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Influencing Factors of Previous Testing on Blood Determination 

Summary. The demonstration of individual characteristics, especially those of the 
blood group types are substantially disturbed through the hydrogenperoxide- 
and the luminol spray procedure, which when it is previously employed, can cause 
changes in the blood spot. These changes are expecially by very small blood spots 
to be expected, but even larger ones under intensive spraying can be effected. 
Only with great caution are such spray procedures to be used and then only if it is 
impossible any other way to gather information about the existance of blood 
spots. 

Zusammenfassung. Das Wasserstoffperoxid- und Luminol-Spriihverfahren als Vor- 
proben zum Nachweis k6nnen Ver~inderungen der Blutspuren hervorrufen, durch 
die der Nachweis individueller Eigenschaften, insbesondere der Gruppenmerkmale 
gest6rt wird. Diese Ver~indemngen sind insbesondere bei geringen Blutspuren zu 
erwarten, aber auch bei st~irkeren Blutspuren, n~imlich dann, wenn diese intensiv 
besprtiht werden. Vorproben dieser Art sollte man daher nut mit gr6f~ter Vorsicht 
anwenden und aueh nut dann, wenn eine Orientierung tiber das Vorhandensein 
von Blutspuren anders nicht m6glich ist. 
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Der Einflufi von Vorproben auf das Ergebnis weiterer Untersuchungen an Blutspuren 
wurde schon mehrfach geprtift. Die Meinungen sind nicht einheitlich. Leers, Kratter, 
Merkel, B. Mueller, O. Schmidt, Strassmann, Walcher u.a. erkl~irten, d ~  Blutspuren 
durch Besp~ihen mit Wasserstoffperoxid-L6sung zerst6rt und Beweisproben dadurch 
vereitelt werden. Deshalb wurde z.B. empfohlen, das Wasserstoffperoxid sofort nach 
dem Aufsch~iumen mit Fliet~papier abzutupfen (Ziemke). Auch Berg wies auf den 
sch~idigenden EinflufS yon Wasserstoffperoxid hin, wenn es im fdberschul~ l~ingere 
Zeit einwirkt. Wehrschtitz u. O. Preidler untersuchten den Einflut~ von Wasserstoff- 
peroxid auf den Ausfall der Benzidin- und Leukomalachit-Probe, den mikrospektros- 
kopischen Nachweis von H~imochrom, die Pr~icipitin-Reaktion sowie die Erfassung 
von Blutgruppenmerkmalen nach der Absorptions- und der Mischagglutinations- 
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Methode.  Sie konn ten  keine Abschw/ichung dieser Reakt ion  nach Einwirkung von 

H2Oz feststellen. Dagegen fanden sie einen geringen Einflut~ auf  die Intensit/i t  der 

Reak t ionen  nach vorheriger  Bespr0hung der Blutspuren mi t  Luminol-Reagenz.  Hier 

w i e d e m m  konn ten  B. Mueller,  Schleyer  u. Svensson keine Beeintr~ichtigung fest- 

stellen. Graf  Westphalen u. J. Schmidt  beobachte ten  nach Behandlung yon Blut- 

spuren mi t  H 2 0 2  ein Versagen der Gruppenbes t immung mi t  Hilfe des Absorpt ions-  

Verfahrens.  

Angesichts dieser sehr voneinadner  abweichenden Ansichten tiber den Einf lug von 

Vorproben  auf  Blutspuren erschien es uns als notwendig,  das Problem erneut  aufzu- 

greifen. 

Untersucht wurde der Einflug der Wasserstoffperoxid- und der LuminoI-Spriihprobe auf 
folgende Reaktionen: 

1. Porphyrin-Probe zum HS_moglobin-Nachweis, 
2. Pr/icipitin-Reaktion zum Nachweis von menschlichem Eiweig nach dem Agar-Gel-Diffu- 

sionstest nach Ouchterlony, 
3. Nachweis der A- und B-Blutgruppenmerkmale mit dem Mischagglutinations-Verfahren 

und 
4. Nachweis der A: und B-Blutgruppenmerkmale mit dem Absorptions-Verfahren. 
Die Untersuchungen erfolgten an Blutflecken auf vorher gewaschener reiner Baumwolle. 

Das Gewebe wurde mit Blur durchtriinkt. Die Blutspuren waren im Mittel 8 Tage alt. In Vorver- 
suchen wurde festgestellt, dais ein halber Quadratzentimeter Fleckenstoff bei einem Gesamt- 
gewicht yon 10 mg im Mittel 5 mg Trockenblut enthielt. 

Selbstverstiindlich wurden s~imtliche Versuche unter sonst gleichen Bedingungen durchge- 
ftihrt, d.h., dag die Kontrollstellen und diejenigen, die mit Wasserstoffperoxid oder Luminol be- 
spriiht worden waren, jeweils mit dem gleichen Anti-Serum, der gleichen Anti-Serummenge und 
der gleichen Inkubationszeit etc. behandelt wurden. 

Die Inkubation mit dem Anti-Serum erfolgte jeweils ftir 24 Stunden im Kiihlschrank (4 ° C). 
Die Testerythrozyten-Konzentration war 0,1 bis 0,5 %ig. In Vorversuchen hatten wir festgestellt, 
dag diese Konzentrationen im Vergteich zu den meist verwendeten 2 %igen Suspensionen im 
Absorptions-Versuch bis zu 2 Stufen h6here Titer und klarer beurteilbare Agglutinate ergaben. 

Fiir die Porphyrin-Probe wurde jeweils eine 1 cm hange Faser aus dem blutdurchtr/inkten 
Stoff verwendet und im filtrierten ultravioletten Licht nach Benetzung mit einem Tropfen kon- 
zentrierter Schwefelsiiure beurteilt. 

Die Priicipitin-Reaktion im Agar-Gel-Diffusionstest erfolgte unter Verwendung von jeweils 
1/4 cm 2 der bespriihten bzw. unbesprtihten Blutflecken. Sie wurden nach Befeuchtung mit einem 
Tropfen NaC1 fein zerschnitten, in Zwergreagenzgliiser gebracht und nach Zugabe yon 4 weiteren 
Tropfen NaCI im Kiihlschrank 24 Stunden hang ausgelaugt. Die Untersuchung erfolgte im Agar- 
Gel auf ObjekttrSgern. Das Eluat wurde in ausgestanzte L6cher mit 1,5 mm Durchmesser gebracht. 
Das Anti-Humanserum brachten wit in gleich-grot~e Stanzl6cher, die von den anderen 5 mm ent- 
fernt waren. Die Ablesung erfolgte nach maximal 24-stimdiger Inkubation der in feuchten Kam- 
mern bei 37 ° C im Brutsehrank gehaltenen Objekttriiger. 

Fiir das Absorptions-Verfahren wurden Flecken von 1/2 cm 2 verwendet, die wiederum fein 
zersehnitten wurden und in Zwergreagenzgliisern mit 2 Tropfen Anti-Serum und 2 Tropfen NaC1 
versetzt bei 4 ° C 24 Stunden hang inkubiert wurden. Nach kurzem Zentrifugieren wurde jedem 
Gliischen 1 Tropfen des Oberstands entnommen und auf tier Tiipfelplatte eine geometrische Ver- 
diinnungsreihe angelegt. Jeder Verdiinnungsstufe wurde sodann 1 Tropfen der Erythrozyten- 
Suspension zugef'tigt und das Ergebnis nach 20 Minuten langem Rotieren auf dern Sehwenktisch 
bei Zimmertemperatur abgelesen. 

Fiir die Mischagglutination wurde sehlietMich jeweils eine 1 em lange Faser des blutgetrSnkten 
Stoffs verwendet, 10 Minuten in Methanol fixiert, fein zerzupft, in Zwergreagenzgl/isern mit 1 
Tropfen Anti-Serum bei 4 ° C 60 Minuten hang inkubiert und nach mehrfachem Waschen mit NaC1 
wurden die Proben mit 3 Tropfen ca. 0,5 %iger Erythrozytenaufschwemmung versetzt, 30 Minuten 
bei Zimrnertemperatur stehengelassen und dann nach Herstellen yon mit Deckgliisern versehenen 
Priiparaten mikro skopisch abgelesen. 
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Vor Beginn der Untersuchungsreihen wurden von dem verwendeten Stoff Kontrollproben 
zum Ausschlug von unspezifischen Reaktionen mit den gleichen Methoden gepriift. 

Urn eine Vorstellung davon zu bekornmen, welche Menge an Reagenz auf die Spuren beim 
Bespriihen gelangte, wurden jeweils 10 gleichergrol~e, 8 Tage alte Blutflecken vor und nach dem 
BespriJhen gewogen. Bei einem Abstand des Spriihger/its yon 10 cm ergab sich, dag im Mittel 
folgende Mengen der Reagenzl6sung (H202 bzw. Luminol) auf 1 cm 2 Stoff gelangten: 

Spriihdauer 
0,5sec= 8rag 
1 sec=12nag 
3 sec = 20 mg 
4 sec=44 nag. 

Nach 24-stiindiger Lufttrocknung wurden dann diese Stoffproben mit den bereits genannten 
weiteren Verfahren untersucht. 

Ergebnisse 

Der Ausfall der Porphyrin-Probe ergab keine Unterschiede, ob nun die Stoffproben 
besprtiht oder nicht besprtiht worden waren. 

Bei der Prdcipitinreaktlon im Agar-Gel-Diffusionstest nach Ouchterlony fiel auf, 
dat~ die 3 bis 4 Sekunden lang besprtihten Spuren zum Unterschied yon den nicht 
bespriihten bzw. den nur 0.5 bis 1 Sekunde lang besprtihten Spuren nicht mehr 2 bis 
3 hintereinanderliegende, sondern nur noch einen, jedoch scharf begrenzten Pr~ici- 
pitationsbogen zeigten. 

Mit der Mischagglutination war in allen FSllen ein der Blutgruppe entsprechendes 
Ergebnis zu erzielen. Bei den l~inger bespriihten Blutflecken waren jedoch im ganzen 
weniger Agglutinate zu beobachten. 

Ira Absorptions-Versuch war bei den Proben, die 3 bis 4 Sekunden lang mit H202 
bespftiht worden waren, eine Titer-Abschw~ichung um 1 Stufe, bei den mit Luminot 
benetzten Spuren sogar urn 2 his 3 Stufen festzustellen. 

In weiteren Versuchen wurde gepriift, welche Bestandteile des Luminol-Reagenz 
fiir die Beeintr~ichtigung der Nachweisbarkeit von Blutgruppensubstanzen verantwort- 
lich ist. Dabei wurde festgestellt, d ~  offensichtlich die Einwirkung der Natronlange in 
Kombination mit H202 die stfirkste Sch~digung hervorruft. 

Weitere Versuche wurden gemacht, um die Bedeutung des Alters yon Blutspuren 
zu priifen. Dabei wurden Spuren untersucht, die bis zu 90 Tage alt waren. Die Ergeb- 
nisse wurden verglichen mit Spuren, die 1/2, l, 2, 3, 4, 8, 10, 12, 14, 18, 20, 22, 24, 
26, 28, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80 und 85 Tage alt waren. Ein sicherer 
Einflut~ des Spurenalters auf den Ausfall der Reaktionen vor oder nach Bespfiihung mit 
H2 02 bzw. Luminol-Reagenz konnte nicht sicher erwiesen werden. 

Die Versuchsergebnisse zeigen, dag selbst intensive Blutspuren durch stfirkeres Be- 
spriihen mit H202 und insbesondere mit Luminol-Reagenz ScMdigungen erfahren 
k6nnen, durch welche die Feststellung yon Individualeigenschaften an Blutspuren ge- 
st6rt werden. Je geringer die Blutspur ist, desto st~irker k6nnen diese ScNidigungen 
sein. 

Vorproben sollten deshalb vermieden werden, wenn schon der ~iut~ere Aspekt 
einer Spur darauf hinweist, daft es sich um eine Blutspur handelt. 
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