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Vorstand: Professor Dr. Karl Meixner.)

Zur Technik der Untersuchung auf die Bluteigensehaften
M und N.

Von
Dr. Herbert Elbel.

In allen Mitteilungen, die sich mit Untersuchungen iiber die Blut-
eigenschaften M und N beschéftigen, wird {ibereinstimmend angegeben,
daB die Herstellung der spezifischen Antisera (Abgiisse) aus den Seren
der immunisierten Kaninchen gewisse Schwierigkeiten, vor allem fir
den Ungeiibten, bietet. Das Bestreben, ein jederzeit wiederholbares,
glinstigstes Verfahren zur Entfernung der unspezifischen Agglutinine
aus den ,,Rohseren‘ auszuarbeiten, hat zu einer Reihe von Veréffent-
lichungen gefiihrt. Die empfohlenen Verfahren sind voneinander recht
verschieden.

In unserem Institut fihren wir Untersuchungen iiber die Bluteigen-
schaften M und N schon seit einiger Zeit durch; wir haben uns auch
planméBig mit der Frage der Absittigung befaft. Dabei haben wir vor
allem eine Erfahrung gemacht: so wenig es uns am Anfang gelungen ist,
mit irgendeinem Verfahren zu einem stets gleichwertigen und sicheren
Ergebnis zu gelangen, ebenso leicht sind wir jetzt nach Sammlung der
notwendigen KErfahrung imstande, uns Abgiisse auf jedem beliebigen
Wege herzustellen, ob das Serum nun in der Verdiinnung 1:10 oder -
1:100 verwendet, ob es mit 1/, oder 1/, Volumen Blutkérperchen, ob
es einmal oder mehrmals, ob es kiirzer oder linger abgesdttigt wird.
Serologische Untersuchungen, wie die auf M und N, iiberschreiten eben
schon die Grenze derjenigen Aufgaben, die fiir den ginzlich Ungeiibten
durchfihrbar sind (ganz abgesehen von der Verantwortung, die sich fiir
den Untersucher aus den allfélligen rechtlichen Folgen ergibt), eine
Meinung, welche ja schon auf der 21. Tagung der Gesellschaft fiir ge-
richtliche und soziale Medizin deutlichen Ausdruck gefunden hat?.

Die Herstellung von sterilen Abgiissen ist, wie auch Landsteiner
mitteilt, mit groBten Schwierigkeiten verbunden. Wir verzichten bei
Abgiissen, die wir zur Vornahme von Reihenuntersuchungen herstellen,
iiberhaupt auf Keimfreiheit. Handelt es sich um Untersuchungen be-
sonderer Art, so ist man leicht imstande, aus den jederzeit vorrdtigen,
keimfrei eingeschmolzenen Kaninchenseren Abgiisse unter den iiblichen
Regeln der Asepsis herzustellen, die im iibrigen durchaus nicht linger
haltbar bleiben, als unsterile Abgiisse, ndmlich auch nur rund 1 Monat.

1 Dtsch. Z. gerichtl. Med. 20, 323 (1933).



Zur Technik der Untersuchung auf die Bluteigenschaften M und N. 243

Bei den meisten bisher mitgeteilten Abséittigungsverfahren wird der
angegebene Zweck durch hochstens zweimaligen Zusatz von Blutkorper-
chen zu erreichen gesucht, jedenfalls nicht nur aus Griinden des spar-
samen Verbrauches und der Zeitersparnis, sowie um stérkere unspezifische
Bindung zu verhindern, sondern auch deshalb, weil die Sera sonst un-
vermeidlich hémolytisch werden. Die Schwierigkeit, diejenige Menge
von Blutkérperchen zu finden, die bei gegebener Verdiinnung des Roh-
serums gerade geniigt, um das ganze unspezifische Agglutinin zu ent-
fernen, erklart sich daraus, dafl sowohl der Gehalt des Rohserums an
artspezifischen Agglutininen, als auch die Bindungskraft der verwendeten
Blutkorperchen von Fall zu Fall in weitestem Ausmal schwankt. Es
ist daher nach unserer Erfahrung nicht méglich, fiir ein Rohserum die
notwendige Menge der Blutkérperchen, die Zahl und die Dauer der
Absattigungen ein fiir allemal zu bestimmen, wenn man nicht immer
denselben Blutspender zur Verfiigung hat'. Die Beschaffung der not-
wendigen Blutkorperchen macht besonders dann Schwierigkeiten, wenn
man zur Behandlung von theoretischen Fragen dauernd eine grofie An-
zahl von Abgiissen vorritig haben mufl. Wir haben daher schon seit
lingerer Zeit — wie auch andere Autoren — mit Wassermannbluten
gearbeitet. Hierbei werden die Abgiisse aber immer mehr oder minder
stark hamolytisch und sehr oft allzuschnell bewachsen.

Nun hat Lattes® mitgeteilt, daf er mit Erfolg Absittigungen mit
gekochten Blutkérperchen durchgefithrt hat. Herr Professor Lattes war
auch so liebenswiirdig, Herrn Professor Meianer nihere personliche
Mitteilungen fiber seine Untersuchungen zu machen. Danach geht man
bei der Herstellung der gekochten Blutkérperchenaufschwemmungen
folgendermaBen vor: das kraftig ausgeschleuderte Blutkérperchensedi-
ment wird dreimal gewaschen, dann eine 2—3proz. Aufschwemmung
in physiologischer Kochsalzlosung hergestellt und diese tropfenweise in
ein Gefaf} iiberfithrt, in welchem ein wenig Kochsalzlgsung siedet. Eine
solche gekochte Blutkorperchenaufschwemmung hat, wie Laifes mit-
teilt und wie aunch wir feststellen konnten, ein geringeres Bindungsver-
mogen als frische Blutkérperchen. Laties {lihrt dies auf die Tatsache
zuriick, dal} die gekochten Blutkérperchen, wie sich unter dem Mikro-
skop zeigt, zu groflen Flocken vereinigt sind, die Oberfliche also ver-
mindert ist. Verreibt man (nach Latfes) die gekochten Blutkérperchen
solange, bis die Haufen aufgelost sind und die Blutkérperchen fast
dberall vereinzelt erscheinen, so kann man diesem Ubelstand weit-
gehend abhelfen. In unseren Versuchen blieb das Bindungsvermogen
auch so zubereiteter Blutkorperchen noch merklich hinter dem frischer
zuriick:

1 Vgl. dazu Schiff, Dtsch. Z. gerichtl. Med. 21, 430 (1933).
% Boll. della Sezione Italiana della Soc. internaz. di Microbiologia 1932, H. 12,
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Aus der rechten und aus der linken Armvene werden je 7 cem Blut entnommen
(Elbel, B +—) und sofort in Citratlésung aufgefangen. Die beiden Aufschwemmun-
gen werden 3mal gewaschen und dann die eine in der beschriebenen Weise ge-
kocht. Im ganzen Versuch wurde darauf geachtet, daB keine Blutkdrperchen ver-
lorengingen. SchlieBlich wurden beide Blutkérperchensedimente in kalibrierten
Rohrchen auf 5 cem aufgefiillt (die 7 cem gaben 2,8 frisches und ebensoviel ge-
kochtes Sediment). Diese Aufschwemmungen wurden zur Absittigung verwendet.
Dasg 1:15 verdiinnte Rohserum (Nj;) hatte gegen -+— den Titer 128, gegen — -
den Titer 256. Nach Istiindiger Absittigung mit dem halben Volumen frischer
Blutkorperchen betrug der Titer gegen -+ — 0, gegen —- 8. Verwendeten wir
aber zur Absdttigung die gekochten Blutksrperchen, so war der Titer nach 1 Stunde
8 bzw. 64, nach Zugabe eines weiteren halben Volumens Blutksrperchen und nach
einer weiteren Stunde 2 bzw. 8, erst nach einer dritten in gleicher Weise durch-
gefiibrten Absittigung betrug der Titer 0 und 8.

Es ist also die Bindungskraft der gekochten Blutkérperchen erheb-
lich geringer als die der frischen. Auch lingeres Einwirkenlassen der
gekochten Blutkérperchen auf das Rohserum éndert daran nicht viel.

Dieser geringe Nachteil wird mehr als aufgehoben durch den Vorteil,
auf diese Weise bestimmte Blutkérperchen beliebig lange Zeit in brauch-
barem Zustande aufbewahren zu kénnen. Ganz besonders erleichtert
wird die Herstellung von Abgiissen dadurch, daf man auch aus Wasser-
mannbluten gewonnene Blutkérperchen kochen und keimfrei aufbewah-
ren kann. Man hat dann — die gekochten Blutkérperchen kann man sich
in solchen Mengen einschmelzen, wie man sie dann fiir die einzelnen
Abséttigungen braucht — fiir eine grofie Anzahl von Abgiissen dieselben
Blutkérperchen zur Verfiigung und erspart viel Arbeit und Material.
Die Bindungskraft solcher Aufschwemmungen nach Laties ist stets die
gleiche.

Ein weiterer Vorteil ergibt sich daraus, daBl die mit gekochten Blut-
korperchen hergestellten Abgiisse praktisch farblos sind, auch dann,
wenn man zur Herstellung Wassermannblute verwendet. Auch mehr-
maliger Blutkérperchenzusatz éndert nichts daran, sie sind immer heller,
als Sera, die man auch nur einmal mit frischen Blutkérperchen abge-
séttigt hat.

Durch das Kochen der Wassermannblute wird man noch unab-
héngiger von Blutspendern. Wassermannblute stehen wohl fast itberall
in solcher Menge zur Verfiigung, dal} es gleichgiiltig ist, ob man zu einer
Abséttigung mehr oder weniger Blutkorperchen braucht, die geringere
Bindungskraft der gekochten Blutkérperchen also nicht mehr ins Ge-
wicht fallt. Auch die Notwendigkeit der zweimaligen Zerkleinerung der
‘Blutkérperchen wird durch die leichte Beschaffungsmoglichkeit voll
aufgewogen.

Die passenden (M oder N) Blute werden nach Entfernung des Serums
mit einem Porzellanstossel durch ein gewohnliches feines Drahtsieb
durchgetrieben und in einer Schale in ein wenig Kochsalzldsung auf-
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gefangen. Nach dreimaligem Waschen stellt man sich eine nicht zu
dichte Aufschwemmung her, die dann tropfenweise in ein Becherglas
gegossen wird, welches leicht siedende Kochsalzlosung enthélt. Nach
dem Abkiihlen kann man die Aufschwemmung beliebig versorgen, sie
ist, wie schon Lattes angibt, lange Zeit haltbar, auch dann, wenn man auf
Art und Ort der Aufbewahrung nicht besonders Bedacht nimmt. Die
gekochten Blutkoérperchen sinken in der Aufschwemmung (die wir uns
stwa 20 prozentig herstellen) rasch zu Boden. Die iiberstehende Kochsalz-
16sung ist etwas gelblich geférbt und wird entfernt. Sie enthilt, wie wir
uns durch einen Versuch itberzeugt haben, keine in Betracht kommende
Menge Agglutinogen. Vor der Verwendung werden die Blutkorperchen
noch einmal im Morger verrieben, noch einmal gewaschen und die
Konzentration der Blutkrperchen wird auf etwa 50% gebracht, da sich
eine dichtere Aufschwemmung von gekochten Blutkérperchen mit einer
feineren Pipette nicht aufsaugen 14f3t.

Bisweilen erreicht man auch nach mehrmaliger Absattigung mit
gekochten Blutkérperchen keine volle Spezifitdt. Dann geniigt eine ganz
kurze Abséttigung mit wenigen Tropfen frischer Blutkérperchen, die
man leicht aus dem Ohrlappchen gewinnen kann. Trotz der geringen
Menge der zu einer solchen Nachabsorption verwendeten frischen Blut-
kérperchen kann es vorkommen, dall sich der AbguB nunmehr rétlich
farbt. Auch wenn von vornherein mit nicht gekochten Blutkérperchen
abgesittigt wird, geht meist erst bei wiederholtem Zusetzen Blutfarb-
stoff in Losung und zwar in steigendem MaBle, je 6fter man Blutkorper-
chen hinzufiigt. Zumeist aber ist mit einer entsprechenden Menge ge-
kochter Blutkorperchen durch einmaliges Zusetzen vollkommene Spezi-
fitat zu erzielen. Bei einem orientierenden Versuch empfiehlt es sich,
der Verdiinnung des Rohserums (1:15 oder 1:20) etwa die eineinhalb-
fache Menge gekochter 50proz. Blutkérperchenaufschwemmung zu-
zusetzen. ‘

Zasammenfassung: Das von Laites empfohlene Verfahren der Her-
stellung von Anti-M und Anti-N-Abgiissen durch Bindung der unspezi-
fischen Agglutinine aus den Rohseren mit gekochten Blutkorperchen
bietet auBler den von Lattes selbst genannten noch verschiedene andere
Vorteile:

1. Die mit gekochten Blutkorperchen hergestellten Abgiisse sin
beinahe farblos. )

2. Sie werden nicht so schnell bewachsen, wie z. B. mit frischen
Wassermannbluten hergestellte (ein Verfahren, das bei groBerem Be-
darf an Abgiissen bisher angewendet werden muBte).

3. Aus diesen beiden Griinden kann man zur Absittigung ohne Nach-
teil auch gekochte Wassermannblute verwenden, so dafl man von den
Blutspendern unabhingig wird.



