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A;-A,-Untergruppenbestimmung mittels Antiglobulintest*,
Von
Dr. med. J. JoncwIRTH.

In der gerichtsmedizinischen Praxis sind verschiedene Methoden
der A-Untergruppenbestimmung in Gebrauch®2.  So erscheint es
vielleicht auf den ersten Blick unnétig, auf eine weitere Technik hin-
zuweisen. Bei Ausschluffillen ist es jedoch sehr zweckmiBig, den
Befund der Erstuntersuchung mit Hilfe anderer Verfahren zu bestdtigen.
Bei der relativ geringen Héiufigkeit der A-Untergruppenausschliisse
diirfte daher die Durchfithrung der Antiglobulinmethode als Kon-
trolluntersuchung keine besonderen technischen Schwierigkeiten be-
reiten.

Mit der Einfithrung des Antiglobulintestes (A. G.-Test) wurde die
Blutgruppenserologie um ein wertvolles diagnostisches Hilfsmittel
bereichert. Die urspriinglichen Beschreibungen des Verfahrens finden
sich bei MorEscaT? (1908) und GursT* (1925). Seine wichtige Bedeutung
wurde erst erkannt, als Coomss, MouraNT und Racm® (1945) zeigten,
daf man damit inkomplette (albuminagglutinierende$) Rh-Antikérper
nachweisen konnte. Seither hat der A. G.-Test eine ausgedehnte Anwen-
dung in der klinischen Blutgruppenserologie gefunden. Manche neuen
Blutgruppensysteme, wie z. B. Kerr” und DUFFY?, konnten erst mit
Hilfe dieser empfindlichen Testmethode entdeckt werden, da deren
Antikorper weder in Kochsalz-, noch in Proteinmedien Testblutkor-
perchen agglutinierten.

Nach der Entdeckung des Rh-Systems erkannte man bald, daf8
es qualitativ verschiedene Arten von Blutgruppenantikérpern gibt
(Racg®, WieNERY). BoorMAN und Dopp'™.12 und spiter WITEBSKY'®
zeigten, dafl die menschlichen Immun-Anti-A- und -B-Antikorper sich
dhnlich wie die Rh-Antikorper verhielten. So konnten mittels des
Albumintestes inkomplette o- und B-Antikérper von den Isoagglutininen
abgegrenzt werden. Die inkompletten Antikérper konnten weiterhin
nach Absittigung der Agglutininfraktion in solche mit negativen und
positiven A. G.-Reaktionen unterschieden werden (Young%1%). Seren
mit letzteren Eigenschaften, auch Immun-Anti-A-Seren genannt, sind

* Herrn Prof. Dr. KarL Rrurer zum 80. Geburtstag gewidmet.
14%



204 J. JUNGWIRTH:

dadurch gekennzeichnet, daf3 sie unter anderem nach partielier Neutrali-
sation, mit A,-Blutkérperchen positive A. G.-Reaktionen liefern, wihrend
A,-Blutkdrperchen negatives Verhalten zeigen. Diese Eigenschaft der
Immun-Anti-A-Seren bildet die Grundlage der zu schildernden Unter-
suchungsmethode.

Die Auffindung eines geeigneten Testserurms ist nicht allzu schwierig.
Der Verfasser konnte bei Mittern der Blutgruppen 0 und B eine Haufig-
keit von etwa 5% feststellen (an idber 500 Fillen$). Folgende Befunde,
die auch teilweise fehlen konnen, sind fiir solche Seren charakteristisch:
Starker Hamolysingehalt, Zonenphénomen, Titererhdhung bei Verwen-
dung von Proteinmedien und positiver Antiglobulintest?”. Seren, welche
innerhalb 5—10 min bei Zimmertemperatur A,-Blutkérperchen himoly-
sieren, enthalten erfabhrungsgemi am hidufigsten eine brauchbare
Immunfraktion?s.

Das zum Test vorgesehene Serum muf erst durch Zugabe von A,B-
Ausscheiderspeichel (oder A; + B) von Hémolysinen und Agglutininen
gereinigt werden (wegen Zubereitung von Speichel siehe Danwr?,
WirNEr?). Eine Inaktivierung eriibrigt sich, da die Himolysine schon
durch Zusatz relativ geringer Speichelmengen ausgeschaltet werden.
Es ist zweckméfBig, die geringste notwendige Speichelmenge zu be-
stimmen. Zu 1 Volumen Serum gibt man jeweils !/,, 1 und 2 Volu-
mina Speichel. An Stelle von Speichel kénnen auch sog. ,,gereinigte
Blutgruppensubstanzen, wie sie im Ausland erhéltlich sind, bei ent-
sprechender Verdiinnung verwendet werden. Dasjenige Serum-Speichel-
gemisch, welches nach 15 min eine 2%ige Kochsalzsuspension von
frischen A;-Blutkérperchen nicht mehr agglutiniert, zeigt das giinstigste
Mischungsverhéltnis an.

Das abgesittigte Serum wird nun gegen eine Reihe bekannter Blut-
kérperchen der Typen Ay, Ay, A/B, A,B und B (letzteres zur Erkennung
eines eventuell gleichzeitiz vorhandenen Immun-Anti-B) auf seine
Eignung gepriift. Zu diesem Zweck werden die Blutkérperchen lmal
gewaschen und aus den Sedimenten eine 30%ige Aufschwemmung
hergestellt. Zu je 1 Volumen des abgesittigten Serums gibt man
1 Volumen Aufschwemmung. Die Gemische werden 2 Std bei 379
inkubiert und in Abstdnden von 20 min geschiittelt. Nach Ablauf der
Inkubationszeit werden die Blutkorperchen 3mal gewaschen. Den
Sedimenten wird so viel Kochsalzlosung zugegeben, daB eine etwa
50%ige Aufschwemmung entsteht. Jeweils 1 Tropfen dieser Auf-
schwemmungen wird auf einer Milchglasplatte mit einem starken Anti-
globulinserum getestet. Ein 2. Tropfen jeder Aufschwemmung wird
gleichzeitig mit 1 Tropfen Kochsalzlosung als Kontrolle vermischt. Das
Vermischen aller Ansiitze soll moglichst gleichzeitig erfolgen, da der
zeitliche Reaktionsablauf fiir die Beurteilung von groBer Bedeutung ist.
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Die Reaktionen werden jeweils nach 2, 5 und 10 min abgelesen und
protokolliert. Folgende Schreibweise, wie sie gegenwirtiz am Lister
Tnstitut, London, verwendet wird, ist zu empfehlen:

— = negativ

w = schwach; feinste Agglutinate, gerade noch makroskopisch sichtbar.

1 = gleichm#Big ausgebildete, feinkornige Agglutinate.

2 = viele grobkornige Agglutinate mit freien Blutkérperchen.

3 = wenige grobkérnige Schollen ohne freie Blutkérperchen.

Zur Kontrolle des Antiglobulinserums werden alle negativen Reak-
tionen mit sensibilisierten Blutkérperchen (Kochsalzsuspension Rh-
positiver Blutkorperchen, die mit einem inkompletten anti-Rh-Serum
1 Std inkubiert wurden) beschickt.

Ein Immun-Anti-A-Serum ist dann brauchbar, wenn alle A; und
A,B-Blute innerhalb von 2—5 min deutliche Agglutination zeigen, die
A,-,A,B- und B-Blute nach 10 min noch negativ sind. Bei unvollstindiger
Absittigung des Testserums kénnen die A,-Blutkérperchenebenfalls,
wenn auch schwicher reagieren!?. Es ist daher sehr wichtig, die fiir jedes
Serum notwendige Speichelmenge genau zu ermitteln. Nach Auffin-
dung eines geeigneten Serums werden die laufenden Untersuchungen
neben Verwendung bekannter Kontrollen, wie oben beschrieben durch-
gefiihrt.

Zusammenfossung.

Die Eigenschaft menschlicher Immun-Anti-A-Seren, nach ent-
sprechender partieller Neutralisation spezifisch mit A,-Blutkérperchen zu
reagieren, kann mit Hilfe des indirekten Antiglobulintestes zur A-
Untergruppenbestimmung herangezogen werden. Der Nachweis erfolgt
mittels eines Kaninchen-Anti-Mensch-Globulinserums, welches das von
den A,-Receptoren absorbierte Antikérperglobulin anzeigt. Mit dieser
Methode lassen sich die individuellen Unterschiede in der Receptoren-
stirke verschiedener A,-Blute deutlich darstellen. Im Gegensatz zum
A-Untergruppennachweis mittels des Absdttigungsversuchs werden hier
die von den A;-Receptoren absorbierten Antikorper direkt nach-
gewiesen. Wichtigste Voraussetzungen fiir ein einwandfreies Arbeiten
mit dieser Methode sind ein geeignetes Testserum und eine exakte
Arbeitsweise. Da die technische Durchfithrung der Antiglobulinmethode
etwas umstindlich ist, diirfte thre Anwendung vor allem den Kontroll-
untersuchungen bei Vaterschaftsausschliissen vorbehalten sein.
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