
(Aus dem Hygienischen Institut der Universit/it Basel 
Vorsteher: Prof. Dr. R. Doerr.) 

Beitrag zur Blutgruppenbestimmung kleiner Mengen 
menschliehen Trockenblutes. 

Von 
Dr. C. Hallauer. 

Die Gruppenzugeh6rigkeit von eingetrocknetem Blur bzw. eines 
Blutfleckes menschlieher Provenienz kann bekanntlieh auf 2 Arten 
eruiert werden : 

1. Durch den Nachweis der vorliegenden [soagglutinine ( Versuchs- 
anordnung yon Landsteiner-Richter in der Modifikation yon Lattes). Die 
Probe ist zwar hinreichend empfindlieh, sic mug aber in Mlen jenen 
Fallen versagen, in denen entweder a priori kein Antik6rper zugegen war 
(Gruppe ABo), oder aber - -  Mufiger - -  wenn dutch Alter oder sonstige 
Ver~nderung der Blutprobe der Antik6rper inaktiviert  bzw. zerstSrt 
ist; nur der eindeutig positive Versuehsausfall ist daher zu verwerten. 

2. Durch den Nachweis der vorliegenden isoagglutinablen Substanz irn 
A gglutininbindungsversuch. 

Da die agglutin~ble Substanz gegeniiber Altern und Umweltsein- 
fliissen weir widerstandsf~higer (als die entspreehenden Antik6rper) 
ist, hut das Verfahren eine grSgere Anwendungsbreite, dagegen den Naeh- 
teil, dag Troekenblut, im Vergleich zu Frisehblut, ein vermindertes 
Agglufininbindungsverm6gen zeigt, so dag relativ groge Mengen Blur 
(vgl. unten) zu einem eindeutigen VersuehsausfM1 erforderlieh sind. Es 
wurde daher wiederholt versueht, durch alkoholische (Alkohol absoL 
oder 96%) (Witebaky ~, Lattes, Schneider und v. BeSthy ~ oder durch 
w~sserige Extrakt ion (Akune 8) yon Trockenerythroeyten die gruppen-. 
spezifische Substanz in eine reaktionsf~higere Form zu bringen. Alle 
diese Verfahren vermoehten sich jedoeh nieht in die PraMs einzufiihren, 
teils, weft sie in techniseher Hinsieht zu umst~.ndlieh (Komplement- 
ablenkung, Verwendung yon Immunsem),  teils, weft sie zu wenig emp- 
findlieh oder aussehlieglieh nur ffir die Blutgruppe A ganstige Resultate 
ergaben. 
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Ich  vermochte  nun kiirzlich 4 nachzuweisen, dab sich aus Blut- 
k6rperchen in einfachster Weise wasserl6sliche Gruppens to f f e  yon 
Hap tencharak te r  gewinnen lassen. I m  folgenden soll daher  die Frage  
entschieden werden, ob sich mit  Hilfe dieser Ext rak t ions technik  auch 
kleinste Mengen von Trockenblut  gruppenspezifisch differenzieren 
lassen, und ob hierdurch die Agglut ininbindungsprobe leistungsfghiger 
gestal tet  werden kann. 

1. Technilc. 

Die zur Ex t rak t ion  wasserlSslicher Gruppenstoffe aus E ry th rocy t en  
befolgte Technik beruht  auf dem einfachen Prinzip, dab die (agglu- 
t ininbindenden) Gruppenstoffe A und  B weder durch alkoholische, 
noch - -  in nennenswerter  Menge - -  durch w~sserige Ext rak t ion ,  dagegen 
wohl in Gemisch yon  Alkohol und Wasser isoliert werden k6nnen, und  
besteht  in folgenden Vorggngen:  

1. ErschSpfende Ex t rak t ion  mit  Alkohol-Wasser-Gemischen. 

2. Einengen der Ex t rak te  unter  gleichzeitiger E n t f e r n u n g  des 
Alkohols. 

3. Prfifung des wgsserigen Rfickstandes im Agglutininbindungs- 
versuch. 

I n  zahlreichen Vorversuchen bemfihte ich mich zuns das ur- 
spriingliche Verfahren prakt ischen Zwecken anzupassen, d . h .  nach 
M6glichkeit zu vereinfachen und  abzukfirzen; mi t  der nachfolgenden 
Methode wurden schlieBlich die besten Ergebnisse erzielt: 

l. Eintragen der Blutprobe (bzw. des ausgeschnittenen Blutfleckes) in ein 
5--10 ccm Aq. dest. enthaitendes DestillationskSlbchen (50 ccm) bzw. in weite 
Reagensgl~ser. Mehrma]iges kr~ftiges Durchschtitteln. Zugabe des gleichen 
Volums 96proz. Alkohols. Nochmaliges Durchschfitteln. 

2. 1/2--1stfindiges Sieden der Probe (eventuell unter Zugabe yon etwas 
A]kohol nach der ersten 1/2 Stunde) oder 8stiindige Extraktion der Proben (in 
Reagensgl~ser) bei 56 ~ im Wasserbad. 

3. Filtrieren (oder zentrifugieren) der l~roben. Entfernung des Alkohols 
aus den Filtraten durch Destillation im Vakuum bei 45 o (bzw. durch Destillation 
bei Siedetemperatur oder Verdampfen in der Abdampfschale). Gleichzeitiges 
Einengen des Filtrates auf etwa 2 ccm. Besalzen der w~sserigen Riickst~nde 
(0,85 % ). 

4. Prtifung der Extrakte auf gruppenspezifische Agglutininbindung: in klei- 
hen AgglutinationsrShrchen werden je 0,1 ccm einer eben noch deutlich agglu- 
tinierenden Serumverdfinnung fl bzw. a mit je 0,5 ccm Extrakt vermischt, und 
zur Abs~ttigung 4 Stunden bei Zimmertemperatur gehalten. Hierauf werden 
je 0,2 ccm einer 3proz. Aufschwemmung der entsprechenden TestblutkSrperchen 
zugegeben, die Proben durchgeschiittelt und 2 Minuten lang auf der Wasser- 
zentrifuge ausgeschleudert. Durch Aufschiitteln wird makroskopiseh auf eingetre- 
tene bzw. ausgebliebene Agglutination gepriift. 
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2. Leistungs/~ihigkeit der Methode. 

Die Frage, ob im Bindungsverm6gen zwischen nichtext rahier tem 
und (nach obiger Technik) extrahier tem Trockenblut  quant i ta t ive  
Unterschiede bestehen, sollte dadurch  entschieden werden, dab in beiden 
F~llen die kleinste Menge an Trockenblut ,  die im Agglutininbindungs- 
versuch noch einwandfrei nachzuweisen war, ermit tel t  wurde. Zu 
diesem Zweck s tanden fein pulverisierte, 4 - - 6  Monate alte Proben yon 
Trockenblut  - -  je 2 Proben der Gruppe Aft (A1 und A2), ebenso viele 
der Grulope B ~ (B1 und B2), und 1 Probe der Gruppe A B o  - -  zur  
Verfiigung. Abgewogene Mengen yon  je 100 mg, 10 mg, 1 mg und  
1/1o mg dieser Proben wurden in je 5 cem physiologiseher Koehsalz- 
16sung suspendiert,  bzw. in je 5 ecru Aq. dest. -6 5 ccm Alkohol extra-  
hiert und  im Abss gegenfiber einer dureh Ti t ra t ion  be- 
s t immten Agglut ininverdfinnung von /~ bzw. ~ geprfift:  
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Der Versuchsausfall  zeigt:  1. dab es gelingt aus relat iv kleinen Blut-  
mengen (10--1 rag) gruppenspezifisch wirksame E x t r a k t e  zu gewinnen. 

2. DaB den Ex t r ak t en  eine gr6f~ere Bindungsf~higkeit  z u k o m m t  
als den entsprechenden Blutsuspensionen, so dab mittels der Ex t rak -  
t ionsmethode kleinere Blutmengen noch eindeutig grulopenspezifisch 
differenziert  werden k6nnen.  

Die Ex t rak t ionsmethode  erweist sich dagegen fiir den Nachweis yon 
M- und N-Fak to r  als ungeeignet;  in Ex t rak ten ,  die yon M -6 N - -  bzw. 
M - - N - 6  (der Gruppe O aft  zugeh6r igen*)Trockenery th rocy ten  her- 

* Mit den anf~nglich zum Nachweis yon M und N aus Erythrocyten der Gruppe 
Aft bzw. B~ gewonnenen Extrakten wurde der M- und N-Test gelegentlieh der- 
art abgeschw~eht, dab spezifisehe M- bzw. N-Reaktionen vorget~uscht wurden. 
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gestellt wurden, waren keine M- bzw. N-Eigenschaften nachzuweisen. 
Es ist daher fraglich, ob das stoffliehe Substrat der Receptoren M und N 
wasserlSslich ist, Gin ZweifG1, der noeh dadurch versti~rkt wird, dab die 
Faktoren M und N weder im Serum, noeh in Sekreten (Speichel, Sperma), 
Exkreten (Ham) und Gewebefliissigkeiten vorkommen bzw. nachzu- 
weisen sind (ClausenS). 

3. Pralctische Anwendung der Extraktionsmethode. 

Leider hatte ich bisher nur in 2 Fi~llen Gelegenheit, die praktische 
Brauchbarkeit des Extraktionsverfahrens zu erproben. 

In einem forensischen Fall (Raubmord an einem Taxichauffeur) 
wurden uns die folgenden Corpora delicti zur 131utgruppenbestimmung 
eingesandt: eine Probe yon einem Wagenfenster abgekratzten Blutes 
(etwa 50 rag) und mehrere kleinere Blutspuren an der Wagenpolsterung. 
Da s/~mtliche Proben stark mit Staub und Schmutz verunreinigt waren, 
wurden sie zuniichst mit absolutem Alkohol ,vorgereinigt" und erst 
dann in der beschriebenen Weise extrahier~. Mit den Extrakten aller 
Blutproben wurde einwandfrei die Gruppe B~ (Blutgruppe des Chauf- 
feurs) bestimmt. 

Der 2. Fall betraf ein mit BlutflGcken versehenes Stfick Leinen, das 
w/~hrend 11 Jahren in einer zugekorkten Glasflasche verwahrt worden 
war. Der aus drei kleineren Blutfleeken (Durchmesser der Flecke 
etwa 1 cm) hergestellte Extrakt  neutralisierte in spezifischer Weise 
Isoserum fi, folglich lag die Blutgruppe B~ vor. Die Richtigkeit der 
Bestimmung konnte in diesem Fall nachtr~glieh noch festgestellt 
werden. 

Ohne dal3 sich auf Grund dieser wenigen F~lle auf eine unbedingte 
~berlegenheit der Extraktionsmethode gegentiber den bereigs bei der 
Blutfleckdiagnose bew/thrten Untersuehungsverfahren schlieBen m6ehte, 
glaube ich doch, dab das VGrfahren verdient, an einem gr6Beren Material 
nachgeprfift zu werden; als besonders hierzu geeignet, erachte ich jene 
F/~lle, bei denen auf Grund des vorliegenden Untersuchungsmateriales 
eine Extraktion angezeigt erscheint, oder aber, wenn die zu unter- 
suchende Blutprobe so spi~rlich ist, dal? - -  erfahrungsgem/il3 - -  keine 
Aussieht besteht, mit den iiblichen Verfahren eindeutig die Blutgruppe 
zu bestimmen. 

Zusammen/assung. 

1. Es wird ein ein/aches Ver/ahren beschrieben, wodurch die Extralction 
yon Gruppenstoffen A und B aus ]deinen Mengen menschlichen Troelcen- 
blutes ermSglicht wird. 

2. Mit den Extralcten lassen sich gewShnlich kleinere Blutmengen im 
Agglutininbindungsversuch gruppenspezi/isch differenzieren als mit den 
iiblichen Absorptionsver/ahren. 
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3, Die Anwendung des Extraktionsver[ahrens bei der Blut/leckdia- 
gnose ist deshalb wiinschenswert. 
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