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Storungen der Blutart-Bestimmungen durch Eigenheiten
des Substrates und deren Vermeidung
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1. Krose

Mit 2 Textabbildungen
( Eingegangen am 5. Juni 1961)

Nachdem in letzter Zeit BURGER und SCHOENHERR {liber Stérungen
der Pricipitinreaktion durch moderne Waschmittel und Verhinderung
dieser Storungen berichtet haben, tauchte die Frage auf, wieweit die
anderen Methoden zur EiweiBlart-Differenzierung durch Eigenheiten
des Substrates gestort werden.

Ziel der vorliegenden Untersuchungen war es, herauszufinden —
wieweit die mit modernen Waschmitteln gewaschenen Textilien, auf
denen sich zu untersuchende Blutflecke befinden, die von JUNGWIRTH
auf Grund einer Anregung von WIENER angegebene ,,Schnellmethode
zur artspezifischen Differenzierung menschlichen Blutes” beeinflussen
koénnen. Das weitere Ziel war, eine Methode zur Vermeidung eventuell
auftretender Stérungen zu finden.

Die Methode hat den Vorteil, daB sie schnell durchzufiihren ist und
nur wenig Testserum verbraucht. — Dabei handelt es sich um folgendes
Prinzip:

Notwendig sind zwei bekannte GroBen:

a) eingestelltes Antiglobulin-Serum (optimale Gebrauchsverdinnung wie fiir
Rh-Antikérper);

b) Testantigen. Dieses wird gewonnen durch Inkubation gewaschener Rh-pos.
Blutkérperchen bei 37°C, 30 min mit einem starken inkompletten Rh-Serum.
AnschlieBend Waschen des Gemisches zur Entfernung freien Serumeiweilles.

Vermischt man das Antiglobulin-Serum mit gelostem Bluteiweil}, so verbinden
sich die Antiglobulinmolekiile mit den freien Globulinmolekiilen und werden
neutralisiert. Nach Hinzufiigen des Testantigens darf bei Vorliegen von Menschen-
blut keine Agglutination auftreten, wihrend bei Vorliegen von Tierblut eine
Agglutination zu erkennen ist.

Die Untersuchungen wurden mit insgesamt 15 Wasch- und Reini-
gungsmitteln vorgenommen, und zwar: Flam, Pre, Persil, Sunil, Fewa,
Dixan, Suwa, Perwoll, Imi, Sil, Omo, Dor, Henko, Spili und Rei.

Um herauszufinden, ob diese Reinigungsmittel die Antiglobulin-Methode
iiberhaupt stéren und wenn ja — in welchen Konzentrationen — wurden in unseren
ersten Versuchen anstatt zu testender Losungen von extrahierten Blutflecken
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zunédchst nur reine Waschmittel-Verdiinnungen verwendet. Wir arbeiteten mit
den Konzentrationen 1:10, 1:100, 1:500, 1:1000 und 1:3000. Die von den jeweiligen
Herstellerfirmen angegebenen ,,Gebrauchslésungen® haben simtliche Konzentra-
tionen, die im Mittel zwischen 1:200 und 1:500 liegen.

Unsere Ergebnisse waren folgende: Alle aufgefiihrten Waschmittel
storten in den Verdinnungen 1:10, 1:100, 1:500 die Antiglobulin-
Methode. Die Reaktionen verliefen bei Zusatz der Reinigungsmittel-
Losungen (ohne Zugabe von menschlichem oder tierischem Blut) so,
wie sie bei Anwesenheit von Menschenblut ablaufen. — Die mitlaufenden
Kontrollen (Leerkontrolle und Kontrolle mit Menschen- bzw. Tierserum)
verliefen regelrecht und erwartungsgemal.

Bei Verdiinnungen der angegebenen Reinigungsmittel von 1:1000
wurden keine ins Gewicht fallenden Stérungen — nur in einigen Fallen
eing geringe Abschwichung der Reaktion — beobachtet.

Bei den folgenden Untersuchungen wurden Textilien in Seifenlésung ein-
geweicht bzw. gewaschen, um den Verh#ltnissen des praktischen Lebens niher-
zukommen, Wir verwendeten Baumwoll-, Leinen- und Woll-Gewebe. Von jedem
Stoff wurden Proben in je eine der nachstehend aufgefithrten Verdimnungen von
jedem der 15 untersuchten Reinigungsmittel fiir 3 Std bei Zimmertemperatur
eingeweicht. Wahrend dieser Zeit wurden die Textilien mehrmals darin herum-
geschwenkt und ausgedriickt. Von jedem Reinigungsmittel setzten wir Ver-
dimnungen in den Konzentrationen 1:100, 1:500, 1:1000 und 1:3000 an. — Die
Stoffe wurden — ohne vorheriges Spiilen — bei Zimmertemperatur getrocknet
und dann jede Stoffprobe der insgesamt 180 Ansitze an verschiedenen Stellen
mit Rattenblut, Kaninchenblut und mit Menschenblut befleckt. Nach abermaligem
Trocknen bei Zimmertemperatur (48 Std) wurden die blutbefleckten Textilstiicke
in physiologischer NaCl-Losung extrahiert und die Antiglobulin-Methode — wie
angegeben — durchgefithrt. Zur Kontrolle wurden fiir jeden Ansatz auch Stoff-
proben, die zwar in Reinigungslosungen gelegen hatten — aber nicht mit Blut
befleckt worden waren — extrahiert und auch Reaktionen mit physiologischer
NaCl-Losung sowie Menschen- und Tierserum (Ratte und Kaninchen) angestellt.

Als weitere Kontrollen wurden gewaschene aber unbefleckte Stoffe und un-
gewaschene aber befleckte Stoffe den gleichen Bedingungen ausgesetzt.

Wir kamen zu folgendem FErgebnis: Wollstoffe, die in Reinigungs-
mittel-Losungen von Konzentrationen 1:500 und 1:100 aller 15 Wasch-
mittel gewaschen worden waren, stérten den Nachweis der Blutart:
Die Extrakte, die aus den Rattenblutflecken gewonnen waren, ergaben
die gleichen Reaktionen wie die Extrakte aus Menschenblutflecken.
Auch die Extrakte aus den zwar gewaschenen — aber unbefleckten —
Wollstoffen storten die Reaktionen.

Wollstotfe, die in Reinigungsmittelkonzentrationen von 1:1000 und
1:3000 gewaschen waren, stérten die Reaktionen nicht mehr. Die iibrigen
Kontrollen fielen regelrecht und erwartungsgemsf aus.

Leinen- und Baumwollgewebe verhielten sich folgendermafen: Nach
Waschen in Losungen von 1:100 und 1:500 der folgenden Reinigungs-
mittel waren die Reaktionen gestort, d.h. die Extrakte von Ratten-
blutflecken verhielten sich wie solche aus Menschenblutflecken. Stérun-
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gen verursachten: Pre, Persil, Sunil, Fewa, Suwa, Sil, Dor, Henko,
Spiili und Rei. — Die in Flam, Dixan, Perwoll, Imi, Omo gewaschenen
Stoffe der gleichen Konzentration verursachten keine Stérung bei der
Antiglobulin-Methode. -— Leinen- und Baumwollgewebe, die in Losungen
von 1:1000 und noch stirkeren Verdiinnungen gewaschen worden
waren, storten den richtigen Ausfall der Reaktionen nicht mehr.

Samtliche Stoffe, die als Triger der Blutflecken (und auch unbefleckt als
Substratkontrolle) den ordnungsgemiBen Ausfall der Antiglobulin-Methode gestort
hatten, wurden nun nach dem Waschen in den entsprechenden stérenden Lésungen
zundchst gespiilt und dann getrocknet. Nach Blutbefleckung und erneuter Trock-
nung wurden wieder die Blutartbestimmungen durchgefiihrt, Die Krgebnisse
waren folgende:

Ein- oder mehrmaliges Spiilen in Leitungswasser von Zimmer-
temperatur beseitigte die vorstehend beschriebenen Stérungen nicht.

Nach viermaligem griindlichem Spiilen in Leitungswasser von 50 bis
60°C und jedesmaligem anschliefendem guten Auswinden vor der
Blutbefleckung waren in Leinen- und Baumwollstoffen die Stérungen
beseitigt.

Wollstoffe (die nur handwarm behandelt werden diirfen) zeigten
nach dreimaligem Spiilen in Leitungswasser von 30° C und anschlieSen-
der Blutbefleckung noch die gleichen Stérungen des Substrates wie
vorstehend beschrieben.

Daraus ergibt sich, dal trotz vorschriftsméligen Spiilens von
Textilien noch stérende Waschmittelsubstanzen in diesen enthalten
sein konnen. — Da in der Praxis nicht nur blutbefleckte Stoffe zur
Untersuchung gelangen, die in den von den Waschmittelfirmen an-
gegebenen Gebrauchslosungs-Verdinnungen gewaschen und anschlie-
Bend jedesmal als zur vollstindigen Entfernung der Reinigungsmittel
gespiilt worden sind — dagegen gerade nach begangenen Straftaten oft
versucht wird, mit mdglichst konzentrierter Losung eines Waschmittels
eventuell entstandene Blutflecken zu entfernen — multe die Frage
untersucht werden, wieweit und mit welchen Methoden diese Stérungen
beseitigt werden konnen.

Zundchst gibt bei Untersuchung von unbekannten Blutflecken auf
unbekannten Stoffen die bei jeder Reaktion mitlaufende Substrat-
kontrolle (in unseren Untersuchungen : Extrakt aus unbefleckten Stoffen)
daritber Auskunft, ob eine Stérung der Reaktion dem Substrat zu-
zuschreiben ist.

Wir gingen nun folgendermaBen vor: Die blutbefleckten Stoffe, die als Substrate
storten, wurden vor der Extraktion nach der von BurcER angegebenen Methode
behandelt:

Danach werden in Seifenpulver gewaschene und blutbefleckte Gewebestiickchen
in einem Lésungsmittelgemisch (gleiche Teile von Methylalkohol, Athylalkohol,
Amylalkohol zusammen mit Trichlordthylen) 3 Std digeriert.
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Nachdem wir aus den so vorbehandelten Textilien die Blutflecken mit Koch-
salzlésung extrahiert hatten, zeigten die angestellten Antiglobulin-Reaktionen die
gleichen Storungen wie vor dem Digerieren. — Stoffe, die vor dem Digerieren
nicht als Substrat gestort hatten, wurden jedoch durch die Behandlung mit dem
Lésungsmittel nicht in dem Sinn veréndert, daf sie nunmehr auch den ordnungs-
gemiBen Ablauf der Reaktionen beeinfluBten. — Wir stellten bei diesen Versuchen
vor und nach dem Digerieren die Uhlenhuthsche Pricipitinreaktionen an und
kamen zu dem gleichen Ergebnis wie BuraEr: Extrakte von mit Waschmitteln
vorbehandelten Textilien ergaben einen unspezifischen Ring an der Beriihrungs-
stelle. Nach dem vorgeschriebenen Aufenthalt der Stoffe in dem Losungsmittel-
gemisch waren die unspezifischen Précipitin-Reaktionen verschwunden.

Daraus ist zu schlieBen, daBi die alkoholischen Lésungsmittel zwar die die
Pricipitin-Reaktionen stérenden Substanzen entfernen. Die Agglutination der bei
der Antiglobulin-Methode zugesetzten Erythrocyten — die fiir den richtigen Ausfall
der Reaktionen erforderlich ist — war jedoch auch nach dem Digerieren der Stoffe
aufgehoben oder zumindest stark eingeschriinkt.

So suchten wir nach einer schonenderen Methode, die stérenden
Substanzen des Substrates — unter Erhaltung der Agglutinabilitit der
Blutkérperchen bzw. der Agglutinogene des Serums — zu entfernen.
Anregung dazu gaben uns die Untfersuchungen von MARCINKOWSKI
itber die Modifizierung der Lattes-Methode:

Dabei werden nicht die Blutkriistchen direkt oder ihre Ausziige mit A- und
B-Blutkoérperchen-Aufschwemmungen versetzt, sondern die Ausziige werden zu-
nichst von TFiltrierpapier-Streifen aufgesogen. Dann wird das obere Ende dieser
Streifen, das mit Isoagglutininen stark angereichert ist, abgeschnitten und auf
Objekttrigern unter dem Deckglas mit A-, B- und 0-Blutkdrperchen-Aufschwem-
mungen versetzt.

In Anlehnung an diese Methode extrahierten wir jeweils 1 cm? tier-
bzw. menschenblutbefleckten Stoff 12 Std in 3 em3® physiologischer
Kochsalzldsung. Unbefleckte Stoffe mit Waschmittelsubstanz und be-
fleckte Stoffe ohne Waschmittelsubstanz wurden als Kontrollen den
gleichen Bedingungen unterworfen. Wir schnitten aus Filtrierpapier
,,Schleicher und Schiill, Nr. 2043 Streifen von 0,25x6,0 cm Grole
und hingten je einen Filtrierpapierstreifen in je ein Reagensglas mit
der Extraktionsfliissigkeit. Nach einem Aufenthalt von 22 Std im His-
schrank wurden die Filtrierpapierstreifen herausgenommen (Abb. 1).
Nach dem Trocknen wurden 2 em vom oberen Ende des Filtrierpapier-
streifens abgeschnitten, zerkleinert und in 0,5 cm? physiologischer NaCl-
Losung 12 Std im Eisschrank extrahiert.

Mit diesen so gewonnenen Extraktionsflussigkeiten wurden die Anti-
globulin-Reaktionen angestellt. Sie fielen nunmehr — auch bei vorher
mit konzentrierter Seifenlésung behandelten Stoffen — vollkommen
storungsfrei und spezifisch aus. — Die mitlaufenden Kontrollen reagier-
ten ebenfalls erwartungsgemés.

Auf Papier oder Textilien gebrachte Losungen der modernen Wasch-
mittel leuchten unter der UV-Lampe hellgriin-weiBlich fluorescierend
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auf. — Wir legten nun die vorstehend beschriebenen Filtrierpapier-
streifen — nachdem sie sich mit dem Extrakt vollgesogen hatten und
getrocknet waren — unter die UV-Lampe und beobachteten, dafi sie in
einer Héhe von etwa 1,5—2 cm vom unteren Einde an gerechnet fluores-
cierten. Das Aufleuchten nahm nach oben zu an Helligkeit ab. Vier
Streifen wurden unter der UV-Lampe abgezeichnet und schematisch
in Abb. 2 wiedergegeben. — Zur Kontrolle wurden Filtrierpapierstreifen,
die sich mit Extrakten aus blutbefleckten — aber vorher nicht gewasche-
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Abb. 1 Abb. 2
Abb. 1. Einige der zur Entfernung der storenden Bestandteile benutzten
Filtrierpapierstreifen
Abb. 2. AusmaB der Fluorescenz der in Abb.1 gezeigten Filtrierpapierstreifen unter
der UV-Lampe. ] Ganz helles Aufleuchten. §5] Abnehmen der Helligkeit des
Aufleuchtens mit ziemlich scharfrandiger Begrenzung nach oben
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nen — Stoffen vollgesogen hatten, sowie génzlich unbenutzte Filtrier-
papierstreifen ebenfalls unter der UV-Lampe betrachtet. Die Kontroll-
streifen zeigten keine Fluorescenz.

Zusammenfassung

1. Die von JUNGWIRTH ausgearbeitete Antiglobulin-Methode zur
artspezifischen Differenzierung menschlichen Blutes wird durch folgende
Reinigungsmittel in Konzentrationen von 1:500 und stérker gestort:
Flam, Pre, Persil, Sunil, Fewa, Dixan, Suwa, Perwoll, Imi, Sil, Omo,
Dor, Henko, Spiili und Rei.

2. Wiascht man Textilien (die spater blutbefleckt wurden) in Wasch-
mittellésungen von 1:500 oder stiarkeren Konzentrationen, entstehen

el der Blutartdifferenzierung nach der Antiglobulin-Methode Fehl-
bestimmungen in der Weise, dall die Reaktionen bei Tierblutflecken
gleich denen von Menschenblut ausfallen.

3. Trotz mehrfachen Spiilens nach dem Waschen (bzw. nach ver-
suchter Fleckenentfernung) konnen noch Waschpulverbestandteile, die
den Nachweis der Blutart storen, in den Stoffen zuriickbleiben.
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4. Die Fehlreaktionen kommen dadurch zustande, dafl die Agglutina-
tion der bei der Antiglobulin-Methode zugesetzten Erythrocyten ein-
geschrinkt bzw. ganz aufgehoben wird.

5. Auch mehrstiindiges Digerieren der durch Substratkontrollen
ermittelten storenden Stoffe in dem von BURGER angegebenen Losungs-
mittel stellt die Agglutinabilitit der Erythrocyten bzw. die Agglutinogene
des Serums nicht wieder her.

6. Es wird eine Methode beschrieben, die die storenden Einfliisse
des Substrates beseitigt: Angeregt durch die Arbeit von MARCINKOWSKT
iiber die Modifikation der Lattes-Methode werden Extrakte von Blut-
flecken auf Stoffen mit storenden Beimengungen (die stets durch Sub-
stratkontrollen ermittelt werden) zunéchst von Filtrierpapierstreifen
aufgesogen. Von diesen wird nach Trocknung das oberste Ende ab-
geschnitten und abermals extrahiert. Die nunmehr angestellte Anti-
globulin-Methode verlduft stérungsfrei und spezifisch.

7. Die zur Entfernung der stérenden Bestandteile des Substrates
benutzten Filtrierpapierstreifen zeigen unter der UV-Lampe an ihrem
unteren Ende das fiir eingetrocknete Waschmittel-Losungen typische
Fluorescieren.
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