(Aus dem Institut fiir gerichtliche und soziale Medizin der Universitit Kiel.)

Der Wert des Agglutininbindungsverfahrens zur Untersuchung
alter Blutspuren im Strafproze8.

Von
Dr. med. Rob. Witte.

Auf den auBerordentlich grofien Wert einer Verwendung der Blut-
gruppendiagnostik als unbedingt zuverlissigen naturwissenschaftlichen
Beweismittels auch im Strafprozell kann an dieser Stelle nicht sehr
eindringlich eingegangen werden. Wenn auch, wie im ZivilprozeB
(Vaterschaftsprozesse), ebenfalls hier nur negative Urteile, d. h. Aus-
schlieBungen vom Verdacht einer Taterschaft neben eventuellen Wider-
legungen von Angaben der Verdichtigen, in Frage kommen, so ist doch
dem Forum mit derartigen Feststellungen derartig gedient, dafl es nur
aus den vollig neuen Anforderungen an die Bestimmungstechnik ver-
standlich erscheint, dafl die Mitteilungen iiber dieses Gebiet weit hinter
denen zuriickbleiben, die das Gebiet des Zivilprozesses betreffen.

Die Schwierigkeiten, mit denen die Blutfleckendiagnose zu kimpfen
hat, sind verschiedener Natur. Zunidchst schafft das Trocknen des
Blutes selbst Verdnderungen. Es gilt, Agglutinine oder Agglutinogene,
am besten beides, in dem vertrockneten Blut nachzuweisen, in welchem
die Erythrocyten versintert sind, so dafl ihre Verklumpung nicht mehr
erkennbar ist.

Wie alt darf weiterhin ein Blutfleck sein, damit er noch fiir eine
Gruppenbestimmung in Frage kommt ? Die Agglutinogene werden nach
Landsteiner und Richier vom Alter nicht beeinfluBt, wihrend die Agglu-
tinine eine Schwichung erfahren.

Licht und Oxydation sollen keinen EinfluBl ausiiben. Erwirmen
iber 56° inaktiviert die Agglutinine. Die Agglutinogene sind kokto-
stabil. Ebenso sind diese chemischen Einfliissen gegeniiber von gréBerer
Widerstandskraft.

So scheint es, als ob der Nachweisversuch der Agglutinogene von
vornherein die grofere Aussicht bietet als der der Agglutinine.

Die Methode, der ich mich zuwandte, ist das von F. I. Holzer an-
gegebene Verfahren zur Gruppenbestimmung durch Agglutininbindung.
Der Grundgedanke des Verfahrens ist schon linger bekannt: das Antigen
wird dadurch nachgewiesen, daf} es durch seine Einwirkung den Agglu-
tinationstiter eines in seiner Titerhéhe bekannten Serums herabsetzt,
d. h. Agglutinin bindet. Als Priifserum kann man entweder das beide
Agglutinine enthaltende Serum O, nehmen, wie ich es meist tat, oder
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man kann ein Serumgemisch Ay - B, verwenden. Sein Agglutinations-
titer wird mit den bekannten Testblutkérperchen A und B gemessen.

Die Einzelheiten der Methode, bei der ich mich im grofien und ganzen
an die Angaben F. I. Holzers hielt, sind folgende:

Ich bereitete mir zundchst eine 2proz. Blutkdrperchenaufschwemmung der
Grappen Ag und By und verschaffte mir Serum der Gruppe Osp. — Es sei be-
wmerkt, dafl es sich empfiehlt, von vornherein unter sterilen Kautelen zu arbeiten,
um sich vor der Einwirkung von Faulnisbakterien zu schiitzen und so (Thomsen-
sches Phinomen) unkontrollierbare Schwichungen der Berumportionen fern--
zubalten.

Dann stellte ich mir auf 2 groBen Objekttrigern mit je 8 Vertiefungen Serum-
verdimnungen in fortschreitenden Potenzen von 2 bis zu 1:256 her.

Hierzu beschickte ich mit selbst ausgezogenen feinen Pipetten alle 8 Ver-
tiefungen mit 4 Tropfen physiologischer Kochsalzlésung, sodann die erste Ver-
tiefung mit 4 Tropfen des O-Serums. Nach gutem Durchmischen wurden hiervon
4 Tropfen in die nichste Mulde gebracht und so fort.

Alsdann verbrachte ich die Hélfte aller Gemische in die entsprechenden
Mulden eines 2. gleichartigen Objekttrigers. In die 8§ Mulden der ersten Ver-
diinnungsreihe kam dann je ein Tropfen der 2proz. Blutkdrperchenaufschwemmung
Ap, zur 2, Verdiinnungsreibe je ein Tropfen der B,-Suspension.

Dann wurde gnt gemischt, und nach 10 und 30 Minuten las ich mikroskopisch
und makroskopisch ab, bei welcher Verdiinnung Agglutination eingetreten war.
Der makroskopische Wert war maBigebend. v

Diesen Versuch betrachtete ich als Vorversuch, der dazu dienen sollte, mich
davon zu {iberzengen, daB der Agglutinationstiter des Priifserums sowohl fiir A-
wie fiir B-Blutkérperchen bei mindestens 1:4 lag.

War das Serum verwendungsfihig, so lieB ich es auf das zu untersuchende
Trockenblut im Eisschrank mindestens einmal 24 Stunden einwirken. Zu diesem
Zweck pulverte ich meine getrockneten Blutreste im Morser. Soweit es sich um
durchtréinktes Leinen, Tupfer oder Papier handelte, lief§ ich das Priifserum auf
die durchtrinkte Materie direkt einwirken, ohne das geringe Gewicht des Ge-
webes zu beriicksichtigen.

Als Mengenverhdltnis nahm ich 1:10, d. h. ich leB meist 0,1 cem Serum auf
10 mg Trockenblut in Zwergreagensglischen aufeinander einwirken. In diesem
Mengenverhaltnis richtete ich mich nach Schiff, Hammerstein, Holzer: der Trocken-
riickstand des Blutes entspricht 1/; des Frischblutes. Zur Agglutionationabsittigung
sind /s seines Gewichtes (an Frischblut) erforderlich. So kommt man auf /g;
nach Holzer gentigen schon /g, ja /s der Serummenge an Trockenblut zur Aggla-
tininbindung.

Nach der Einwirkungszeit priifte ich ein zweitesmal das Probeserum auf die
beschricbene Weise auf seinen Agglutinationstiter, um zu sehen, ob es an sich
wihrend der betreffenden Einwirkungszeit an Agglutininen verloren habe. Den
gefundenen Wert verglich ich dann mit dem Ergebnis einer Priifung des inzwischen
abzentrifugierten Serums aus den Probeglaschen.

Eine mikroskopisch ablesbare Absenkung des Titers wurde als erforderlich
angesehen, um eine Agglutininbindung anzuerkennen,

Fand ich nun z. B. eine Absenkung des Titers nar bei der mit Testserum A g
beschickten Reihe, so muBite aus dem Oyp-Serum die ,,Anti-A-Komponente®,
das Agglutinin «, zum Teil gebunden worden sein, was nur durch ein noch im
Trockenblut vorhandenes Agglutinin A hatte geschehen kénnen.
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Fand ich nach einmal 24 Stunden keine Absenkung des Titers, so wieder-
holte ich den Versuch nach verschiedenen Zeiten bis zu 10mal 24 Stunden. Will
man sich das Wiederholungsverfahren erleichtern, so ist es angebracht, etwas
groBere Mengen, etwa 0,3 ccm Serum -+ 30 mg Trockenblut, anzusetzen. Vor
jedem Wiederholungsversuch priifte ich jedoch aufs neue den Titer des zuge-
hérigen, steril aufbewahrten, Probeserums.

Aus der Arbeit von F. I. Holzer geht nicht hervor, -wie das Fehlen
irgendwelcher Titerabsenkung in der Praxis zu bewerten ist. Wenn im
Versuch gar keine Agglutinogene nachgewiesen werden, so kann es sich
bei der Blutspur wohl um’ eine O-Gruppe handeln, es wire aber auch
méglich, dafl eine Agglutininbindungsreaktion ausgeblieben ist, weil die
Agglutinogene nicht mehr wirkungsfihig waren. Ebenso kénnte bei
Nachweis nur eines Agglutinogens das andere zwar frither vorhanden
gewesen, zur Zeit aber nicht mehr nachweisbar sein. Werkgariner
brachte auf der 19. Tagung der Deutschen Gesellschaft fiir gerichtliche
und soziale Medizin ebenfalls Bedenken vor, diesem Verfahren bei der
Blutgruppe O Beweiskraft zuzusprechen. Die kritische Betrachtung der
Ergebnisse ist auf jeden Fall durch diese Bedenken erschwert.

Um gewisse sichere Unterlagen fir den Wert des Verfahrens zu
haben, legte ich mir zunéchst eine Anzahl von Blutflecken an von Per-
sonen, deren Blutgruppe ich an Frischblut kontrollieren konnte. Wenn
wir uns zundchst diesem Teil meines Materials zuwenden, 29 Proben,
bei denen eine sichere Kontrolle moglich war, so zeigt sich nur eine
Fehlbestimmung, d. h. 96,7% sind richtig bestimmt worden. Bei allen
Proben fiihrte ich eine zweite Untersuchung eine gewisse Zeitspanne
nach den ersten Untersuchungen aus, um festzustellen, ob die Antigene
jetzt noch ebensogut nachweisbar seien. Es ergab sich das gleiche Re-
sultat wie bei der ersten Untersuchungsreihe; wieder eine Fehlbestim-
mung in demselben Einzelfalle.

Das Alter der richtig bestimmten Spuren betrug bei der zweiten
Untersuchung 4 Monate in 2 Féllen, 31/, Monate in 13 Fillen, 3 Monate
in 10 Fillen, 11/, Wochen in einem Fall und 2 Wochen in 2 Fillen.

In diesen Angaben ist selbstverstdndlich nicht das Héchstalter einer
Bestimmungsmdglichkeit zu sehen. Vielmehr scheint die kriftige Titer-
absenkung um mindestens 2 Stufen, die wir voraussetzten, durchaus
fiir die richtige Bestimmungsmdglichkeit auch bei héherem Alter der
Blutspuren zu sprechen.

Es verbleiben der Betrachtung zuniichst noch 10 Falle des selbst-
angelegten Materials, wo eine Kontrolle durch vorhergehende Gruppen-
bestimmung am Frischblut nicht mdéglich war. Hier fand ich ein Fr-
gebnis, das, bezogen auf die prozentuale Verteilung der Blutgruppen in
der Bevolkerung, durchaus vertrauenerweckend war. Auch hier wieder-
holte ich die Bestimmung und fand die Ergebnisse durch die zweite
Untersuchung bestétigt zu einer Zeit, da die Spuren durchweg 3 bis

27%
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Tabelle.
’ ] J‘ Nach Agglutinations- ]
Nr. | Jahr I Alter ! Art des Blutes ’ Bindungsmethode Nach Lattes
| fl.Versuch 2.Versuch|8. Versuch

1/ 1876 ’ 55 Jabhre gepulvert ! B B — —

2| 1901 ’ 30 \ LA A — ~

3. 1902 | 29 Fleck auf Zeitung 0 0 — —

4, 1906 ‘[ 25 ., gepulvert A —_ —_ —

5 ’ 1908 | 28 ,, . ) A A A -~

6 1909 |22 . A A — —

71 1909 ! 22, v 0 O — —

8! 1909 |22 ' 0 0 —_ —

91 1910 |21 ,, |Fleck auf FlieSpapier] O — — —

10| 1910 | 21 ,, |Fleck in dickem Stoff] O o) — —
11 1912 [ 19 ,, |Fleck auf FlieBpapier] A — — —

12 1913 |18 gepulvert 0 | A AB —

131 1918 13, - A A — —

4] 1019 |12 , AB | A A —

15, 1919 12, gepulvert (CO-Blut) 0 A A —

16 [ 1921 | 10 ,, gepulvert A A — —
171 1922 9 ., Fleck auf Papier A A — —
18 1922 9 | Fleck auf Leinen 0 0 — —

19 ] 1923 8 ., gepulvert o o —_ —
201 1925 6 » o i O — —
21 1923 8 ., |Fleck auf FlieBpapier, O o — —_

22 [ 1926 5 gepulvert A A — —
23| 1926 | 5 ,, | gepulvert (CO-Blut)| A A — —

| 1931:

24 20. VL | 31, Mon Leinenfleck A A — | keine Agglutination
25(20. VI 4 ” A A A
26 (27, VI.| 4 » » A | A A A

27| 2. ViL.| 8Y, ., » A } A A | keine Agglutination
28 | 2. VIL | 31/, ,, ., 0 0 0 .
29| 7. VIL | 3Y, ., N B | B B B

30 9. VIL | 3, ., » B { B B keine Agglutination
31 |10. VIL. | 38, ,, » A | A A A

32 |10. VIL. | 31, , . B } B B B

33 i 11. VIL. | 3¢, ,, ’ A ] A — keine Agglutination
34 (12. ViL.| 3Y, ., getrankter Tupfer o [ o — .
35114, VIL.| 3 " Leinenflecken 0 ‘ O — »

36 14. VIL |3 ., 0 0 — .
37115. VIL. | 4 » gepulvert B I B - ”

38 l17.vit.| 3 Leinentlecken A | A — .

39 /18. VIL.| 3, ” A LA A .

40 1 17. VIL. | 8¢, ,, gepulvert A | A — 5
a1 viLis Leinenfleck o | o — ”

42 18.VIL 3 . B | B | — B

43 |18. VIL.{ 3 i . B t B — B

44 18 VIL| 1%/, , . g | 0 — keine Agglutination
45 [22. VIL.| 3 " »s A ] A -

46 |21. VIL | 3 . o | O — -
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(Fortsetzung der Tabelle.)
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Nach Agglutinations-
Nr.| Jahr Alter Art des Blutes Bindungsmethode Nach Laites
1.Versuch%Z.VersuchJS.Versuch
1931: |
47 |21. VII.| 3 Mon Leinenfleck A A — keine Agglutination
48 (21. VII.| 8Y, ., » A A — P
59 (21. VIL| 8Y, ., 2 B B — .
50 |21. VIL.| 3¢/, ., » B B — B?
51 (22. VIL.| 8, ., » ¢ o — | keine Agglutination
52 |23. VIL.| 3Y, ,, » A A — "
53 |31. VII.| 3 » gepulvert A A — 0
54| 1.VIIL.| 3 . ’s A A — keine Agglutination
55| 3.VIIL.| 3 ’s . 0 0 — 5
56 | 4.VIIL.| 3 . . 0} 0 — keine Agglutination
57 | 5.VIIL.| 3 » »s A A — A
58 | 5.VIIL| 3 . 5y A A — keine Agglutination
69, 7.VIIL.| 3%/, » AB AB — AB
60 16 X. 2Wochen Leinenfleck B B | — keine Agglutination
61 16. X.2 . 0 0 — 0
62| 6.VIIL.|3 Mon.| getrankter Tupfer | A | A | — | A

4 Monate alt waren. Bemerkenswert ist, daB in einem Fall das Blut
einer frischen Leiche entstammt, von einer durch Leuchtgas ums Leben
gekommenen Person. Es scheint das Isoantigen nicht durch die leichte
Hémolyse beeintrichtigt worden zu sein, d1e bei der Entnahme schon
eingetreten war. :

Die bisher angefithrten Versuche sprechen nicht dafiir, dafl proportio-
nal dem Alter die Agglutininbindungsfihigkeit zuriickging. Aus den
weiteren Versuchen mit Material erheblich hoheren Alters, das mir aus
der Sammlung des Kieler Instituts fiir gerichtliche und soziale Medizin
zur Verfiigung stand, scheint vielmehr hervorzugehen, dafl das Altern
der Spuren zwar in verschiedener Hinsicht die Technik erschwert, daB
man jedoch selbst bei jahrzehntealtem Blut die Blutgruppe durch die
Agglutininbindung diagnostizieren kann. Sehr wesentlich ist es, daB
der Blutrest nicht so sehr verdndert ist, bzw. mit der Unterlage (z. B.
dickem Stoff, altem Zeitungspapier) nicht so sehr verbunden ist, daB
es nicht mehr gelingt, ihn im Zwergreagensglischen durch das Prid-
serum noch zu extrahieren. In einem Falle stand das Prifserum
z. B. nach 10stindiger Einwirkungszeit noch klar dber dem Stoff-
stiickchen. Wenn in diesem Fall sich die Gruppe O ergab, so habe
ich wohl mit Recht dieses Hrgebnis mit der oben angefithrten Reserve
betrachtet.

In der vorstehenden Tabelle ist das Alter dieses Materials, die ersten
23 Fille mit einem Alter von 5—55 Jahren, neben den Ergebnissen
aufgezeichnet.
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Auch diese Spuren untersuchte ich (bis auf Nr. 4, 9 und 11 wegen
Mangels an Material) 2 bzw. 3mal. In 4 Fillen fand ich verschiedene
Ergebnisse (Nr. 8, 12, 14 und 15).

Wéhrend die Ergebnisse in Nr. 14, 1. bis 3. Vers. sich nicht ver-
einigen lassen, d. h. ein Fall als verfehlt anzusehen ist, sind die ausein-
andergehenden Ergebnisse bei Nr. 8, 12 und 15 wobl so zu deuten, daf
beim Wiederholungsversuch erst infolge einer lingeren EKinwirkungs-
zeit (6mal 24 Stunden) sich das Agglutinogen durch die Agglutinin-
bindung nachweisen lie8.

Zshlen wir diese 3 Fille der obigen Tabelle zu den ibrigen 20, bei
denen sich keine Unstimmigkeiten zwischen der ersten und zweiten
Untersuchung ergaben, und lassen wir, wie bei Holzer, bei Ausfall einer
Agglutininbindung das Urteil O gelten, so ergibt sich bei dem 5—55 Jahre
alten Material: O in 9 Fillen, A in 12 Fillen, B und AB iu je einem
Fall. Prozentual fand ich also vertreten:

Gruppe O in 39,0% der Fille

23 A 23 52:() % 23 29
29 B EH] 4-'y3'% EH 22
3 AB 22 4’3 0/‘/3 22 2”2

Vergleichen wir mit diesen Zahlen die prozentuale Verteilung der
Blutgruppen in Europa (Oxp 40%, Ag 42%, B, 12%, ABg 6%), so
188t sich in diesem Vergleich bis zu einem gewissen Grad vielleicht eine
weitere Stiitze der Richtigkeit der Resultate erblicken.

Zu bemerken ist noch, daB auch unter dem alten Material sich
2 Falle von Kohlenoxydblut befinden und daf die Deutlichkeit der
Titerabsenkung bei diesen dem geforderten Resultat voll entsprach.

Neuerdings wird auf den hadmolytischen Einflul} hingewiesen, den
gewisse Stoffe, besonders Beizmittel, welche von einem zu priifenden
Gewebe ausgeschieden werden, auf die Kontrollerythrocyten haben
sollen. Bei meinen Versuchen habe ich niemals Himolyse der Kontroll-
erythrocyten beobachten kénnen.

Die Kontrollerythrocyten bewahrte ich meist in einer Lisung auf,
die von Rous- Robertson angegeben ist und aus 2 Teilen Natr. citr. 3,8%
und 5 Teilen 5,4proz. Traubenzuckerldsung und 3 Teilen Blut besteht.

In Vorversuchen, auf die ich nicht ndher eingehe, zeigte sich eine
gute Haltbarkeit dieser Suspensione bis zu 8 Tagen. Dann trat all-
méihlich Himolyse ein. Wie aus den Tabellen hervorgeht, erneuerte ich
die Aufschwemmungen jedoch hiufiger.

Das beschriebene Verfahren mittels der Agglutininbindung hat den
Vorzug technischer Einfachheit vor manchen anderen Methoden, z. B.
dem Agglutininabsprengungsverfahren, das auf dem Nachweis des zu-
néchst adsorbierten Agglutinins nach sekundirer Absprengung beruht.
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Fassen wir die zuletzt beurteilten Fille alten Materials (eine offen-
bare Fehlbestimmung) zusammen mit den 9 Fillen jiingeren Alters
und den 28 Fillen, wo sichere Kontrolle méglich war, so stehen 61 rich-
tige Bestimmungen 2 Fehlbestimmungen gegeniiber, was einen Prozent-
satz von 96,7% Genauigkeit ausmacht. Holzer berichtet von 90%
Genauigkeit.

I Anschlub an diese Resultate méchte ich noch iiber Versuche an
demselben Material unter Verwendung des Lottesschen Deckglasver-
fahrens kurz berichten. Auch dieses Verfahren ist einfach und oft als
ein elegantes bezeichnet worden. Beziiglich der Einzelheiten in dem
Verfahren hielt ich mich streng an die Vorschlige von F. Schiff (Technik
der Blutgruppenuntersuchung fiir Kliniker und Gerichtsirzte), auch
soweit es sich um die Herstellung kiinstlicher Krusten handelte in Fillen,
wo mir natiirliche Krusten nicht zur Verfiigung standen. Ich arbeitete
mit lecithinfreien Blutkorperchen, die ich vorher mittels bekannter
Testsera der Gruppe O.p auf einen geniigend hohen Agglutinationstiter
gepriift hatte. Ferner folgte ich dem Verlangen eines Kontrollversuchs
zur Vermeidung einer Tauschung durch Pseudoagglutination: Verklum-
pen hinzugebrachte O-Blutkérperchen, so liegt Pseudoagglutination vor.

Von den 30 kontrollierbaren Proben wurden nur 11 richtig bestimmt
(d. h. nur 36,6%), wobei allerdings zu beriicksichtigen: ist, daB bei der
Lattesschen Probe nur positive Resultate zu verwerten sind. Wo also
z. B. nur B-Erythrocyten agglutiniert werden, ist lediglich ein Anti-
B-Agglutinin nachgewiesen, was in der gerichtsmedizinischen Praxis
picht beweisen darf, daBl nicht vielleicht auch ein Anti-A-Agglutinin
da ist bzw. da war, das nicht mehr nachweisbar ist. In einem solchen
Falle miifite demnach entschieden werden: Gruppe A (oder O!). Aus
demselben Grunde darf auch bei ganz ausbleibender Reaktion nicht
ohne weiteres auf das Fehlen von Agglutininen geschlossen werden,
nicht also ohne weiteres auf AB, entschieden werden.

Uberall, wo nicht ,,natiirliche Krusten auf Objekttrigern oder ab-
kratzbare kleine Blutschollen zur Verfuigung standen, legte ich mir
,,kiinstliche Krusten (nach Lattes, Schiff) an. Meine Leinenflecken
z. B. extrahierte ich mit Aq. dest. und gewann aus der Flissigkeit mit
Hilfe des Exsiccators eine diinne rote Schicht, die sich abkratzen und
mit Aq. dest. zn einer Paste verarbeiten lieB. Durch nochmaliges An-
trocknenlassen bekam ich dann die untersuchungsreife Kruste. Es ist
nun auffallend, daB in der Reihe der richtig bestimmten verwertbaren
Ergebnisse nur 5mal kiinstliche Krusten vorliegen, wihrend alle mir
damals iiberhaupt zur Verfiigung stehenden natiirlichen Krusten in der
Reihe der richtig bestimmten Spuren vertreten sind.

Das Ergebnis dieser Untersuchungen 146t sich dahin zusammenfassen,
daB die Agglutinogene selbst noch in sehr alten Blutspuren erhalten
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bleiben und sich fir die Blutfleckendiagnostik verwerten lassen. Ein
Vergleich des Laitesschen Verfahrens mit dem Agglutininbindungs-
verfahren zeigt, daB dieses das Latftessche Verfahren an Brauchbarkeit
und Zuverlissigkeit wesentlich tibertrifft.
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