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Neue Untersuchungen 
zur A-Untergruppen-Differenzierung an Blutspuren 
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New Investigations about Sub-typing of Group A Blood Traces 

Summary. A modified absorption-clution technique as a method of sub-typing group A 
bloodstains and blood traces is described. The procedure is suitable for microanalysis even 
when only low titred antisera and anti-A and anti-H lectins are available, if optimal per- 
formance conditions are employed. 

Key-Words: A-Untergruppenbestimmung, Differenzierung in Blutspuren - -  Blutspuren, 
A-Untergruppendifferenzierung. 

Zusammeu]assung. Ein modifiziertes Absorptions-Elutionsverfahren zur A-Untergruppen- 
bestimmung an Blutspuren wird beschrieben. Das Verfahren ist auch bei Verwendung absor- 
bierter Antiseren und yon Phytagglutininen niedrigen Titers ffir die Mikroanalyse geeignet, 
wenn optimale Arbeitsbedingungen eingehalten werden. 

Der Versuch des Nachweises der A-Untergruppen an Blutspuren ergibt keines- 
wegs immer sichere Resultate. Von den g/~ngigen Verfahren zur AB0-Diagnostik 
sind der Agglutininnaehweis wegen seines Wirkungsprinzips, der Abs/~ttigungs- 
versuch wegen seiner geringen Empfindliehkeit sowie aus Mangel an Antiseren 
mit genfigend hohen Titern zur Untergruppen-Differenzierung, vor allem an 
Fleekenextrakten, wenig geeignet. Es galt daher, die beiden anderen fibliehen 
Verfahren, d.h. die Misehagglutination und den Agglutininbindungs-Abspreng- 
versueh zu erproben und zu modifizieren. Peon und Dodd haben eine Methode 
der A-Untergruppendifferenzierung mittels der Mischzellagglutination unter Ver- 
wendung papainbehandelter Indieatorzellen und eines Anti-A1-Extraktes aus dem 
Samen yon Doliehos biflorus besehrieben. Morgan und Riehards halten das Ab- 
sorptions-Elutionsverfahren ffir geeigneter, wenn man nur Anti-A1-Agglutinin aus 
Doliehos ohne Fermentierung der Testzellen verwendet. Auf Grund der Beobach- 
tung yon Krfipe, dag Dolichos biflorus naeh Papainbehandlung der Indicator- 
zellen zwar As- , nicht aber A~B-BlutkSrperchen agglutiniert, und dab dieses Ph/~no- 
men zur A2B-Verifizierung bei gelegentlieh sehwieriger A1B-A,B-Differenzierung 
herangezogen werden kSnnte, wurde die Brauehbarkeit der Absorptions-Elutions- 
methodik und der Misehzellagglutination unter Verwendnng einiger Phytaggluti- 
nine mit Anti-A-Wirksamkeit, eines Forellenrogenextraktes (Anti-Bsal) und der in 
der Blutgruppenserologie bekannten proteolytisehen Enzyme (Papain, Trypsin, 
Pronase, Fiein, Bromelin, Panozym) geprfift. 
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Material 

I. Antiseren. 1. Absorbiertes menschliches Anti-A1-Serum (Ortho Diagnostics) mit einem 
Anti-A1-Titer yon 1 : 4. 

2. Anti-A1-Phytagglutinin aus Dolichos biflorus, dessen konzentrierter Rohextrakt auch 
A2-Erythrocyten agglutiniert, dessen Wirksamkeit gegen A 1 aber etwa 500real grSl~er ist als 
gegen A S (Bird). 

3. Anti-H-Phytagglutininextrakte aus Laburnum alpinum und Ulex europaeus. 
Herstellung der Extrakte naeh Tobi~ka: Zerkleinern des trockenen Samens im MSrser 

oder Schlagmiihle, 24 h Inkubation eines Gemisches aus 1 Tell Samenmehl und 9 Teilen 
0,85% NaC1-LSsung im Brutschrank bei 37°C unter griindlichem Durchschiitteln, 20 rain 
Abzentrffugieren der Samenteile bei 3 000--4 000 U/rain, Verdiinnung des Uberstandes, bis die 
Extrakte ,,spezifisch" waren. Der Anti-A~-Titer lag nach entsprechender Verdiinnung der 
Rohabgiisse durchschnittlich bei 1:32--64 (Dolichos biflorus), der Anti-H-Titer bei 1:4--8 
(Laburnum) und bei 1:8--16 (Ulex). Eine Absorption der Phytagglutininextrakte war un- 
sicher und fiihrte zumal bei den Anti-I-I-Pr~parationen zu erheblichem Titerverlust. S~mtliehe 
kiiuflichen Anti-H-Seren waren unbefriedigend. Sie besaBen alle einen sehr niedrigen Titer und 
zeigten fast ausnahmslos auch A 1 an. 

4. Anti-]3sa 1, ein thermostabiles sog. Protectin, zubereitet aus Forellenrogenextrakt yon 
Salmo irideus naeh den Vorschriften yon Diirwald und Leopold, das mit 2% NaC1-LSsung 
]3- und A213-, nicht aber A1]3-]31utkSrperchen, und mit 0,9 % NaC1-LSsung keine BlutkSrper- 
then agglutinieren soll. 

II .  Blutflecken. 220 ]31utmuster der Gruppe A 1, A2, A113 und A~]3 wurden auf Wolle, 
Leinen, Nylon und Glasplatten aufgetropft und bei Zimmertemperatur getrocknet. 

I l l .  Proteolytische Enzyme. ]3romelin (]3ehringwerke); Pronase (Fresenius); Ficin (Hy- 
land); Panozym, ein Bromelin-Ficingemiseh (Molter) ; auBerdem EnzymlSsungen aus Trypsin 
2000 E/g (Merck); Papain (Merck) und Fiein, wasserlSslieh, 75000 E/g gegen Casein (Merck). 
Diese EnzymlSsungen wurden nach der bei Dunsford und ]3owley angegebenen Technik her- 
gestellt und in kleinen Portionen bei --20 ° C aufbewahrt. 

Methodik 

1. Vorversuche. Die mit 0,85 % NaC1-LSsung hergestellten Anti-]3sal-Extrakte agglutinier- 
ten A113 bis zu einer Verdfinnung yon 1:10. A 1, A S und 0 wurden nieht agglutiniert. ]3ei 
Herstellung des Extraktes in 2 % NaCI-L5sung nach Vorschrift (unverdiinnt) trat Panagglu- 
tination auf, ab Verdiinnung 1:3 reagierte er nur mit A113, A213 und ]3, und erst bei sehr 
starker Verdfinnung des Extraktes waren brauchbare Ergebnisse zur ])ifferentialdiagnose 
zwischen A113 und A213 zu verzeichnen. Es bestand also kein qualitativer Unterschied zwischen 
diesen beiden NaC1-L5sungen, und die ]3efunde yon Dfirwald u. Mitarb. waren nicht reprodu- 
zierbar. ])as Reagens eignete sich nicht ffir die Mischagglutination und auch nicht ffir die 
Absorption-Elution, obwohl dessen gleichbleibende Thermostabilit~t bis etwa 50°C nach- 
gewiesen werden konnte (Jarosch u. Mitarb.). 

In  weiteren Versuchen wurde ermittelt, dab bei allen Phytagglutinen eine deutliche 
Titersteigerung auftrat, wenn die dem AntikSrper homologen TestblutkSrperchen enzym- 
behandelt wurden. Zugleich agglutinierten die ,,spezifischen" Phytagglutinine die Iermen- 
tierten heterologen ]31utkSrperchen in einigen Titerstufen; sie wurden also gleichsam wieder 
,,unspezifisch". Dieses Ph~nomen sollte zum ,,indirekten" Nachweis der A-Untergruppen- 
differenzierung herangezogen werden (s. I)iskussion). 

2. Mischagglutination. Der Arbeitsgang entsprach im wesentlichen der Methode yon 
Nickolls und Pereira unter Beriicksichtigung einiger yon Fiori (1961) und ]3enciolini ange- 
gebenen Modifikationen. ]31utfleckenstiickchen und Blutstaub der ]31utgruppen A1, A S, A1B, 
A2B wurden in silikonisierten Hohlschliff-Objekttr~gern verteilt (Maresch u. Wehrschiitz) 
und 15--20 rain mit Methanol fixiert. ])as Fleekenmaterial wurde in mSglichst feine F15ck- 
chen aufgefasert, und erst naeh vSlligem Verdamp~en des Methanols wurden die 4 oben 
aufgefiihrten Antiseren zugesetzt. Die Proben wurden dann in einer ~enchten Kammer in 
der K~lte 12, besser 24 h stehengelassen. Das Antiserum wurde nach der Inkubation mit einer 
Mikropipette abgesaugt und das Faser- oder ]31utstaubmaterial 5--7mal mit eiskalter NaC1- 



Neue Untersuchungen zur A-Untergruppen-Differenzierung an Blutspuren 81 

L6sung gewaschen. Die letzte Spiilflfissigkeit mug zur Koii~rolle auf Agglutinationsfghigkeit 
gegeii A 1- und A2-EITthrocyten gepriift werdeii. AnsehlieBend wurde jeder Probe 1 Tropfen 
einer 0,5% frischen, dem zugeffig~en Antiserum entsprechenden Blutk6rperchensuspension 
mit einem Rinderalbumingehalt yon 1% zugegeben. Die Ans~tze wurden 2--6 h bei Zimmer- 
temperatur in feuchter Kammer inkubiert und die Resultate mikroskopisch abgelesen. 

3. Absorption-Elution. Abgewandelte Technik in Anlehnung an das yon Fiori u. Mitarb. 
angegebene Verfahren: 

Blutfleckenstfickchen auf synthetischen Fasern und Blutschiippchen wurden erst mit 
Aceton (Fiori, 1961), daiin mit Methanol, die iibrigen Blutflecken nur mit Methanol fixiert. 
Nach v611igem Verdampfen der Fixationsflfissigkeit wurde das Fleckenmaterial nicht zerfasert, 
sondern fain zerschiiitten und yon jeder Probe warden winzige Substratmengen nach dam 
Schema (TabeIle 2) auf insgesamt 16 (A 1 oder A1B) oder 10 (A 2 oder A2B ) hydrophobierte 
R6hrchen yon 7 mm liehter Weite verteilt. Je 2 Tropfen der 4 Antiseren wurden auf jade 
einzelne Probe aufgetropft, und zwar so, dab jeweils mit den homologen Antiseren je 1 R6hr- 
chen und mit den heterologen Antiseren je 7 R6hrehen beschickt wurden. 2X-ach 12--24 h 
Inkubation im Kfihlschrank bei 4 ° C wurde das Antiserum unter der Wasserstrahlpumpe 
mit einer Mikropipette abgesaugt. Das Material wurde 5mal mit eiskalter NaC1-L6sung 
durch krgftiges Schfitteln der R6hrcheii gewaschen, wobei die Blutschiippchen notfalls 
naeh jedem Waschvorgang zentrifugiert warden muBten. Eine Prfifung der letzten 
Waschfliissigkeit auf noch vorhaiidene freie Antik6rper ist bei dieser Methode entbehr- 
lich. Nach sorgfiiltigem Absaugen der Spiilfliissigkeit wurde in jades R6hrchen 1 Tropfen 
einer 0,85% NaC1-L6sung mit 1% IZinderalbumingehalt gegeben und 20 rain bei 56 ° C 
im Wasserbad eluiert. AnschlieBend ~ntrde das noch warme Eluat in entsprechend 
beschrlftete, nicht hydrophobierte R6hrchen iibertragen and jeder Probe 1 Tropfen einer dam 
eluierten Antik6rper homologen 1% Blutk6rperchensuspension (Suspensionsmedium: 0,85% 
NaC1-L6sung mit 1% Albumingehalt) zugesetzt. Nach 10 mill Inkubation wurde das Reak- 
tionsgemisch 1 rain bei 1000 U/rain zentrifugiert und nach Aufschfitteln makroskopisch ab- 
gelesen. In alle RShrchen, deren Eluate die erwarteten negativen Ergebnisse zeigten, wurde 
je Probe je 1 Tropfen der 6 proteolytischen Enzyme zugegeben. Nach 20 min IIIkubation 
bei 37 ° C wurde, wie oben beschrieben, zentrifugiert and nach Aufschfitteln erneut abgelesen. 

Kontrollans/~tze mit saubereii Stoffproben sowie mit fermentierten Testzellen zum Aus- 
schluB einer fermentbedingten Autoagglutination wurden mitgefiihrt. AuBerdem wurde an 
alien Proben die A- und B-Gruppeneigenschaft mit dieser Methode bestimmt. 

Ergebnisse und Diskussion 

Das Verfahren der Mischagglutination zeigte wenig befriedigende, teilweise 
v511ig unbrauchbare  Resultate.  DaB der Blutgruppelmachweis an synthet ischen 
Fasern  schlecht oder gar nicht  gelingt, ist seit den Untersuchungen yon  Maresch 
und Wehrschfitz wie auch andercr  Autoren  bekannt .  Als Ursachen kommen  in 
Frage:  mangelndes Eindringen des benetzenden Blutes in die synthetische Faser;  
daher  vorzeitige Auswaschung vor  allem des unfixierten Antigens dutch  das Anti- 
serum, zum Tell erheblicher staubfSrmiger Antigenverlust  beim Zerschaben oder 
ZerspleiBen des Gewebes in feinste Fibrillen und schlieBlich zu geringer Titer  der 
Antiseren. Die beiden le tz tgenannten Ursachen gelten auch ffir die Stoff- und  
Wollstoffproben. 

Die Untersuchungen wurden daher nur  noch mit  der Absorptions-Elutions- 
methode weitergeffihrt, deren Ergebnisse ans den Tabellen 1 und  2 ersichtlich sind. 

Tabelle 1 zeigt die jeder Untergruppendifferenzierung voranzusetzende Bestim- 
mung der A- und  B-Gruppeneigenschaften an  Bllltflecken auf Leinen, Nylon  und  
an Blutschfippchen unter  Verwendung yon  Antiseren mit  llohem Titer. 

Die Reakt ionsschemata  der Untergruppenbes t immung an Blutflecken auf 
Leinen sind in der Tabelle 2 wiedergegeben; die Reaktionsergebnisse an  l~lecken 
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Tabelle 1. Reaktionssehema der A- und B-Bestimmung yon 9 Monate alten Blutschi~ppchen 
A- und Anti- 

L. = Leinen, N. ~ Nyiongewebe, S. = Trockenblutsehfippchen. 

Spur 

A n t i s e r u m  

A 1 

Anti-A 

i .  ~ .  

Anti-B 

S. L. N. 

A 1 B B T e s t z e l l e n  A 1 A 1 A 1 

R e a k t i o n  ++++ ++++ ++++ - - ++++ - 

A 2 

Anti-A 

S. L. 

B A 1 

-- + + + +  

Anti-B 

N. S. L. N. S. 

A 1 B B B 

+ + +  -- _ 

auf  Ny lon  und  an  Blutschf ippchen waren  grundsi~tzlich gleich. Eine  Gegeniiber-  
s te l lung der  Ergebnisse  yon  3 und  9 Monate  a l t en  B lu t spu ren  zeigt,  dab  eine 
altersabhi~ngige Abschwgehung  der  Reak t i onen  zu verzeichnen war,  die sigh a m  
ger ingsten an  den  Blut f leeken auf  Leinen  ausgewi rk t  ha t .  Wesent l i ch  schwgcher 
waren  auch bei  der  Abso rp t ion -E lu t ion  alle Reak t ionen  a m  F leckenma te r i a l  auf  
Ny lon  und  StoH, wenn das  Mater ia l  zerfaser t  oder  zerschabt  und  - -  das  gal t  
vor  a l lem fiir frische Blut f lecken - -  n icht  f ix ier t  worden  war.  

Tabelle 2. Reaktionsschema der Untergruppenbestimmung von 3 und 

Antiseren: absorbiertes, mensehliehes Anti-A 1, Phytagglutinine s. Text. Fermentierung 
tinationsst~rke nach folgendem Schema: + + + + zusammenh~ngende Flocke; + + + lockere 
makroskopisch sichtbare Agglutinate; - -  keine Agglutination. Obere Zeile: Ergebnisse an 

Spur 

A n t i s e r u m  

Test-Blkp. 

R e a k t i o n  

o h n e  

F e r m e n t  

B r o m e l i n  

Papain 

Trypsin 

P~nozym 

Ficin 

P r o n a s e  

A1 

absorb. Dol. U1. Lab. 
Anti-A 1 

A1 A1 A s  As  

+ +  + + +  - _ 
+ + + +  - _ 

+ + + +  
+ + + +  

+ + + +  
+ + + +  

+ + + +  
+ + +  

+ + + +  
+ + +  

+ + + +  
+ + + +  

+ + + +  
+ + + +  

+ + +  
+ +  

+ + +  
(+)  

+ + +  
+ +  

+ + +  
+ +  

+ + +  
+ +  

As 

absorb. Dol. U1. Lab. 
Anti-A 1 

A1 A1 A2 A2 

+ + + +  
+ + + +  

+ + + +  
+ + +  

+ + + +  
+ +  

+ + +  
+ 

+ + +  
+ + + +  

+ + + +  
+ + + +  

+ + + +  + 
+ +  (+)  
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sowie Blut/lecken au] Sto]] und Nylon im Absorptions-Elutionsversuch mit hochtlternden Anti- 
B-Immunseren 

A1B A~B 

Anti-A Anti-B Anti-A Anti-B 

L. N. S. N. S. L. N. S. L. N. L °  

B 

S. 

A I A1 A 1 B B A 1 A 1 A 1 B B B 

+ + + +  + + + +  + + + +  + + + +  + + + +  + + + +  + + + +  + + + +  + + + +  [ + + + +  + + + +  + + + ÷  

J 

Die Fermentierung der heterologen Blutk6rperchen zur , , indirekten" Differen- 
zierung hat  ebenfaUs brauchbare Resultate gezeigt. Offenbar werden bei der Elu- 
tion doch ,,unspezifische" Antik6rper abgespreng~, die erst nach Fermentierung 
der entsprechenden Testzellen kr/iftige Agglutinate bflden. Natiirlich k6nnen diese 
Reaktionen nur dann als beweisend angesehen werden, wenn vor der Fermentierung 
die Ergebnisse mit  den homologen Antiseren eindeutig positiv und mit  den hetero- 
logen Antiseren eindeutig negativ waren. Eine Fermentierung der Indicatorzellen 

9 Monate alten Blut/lecken au/Leinen im Ab~orptions-Elutionsversuch 
der negativen Reaktionsans~tze mit 6 verschiedenen pro*eolytischen Fermenten. Agglu- 
l~locke; + +  gr6i3ere Einzelagglutinate; + feine Agglutinate; (÷) schwache, eben noch 

Monate alten Blutflecken; untere Zefle: Ergebnisse an 9 Mona~e Mten Blutflecken. 

A1B A~B 

absorb. Dol. U1. Lab. absorb. Dol. U1. Lab. 
Anti-A~ Anti-A~ 

A~ A 1 A 2 A~ A1 AI A2 A2 

÷ ÷ ÷ ÷  
÷ ÷ ÷  m 

÷ ÷  ÷ 
+ (+) 

÷ ÷ ÷ ÷  + ÷ ÷  
÷ ÷ ÷ ÷  ÷ 

÷ ÷ ÷ ÷  ÷ ÷ ÷  
÷ ÷ ÷ ÷  ÷ 

÷ ÷ ÷ ÷  - 
÷ ÷ ÷ ÷  - 

÷ ÷ ÷ ÷  ÷ ÷  
÷ ÷  ÷ 

÷ ÷ ÷ ÷  ÷ ÷ ÷  
÷ ÷ ÷ ÷  ÷ ÷ ÷  

÷ ÷ ÷ ÷  ÷ ÷ ÷  
÷ ÷ ÷ ÷  + ÷ ÷  

+ + ÷ ÷  
÷ ÷ ÷ ÷  

÷ ÷ ÷  
÷ ÷  

÷ ÷ ÷  
÷ ÷  

÷ ÷ ÷  
÷ 

÷ ÷ ÷ ÷  
÷ ÷ ÷ ÷  

÷ ÷ ÷ ÷  
÷ ÷ ÷ ÷  
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yon vorneherein, wie sie Peon und Dodd empfehlen, erseheint nur bei hoehspezi- 
fisehen Antiseren sinnvoll, nicht aber bei Phytagglutininen. Verf/~hrt man naeh 
den Vorschl/igen dieser Autoren, so besteht die Gefahr, dab man die falsehe 
Untergruppe oder im gfinstigsten Falle beide Untergruppen gleichzeitig bestimmt. 

Fiir die Routine empfiehlt sich die Verwendung von Bromelin, Pronase oder 
Ficin und yon den Phytagglutininen Doliehos und Ulex. Trypsin ist unter den 
Fermenten am wenigsten geeignet (s. z.B. Ans/~tze Trypsin/Laburnum). Bei A~B- 
Blutfleeken ist zu beachten, dab eine Agglutination mit abgesprengtem Anti- 
kSrper yon Do]lehos ausbleiben kann, wenn man papain- oder trypsinbehandelte 
Testzellen verwendet. Bei Verwendung yon Bromelin oder Pronase wurden niemals 
negative Reaktionen verzeichnet. WeRerhin ist zu beriioksiehtigen, dab bei AB- 
Blutspuren Anti-H-Extrakte aueh dureh den H-Charakter der B-Eigensehaft 
absorbiert werden kSnnen. Im fibrigen wurde bei den Fermenttests aus Griinden 
der Vereinfaehung der ,,einstufige" Test gew/~hlt, da die proteolytisehen Enzyme 
offenbar keine Ver/~nderung der Phytagglutininextrakte bewirkten. 

Die vorliegende Untersuehung hat gezeigt, dab das Absorptions-Elutionsver- 
fahren im RShrchentest als brauohbare Methode zur A-Untergruppendifferenzie- 
rung sowohl an Blutfleeken als ~uch an Blutspuren anzusehen und der Miseh- 
agglutination iiberlegen ist. Entgegen der Auffassung einiger Autoren ]leg sich 
ferner naehweisen, dab such Antiseren mit niedrigem Titer durehaus brauehbare 
Ergebnisse liefern kSnnen (so aueh Schleyer). 

Zur Vermeidung fehlerhafter Resultate, vor allem bei sehwaehen Antiseren, 
sind folgende Kautelen zu beaehten; 

1. Phytagglutinine miissen ,,spezifiseh" sein. 
2. Das Fleekenmaterial sollte mSglichst fain zersehnitten und fixiert sein (keine 

Riiekst~nde der Fixationsfliissigkeit, da sonst EiweiBdenaturierung des Anti- 
serums !). 

3. Je geringer der Antiserumtiter ist, um so 1/inger sollte die Inkubations- 
zeit (Antigen-AntikSrperreaktion) und um so geringer die Konzentration der 
(mSglichst frisehen) BlutkSrperehensuspensionen sein. 

4. Bei dieser Mikrobestimmung sind grebe Volumina zu vermeiden. Reiehliehe 
Zugabe allzu konzentrierter Testzellsuspensionen zum Eluat  fiihrt zu einem MiB- 
verh£1tnis zwisehen AntikSrper und Antigen. Sie ist wohl die h/~ufigste Ursache 
zu sehwaeher oder falseh negativer Resultate. 

5. Kontrollen frischer AI-, As-, A1B- und A2B-Blutflecken sind stets mitzu- 
fiihren. 

Das Prinzip der Methodik besteht also im Ansatz der unbekannten Spur mit 
einem absorbierten Anti-A1-Serum, einem Anti-A1-Phytagglutinin und einem wirk- 
samen Anti-tI(A2)-Phytagglutinin. Zur Abrundung des Ergebnisses ist zu den je- 
wefts negativ gebliebenen Reaktionsans/itzen Ferment zu geben. Eine erst jetzt  
auftretende unspezifisehe Agglutination in diesen Ans/~tzen erh/~rtet indirekt das 
prim/~re Ergebnis. 

~Vachtrag bei der Korrektur: Eine weitere Modifikation der Absorptions-Elutions-Methode 
zur A-Untergruppenbestimmung an Blutflecken stammt yon Hayward. Verf. versetzt das 
blutbefleckte Gewebe ztm~chst mit gepufferter TrypsinlSsung und verwendet nut Dolichos- 
extrakt und trypsinierte A1-Testzellen. Bei fiber 200 Untersuchungen an mindestens 12 Mo- 
nate alten Fleoken keine Fehlbestimmungen. 

t~rau M. Stallforth gebiihrt besonderer Dank Iiir ihre zuverl~ssige technische Assistenz, 
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