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Absorpt ion  Method and Mixed Agglut ina t ion  

Comparative Studies on the Secretor Status 

Summary. Through the absorption test it is possible differentiate between the secretions 
of a secretor or non-secretor. The mixed agglutination method, on the other hand, is not 
suitable for establishing the secretor characteristic. A and B group substances corresponding 
with the blood group can be found regularly by this method even in ~he saliva, sperm 
and vaginal secretion of non-secretors. The AB0 (H) substances, which can be determined 
through hemagglutination inhibition in the absorption test, i.e. the secretor characteristic 
(Se), is based on a secretion process dependant on active cell performance. Specific antigen 
positive mixed cell reactions in secretion of non-secretors are caused by group substances 
in low quantities transgressing into the secretion independent of any specific antigen secretion 
mechanism. 

Secretors secrete H substances independent of the AB0 blood group and members of the 
groups A, ]3 and AB additional antigens corresponding with the blood group. We found ex- 
ceptions to this rule in vaginal secretion and sweat. 

Zusammen/assung. Die Unterscheidung, ob es sich um Sekret eines Ausscheiders oder 
Nichtausscheiders handelt, is~ durch den Absorptionsversuch (Absii~tigungsversuch) m6glich. 
Die Mischagglutinationsmethode eignet sich hingegen nicht zur Feststellung der Ausscheider- 
eigenschaft. Mit ihr sind regelmgBig auch im Speichel, Sperma und Vaginalsekre~ yon Nicht- 
ausscheldern A- und B-Gruppen-Subsganzen entsprechend der Blutgruppe nachweisbar. Den 
AB0(H)-Substanzen, die durch I-Igmagglutinationshemmung im Absorptionsversuch nach- 
weisbar sind, also der Sekretor(Se)-Eigenschaft, liegt ein Sekretionsvorgang im Sinne einer 
aktiven Zelleistung zugrunde. Spezifische Antigen-positive Mischzellreaktionen an Sekreten 
yon Nichtausscheidern beruhen darauf, dal] Gruppensubstanzen in geringen Mengen auch 
unabhi~ngig yon einer besonderen Antigen-Sekretionsleistung in die Sekrete iibertreten. 

Sekretoren scheiden unabhi~ngig yon der AB0-Blutgruppe H-Substanz aus, Angeh6rige 
der Gruppen A, B and AB dariiber hinaus das der Blutgruppe entsprechende Antigen. Aus- 
nahmen yon dieser Regel fanden wir im Vaginalsekret und SchweilL 

Key words: Absorptionsversuch - -  Ausscheidereigenschaft - -  Blutgruppen, Ausscheider- 
eigenschaft - -  Mischagglutination. 

l~ber die yon Schiff u. Sasaki im Jah re  1932 entdeckte  Ausscheidereigenschaft ,  

also die F£higkei t  oder Unf£higkei t  einer Person, AB0(H)-Ant igene  entsprechend 
der Blu tgruppe  in Sekreten auszuscheiden, werden auch gegenw~rtig noch wider- 

s t re i tende Meinungen ge~u~ert.  Insbesondere ~st stri t t ig,  ob es sich bei dieser 

Eigenschaf t  um ein den Mendelschen Gesetzen unterl iegendes System handel t  
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und ob die E ino rdnung  einer Person in ein solches Sys tem in jedem Fal le  m6glich 
ist. 

Die Beobach tung  sogenannte r  , ,Obergangs typen"  (Holzer,  1937; Matsunug~ 
u. Suzuki,  1958; Morgant i  et al., 1959) wurde  als A r g u m e ~ t  gegen die Exis tenz  
des Aussche idersys tems  ins Fe ld  gcfi ihrt .  Da  abe t  ~uch dar~uf  hingewiesen wurde,  
dab  es yon  der  Un te r suchungsme thode  allein abhgngen  kSnne,  ob ein Mensch uls 
Ansscheider  oder  Nicht~usscheider  in Ersche inung  t r i t t ,  mul~ das V o r k o m m e n  
von , ,]~berg~ngs~ypen" wiederum als zweifelh~ft  und  unbewiesen erscheinen. Die 
Widerspr i i che  b a t t e n  zur  Folge,  dab  das  Aussche idersys tem sich bei der  Kl i i rung 
s t r i t t ige r  Vaterschaf t sverh~l tn i sse  n ich t  durchse tzen  konnte .  

Die vor l iegenden Un te r suchungen  sollen einer wei teren Kl~rung  der  aufgezeig- 
t en  F rugen  dienen,  da r i ibe r  hindus aber  auch methodische  Prob leme  beim Nach-  
weis yon Subs tanzen  des AB0-Sys tems  auBerhalb  des Blutes  behandeln .  

~iethodik und ~Iaterial 

AB0(tt)-Substanzen sind in~ Speichel und anderen Sekreten nicht an corpuscul~re Elemente 
gebunden. Ihr :Nachweis ist demzut~olge nicht direkt dutch Agglutination wie bei den Ery- 
throcyten mSglich, sondern fiber den Umweg der spezifischen Absorption zugeffihrter Agglu- 
tinine. Wenn Blutgruppensubstanzen im Sekret vorhunden sind, werden entsprechende 
Agglutinine gebunden. Dies ist an einer Titersenkung oder einem Ausbleiben der Agglutination 
zu erkennen, wenn TestblutkSrperchen hinzugeffigt werden, die mit dem Antiserum reagieren 
mfi~ten. 

Bei der Untersuchung yon Speichel, Sperma, Vaginalsekret, t tarn und Schwei~ auf AB0 
(I-I)-Substanzen f~nden folgende Methoden Anwendung: 

a) Agglutininbindungs- bzw. Abs~ttigungsversuch (Schiff, 1926; Prokop, 1963): Den Ver- 
dfinnungsstufen des Antiserums (Anti-A, Anti-B, Anti-H bzw. Lectin-tt) werden gleiche 
Mengen des zu untersuchenden Substrats zugesetzt. Wenn im Speichel die dem Antiserum 
entsprechende Gruppensubstanz vorhanden ist (z. B. Antigen A--Anti-A), so reagiert sie 
mit den yon Stufe zu Stufe geringer werdenden AntikSrpern. Von einer bestimmten Ver- 
diinnungsstufe an werden die AntikSrper in einem MaBe gebunden, dal~ bei Zugabe homologer 
Testerythrocyten eine Agglutinution ausbleibt. Das Ausmal~ der Agglutinationshemmung 
kann als quantitatives Mall des Antigengehaltes des Speichels gewertet werden. 

b) ,,Screening"-Test mit Lectin-tt (Extrakt aus Samen des europ~ischen Stechginsters): 
Lectin-tt yon der Firma Dade, ~iami, USA, wird 1 : 6 mit physiologischer NaC1-LSsung ver- 
diinnt. Zu 1 Tropfen der Verdfinnung wird in kleine TestrShrchen 1 Tropfen des zu unter- 
suchenden Speichels gebracht und durchmischt. N~ch 10minfitiger Inkubation bei Zimmer- 
temperatur werden frische 0-BlutkSrperchen (2~oig) hinzugegeben. ~ach weiteren 5 min wird 
zentrifugiert (1 rain, 1000 U/min). 

Die Beurteilung auf Agglutination erfolgt makroskopisch: 
1. Keine Agglutination: Ausscheider, weil Lectin-tt dutch die H-Substanz des Spcichels 

gebunden wurde. 
2. Agglutination: Nichtausscheider. Eine Agglutininbindung dutch den Speichel hat nicht 

stattgefunden. 
c) )/[ischagglutination mit nichtvorbehandelten BlutkSrperchen: ]:)as trockene sekretbe- 

netzte Fasermaterial wird in zarte Fibrillen zerspleil]t und auf hydrophobierte RShrchen, 
entsprechend der Zahl der Antiseren, verteilt. Die Inkubation mit jeweils 2--3 Tropfen Anti- 
serum erfolgt fiber 12 Std bei 4 ° C. Anschlie~end wird das Spurensubstrat mehrmals mit kleinen 
~Iengen physiologischer KochsalzlSsung zur Entfernung freie~ AntikSrper gewaschen. 2--3 
Tropfen l°~oige Aufschwemmung frischer Testerythrocyten werden hinzugegeben. ]Nach 10 
rain is~ das Spurensubstrat vorsichtig auf einen Objekttr~ger zu tibertragen, mit einem Deck- 
gl~schen zu bedecken und mikroskopisch zu beurteilen. BlutkSrperchenagglutinate werden 
als positive P~eaktion gewertet. 
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d) Mischagglutination im ,,unterschwelligen Antik6rpermilieu" (Schulz, 1970): 

1. Das sekretgetrEnkte oder oberflgchlich mit  Sekret benetzte Textilgewebe, das eine 
Gr61]e von 1 × 1 mm nicht zu fibersteigen braucht, wird fein zerzupft. Blutspuren sind vorher 
10 rain lang in Methanol zu fixieren. 

2. Die Stoffasern werden in kleine P~Shrchen, die einen Durchmesser yon 6--8 *nm haben 
und nicht hydrophobiert sein mtissen, gebracht. Dann wird jeweils 1 Tropfen Antiserum 
(Immunserum) zugegeben. Die Einwirkungsdauer mul~ mindestens 30 min bei 4°C betragen. 

3. Die nichtgebundenen Antik6rper lassen sich durch 3--5maliges Waschen mit jeweils 
ca. 0,5 ml physiologischer KochsalzlSsung entfernen. Die Waschfltissigkeit ist mit einer Glas- 
capillare, die an eine Wasserstrahlpumpe angeschlossen ist, abzusaugen. SelbstverstEndlich 
muB vermieden werden, daft Untersuchungsmaterial mit abgesaugt wird. Als Beweis daftir, 
dal~ alle nichtgebundenen Antik6rper entfernt sind, darf die letzte Waschl6sung zu keiner 
Agglutination mit homologen Erythrocyten ftihren. 

4. Nach dem letzten Absaugen werden 2 3 Tropfen einer Erythrocytenaufschwemmung 
(0,1--0,5%ig) im unterschwelligen Antik6rpermilieu hinzugegeben. Es wird kurz aufgeschfittelt 
und 20 min bei Zimmertemperatur stehengelassen. Das Antik6rpermilieu wird auf folgende 
Weise hergestellt: 

Zun/~chst wird mit  entsprechenden Testblutk6rperchen das verwendete Antiserum titriert. 
Ffir den Versuch wird dann eine AntikSrperverdfinnung gew/~hlt, die um zwei Stufen fiber 
dem Titer des Serums liegt. 

Hat  das Antiserum also einen Titer yon 1:128, wird fiir die Aufschwemmung der Test- 
erythrocyten eine Verdi~nnung des Antiserums yon 1:512 verwendet. Da bei dieser Anti- 
k6rperverdfinnung eine Agglutination nicht eintritt, sprechen wir yon einem ,,unterschwelligen 
Antik6rpermilieu". Eine Agglutination tr i t t  erst ein, wenn weitere homologe AntikSrper 
hinzukommen, bei der Mischagglutination also diejenigen, welche am antigenhaltigen Substrat 
gebunden sind. 

5. Das Spurensubstrat wird vorsichtig mit  einem feinen Metallhaken mit etwas Flfissigkeit 
auf einen Objekttrgger gebracht und mit einem Deckglgschen bedeckt. Es besteht auch die 
MSglichkeit, die Fasern an die Wand des Glgschens zu bringen, so dal~ sie dort haften und 
direkt im Glgschen mikroskopisch beurteilt werden kSnnen. 

Speichel wurde yon mgnnlichen und weiblichen Personen im Alter yon 7 63 Jahren ge- 
wonnen. Es wurden yon diesen Personen 2--10 ml Speichel mit  ltilfe von Plastikhalmen 
direkt in Gl~schen gebracht. Der Speichel wurde entweder sofort oder nach lgngstens 24 Std 
Aufbewahrung bei 4°C zentrifugiert (3000 U/min, 5 min), filtriert und untersucht. Es wurde 
darauf geachtet, dal~ die Speichelspender 30 rain vor der Speichelgewinnung weder gegessen 
noch getrunken batten. Die Sekretproben wurden im Absdittigungsversuch mit Anti-A- und 
Anti-B-Immunseren sowie mit  Lectin-H unter Verwendung einer 0,1--0,5% igen Test- 
erythrocytenaufschwemmung auf Tiipfelplatten in geometrischer Verdiinnung des verwende- 
ten Serums untersucht. Zur Bestimmung der A- und B-Antigene wurde eine Speichelverdiin- 
nung von 1:100 in physiologischer NaC1-LSsung gewghlt. Die H-Wirksamkeit wurde bei 
einer Speichelverdtinnung yon 1 : 50 ermittelt  (Beispiel einer Gruppenbestimmung im Speichel 
einer A,-Person s. Tabelle 1). Diese Verd/innungen haben sich als optimal erwiesen. Un- 
spezifische Agglutininbindungen, die nach Prokop (1963) dutch unverdfinnten Speichel auf- 
treten k6nnen, sind nicht mehr zu beftirchten. Die Inkubationszeit betrug 60 min bei Zimmer- 
temperatur in der feuchten Kammer. qNach Zugabe der Testerythrocyten wurden die Ti~pfel- 
platten auf einer langsam und gleichmgl~ig sich bewegenden Platte belassen, die Beurteilung 
erfolgte makroskopisch nach 20 min. 

Bei der Mischagglutination wurde als Trggermaterial des Speichels wie bei allen weiteren 
Versuchen zur Darstellung yon Gruppensubstanzen in Sekreten weil~es Leinen oder Watte 
verwendet. 5 x 5 mm grol]e Sttickchen eines Leinengewebes oder etwas ausgezupfte Watte 
wurden mit Speichel getrgnkt, indem sie 5 min lang in unverdiinnten, jedoch vorher zentri- 
fugierten und filtrierten Speichel gebracht und dann getrocknet wurden. 

Die Spermaproben wurden teils gleich nach der Verflfissigung untersucht, teils bis zu 
20 Tagen bei - -20  ° C im tiefgefrorenen Zustand aufbewahrt. Im Absgttigungsversuch wurde 
Spermaplasma in einer Verdiinnung yon 1 : 5 verwandt. Zur Trermung yon Spermaplasma und 
Spermatozoen wurde das Ejaculat  zentrifugiert (3000 U/min, 10 rain). Beim Absgttigungs- 
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Tabelle 1. Agglutininbindung (Abs~ttigungseffekt) eines A-Sekretor-Speichels. Verdiinnung 
des Speichels bei Anti-A und Anti-B 1 : 100, bei Lectin-H 1 : 50. Kontrollen mit  physiologischer 

NaC1-L6sung. Im vorliegenden Falle Agglutininbindung yon Anti-A und Lectin-tt  

2 4 8 16 32 64 128 

÷ ÷  - -  _ _  _ _  Anti-A-Verdiinnungsreihe, zu --  @ + 
jeder Stufe 2 Tropfen A~-Speichel 
1 : 100 verdiinnt 

Anti-A-Verdiinnungsreihe, zu + + + + + + + + + + + + + + 
jeder Stufe 2 Tropfen physiolo- 
giseher NaC1-L6sung (Kontrolle) 

Anti-B-Verdtinnungsreihe, zu + + + + + + + -~- + + + + + + 
jeder Stufe 2 Tropfen Al-Spei- 
ehel 1 : 100 verdiinnt 

Anti-B-Verdiinnungsreihe, zu + + + @ + + + + + + + + + + 
jeder Stufe 2 Tropfen physiolo- 
gischer NaCI-LSsung (Kontrolle) 

Lectin-H-Verdtinnungsreihe, zu + + a, . . . .  
jeder Stufe 2 Tropfen A1-Spei- 
chel 1 : 50 verdiinnt 

Lectin-H-Verdiinnungsreihe, zu -- + + + + + -- + + + 
jeder Stufe 2 Tropfen physiolo- 
gischer NaC1-LSsung (Kontrolle) 

÷ - -  

versuch beschri~nkten wit uns auf Spermaplasma, da dieses das gruppenserologisehe VerhMten 
yon Spermaspuren bestimmt. 

Vaginalsekretabstriche wurden uns vonde r  Poliklinik der Universit~ts-Frauenklinik Wfirz- 
burg zur Verfiigung gestellt 1. Die Scheidenabstriche stammten yon Frauen, bei denen weder 
krankhafte Prozesse der Vagina und Cervix noch Genitalblutungen vorlagen. 

Das Sekreg wurde mi~ Wattesgieltupfern bei Speeulumuntersuchungen im hinteren Drittel 
der Vagina entnommen, ansehliegend 12 Std an der Luft getroeknet und meist am gleiehen 
Tage oder 15~ngstens nach 4 Tagen auf Gruppensubstanzen untersueht. Zur Durchfiihrung des 
Absiittigungsversuchs wurden yon einem Abstrichtupfer 3mal je ca. 5 mg sekrethaltige Watte 
fein zerzupft und in 3 GlasrShrchen gegeben. Zum Inhalt  der lZ6hrehen wurden jeweils 2 Trop- 
fen Antiserum (Anti-A-Immunserum Titer: 1 : 128, Anti-B-Immunserum Titer: 1 : 128, Leetin- 
H) hinzugegeben. - -  Inkubationszei~ 12 Std bei 4°C, Titerbestimmungen auf Tiipfelplatten, 
Kontrollen mit  niehtsekrethMtiger Watte. 

Die Ausscheidereigenschaft ermi~telten wit im Absorptionsversueh an Filterpapierstreifen, 
die mit  Speiehel getriinkt worden waren. 

Bei der Mischagglutination benutzten wit die sekrethaltige Watte  der Tupfer. 

Der fiir die Untersuchungen ben6tigte Schweifl wurde auf folgende Weise gewonnen: 
29 Personen, in kleine Gruppen aufgeteilt, hielten sich in einem l~aum mit einer Temper~tur 
yon 36°C auf. Der Sehweigausbrueh wurde dutch Trinken yon heiBem Lindenbliitentee be- 
schleunigt. Die austretenden Sehweigtropfen wurden, um Verunreinigungen dutch Epithel- 
zellen mSgliehst zu vermeiden, mit  Capillaren aufgefangen. Innerhalb yon 45--90 min konnten 
auf diese Weise meis~ ca. 2 ml Schweig gesammelt werden. Das Sekret wurde anschlieBend 
im koehenden Wasserbad 20 min lang erhitzt, dann bis zur Verwendung maximal 6 Tage 
lang bei 4°C aufbewahrt. Vor der Untersuehung wurde der Schweil~ bei 5000 U/min 5 rain 
lang zentrifugiert. 

1 Die Untersuchungen yon VaginMsekre~ wurden gemeinsam mit  R. Sobotka, die 
Schweiguntersuehungen mit  I-I. M. Mayer durehgeftihr~. 
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JOer Absorptionsversuch mit dem fliissigen Schweig wurde in iiblicher Weise mi~ Anti-A- 
Immunserum (Titer t:256), Anti-B-Immunserum (Titer 1:256) und Leetin-I-I durchgefiihrt. 
Jeder Versueh wurde doppelt angesetzt. - -  Kontrollen mi~ physiologischer NaC1-L6sung, 
Inkubationszei~ 48 Std, Testerythroeyten 0,1--0,5°/oig. 

Wi~hrend des Sehwitzens wurden beiderseits in den Achselh6hlen der Versuehspersonen 
Leinenliippehen v611ig durchfeuchtet. Der Absorp~ionsversueh und die Mischagglutination 
wurden an dem vorher 20 rain lang bei 80--90°C erhitzten Stoff vorgenommen. 

Die AB0(I-I)-Ausseheidung im Ham yon Sekre~oren kann als gesichert gelten. Sie wurde 
dutch Agglutininbindung im Absorptionsversueh nachgewiesen (Kirk et al., 1951; Sehaidt, 
1958; I~aekwitz u. Stiehnoth, 1959; Gibb, 1965). 

Die eigenen Untersuehungen beschri~nken sieh auf die Anwendbarkei$ der Misehagglutina- 
tionstechnik im Antik6rpermilieu zur Fests~ellung der AB0-Gruppe in Urinflecken. 

Ergebnisse 

Speichd 

Im Speichel ~ron 305 Personen wurde die SekretoreigenschM~t im Absiittigungs- 
versuch und im ,,Screening"-Test mit Lectin-I-I bestimmt. Die Zuordnung zum 
Se- oder se-Typ war in jedem Falle eindeutig mSglich. Beide Methoden ftihrten 
zu analogen Ergebnissen. 

Ausscheider der Gruppen A, B und AB besM~en ohne Ausnahme H-Substanz 
und das der Blutgruppe entsprechende Antigen A, B oder A -1- B. 

Das AusmaB der Agglutininbindung war unterschiedlich. Bei der in Tabelle 1 
dargestellten Technik betrug der Abs/ittigungseffekt dutch A- und B-Substanz 
3--6 Titrationsstufcn, der dutch H-Substanz 2 4 Stufen. 

Von 305 Personen waren 255 (83,6°/o) als Ausscheider, 50 (16,4°/o) als Nicht- 
ausscheider einzuordnen. 

Die Mischa~glutination mit nichtvorbehandelten Testerythrocyten ergab an 
Textilfasern, die mit Sek~etorspeichel benetzt waren, intensi~.re Reaktionen. Ent- 
sprechend dem hohen AntigengehMt des Speichels fanden sich zahlreiche Aggluti- 
nate und reihenfSrmige Anlagerungen der BlutkSrperchen. Abet auch bei Non- 
sekretoren wa~en mit diesem Ve~fahren spezifische t{eaktionen Mlerdings recht 
unterschiedlicher Intensit/~t zu erzielen. Im Gegensatz zu dem Bild der Misch- 
agglutination, wie wires regelmM~ig am Sekretorspeichel beobachten, fanden sich 
bei Nichtausscheidern h~ufig zahlreiche freie, nicht an den Fasern haftende Agglu- 
tinate. Schwache Reaktionen waren dutch Anwendung der Mischagglutination im 
AntikSrpermilieu regelm/igig zu ~erst~trken. 

Bei dcr Mischagglutination am 0-Nichtausscheiderspeichel mit Lectin-I-I traten 
ebenso wie am 0-Ausscheiderspeichel Agglutinate auf. Die I{eaktion kann jedoch 
nicht Ms spezifisch fiir die Blutg~uploe 0 gewertet werden, da gleiche Be~unde auch 
am Speichel yon Tr/~gern anderer Gruppen zu beobachten sin& 

~)er~ 

Bei 47 M/innern im Alter yon 20 his 45 Jahren mit einer Normospermie konnten 
wir die Gruppenbestimmung sowohl urn Sperma als auch am Speichel vornehmen 
und mit der ira Blur ermittel~en AB0-Gruppe vergleichen. Bei weiteren 45 Proben 
(27 waren in ihrem Zellanteil pathologisch ver/~ndert), die aus der Universit/~ts- 
Hautklinik stammten, bestand diese M6glichkeit nicht. Zur Durchftihrung der 
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Mischugglutin~tion wurde Sperm~ (Ges~mtsperma) in gleicher Weise wi¢ Speichel 
~n F~sern ~ngetrocknet. 

Die im Abs~ttigungsversuch ~m Sperm~pl~sma erhobenen Befunde l~ssen 
ohne Ausnuhme die Feststellung zu, ob A-, B- oder H-Subst~nz ~usgeschieden 
wurde oder nicht. 

In  den F~llen 1--47 entspr~chen die im Sperm~ und Speichel beob~chteten 
Agglutininbindungen ein~nder und st immten iiberein mit  der im Blur ermittelten 
AB0-Eigenschuft. 

Mit Hilfe der Mischagglutination liel~ sich ~uch im Sperm~ yon Nicht~usschei- 
dern die AB0-Gruppe erkennen. In  ~llen F~llen, in denen Vergle~che mit  Speichel 
und Blur nicht ~ngestellt werden konnten, w~ren eindeutige spezifische Agglu- 
tininbindungen und Misch~gglutin~tionsre~ktion zu beob~chten, so d ~  n~ch un- 
seren Erfuhrungen mit  den F~llen 1--¢7 die Blutgruppe und die Ausscheider- 
eigensch~ft ~bgeleitet werden konnten. Bei den Sperm~proben mit  pathologisch 
ver£ndertem Zell~nteil erg~b sich kein Anh~lt f[ir eine StSrung der AB0(H)- 
Ausscheidung. 

Ger~nge Titersenkungen im Abs~ttigungsversuch f~nden sich wiederholt bei 
Nicht~usscheidern oder w~ren nicht der Blutgruppe entsprechend. D~ es sich 
jedoch nur um Titerreduktionen yon l. Stufe h~ndelte, wurden sie nicht ~ls Aus- 
druck einer sicheren Agglutininbindung ~ngesehen. 

Vaginalselcret 
D~s V~gin~lsekret yon 86 Fruuen wurde im Absorptionsversuch ~uf seine Anti- 

H-Bindungsf~higkeit untersucht und mit  dem ~m Speichel ermittelten Sekretor- 
status verglichen. Eine sichere Anti-H-Bindung wurde bei einer Titerreduktion 
des Lectin-t t  von mindestens 2 Stufen ~ngenommen. Speichel und V~gin~lsekret 
~ller 86 Fr~uen zeigten mit  2 Ausn~hmen bei Fr~uen der Blutgruppe A i m  Ab- 
sorptionsversuch ein gleichsinniges Verh~Iten ihres H-BindungsvermSgens. Bei 
den beiden Ausnuhmen w~r zwur reichlich A-Subst~nz vorh~nden, doch fehlte 
in einem Falle H-Substunz vollst~ndig, im ~nderen Fulle wurde nur in geringem 
M~fie Anti-H gebunden. 

Abb. 1. Misch~gglutination ~n einer Sperm~-,,Spur". Sperm~tozoen finden sich nicht ~n den 
F~sern, d~ sie dutch das wiederholte W~schen vor Zug~be der Testerythrocyten entfernt 

wurden 
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Tabelle 2 
Darstellung von 4 F/~llen mit ungewShnliehem serologischen Verhalten des Vaginalsekrets 

Blutgruppe Titerreduktion in Verdiinnungsstufen 
Se/se- 
Eigenschafg Anti-A Anti-B Lectin-H 

A Se 5 0 0 
A Se 5 0 1 
AB Se 0 3 3 
B Se 0 1 4 

Abweichungen yon der Regel, dug die Ausscheidungsverh/~ltnisse im Vaginal- 
sekret denen des Speiehels entspreehen, fanden sieh auf andere Weise in 2 weite- 
ten F/~llen: Das Vaginalsekret einer Frau der Gruppe AB hemmte zwar Anti-H 
und Anti-B, jedoeh nieht Anti-A, w/~re also als Sekre~ einer B-Person angesehen 
worden. Eine B-Sekretorin zeigte nut  eine geringe Anti-B-Bindung bei intensiver 
Anti-H-Bindung. Diese 4 yon der Norm abweichenden Fglle sind in Tabelle 2 
zusammengestellt. 

Mit der Mischagglutination waren sowohl bei Sekretoren als auch bei Non- 
sekretoren (Einstufung naeh dem Speiehelbefund) der Gruppen A, B und AB regel- 
m/~gig die der Blutgruppe entspreehenden Antigene zu erfassen. Die Reaktionen 
waren tiberwiegend sehr intensiv. Aueh die Nonsekretoren zeigten eine starke 
Agglutination bzw. Anlagerung der Erythroeyten an das mig Sekret benetzte 
Fasermaterial. Eine sehwaehe positive Reaktion, die nieht der Blutgruppe ent- 
spraeh, fund sieh bei je einem Sekret der Blutgruppen A und B. 

Schweifl 
Die Ergebnisse der Schweiguntersuehungen sind in Tabelle 3 zusammengestellt. 
In  27 yon 29 F~llen wurde eine l~bereinstimmung der Absorptionsreaktionen 

am fliissigen Sehweig mit  Blutgruppe und Ausscheidereigensehaft gefunden. Da 
auch geringe Titerreduktionen yon 1 oder 2 Stufen (Doppelbestimmungen) spe- 
zifiseh waren, wurden sie als positives Ergebnis gewertet. 

2mal t ra t  bei Tr/~gern der Gruppe A 1 (Proben 10 und 11) eine spezifisehe Anti- 
A-Bindung auf (3 Stufen), dagegen fehlte eine Bindnng yon Leetin-H. 

In  einem Fall (Probe 23) erwies sich ein Ausseheider der Blutgruppe 0 bei der 
Sehweiguntersuehung als ,,Niehtausseheider". Eine Person der Blugruppe 0 
(Probe 22) zeigte dureh ihren Sehwei~3 eine starke Leetin-H-Absorption, es wurde 
jedoeh in mehreren Untersuehungen aueh Anti-A gehemm~. Der Speiehel der glei- 
then Person fiel dadureh auf, dab sieh eine ausgesproehene Zyklnsabh/tngigkeit in 
der Ausseheidung von Anti-A und Anti-B zeigte. Bei einer friiheren Sehwanger- 
sehaftsuntersuchung waren Anti-A-Immunantik6rper gefunden worden. 

Absorptionsreaktionen mit  sehweiggetr/~nkten Leinenl~ppchen fiihrten zu 
untersehiedlichen Ergebnissen. Bei 3 Personen (A1Se) ergaben sich in den doppelt 
angelegten Versuchen gleiehbleibende Titersenkungen yon 2 Stufen, bei weiteren 
8 Personen Reduzierungen yon nut  1 Stufe. Diese Agglutininhemmungen waren 
der Blutgruppe entspreehend. In  allen anderen F/~llen kam es nieht zu einer 
Agglutininhemmung. In  15 yon 18 F~llen der Blutgruppen A Se und B Se zeigte 
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Tabelle 3. Ti ter redukt ionen yon  Anti-A, Anti -B und  Lect in-H du tch  fliissigen Schwei~ (die 
Zahlen geben die Ergebnisse der Doppelansi~tze wieder). Vergleich mi t  den Befunden der 

Mischagglut inat ion an  schweiBgetr~nktem Texti lmaterial  derselben Personen 

Person  BluSgruppe Ti ter redukt ion in Verdf innungsstufen ~Iischagglutin~tion 
Nr. Se/se 

Anti-A Anti-B Lect in-H Anti-A Anti-B 

1 A Se 2,3 1,1 ~- - -  
2 A Se 3,3 - -  2,2 - -  - -  
3 A Se 4,4 - -  3,3 - -  - -  
4 A Se 5,6 - -  3,3 -~ - -  
5 A S e  4,4 - -  2,2 + z _  (_~) 
6 A Se 4,5 - -  2,2 ~- - -  
7 A Se 5,5 - -  3,2 ~ - -  
8 A Se 4,4 - -  3,3 --  ~- - -  
9 A Se 4,4 - -  2,2 ~- - -  

10 A Se 3,3 - -  - -  ~- - -  
11 A Se 3,3 - -  - -  - -  
12 A Se 1,1 - -  1,1 ~ - -  
13 A Se 2,2 - -  2,2 --  ~- - -  
14 A Se 1,2 - -  2,3 ~- - -  
15 A Se 1,2 - -  1,2 -c - -  
16 A Se 1,1 - -  2,2 ~ - -  
17 A Se 5,5 - -  3,2 ~ -~ @ - -  
18 B Se - -  3,4: 2,2 - -  ~ + 
19 0 Se - -  - -  3 , 3  - -  - -  

2 0  0 Se - -  - -  1,1 - -  - -  

2 1  0 Se - -  - -  1 , 1  - -  - -  
22 0 Se 2,3 - -  3,3 - -  --. 
23 0 Se . . . . .  
24 0 se . . . . .  
25 0 se . . . . .  
26 0 se . . . . .  
27 0 se . . . .  
28 A se - -  - -  - -  - I  - -  

2 9  B se - -  - -  - -  @ - -  

d ie  M i s c h a g g l u t i n a t i o n  e i n d e r  B l u t g r u p p e  u n d  d e r  i m  S p e i c h e l  e r m i t t e l t e n  A u s -  

s c h e i d e r e i g e n s c h a f t  e n t s p r e c h e n d e s  E r g e b n i s ,  e b e n s o  be i  d e n  b e i d e n  N i c h t a u s -  

s c h e i d e r n  d e r  G r u p p e n  A u n d  B ( P r o b e n  28 u n d  29).  

H a m  

D a s  E r g e b n i s  d e r  G r u p p e n b e s t i m m u n g e n  sol l  b i e r  n u r  z u s ~ m m e n g e f ~ B t  m~t-  

g e t e i l t  w e r d e n :  H ~ r n p r o b e n  y o n  26 S e k r e t o r e n  d e r  G r u p p e n  A u n d  B w i e s e n  spe -  

z i f i sche ,  d e r  B l u t g r u p p e  e n t s p r e c h e n d e  M i s c h z e l l r e u k t i o n e n  au f .  :Die I n t e n s ~ t £ t  

d e r  M i s c h a g g l u t i n a t i o n  w a r  u n t e r s c h i e d l i c h .  Te i l s  f ~ n d e n  s i c h  n u t  g e r i n g g r a d i g e ,  

w e n n  a u c h  s i c h e r  z u  b e u r t e f l e n d e  A g g l u t i n a t b i l d u n g e n ,  t e i l s  w ~ r e n  d ie se  so  a u s -  

gepr i~gt  w i e  b e i m  S p e i c h e l .  

A n  d e n  H ~ r n f l e c k e n  Mler  5 u n t e r s u c h t e n  N i c h t a u s s c h e i d e r  fiel d ie  Mi sch -  

a g g l u t i n a t i o n  n e g ~ t i v  a u s .  

D i s k u s s i o n  

U n s e r e  U n t e r s u c h u n g e n  ze i gen ,  d a b  Ms S e k r e t o r e n  n u r  s o l c h e  P e r s o n e n  z u  be -  

z e i c h n e n  s i n d ,  d u r c h  d e r e n  S p e i c h e l  A n t i - H  i m  H ~ m a g g l u t i n ~ t i o n s h e m m v e r s u c h  
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(AbsS~ttigungsversueh) gebunden wird. Speichelproben yon Sekretoren der Grup- 
pen A, B u n d  AB adsorbieren bei Anwendung der gleichen Untersuchungstechnik 
dariiber hinaus die der Blutgruppe homologen AntikSrper, also Anti-A, Anti-B 
oder Anti-A + Anti-B. 

Besonders zu beachten ist, dub die Agglutininbindung als Ausdruck des Aus- 
scheiderstatus' sich im Hgmagglutinationshemmversuch zeigen mug. Positive Be- 
funde mit der Mischagglutinationstechnik beruhen ebenfalls auf der Agglutinin- 
bindung dureh Antigene des zu untersuchenden Substrats. Doeh sind die Ergeb- 
nisse mit dieser Methode zur Typisierung in Ausscheider und Nichtausscheider 
nicht brauchbar, well auch im Speichel yon Nichtausscheidern A- und B-Anti- 
gene entsprechend der Blutgruppe ohne Ausnahme nachweisbar sind. 

Maresch u. Wehrschiitz (1964) leiteten aus der Beobachtung, dal3 der Speichel 
eines Teiles der Nichtausscheider im Mischagglutinationsversuch positiv reagiert, 
ab, es sei wahrscheinlich, ,,daft es iiberhaupt keine scharfe Trennung in Ausschei- 
der und Nichtausscheider gibt". Zu dieser Schluftfolgerung nahmen Prokop u. 
Gibb (1965) Stellung mit dem Hinweis, die Mischagglutination sei zu empfindlich 
und liefere an speichelbenetzten Fi]terpapiersttickchen unsichere Resultate, jedoch 
erlaube die Methode der Abs/~ttigung quantitative Aussagen und damit die Fest- 
stellung der Ausseheidereigensehaft. 

Dutch unsere Untersuehungen lassen sieh diese untersehiedlichen Auffassnngen 
in folgender Weise erkl/~ren: Dutch die Mischagglutinationstechnik sind nieht nur 
bei einem Teil der Nonsekretoren im Speiehel spezifisehe, der Blutgruppe ent- 
sprechende I~eaktionen auszul6sen, sondern dies ist bei allen Nonsekretoren der 
Gruppen A, B and AB m6glieh. An Sekreten yon 0-Personen sind entspreehende 
Untersuehungen nicht verwertbar, da Reaktionen mit Anti-H bei allen Blutgrup- 
pen vorkommen. Das gleiche ist, wie noeh eingehender behandelt wird, im Sperma 
and Vaginalsekret and auch im Sehweig festzustellen. In diesem Sinne ist also 
eine Unterteilung der Mensehen in solche, die Gruppensubstanzen in Sekreten be- 
sitzen, und andere, bei denen dies nieht der Full ist, nicht gerechtfertigt. Der 
Schluft, daft es demzufolge iiberhaupt keine scharfe Trennung in Ausscheider und 
Nichtausscheider als ph/~notypischen Ausdruck eines genetischen Systems gibt, 
ist jedoch dadurch nicht begriindet. 

Die geeignete Methode, Antigene des AB0(H)-Systems in K6rperfliissigkeiten 
grob quantitativ zu erfassen, ist, wie schon erwahnt, die Hgmagglutinationshem- 
mung im Absattigungsversuch. Bei der Gruppenausscheidung, die durch diese 
Technik nachweisbar ist, handelt es sich um einen Sekretionsvorgang im Sinne 
einer aktiven Zelleistung. Hierfiir spricht erstens die Feststellung yon Kabat  
(1956), daft nur mucSse Elemente der Speicheldriisen yon Sekretoren antigen- 
haltigen Speichel produzieren, and zweitens die Abh/~ngigkeit der Gruppenaus- 
scheidung yon der Funktionstiichtigkeit der Niere (Jarosch, 1968). 

Spezifische Antigen-positive Mischzellreaktionen an Nonsekretorspeichel sind 
folglieh darauf zuriickzufiihren, daft Gruppensubstanzen unabhangig yon einer 
besonderen Antigen-Sekretionsleistung in die Sekrete iibertreten. Aus zahlreichen 
Untersuchungen (Witebsky u. Okabe; Kritschewski u. Schwarzmann; Yosida; 
Hirszfeld et al. ; Glynn u. Holborow; Szulman) ist zu folgern, dab der grSBte Teil 
aller K6rperstrukturen, darunter auch die Zellen exokriner Driisen, unabhgngig 
v o n d e r  Sekretoreigenschaft, gruppengepr/~gt ist. Da sehon durch einfache mero- 
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krine Sekretion Zellbestandteile in die Sekrete fibertreten, wird ein spezifischer 
Antigennachweis durch die empfindliche Mischagglutinationstechnik auch bei 
Nichtausscheidern versti~ndlich. 

Spermaplasma und damit auch Gesamtsperma verh/ilt sich im Absi~ttigungs- 
versuch wie Speichel. Die Darstellung yon A- und B-Antigen an Spermaspuren 
mit der Mischagglutination, sei es nach der Methode yon Coombs u. Dodd oder 
nach der yon uns modifizierten Technik (Aufschwemmung der Testerythrocyten 
im AntikSrpermilieu), bereitet keine Schwierigkeiten. 

Diese unsere Feststellung steht im Widerspruch zu den schleehten Erfahrungen, 
fiber die Leonhard (1968) berichtet. Stellen wir unsere Versuchstechnik der yon 
Leonhard gegenfiber, so f~llt auf, dab dieser, im Vergleich zu uns, mit einer 10real 
so konzentrierten Aufschwemmung der Testerythrocyten (5~oig) arbeitete. Wir 
haben zwar deutlichere Befunde bei Verwendung 0,1--0,5 ~oiger Aufschwemmung 
als bei 5~o~gen Ery~hrocytensuspensionen gesehen, kSnnen uns aber dennoch 
nicht erkl/iren, dab die Mischagglutinationsmethode yon Leonhard als vollsti~ndig 
unbrauchbar bezeichnet wird. 

Die Misehagglutination liefert auBer an Speichel auch an Sperma und Vaginal- 
sekret sichere l~esultate. Die Reaktionen an Ausscheidersekreten waren regel- 
mi~Big intensiv, sie waren auch stets an Nichtausscheidersekreten zu beobachten, 
jedoch yon wechselnder St£rke. 

Eine aberr~erende Sekretion (,,aberrant secretion" nach McNeil et al. und 
Clarke et al.) haben wir weder im Sperma noeh im Speichel gesehen. Jedoch fielen 
bei Ausscheidern der Gruppen A, B und AB die schon wiederholt beschriebenen 
Unterschiede im AusmaB der Agglutininbindung yon Anti-A bzw. Anti-B einer- 
seits und Lectin-H andererseits auf. Ein vollst~ndiges l~ehlen entweder yon H- 
Substanz oder yon A- oder B-Substanz bei Nachweisbarkeit yon H haben w]r 
n~emals beobachtet. 

Anders liegen die Verhi~ltnisse im Vaginalsekret und SchweiB. 2 yon 30 Sekre- 
torfrauen der Blutgruppe A schieden im Vaginalsekret zwar reichlich A aus, aber 
kaum oder gar nicht H-Substanz. Das gleiche trat  im SchweiB yon 2 andere~l Per- 
sonen der Gruppe A (yon insgesamt 17) be~ normaler Antigenausscheidung im 
Speichel zutage. Ob es sich bei diesen Beobachtungen um eine echte aberrierende 
Sekretion handelt, ist jedoch fraglich. Zumindest beim Vaginalsekret liegt es nahe, 
die Abweichung v o n d e r  Norm auf die Zusammensetzung des Vaginalsekrets 
zurfickzuffihren. Dieses wird ja nicht nur yon Drfisen gebildet, sondern zum Tell 
auf dem Wege der Transsudation dutch die Schleimhaut abgegeben. Da unsere 
Befunde einer von der Norm abweichenden Sekretion von Gruppensubstanzen im 
Vaginalsekret und SchweiB mit normalen Sekretionsverh£1tnissen im Speichel ein- 
hergehen, sind sie nicht geeignet, die These, dal] die ,,aberrant secretion" Aus- 
druck eines besonderen Genotyps sei (McNeil et al. ; Clarke et al.), zu stfitzen. 

In  einem Fall ermittelten wir im Vaginalsekret nicht die richtige Blutgruppe. 
Diese Diskrepanz zwischen im Blur ermittelter AB0-Gruppe und der im Vaginal- 
sekret war jedoch durch den Nachweis yon Sperma im Vaginalsekret aufzukl~ren. 
Diese Beobachtung ist fiir die medizinische Kriminalistik Jnsofern bedeutungsvoll, 
als durch Untersuchung yon spermahaltigem Vaginalsekret bei geeigneter Blut- 
gruppenkonstellation z .B.  eine der Vergewaltigung verd~chtige Person ausge- 
schlossen oder der Verdacht auf eine bestimmte Person erh~rtet werden kann. 
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Die Gruppenbestimmungen am SchweiB boten folgende weitere Besonderheiten : 
Von einem Sekretor der Gruppe 0 wurde SchweiB gewonnen, der sich wie Se- 

kret eines Nichtausscheiders verhielt. 
Eine 26j~hrige Fran, ebenfMls der Gruppe 0, zeigte in ihrem SchweiB neben ei- 

ner starken Lectin-H-Absorption in wiederholten Untersuchungen auch eine starke 
Anti-A-Bindung. Wir dachten an die M6glichkeit, es k6nnte ein schwaches A vor- 
liegen, das bei der Gruppenbestimmung im Blur nicht erfaBt worden war. Gegen 
diese Erkl~rung sprach jedoch, dab eine A-Ausscheidung im Speichel fehlte. Da 
vor 4 Jahren bei dieser Frau w~hrend einer Schwangersehai~ Immun-Anti-A- 
Antik6rper festgestellt worden waren, hat offensichtlich eine Immunisierung start- 
gefunden. 

Unsere Untersuchungen am fliissigen SchweiB und am schweiBgetr~tnkten 
Textilgewebe lassen trotz der beschriebenen Abweichungen den SchluB zu, dab 
grunds/~tzlich Gruppensubstanzen auch im Schweig entsprechend der Blutgruppe 
ausgeschieden werden und der SchweiB auch dem Se/se-System unterliegt. Damit 
haben die bisherigen Angaben, die lediglieh anf Untersuchungen schweiBgetr~nk- 
~er Textilgewebe beruhen, eine notwendige Erg~nzung erfahren. Die bisherige 
mangelhaf~e KennCnis des gruppenserologischen VerhMtens des SchweiBes dtirfte 
in erster Linie durch die schwierige Gewinnung des Sekrets bedingt gewesen sein. 
Jirka (1969) konnte bei Erwachsenen lediglich 50--500 mg SchweiB gewinnen. 
Unsere Methode, die Versuchspersonen durch hohe Temperatur und groBe Men- 
gen Tee zu starker SchweiBproduktion zu veranlassen, kann zwar nicht jedermann 
zugemutet werden, doch lassen sich auf diese Weise bis zu 5 ml Sekret gewinnen. 

Die Feststellung von spezifischen Agglutininbindungen durch schweiBgetrgnk- 
tes Textilgewebe weist auf Fehlerm6glichkeiten gruppenserologischer Spuren- 
untersuchungen an getragenen Kleidungsstiicken hin. Bei der Gruppenbestim- 
mung eines Blutflecks der Gruppe 0 auf einem schweiBgetrgnkten Tell eines Klei- 
dungsstiicks z. B. einer A-Person kann das Blur f~tlschlich einer A-Person zugeord- 
net werden, also in diesem Fall Fremdblut ffir Blur des Tr~gers des Kleidungs- 
stiickes gehalten werden. Solche Fehlbestimmungen k6nnen durch Kontrollunter- 
suchungen von Textilgewebe aus der unmittelbaren Nachbarschaft der ,,Spur" 
weitgehend ausgeschaltet werden. In  gleicher Weise ist auch an Harn Ms ein 
gruppenhMtiges Substra~ zu denken. Er kann ebenfMls bei nicht exM~ter Unter- 
suchungstechnik spurenkundliche Befunde verf~lschen, kann aber auch selbst 
,,Spur" sein. 
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