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Aus dem Institut fiir Rechtsmedizin der Universitit Miinchen
(Prof. Dr. W. SPANN)
Serologische Abteilung
(Prof. Dr. ]J. JUNGWIRTH)

Nachweis der ABO-Gruppensubstanz im Urin von
Ausscheidern und Nichtausscheidern

Von H. D. TROGER und W. EISENMENGER

(Eingegangen am 1. 12. 1974)

Uber die Ausscheidung der ABO-Gruppensubstanzen in den Kérpersekreten
gelten im wesentlichen auch heute noch die bereits 1930 von PuTkoNEN verdffentlich-
ten Verhiltniszahlen, die das quantitative Mafl an Gruppensubstanzen in den einzel-
nen Korpersekreten, zueinander in Verhiltnis gesetzt, wie folgt angeben:

Speichel bzw. Sperma 128-1024
Fruchtwasser 64— 256
Erythrozyten 8- 32
Urin 2- 4
Liquor 0

Bei dem angegebenen sehr geringen Gehalt von Gruppensubstanzen im Urin
nimmt es nicht wunder, dafl es lange Zeit fiir unméglich erschien, Gruppenbestim-
mungen an Urin durchzufiihren. 1962 berichteten RieGer und Rackwrrz, 1965 Gisg,
daf} im Urin doch mehr an Gruppensubstanz vorhanden ist und insoweit die PuT-
KONENschen Daten revidiert werden mifiten. Den genannten Autoren gelang es mit-
tels des Absittigungsversuches, nach Zugabe von physiologischer Kochsalzlosung
zum Urin bis zur Isotonie, ABO-Bestimmungen an Ausscheider-Urinen durchzu-
fihren. War nun zumindestens theoretisch geklirt, da auch im Urin relevante Men-
gen an Gruppensubstanzen ausgeschieden werden, so zeigte sich jedoch in der Fol-
gezeit, dafl die angegebene Methode fiir die forensische Praxis nicht uneingeschrinkt
verwendbar ist. So ergab sich, dafl z. B. bei der Untersuchung von Urinflecken zur
Abklirung von Sexual-Delikten, in der Regel das Spurenmaterial nicht ausreicht und
auch bei Identititsuntersuchungen von Urinproben durch die notwendige Verdiin-
nung mit physiologischer Kochsalzlésung in vielen Fillen falsch negative Ergebnisse
auftreten.

Eine Wiederbelebung der Untersuchungen zur Gruppenbestimmung an Urin
trat erst wieder nach 1971 ein, als japanische Autoren, so z. B. Yapa, berichteten,
dafl nach Vorbehandlung von Urinspuren mit Glutaraldehyd und gesittigter Ammo-
niumsulfatldsung, bei Anwendung des Absorptions-Elutions-Verfahrens, eine sichere
Bestimmung der Gruppeneigenschaften méglich ist und, dafl weiterhin das Ergebnis
unabhingig von der Ausscheider- bzw. Nichtausscheiderzugehérigkeit eintritt.

Da einerseits diese Arbeiten nur in japanisch verdffentlicht wurden und lediglich
die Zusammenfassung in englischer Sprache erhiltlich sind, andererseits uns auch die
beschriebene Vorbehandlung problematisch erschien, haben wir Versuche unter-
nommen, ein einfaches Absorptions-Elutions-Verfahren zu entwickeln, das zur Be-
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stimmung der Gruppeneigenschaften sowohl an Nativ-Urin als auch an Urinflecken
gleichermaflen geeignet ist.

Methodik:

Prinzipiell gehen wir analog dem routinemiflig angewandten Absorptions-Elu-
tions-Verfahren zur Bestimmung der Gruppenzugehdrigkeit an Blutspuren vor; we-
sentliche Unterschiede liegen im Ausdehnen der Absorptionsphase auf 72 Stunden
und einer besonders sorgfiltigen Abkiihlung des Eluates auf Zimmertemperatur vor
der Zugabe der Test-Blutkdrperchen. Im Gegensatz zu YaDA erwies es sich als
nicht erforderlich, den Urin in irgendeiner Weise vorzubehandeln. Im einzelnen
gehen wir so vor, dafl, falls Nativurin und nicht eine schon angetrocknete Urinspur
untersucht werden soll, eine sterile Watteprobe beliebiger Grofle bis zum Vollsaugen
in die Urinprobe eingetaucht wird, danach zum Antrocknen iiber Nacht im Brut-
schrank bei 37° C belassen. Es wird also ein kiinstlicher Urinflecken angelegt, so daf§
die anschlieffenden Untersuchungsginge unabhingig von der Herkunft der Spur ana-
log -ausgefithrt werden kdnnen.

Nun wird mittels Scherenschlages angetrocknete Watte von Glasstecknadelkopf-
grofle entnommen und auf zwei je 10 ml fassende Zentrifugier-Réhrchen verteilt.
Man benétigt also nur sehr wenig Material, so dafl auch bei Urinfleckenuntersu-
chungen Mehrfach-Bestimmungen méglich sind. Die Absorptionsphase erfolgt bei
4° C iiber einen Zeitraum von 72 Stunden, hierzu verwenden wir handelsiibliche
hochtitrige (1:256) Immun-Anti-A- und Anti-B-Seren. Es geniigt die Zugabe von 3
bis 4 Tropfen des Anti-Serums, die das Untersuchungsmaterial gerade bedecken.

Nach erfolgter Absorption wird das tiberschiissige, nicht spezifisch gebundene
Anti-Serum durch dreimaliges, griindliches Waschen mit gekiihlter physiologischer
Kochsalzlésung entfernt und - nach dem letzten Waschvorgang - jeweils drei Trop-
fen Kochsalzlésung zum Eluieren zugegeben. Die Elutionsphase wird bei 56° C iiber
einen Zeitraum von 20 Minuten im Brutschrank durchgefiihrt. Nunmehr wird das
Eluat abgehebert und davon jeweils ein Tropfen auf einen in einer feuchten Kammer
aufbewahrten Objekttriger gegeben. Vor Zugabe der Test-Erythrozyten muf§ das 56°
warme Eluat unbedingt auf Zimmertemperatur abgekiihlt sein, was in der Regel nach
zwei bis drei Minuten Belassen in der feuchten Kammer der Fall ist. Erst danach
wird jeweils ein Tropfen der entsprechenden 1- bis 2-prozentigen Blutkdrperchen-
aufschwemmung zugegeben.

Nun werden die beiden Reaktionspartner vermischt, mit einem Deckglischen
abgedeckt und es wird erstmals nach einer Aufbewahrungszeit von 5 bis 10 Minuten,
danach noch nach bis zu mehreren Stunden Aufbewahrungszeit unter dem Mikro-
skop bei 100facher Vergroferung die Reaktion abgelesen.

Eine positive Reaktion wird durch die Bildung von Agglutinaten angezeigt,
d. h. die Gruppenzugehérigkeit A bzw. B wird direkt durch die Reaktion (= Agglu-
tination) der entsprechenden Reaktionspartner angezeigt, wihrend die Gruppenzuge-
horigkeit O bei fehlender Agglutination in beiden Ansitzen angenommen wird. Es
soll bereits an dieser Stelle darauf hingewiesen werden, daff Versuche mit Phytagglu-
tinin-Anti-H bei Verwendung von papainisierten Testblutkdrperchen keine reprodu-
zierbaren Ergebnisse zur Besimmung der Gruppeneigenschaft O erbrachten.

Ergebnisse

Mit der angegebenen Methode haben wir die Urinproben von 48 Personen in
insgesamt 96 Einzeluntersuchungen auf ihr Blutgruppenspezifisches Verhalten ge-
priift. Es handelte sich um Proben von Institutsangehorigen, dyalisierten Nieren-
kranken und Urinen aus unserer chemisch-toxikologischen Abteilung. Die Blut-



Nachweis der ABO-Gruppensubstanz im Urin 253

gruppe aller untersuchten Personen war bekannt, bei 30 Personen konnte durch die
Bestimmung des Faktors Lewis® ihre Sekretoreigenschaft festgestellt werden. Es fan-
den sich drei Triger des Faktors Lewis®, somit handelte es sich bei diesen um Nicht-
ausscheider. Nach der statistischen Erwartung ist damit zu rechnen, daff auch bei
den nicht auf ihre Sekretoreigenschaft gepriiften 18 Personen Nichtausscheider vor-
handen sind.

Die Urine waren bei der Untersuchung zwischen wenigen Tagen bis zu fiinf
Monaten bei Kithlschranktemperatur gelagert. In wenigen Fillen waren bereits ge-
ringe bakterielle Verunreinigungen erkennbar, diese Urine wurden jedoch nach Fil-
trierung mituntersucht.

An allen Urinrpoben konnte die ABO-Gruppe richtig bestimmt werden, auch
bei den gesicherten Nichtausscheidern gelang es ohne Schwierigkeiten, obwohl sich
hier ein deutlich schwicheres Reaktionsbild ergab.

Bei den ersten Untersuchungen kam es gelegentlich noch zu unspezifisch falsch
positiven Ergebnissen, die nach Ausschaltung von zwei Fehlerquellen berichtigt wer-
den konnten. Fehlbestimmungen traten einmal dann auf, wenn das Eluat nicht bis
auf Zimmertemperatur abgekiihlt war. Hierbei kam es zu Stechapfelform-Erythrozy-
ten mit spontaner Agglutination, so dafl nochmals auf das griindliche Abkiihlen des
Eluats hingewiesen werden mufi. Die weitere Fehlerquelle bei den ersten Untersu-
chungen bestand darin, dafl zu grofle Mengen an Untersuchungsmaterial im Einzel-
versuch verwendet wurden. Hierbei konnte offenbar das nichtgebundene Anti-Serum
nicht vollstindig ausgewaschen werden, zusitzlich schien es auch durch eine Stérung
der Isotonie zu unspezifischer Pseudo-Agglutination durch Stechapfelformen der
Test-Erythrozyten zu kommen.

Nach Ausschaltung der beiden genannten Fehlermoglichkeiten gelang eine zwei-
felsfreie Bestimmung der Gruppeneigenschaften an den weiteren Urinen, insbeson-
dere konnten in allen Fillen klare Reaktionsbilder mit véllig intakten Test-Erythro-
zyten erzielt werden.

Zusammenfassend kann somit gesagt werden, daff mit dem beschriebenen Ab-
sorptions-Elutions-Verfahren die ABO-Gruppenbestimmung im Urin von Ausschei-
dern und Nichtausscheidern ohne Schwierigkeiten gelingt. Da bei Nichtausscheidern
schwichere Reaktionen (d. h. Agglutinate) auftreten, wire bei forensischer Fragestel-
lung zu erwigen, ob nicht bei Bestimmung der Gruppenzugehérigkeit O - zum
Ausschlufl einer falsch negativen Reaktion, d. h. um nicht eine ganz schwache A-
oder B-Reaktion zu libersehen - eine Bestimmung der Ausscheiderzugehorigkeit zu
empfchlen ist.

Als einen weiteren wesentlichen Befund haben unsere Untersuchungen ergeben,
daf8 an Urinen, die bis zu fiinf Monaten gelagert waren, eine eindeutige Bestimmung
moglich ist, und ein relevanter Abfall der Reaktionsstirke bis zu diesem Alter nicht
zu beobachten ist.

Hinweisen méchten wir hier auch auf unsere noch laufenden Untersuchungen
zur zeitlichen Nachweisgrenze an Urinflecken, die bisher ergeben haben, dafl bis zu
einem Alter von drei Monaten eine sichere Bestimmung moglich ist.

Zusammenfassung

Das Absorptions-Elutions-Verfahren eignet sich in der dargestellten Weise zur
Bestimmung der ABO-Gruppe an Urinen von Ausscheidern und Nichtausscheidern.
Eine Vorbehandlung der Urine ist nicht notwendig, da als Untersuchungsmaterial an
Watte angetrockneter Urin zur Verwendung kommt. Dadurch kann die Untersu-
chung in gleicher Weise auch an Urinflecken bei Spurenuntersuchungen durchgefiihrt
werden. Die Absorptionszeit betrigt bei Verwendung von handelsiiblichen Anti-A-
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und Ant-B-Seren (1:256) 72 Stunden, Anti-H-Seren dagegen eignen sich nicht zur
Gruppenbestimmung. Voraussetzung einer fehlerlosen Bestimmung sind die Ver-
wendung nur geringer Materiaimengen und eine Abkiihlung des Eluates auf Zimmer-
temperatur vor Zugabe der Test-Erythrozyten A und B.

Summary

A modified absorption-elution-method for ABO-grouping on urine of secretors
and nonsecretors is described. Grouping is performed on dried urine swabs of cotton
wool. The time for absorption is 72 hours by using suitable anti-A- and anti-B-sera
(1:156), while using anti-H is not practicable. To get correct results, it is necessary
to use only small amounts of swabs and also to cool the eluate before mixing it with
the indicator red cells A and B.
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