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First Results with the Treponema-Pallidum-Haemagglutination (TPHA) Test
for Bloodstains

Summary. Bloodstains were produced from probationers who had had syphi-
lis at some time in their lives and from others whose anamnesis had no indi-
cation of syphilis. After storage the stain eluates underwent the treponema-
pallidum-haemagglutination (TPHA) test, with the eluates’ IgG content
being adapted to a concentration adequate to the test conditions. The results
received from the stain eluates of the previous syphilis patients corresponded
in 85% of the cases with the serum findings of these probationers. It appears
that the TPHA test can already provide clues as to the identity of an unknown
stain producer at the beginning of the police investigation. Methodical par-
allels to dried-blood tests of syphilis as a clinical problem will be discussed.

Key words: TPHA test, syphilis dried-blood reactions - Bloodstain typing

Zusammenfassung. Von Probanden, die im Laufe ihres Lebens Syphilis hat-
ten, und von Probanden, deren Anamnese ohne Anhalt fiir Syphilis war, wur-
den Blutspuren gefertigt. Nach Lagerung wurde an den Spureneluaten der
Treponema-pallidum-Hdmagglutinations-(TPHA)-Test durchgefiihrt, wobei
der IgG-Gehalt der Eluate auf eine den Testbedingungen entsprechende
Konzentration eingestellt wurde. Die an den Spureneluaten der ehemals
Erkrankten erhaltenen Resultate stimmen in 85% der Fille mit den Serum-
befunden dieser Probanden gut {iberein. Es zeigt sich, da der TPHA-Test
bereits am Beginn polizeilicher Ermittlungen Hinweise auf einen unbekann-
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ten Spurenverursacher erbringen kann. Methodische Parallelen zu Trocken-
bluttests auf Syphilis unter klinischer Fragestellung werden diskutiert.

Schliisselworter: TPHA-Test, Syphilis-Trockenblutreaktionen - Blutspuren-
typisierung

In der klinischen Medizin wurde vielfach bestitigt, daB der TPHA-Test dieideale
Suchreaktion in der Serodiagnostik der Syphilis darstellt [Ubersicht bei 11].
Durch das Testsystem, das auBerordentlich empfindlich ist [5,11], werden er-
regerspezifische AntikOrper zunichst der IgM-, spidter der IgG-Klasse nachge-
wiesen [15]. Der Test gehort zu den Reaktionen, die bei unbehandelter, aberauch
bei ausreichend und rechtzeitig behandelter Syphilis lebenslang positiv bleiben
kénnen [7,10,12]. Auch kann der Test an Trockenblutproben, die entsprechend
einem Programm der WHO aus verschiedenen Entwicklungslindern zur Dia-
gnostik nach Europa verschickt werden, mit besten Ergebnissen ausgefiihrt
werden {16]. Es war daher naheliegend, den TPHA-Test auch unter forensisch-
spurenkundlichem Aspekt zu iiberpriifen.

Material und Methode

Blutspuren

Von 107 Probanden wurden Venenbluttropfen auf Glasplatten luftgeirocknet.

TPHA-Test-positive Probanden

Es handelte sich um 48 Personen (8 Frauen und 40 Ménner) im Alter zwischen 19 und 72 Jah-
ren, die im Laufe ihres Lebens mindestens eine Syphilis durchgemacht hatten und deren
Serum einen positiven TPHA-Test (bei Serumverdiinnung 1: 80 1+ oder stirkere Reaktion)
erbrachte. Die Probanden zeigten zum Zeitpunkt der Blutentnahme keinerlei klinische Sym-
ptomatik. Die Infektion war in fast allen Fillen ausreichend und rechtzeitig behandelt
worden. Die am kiirzesten zuriickliegende Infektion war 7 Monate vor Anlegung der Spuren
diagnostiziert (Syphilis Stadium IT) und behandelt worden. Die élteste Erkrankung war vor
29 Jahren aufgetreten; der Fall stellt sich heute als spitlatente Syphilis dar.

TPHA-Test-negative Probanden

Als Kontroligruppe wurden Blutspuren von 59 Probanden (7 Frauen und 52 Ménner), die
zwischen 19 und 60 Jahre alt waren, untersucht. Nach eigenen Angaben hatten diese Personen
niemals eine Syphilis. Im TPHA-Test waren alle Probandenseren negativ. Bei 54 Personen
handelte es sich um Blutspender, weitere 4 Probanden waren Triger von antinukledren Fak-
toren, 1 Proband stand unter Syphilisverdacht (Kontaktperson), der aber nicht bestétigt
werden konnte.

Aufbereitung der Spuren

Nach verschiedenen Lagerungszeiten bei Zimmertemperatur wurden zu 15 bis 20 mg ab-
gekratzter Trockenblutsubstanz 0,2 ml Absorptionsmittel' gegeben. Nach Umriihren ver-

1 Eshandelt sich um das kommerzielle, im Test-Kit (Fujizoki) enthaltene Absorptionsmittel.
Nach Angaben des Herstellers besteht es aus: Zellmembransonikat von Schaf- und Rinder-

erythrozyten, Kaninchenhodenextrakt, Reiter-Treponemen-Sonikat, Kaninchenserum,
Tween 80 und Akazienpuder in PBS, pH 7,2.
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blieben die Eluate iiber Nacht im Kiihlschrank. Scharfes Zentrifugieren erfolgte zur Besei-
tigung ungeldster Partikeln. Vom Uberstand wurden definierte Volumen (meist 0,15 ml)
abgefiillt,

Der genauen Relation von Trockenblutsubstanzmenge zum Absorptionsmittelvolumen
kommt keine entscheidende Bedeutung zu. Voraussetzung fiir die nachfolgende Testung ist
jedoch eine ausreichende IgG-Konzentration im Spureneluat.

IgG-Konzentrationen der Spureneluate

Die Messung des IgG-Gehaltes erfolgte mit der einfachen radialen Immunodiffusion nach
Mancini. Verdiinnungen des Standardserums (Behring, 1240 mg IgG/dl) von1:8,1:15,1:20
und 1:30 erbrachten Eichkurven, auf denen die Konzentrationen der unverdiinnten Eluate
abgelesen werden konnten. 0,007 ml Eluat wurden in ein Impfloch aufgetragen.

Da Serum bei dem von uns genutzten TPHA-Test-Kit in Ausgangsverdiinnungen von
1:20 verwendet wird, wurden Spureneluate mit einer Konzentration von mehr als %, des
Mittelwertes der physiologischen IgG-Konzentration durch weiteren Zusatz von Absorp-
tionsmittel auf 65 mg IgG/dl verdiinnt. Niedriger konzentrierte Eluate blieben unverdiinnt.
Spureneluate, die weniger als Y%, der unteren Grenze der physiologischen Variationsbreite
des IgG-Spiegels aufwiesen (40 mg IgG/dl) wurden bei der Auswertung besonders beriick-
sichtigt.

TPHA-Test

Passive Hidmagglutination: Antigen ist der auf Kaninchenhoden geziichtete, pathogene
Nichols-Stamm von Treponema pallidum. Fragmentierung der Treponemen durch Ultra-
schallbehandlung. Sensibilisierung der mit Tannin und Formalin vorbehandelten tierischen
Erythrozyten mit dem Treponemen-Ultrasonikat. Verdiinnung des Untersuchungsmaterials
mit Absorptionsmittel (Vermeidung unspezifischer Reaktionen) und Zugabe der sensibili-
sierten Testerythrozyten, die bei Vorhandensein treponemenspezifischer Antikorper aggluti-
nieren.

Ein nach diesem Prinzip aufgebautes Test-Kit (Fujizoki) wurde im Mikroverfahren ver-
wendet. In Mikrotitrationsplatten wurden zu je 0,025 ml eines Spureneluats 0,075 ml einer
2,5%igen Suspension sensibilisierter Schaferythrozyten zugesetzt (Endverdiinnung der
Eluat-IgG-Konzentration bezogen auf Serum 1: 80). In gleicher Weise wurden die Eluate mit
Kontrollerythrozyten (nicht sensibilisierte, sonst gleichartige Schaferythrozyten) zusammen-
gebracht, um unspezifische Reaktionen erkennen zu konnen. Nach leichtem Schiitteln
erfolgte Inkubation iiber Nacht bei Zimmertemperatur in den abgedeckten Platten. Die
Bewertung des Stirkegrades der Agglutinationen wurde makroskopisch nach den Richtlinien
des Test-Kit vorgenommen.

4+ Zellniederschlag, der nahezu gleichméBig den Boden bedeckt. Gelegentlich gleiten
Erythrozyten in das Zentrum.

3+ Zellniederschlag, der den Boden inhomogener bedeckt. Angedeutete Ausbildung des
punktférmigen Zentrums.

2+ Testzellen bilden membranihnliches Muster mit granulirer Sedimentation. Stirkere
Ausbildung des Zentrums.

1+ Bereits deutlicher Zellniederschlag im Zentrum. Grébere Struktur infolge zahlreicher
granulidrer Sedimentationen.

— Im Zentrum des Bodens kompakter Zellknopf.

Untersuchungsmaterial, das 14 oder stirkere Agglutination mit den sensibilisierten Erythro-
zyten zeigt, gilt als reaktiv, vorausgesetzt, dal die nicht sensibilisierten Erythrozyten nicht
agglutinieren.

Abbildung 1 gibt Reaktionen des TPHA-Testes wieder.
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Abb. 1. Himagglutinationsbilder beim TPHA-Test. a Nicht-sensibilisierte Kontrollerythro-
zyten, b sensibilisierte Testerythrozyten

Nr. Material

1-5 Eluate von bis zu mehreren Wochen gelagerten Blutspuren
6 Positive Serumkontrolle des Test-Kit
7 Negative Serumkontrolle

Spurenverursacher

1 Weiblich, 20 Jahre, frithlatente Syphilis vor 3%, Jahren

2 Weiblich, 30 Jahre, Syphitis II vor 3 Jahren

3 Weiblich, 19 Jahre, Syphilis II vor 1%, Jahren

4 Minnlich, 34 Jahre, Syphilis II vor fast 2 Jahren

5 Minnlich, 22 Jahre, Syphilis II vor 3%, Jahren
Reaktionsstirke

1b 3+ la -

2b 24+ 2a —

3b 1+ 3a —

4b 4+ 4a -

5b 4+ 5a -

6b 4+ 6a -

7b - 7a —

Ergebnisse

Der Vergleich der Resultate, die an den Seren der TPHA-Test-positiven Pro-
banden und an den von diesen Probanden stammenden Spuren nach ver-
schiedenen Lagerzeiten erhalten wurden (Blindversuch), ist der Tabelle 1 zu
entnehmen.

Die Blutspuren der TPHA-Test-negativen Probanden wurden nach gleichen
Lagerungszeiten, wie in Tabelle 1 ausgewiesen, untersucht. Die 208 an diesem
Material ausgefilhrten Tests waren ausnahmslos negativ (nur bei 2 Ansétzen
war der IgG-Gehalt der Fluate geringer als 40 mg IgG/dl).

Diskussion

In rund 85% der Tests (100 von 117, vgl. Tabelle 1) stimmen die am Serum und am
gelagerten Spurenmaterial erhaltenen Ergebnisse gut {iberein und sind bei etwa
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Tabelle 1. TPHA-Test-Reaktionen von Blutspureneluaten nach unterschiedlicher Spuren-
lagerzeit im Vergleich zu den positiven TPHA-Testergebnissen an Serum von 48 Probanden

Reaktionsstirke Spur/Serum Lagerzeit (Wochen) Summe
1 4 9 13
gleich 17 (2) 14 (2) 24 (2) 5 60 (6)
stirker 6 (1) 6 9 2 23 ()
schwicher 3 3 7 4 17
negativ 1 6 (2) 3 1) 11 (4)
Unspezifische Reaktionen 0 0 0 6" 6
(Agglutination der
Kontrollerythrozyten)
Summe 27 29 43 18 117

() = Anzahl jener Fille der beobachteten Gesamtzahl, bei denen die IgG-Konzentration
im Bluat kleiner als %, der unteren Grenze der physiologischen Variationsbreite des
Serums war.

+ = bei spiteren Wiederholungsbestimmungen derselben Proben spezifischer Testausfall

der Hilfte der Testansétze (60 von 117) sogar identisch. Bemerkenswert ist, dafl
einzelne Spureneluate zu Agglutinationen fiihren, die den Reaktionen des
Serums genau entsprechen oder sogar stirker sind, obwohl sie die voraus-
gesetzte Mindestkonzentration von 40 mg/dl nicht besitzen. Hier deuten sich
Konzentrationsphinomene an (z. B. relativ hoher Anteil der Treponemen-Anti-
kérper am Gesamt-IgG), die in weiteren Untersuchungen zu klidren sind. Eine
lagerungsbedingte Verschlechterung des Treponemen-Antikérper-Nachweises
ist im Untersuchungszeitraum nicht erkennbar, wenngleich der relative Anteil
schwicherer Reaktionen der Spureneluate im Vergleich zum Serum nach 13
Wochen hoher ausfiel als es bei kiirzerer Lagerung der Fall war. 7 der 117 Unter-
suchungen fiihrten an den Spuren zu falsch negativen Ergebnissen. Bei weiteren
4 Tests mit negativen Reaktionen war der vorausgesetzte Mindest-IgG-Gehalt in
den Eluaten nicht erreicht, so daf} diese Resultate nicht von vornherein als falsch
negativ, sondern als nicht beurteilbar gedeutet werden. Die relativ hohe Rate
unspezifischer Reaktionen nach 13wéchiger Lagerung ist am ehesten tech-
nischen Unzuldnglichkeiten zuzuordnen, da Wiederholungsbestimmungen
keine Unspezifititen erbrachten. Die spurenkundliche Verwertbarkeit des
Testes wird dadurch untermauert, da} an Spuren TPHA-Test-negativer Pro-
banden in keinem Fall falsch reaktive Ergebnisse beobachtet wurden.

Zum forensischen Syphilis-Nachweis aus Blutspuren finden sich Parallelen in der klinischen
Medizin, wenn Massenuntersuchungen an Trockenblutproben durchgefithrt werden oder
wenn angetrocknetes Blut zur Diagnostik per Post in Zentrallaboratorien eingesandt wird.

In zahlreichen, unterschiedlich erfolgreichen Untersuchungen wurden Trockenblut-
ausziige fiir die Lipoid-Antikorper-(Reagin)-Nachweise (auch in Mikrotests) zur Syphilis-Dia-
gnostik verwendet [Ubersichten bei 3, 17]. GroBere Bedeutung hatte das Verfahren nach Che-
diak [1] — eine Modifikation der Mikro-Meinicke-Flockungsreaktion. Jedoch sind die Lipoid-
Antikorper-Nachweise prinzipiell fiir forensische Zwecke weniger geeignet: Die Reaktivitét
der Tests bleibt durchschnittlich kiirzere Zeit nach der Infektion erhalten, wihrend die trepo-
nemenspezifische ,serologische Narbe“ meist iiber eine ldngere Zeit oder sogar lebenslang
nachweisbar ist [7, 10, 11]. Die Lipoid-Antikérper-Nachweise sind im Vergleich zu den trepo-
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nemenspezifischen Tests unempfindlicher [14] und fithren in einem relativ hohen Anteil zu
unspezifischen Reaktionen [3, 5, 14]. Die an Trockenblut erhaltenen Ergebnisse sind hiufig
schlechter als die Resultate bei Serumuntersuchungen; so wird auch das Chediak-Verfahren
fiir die Diagnostik des Einzelfalls schon seit lingerer Zeit abgelehnt [3,17].

Wesentlich bessere Ergebnisse wurden mit Trockenbluttests zum Nachweis treponemen-
spezifischer Antikorper erzielt. Hopkins [6] wendete den Fluoreszenz-Treponemen-Anti-
korperabsorptions-(FTA-ABS)-Test bei Eluaten an, die von auf Filterpapier getrockneten
und bis 2 Monate bei —20°C gelagerten Blutproben gewonnen wurden (Eluat im Vergleich
zum Serum etwa 1 : 8). Bei 90% im Serum positiver Probanden konnte der Antikdrper auch im
Eluat nachgewiesen werden. Paris-Hamelin et al. [16] hatten beim FTA-ABS-Test und sogar
beim quantitativen FTA- und TPHA-Test iibereinstimmende Ergebnisse von Seren und
Eluaten. Als Trigermaterial wurden Glasfiberscheiben genutzt. Die Eluatkonzentrationen
lagen bei etwa 1:10 in Relation zum Serum. Lagerung des Materials von bis zu 2 Monaten bei
Zimmertemperatur fiihrten zu keinerlei Reaktivitdtsabfall.

Unter klinischen Bedingungen kann davon ausgegangen werden, daf bei Verwendung
gleichartig beschaffener Trigermaterialien an diese etwa gleiche Blutvolumina antrocknen.
Somit stehen nach der Elution im Vergleich zum Serum stets Antikérperkonzentrationen
bestimmter GréBenordnung zur Verfiigung. In der forensisch-spurenkundlichen Praxis sind
solche Verhiltnisse nicht gegeben. Die von uns angewandte IgG-Konzentrationsbestimmung
im Spureneluat ist daher notwendige Voraussetzung, um aussagekriftige Ergebnisse zu erhal-
ten.

Nach unserer Kenntnis hat erstmals King [8] den Treponema-pallidum-Anti-
korper unter spurenkundlichem Aspekt untersucht. Jedoch hat der Autor selbst
auf Schwierigkeiten, besonders Spezifititsprobleme hingewiesen [8, 9], die die
an Blutspuren erhobenen Befunde zweifelhaft erscheinen lassen, zumal Ver-
gleiche mit den Serumreaktionen der Spurenverursacher nicht mitgeteilt wur-
den.

Anzumerken ist, da} die Zahl der Neuerkrankungen an Syphilis in der DDR wie in anderen
europiischen Regionen [2] gegenwiirtig vergleichsweise gering ist — Ende der 70er Jahre wur-
den in der DDR jdhrlich etwa 950 Neuinfektionen registriert [18]. Dies schmaélert jedoch die
spurenkundliche Brauchbarkeit nicht, weil die Anzahl der Triger treponemenspezifischer
Antikérper weitaus groBere Dimensionen haben diirfte, und weltweit betrachtet, die Zahl der
Treponema-pallidum-Infektionen (Syphilis) wieder zunimmt [13].

Untersuchungen, wie sie fiir den Treponema-pallidum-Antikorper durchgefiihrt
wurden, konnen gegeniiber den herkdmmlichen Ergebnissen der Bestimmung
genetisch gesteuerter Blutgruppenmerkmale bereits am Beginn polizeilicher
Ermittlungen — also prospektiv — direkte Hinweise auf einen zunichst unbe-
kannten Spurenverursacher erbringen. Aufgrund dhnlicher Antigenstrukturen
der humanpathogenen Treponemen-Spezies sind bei positivemn TPHA-Test
differentialdiagnostische Einschrinkungen nur in Hinblick auf in Europa sehr
selten vorkommende Krankheiten (endemische Syphilis, Frambdsie, Pinta) zu
machen. Biologisch aspezifisch reaktive Befunde kommen aus verschiedenen
Ursachen nur in etwa 2,1 bis 3,3%, der Fille vor [7,11]. In der DDR bilden die
gesetzlichen Grundlagen zur Verhiitung und Bekimpfung von Geschlechts-
krankheiten [4,19] gute Voraussetzungen fiir die Ermittlungstétigkeit, da Syphi-
liserkrankungen meldepflichtig sind und auch ehemals Erkrankte festgestellt
werden konnen.

Danksagung. Frau Rosemarie Bitta danken die Autoren vielmals fiir die konstruktive tech-
nische Unterstiitzung.
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