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Micromethod for Grouping Red Blood Cell Antigens in Stains 

Summary. A micromethod was developed to allow the analysis of blood 
stains of minor size by the absorption elution technique. The individual ab- 
sorption, washing, and elution steps were carried out in Beckman tubes con- 
taining 5 gl antiserum. The final agglutination reaction was read through the 
inverted microscope in microtest plates regularly used for HLA typing. For 
this final reaction, 2-4 lal eluate was incubated with 2,000 red blood cells sus- 
pended in 1 gl saline and supplement. For the purpose of standardization, 
the intensity of agglutination in the microtest plate had to be defined. In 
comparison to the standard method (tube test and centrifugation), the pro- 
posed method proved to be slightly more sensitive with regard to the Rhesus 
and slightly less sensitive with regard to the AB0 system. With the proposed 
method very small traces could be successfully analyzed. Thus, two cotton 
threads i mm in length were sufficient for testing antigens A and B, and two 
cotton threads 2.5 mm in length were enough to detect an Rh antigen. 

Key words: Absorption elution test - Blood stains - Micromethod - Red 
blood cell antigens 

Znsammenfassnng. Um den Absorptions-Elutions-Test auch noch mit sehr 
kleinen Blutspuren durchfflhren zu k6nnen, wurde ein Verfahren entwickelt, 
bei dem die Reaktionsschritte wfihrend der Absorptions- und Elutionsphase 
in sogenannten Beckman-Tubes (0,4 ml Inhalt) erfolgen, und die Agglutina- 
tionsreaktion in Mikrotestplatten fiir die HLA-Typisierung durchgeffihrt 
wird. Die Zugabe von 2000 Testzellen in 1 gl Suspension zu 2--4 gl Eluat war 
ausreichend, um eindeutige mikroskopisch ablesbare Reaktionen zu er- 
zielen. Die Stfirke der Agglutinationsreaktion in Mikrotestplatten wurde de- 
finiert und mit herk6mmlichen Methoden verglichen. Zahlreiche Vorunter- 
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suchungen zur Sensitivitfitssteigerung der Agglutinationsreaktion und zur 
Einstellung des Test-Systems wurden durchgefiJhrt und werden ausfiihrlich 
beschrieben. 

Sehlfisselwiirter: Absorptions-Elutions-Test  - Blutspuren - Mikromethode  - 
Blutgruppenantigene 

Die fiir den Nachweis erythrozytfirer Antigene erforderliche Gr6f3e einer Blut- 
spur ist - neben der Zahl  der Antigendeterminanten pro Erythrozyt  - vor al- 
lem v o n d e r  gewfihlten Methode abhfingig. Beim gebrfiuchlichen Absorptions- 
Elutions-Test (Kind 1960a; Kind 1960b) mit  seinen verschiedenen Modifikatio- 
nen (121bersicht bei Schleyer und Oepen  1977; Denaul t  et al. 1980; Dodd  und 
Lincoln 1982; Gaensslen et al. 1985) wird auch aus praktischen Grfinden bei 
den einzelnen Reaktionsschrit ten als Mindestmenge ,,ein Tropfen"  einer Flfis- 
sigkeit, also ein Volumen von 20-30 gl, eingesetzt. 

Bei Verwendung yon Mikrotestplat ten fiir die HLA-Typis ierung dagegen 
kann eine serologische Reakt ion schon in 2-5 gl Flfissigkeit durchgeffihrt wet-  
den. Beim Einsatz dieser Platten ftir den Absorptions-Elutions-Test  w/ire ein 
Volumen yon wenigen gl zum Nachweis des eluierten Antik6rpers  ausreichend, 
wodurch letztlich eine Verringerung der Spurengr613e zu erwarten ist. 

Deshalb sollte in der vorliegenden Untersuchung der Einsatz yon Mikrotest- 
platten ftir die Blutgruppenuntersuchung an Spuren geprtift werden. 

Material und Methode 

1. Agglutinationsreaktion in Mikrotestplatten 

Je zwei Anti-A-, -B-, -H-, -C-, -c-, -D-, und -E-Reagenzien wurden in die Kavit~iten yon 
Mikrotestplatten in geometrischer Verdiinnung in 1-gl-Portionen unter Deck61 eingebracht. 
Dann wurden jeweils ca. 2000 der entsprechenden Testzellen in 1 ~tl Suspension zugegeben. 
Ffir die ABH-Reagenzien wurden in isotoner NaC1-L6sung resuspendierte stabilisierte Ery- 
throzyten (Sangocell, Behringwerke) verwendet. 

Ffir die Rh-Seren wurden frisch entnommene und papainisierte Erythrozyten in isotoner 
NaC1-L6sung eingesetzt, die zur Hemmung etwaigen Bakterienwachstums mit einer geringen 
Menge Natriumacid versetzt worden waren. Die Inkubation effolgte bei 4°C ffir die ABH- 
und bei 37°C fiir die Rh-Antik6rper. Die Reaktionen wurden wfihrend 24 h wiederholt unter 
dem umgekehrten Mikroskop mit Phasenkontrast-Einrichtung bei 100facher Vergr6Berung 
abgelesen. 

Bei allen Seren trat in den niedrigen Verdfinnungsstufen neben der Agglutinationsreak- 
tion ein optisches Phfinomen auf, welches wie eine teilweise Verschmelzung mehrerer Zellen 
aussah (Abb. lc, d unde). Die Zellmembran zwischen zwei fl~ichig aneinanderliegenden Zel- 
len schien dabei aufgehoben zu sein. Dieses Phgnomen konnte bei zunehmender Reaktions- 
dauer auch bei verschiedenen stfirker verdtinnten Seren festgestellt werden. Es zeJgt sich, dab 
bei langer Inkubationszeit (4-24h) das ,,Verschmelzungsph~inomen" die ffihrende Verfin- 
derung der Erythrozyten darstellte. 

Die Reaktionsstfirken sind in Abb. la-e definiert. Eine Agglutination auch zahlreicher 
Zellen ohne ,,Versehmelzung" wurde als +-Reaktion gewertet (Abb. lb). Als 1 +-Reaktion 
wurde ein Befund definiert, bei dem - neben Agglutinaten - mehr als die H~ilfte der Erythro- 
zyten das ,,Verschmelzungsphanomen" zeigten. Eine 2 +-Reaktion lag dann vor, wenn fast alle 
Zellen das ,,Verschmelzungsph~inomen" und daneben gr6f3ere Agglutinate aufwiesen. Bei der 
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Abb . l a -e .  Definition der Stfirke der Agglutinationsreaktion in der Mikrotestplatte. Von 
oben nach unten: negative Reaktion, +-Reaktion, l+-Reaktion, 2+-Reaktion und 3 +-Reak- 
tion 

3+-Reaktion mul3ten zum fiberwiegenden Teil Verschmelzungen von mehr als 20 bis 50 Zel- 
len vorliegen. Eine 4+-Reaktion, die durch ein einzelnes zusammenhfingendes Agglutinat mit 
,,Verschmelzung" von Zellen charakterisiert war, wurde nut vereinzelt beobachtet. 

Eine Agglutinationsf6rderung der Erythrozyten war durch Anwendung eines Vibrations- 
rfittlers (50 Aktionen/s) an einer Lfings- und Breitseite der Mikrotestplatte bei den ABH- 
Reagenzien m6glich. Als besonders gfinstig erwies sich eine Vibration der Mikrotestplatten 
zur Klfirung von +-Reaktionen, bei denen es manchmal zur Aufl6sung, h/iufiger abet zur 
Verstfirkung der Agglutinate kam. Bei den Seren zur Testung des Rh-Systems zeigte die An- 
wendung des Vibrationsrfittlers keinen verfinderten Effekt. 
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Tabelle 1. Zur Agglutinationsverstfirkung bei der Mikrotestplattenmethode untersuchte 
Supplemente und Enzyme 

Supplemente Enzyme 

1) Rinder-Albumin, 30%igund 1%ig 

2) Antik6rperfreies AB-Serum, 30%ig 

3) Fieoll (MG400000, Pharmacia), 
1% in physiologischer Kochsalzl6sung 

1) Neuraminidase (Vibrio cholera comma, 
Behringwerke) 

2) Bromelin (Biotest) 

3) Pronase (Fresenius) 

4) Papain (Biotest) 

2. Agglutinationsverstgirkung 

Da die agglutinationsverst~irkende Wirkung von Enzymen und Supplementen in Mikrotest- 
platten nicht bekannt war, wurden die in Tabelle 1 angegebenen Enzyme und Supplemente je- 
weils getrennt und in Kombination fiJr die Antigene des AB0- und Rh-Systems an frischen 
Testzellen untersucht. Die Enzyme wurden nach Vorschrift angewendet. Ffir die Supple- 
mente wurden die bei Blutspurenuntersuchungen fiblichen Konzentrationen eingesetzt. Bei 
den ABH-Antigenen ergaben die Enzyme im Durchschnitt eine Verst~rkung um ein bis zwei 
Titerstufen und die Supplemente eine Verst~irkung um etwa eine Stufe, so dab auch aus Grfin- 
den tier Praktikabilitfit eine Supplementzugabe als ausreichend erschien. Mit 30%igem anti- 
k6rperfreiem AB-Serum ergab sich eine besonders gute Ablesbarkeit der Reaktionen, so dab 
dieses Supplement fiir den Absorptions-Elutions-Test spfiter routinemfiBig eingesetzt wurde. 
Ffir das Rh-System erbrachte Papain eine wesentlich gr613ere Reaktionsverst~irkung als die 
iibrigen Enzyme. Dutch Suspension der Testzellen in 1%iger Rinderalbuminl6sung wurde 
noch eine weitere geringe Agglutinationsverst~irkung erreicht, so dab sp~iter nut noch papa- 
inisierte Erythrozyten in l%iger Rinderalbuminl6sung verwendet wurden. 

Titer  
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Abb.2. Abhfingigkeit der Reaktionsstarke vom 
eingesetzten Volumen an Antiserum (gleiche Anti- 
k6rper-Konzentration) im Mikroverfahren 

3. Mengenverhiiltnis von Testzellen und Antiserum 

Wegen der geringen Ausmage der Bodenflfiche der Reaktionskammeru von Mikrotestplatten 
k6nnen fiir die Agglutinationsreaktion maximal ca .5000 Testzellen eingesetzt werden. Eine 
optimale Ablesbarkeit bei gleicher Reaktionsstfirke ergab sich bei ca. 2000 Testzellen. Bei 
dieser Zahl in 1 ~tl Fliissigkeit suspensierter Erythrozyten war zu priifen, welche Antik6rper- 
konzentration in welcher Fliissigkeitsmenge noch deutliche Agglutinationen ergeben wiirde. 
Dazu wurden Titerbestimmungen mit 1, 2, 4 und 8 gl entsprechend verdiJnntem Anti-A- und 
-B-Serum und je 1 gl Testerythrozytensuspension mit ca. 2000 Zellen durchgefiihrt. Die Reak- 
tionen wurden nach einer Inkubationszeit yon 1, 2, 4, 8 und 24 h abgelesen. In Abb. 2 sind die 
Mittelwerte der Einzelergebnisse angegeben. Man erkennt, dab bei einem Volumen yon 2 
oder 4 pl Antiserum die starkste Agglutinationsreaktion auftrat, so dab bei der vorgegebenen 
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Abb.3. Vergleichende Titrationen. Konventionelle Verfahren - Mikrotestplattenmethode. 
. . . . .  R6hrchenmethode (mit Zent6~gation); ~ - -  Mikrotestplatte; Tfip~elplatte 

Erythrozytenzahl ffir die Testphase des Absorptions-Elutions-Tests mindestens 2, h6chstens 
abet ~-6 gl Eluat in die Mikrotestplatte zu/jberfiihren waren. 

4. Vergleichende Titrationen 

Mikrotestplatte - konventionelle Verfahren. In vergleichenden Titrationen wurde die Sensi- 
tivitfit der Agglutinationsreaktion nach den unter 2. und 3. ausgestesteten optimalen Reak- 
tionsbedingungen ffir Mikrotestplatten mit den Reaktionen von gebrfiuchlichen Makrometho- 
den (R6hrchenmethode mit Zentrifugation und Plattenmethode) verglichen. Bei den Makro- 
methoden wurde zur Erreichung h6chster Sensitivit~t (Lincoln und Dodd 1973) eine 0,1%ige 
Testzellsuspension mit jeweils den gleichen Enyzmen bzw. Supplementen wie bei der Mikro- 
methode eingesetzt. Die R6hrchen wurden vor der Ablesung zentrifugiert und in der Zwi- 
schenzeit bei Zimmertemperatnr (AB0-System) bzw. 37°C (Rh-System) inkubiert. Die Auf- 
bewahrung der Platten erfolgte in der feuchten Kammer bei entsprechenden Temperaturen. 

In Abb. 3 sind die Mittelwerte der Ergebnisse der Vergleichstitrationen angegeben. Man 
erkennt, dab die Agglutinationsreaktion in Mikrotestplatten generell langsamer verlfiuft als 
bei den anderen Methoden und dal3 nach entsprechender Reaktionsdauer im AB0-System mit 
der R6hrchenmethode und im Rh-System mit der Mikrotestplatten-Methode die stfirksten 
Reaktionen erzielt wurden. 

5. Handhabung kleiner Blutspuren in geringen Fliissigkeitsmengen 

Da sich eine antikOrperhaltige F1/jssigkeitsmenge von 2 gl in der Mikrotestplatte als sinnvolles 
Mindestvolumen erwiesen hatte, war die Menge an F1/jssigkeit, in die eluiert werden sollte, 
entsprechend zu begrenzen. Fiir solche geringen Volumina erwiesen sich ReaktionsgeffiBe f/Jr 
das System Beckman (sogenannte ,Beckman-Tubes") mit 0,4ml Inhalt als besonders ge- 
eignet. Um die Verdunstung der geringen Flfissigkeitsmengen zu verhindern, wurden alle Re- 
aktionen unter Mineral61 durchgeffihrt. In den Beckman-Tubes konnten auch extrem kleine 
Spurenmengen, z.B. ein 0,5 mm langer blutbeflekter Faden mit 0,4 mm Durchmesser, gut in 
alas Antiserum plaziert und dort auch wieder aufgefunden werden. Wegen der geringen Aus- 
mal3e der R6hrchenkuppe war die Gr613e der Spuren auf einen 2,5 mm langen Faden oder 
eine Stanze yon blutbeflecktem Stoff mit einem Durchmesser von 1,5 mm zu begrenzen. 

Das Beschicken der Beckman-Tubes mit Antiserum erfolgte mit einer 6fach-Dispensor- 
spritze (Firma Hamilton, Modell 1725). Pro Hub wurden 5 gl Antiserum eingebracht. Deck61 
(atoxisches Mineral61, Firma Biotest, Art.-Nr.811080) wurde mit einer herk6mmlichen 
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Spritze zugegeben. Durch kurze Zentrifugation wurde das Deck61 auf das Antiserum ge- 
schichtet. Die so vorbereiteten Tubes konnten fiber mehrere Monate bei -24°C ohne Aktivi- 
t/itsverlust der Antiseren gelagert werden. 

Zur Antik6rper-Absorption wurde die Spur an den Innenrand des R6hrchens oder auf die 
das Antiserum bedeckende Olschicht gebracht; anschliegend wurde das Beckman-Tube fUr 
etwa i min bei 2000 g zentrifugiert. Dann befand sich die Blutspur stets vollst/indig im Anti- 
serum; Olanhaftungen an der Spur traten wegen der hohen Beschleunigung w/ihrend des 
Zentrifugierens nicht auf. Der Wasch- und Elutionsvorgang konnte im gleichen Gef~il3 ange- 
schlossen werden. Eine sogenannte Cornwall-Spritze (Schiitt-Laboratoriumseinriehtungen, 
G6ttingen, Best.-Nr. 7.50000 2c) eignete sieh zur Zugabe von isotoner Kochsalzl6sung wgh- 
rend der Waschphase. Zum Absaugen von Flfissigkeit wurde eine abgeschlfffene Kanfile mit 
1,4ram AuBendurchmesser verwendet, deren Spitze mit einer dfinnen Gaze aus Kunststoff 
tiberzogen war (monofiles Gewebe Polyman PES 58/41 der Schweizerischen Seidengaze 
Fabrik AG, Ztirich). Die Entnahme oder Zugabe kleinster Fltissigkeitsmengen erfolgte mit 
einer 25-g1-Spritze (Firma Hamilton, Nr. 80430702 RN mit Kaniile RN/P/22 S (1) mit Dosier- 
einrichtung PB 600/1), die pro Hub 0,5 Ill abgab. Vor der Zugabe yon Flfissigkeit, in die elu- 
iert werden sollte, wurde zun/ichst mit einem Tropfen Deck61 fiberschichtet. D ann wurden die 
Tubes fUr lmin bei 2000 g zentrifugiert, damit sich die im R6hrchen befindlichen geringen 
Ffussigkeitsmengen in der Kuppe ansammelten. Anschliegend wurde auf ein gesch/itztes 
Volumen von 5 ~tl aufgeftillt und es erfolgte die thermische Elution im Wasserbad bei 56°C. 

6. Testverfahren 

ABO-System. Die Spuren wurden 12-18h lang bei 4°C mit 5 ~tl der vorher austitrierten Test- 
reagenzien inkubiert, bei Anti-A und Anti-B je 8mal und bei Anti-H 6mal bei 4°C gewaschen 
und anschlieBend 15 min lang bei 56°C eluiert. Die noch erw~irmten Eluate wurden in Mikro- 
testplatten eingebracht. Die Inkubation mit den frischen, in 30%igem AB-Serum aufge- 
sehwemmten Testzellen betrug mindestens 3 h bei Raumtemperatur. Dann wurden die Agglu- 
tinate mikroskopisch abgelesen. Eine zweite Ablesung der Reaktionen war bei im Ktihl- 
schrank aufbewahrten Testplatten noch etwa 24 h lang m6glich. 

Rh-System. Vorversuche zeigte~a, dab zur sicheren Bestimmung eines Antigens F/iden von 
2,5 mm L~inge erforderlich sind und dab nur durch gleichzeitige Testung mit zwei Antiseren 
verschiedener Herkunft eindeutige Ergebnisse zu erzielen waren. Die Inkubationszeit der 
Spuren mit 5~tl Antiserum betrug zwischen 12 und 18h bei 37°C. Zur Verhinderung von 
Bakterienwachstum wurden die Antiseren mit wenig Natriumacid versetzt. Der Waschvor- 
gang wurde bei 4°C je 6real wiederholt, dann wurde 15 min lang bei 56°C eluiert. Die noch er- 
w/irmten Eluate wurden entnommen und mit ganz frischen papainisierten Testzellen in 
1%iger Rinderalbuminl6sung, die wenig Natriumacid enthielt, fUr 3 h bei 37°C inkubiert. Die 
Ablesung war dann 1-2 h lang m6glich. 

Ergebnisse 

In  Tabe l l e  2 und  3 s ind exempla r i sch  die  E rgebn i s s e  de r  A b s o r p t i o n s - E l u t i o n s -  
U n t e r s u c h u n g e n  an 10 B l u t s p u r e n  darges te l l t .  D i e  in den  A b b i l d u n g e n  angege-  
b e n e  V e r d i i n n u n g  de r  R e a g e n z i e n  war  in V o r v e r s u c h e n  als o p t i m a l  ausge tes te t  
worden .  Z u m  Nachweis  de r  A n t i g e n e  A und  B w u r d e n  jewei ls  1 m m  lange  blut -  
be f l eck te  St i icke e ines  0 , 4 m m  s t a rken  B a u m w o l l f a d e n s  e ingese tz t ;  de r  Nach-  
weis des  A n t i g e n s  H w u r d e  mi t  e ine r  1,5 m m  groBen Spurens t anze  aus B a u m -  
wol ls tof f  geft ihrt .  Z u m  Nachwe i s  de r  A n t i g e n e  des  Rh -Sys t ems  w u r d e n  jewei ls  
2,5 m m  lange  Fadens t t i cke  ve rwende t .  D a s  B l u t s p u r e n a l t e r  b e t r u g  e twa  20 W o -  
chen.  
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Tabelle 2. AB0-System. Versuchsergebnisse mit dem Absorptions-Elutions-Test. Angabe der 
Stfirke der Agglutinationsreaktion (0 ~ negative Reaktion, 1 g l+ -Reak t ion  usw.) 

Blutgruppe Anti-A Anti-B Anti-H 
der Spur Fresenius Fresenius Behringwerke 

Ch. 6025 Ch. 6024 C. 01254413 
(Laburnum alpinum) 

Verdfinnung 1 : 4 Verdfinnung 1 : 2 nativ 

A 1 2-3 0 0 

0 0 0 3 

B 0 3 0 

0 0 0 3 

B 0 3 1 

A1 2 0 0 

B 0 2-3 0 

A2 1-2 0 0 

B 0 3 0 

AzB 2-3 3 0 

Tabelle 3. Rhesus-System. Versuchsergebnisse mit dem Absorptions-Elutions-Test. Angabe 
der St/irke der Agglutinationsreaktion (0 g negative Reaktion, i g 1 +-Reaktion usw.) 

Rhesus- Anti-Rhesus-Serum 

Phfinotyp C c D E 
der Blutspur 

Ortho BAG BAG G6- BAG G6- BAG G6- 
Lot Lot C Lot c decke Lot D decke Lot E decke 
CS 129-1, 124-1, Ch. 155-5, Ch. 126-1, Ch. 
140 A, Verd. 1:2 nativ 20415, nativ 20020, nativ 20317, 
nativ nativ Verd. 1:2 nativ 

CcD.Ee 2 2 3 2 3 2 2 3 

ccD.EE 0 0 3 3 3 2 1 3 

ccddee 0 0 3 3 0 + 0 0 

CCD.ee 2 3 0 0 2 3 0 + 

ccddee 0 0 2 3 + 0 0 0 

CcD.ee 2 3 2 3 3 2 0 + 

CCD. ee 3 3 0 _+ 3 2 0 0 

CcD.ee 1 3 3 3 2 2 0 0 

CcD.ee 3 3 2 3 2 3 0 0 

ccD.Ee 0 0 2 3 2 1 2 2 

D i s k u s s i o n  

Ffir den  Nachweis  des AB0-Sys tems  an B lu t spu ren  wird die Me thode  von  Ho-  
ward und  Mar t in  (1969), bei  der  ca. 3 m m  lange Fadenst t icke  ausre ichend sind, 
a l lgemein  als das empfindl ichs te  Ver fah ren  angesehen  (Cull i ford 1971; K i n d  
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und Lang 1976). Dieses Verfahren soll auch der Ammoniak-Extraktionsmethode 
(Kind and Cleevly 1969; Schwerd und Fauner 1980) in bezug auf den Material- 
verbrauch fiberlegen sein. Die hier vorgeschlagene Methode stellt somit eine 
materialsparende Alternative zu den bislang gebrfiuchlichen sensitivsten Ver- 
fahren des Absorptions-Elutions-Tests dar. 

Bei der Untersuchung der Antigene A und B war es bei Anwendung der be- 
schriebenen Methode nicht erforderlich, dab die Spur sehr stark mit Blut durch- 
trfinkt war. Auch schwach geffirbte Spuren ergaben klare Resultate. Selbst 
Fadenspuren von weniger als i mm Gr613e wurden erfolgreich untersucht; aller- 
dings waren diese Spuren kaum mehr zu handhaben und zerlegten sich ge- 
legentlich bei den zahlreichen Waschvorgfingen, wodurch Spurenmaterial ver- 
loren ging. 

Zum Nachweis des Antigens H ist generell die etwa 10fache Spurenmenge 
wie for den Nachweis der Antigene A und B einzusetzen, worauf schon in den 
ersten Untersuchungen mit dem Absorptions-Elutions-Test (Outteridge 1962) 
hingewiesen wurde. 

Bei der Rh-Untersuchung mit dem Absorptions-Elutions-Test konnte durch 
ein Antiserum allein nicht immer ein geniigend differenzierendes Ergebnis er- 
reicht werden (Tabelle 3). Durch den Einsatz von zwei Testseren unterschied- 
licher Herkunft war eine wesentliche Steigerung der Aussagekraft der Methode 
m6glich. Die ben6tigte Spurengr6f3e von ca. 5 mm blutbeflecktem Faden pro 
Antigen entspricht etwa dem Spureneinsatz anderer Untersucher, die beson- 
ders sensitive Methoden unter Verwendung eines Antiserums beschrieben 
(Rand und Kloosterman 1983; Lincoln und Dodd 1983). 

Nicht jedes im direkten Verfahren gut reagierende Anti-Rh-Serum zeigte 
sich fiir den Absorptions-Elutions-Test geeignet, so dab jeweils mehrere Seren 
ausgetestet wurden. Auch sollten die Testzellen das zu untersuchende Merkmal 
homozygot tragen, da - anders als im AB0-System - die Zahl der Rh-Deter- 
minanten vom Genotyp abhfingig ist. Entsprechende Testzellen zum Nachweis 
des Antigens E sind allerdings selten. 

Viele Anti-Rh-Seren enthalten schwache Begleitantik6rper, die in der 
Papaintechnik bei langer Inkubationszeit gelegentlich einen recht hohen Titer 
zeigen. Deswegen mug der Phfinotyp des Erythrozytenspenders entsprechend 
ausgewfihlt werden. So empfiehlt es sich, zum Nachweis des Antigens D nur 
Testzellen zu verwenden, die das Antigen C nicht aufweisen, da fast alle Anti- 
D-Seren C-Begleitantik6rper enthalten. Da der am besten geeignete (f~r D i m  
Regelfall homozygote) Phfinotypus ccD.EE selten ist, k6nnen zum D-Nachweis 
auch ccD.Ee-Testzellen eingesetzt werden. 

Von besonderer Wichtigkeit war bei der Rh-Untersuchung, dab die Test- 
zellen nicht filter als 8-12 h sind. Papain ist das Enzym der Wahl zur Sensitivi- 
tfitssteigerung; orientierende Absorptions-Elutions-Untersuchungen, bei denen 
die Testzellen mit anderen Enzymen behandelt worden waren, ergaben wesent- 
lich schlechtere Ergebnisse. 

Versuche zur Sensitivitfitssteigerung mit einem Medium geringer Ionen- 
stfirke (,,LISS"; Loew und Messeter 1974) ergaben bei der Rh-Untersuchung 
zahlreiche falsch positive Reaktionen. Dieses Ergebnis steht mit den Befunden 
von Rand und Kloosterman (1983) in Einklang; andere Autoren haben dagegen 
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f iber  gute  Er fo lge  mi t  d i e sem M e d i u m  be r i ch te t  ( M c D o w a l l  et  al. 1978; L incoln  
und  D o d d  1983). 

D i e  A b l e s u n g  de r  M i k r o t e s t p l a t t e n  im M i k r o s k o p  mi t  S t r ah lengang  von 
o b e n  (und  P h a s e n k o n t r a s t - E i n r i c h t u n g ! )  ist b e s o n d e r s  b e q u e m ;  s teht  ein sol- 
ches M i k r o s k o p  nicht  zur  Verf f igung,  kann  e ine  A b l e s u n g  auch im konven-  
t i one l l en  M i k r o s k o p  be i  10facher  O b j e k t i v v e r g r 6 g e r u n g  er fo lgen ,  w o b e i  de r  
D e c k e l  de r  M i k r o t e s t p l a t t e  a b g e n o m m e n  wird.  Je  nach  B a u a r t  des  M i k r o s k o p s  
k a n n  j e d o c h  schon  be i  d ieser  Vergr6f3erung der  E insa tz  e ines  , , long-dis tance"  
Ob jek t iv s  e r fo rde r l i ch  werden .  
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