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Quantitativer Nachweis von Rheumafaktoren
mit Hilfe der kinetischen Nephelometrie

W. Behr und M. Jotzo"

Z llab des inik Augsb (Chefarzt: Prof. Dr. H. Wagener)
‘Zusammenfassung:
Die M des Rh fak (RF) mzl einem kinetischen Nephelometer (Auto-ICS) ergibt mit guter Prazision bei
gering itichen Aufwand ive Werte. Das Nephelomefer miBt die Bildungsgeschwindigkeit des
Streulic von i K / . die aus hil H. 19G und RF hen. Der Test ist in
Internationalen Einheiten (IU) kalibriert. Bei der Richtigkeitskontrolle mlt 2 am WHO-Standard eingesteliten
Referenzseren wurden die Sollwerte vom Auto-ICS nicht gefunden. Die Abweichungen betrugen 75 und 37,5%. Da
es gelegentlich zu ifischer S lichtbildung kommt, fehlen wir bei allen RF-Werten zwischen 60 und
250/U/ml eine K I Die kinetisch hel isch RF k Jie mit den im Latex-
Agglutinations- und Waaler-Rose Test ermmelten Tlterwerlen Em dtrekter Vergleich ist aber wegen der erheblichen
g der einer b Ti Werte nicht méglich. Ein eventueller
EinfluB von 19G- und IgA-RF wird dlskutleﬂ
Schlisselwarter:
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Summary:
“The of rhi Jlactar (RF) with a rate nephelometer (Auto-ICS) requires little time and gives
quanmatlve results with good /s The nephelc sures the rate of i in light-scatter by immun-
jon between heat-aggregated human IgG and RF. The assay is calibrated in International Units (IU).
The y was checked by 2 sera. The of these were assigned by comparison with the
WHO-standard. The RF- va/ues of the lelerence sera wele not found by the Auto-ICS. The inaccuracy was 75 and
37.5%. Bi of 7 ific light-scatter f jon, we dasacontrola second measurement
of all RF-values between 60 and 250 1U/ml. The rate h ic RF-values late with
titer values in the late: I ion- and Waaler-R test. A direct pari: isnotp ible b of the wide
range of nephell jc values d to a certain titer. A possible influence of IgG- and IgA-RF is discussed.
Keywords:
Rh id arthritis — Rh id factor — Rate nephelometry
Einleitung Agglutinationsreaktionen [Latex-Test (5), Waaler-Rose-Test

In den Ietzten Jahren wurden nephelometrische Verfahren
ickelt, die eine ive Bestimmung von Rheuma-
faktoren (RF) lm Serum durch photoelektrische Messung
aéglich (1—-3). Die
ische RF-B kann als Endpunktmes-
sung (1, 2) oder als kinetische Neph ie durchgefiihrt
werden (3). Beidem letzteren Verfahren wird die Zunahme der
Streulichtintensitat gemessen (4). Sie |st der Konzentration
der gebild | prop

In dieser Arbeit wurden Ergebnisse mit einem kinetisch-
hel ischen Test It, bei dem Serum-RF mit
hitzeaggregiertem Human-lgG komplexieren. Dle Ergebnlsse

wurden mit denen der konventi iven

(6)] verglichen.

Material und Methoden
Blutproben

Das Blut wurde durch Venenpunktion entnommen. Nach
Ablauf des Gerinnungsvorgangs wurden die Blutproben bei
Raumtemperatur fiir 10 min bei 1900 x g zentrifugiert und das
Serum abgetrennt. Wenn die Analysen nicht innerhalb von
48 Std. durchgefiihrt werden konnten, wurden die Seren bei
—20°C eingefi Die Blutp fir den Methodenver-
gleich zmschen kinetischer Nephelomelne und Latex-Agglu-
tinationstest (LA-Test) stammten von 85 Patienten (22 Mén-
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ner, 63 Frauen; Durchschnittsalter 57 Jahre) mit seropositiver
chronischer Polyarthritis (c.P.). Flir den Vergleich zwischen
kinetischer Nephelometrie und Waaler-Rose-Test (WR-Test)
wurde 138 Patienten mit seropositiver c.P. (36 Manner, 102
Frauen; Durchschnittsalter 54 Jahre) Blut entnommen. Die
Diagnose einer c.P. wurde nach den Kriterien der American
Rhet ism A iation gesichert (7).

Ko ionelle Aaalutinati Ltic

zur RF-Bestimmung

Fiir den semiquantitativen Nachweis von RF mit der passiven
Hamagglutination wurde ein modifizierter WR-Test (RAHA-
Test, Mast-Diagnostica, D-2000 Hamburg, Kat. Nr. FD 301)
verwendet. Zur Prazisionskontrolle wurde ein im Testkit
enthaltenes Kontroliserum mit bekanntem Titer eingesetzt.

Als LA-Test wurde ein Objekttriger-Schnelitest (RA-Test,
Hyland-Travenol, D-8000 Minchen, Kat. Nr. 50-110) ver-
wendet.

c) Reagenzien

Die fir die kinetisch-nephel ische RF-Bestil am
Auto-|CS erforderlichen Reagenzien sind als Testkit erhaitlich
(Beckman , D-8000 Miinchen, Best. Nr. 662370).
Die Packung enthalt ein Kalibrator-Serum und das bereits in
Losung vorliegende aggregierte Human-1gG als RF-Antigen.
Die fur das Kalibrator-Serum in {U/ml angegebene RF-
Kor ion ist an der nationalen Referenzpréparation des
Center of Disease Control, Atlanta, (CDC) eingestellt (3, 10).
Zur Durchfiihrung der Analysen ist noch ,,RF-Puffer” (Beck-
man Instruments, D-8000 Minchen, Best. Nr. 663625)
erforderlich, der zum Verdiinnen des Serums sowie als Reak-

i dium fiir die Antigen-Antikérper-Reaktion dient. Der
RF-Puffer enthalt Polyithylenglykol; die genaue Zusammen-

setzung wird vom H {ler nicht prei ]

Zur Richtigkeits- und Prazisionsk lle wurde ein kéuflich
K I Ny 1 s, 1CS- tard

fiir RF, Best. Nr. 663620) mit definiertem RF-Gehalt sowie ein
in Portionen eingef positives Pati um

(n = 8) verwendet.

RF-B durch kinetische Nephelometrie d ' wurden eir

L 1. Rheumafaktoren-Referenz-Serum (human) (Behringwer-
3) MeBprinzip - ke, D-3550 Marburg, Kat. Nr. & SHD 04). Dieses Serum ist
Die kinetisch-neph isch i y des RF (RF- an der WHO-Refi aparation ei it (11).
kin.Neph.) erfolgte mit einem autc isi I Che- 2. Wampole Human Serum Reference Preparation, Lot-Nr.

mie-System (Auto-ICS) (Beckman Instruments, D-8000
Miinchen, Best. Nr. 662000). Bei diesem Verfahren wird als
Antigen hitzeaggregiertes Human-1gG in einer GroRe verwen-
det, die keine signifikante Lichtstreuung bewirkt (8). Wird
dieses aggregierte 1gG zu einem Serum, das RF enthilt,
gegeben, so bilden sich groR: li de Antig
Antikérper-Komplexe. Die dabei entstehende Streulichtzu-
nahme wird die imale Reakti hwindi
keit ermittelt und in die RF-Konzentration umgerechnet (4).
Da die Antigen-Antikd -Reaktion in einem Puffersy
durchgefiihit wird, das einen Reaktionsbeschleuniger enthait,
wird das Maximum der Tribung innerhalb einer Minute
erreicht.

b) Durchfihrung der Analysen

Die Analysen am Auto-1CS-Nephelometer wurden nach der
vom F 1 b de durchgefihrt (9):
Nach Komplementinaktivierung (30 min, 56°C) wurden die
Seren bei Raumtemperatur 5min bei 8000xg zentrifugiert.
Pro Analyse wurden 0,5ml des Uberstandes eingesetzt. Die
Messung wurde innerhalb von 3 Std. nach der Inaktivierung

21704 E. Das Serum wurde uns freundlicherweise von der
Fa. Byk-Mallinckrodt, D-6057 Dietzenbach, iberlassen.
Laut Beipackzettel ist das Serum an der WHO- und an der
cpc préa ion ei i

Statistik

Fiir die Angaben des arithmetischen Mittelwertes, der Stan-
dardabweichung und des Variationskoeffizienten wurden die
{iblichen Formeln verwendet (12). Um den Zusammenhang
2wischen den RF-kin.Neph.-Werten und den im Latex- und
Waaler-Rose-Test b iten Ti fen zu dokt ieren,
wurde die einfache lineare Regression durchgefiihrt und der
Korrelationskoeffizient berechnet (Signifikanzniveau fiir die
Differenz des Korrelationskoeffizienten von Null: 2 p < 0,05)
(12, 13). Da die miteinander verglichenen Verfahren mit
zufiilligen Fehlem behaftet sind, wurde eine standardisierte
Hauptkomponenten-Analyse durchgefiihrt (14, 15).

Ergebnisse

durchgefiihrt. Nach prechender Prog
ites sowie die

die Kalibri des G der Patien-

hlieBlich der erforderlichen Pipettier- und Spil-
vorgang l isch. Die Ergebni den in Interna-
ionalen Einhei (1VU) promi druckt. Seren, bei denen

der MeBwert iber 60 1U/mi lag, wurden als RF-positiv ange-
sehen (9, 10, 18). Falls der MeRbereich von 60—400 (U/ml
(MeBbereich A) Gberschritten wurde, wurde das Serum vom
Gerat automatisch mit RF-Puffer 1:36 verdinnt und im
MeBbereich B (400— 2400 IU/ml) gemessen. Lag der MeB-
wert iiber 2400 IU/ml, so erfolgte keine weitere Verdiinnung.
E£s wurde dann als Ergebnis RF > 2400 1U/ml ausgedruckt.
Um einen exakten MeBwert zu erhalten, miRte eine entspre-

Praktikabilitét

Die Reagenzienkosten pro Analyse betragen ca. DM 4,50 bei
mindestens 8 Proben pro Lauf. Werden weniger Proben pro
Lauf untersucht, erhhen sich die Kosten, da dann das im
Testkit mitgelieferte Kalibratorserum nicht ausreicht und ge-
sondert bezogen werden muB. Die zusétzlichen Kosten fir
Wartung und Abschreib des Gerates ko zum gegen-
wiirtigen Zeitpunkt noch nicht abgeschétzt werden.

Die Vorbereitungszeit bis zur Durchfiihrung der Messungen
ist relativ gering (ca. 45 min), da die Seren nach Komplement-
inaktivierung und Zentrifugation ohne weitere Vorbehand-
lung eingesetzt werden. Die Programmierung des Auto-ICS

fordert je nach Prob ge 5~ 10 min. Die Kalibration ist

il hergestelite \ g des 2ur
Messung eingesetzt werden.

in ca. 10 min beendet. Die Zeit pro Analyse betragt fiir eine
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Probe einschlieBlich des zwischen 2 M g ingeschal ision des RF-kin.Neph. in der Serie. Anzahl der

teten Wasch bis zum Ausdruck des Ergebni n=12

durchschnittlich 2,5 min,
Mittelwert + Standard- Variations-
abweichung koeffizient

Ié 1u/mi

Die Prazision in der Serie wurde anhand von drei Seren  ggum A 88+ 2.2 25

iedlicher RF-K geprift (Tab.1). Die Serum B 176+ 29 1.6

Prézision von Lauf zu Lauf wurde durch 12fache Bestimmun- ~ Serum C 423121 29

gen zweier Seren hiedlicher RF-K ionen gete-

stet. Die Messungen wurden an einem Tag mit zwe| verschle-

denen Kalibratorchargen und zwei Auto-ICS-Nep Tab. 2: Prézision des RF-. km Neph. von Lauf zu Lauf unter

durchgefihrt (Tab. 2).

Richtigkeit

Zur Richtigkeitstiberpriifung wurden 2 Referenzseren mit
einem in |U/ml angegebenen RF-Gehalt verwendet. Die
Re(evenzseren waren an der WHO- bzw. an der WHO- und
CDC-R ion ei Il
CDC-Standard miteinander verglichen sind (3, 11, 16). Wie
Tab. 3 zeigt, bestand keine Ubereinstimmung zmschen den

Soll der Ref: und den

nen RF-kin.Neph.-Werten.

Linearitit

Zur Prifung der Linearitét (Abb. 1) wurden von 5 Patienten-
seren insgesamt 30 Verdiinnungen mit RF-Puffer h Il

Die Verdiinr fen den so ahit, daB die errech-
neten RF;Werte im MeBbereich A (60—4001U/ml) und im
unteren Tell des Mel&berewhes B (400-2400U/ml) mog-
lichst gleichmaRig venellt waren. Bei 17 Verdiinnungen war
die Differenz zwit al m und
kleiner als +5%. Bei 10 Verdunnungen fanden sich dagegen
hohere Differenzen (Maximalwert 20,3%), wobei diese bei
alten untersuchten Seren und unabhéngig von der Verdin-
nungsstufe auftraten. Bei 3 Verdiinnungsstufen [Verdiin-
nung 1:4 (Serum/Puffer) von Serum 1, Verdiinnung 1:2 von
Serum 2, Verdiinnung 3:5 von Serum 5] war das Gerét nicht
in der Lage, einen exakten RF-Wert anzugeben da die
MeRbereiche A und B sténdig g h
RF >401, <360, >401 1U/ml). Die errechneten RF- Wene
der 3 Verdinnungen waren 339, 387 und 466 1U/ml. Dieses
Phanomen trat bisher in eini ig i
<1%) auch bei der Routinemessung von unverdiinnten
Patientenproben auf. Nach Verdiinnung dieser Seren 1 12 mit
RF-Puffer erfolgte jedoch die Messung ohne Schwierigkeiten.

Falsch posmve RF- Werte
durch P Si

In der Erprobungsphase der kinetisch-nephelometrischen
RF-Bestimmung wurde bei
(RF >601U/ml) eine W|ederho|ungsmessung durchgefiihrt.
Dabei fiel auf, daB in einigen Fallen der 2. MeBwert unter
60 1U/ml lag und auch bei weiteren Bestimmungen im Norm-
bereich blieb. Offensichtlich lag bei der 1. Messung ein falsch
positives Ergebnis vor. Von 100 kontrollierten Seren mit RF-

finhthild,

Ver dung von 2 de Kalibi gen und 2
Auto-ICS. Anzahl der Bestlmmungen n = 12 (je 6 an Gerat |
und Il bei ab h: Ve dung der 2 Kalib )
t 4 S d V.
abweichung koeffizient
U/mi %
. Serum D 121+ 6,1 5,0
wobei WHO- und ol T 5501182 53
Tab. 3: Vergleich der Sollwerte zweier Refe mit den
kinetisch-nephel sch Werten
Soliwert RF-kin.-
Neph.-Wert
Behring RF-Referenz-Serum 1101U/mI 1931U/mi
i am W| dard
Wampole Human Serum
Reference Preparation 4001U/ml 250 1U/ml
eingestellt am WHO- und
CDC-Standard
Wert -
wmi °
berechnete RF-Werte . B
700
a
600
wurden (Ausdruck:
500
Féllen (Haufigk
400
300
20071
pathologischen. - Seren 1001 [
gemessene RF-Werte
100 200 300 400 500 600 700 \Wml

Abb.1: Lmeamats-Dlaglamm

Werten zwischen 60 und 2501U/ml bei der E
wurde in 85% der Falle der 1. MeRwert bestétigt. D|e15falsch

Die Symbole k h die h Se/en (Serum 1
= D 2=0 3= a,4= x,5= 0) Die mit Pfeilen

die vom Auto-ICS nicht

positiven RF-Werte lagen stets unter 200, 1U/ml (Mi 1
831U/ml, Extremwerte 62,4 und 171).

Y
meBbaren Verdiinnungen
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Korrelation der RF-kin.Neph.-Konzentrationen mit den Titer-
werten von Latex-Agglutinatic und Waaler-Rose- Test

Bei 85 Seren mit positivem LA-Titer und 138 Seren mit
erhéhtem WR-Titer wurden zum Vergleich die RF-kin.Neph.-
Werte bestimmt. In Abb. 2 und 3 sind die jeweiligen Titerstu-~
fen gegen den dekadi: ith der hel i-
schen RF-Konzentrationen aufgetragen. Die Korrelation zwi~
schen den RF-kin.Neph.-Werten und den entsprechenden
Titerstufen betrug fir den LA-Test r = 0,76 und fiir den WR-
Test r = 0,52 (Signifikanz auf dem 5%-Niveau).

hen Lc

Diskussion

Die kinetisch-nephel ische B des Serum-RF
mit dem Auto-1CS-Gerét ist ein isiertes schnell
Verfahren, das eine quantitative Messung des RF ermdglicht.
Die Prizision in der Serie ist gut, die Prazision von Lauf zu Lauf
selbst bei Ver von 2 hied Kaliby har-
gen und Geriten zufriedenstellend. Der Vorteil der kinetischen
Nephelometrie gegeniiber den lasernephelometrischen Ver-
fahren, die als Endpunktmethode durchgefiihrit werden, be-
ruht vor allem darauf, daR es bei der kinetischen Nephelome-
trie nicht erforderlich ist, die Eigenstreuung der Kivette, der
- Pufferldsungen und des Serums mit zu berlicksichtigen. Auch

Storungen durch das Auftreten unspezifischer Tribungen bei
langen Inkubationszeiten sollen nicht auftreten (4). Wir
beobach 1 bei der kinetisch hel ischen M

des RF allerdings, daB es in einem nicht unerheblichen
Prozentsatz zu nichtreproduzierbaren, falsch positiven Ergeb-
nissen kommt, die sehr wahrscheinlich darauf zurlickzufii
sind, daR der RF-Puffer mit dem Patientenserum unter Streu-
lichtbildung reagiert. Wir empfehlen daher, bei MeBwerten
von 60— 250 IU/ml eine Doppelbestimmung durchzufihren.
Nach Finley (3) ist eine wiederholte Hitzeinaktivierung des
Serums zu vermeiden, da' sonst nichtreproduzierbare Ergeb-
nisse erzielt werden. Dies konnte durch eigene Untersuchun-
gen bestatigt werden (17).

Die Uberpriifung der Richtigkeit mit 2 am WHO-Standard
eingestellten Seren verlief unbefriedigend. Die RF-kin. Neph.-
Messung des 1. Serums ergab einen um 75% zu hohen,
die Messung des 2. Serums einen um 37,5% zu niedrigen
Wert. Wegen dieser Diskrepanzen, die noch einer genaueren
Abkldrung bediirfen, ist es empfehlenswert, bei der Angabe
des RF in 1U/m) die angewandte Methode anzugeben.

Der vom H | (9) bene N Ibereich von

<60 1U/ml fiirden RF-kin.Neph. wird von Painter (10) sowie
durch eigene Untersuchungen an 100 Blutspendern (18)

.gl_._

w
ad

log RF-kin.Neph,

E

1 2 3 4 5 6 X
120 140 180 1160 1320 1:640
Titerwerte Latex-Test

Abb. 2: Vergleich der RF-kin.Neph.-Werte mit den Titerwer-
ten des Latex-Agglutinati bei 85 Pati mit c.P.
Korelationskoeftizient: r = 0,76.

Regressionsanalyse: .
y=129+025x (I)x=-33+23y (l)
Hauptkomponentenanalyse: § = 1,7+033% (M)

Bei der Prifung der Li

itat finden sich teil

log RF-kin.Neph.

S N

19

3 4 5 6 7X
1640 11200 12560 15120 110240
Titerwerte Waaler-Rose-Test

1
160 :X0

Abb. 3: Vergleich der RF-kin.Neph.-Werte mit den Titerwer-
ten des Waaler-Rose-Tests bei 138 Patienten mit c.P.
Korrelationskoeffizient: r = 0,52.

Regressionsanalyse:

§=212+011x () x==20+244y ()
Hauptkamponentenanalyse: § = 1.74021 % (M)
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Abwelchungen bis zu 20% zwtschen MeBwert und Erwar-
di [§] Il bei 71% von 190

einen teilweise nicht-| Verlauf fest
(1 0) Es wurden jedoch auch bei der lasemephelometnschen
mmels‘ G-beschich Latexpartikel der-

P
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Reaktionsgemisches bei Zugabe von Puffer vermindert wer-
denkann (19). Dadurch kommt es zur Dissoziation von bereits
komplexiertem RF, der wieder mit hitzeaggregiertem 1gG, zu
dem eine hdhere Affinitat besteht, reagieren kann (19).
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Andere Untersucher (10) fanden dagegen eine bessere Korre-
lation zwischen den RF-kin.Neph.-Werten und den Titerwer-
ten eines anderen LA-Tests (Calbiochem-Behring). Hier war
die Uberl der MeRbereiche geringer und nur durch die
Abweichung infolge der subjektiven Ablesung der Agglutina-
tionstiter (+1 Stufe) bedingt.

Bardfeld (20) verglich mit dem Hyland-Lasernephelometer
(LN) bestimmte RF-Werte mit den im LA- und WR-Test
(Modifikation nach Svartz und Schlossmann) ermittelten
Titerwerten. Husmann (1) fuhne eme entsprechende Ver-
gleich die zwischen | isch (Behring-LN)
bestimmten RF-Werten und einem LA- bzw. einem modifi-
zierten WR-Test durch. Bei beiden Iasernephebmetrlschen
Verfahren wird eine Endpun g fihrt; das
Hyland-LN ven det als Antigen hit i
IgG, das Behring-LN IgG-beschichtete La(expamkel Beide
Autoren kamen trotz unterschiedlicher MeBmethoden zu den
glelchen Ergebnissen wie wnr namlich elndeutlge Korrelation
2 hen der nept hen Best und den Ag-
glutinationsreaktionen, aber keine direkte Vergleichsmaglich-
keit wegen der erheblichen Streuung der den einzelnen
Titerstufen zugeordneten nephelometrischen RF-Werte. Eine
Ursache fiirdiese Streuung der Einzelwerte ist moglicherweise
der zusitzliche Nachweis von RF der Klasse IgA und IgG mit
Fcy-Spezifitat (1), da mitden herkémmlichen Agglutinations-
reaktionen nur RF der Klasse IgM erfaBt werden (2, 11). IgA-
und 1gG-Antigammaglobulin-Faktoren werden bei seronega-
tiven c.P.-Patienten vermutet (21). Mit dem Hyland-LN
wurden Antigammaglobulin-Faktoren bei 18 von 44 Patien-
ten mit seronegativer juveniler c.P. gefunden (2). Wir haben
mit der kinetischen Nephelometrie RF bei 8 von 20 c.P.-
Patienten nachgewiesen, die aufgrund von LA- und WR-
Reaktionen als seronegativ eingestuft waren (18). Diese RF
lagen jedoch in der Regel nur in niedrigen Konzentrationen
(60—801U/ml) vor. Eine eindeutige Aussage, ob bei der
nephelometrischen RF-Bestimmung IgA- und IgG-Antigam-
lobulin-F miterfalt , ist derzeit noch nicht
maoglich.
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