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On the detection of HIV-antibodies in bloodstains

Summary. Blood samples were collected on cotton wool and stored at
+20°C. These samples were tested in an enzyme linked immunosorbent
assay and the immunoblotting test. HIV-antibodies could be detected in
samples stored up to four month.
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Zusammenfassung. Es wurden Blutspuren auf Baumwolltextil asserviert
und bei Raumtemperatur gelagert. Diese Proben wurden im HIV-ELISA
und -Western Blot untersucht. Dabei gelang ein HIV-Antikdrpernachweis
an bis zu vier Monate alten Proben.

Schliisselwort: HIV-Antikorper in Blutspuren

Einleitung

Die Diagnostik der HIV-Infektion gewinnt auch in der rechtsmedizinischen
Praxis zunehmend an Bedeutung. Im gerichtsmedizinischen Untersuchungsgut
finden sich iiberproportional hdufig Personen, die den bekannten Risikogrup-
pen angehoren. In Berlin sind inzwischen nahezu 50% aller obduzierten Dro-
gentoten HIV-Antikdrper-positiv [4, 11].

Gerade bei der zunchmenden Zahl an Obduktionen von Drogentoten ist zu
beobachten, daB der HIV-Antikorpertest immer hiufiger von der Staatsanwalt-
schaft selbst angeordnet wird [1]. Ein solcher Test sollte aber bei der Obduktion
von Angehdrigen der Risikogruppen allein deshalb zum Regelfall werden, um
alle, die beruflich mit der Leiche oder deren Korperfliissigkeiten befa8t sind,
vor einer Infektionsgefahr zu schiitzen [8].
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Auch gibt es Stimmen, die eine standardisierte Durchfiihrung eines HIV-
Testes bei jeder Obduktion fordern, sowohl aus epidemiologischen als auch aus
gesundheitspolitischen Griinden [1].

Der Nachweis einer HIV-Infektion erfolgt durch einen enzymgekoppelten
Immunoadsorptionsassay (ELISA). Dieser wird als Suchtest eingesetzt. Ein po-
sitiver Befund wird iiblicherweise durch einen Western Blot kontrolliert. Diese
Verfahren konnen auch bei der Untersuchung von Leichenblut eingesetzt wer-
den. Fin HIV-Antik6rpernachweis ist nach eigener Erfahrung selbst in Féllen
fortgeschrittener Leichenfiulnis méglich. Dies wird auch von Piischel et al. be-
stitigt [9, 10].

Ob ein Nachweis von HIV-Antikdrpern auch an Spurenmaterial gelingt und
damit eventuell bei der Zuordnung und Bestimmung einzelner Blutspuren zweck-
dienlich sein kann, war Gegenstand dieser Untersuchung, die in Zusammen-
arbeit mit dem Institut fiir Tropenmedizin Berlin sowie dem Landesmedizinal-
untersuchungsamt Berlin durchgefithrt wurde.

Methodik

In einem Vorversuch wurde Vollblut von 17 HIV-positiven Patienten gewon-
nen. Als Kontrolle diente Vollblut von 5 HIV-negativen Personen.

Jeweils 25-30 ul Blut wurden auf Leinenlidppchen (0,5 cm @) aufgebracht,
an der Luft getrocknet und in ein Nunc-Réhrchen iberfiihrt. Die anschlieBende
Lagerung der Leinenldppchen erfolgte unter Lichtabschlufl bei Temperaturen
von —20 Grad, +4 Grad sowie bei Raumtemperatur. Nach unterschiedlichen
Lagerungszeiten von 1, 2, 4, 7, 30 und 90 Tagen wurden die Proben in 400 pl
Verdiinnungslosung aufgeschwemmt. Dies entspricht einer Verdiinnung von
1:20. Das Eluat diente als Probeneinsatz sowohl fiir den ELISA (Fa.Du Pont)
als auch den Western Blot (Fa.Du Pont).

In einem zweiten Versuchsabschnitt wurden dann auf Leinenldppchen asser-
vierte Blutproben aus dem gerichtsmedizinischen Untersuchungsgut der Freien
Universitit Berlin verwendet. Die Proben waren durch Auftropfen einiger Mil-
liliter bei der Sektion gewonnenen Leichenblutes auf grofiere Baumwolltextil-
stiicke hergestellt worden. Sie hatten ein Alter von vier Monaten bis zu maxi-
mal drei Jahren, die Lagerung war bei Raumtemperatur erfolgt. Sie stammten
von 22 Sektionsfillen, bei denen mittels ELISA direkt nach der Sektion ein
HIV-Antikorpernachweis im Leichenblut gelungen war. Neun dieser positiven
Ergebnisse waren zusitzlich im Western Blot untersucht und bestétigt worden.

Ergebnisse

Abbildung 1 zeigt einen positiven Kontrollstreifen des verwendeten Du Pont
Western Blots mit Anfirbung neun virusspezifischer Proteinbanden. Die Aus-
wertung erfolgt anhand festgelegter testspezifischer Kriterien (Tabelle 1). Ne-
ben diesem Kontrollstreifen ist der Teststreifen eines HIV-Antikorper-positiven
Patienten, dessen Blut am Tage der Blutabnahme untersucht wurde, dargestellt.
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Abb. 1. Vorversuch, A: positive Kontrolle, B: HIV-AK positiver Patient, Untersuchung des
Blutes direkt nach der Blutabnahme

Abb. 2. A: positive Kontrolle, B/C: Proteinbandenmuster zweicr Proben nach dreimonatiger
Lagerung bei Raumtemperatur, Probe B mit Abschwichung der Banden p66 und p51, Probe
C mit Abschwichung der Banden p66 und p51 sowie mit Verlust der Banden p17, p24 und p35

Ein dhnliches Bild mit Anfirbung sdmtlicher virusspezifischer Banden zeigten
auch die Blutproben der tibrigen Patienten des Vorversuches bei der Erstunter-
suchung.

Nach dreimonatiger Lagerung dieser Proben bei Raumtemperatur war es in
keinem Fall im ELISA zu einem signifikanten Titerabfall gekommen. Alle Er-
gebnisse konnten im Western Blot bestiitigt werden, in dem es allerdings in
mehreren Fallen zum Verlust einiger Banden gekommen war (Abb. 2).

Hiusichtlich der verschiedenen Lagerungstemperaturen konnten bei den Er-
gebnissen keine Differenzen gefunden werden.

Auffillig waren einige falsch positive ELISA-Befunde der negativen Kon-
trollen, die vor allem nach lingerer Lagerungszeit temperaturabhingig gehiuft
auftraten (Tabelle 2).
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Abb. 3. A: positive Kontrolle, B: Drogenintoxi-
kation, Sektion fiinf Tage nach dem Tod, Pro-
benlagerung vier Monate bei Raumtemperatur,

. p17 C: KopfschuB, Suizid, Sektion drei Tage nach
dem Tod, Probenlagerung siecben Monate bei
Raumtemperatur

Die Verwendung eines anderen Konjugates (Peroxidase statt Phosphatase)
im DU Pont ELISA wie auch dic Verwendung eines anderen ELISA-Testkits
(biochrom) fiihrten ebenso zu falsch positiven Ergebnissen. Eine bakterielle
Kontamination oder eine Beeinflussung durch das verwendete Trigermaterial
Baumwolle konnten ebenfalls durch eine sterile Sammlung und Lagerung der
Proben bzw. durch eine Versuchswiederholung mit Filterpapier als Trigerma-
terial als Ursache der falsch positiven Ergebnisse ausgeschlossen werden.

Der Western Blot blieb in allen Fallen spezifisch, falsch positive Ergebnisse
wurden hier nicht beobachtet.

Alle rechtsmedizinischen Proben wurden sowohl im ELISA als auch im We-
stern Blot untersucht. Zwei vier Monate alte sowie eine sieben Monate alte
Probe reagierten dabei im ELISA positiv. Die Bestétigung der ELISA-Befunde
durch den Western Blot gelang bei einer der beiden vier Monate alten Proben
(ADbb. 3). In diesem Fall konnten Antikorper gegen p24, gp120 und gp160 nach-
gewiesen werden. Dies ist nach den oben genannten Kriterien (Tabelle 1) ein
positiver Befund. Die zweite vier Monate alte und die siecben Monate alte Probe
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Tabelle 1. Auswertkriterien des Du Pont Western Blots
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Ergebnis

Auswertung

— keine virusspezifische Proteinbande
— eine Doppelbande ohne diffusen Hintergrund im Bereich von gp41

— gp41 alleine
— gp24 und gp120
~ gp41 und eine andere virusspezifische Bande

- p24 alleine

— eine andere virusspzifische Proteinbande oder die Kombination
mehrerer Banden in allen anderen Bereichen

Negativ

Positiv

Fraglich positiv

Tabelle 2. ELISA-Ergebnisse der negativen Kontrollen:
Ein Anstieg des Extinktionswertes der negativen Kon-
trollen {iber den reaktiven Grenzwert (cut off) wurde ab
dem siebenten Tag gemessen. Der OD-Quotient (= Ex-
tinktionswert Probe/cut off), erreichte aber in keinem
Fall Werte im Bereich der positiven Proben (s.a.R.
Hoff et al. [5])

Lagerungs-

temp.: +20°C -20°C
ELISA-

befund: pos. neg. pos. neg.

Tag0
Tagl
Tag?2
Tag4
Tag7
Tag 30
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reagierten im Western Blot mit den Glykoproteinen gp120 und gp160. Diese

Befunde gelten als fraglich positiv.

Eine weitere acht Monate gelagerte Probe mit negativen ELISA-Befund
reagierte im Western Blot fraglich positiv (gp160). An den iibrigen Proben, die
alle élter als acht Monate waren, gelang ein HIV-Antikérper-Nachweis nicht
mehr. Einen Uberblick iiber die gesamten Untersuchungsbefunde gibt Tabelle 3.

Diskussion

Piischel et al. [9, 10] konnten zeigen, dal HIV-Antikorper in Blutproben, die
bei 4 Grad Celsius gelagert wurden, bis zu mindestens 16 Monaten nachweisbar

sein konnen.
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Tabelle 3. Ubersicht iiber simtliche Untersuchungser-
gebnisse

Zeit ELISA WB Anzahl

Vorversuch (n = 17)
to + + 17
90 Tage + + 17

Rechtsmedizinische Proben (n = 22)

I. Gruppe

(ohne Bestitigung durch WB im Leichenblut (ty))
to + 0 13
14-36 Mo. - 0 13
II. Gruppe

(mit Western Blot Bestitigung im Leichenblut (tp))
to + + 9
4 Mo. + + 1
4 Mo. + (+) 1
7 Mo. + +) 1
8 Mo. - (+) 1
9-20 Mo. - - 5

+, positiv; (+), fraglich positiv; —, negativ; 0, nicht
durchgefiihrt

Varnier et al. [12] beschreiben die Eignung der Aufbewahrung von Vollblut
auf Filterpapier zur nachfolgenden Untersuchung auf HIV-Antikdrper. Lind-
hard et al. [7] demonstrierten, daB HIV-Antikorper in Vollblut, das auf Filter-
papier asserviert wurde, fiir mindestens drei Monate stabil sind. Die lange Halt-
barkeit von HIV-Antikérpern diirfte in der relativen Stabilitit der y-Globulin-
fraktion gegeniiber postmortalem Zerfall und Fiulnis begriindet sein [6].

In der hier durchgefiihrten Untersuchung gelang ein HIV-Antikérpernach-
weis an bei Raumtemperatur gelagerten Spurenmaterial fiir mindestens vier
Monate.

Wie aber der Vorversuch zeigte, kann es im ELISA zu falsch positiven Er-
gebnissen kommen. Dies muB bei der Untersuchung von &lterem Spurenmate-
rial beachtet werden.

Bakterielle Kontamination oder eine Beeinflussung des ELISA durch das
verwendete Trigermaterial konnten als Ursache dieser falsch positiven Ergeb-
nisse ausgeschlossen werden. Da aber der ELISA und der Western Blot tiblicher-
weise mit Serum durchgefithrt werden [2, 3], kommen als mogliche Ursache
auch unspezifische Antikorperreaktionen in Betracht, die durch die Verwen-
dung von Vollblut statt Serum auftreten.

Dies zeigt die Notwendigkeit einer Kontrolle jedes positiven ELISA Befun-
des an Spurenmaterial durch einen Western Blot.
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