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Der Nachweis yon Isoagglutininen in Blutflecken ist in vielen F/~llen 
mit grol3en Schwierigkeiten verbunden. Viele Verfasser haben darauf 
hingewiesen, dab Isoagglutinine im Gegensatz zu Antigenen sehr schnell 
in Blutflecken zerst6rt werden. Sie sind im allgemeinen empfind]icher 
gegenfiber sch~dlichen Einfl/issen als Isoagglutinogene und deshalb aueh 
schwerer in Blutflecken zu ermitteln. OL~Ru weist auf den EinfluB 
yon Blutbeimengungen hin, die die Aktivit~t der Seren beeintr/~chtigen. 
So werden auch in Blutfleeken Isoagglutinine rasch zerst6rt, manchmal 
sehon innerhMb einiger Tage, wfi.hrend sie sieh in fI/issigen Seren, ohne 
Blutvermischung, sehr l~nge erhMten und anfangs sogar ihre Titerwerte 
bewahren. 

Es scheint, dM3 hier dus Eintrocknen eine groge Rolle spielt. Die 
Resultate, die man mittels des modifizierten Lattes-Verfahrens - -  yon 
dem sp/tter die Rede sein wird - -  erzielt hat, lassen annehmen, dM3 der 
Eintrocknungsprozel3 manchmM den Nachweis yon Isoagglutininen erheb- 
]ich erschwert. Das Eintrocknen des Blutfleekens verursaeht jcdoch 
nicht immer den Abb~u der Agglutinine, sondern erschwert oft nut  ihre 
Nachweisbarkeit. 

Bei der Labtes-Probe wendet man gewShnlich die Reagensglasmethode an 
(4 Trolofen 2 %ige BlutkSrperchen-Aufschwemmung A oder B + 2 Tropfen Auszug 
aus dem Blutflcckcn) oder die Objekttr~germethode in folgenden Abarten: 

1. Ein Tropfen 2%ige Probeblutk6rperchen-Aufsehwemmung A oder 13 @ 
2 Tropfen Auszug aus dem Blutflecken. 

2. Zugabe eines Tropfens 2%iger ProbeblutkSrperchen-Aufsehwemmung zum 
eingetrockneten, durch Zusetzen und Eintrocknen immer wieder neuer Tropfen 
entstandenen Blutfleckenauszug (sog. Isoagglutinin-Anreicherungsverfahren im 
Auszug). 

3. Zugabe eines Tropfens 2%iger Probeb]utk5rperchen-Aufschwemmung zu 
einem Kliimpehen Trockenblut unter dem Deckglas. 

Vielmals habe ich auf diese Weise die Lattes-Methode angew~ndt, 
jedoch nur selten ganz sichere l~esultate erzielt. 

Augerdem gibt es noch das Agglutinin-Anreichernngsverfahren 
(Mi?LL~R), das jedoch eine gr6flere Menge Blur, namentlich 50--100 mg, 
ben6tigt. 



Praktisehe Modifizierung der Lattesmethode 265 

Von anderen  Methoden zur Ermi t t e lung  yon Isoagglut in inen ist 

noch die von  PO~SOLD angegebene bemerkenswert  5. Dieses Verfahren 
ha t  zwar viele Vorteile, ist aber n icht  einfach in  der Ausifihrung. Po~- 
SOLD ste]lt i ibrigens selbst lest, dab seine Methode nur  bessere Vor- 
bedingung zum Ablesen eines posit iven t{esultates gibt  als die 0b jek t -  
trggermethode. Ira  Vergleich zu der yon mir vorgeschlagenen Methode, 
die gerade auI der Serumverdichtung beruht ,  ist das also ein n icht  
geringer Unterschied.  Demnach  ist die vorgeschlagene Modifizierung, 
yon der weiter die Rede sein wird, im gewissen Sinne dem oben ange- 
gebenen Verfahren yon MiJLLE~, das fibrigens grunds/~tzlich auf der 
Lattes-Methode beruht ,  ghnlich. 

Angesichts der in  Kfirze vorgestellten Schwierigkeiten habe ich 
den Nachweis yon Isoagglut in inen in  Blutflecken auf eine in  der 
Praxis  sehr bewghrte Art  u n d  Weise ausgeffihrt, die die M6glichkeit 
der Fests te l lung yon Grupioen-Antik6rpern erleichtert. 

Technik des Ver/ahrens 
Ffltrierpapier wird in Streifen zu 3--5 cm Liinge und 3--5 mm Breite zer- 

sehnitten. Empfehlenswert ist Ffltrierpapier yon hSchster QuMit~t (benutzt 
wurde Filtrierpapier ,,Selecta" der Fa. Schleieher & Schi:dl, das nach Verbrennen 
eines Saugfleekens yon 5,5 cm Durchschnitt 0,00002 g Asehe ergibt). 

Die Papierstreifen steckt man in Probierr5hrchen wit Ausziigen aus Blut- 
fleeken (in 0,1--0,3% ~NaC1-LSsung), und zwar so, dab das eine Ende des Streifens 
in der Fliissigkeit steht. Die Streifen hMten sich l~ngere Zeit g~nz leicht in dieser 
senkrechten Stellung. An dem aus der Fliissigkeit herausr~genden Tell des Streifens 
erfolgt eine langsame Verdunstung der Fliissigkeit. Au~ diese Weise entsteht eine 
Konzentration der im Auszug enthMtenen Substanzen an der am weitesten yon der 
Oberfl~che der Flfissigkeit entfernten Stelle des Streifens, d. h. an der 0ffnung des 
RShrchens. Ich habe bemerkt, dab diese Reaktion sich schneller vollzieht, wenn die 
oberen Enden der Streifen scharf abgesehnitten oder gezackt sind. Benutzt habe 
ich Ir yon 6--7 cm L~nge und 1 cm Durchschnitt. 

Um Streifen, die an einem Ende rnit angeh~uften Isoagglutininen getr~nkt 
sind, zu erhalten, braueht man nicht besondere Ausziige aus den Blutflecken vor- 
zubereiten (in 0,1--0,3% NaC1-LSsung), sondern man kann die Extrakte auch mit 
Hilfe isotoniseher NaC1-LSsung herstellen, lqach ErhMt eines sotehen Auszuges 
steckt man noch zusi~tzlieh einen Ffltrierpapierstreifen in das ProbierrShrchen nnd 
stellt dieses auf die Dauer yon einigen bis zu 14 Tagen in den Eisschrank (Tem- 
peratur ~-4 o C). Die Papierstreifen in den Ausziigen miissen nur dann l~ingere 
Zeit im Eissehrank aufbewahrt werden, wenn die Bhtflecken nicht sehr frisch oder 
sehr klein sind. 

Wenn die Konzentration der Isoagglutinine an don freien Enden der Streifen 
geniigend stark ist, was an der intensiven F~rbung mit Hiimoglobin zu erkennen 
ist, ~chneidet man yon don angef~rbten Enden der Streifen kleine Stiickchen yon 
2--4 mm L~nge ab und legt sie flach auf die, mit 0, A und B (den ]~]utk6rperchen 
entspreehend) bezeichneten und mit der Nummer des ProbierrShrchens, d. h. des zu 
priifenden Beweisgegenstandes, versehenen Objekttri~ger nnd bedeckt sie, mit 
leiehtem Druck, mit dem Deekglas. Man mu{~ dabei zu verhindern suchen, dab die 
Streifenausschnitte vor dem Zusetzen der betreffenden 0,5%igen Testblut- 
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kSrperchen-Aufschwemmung~ eintrocknen. Die Probeblutk6rperchen 0, A und B 
tropft man sm besten erst unter die eine Randpartie des Deckglases und, wenn 
dieses an dieser Stelle gut ~nliegt, unter die entgegengesetzte l%ndpartie. 

Die Testblutk6rperchen-Aufsehwemmung wird nicht unmittelbar auf die 
Papierstreffen getropft, sondern man lgSt sie unter das Deckglas einstrSmen. Auf 
diese Weise verhindert man, dab die BlutkSrperchen auf die Oberfl~che des Papier- 
streifenaussehnittes geraten und sich so an dieser Stelle mit den Isoagglutininen 
verbinden. Derart erh/~lt man ein deutlieheres ttervortreten der Agglutination an 
den Randpartien, und zwar an dem unmittelbaren Berfihrungspunkt der Blut- 
k6rperchen-Aufsehwemmung mit dem, an den Enden mit dem Auszug getrgnkten, 
Papieraussehnitt. 

Das Ablesen des Resultates beginnt man am besten naeh 10 rain und wiederholt 
es einige Male, nach je 10 rain. 

Auf einem Objekttr~ger kann man zwei Ausschnitte mit versehiedenen Aus- 
zfigen, die selbstverstgndlieh mit zwei versehiedenen Ziffern versehen und mit 
versehiedenen Deckglgsern bedeckt sind, unterbringen, was bei einer grSBeren 
Anzahl yon Priifungen yon gewisser Bedeutung ist, denn zum Nachpri~fen yon 
zwei Ausz[igen, kann man sieh mit drei, ffir drei versehiedene Aufschwemmungen 
der Blutk6rperehen A, B und 0 bestimmten, Objekttrggern begnfigen. 

Manchmal ist es vorteilhaft, unter einem Deekglas nieht ein, sondern zwei 
Papierstreifenausschnitte, die mit demselben Auszug benetzt sind, unterzubringen, 
und zwar derart, dab sie ungefghr 2 mm voneinander entfernt sind. Bei einer 
solchen Lage ist die Verdichtung der Isoagglutinine, die auf die BlutkSrperehen 
einwirken, auf dem engen Raum zwischen den beiden Ausschnitten grSBer und 
infolgedessen das Hervortreten der Agglutination an dieser Stelle deutlicher. 
Diese Methode kannman anwenden, wenn die Dichte der Agglutinine ira Auszug 
sehwach ist. 

Dem freien Ende des Papierstreifens, d. h. der Stelle, die am st&rksten mit dem 
Auszug benetzt ist, mug man nieht allzu grolte Ausschnitte entnehmen, damit der 
Rest des 5briggebliebenen Materials ffir etwaige weitere Kontrollpriifungen zur 
Verffigung steht. Zu diesem Zwecke, und ~uch falls man das erstemal ein negatives 
Resultat erh~lt, steckt man dieselben Streifen wieder in die ProbierrShrehen 
(die starker gef&rbten Enden oben, die anderen in den Extrakt) und stellt diese 
noeh einmal in den Eissehr~nk (Temloeratur + 4 0 C), wonaeh man die Priifung 
nach l~tngerer Zeitspanne wiederholt. Positive }~esultate geben solche Proben 
manehmal erst naeh 3--4 oder selbst mehr Woehen Aufbew~hrung im Eisschrank. 
Die ProbierrShrchen bleiben im Eissehrank immer often. Wenn uns ~n einem 
sehnellen Ergebnis gelegen ist, kann m~n sieh der Verdunstung im luftleeren 
Raum bedienen (z. B. Trocknungsapparat yon Leitz-Bergmann). 

Die Vorzi~ge der oben angegebenen Pr i i fungsmethode sind folgende: 

a) Falls  m a n  einen ldeinen Blutfleck zur Prfifung erh~lt, b rauch t  
m~n ihn  n icht  zum N~chweis yon Isoagglut inogenen uncI Iso~gglut ininen 
zu teilen, sondern es genfigt eine LSsung ffir den Naehweis beider. 

b) Die Vorberei tung der Fi l t r ierpapierstreifen zum Ermi t t e ln  des 
Vorhandenseins  yon Isoagglut in inen  ist sehr einfach. Die Papier- 
streifen k a n n  m a n  gleieh beim Aufziehen der Verdfinnungsflfissigkeit 
in  die ProbierrShrehen steeken. 

c) Die In t ens i t~ t  der F~rbung  am freien Ende  des Fil tr ierpapier-  
streifens ist im allgemeinen proport ional  der Dichte der Aufsehwemmung 
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der Gruppen-Ant ik6rper  auf diesem Abschni t t .  Sie gibt  somit gute 
Hinweise ffir den Beginn  der weiteren Prfifung. 

d) Fal ls  die Probe auf Isoagglut in ingehal t  ein negat ives Resul ta t  
gibt, kann  man  sie naeh ls Zeit wiederholen, indem m a n  sich des 
yon den frfiheren Proben  fibriggebliebenen Materials bedient .  

e) Posit ive Ergebnisse wurden aueh in  F.~llen erzielt, in  denen die 

L~ttes-Methode negat ive Resul ta te  ergeben hatte .  
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