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69 Schnelldiagnostikum fiir Blutgruppenbestimmung.

67 Beschrieben wird ein Schnelldiagnostikum fiir Blut-
gruppenbestimmung und ein Verfahren zu dessen
Herstellung.

Das erfindungsgemésse Schnelldiagnostikum besteht
aus anti-A, anti-B, anti-AB und gegebenenfalls aus anti-D,
anti-C und anti-E Reagenzien, die in den an einer oberfld-
chenbehandelten Aluminiumplatte ausgebildeten Aushdh-
lungen fixiert sind. Das Schnelldiagnostikum wird herge-
stellt, indem man die obigen Reagenzien in die Aushshlun-
gen der oberflichenbehandelten Aluminiumplatte tropft
und dann an der Platte durch eine zweistufige Vakuum-
trocknung fixiert.
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PATENTANSPRUCHE

1. Schnelldiagnostikum fiir Blutgruppenbestimmung
dadurch gekennzeichnet, dass es 5 anti-A, anti-B, und
anti-AB Reagenzien aufweist, die in den auf einer oberf 14-
chenbehandelten Aluminiumplatte ausgebildeten Aushdh-
lungen fixiert sind.

2. Schnelldiagnostikum nach Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, dass es auch anti-D, anti-C und anti-E Rea-
genzien aufweist.

3. Verfahren zur Herstellung eines Schnelldiagnostikums
fur Blutgruppenbestimmung nach Anspruch 1 oder 2
dadurch gekennzeichnet, dass wenigstens anti-A, anti-B, und
anti-AB Reagenzien in die Aushohlungen einer oberflichen-
behandelten Aluminiumplatte getropft werden und die Rea-
genzien an der Aluminiumplatte durch eine Vakuumtrock-
nung fixiert werden.

4. Verfahren nach Anspruch 3 dadurch gekennzeichnet,
dass man in der ersten Stufe der Vakuumtrocknung unter
einem Druck von 13330 bis 40000 Pa (100 bis 300 Hgmm)
und bei einer Temperatur von 15 bis 25°C, in der zweiten
Stufe unter einem Druck von héchstens 66 Pa (0,5 Hgmm)
und bei einer Temperatur von 30 bis 50°C arbeitet.

5. Verfahren nach Anspruch 3 dadurch gekennzeichnet,
dass die Reagenzien aus den anti-A, anti-B, anti-AB, anti-D,
anti-C oder anti-E enthaltenden Blutsera bzw. aus den von
Fibrinogen befreiten Plasmen hergestellt werden, indem
man die gemiss den Blutgruppen vorbereiteten Sera bzw.
von Fibrinogen befreiten Plasmen priserviert, inaktiviert
und nach der Zugabe von Adjuviermitteln steril filtriert.

6. Verfahren nach Anspruch 5 dadurch gekennzeichnet,
dass Agglutination beférdernde Mittel zu den Reagenzien
von dem Rh-System gegeben werden.

BESCHREIBUNG

Die Erfindung betrifft ein Schnelldiagnostikum fiir Blut-
gruppenbestimmung und ein Verfahren zu dessen Herstel-
lung.

Die Blutgruppenbestimmung gehort zur Routinearbeit der
Gesundheitsfiirsorge, ist aber keine einfache Aufgabe, die
durch strenge Vorschriften reguliert wird. Es gibt Umstinde
(Katastrophen-Situationen, Kriege usw.), wenn eine grosse
Anzahl der Blutgruppenbestimmungen (sterile Ausriistung,
Gerite, Maschinen usw.) nicht zur Verfiigung stehen. In
mehreren Landern wurden Schnelldiagnostika fiir die
schnelle Blutgruppenbestimmung vom Reihenuntersu-
chungscharakter am Krankenbett entwickelt, deren gemein-
sames Prinzig besteht darin, dass die Bestimmungssera auf
einem mit spezialen Impregniermitteln durchtriinkten
Papiertriger getrocknet werden. Solche Schnelldiagnostika
sind z.B. das von Nordisk Insulinlaboratorium (Dinemark)
in Verkehr gebrachte «<ABO-D Kit» und «Eldoncard CDE»,
das von Biotest Diagnostics (Deutsche Bundesrepublik) in
Verkehr gebrachte «Serafol» und das von Germed, Berlin
(Deutsche Demokratische Republik) in Verkehr gebrachte
«Bed-side ABO» Trockenreagenzien. Diese sind einfach und
schnell anwendbar, ihr Nachteil ist aber, dass sie nur zur ein-
fachen Blutgruppenbestimmung geeignet sind.

Es wurde ein neues Schnelldiagnostikum entwickelt,
dessen Verwendung einfach und zuverlissig ist und verhalt-
nisméssig dauernd aufbewahrt werden kann.

Die Erfindung betrifft also ein Schnelldiagnostikum fiir
Blutgruppenbestimmung, das anti-A, anti-B, und anti-AB
Reagenzien aufweist, die in den auf einer oberflichenbehan-
delten Aluminiumplatte ausgebildeten Aushéhlungen fixiert
sind. Die Erfindung betrifft weiterhin ein Verfahren zur Her-

stellung des obigen Schnelldiagnostikums, indem man
wenigstens anti-A, anti-B, und anti-AB Reagenzien in die
Aushohlungen einer oberflichenbehandelten Aluminium-
platte tropft und die Reagenzien an der Aluminiumplatte

s durch eine Vakuumtrocknung fixiert.

Als Tragermaterial des erfindungsgemassen Schnelldia-
gnostikums wird eine Aluminiumplatte verwendet, deren
Dicke zweckmissig 0,25 bis 0,5 mm betriigt. Auf dieser Platte
werden Aushéhlungen mit eine Durchmesser von 10 bis 30

10 mm und mit einer Tiefe von 0,3 bis 0,6 mm durch Pressung
ausgebildet. Die Anzahl der auszubildenden Aushdhlungen
héngt davon, wievielerlei Reagenzien auf das Tragermaterial
aufzutragen erwiinscht ist; eine weitere Aushohlung ist fiir
die Priifprobe notwendig. Die Trigerplatte, die gepresst und

15 auf die entsprechende Grésse abgeschnitten wird, wird in
einem Kaliumhydroxid-Bad und danach mit einer ausgie-
bigen Spiilung durch warmes und kaltes Wasser und dann
durch Alkohol oberflichlich behandelt.

Zu dem erfindungsgemissen Schnelldiagnostikum werden

20 anti-A, anti-B und anti-AB Reagenzien der Haupblutgruppe,
weiterhin gegebenenfalls anti-D, anti-C, anti-E usw. Reagen-
zien des Rh-Systems verwendet.

Die Reagenzien der Hauptblutgruppen werden hergestellt,
indem man das Serum bzw. das von Fibrinogen befreite

25 Plasma des Blutes A (anti-B), B (anti-A) und O (anti-AB), die
eine giinstige Aviditit haben (das heisst eine binnen 2 bis 5
Sekunden beginnende und binnen 3 Minuten vierkreuzige
Agglutination geben) unter aseptischen Bedingungen je nach
den Blutgruppen mischt, durch Wirmebehandlung inakti-

30 viert, praserviert, adjuviert und steril filtriert.

Die Inaktivierung wird durch eine etwa 30 Minuten lang
dauernde Warmebehandlung auf 50 bis 60°C ausgefiihrt. Die
warmbehandelten Reagenzien werden z.B. mit Natriumazid
préaserviert und ein Lyophilisierungshilfsmittel, z.B. Saccha-

35 rose wird als Adjuviermittel in einer Menge von etwa 3 %
zugegeben.

Die Reagenzien des Rh-Systems werden aus dem Serum
bzw. Plasma von anti-D, anti-C, anti-E usw. enthaltendem
Blute dhnlicherweise wie die Reagenzien von den Hauptblut-

4 gruppen hergestellt, die Agglutination beférdernde Adjuvier-
mittel, z.B. Ficoll, Glycin und Methylcellulose werden aber
auch den Reagenzien zugegeben.

Auf die vorbereiteten Platten werden Tropfen von 0,03 bis
0,05 ml der Reagenzien unter aseptischen Bedingungen auf-

45 getragen. Zur Bestimmung durch Enzymmethode wird
neben die Reagenzien von dem Rh-System 0,03 bis 0,05 ml 1
%-ige, durch Cystin und Cystein aktivierte Papainlosung
getropft und die Reagenzien werden durch eine zweistufige
Vakuumtrocknung auf dem Triigermaterial eingetrocknet.

s0 Die Vakuumtrocknung wird in einer Lyophilisierungsap-
parat oder in einer Vakuumtrockenkammer ausgefiihrt. In
der ersten Stufe arbeitet man unter einem Druck von 13330
bis 40000 Pa (100 bis 300 Hgmm), bevorzugt unter einem
Druck von 26660 Pa (200 Hgmm) bei einer Temperatur von

55 15 bis 25°C, bevorzugt bei 20°C; in der zweiten Stufe arbeitet
man unter einem Druck von hichstens 66 Pa (0,5 Hgmm),
bevorzugt unter einem Druck von 13 bis 6 Pa (0,1 bis 0,05
Hgmm), bei einer Temperatur von 30 bis 50°C, bevorzugt bei
40°C. Die ganze Zeitdauer der Trocknung betrigt etwa 3 bis 5

60 Stunden.

Bei Anwendung werden die Reagenzien in jeeinem
Tropfen von Leitungswasser gelost und die zu priifende Blut-
probe wird in die bezeichnete Aushhlung eingetropft. Die
Bestimmung kann auch mit dem unmittelbar aus der Finger-

65 spitze ausgenommenen Blut, ausgeronnenen Blut oder aus
einer gerinnungshemmendes Mittel enthaltenden Blutprobe
ausgefiihrt. Die zu priifende Blutprobe wird mit einem geeig-
neten Gerdt - zweckmiissig mittels Polystyrol-Stiibchen, die



mit dem Diagnostikum zusammen in einem Gepick gelegt
sind - mit den Reagenzien in Beriihrung gebracht. Nach
einigen Kippen wird die Platte auf eine horizontale Ober-
fliche gelegt und nach 3 Minuten ausgewertet.

Das erfindungsgemasse Schnelldiagnostikum weist die
. Vorteile auf, dass das Trigermaterial ist eine oberflichenbe-
handelte Aluminiumplatte, wodurch irgendeine Impregnie-
rung, speziale Bedeckung und Isolierschicht iiberfliissig

werden. Die ausgebildeten Aushohlungen erleichtern sowohl

die Auftragung der Reagenzien als auch die Blutgruppenbe-
stimmung. Die Reagenzien haften fest an der Oberfldche der
Aluminiumplatte, bei der Anwendung konnen die Reagen-
zien mit Leitungswasser gelost werden und das Losen findet

sofort statt. Auf der Aluminiumplatte ist die Reaktion ausser-

ordentlich gut wahrnehmbar. Das erfindungsgemaésse
Schnelldiagnostikum enthélt auch anti-AB Reagenz,
wodurch die Fehlermdglichkeiten sich vermindern und die
Blutgruppenbestimmung mit Sicherheit ausgefiihrt werden
kann, Falls man auf diese Weise arbeitet, so ist die Bestim-
mung mit einer unter Laboratoriumsbedingungen durch-
fithrten Bestimmung gleichwertig. Infolge der glinstigen

Wirmeiibertragungsfahigkeit der Aluminiumplatte kann der

Feuchtigkeitsgehalt der Reagenzien durch Vakuumtrock-
nung minimalisiert werden, wodurch das Diagnostikum ver-
hiltnisméssig lange Zeit (2 bis 5 Jahre lang) ohne Qualitéts-
anderung sogar bei Zimmertemperatur aufbewahrt werden
kann.

Die Herstellung der erfindungsgemassen Schnelldiagno-

stikum wird an Hand des folgenden Beispiels néher erléutert.

Beispiel

Die Herstellung der Reagenzien von der Hauptblut-
gruppen

Die Blutsera mit einem Titer von mindestens 1: 64 anti-A
oder anti-B, bzw. von mindestens 1:32 anti-AB, die eine giin-
stige Aviditat haben (das heisst eine binnen 2 bis 5 Sekunden
beginnende und binnen 3 Minuten vierkreuzige Agglutina-
tion geben), werden unter aseptischen Bedingungen je nach
den Blutgruppen gemischt, mit 0,1% Natriumazid préser-
viert, 3% Saccharose werden zugegeben, dann werden sie
durch eine bei 56°C 30 Minuten lang dauernde Warmebe-
handlung inaktiviert, und dann durch ein kldrendes und ent-
keimendes Filter filtriert.

Die Blutplasmen mit einem Titer von mindestens 1 :128
anti-A oder anti-B, bzw. von mindestens 1:64 anti-AB, die
eine giinstige Aviditit haben, werden unter aseptischen
Bedingungen je nach Blutgruppen gemischt, mit 0,1 %
Natriumazid priserviert, mittels Calciumlévulinat oder Cal-
ciumchlorid-dihydrat von dem Fibrinogen befreit und dann
auf die selbe Weise, wie die Sera behandelt.

Die Herstellung der Reagenzien des Rh-Systems )
Die Blutsera mit einem Titer von mindestens 1:128 anti-D

oder anti-C oder anti-E usw. werden durch 0,1% Natriumazid
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gruppen gemischt und bei 56°C 60 Minuten lang inaktiviert.
Die irreguliiren Agglutinine werden durch Absorption ent-
fernt, 3% Saccharose, 2% Glycin sowie 0,3 bis 0,5% Ficoll zur
Beforderung der Agglutination und 0,01 bis 0,02%

5 Methylcellulose werden zugegeben und dann werden sie
durch Filtrieren entkeimt.

Die Plasmen werden dhnlich mittels 0,1% Natriumazid
priserviert, durch Calciumchlorid-dihydrat oder Thrombin
von dem Fibrinogen befreit und dann ebenso wie die Sera

10 behandelt.

Die Aviditit von einem Reagenz ist geeignet, indem die
Reaktion nach einer Minute beginnt und nach 3 Minuten bis
zum Maximum erhéht wird.

Zum Nachweis der inkompletten Himagglutinine ist auch

15 eine 1%-ige Papainlosung notwendig, die durch L-Cystin und
L-Cystein-hydrochlorid aktiviert und mit einem Phosphat-
puffer von 1/15 Mol/Liter hergestellt wird und 0,0125% Me-
thylcellulose enthélt.

Die Vorbereitung des Trigermaterials

Im Falle der Verwendung von anti-A, anti-B, anti-AB und
anti-D Reagenzien werden fiinf Aushhlungen durch Pres-
sung auf einer Aluminiumplatte mit einer Dicke von 0,25 bis
0,5 mm ausgebildet. Die Tiefe dieser Aushdhlungen betrigt
25 0,3 bis 0,6 mm. Der Durchmesser von vier Aushdhlungen

betréigt 15 mm, der der fiinften ist grosser, z.B. 30 mm. Die

gepressten und auf die geeignete Grosse abgeschnittenen

Platten werden 3 Minuten lang in einem 20 % -igen Kalium-

hydroxid-Bad bei 90°C gehalten, dann ausgiebig mit warmen
30 und kaltem Wasser und zuletzt mit Alkohol abgespiilt.

20

Die Herstellung des Diagnostikums

In drei von den kleineren AushShlungen der vorberei-

35 teten, oberflichenbehandelten Platten werden der Reihe
nach 0,03 ml anti-A, und anti-B und anti-AB Reagenz
getropft, die vierte, kleinere Aushdlung bleibt fiir die Blut-
probe leer. In die grossere Aushohlung werden 0,03 ml
anti-D Reagenz und ein bisschen ferner 0,05 ml aktive

40 Papainlésung getropft. Das Reagenz von dem Rh-System
kann auch auf eine andere Platte aufgetragen werden.

Nun werden die Platten in eine Lyophilisierungsmaschine
gelegt und die zweistufige Vakuumtrocknung wird
begonnen. In der ersten Stufe werden ein niedriges Vakuum

45 (etwa 26660 Pa; 200 Hgmm) und eine niedrige Temperatur
(20°C), in der zweiten Stufe ein hoheres Vakuum (13 bis 6 Pa;
0,1 bis 0,05 Hgmm) und eine erhdhte Temperatur (40°C) ver-
wendet. Durch diese Methode wird der Stoff ohne Refrigera-
tion bei einem verhiltnismissig niedrigen Temperatur

50 getrocknet, wodurch die Anderung der Eiweiss-Struktur,
bzw. die begleitende Aktivitatsverminderung, die bei der
Refrigeration auftreten, vermieden werden konnen.

Das so hergestellte Diagnostikum wird mit Polystyrol-
Stibchen zusammen in Aluminiumfolie-Beutel gepackt und

priserviert, unter aseptischen Bedingungen je nach den Blut- 55 luftdicht abgeschlossen.
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