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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-elution 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.
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Zusammenfassung. Kin modifiziertes Absorptions-Elutionsverfahren zur A-Untergruppen-
bestimmung an Blutspuren wird beschrieben. Das Verfahren ist anch bei Verwendung absor-
bierter Antiseren und von Phytagglutininen niedrigen Titers fiir 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 gingigen Verfahren zur ABO-Diagnostik
sind der Agglutininnachweis wegen seines Wirkungsprinzips, der Absittigungs-
versuch wegen seiner geringen Empfindlichkeit sowie aus Mangel an Antiseren
mit geniigend hohen Titern zur Untergruppen-Differenzierung, vor allem an
Fleckenextrakten, wenig geeignet. Es galt daher, die beiden anderen iiblichen
Verfahren, d.h. die Mischagglutination und den Agglutininbindungs-Abspreng-
versuch zu erproben und zu modifizieren. Poon und Dodd haben eine Methode
der A-Untergruppendifferenzierung mittels der Mischzellagglutination unter Ver-
wendung papainbehandelter Indicatorzellen und eines Anti-A,-Extraktes aus dem
Samen von Dolichos biflorus beschrieben. Morgan und Richards halten das Ab-
sorptions-Elutionsverfahren fiir geeigneter, wenn man nur Anti-A,-Agglutinin aus
Dolichos ohne Fermentierung der Testzellen verwendet. Auf Grund der Beobach-
tung von Kriipe, daf Dolichos biflorus nach Papainbehandlung der Indicator-
zellen zwar A,-, nicht aber A,B-Blutkérperchen agglutiniert, und da8 dieses Phéno-
men zur A,B-Verifizierung bei gelegentlich schwieriger A,B-A,B-Differenzierung
herangezogen werden konnte, wurde die Brauchbarkeit der Absorptions-Elutions-
methodik und der Mischzellagglutination unter Verwendung einiger Phytaggluti-
nine mit Anti-A-Wirksamkeit, eines Forellenrogenextraktes (Anti-Bg,;) und der in
der Blutgruppenserologie bekannten proteolytischen Enzyme (Papain, Trypsin,
Pronase, Ficin, Bromelin, Panozym) gepriift.
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Material

1. Antiseren. 1. Absorbiertes menschliches Anti-A,-Serum (Ortho Diagnostics) mit einem
Anti-A;-Titer von 1:4.

2. Anti-A,-Phytagglutinin aus Dolichos biflorus, dessen konzentrierter Rohextrakt auch
A,-Erythrocyten agglutiniert, dessen Wirksamkeit gegen A; aber etwa 500mal grofler ist als
gegen A, (Bird).

3. Anti-H-Phytagglutininextrakte aus Laburnum alpinum und Ulex europaeus.

Herstellung der Extrakte nach Tobiska: Zerkleinern des trockenen Samens im Mérser
oder Schlagmiihle, 24 h Inkubation eines Gemisches aus 1 Teil Samenmehl und 9 Teilen
0,85% NaCl-Losung im Brutschrank bei 37° C unter griindlichem Durchschiitteln, 20 min
Abzentrifugieren der Samenteile bei 3000—4000 U/min, Verdiinnung des Uberstandes, bis die
Extrakte ,,spezifisch® waren. Der Anti-A,-Titer lag nach entsprechender Verdinnung der
Rohabgtisse durchschnittlich bei 1:32—64 (Dolichos biflorus), der Anti-H-Titer bei 1:4—S8
(Laburnum) und bei 1:8—16 (Ulex). Eine Absorption der Phytagglutininextrakte war un-
sicher und fithrte zumal bei den Anti-H-Priparationen zu erheblichem Titerverlust. Simtliche
kiuflichen Anti-H-Seren waren unbefriedigend. Sie besaBen alle einen sehr niedrigen Titer und
zeigten fast ausnahmslos auch A; an.

4. Anti-Bg,, ein thermostabiles sog. Protectin, zubereitet aus Forellenrogenextrakt von
Salmo irideus nach den Vorschriften von Diirwald und Leopold, das mit 2% NaCl-Lésung
B-und A,B-, nicht aber A,B-Blutkérperchen, und mit 0,9% NaCl-Lésung keine Blutkorper-
chen agglutinieren soll.

I1. Blutflecken. 220 Blutmuster der Gruppe A;, A, A;B und A,B wurden auf Wolle,
Leinen, Nylon und Glasplatten aufgetropft und bei Zimmertemperatur getrocknet.

I1I. Proteolytische Enzyme. Bromelin (Behringwerke); Pronase (Fresenius); Ficin (Hy-
land); Panozym, ein Bromelin-Ficingemisch (Molter); auBerdem Enzymlésungen aus Trypsin
2000 E/g (Merck); Papain (Merck) und Ficin, wasserldslich, 75000 E/g gegen Casein (Merck).
Diese Enzymlésungen wurden nach der bei Dunsford und Bowley angegebenen Technik her-
gestellt und in kleinen Portionen bei —20° C aufbewahrt.

Methodik

1. Vorversuche. Die mit 0,85% NaCl-Losung hergestellten Anti-Bg,-Extrakte agglutinier-
ten A,B bis zu einer Verdinnung von 1:10. A,, A; und 0 wurden nicht agglutiniert. Bei
Herstellung des Extraktes in 2% NaCl-Losung nach Vorschrift (unverdiiont) trat Panagglu-
tination auf, ab Verdiinnung 1:3 reagierte er nur mit A;B, A,B und B, und erst bei sehr
starker Verdiinnung des Extraktes waren brauchbare Ergebnisse zur Differentialdiagnose
zwischen A;B und A,B zu verzeichnen. Es bestand also kein qualitativer Unterschied zwischen
diesen beiden NaCl-Lésungen, und die Befunde von Diirwald u. Mitarb. waren nicht reprodu-
zierbar. Das Reagens eignete sich nicht fiir die Mischagglutination und auch nicht fir die
Absorption-Elution, obwohl dessen gleichbleibende Thermostabilitit 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 Antikérper homologen Testblutkérperchen enzym-
behandelt wurden. Zugleich agglutinierten die ,,spezifischen” Phytagglutinine die fermen-
tierten heterologen Blutkérperchen in einigen Titerstufen; sie wurden also gleichsam wieder
,,unspezifisch*“. Dieses Phiinomen solite zum ,,indirekten’* Nachweis der A-Untergruppen-
differenzierung herangezogen werden (s. Diskussion).

2. Mischagglutination. Der Arbeitsgang entsprach im wesentlichen der Methode von
Nickolls und Pereira unter Beriicksichtigung einiger von Fiori (1961) und Benciolini ange-
gebenen Modifikationen. Blutfleckenstiickchen und Blutstaub der Blutgruppen A;, A, A,B,
A,B wurden in silikonisierten Hohlschliff-Objekttrigern verteilt (Maresch u. Wehrschiitz)
und 15—20 min mit Methanol fixiert. Das Fleckenmaterial wurde in mdglichst feine Flock-
chen aufgefasert, und erst nach volligem Verdampfen des Methanols wurden die 4 oben
aufgefithrten Antiseren zugesetzt. Die Proben wurden dann in einer feuchten Kammer in
der Kilte 12, besser 24 h stehengelassen. Das Antiserum wurde nach der Inkubation mit einer
Mikropipette abgesaugt und das Faser- oder Blutstaubmaterial 5—7mal mit eiskalter NaCl-
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Losung gewaschen. Die letzte Spitlflissigkeit mull zur Kontrolle auf Agglutinationsfihigkeit
gegen A;- und A,-Erythrocyten geprift werden. AnschlieBend wurde jeder Probe 1 Tropfen
einer 0,5% {rischen, dem zugefiigten Antiserum entsprechenden Blutkorperchensuspension
mit einem Rinderalbumingehalt von 1% zugegeben. Die Ansitze wurden 2—86 h bei Zimmer-
temperatur in feuchter Kammer inkubiert und die Resultate mikroskopisch abgelesen.

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

Blutfleckenstiickchen auf synthetischen Fasern und Blutschiippchen wurden erst mit
Aceton (Fiori, 1961), dann mit Methanol, die iibrigen Blutflecken nur mit Methanol fixiert.
Nach volligem Verdampfen der Fixationsflissigkeit wurde das Fleckenmaterial nicht zerfasert,
sondern fein zerschnitten und von jeder Probe wurden winzige Substratmengen nach dem
Schema (Tabelle 2) auf insgesamt 16 (A, oder A B) oder 10 (A, oder A,B) hydrophobierte
Roéhrehen von 7 mm lichter Weite verteilt. Je 2 Tropfen der 4 Antiseren wurden auf jede
einzelne Probe aufgetropft, und zwar so, daB jeweils mit den homologen Antiseren je 1 Réhr-
chen und mit den heterologen Antiseren je 7 Rohrchen beschickt wurden. Nach 12—24 h
Inkubation im Kiihlschrank bei 4° C wurde das Antiserum unter der Wasserstrahlpumpe
mit einer Mikropipette abgesaugt. Das Material wurde 5mal mit eiskalter NaCl-Lésung
durch kriiftiges Schiitteln der Rohrchen gewaschen, wobei die Blutschiippchen notfalls
nach jedem Waschvorgang zentrifugiert werden multen. Eine Prifung der letzten
Waschfliissigkeit auf noch vorhandene freie Antikérper ist bei dieser Methode entbehr-
lich. Nach sorgfiltigem Absaugen der Spillfliissigkeit wurde in jedes Rohrchen 1 Tropfen
einer 0,85% NaCl-Losung mit 1% Rinderalbumingehalt gegeben und 20 min bei 56° C
im Wasserbad eluiert. AnschlieBend wurde das noch warme Eluat in entsprechend
beschriftete, nicht hydrophobierte Réhrchen tibertragen und jeder Probe 1 Tropfen einer dem
eluierten Antikérper homologen 1% Blutkérperchensuspension (Suspensionsmedium: 0,85%
NaCl-Losung mit 1% Albumingehalt) zugesetzt. Nach 10 min Inkubation wurde das Reak-
tionsgemisch 1 min bei 1000 U/min zentrifugiert und nach Aufschiitteln makroskopisch ab-
gelesen. In alle Rohrchen, deren Eluate die erwarteten negativen Frgebnisse zeigten, wurde
je Probe je 1 Tropfen der 6 proteolytischen Enzyme zugegeben. Nach 20 min Inkubation
bei 37° C wurde, wie oben beschrieben, zentrifugiert und nach Aufschiitteln erneut abgelesen.

Kontrollansitze mit sauberen Stoffproben sowie mit fermentierten Testzellen zum Aus-
schluB einer fermentbedingten Autoagglutination wurden mitgefithrt. Aulerdem wurde an
allen Proben die A- und B-Gruppeneigenschaft mit dieser Methode bestimm®.

Ergebnisse und Diskussion

Das Verfahren der Mischagglutination zeigte wenig befriedigende, teilweise
vollig unbrauchbare Resultate. DaBl der Blutgruppennachweis an synthetischen
Fasern schlecht oder gar nicht gelingt, ist seit den Untersuchungen von Maresch
und Wehrschiitz wie auch anderer Autoren bekannt. Als Ursachen kommen in
Frage: mangelndes Eindringen des benetzenden Blutes in die synthetische Faser;
daher vorzeitige Auswaschung vor allem des unfixierten Antigens durch das Anti-
serum, zum Teil erheblicher staubformiger Antigenverlust beim Zerschaben oder
Zerspleiflen des Gewebes in feinste Fibrillen und schlieflich zu geringer Titer der
Antiseren. Die beiden letztgenannten Ursachen gelten auch fiir die Stoff- und
Wollstoffproben.

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

Tabelle 1 zeigt die jeder Untergruppendifferenzierung voranzusetzende Bestim-
mung der A- und B-Gruppeneigenschaften an Blutflecken auf Leinen, Nylon und
an Blutschiippchen unter Verwendung von Antiseren mit hohem Titer.

Die Reaktionsschemata der Untergruppenbestimmung an Blutflecken auf
Leinen sind in der Tabelle 2 wiedergegeben; die Reaktionsergebnisse an Flecken
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Tabelle 1. Reaktionsschema der A- und B-Bestimmung von 9 Monate alten Blutschiippchen

A- und Anti-
L. = Leinen, N. = Nylongewebe, S. = Trockenblutschiippchen.
Spur Ay A,
Antiserum Anti-A Anti-B Anti-A Anti-B
L. N. S. L. N. 8. |L N. S. L. N. S8
Testzellen A, A, Ay B B B|A A, A, |B B B
Reaktion R = = e I S T

auf Nylon und an Blutschiippchen waren grundsétzlich gleich. Eine Gegeniiber-
stellung der Ergebnisse von 3 und 9 Monate alten Blutspuren zeigt, dall eine
altersabhingige Abschwichung der Reaktionen zu verzeichnen war, die sich am
geringsten an den Blutflecken auf Leinen ausgewirkt hat. Wesentlich schwicher
waren auch bei der Absorption-Elution alle Reaktionen am Fleckenmaterial auf
Nylon und Stoff, wenn das Material zerfasert oder zerschabt und — das galt
vor allem fir frische Blutflecken — nicht fixiert worden war.

Tabelle 2. Reaktionsschema der Untergruppenbestimmaung von 3 und

Antiseren: absorbiertes, menschliches Anti-A,, Phytagglutinine s. Text. Fermentierung
tinationsstirke nach folgendem Schema: + 4- -+ zusammenhéngende Flocke; + - +- lockere
makroskopisch sichtbare Agglutinate; — keine Agglutination. Obere Zeile: Ergebnisse an

Spur A A,
Antiserum | absorb. Dol. UL Lab. absorb. Dol. UL Lab.
Anti-A, Anti-A,
Test-Blkp. | A, A, A, A, A, A, A, A,
Reaktion ++ 444+ — — — — S+ 4
ohne + +++ = — — - +- (+)
Ferment
Bromelin ++++ +++ ++++
++++ ++ +4++
Papain ++4++ +++ ++++
++++ () + -+
Trypsin +++4+ - ++++
+-++ — ++
Panozym +-4+++ +4++ +++
+ 4+ ++ +
Ficin ++4++ +++ +++
+4+++ ++ ++++
Pronase ++++ +++ +++-+
++++ ++ ++++
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sowie Bluitflecken auf Stoff und Nylon im Absorptions-Elutionsversuch mit hochtiternden Anti-

B-Immunseren

AB A,B

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

L. N. S. L. S. L. N. S. L. N. S.
A A Ay B B A, A A B B B
T e = x o N o o o o e o o e ol I o = =

Die Fermentierung der heterologen Blutkérperchen zur ,,indirekten‘‘ Differen-
zierung hat ebenfalls brauchbare Resultate gezeigt. Offenbar werden bei der Elu-
tion doch ,,unspezifische* Antikérper abgesprengt, die erst nach Fermentierung
der entsprechenden Testzellen kriftige Agglutinate bilden. Natiirlich konnen 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 Monaite alten Blutflecken auf Leinen im Absorptions-Elutionsversuch
der negativen Reaktionsansiéitze mit 6 verschiedenen proteolytischen Fermenten. Agglu-

Flocke; + -+ grofiere Einzelagglutinate; + feine Agglutinate; (+) schwache, eben noch
3 Monate alten Blutflecken; untere Zeile: Ergebnisse an 9 Monate alten Blutflecken.

AB AB
absorb. Dol. Ul Lab. absorb. Dol. Ul Lab.
Anti-A; Anti-A;
A A A, A, A A, A, A,
+ +++ - — - — ++ +
+ ++ - — — — + (+)

++++ +++ +4+++

++++  + ++-++

+4+++  +++ ++-+

+4+++  + ++

++++  ~ ++-

++++ - ++

++++  ++ +++

+-+ + +

++++ A+++ ++++

+4+++  +++ +-+++

++++  +++ +-+++

++++  +4+ +4+++
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von vorneherein, wie sie Poon und Dodd empfehlen, erscheint nur bei hochspezi-
fischen Antiseren sinnvoll, nicht aber bei Phytagglutininen. Verfihrt man nach
den Vorschligen dieser Autoren, so besteht die Gefahr, daB man die falsche
Untergruppe oder im giinstigsten Falle beide Untergruppen gleichzeitig bestimmt,

Fiir die Routine empfiehlt sich die Verwendung von Bromelin, Pronase oder
Ficin und von den Phytagglutininen Dolichos und Ulex. Trypsin ist unter den
Fermenten am wenigsten geeignet (s. z.B. Ansétze Trypsin/Laburnum). Bei A,B-
Blutflecken ist zu beachten, dal eine Agglutination mit abgesprengtem Anti-
korper von Dolichos ausbleiben kann, wenn man papain- oder trypsinbehandelte
Testzellen verwendet. Bei Verwendung von Bromelin oder Pronase wurden niemals
negative Reaktionen verzeichnet. Weiterhin ist zu beriicksichtigen, daf bei AB-
Blutspuren Anti-H-Extrakte auch durch den H-Charakter der B-Eigenschaft
absorbiert werden koénnen. Im fibrigen wurde bei den Fermenttests aus Griinden
der Vereinfachung der ,.einstufige* Test gewahlt, da die proteolytischen Enzyme
offenbar keine Verdnderung der Phytagglutininextrakte bewirkten.

Die vorliegende Untersuchung hat gezeigt, dafl das Absorptions-Elutionsver-
fahren im Roéhrchentest- als brauchbare Methode zur A-Untergruppendifferenzie-
rung sowohl an Blutflecken als auch an Blutspuren anzusehen und der Misch-
agglutination iiberlegen ist. Entgegen der Auffassung einiger Autoren lieB sich
ferner nachweisen, dafl auch Antiseren mit niedrigem Titer durchaus brauchbare
Ergebnisse liefern konnen (so auch Schleyer).

Zur Vermeidung fehlerhafter Resultate, vor allem bei schwachen Antiseren,
sind folgende Kautelen zu beachten:

1. Phytagglutinine miissen ,,spezifisch® sein.

2. Das Fleckenmaterial sollte moglichst fein zerschnitten und fixiert sein (keine
Riickstinde der Fixationsflissigkeit, da sonst Eiweifldenaturierung des Anti-
serums!).

3. Je geringer der Antiserumtiter ist, um so linger sollte die Inkubations-
zeit (Antigen-Antikorperreaktion) und um so geringer die Konzentration der
(moglichst frischen) Blutkérperchensuspensionen sein.

4. Bei dieser Mikrobestimmung sind groBle Volumina zu vermeiden. Reichliche
Zugabe allzu konzentrierter Testzellsuspensionen zum Eluat fihrt zu einem MiB-
verhiltnis zwischen Antikérper und Antigen. Sie ist wohl die hiufigste Ursache
zu schwacher oder falsch negativer Resultate.

5. Kontrollen frischer A;-, A,-, A;B- und A,B-Blutflecken sind stets mitzu-
fithren.

Das Prinzip der Methodik besteht also im Ansatz der unbekannten Spur mit
einem absorbierten Anti-A;-Serum, einem Anti-A;-Phytagglutinin und einem wirk-
samen Anti-H(A,)-Phytagglutinin. Zur Abrundung des Ergebnisses ist zu den je-
weils negativ gebliebenen Reaktionsansétzen Ferment zu geben. Eine erst jetzt
auftretende unspezifische Agglutination in diesen Ansétzen erhdrtet indirekt das
primére Ergebnis.

Nachtrag bei der Korrektur: Eine weitere Modifikation der Absorptions-Elutions-Methode
zur A-Untergruppenbestimmung an Blutflecken stammt von Hayward. Verf. versetzt das
blutbefleckte Gewebe zunéchst mit gepufferter Trypsinlosung und verwendet nur Dolichos-
extrakt und trypsinierte A;-Testzellen. Bei iiber 200 Untersuchungen an mindestens 12 Mo-
nate alten Flecken keine Fehlbestimmungen.

Frau M. Stallforth gebithrt besonderer Dank fir ihre zuverldssige technische Assistenz,
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