Aus dem Institut fiir gerichtliche Medizin der Universitat Miinster i. W.
(Direktor: Prof. Dr. PoNsoLD).

Absorptionsnachweis der Untergruppen A, Ay, A,
durch ,,Erschipfung® eines o-Testserums.

Von
ALBERT PoNsoLD.
Mit 4 Textabbildungen.

. Einleitung.

Zur Absorption kann entweder eine ausreichende Blutkérperchen-
menge verwandt werden, die zu einer ,,Erschopfung‘ des Testserumsu
fithrt (PonsoLp), oder es kann eine zur ,,Erschopfung' nicht aus-
reichende Menge mit dem Testserum zusammengebracht werden, wie
das be. der zur Zeit gebréuchlichsten Absorptionsmethode (FRIEDEN-
REICHE und WoRrsaAg) der Fall ist, so daB hernach im AbguB der Grad
der ,,Erschopfung® des Testserums zu ermitteln ist.

Das Wesen unserer Methode, der Erschépfungsmethode, liegt in
der Ermittlung des ,,Gleichgewichts‘ zwischen Serum und Blut-
korperchen, d. h. jenes ,,Gleichgewichts*, bei dem die ,,Erschopfung
des Serums bzw. die Absittigung der Blutkérperchen gerade eintritt.

Die anzuwendenden Mengenverhdltnisse sind im Gegensatz zu den
iblichen (Abb. 1) auf ein Herantasten (Abb. 2) und Umkreisen dieses
¢ Gleichgewichts* zwischen Blutkérperchen und Serum eingestellt, also
so, daB einerseits im Bereich der unvollstdndigen Absorption absorbiert
wird, also unter oder bei 1/; Vol., und andererseits im Bereiche der voll-
stindigen Absorption, also bei /; Vol. und dariiber.

Da das Auftreten von AbguBagglutinaten bei der Absorption im
Bereich der niedrigen (unvdllsténdigep) Absorptionsstufen zweierlei
bedeuten kann, nimlich entweder die unvollstindige Bindung bei einer
vorhandenen Blutkérpercheneigenschaft oder die ausgebliebene Bin-
dung bei einer fehlenden Blutkérperchenecigenschaft, ist das Schwer-
gewicht auf den Bereich der vollstindigen Absorption, also die héheren,
bisher nicht iiblichen Absorptionsstufen (1/;—*/, Vol.) zu legen, denn
in diesem Bereiche. fillt die Entscheidung diber Vorhandensein oder
Fehlen der nachzuweisenden Blutkérpercheneigenschaft.

I. Technik.
Die Anwendung des Capillarrohrchens geschieht nicht aus methodi-
schen, sondern lediglich aus technischen Griinden, und zwar wegen der
leichten Gewinnung eines serumfreien Sediments, das nicht gewaschen
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zu werden braucht, sowie wegen der Verwendbarkeit des C-Réhrchens
sowohl als MeBpipette als auch als Zentrifugierrshrehen; schlieBlich
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Abb. 1. In das Diagramm sind als Kennzeichnung des von uns gewihlten
Absorptionsbereiches 4 Capillarrihrchen hineingezeichnet.
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Abb. 2. Erschépfung des Testserums zum A,-Nachweis und Nichterschépfung des
Testserums zum A,-Nachweis.

auch wegen der Durchfithrbarkeit der Absorption mit kleineren Blut-
mengen, bei denen mit der iiblichen Rohrchenmethode eine Absorption
nicht mehr durchfithrbar ist, also z. B. bei Kinderblut. Das Wesen
der Methode liegt aber in der , Erschipfung® des Testserums gegen die
zu untersuchenden Blutkiorperchen, nicht in der Anwendung der Capillar-
methode.
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a) Die Absorption.

Zur Gewinnung des Sediments werden mit dem zu untersuchenden
Blut (ungeronnener Anteil) 8 Capillarrshrchen (C-Réhrchen) von 10 em
Lange und 1lmm Weite® bis zu %/;, ihrer Linge angefiillt. Das letzte
eine Zentimeter des C-Rohrchens muB wunangefiillt und wnbenetzt
bleiben, damit die Offnung an diesem Ende zugeschmolzen werden
und das Blut somit im C-Rhrchen zentrifugiert werden kann. Das
Zuschmelzen geschieht iiber der Sparflamme eines Bunsenbrenners.
Das Blut wird im C-Réhrchen 15 Min. bei 3000 Umdrehungen zentri-
fugiert. Hierbei bildet sich ein serumfreies Sediment?2, das nicht ge-
waschen zu werden braucht.

Der Teil des C-Réhrchens, der das abgeschiedene Serum enthilt,
wird vom Sedimentteil abgefeilt. Um nun ein Ubertragen des Sedi-
ments auf andere Capillarréhrchen zu erméglichen, muB auch das
zugeschmolzene Ende abgefeilt werden.

Hiernach wird in 4 neuen (unbenutzten) C-Rohrchen das Testsernm
in den Sdulenlingen von 80, 60, 40 und 20 mm vorgelegt® und die
entsprechende Sedimentmenge von 20, 40, 60 und 80 mm hinzugesetzt.
Das Sediment 148t man zum Serum hiniiberflieBen, bis die Serumséule
das andere (freigelassene) Ende des C-Rohrchens erreicht.

Der Inhalt des angefiillten C-Rohrchens wird nun zur Durchmischung
auf einen Objekttriger ausgeblasen. Alsdann wird das Gemisch vom
Objekttriger in ein neues C-Rohrchen iibertragen (zuzuschmelzendes
Ende unbenetzt lassen!), die eine Offnung zugeschmolzen und der
Inhalt etwa eine halbe Stunde im Kiihlschrank zur Absorption be-
lassen. Hiernach wird das Blutkérperchen-Serumgemisch zentrifugiert
(etwa 5 Minuten) und alsdann nach Abtrennen des Blutkorperchen- -
sediments der Abgu$ ausgewertet. Die Auswertung erfolgt sowohl
qualitativ als auch quantitativ.

b) Die Auswertung des Abgusses.
1. Die qualitative Auswertung des Abgusses.

Hierbei ist darauf zu achten, daf die Test-Blutkérperchen in der
gleichen Menge dem AbguB zugesetzt werden, in der dieser vorliegt,
da in den einzelnen Absorptionsstufen verschiedene Mengen von Test-
serum verwandt werden.

Man entleert also den AbguB aus dem C-Réhrchen auf einen Objeks-
tréger und fiillt den leergewordenen C-Rohrchenteil, in dem das Serum

1 Zu beziehen durch Fa. Max Kiihn, Stitzerbach i. Th.

% Das Sediment im Zentrifugierrohrchen enthilt etwa 10 % Serum,

3 Das Abmessen der Saulenlinge erfolgt durch Auflegen ldes C-Réhrehens
auf Millimeterpapier oder Heranbalten an ein Lineal. Hierbei wird das C-Réhrchen
also als MeBpipette verwandt.
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(AbguB) enthalten war, mit der Test-Blutkérperchenaufschwemmung
an und setzt die auf diese Weise abgemessene Blutkérperchenmenge
dem AbguB hinzu. Die Konzentration der Aufschwemmung der Test-
blutkérperchen soll eine 0,25%ige (bezogen auf Blutksrperchen-
sediment) sein.. Die Auswertung erfolgt zunéichst mit A;-Blutkérper-
chen, alsdann an einer zweiten Absorptionsreihe mit A,-Blutkérperchen.

- 2. Die quantitative Auswertung des Abgusses
(Agglutinationszeitbestimmung ) .
Bei der Auswertung des Abgusses wird das Auftreten der Agglutina-
tion zeitlich verfolgt, d. h. es wird die Zeit gemessen (Stoppuhr), die

%
M

] ]
| !
i A;) )

YARE p

%
. //

& fmm

g §&§ w0 20 14
Absorptions-Blutmengen

Abb. 3. Die beiden Zeitkurven als Xontrollproben bei Auswertung mit A, Blkp.

zwischen dem Zusetzen von Blutkérperchen und dem. Auftreten von
Agglutinaten verstreicht. Beobachtet wird 15 Min. lang.

Das Messen der Agglutinationszeit ist ein quantitatives Kriterium,
das der Titerbestimmung entspricht, aber einfacher ist als die Titer-
bestimmung. Je stirker der Titerabfall, desto spiter das Auftreten
der Agglutinate im AbguB: der Intensititsabnahme entspricht eine
Zeitzunahme. Die Zeithestimmung dient also der Intensitdtsbestim-
mung des (im Abgufl verbliebenen) Agglutininrestes.

Wihrend Intensitdtsgrade sonst mit Pluszeichen hezeichnet zu
werden pflegen — eine subjektive Abschiitzung hinsichtlich der Anzahl
der Pluszeichen — wird hier die Intensitit der Agglutinine durch die
Agglutinationszeit bestimmt — ein objektives Kriterium.

Der Ubersicht halber sind die Agglutinationszeiten (Ordinate) im
Verhiltnis zu den Sedimentmengen (Abscisse) in der Abb. 3 dargestellt.
Hierbei ergeben sich zwei Zeitkurven, die einen gemeinsamen Ursprung
haben, dann aber rechtwinklig divergierend auseinanderweichen.

Die eine Linie verlduft senkrecht. In ihr ist das Auftreten einer
Agglutination bis zur ,,Erschopfung® des Serums soweit also die
Absorption eine unvollstdndige war, dargestellt — bzw. das Ausbleiben

Zeitgehr. . gerichtl, Medizin. Bd. 39. 9b
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einer Agglutination jenseits der ,,Erschépfung® (==in den héheren
Absorptionsstufen) zu ersehen (== A;-Blut).

Die andere Linie verlduft horizontal. In ihr kommt das Auftreten
von Agglutinaten im AbguB beim Vorliegen einer Nichterschopfbarkeit
des Testserums zum Ausdruck, was das Vorliegen eines Nicht-A, -Blutes,
also eines A,- oder A,-Blutes usw. bedeutet.

Diese beiden Linien stellen bei der Einzeluntersuchung die Kontroll-
proben mit einem bekannten A;- und einem bekannten A,-Blut dar.

Bei einem zu schwachen Testserum, d. h. bei einem solchen unter
einem Titer von 1:16, kann ein zu untersuchendes starkes A,-Blut
eine vollige ,,Erschopfung® bewirken, so da das Vorliegen eines A,-
Blutes vorgetduscht wird. Allerdings ist die ,,Erschopfung® dann keine
spezifische.

Bei einem zu starken Serum, d. h. einem solchen iiber 1:64, kann
ein zu untersuchendes schwaches A;-Blut, etwa ein A -B-Blut, zur ,,Er-
schopfung® des Serums nicht ausreichen, so daB das Vorliegen eines
A,-Blutes vorgetduscht wird. Es muB also auf die Stirke des Test-
serums geachtet werden.

II. Die Beurteilung der Absorptionsergebnisse,
a) Die Feststellung eines A;-Blutes.

Der Abgul wird zunéchst mit A,-Blutkérperchen ausgewertet.
Tritt im Bereiche der Absorption mit unzureichenden Sedimentmengen,
d. h.in den Sedimentmengen von weniger als 20 mm (= unvollstindige
Absorption), eine Agglutination ein und bleibt sie im Bereiche der Ab-
sorption mit zureichenden Sedimentmengen (= vollstindige Absorp-
tion) aus, d. h. bei Sedimentmengen von mehr als 30 mm, so handelt
es sich bei dem zu untersuchenden Blut um ein A;-Blut.

Sedimentmenge . . . . . . . . . . . . .. 20 40 60 80mm

Ausgewertet mit A,-Blutkérperchen. . . . . + 0 0 0

Vorliegen eines A,-Blutes.

Was nun die Agglutinationszeit bei Auswertung des Abgusses an-
betrifft, so treten bei 5 mm Sediment die Agglutinate in 5 Min., bei
10 mm Sediment in 8 Min., bei 20 mm Sediment ir etwa 12 Min. auf.
Diese deutliche Verlingerung der Agglutinationszeit bei nur geringer
Zunahme der Sedimentmenge bedeutet die betrichtliche Zunahme der
Bindung. Schon allein aus dieser Verlangsamung der Agglutinations-
zeit innerhalb dieses Mengenbereiches (5—20 mm) ist auf ein A,-Blut
zu schlieBen.

b) Die Feststellung eines Ag-Blutes.
Wird der AbguB mit A,-Blutkdrperchen ausgewertet und treten in

allen Mengenverhiltnissen, also auch bei 40, 60 und 80 mm Agglutinate
auf, so liegt kein A,-Blut vor, sondern ein A,- bzw. A,-Blut.



Absorptionsnachweis der Untergruppen A,, A,, A,. 137

Zur weiteren Differenzierung und Sicherung kann nun eine zweite
AbguBreihe mit A -Blutkérperchen ausgewertet werden. Tritt hierbei
eine Agglutination nur in den Stufen mit unvollstindiger Absorption
(unzureichende Sedimentmengen) auf und bleibt sie in den héheren
Stufen, d. h. ab 30 mm aufwiirts, aus, so

handelt es sich bei dem zu untersuchen- aus%;/i%;;f%b’-ﬁ "
den Blut um ein A,-Blut (Abb. 4). Z Ch e
Fiir gewohnlich reicht die Auswertung i

mit A -Blutkorperchen aus, wobei dann - //
ein Ausbleiben der Agglutination in den %
hoheren Stufen bedeutet, dall ein A;-
Blut vorgelegen hat, und wobsi ein Auf- / /
treten von Agglutinationen auch in den %
héheren Stufen bedeutet, daf ein A -Blut / /
(genau genommen: kein A;-Blut!) vor-
gelegen hat.

Bei der Auswertung des Abgusses mit
A,-Blutkorperchen handelt es sich wohl-
gemerkt um einen indirekten A,-Nach- ¢ 7 70 Fyman
weis. Fir den direkten A,-Nachweis ist ?E?{rééeEiiﬁnigglfﬁgﬁiﬁ;diayi
(an. die Auswertung mit A,-Blutkorper- AbguB im Bereiche der unvoll-
chen) die Priifung des Abgusses mit Ay. Sordisen Abs Off;gﬁoggi;;sdﬁ

Blutkoérperchen anzuschlieBen. In Aus-  Testserums. Die Linien stellen
Zieitkurven dar. Sie entsprechen
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schlieBungsféllen ist das unerldBlich! der Steilkurve in Abb. 3.
Sedimentmenge . . . . . . . . . . . . .. 20 40 60 80mm
Ausgewertet mit A,-Blutkérperchen. . . . . + + + -+
Ausgewertet mit A,-Blutkérperchen. . . . . + 0o 0 0

Vorliegen eines A -Blutes.

¢) Die Feststellung eines Ag-Blutes.

Wird der AbguB mit A,-Biutkorperchen ausgewertet und tritt in
allen Absorptionsstufen eine Agglutination ein, so handelt es sich bei
dem zu untersuchenden Blut nicht um ein A;-Blut. Tritt nun bei der
Pritfung des Abgusses mit A,-Blutkérperchen auch in allen Absorptions-
stufen eine Agglutination auf, so-handelt es sich auch nicht um ein
A,-Blut. .

Nun ist zu prifen, ob etwa ein A;-Blut vorliegt. Hierzu ist der
Abgufl mit A -Testblutkérperchen auszuwerten. Da solche Blutkérper-
chen aber kaum stets zur Verfiigung stehen diirften, ist mit den zu
untersuchenden Blutkérperchen auszuwerten. Tritt hierbei nur in den
untersten Stufen eine Agglutination ein und bleibt sie in den héheren
Stufen aus, so liegt ein A;-Blut vor.



138 Aremrr PoNsoLD: Absorptionsnachweis der Untergruppen A,, A,, A,.

Sedimentmenge . . . . . . . . . . .. .. 20 40 60 80mm
Ausgewertet mit A;-Blutkérperchen. . . . . + 4+ =+
Ausgewertet mit A,-Blutkérperchen. . . . . + 4+ 4+ -+
Ausgewertet mit Az-Blutkérperchen. . . . . -+ 0 0 0

Vorliegen eines A,-Blutes.

Zusammenfassung.

1. Zur Ermittlung der ,,Erschépfbarkeit” des a-Testserums wird
die Absorption in einem Mengenverhiltnis durchgefithrt, in dem die
vollstandige Bindung der Agglutinine gerade noch nicht erreicht wird
(1/,—1/; Vol.), sowie in den néchstfolgenden hoheren Absorptionsstufen
(bis 4/, Vol.), bei denen die Vollstindigkeit der Bindung mit Sicherheit
erreicht wird.

2, Bleibt dann in den hoheren Absorptionsstufen die Agglutination
aus (bei Auswertung mit A,-Blutkdrperchen), so ist ein solches Blut
ein A,-Blut.

3. Tritt.aber eine Agglutination auch in den hoheren Stufen ein,
50 ist ein solches Blut kein A -Blut (== indirekter A,-Nachweis).

Soll nun festgestelit werden, ob es sich tatsichlich um ein A -Blut
handelt, so ist eine zweite AbguBreihe mit A,-Testblutkérperchen auszu-
werten. — Bleibt nun die Agglutination in den héheren Stufen aus, so
ist das zu untersuchende Blut ein A,-Blut (=eigentlicher A,-Nachweis).

4. Tritt bei der Auswertung mit A,:Blutkérperchen eine Agglutina-
tion auch in den héheren Stufen ein, so ist ein solches Blut weder ein
~ A;- noch ein A, -Blut. :

Soll nun festgestellt werden, ob es sich bei einem solchen Blut
um ein A,;-Blut handelt, so ist eine dritte AbguBreihe mit A;-Testblut-
koérperchen auszuwerten. Da solche kaum stets zur Verfiigung stehen
diirften, ist mit den zu untersuchenden Blutkérperchen auszuwerten.
Hierbei werden Agglutinate in den niedrigen Stufen auftreten und in
den boheren Stufen (vom Erschopfungspunkt an) ausbleiben.

5. Die Methode ist wicht an die Capillarmethode gebunden. Das
Capillarrshrchen kann aber als MeBgefaB und als Zentrlfuglergefaﬁ
verwandt werden.



