANN (1902, 1903 a, b) durchgefiihrt. Da es sich nach
WiDe (1962) bei der Immunititsreaktion in Stuten praktisch nur um PMS,
Handelspriparate aus dem Serum schwangerer Stuten, handelt, kann die Ham-
agglutination-Inhibition-Reaktion in diesem Falle als spezeifische Schwanger-
schaftsdiagnose angesehen werden.

1) Kiinstliche Immunisierung gegen PMS

a) Antigen

Die zwei verschiedenen Arzneiwaren von Handelspréparaten aus dem Serum
schwangerer Stuten sind als die Antigen fiir die Immunisierung gebraucht
worden : “Serarumon” von TOSHIBA pharmazeutische Gesellschaft, Japan,
und “Serotropin” von TEIKOKUZOUKI.

Die zwei Arzneiwaren wurden aus dem Serum der schwangeren Stuten
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extrahiert, und mittels eines frierenden getrockneten Verfahrens konserviert,
der Liuterungs-Prozess ist jedoch bei beiden verschieden.

Zwei Kaninchen wurden mit “Serarumon”, vier Kaninchen mit “Sero-
tropin” und zwei Meerschweinchen mit “Serarumon” immunisiert (Tabl. 1).

TaBL. 1. Der Plan der Injektion fiir die Immunisierung

gegen PMS
b;\ynrg];ggugsss PMS Przparat Bigggﬁé?gile Adjuvant Injection®* | Geschlecht

S, Serarumon 1,500 Olivensl 1. 2. 3. weibl.

Sz Serarumon 750 Ramon 1. 2. 3. weibl.
Ramon

S, Serotropin 2,000 Physiol.- 1. weibl.
l Salzlésung

Sy Serotropin 1,500 Ramon 1. 2. 3 ménnl.

Ss Serotropin 1,000 Olivensl 1. 2. mannl,

S Serotropin 1,000 Ramon 1. mannl,

S,t Serarumon 1,000 Ramon 1. 2. ménnl,

St Serarumon 1,000 Olivensl 1. 2. 3. mannl.

* Einheit jeder Injection LE./ml.
** Woche nach der ersten Injektion
1 Versuchstier ist Meerschweinchen

b) Adjuvants
i) RamonN’s Adjuvants (Ramon, LEMETAYER, Ricrmou 1935)

Mineral-Ol 48 g.
Lanolinum 16 g.
0.9%-NaCl Losung 24 ml.

ii) Oliven-Ol

ili) Physiologische Salzlésung

Das wasserlosliche Hormon wurde direkt in 2ml. Adjuvants fiir jede
Injektion aufgeldst (Tabl. 2).

¢) Immunisierung und Blutentnahme vom Versuchstier

Das Versuchsmaterial setzt sich aus drei mannlichen und drei weiblichen
Kaninchen und zwei mannlichen Meerschweinchen zusammen. Die das Ver-
suchsmaterial betreffenden Daten waren wie folgend ; bei Versuchsbeginn war
das Alter 5 bis 8 Monate und die Gewichte waren 1.5-2.8 kg.

Das Antigen in RaMoN’s Adjuvants, Oliven-Ol oder physiologischen Salz-
lésung wurde intramuskuldr in den Glutéien injiziert. Die Injektionen bei den
Versuchstieren wurden zwischen 1-3mal im Abstand von 7 Tagen gemacht.
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Sieben Tage nachdem die letzten Injektionen gemacht wurden, wurde das
Blut aus der Karotis bei allen Kaninchen, mittels der Herzpunktion bei den
beiden Meerschweinchen entnommen.

d) Konservierung

Zum Vergleich der Konservierung, wurden folgende Verfahren angewandt.
I Inaktivierung

a) Erwirmung auf 56°C wihrend 30 Min.

b) Keine Behandlung

II Konservierung
a) im gefrorenem Zustand
b) im Kiihlschrank (nicht gefroren)
2) Priparat von PMS-Sensibilisierten Blutkérperchen (Im Folgendem
kurz PMS-Zellen gennant)

a) Rote Blutkérperchen
Die Versuchstiere sind Schafe und zwar weibliche und minnliche Merinos.

PMS.-Zellen wurde in der gleichen Weise aus jeder Blutprobe gemacht.

b) Reagens
pH-6.4-Phosphatpuffersalzlsung (pH-Puffer)
0.15 M-Na,HPO, 0.35 Vol.
0.15 M-KH,PO, 0.65 Vol.
0.995 (v/v)-NaCl 1 Vol.

Nach der Mischung wurden die pH-Werte mittels Spezial-Indi-
kator-Papier von der chemischen Fabrik KANTO awf{ eine Reak-
tion gepriift.
Formaldehyd-Losung (Formalin)
Mit 0.1 N-NaOH wurden die Formaldehydlssung der pH-Werte
zwischen 7.0-7.5 bereitet, und mit pH-Puffer auf etwa 3% (v/v)
verdiinnt.
i) Blutentnahme
Nach der Blutentnahme aus der Jugularvene der Schafe, wurden die
Blutkorperchen vom Blut getrennt, mit der 8-10 fachen Menge der
pH-Puffer vorsichtig gemischt und mit Hilfe der Zentrifugation bei
3,000-3,500 Umdrehungen/Min. wihrend 5 Minuten 6 mal gewaschen.
ii) Sensibilisierung gegen Formalin
Die Methode richtete sich nach den Angaben von WEINBACH (1958),
indem nach der Waschung eine Volumen von 8% (v/v) suspendierten
Blutksrperchen in pH-Puffer mit der gleichen Menge von 3% (v/v)
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Formaldehydissung vermischt wurde, und 18-24 Uhr im Wasserbad
bei 37°C erwidrmt wurde. Danach wurden die suspendierten Blut-
korperchen mit der 8 fachen Menge des pH-Puffers 4 mal ausge-
waschen.

iii) Sensibilisierung gegen Gerbsiure
Nach der Formalisierung wurden die Blutkérperchen mit Gerbsdure
unter folgenden Bedingungen behandelt: Gerbkonzentration 1 : 40,000,
pH-Wert des Puffers 6.4, Inkubation wihrend 30 Min. in Wasserbad
bei 56°C.

iv) PMS Adsorption
Danach wurden die Blutksrperchen mit 5 facher Menge pH-Puffer,
2 mal ausgewaschen.

Die tannierten Blutkérperchen wurden mit PMS-Priparaten (Sera-
rumon, Serotropin) unter folgenden Bedingungen sensibilisiert: die
PMS-Konzentration 25 LE./ml., pH-Wert des Puffers 6.4, Inkubation
wihrend 120 Min., in Wasserbad bei 56°C, und Blutksrperchenkon-
zentration 49 (v/v).

Danach wurden die Blutkérperchen mit 5 facher Menge pH-
Puffer 2 mal gewaschen mit pH-Puffer auf 2.5% (v/v) verdiinnt und
bei +4°C gehalten. '

3) Wertbestimmung des Anti-PMS-Serums

Nach SarLk (1944), Wipe (1962) und WaTANABE (1964) wurden die
Hzmagglutination und Himagglutination-Hemmungs-Versuche in den Priifungs-
rohrchen ausgefithrt und die Wertbestimmung durchgefiihrt.

Bei der Himagglutination oder Hamagglutination-Hemmungs Reaktion
handelt es sich um eine fortlaufende Verdiinnung des Antiserums, beginnend
mit 1/2 im ersten Glaschen, fortlaufend mit verdoppeltem Nenner, endend mit
1:4096 im dreizehnten Glaschen.

Der Reaktionsreihe schliesse man ein Kontrollglidschen an, welches fiir den
Versuch hergestellt wurde, um mit ihm die Ergebnisse zu vergleichen.

Nach dem Durchschiitteln der Priifungsréhrchen, kommen die Rohren
genau senkrecht in das Gestell, und bleiben 2 Stunden lang bei Zimmertem-
peratur sich selbst iiberlassen.

Das Resultat der Seroreaktion wird nach den Beobachtungen des Bilds an
der Kuppe des Reagenzrhrchens, den Mustern der PMS-Zellen, im Spiegel
beuteilt (Fig. 1).
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Fig. 1 Schematische verschiedene Muster, die von den Blutkérperchen an der
Kuppe des Reagenzrohrchens geformt werden {(nach WATANABE)

4) Anwendung fiir die klinische Diagnose
Die klinische Priifung basiert auf der Hamagglutination-Hemmungs-Reak-
Probe Kontrolle

1~2 Tropfen 1~2 Tropfen
b — 2.5%-PMS-zellen Y |

(]

Anti-PMS-serum
=

~(schwanger)

+(nicht schwanger)

Fig. 2 Die klinische Uutersuchungsmethode der Schwangerschaft mittels
Immunoreaktion (Nach dem Durchschiitteln und 2 Stunden bei
Zimmertemperatur belassen, wird die Reaktion beurteilt).

tion, namlich, dass das Gemisch mit dem Anti-PMS-Serum und der PMS-Zellen
die Hamagglutination Reaktion zeigte und auf die Existenz von PMS in dem
Serum inhibiert wurde. Der Weg der Priiffung wird nach folgendem Beispiel
getan (Fig. 2).

Versuchstiere
Bei den Versuchstieren handelt es sich um 115 Stuten, die auf der Weide
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fiir Tierziichtung des Ministeriums der Land- und Forstwirtschaft, URAKAWA,
und auf der Weide der landwirtschaftlichen Fakultdt der Universitit Hokkaido,
SHIZUNALI, gehalten wurden.

TABL. 2. Versuchstiere der Schwangerschaftsdiagnose.

Art Zahl Alter Zahl
Leichte Rasse 4 3-5 40
Mittelgewichte Rasse 73 6-8 31
Schwere Rasse 28 9-11 i 18
12--14 9

Hokkaido Land Rasse 10
15 iiber 17
Zusammen ‘ 115 Zusammen 115

Versuchsergebnisse

1) Immunisierung

Der immunologische Titer des Serums schwankt signifikant zwischen PMS-
Dosis (die biologische Einheit jeder Injektion), Zahl der Injektion, Individuum
und nicht signifikant zwischen Adjuvants und Geschlecht. Beim Meerschwein-
chen ist kein Titeranstieg des Serums zu bemerken.

Bei der Gefrier-Methode (s. Seite 3) war der Titer in weniger als 2
Monaten nicht erheblich abgesunken. In Bezug auf den immunologischen Titer
des Serums ist das inaktivierte Serum weniger absinkend, als das nicht be-
handelte.

2) PMS-Zellen

In der Himagglutination Reaktion macht es kleinen grossen Unterschied,
ob das Blut aus weiblichen oder minnlichen Schafen entnommen wurde.

Die PMS-Zellen wurden in dem Kiihlschrank bei +4°C aufbewahrt. Nach
6 Monaten fielen die PMS-Zellen in sich zusammen.

3) Klinischer Betrieb

Um festzustellen, ob die Unterschiede in der Verteilung der Frequenz,
zwischen der Tieart, dem Jahr, dem Individuum und dem Zahlenwert der seit
der letzten Begattung vergangenen Tage signifikant oder nicht sind, wurden
die Ergebnisse durch Varianzanalyse gepriift.

Der Unterschied in der Verteilung der Frequenz zwischen der Tierart und
dem Alter ist nicht signifikant, aber derjenige zwischen dem Individuum und
dem Zahlenwert der vergangenen Tage nach der letzten Begattung ist signi-
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fikant. (P<0.05).
Die Ergebnisse aus der Immunodiagnostik gehen, im Vergleich zu den
von der Kombination mit rektaler Diagnostik und “Stamp-Smear” Methode

gefundenen Zahlen gesetzt,aus der Tabelle hervor (Tabl. 3).

TaABL. 3. Immunodiagnose mit der rektalen Diagnostik.

a) Bei Monat, zwischen Immunodiagnostik b) Bei gleicher Zeit, zwischen
und Kombinations Diagnostik zwel Diagnosen
Schwangerschaft
+ — + —
Diagnostikmethode \
Immunodiagnostik 38 9 11
Kombinationdiagnostik 42 5 9

* Bei Immunodiagnostik wurden die Versuchstiere ausgeschlossen, die zwischen
(+) und (=} in Reaktion stehen.

Als aber die rektale Untersuchung getan wurde, war seit der Hamaggluti-

nation Reaktion schon 1 Monat verstrichen.
Die Vertrauensgrenze fiir die Annahme wurde nach NEYMAN berechnet.

(Wahrscheinlichkeit >9595) (Tabl. 4).

TABL. 4. Grenze fiir die Annahme unter Bezug auf den Zahlenwert
des vergangenen Tages nach der letzten Begattung.

30* 50%

Grenze fiir die Annahme
68.28-36.28 % 31.76—8.34%

* Der Zahlenwert des Tages nach der letzen Begattung
(Fehler fiir erste Art, bei 95% Vertrauenskoeffizient)

Die Bezichungen zwischen Immuno- und Rektale-Diagnostik wurde durch
eine mit Fisher’s exact method {ibereinstimmende Test- Methode berechnet.

Wenn es einen Zeitraum von 1 Monat zwischen zwei Diagnostikmethoden
gibt, findet sich eine zufillige Einstimmung von 10%, aber bei gleicher Zeit
nur von 2%.

Die Veridnderung der Hamagglutinationsreaktion nach den vergangenen
Tagen wurde mit 15 Stuten versucht.

Bei den schwangeren Stuten wurde die Himagglutination-Hemmungs -Reak-
tion in den ungefihr 180 Tagen seit der letzten Begattung nicht gefunden,
und bei den zwei abortiven Stuten war sie 14 Tage nach dem Abort ver-

schwunden. (Tabl. 5-6).
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Um der Methode zur quantitativen Messung n#herzukommen, wurde die
Hiamagglutination-Hemmungs-Reaktion mit fortlaufender PMS-Standardlésung
bekannter Konzentration mit verdoppeltem Nenner beobachtet. Aus den Unter-
suchungen ergab sich, dass die Himagglutination Reaktion bis 1:4096 im
letzten Glase (mit einem Gehalt von 5,000 LE./4096 per ml.) kommt.

TaBL. 5. Himagglutination Hemmungs Reaktion nach den
vergangenen lagen

Vergangene Tage 3 60 | 90 2o | 15 | 180
{Tage) | |

erster Versuch 4/5 3/3 22 1yt |

|
er V ) |
zwelter Versuch i i i -
(nach 60 Tagen) i { 55 | &3 22 ot

* A/B
A: schwanger {4) mittels Hdmagglutination- Hemmungs-Reaktion
B: schwanger (+) mittels Kombinationsdiagnostik

TaBL. 6. Bei zwei abortiven Stuten, die Verinderung der
H#amagglutination Hemmungs Reaktion

noene T | | P |
Vergangene Tage 4 | 6 8 } 0 | 12 4 | 16

(Tag) | 2 \ | L

; | | | w | |
T o T e e R e e

Individium ! ! | | ! !
Nr.2 | + + + ] % | ox® 1 = 0 = —
Diskussion

Wenn die Inhibition der Hamagglutinations Reaktion entsteht, wurde die
Priffung fiir die Schwagerschaft als positiver Zustand betrachtet.

Bei der Hamagglutinations Reaktion mit der bekannten PMS-Konzentration,
kommt die Hemmung bis 1:4096 in letzten Glase. Nach WIDE (1936) bietet
das Serum mit einem Gehalt von 1.6 LE./ml. PMS oder mehr eine positive
Seroreaktion dar. Die Ergebnisse in den Vitroversuchen zeigen weitgehende
Ubereinstimmung mit den in WiDe’s Beobachtungen erhaltenen.

Nach den Ergebnisse von CorLE und HArRT (1930) wurde der Hohepunkt
der PMS-Konzentration nach etwa 70 Tagen der Schwangerschaft gefunden
und die Reaktion etwa 180 Tage nach der Gestation.

Wipe (1962, 1963) kommt zu dem Ergebnis, dass bei den Frauen die
Treffsicherheit der Reaktion in bezug auf die Diagnostik der Schwangerschaft
am 38 Tage nach dem letzten Menstruationstag 99.89 ist, und dass sie bei
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den Stuten in der Zeit von 44 bis 116 Tage nach dem letzten Begattungs-
Tage 100% ist.

Dass in diesem Versuch hshere Fehler betrachtet wurden, mag nicht ein
Zufall, sondern in umbemerkten Effekten begriindet sein. Als Grund wird
angegeben, dass wenige Stuten steril werden, dass es einen Zeitunterschied
zwischen den zwei Versuchs—Tagén gibt.

Aus der Beobachtung der zwei Stuten, die am 104. bzw. am 114. Schwan-
gerschaftstage abortierten, standen zeitliche Schwankungen des PMS-Gehaltes
im Serum mit Hémagglutination Hemmungs-Reaktion in einem ziemlich guten
Einklang.

Wipe (1962) ist an der Hand von Menschen zu folgenden Resultaten
gekommen : bei der Hysterectomia bleibt der stark positive Ausfall auch noch
fiir 10 Tage nach der Operation bestehen, und bei der normalen Geburt klingt
die Hemmung in weniger als 4 bis 10 Tagen ab.

Die Verbindung der hohen Empfindlichkeit, der annehmbaren Genauigkeit,
der leichten Verrichtung und des billigen Preises wird diese sehr geeigneten
Methode zu der iblichen Priiffung fiir die Schwangerschaftsuntersuchung
machen.

Zusammenfassung

Es wird tiber die Methodik der Schwangerschaftsuntersuchung in den
Stuten nach WipE berichtet. Eigene Erfahrungen mit einer modifizierten
Versuchsanordnung werden besprochen.

: 1. Anti-PMS-Kaninchenserum agglutinierten PMS-Zellen, und es wurde
die Anwesenheit von PMS im Serum gehemmt.

2. Der Agglutinationstiter in Versuchstier steht mit PMS-Dosis, Zahl der
Injektion in Beziehung, aber mit Adjuvants, Geschlecht, Alter in keiner
Beziehung.

3. Die Grenze fiir die Annahme nach der Vertrauensgrenze wurde bei
30 Tagen nach der letzten Begattung mit 68.28-36.28% und bei 40 Tage mit
31.70-8.34% (p=959%) berechnet, und mittels iibereinstimmenden Tests mit
29%. Aus diesem Grunde muss die Immunodiagnostik fiir Schwangerschaft
vom 40. bis zum 180. Tage nach der letzten Begattung ausgefiihrt werden.

4. Bei PMS-Standardlésungen bekannter Konzentration, wurde die Hém-
agglutinations Reaktion bis 1:4096 im letzten Glase gehemmt.

5. Bei abortiven Stuten erscheint es, dass die Hemmung in weniger als
etwa 10 Tagen abklingt.
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