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Microbiological Contamination of AB0 Antigens in Bone Tissue

Summary. Fragments of human bones were stored in different media for two
years and then expression of the ABO antigens was indicated. Simultaneously,
microbiological investigations were performed. In almost all cases, different
ABO substances were detected in putrefied and fresh bones taken from the
same person. Blood group antigens found in putrefied bones were compared
with serological activity of bacterium cultured from these tissues. Attempts
were made to remove unspecific reactions. The authors assume that bacteria
are responsible for nonspecific serological reactions, not only as a carrier of
blood-group-like substances, but also as a source of enzymes responsible for
changes in the structure of AB0 antigens in putrefied bones.

Key words: Determination of ABO antigens, decomposed bones - Blood types,
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Zusammenfassung. Knochenfragmente wurden in verschiedenen Verhilt-
nissen im Zeitabschnitt von 2 Jahren aufbewahrt, und danach ihre Gruppen-
zugehorigkeit bestimmt. Parallel wurden auch mikrobiologische Unter-
suchungen durchgefiihrt. Man konnte in fast allen Fillen des intensiven
Faulnisprozesses der Knochen einen Unterschied zwischen Ergebnissen der
serologischen Untersuchung der Knochenfragmente und der Gruppenzuge-
horigkeit der Individuen, von welchen die Knochen entnommen waren, fest-
stellen. Man suchte nach eventuellem Zusammenhang zwischen unspezifi-
schen serologischen Knochenreaktionen und Gruppenaktivitit der aus ihnen
geziichteten Bakterien. Einige Versuche der Beseitigung der unspezifischen
Reaktionen wurden durchgefiihrt. Die Verfasser kommen zu dem SchluB,
daB die Bakterien fir die unspezifischen Reaktionen verantwortlich sind,
nicht nur als Triger der gruppenidhnlichen Substanzen, aber besonders auch
als Triger der fiir die Strukturinderungen der primiren Knochengruppen-
antigenen verantwortlichen Enzyme.
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Schliisselworter: Nachweis der ABO-Gruppensubstanz, Knochenzersetzung -
Blutgruppen, AB0-Bestimmung an Knochen

Seit der Pionierarbeit von Boyd und Boyd (1934) sowie Candela (1936) er-
schienen zahireiche Arbeiten iiber die Blutgruppenbestimmung an Knochen,
die am langsamsten der postmortalen Zersetzung unterliegen (Beyer 1962;
Borgognini 1968). Das von Kind (1960a, b) eingefiihrte, spiter mehrmals modifi-
zierte Absorptions-Elutionsverfahren wird als das fiir die osteologischen Unter-
suchungen geeigneteste betrachtet und als sehr empfindlich beurteilt; die fur
eine positive Reaktion benétigte Knochenmenge betrigt nach Takata (1973) nur
einige Milligramm.

Bei Verwendung frischen Materials erweckten die Untersuchungsergebnisse
praktisch keine Zweifel; auBer einigen Ausnahmefillen kam es zu keinen un-
spezifischen Reaktionen. Viele Autoren bezweifeln dagegen die Glaubwiirdig-
keit der Ergebnisse solcher Untersuchungen am postmortal verdnderten Mate-
rial, darunter auch an solchem archéologischer Herkunft (Berg u. Mitarb. 1981;
Mallach 1983). Verinderungen der Antigenstrukturen unter EinfluB der Faulnis
beobachtete u.a. Pereira (1973), welcher diese als Transformation der vor-
handenen Antigene durch Bakterienenzyme erkldrt hatte oder auch als ein ,,Auf-
einanderlegen® antigenspezifischer Bakteriensubstanzen auf die eigentliche
Gruppenantigene. Prokop (1982) widmete besonderes Augenmerk den Eigen-
schaften der Streptokokken. Eine Fehlerquelle bei Untersuchungen des boden-
verunreinigten Materials kénnen auBerdem die Gruppensubstanzen und Lek-
tine aus Pflanzen und Invertebraten bilden.

Umfangreiche Untersuchungen zur Serologie der Knochengewebe in
Abhingigkeit von der Expositionszeit hatten Berg und Mitarbeiter (1983) durch-
gefiihrt. Einerseits untersuchten sie die Knochen mit unterschiedlicher sero-
logischer Technik, wobei sie {iberzeugende Resultate mit Hilfe der klassischen
Absorptions-Elutionsmethode erhielten, andererseits fiihrten sie Untersuchun-
gen mit Hilfe physikochemischer und mikroskopischer Methoden zur objekti-
ven Erfassung der Veridnderungen in den Knochen, — ein Kriterium zur exakten
Interpretation der Ergebnisse serologischer Bestimmungen —, durch. Schlief3-
lich stellten die Autoren fest, daB nur das Fehlen postmortaler Verdnderungenin
der Morphologie der Knochen die serologische Typisierung als zuverlissig
erscheinen lassen kann.

Aufgabenstellung

Zweck unserer Arbeit war erstens die Darstellung des Einflusses der Knochen-
faulnis auf die Bestimmung der Blutgruppenzugehorigkeit, zweitens die Suche
nach einem Zusammenhang zwischen unspezifischen serologischen Knochen-
reaktionen und serologischer Aktivitit der auf ihnen geziichteten Bakterien,
drittens der Versuch der Beseitigung unspezifischer serologischer Reaktionen
bei Anwendung von Verbindungen, welche die Bakterienstruktur zerstéren.
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Material und Methodik

Die zu den Untersuchungen verwendeten Knochenfragmente stammten von neun zufdllig
ausgewihlten Leichen, welche im gerichtlichen Auftrag seziert worden waren. In vier Fallen
wurde die Blutgruppe A, in zwei Fillen die Blutgruppe B, in drei Féllen die Blutgruppe 0
bestimmt. Die etwa 10 cm langen Knochenfragmente wurden aus dem mittleren Drittel des
Femurschaftes gewonnen, wobei jedes Fragment in drei ziemlich gleiche Teile aufgeteilt
wurde. Auf diese Weise erhielten wir drei Gruppen (I bis IT) von Knochenfragmenten, je
neun in jeder Gruppe (siehe Tabellen 1bis 3). Die zu Gruppe I gehérenden Fragmente wurden
von Weichteilen einschlieBlich der Knochenhaut befreit, dagegen Knochenfragmente der
Gruppen II und III mit Muskeln, Bindegewebe und Knochenmark wie folgt exponiert: Einige
von ihnen in einem teilweise geschlossenen Glasgefdf3, dessen Boden mit Waldstreu bedeckt
war (Gruppe II); die anderen ebenfalls in einem Glasgefdl3, aber unter Wasser (Gruppe III).
Das auf diese Weise bereitete Knochenmaterial wurde bei AuBentemperatur wihrend zweier
Jahre aufbewahrt. AnschlieBend wurden diese Knochenfragmente zerkleinert, wobel, streng
auf Sterilitét achtend, Teilchen mit einem Durchmesser von 0,3 bis 0,5 mm erhalten wurden.

Mit einem Teil wurden die Blutgruppen mittels Absorptions-Elutionsmethode bestimmt;
der Rest wurde vollstindig pulverisiert, wobei die Pulveranteile jedesmal in einer Menge von
100 Milligramm einer mikrobiologischen Untersuchung unterlagen. Die Bakteriensuspension
wurde bis zur v6lligen Trockne eingedampft. Das dabei entstandene Sediment wurde mit dem
Absorptions-Elutionsverfahren zur Feststellung der Gruppenaktivitit A und B untersucht.

In Anbetracht dessen, daBl der Titer des Ulex europacus-Extraktes, der zur Verfiigung
stand, zu niedrig war, um positive Reaktionen mit dem untersuchten Stoff zu erlangen, ver-
zichteten wir auf die Bestimmung der Blutgruppensubstanz H. Zwecks Beseitigung der
Bakterien aus untersuchten Knochenfragmenten verwendeten wir das modifizierte Helinski-
Verfahren (Helinski und Clewell 1969), unter Verwendung der Lysozyml6sung und eines star-
ken Detergens (SDS-Dodecylsulfat). Als Kriterium der Wirkungskraft dieser Substanzen
wurden spektrometrische Messungen der Tritbungssenkung in der Bakteriensuspension
durchgefiihrt; wir bestimmten den Extinktionswert bei Wellenldnge 575 nm vor der Lysozym-
zufuhr (E,), nach der Zufuhr (E,) und bei gleichzeitiger Zugabe von SDS (E;).

Untersucht wurden mit der Absorptions-Elutionsmethode zunéchst Knochenproben mit
einem Gewicht von 20 mg und danach Knochenproben mit gieichem Gewicht, welche vor-
angehend einer Wirkung der Faktoren, die man bei der Bakteriensuspension verwendete
(Lysozym und SDS), unterlagen. Die Ergebnisse der serologischen und bakteriologischen
Knochenuntersuchungen wie auch der serologischen und spektrometrischen Untersuchun-
gen der Bakteriensuspensionen sind in den Tabellen 1-3 dargestellt.

Ergebnisse und Diskussion

In allen Proben, welche in Gruppe I dem Absorptions-Elutionsverfahren unter-
lagen, stimmten die Ergebnisse mit den Ergebnissen der vorangehenden Blut-
gruppenuntersuchungen iiberein. Unspezifische Reaktionen konnten wir nicht
feststellen, auch keine Reaktionen der Knochen ,0“ mit anti-A- und anti-B-
Serum.

Die Ergebnisse der serologischen Bestimmungen fast aller Proben, welche
dem FéulnisprozeB unterlagen, — Gruppen II und III —, unterschieden sich von
der Gruppenzugehorigkeit der Individuen, von welchen sie entnommen wur-
den. Nur in zwei Fillen, —II: 4 A und I1I; 3 A —, stellten wir Ubereinstimmung
fest. Es wurde auch kein Schwund der primiren serologischen Aktivitit beob-
achtet, jedoch war in einem Fall, —II: 5B —, ein teilweiser Titerschwund zu beob-
achten.
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Zusammenfassend betrachtet, wurden in 20 Proben unspezifische Reaktio-
nen der Blutgruppen A und B beobachtet, was mit den Angaben von Mittmeyer
und Schmidt (1982) iibereinstimmt. Andererseits wiederum kann es den
Anschein haben, daf} solch eine Menge falscher Bestimmungen beim Knochen-
material, welches in duBeren Verhéltnissen im Zeitabschnitt von zwei Jahren
exponiert war, im Widerspruch zu den Versuchsergebnissen anderer Autoren
steht, die eine Blutgruppenbestimmung an Knochen nach einer bedeutend l4n-
geren Expositionszeit fehlerfrei durchgefiihrt haben (Yada 1972; Takata 1974).
Man darf jedoch nicht vergessen, dal die Knochen, welche zu unserem Versuch
benutzt wurden, einem intensiven Faulnisprozel unterlegen waren. Thieme
und Otten (1956, 1957) haben dhnliche Bedingungen bei den Untersuchungen
angewendet und ebenfalls einen groBen Prozentsatz falscher Bestimmungen
festgestellt.

Wir konnten deutliche Unterschiede in Agglutinationscharakter und Agglu-
tinationskraft der eluierten anti-A- und anti-B-Seren beobachten. Wihrend die
in Knochenproben aus der Gruppe I agglutinierten Blutzellenkonglomerate eine
ungleichméiBige, zerrissene Oberfliche besaen und schwer einem Zerfall unter-
lagen, war die Oberfliche der Agglutinate aus den Gruppen Il und I1I glatt, wobei
sie leicht einem Zerfall unterlagen. Diese Beobachtung bestitigten Cameron
und Mitarbeiter (1959) sowie die Ergebnisse von Jenkins und Mitarbeiter (1972),
welche eine schwichere Serumaktivitit der Erythrozyten mit der ,,erworbenen®
B-Eigenschaft betrafen.

Aus dem untersuchten Stoff, — mit Ausnahme der Proben II: 4 A und III:
80 —, konnten wir gramnegative Bakterien sowie grampositive Stdbchen und
Kokken ziichten. Es handelte sich um aerobe oder relativ anaerobe Bakterien.
Die meisten der geziichteten Bakteriensuspensionen reagierten serologisch
aktiv, wobei Kokken und Bakterien der Stimme Alkaligenes und Aeromonas
Eigenschaften der Gruppensubstanz A aufwiesen, die Stibchen der Stimme aus
Bazillus zeigten dagegen die Serumeigenschaften A und B. Eine serologische
Aktivitdt der Stdbchen aus den Stimmen von Acinetobacter und Flavobacter
wurde nicht festgestellt.

Die serologischen Untersuchungen der Bakterienstimme wurden nach vor-
angehendem Kochen der Suspensionen durchgefiihrt, was die Vernichtung des
wirmelabilen oberflichlichen Antigens K bezweckte, welches, — wie Springer
(1970) behauptet —, die tiefer liegenden gruppenaktiven Bakteriensubstanzen
maskieren kann. Einzugestehen ist, dal zu Anfang der Untersuchungen die
serologischen Bestimmungen an Bakterien anhand der in einem gerichtsmedi-
zinischen Labor routinemiBig durchgefiihrten Agglutinationshemmungsme-
thode erfolgten; im Hinblick auf deren geringe Empfindlichkeit bei den Bak-
terienuntersuchungen wurde sie sehr bald durch die Absorptions-Elutions-
methode ersetzt. Unsere Befunde betreffs der serologischen Bakterienaktivitét
im ABO-System bestiétigten die Erkenntnisse einzelner anderer Autoren, dar-
unter vor allem Springer und Mitarbeiter (1961).

Das, was wir in dieser Arbeit hauptséchlich aufzukldren beabsichtigten, war
die Bestimmung eines gewissen Zusammenhanges zwischen unspezifischen,
serologischen Reaktionen an faulem Knochenmaterial und dem serologischen
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Bild der daraus geziichteten Bakterien. Die Analyse der in den Tabellen enthalte-
nen Daten erlaubt uns festzustellen, dafB in fiinf Fallen, —II: 5B, I11: 6 B, I1: 8 0, I1:
90 und III: 6 B—, der bakterielle EinfluB zwingend auf die Anderung der serolo-
gischen Eigenschaften der Knochenprobe einwirkt.

Nicht selten jedoch konnten wir falsche serologische Reaktionen an Kno-
chenproben beobachten, die keine Erkldrung mit Hilfe der serologischen Bak-
terienuntersuchungen finden. Dies bezieht sich auf die Fille I1: 1A, II: 2 A, II:
3AI:70,11: 80, I1: 90 und III: 1 A, I11: 2 A, III: 5B, II1: 70 und III: 8 0. Weitere
Interpretationsschwierigkeiten ergeben sich aus der Ziichtung verschiedener
Bakterienstimme in der Gruppe I, bei denen wir keine falschen Gruppenbe-
stimmungen feststellen konnten. Es ist also schwer, eine eindeutige Antwort auf
die Frage zu geben, welches die Ursache der unspezifischen Reaktionen im fau-
len Knochenmaterial bildet. Nebst hdchstwahrscheinlich vorhandenem Einflu
der aus Knochen geziichteten serologisch aktiven Bakterien, sollte man auch
andere Faktoren in Betracht ziehen, so zum Beispiel irreversible Antigenstruk-
turverinderungen der Knochen, die durch Bakterienenzyme aufgetreten sind
(Pereira 1973), oder durch den von Berg und Mitarbeiter (1983) erwdhnten Ein-
fluB der sich in Geweben befindenden toten Bakterien, oft variierend von den-
jenigen, die zu Beginn der Untersuchung zu ziichten waren. Man kann hier auch
den EinfluB von Pilzen und anderen Pflanzen, welche Triger gruppenédhnlicher
Substanzen sind, nicht ausschlieBen (Prokop 1982).

Der Versuch, unspezifische serologische Reaktionen mit destruktiv auf die
Bakterienzelle durch Zellwandbeschidigung, Zellquellung und schlieBlich Zer-
reien der Bakterienwand wirkenden Verbindungen zu verhindern, hatte zu
keinen befriedigenden Resultaten gefiihrt.

Bei der Prifung der Gruppenzugehdrigkeit von Knochenproben in den
Gruppen 11 und III, die unter EinfluB von Lysozym und SDS standen, stellten
wir fest, daB die serologischen Reaktionen der vorher bestimmten Blutgruppen-
zugehorigkeit nur in vier Fillen tibereinstimmten, — und zwar in den Fillen III:
5B, 1I1: 07, III: 08 und III: 09. Die Erhaltung von unspezifischen serologischen
Reaktionen im Knochenmaterial trotz Lysozym- und SDS-Anwendung kénnte
man in manchen Fillen II: 5B, II: 6 B, I1: 08 und II: 09 sowie I1I: 6 B durch ver-
hiltnisméBig grofe Widerstandsfiahigkeit der Bakterienzellen, — E;>0,53 —,
erkldren. Dieser Hypothese scheinen die Fille II: 70 und III: 4 A zu wider-
sprechen, wo unspezifische serologische Reaktionen trotz wesentlicher Emp-
findlichkeit der geziichteten Bakterien auf die Lysozym- und SDS-Wirkung,
— E;<0,16 —, doch aufgetreten sind.

Die Gesamtheit der hier vorgestellten Ausfiihrungen erlaubt uns festzu-
stellen, daB die Interpretation der serologischen Versuchsergebnisse am faulen
biologischen Material auf Hindernisse trifft, welche wir gegenwértig nicht zu
erkldren imstande sind. Dies bedeutet, dafl ein groBes Fehlerrisiko bei Beurtei-
lung der Gruppenzugehorigkeit in solchen Fillen existiert. Weiterfiihrende
Untersuchungen der Antigenblutgruppenbestimmung an faulen Knochen sol-
len die Rolle der Bakterien, — nicht nur als Triger der gruppendhnlichen Sub-
stanzen, sondern auch als Tréager der flir die Strukturveréinderungen der primai-
ren Knochengruppenantigene verantwortlichen Enzyme —, aufkliren.
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