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A Method for Treatment of Partially Haemolysed Blood with Lost Agglutination 
Properties, Allowing its Blood Group Determination 

Summary. A method for treatment of partially haemolysed blood with lost agglu- 
tination properties is described, which allows a direct determination of its blood 
group. 
The method is based on the phenomenon of reversible agglomeration of erythro- 
cytes after treatment of the blood with nonelectrolytic and electrolytic solutions. 
This phenomenon is well known in modern transfusion haematology (Huggins C. 
E., 1963). 
This method has been tested on 156 blood samples with anti-A, B and AB serums 
and on 47 blood samples with anti-A, B, AB and H serums, as well, with very 
good results. 

Zusammenfassung. Es wird eine Methode zur Bearbeitung h~imolysierten Blutes 
beschrieben, die die direkte Bestimmung der Blutgruppe erlaubt. Durchgeftihrt 
wurde sie an 156 Blutproben mit anti-A, B und AB Serum und an 47 Blutproben 
mit anti-A, B, AB und H Serum mit gutem Resultat. 

Key words. Blutgruppenbestimmung, bei gealtertem Blut - Spurenuntersuchung, 
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In der tSglichen kriminalistischen und gerichtsmedizinischen Praxis begegnet man oft 
Blut mit fortgeschrittener H/imolyse, bei welchem sich die Blutgruppe weder mit der 
Kreuzungsmethode, noch mit der direkten Methode feststellen 1/~Bt. Es handelt sich 
dabei gew6hnlich um nicht richtig oder zu lange bei 4°C im Ktihlschrank aufbewahr- 
tern Blut, sowie um Blut Mterer Leichen. Die Schwierigkeiten bei der Blutgruppenbe- 
stimmung in diesen F~illen beruhen auf Strukturfinderungen in den Agglutininen im 
Blutplasma, sowie durch Verminderung der Erythrozytenzahl, Tr~iger der Agglutino- 
gene, als Resultat der postmortalen Fgulnis. Daher fehlt den Fahndungsbeh6rden bei 
einigen schwierigen F~illen aus objektiven Griinden ein wichtiges Beweismittel, die Blut- 
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gruppe,  die durch nichts ersetzt  werden kann. Deshalb verdient jeder Versuch eines 
neuen Beitrags in dieser Richtung Beachtung.  

1963 stellt Huggins fest, dag die Ery th rozy ten  des Blutes in Anwesenhei t  yon 

Nichte lekt ro ly t l6sungen (Glucose,  Fructose,  Sacharose u.a.) bei ph zwischen 5 , 2 - 6 , 1  

und mi t t le rer  Umgebungs tempera tur  von 20°C am Gefat~boden agglomerieren und 

unter  Einf lug von Elektrolyt l6sungen (physiolog. Serum u.a.) deaggtomerieren. Diese 

Erscheinung ist in der medizinischen Transfusionshfimatologie als , ,Ph~nomen der 

reversiblen Agglomera t ion  der E r y t h r o z y t e n "  bekannt ,  im Gegensatz zur Aggregat ion 

und Agglut inat ion der Ery throzyten .  

Diese Tatsache brachte  uns auf  die ldee,  dat~ es eventuel l  m6glich w~re, mi t  Hilfe 

von Nichtelektrolyt l6sung,  mi t  e inem ph von 5 , 2 - 6 , 1  und mit t lerer  Umgebungstempe-  

ratur von 20°C Agglomera t ion  yon n o c h  erhal tene Ery th rozy ten  in Proben yon nicht  

vollstgndig h~molys ie r tem Blut  nach Verlust  seiner Agglut inat ionsfahigkei t  hervorzu-  

rufen, die nach Deagglomerat ion  mit  Hilfe von Elekt ro ly t l6sung zur Blutgruppenbe-  

s t immung benutz t  werden k6nnen.  

Material und Methode 

Wit benutzten Blutproben, die fiber Zeitspannen von 1 -4  Monaten im Kfihlschrank bei 4°C auf- 
bewahrt waren, die wir aus einem ehemischen Labor bezogen, bestimmt zur FeststeUung des Blut- 
alkohols. Die Bearbeitung war folgendermagen: 

1. Abmessung yon 1 ml h~imolysiertem Blut in ein Zentrifugenglas, bei welchem die Blutgrup- 
penbestimmung weder dutch Kreuzprobe, noch mit direkter Methode durchftihrbar war. 

2. Langsame Benetzung der Wiinde des Zentrifugenglases mit 1 ml 40%-iger Sacharosel6sung, 
angesguert mit 25%-iger Zitronensiiure 1 , gefolgt yon dauerndem vorsichtigen Schiitteln fiber 5 Mi- 
nuten. Zuftigung zu dieser Mischung yon 5 ml 7%-iger Sacharosel6sung anges~iuert mit 25%-iger 
Zitronens~iure 2 , gefolgt yon dauerndem Schfitteln fiber 5 Minuten. 

3. Zentrifugierung bei 2000 Umdrehungen, 2 -3  Minuten. 
4. Entfernung der iiberstehenden Flfissigkeit. 
5. Dreimalige W~ische mit physiologischem Serum. 
6. HersteUung der Erythrozytensuspension aus am Reagenzglasboden sedimentierten Erythro- 

zyten. 
7. Bestimmung der Blutgruppe mittels direkter Methode mit anti-A,B, AB und H Serum. 
Die konzentrierte Sacharosel6sung bezweckt die Normalisierung des intrazellulSxen osmotischen 

Druckes der Erythrozyten, welcher vornehmlich dutch den Einstrom von Natriumkationen und 
Chloranionen auf dem Diffusionswege w~ihrend des postmortalen Zerfalles zerst6rt wird. Wit ver- 
wendeten die Kombination von 1 ml Blut, 1 ml 40%-iger und 5 ml 7%-iger Sacharosel6sung, um 
die zur Erythrozytenagglomeration optimale Sacharosekonzentration zu erreichen- 10% 
(Huggins G. E., 1963). Die Benutzung von gr6fSerer als bestirnmte inder Methode Menge von 
Blut und Sacharosel6sungen in Verh~iltnis 1:1:5 garantiert bessere Resultate. Das S chiitteln der 
Zentrifugengliiser ist notwendig urn einen engeren Kontakt zwischen Sacharose, Plasmagamma- 
globulinen und Erythrozyten zu erreichen, was seinerseits den Agglomerationsprozeg erleichtert 
und sowie die Sedimentierung der Erythrozytenagglomeration zu beschleunigen. Dies muf5 vor- 
sichtig durchgefiihrt werden, damit die ohnehin geschiidigten Erythrozyten nicht zus~itzlich trauma- 
tisiert werden. Bei aufmerksamer Beobachtung gegen eine Lichtquelle kann man die fortgeschritte- 
ne Sedimentierung tier agglomerierten Erythrozyten am Boden des Zentrifugenglases verfolgen; 
Zentrffugierung der agglomerierten Erythrozyten ist die Bedingung zur Erhaltung von maximal 
reichem Erythrozytensediment. 

1 Zur Ans~iuerung yon 1 1 40%-iger Sacharosel6sung ftigt man 0.88 ml 25%-iger Zitronensliute zu 
2 Zur Ans~iuerung yon 1 1 7%-iger Sacharosel6sung ffigt man 0.14 ml 25%-iger Zitronens~iure zu 
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Ergebnisse 

Gew6hnlich zeichnet sich bei Bearbeitung des Blutes mit fallenden Konzentrat ionen 
yon Sacharosel6sung am Boden des Zentrifugenglases eine unterschiedlich hohe S~iule 
von agglomerierten Erythrozyten ab. Nach dreimaliger Waschung mit physiologischem 
Serum erhalten diese die leuchtend rote Farbe arteriellen Blutes, die auch nach Her- 
stellung der Erythrozytensuspension erhalten bleibt. Die Agglutination trit t  meist 
sclmell ein. Sie ist auch ohne Lupe zu beobachten. Das Ergebnis tiberzeugt und hinter- 
l~t~t keine Zweifel. Unsere Untersuchungen verliefen in 2 Etappen, weil wir nicht 
rechtzeitig hochwertiges Anti-H-Serum zur Verfiigung hatten. Der erste Untersuchungs- 
abschnitt  umfaf~te 156 Blutproben, der zweite 47 Blutproben. 

Die Resultate zeigt Tab. 1 und 2. 

Tabelle l.  Blutgruppen von 156 Blutproben, bestimmt mit Anti-A, B und AB-Serum, vor und nach 
Beaxbeitung mit fallenden Konzentrationen einer Sacharosel6sung. 

vor Bearbeitung nach Bearbeitung 

Blutgruppe Blutgruppe 

Anzahl A B AB 0 neg. Anzahl A B AB 0 neg. 

156 28 7 3 - 118 118 25 21 6 - 66 

Tabelle 2. Blutgruppen von 47 Blutproben, bestimmt mit Anti-A, B, AB und Anti-H-Serum vor und 
nach Bearbeitung mit fallenden Konzentrationen Sacharosel6sung. 

vor Bearbeitung nach Bearbeitung 

Blutgruppe Blutgruppe 

Anzahl A B AB 0 neg. Anzahl A B AB 0 neg. 

47 16 3 1 4 23 23 12 2 2 7 - 

In der Spalte , ,O" der Tab. 1 fehlen Proben, well wir kein Anti-H-Serum zur Verftigung 
hatten, im Gegensatz zur Tab. 2 wo 4 bzw. 7 Proben vermerkt sind, da wir bereits tiber 
dieses Serum verfdgten. Die in der Rubrik ,,negativ" vermerkten Proben der Tab. 1 sind 
wahrscheinlich Blutgruppe 0 - worunter  sich auch solche befinden k6nnen, bei denen 
die H~imolyse des Blutes dermaf~en fortgeschritten war, dag die Blutgruppenbestimmung 
auch nach Bearbeitung mit fallenden Konzentrat ionen von Sacharosel6sung unm6glich 
war. Die erfolgreiche Blutgruppenbestimmung von 23 Blutproben, aufgefiihrt in Tab. 2 
demonstriert  die grof~en M6glichkeiten der Methode. 
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Diskussion 

Das Phfinomen von Huggins, erfunden und praktiziert fiir andere Zwecke in der Trans- 
fusionsh~imatologie zeigt sich als durchaus nutzbringend in der Gerichtsmedizin. Auf 
diese Art bedient sich die Gerichtsmedizin erneut der Errungenschaften eines anderen 
Zweiges der medizinischen Wissenschaft um einen Schritt voranzutun. 

Huggins legt eine Hypothese vor, mit welcher er sich bemttht dieses Ph~inomen zu 
erkl~iren. Die ph-Erniedrigung des Blutes erzeugt reversible Komplexe yon Plasma- 
gammaglobulinen und Lipoproteinen an der Erythrozytenoberfliiche, die sich weiter- 
lain in gel6stem Zustand befinden. Die Zuffigung yon Nichtelektrolytl6sung vergr6gert 
diese Komplexe dutch Bindung der tibrigen Plasmagammaglobulinen und die Erythro- 
zyten setzten sich am Gef~if~boden ab. Der Zusatz yon Elektrolytl6sung zum Blut zer- 
stOrt diese Bindung zwischen Gammaglobulinen und die ph-Erh6hung die Bindung 
zwischen Garnmaglobulinen und Lipoproteinen, infolgedessen sich die Erythrozyten 
erneut im Blutplasma 16sen. Einige seiner Experimente sttitzen in gewissen Grade diese 
seine Hypothese. Unserer Ansicht nach fuhrt niedriger ph-Wert und Nichtelektrolyt- 
16sung im Blut zum Verlust der elektrischen Ladung der Erythrozyten welche dieselben 
in gel6stem Zustand erh/ilt und somit zu deren Sedimentierung. Normaler ph-Wert und 
Elektrolytl6sung stellt deren Ladung wieder her. 

Die vorgelegte Methode sttitzt sich auf erhaltene Agglutinogene im hgmolysierten 
Blut, analog der Methode der Agglutininabsorbtion bei der Untersuchung trockener 
Blutflecke. Ihre gemeinsame Unzullinglichkeit besteht darin, dafS ein Fehlen der Agglu- 
tination bei alleinigen Arbeiten mit Anti-A, B und AB-Serum sowohl Gruppe 0, als 
auch bereits zerst6rte A und B Agglutinogene bedeuten kann. Dieser Mangel ist durch 
die Benutzung yon hochtitriertem anti-H Serum zu beheben. Die Methode ist leicht 
durchfiihrbar. Sie ist ft~r jedes gerichtsmedizinische Labor zug~inglich. Sie ist wertvoll 
fiir die t/igliche kriminalistische und gerichtsmedizinische Praxis, da sie die Zahl der 
F~ille erh6ht, bei der Isoagglutinationseigenschaften des menschlichen Blutes ausge- 
nutzt werden k6nnen. Die konkreten M6glichkeiten beziiglich des Alters des Blutes 
sind noch schweranzugeben. In dieser Richtung zeigen jedoch unsere bisherigen Resul- 
tate eine gute Perspektive. 
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