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Der Nachweis von Isoagglutininen in Blutflecken ist in vielen Féllen
mit groBen Schwierigkeiten verbunden. Viele Verfasser haben darauf
hingewiesen, dal Isoagglutinine im Gegensatz zu Antigenen sehr schnell
in Blutflecken zerstort werden. Sie sind im allgemeinen empfindlicher
gegeniiber schidlichen Einfliissen als Isoagglutinogene und deshalb auch
schwerer in Blutflecken zu ermitteln. OLBRYCHT weist auf den Einflufl
von Blutbeimengungen hin, die die Aktivitdt der Seren beeintréchtigen.
So werden auch in Blutflecken Isoagglutinine rasch zerstort, manchmal
schon innerhalb einiger Tage, wihrend sie sich in flissigen Seren, ohne
Blutvermischung, sehr lange erhalten und anfangs sogar ihre Titerwerte
bewahren.

Es scheint, dall hier das Hintrocknen eine grofe Rolle spielt. Die
Resultate, die man mittels des modifizierten Lattes-Verfahrens — von
dem spater die Rede sein wird — erzielt hat, lassen annehmen, dafl der
Eintrocknungsproze manchmal den Nachweis von Isoagglutininen erheb-
lich erschwert. Das Hintrocknen des Blutfleckens verursacht jedoch
nicht immer den Abbau der Agglutinine, sondern erschwert oft nur ihre
Nachweisbarkeit.

Bei der Lattes-Probe wendet man gewthnlich die Reagensglasmethode an
(4 Tropfen 2%ige Blutkérperchen-Aufschwemmung A oder B 4~ 2 Tropfen Auszug
aus dem Blutflecken) oder die Objekttrigermethode in folgenden Abarten:

1. Ein Tropfen 2%ige Probeblutkérperchen-Aufschwemmung A oder B -
2 Tropfen Auszug aus dem Blutflecken.

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

3. Zugabe eines Tropfens 2%iger Probeblutkérperchen-Aufschwemmung zu
einem Kliimpchen Trockenblut unter dem Deckglas.

Vielmals habe ich auf diese Weise die Lattes-Methode angewandt,
jedoch nur selten ganz sichere Resultate erzielt.

AuBerdem gibt es noch das Agglutinin-Anreicherungsverfahren
(MtLLER), das jedoch eine groBere Menge Blut, namentlich 50—100 mg,
benotigt.
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Von anderen Methoden zur Ermittelung von Isoagglutininen ist
noch die von PoNsoLD angegebene bemerkenswerts. Dieses Verfahren
hat zwar viele Vorteile, ist aber nicht einfach in der Ausfihrung. Pox-
sorD stellt ibrigens selbst fest, daB seine Methode nur bessere Vor-
bedingung zum Ablesen eines positiven Resultates gibt als die Objekt-
tragermethode. Im Vergleich zu der von mir vorgeschlagenen Methode,
die gerade auf der Serumverdichtung beruht, ist das also ein nicht
geringer Unterschied. Demnach ist die vorgeschlagene Modifizierung,
von der weiter die Rede sein wird, im gewissen Sinne dem oben ange-
gebenen Verfahren von MULLER, das tbrigens grundsitzlich auf der
Lattes-Methode beruht, dhnlich.

Angesichts der in Kiirze vorgestellten Schwierigkeiten habe ich
den Nachweis von Isoagglutininen in Blutflecken auf eine in der
Praxis sehr bewahrte Art und Weise ausgefiihrt, die die Moglichkeit
der Feststellung von Gruppen-Antikorpern erleichtert.

Technik des Verfahrens

Filtrierpapier wird in Streifen zu 3—5 cm Lénge und 3—5 mm Breite zer-
schnitten. Empfehlenswert ist Filtrierpapier von héchster Qualitit (benutzt
wurde Filtrierpapier ,,Selecta’ der Fa. Schleicher & Schiill, das nach Verbrennen
eines Saugfleckens von 5,5 cm Durchschnitt 0,00002 g Asche ergibt).

Die Papierstreifen steckt man in Probierrdhrchen mit Ausziigen aus Blut-
flecken (in 0,1—0,3 % NaCl-Loésung), und zwar so, daB das eine Ende des Streifens
in der Flissigkeit steht. Die Streifen halten sich lingere Zeit ganz leicht in dieser
senkrechten Stellung. An dem aus der Flissigkeit herausragenden Teil des Streifens
erfolgt eine langsame Verdunstung der Flissigkeit. Auf diese Weise entsteht eine
Konzentration der im Auszug enthaltenen Substanzen an der am weitesten von der
Oberflache der Flissigkeit entfernten Stelle des Streifens, d. h. an der Offnung des
Rohrchens. Ich habe bemerkt, daB diese Reaktion sich schneller vollzieht, wenn die
oberen Enden der Streifen scharf abgeschnitten oder gezackt sind. Benutzt habe
ich Roéhrchen von 6—7 cm Lange und 1 em Durchschnitt.

Um Streifen, die an einem Ende mit angehduften Isoagglutininen getrankt
sind, zu erhalten, braucht man nicht besondere Ausziige aus den Blutflecken vor-
zubereiten (in 0,1—0,3% NaCl-Losung), sondern man kann die Extrakte auch mit
Hilfe isotonischer NaCl-Losung herstellen. Nach Erhalt eines solchen Auszuges
steckt man noch zusétzlich einen Filtrierpapierstreifen in das Probierrshrchen und
stellt dieses auf die Dauer von einigen bis zu 14 Tagen in den Eisschrank (Tem-
peratur +4°C). Die Papierstreifen in den Ausziigen miissen nur dann lingere
Zeit im Eisschrank aufbewahrt werden, wenn die Blutflecken nicht sehr frisch oder
sehr klein sind.

Wenn die Konzentration der Isoagglutinine an den freien Enden der Streifen
geniigend stark ist, was an der intensiven Firbung mit Himoglobin zu erkennen
ist, schneidet man von den angefirbten Enden der Streifen kleine Stiickchen von
2—4 mm Liénge ab und legt sie flach auf die, mit 0, A und B (den Blutkérperchen
entsprechend) bezeichneten und mit der Nummer des Probierrchrchens, d. h. des zu
priifenden Beweisgegenstandes, versehenen Objekttriger und bedeckt sie, mit
leichtem Druck, mit dem Deckglas. Man mul} dabei zu verhindern suchen, daB die
Streifenausschnitte vor dem Zusetzen der betreffenden 0,5%igen Testblut-
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korperchen-Aufschwemmung, eintrocknen. Die Probeblutkérperchen 0, A und B
tropft man am besten erst unter die eine Randpartie des Deckglases und, wenn
dieses an dieser Stelle gut anliegt, unter die entgegengesetzte Randpartie.

Die Testblutkérperchen-Aufschwemmung wird nicht unmittelbar auf die
Papierstreifen getropft, sondern man 148t sie unter das Deckglas einstromen. Auf
diese Weise verhindert man, daB die Blutkorperchen auf die Oberfliche des Papier-
streifenausschnittes geraten und sich so an dieser Stelle mit den Isoagglutininen
verbinden. Derart erhilt man ein deutlicheres Hervortreten der Agglutination an
den Randpartien, und zwar an dem unmittelbaren Berithrungspunkt der Blut-
kérperchen-Aufschwemmung mit dem, an den Enden mit dem Auszug getrinkten,
Papierausschnitt.

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

Auf einem Objekttrager kann man zwei Ausschnitte mit verschiedenen Aus-
ziigen, die selbstverstindlich mit zwei verschiedenen Ziffern versehen und mit
verschiedenen Deckglasern bedeckt sind, unterbringen, was bei einer groSeren
Anzahl von Priifungen von gewisser Bedeutung ist, denn zum Nachpriifen von
zwel Ausziigen, kann man sich mit drei, fiir drei verschiedene Aufschwemmungen
der Blutkorperchen A, B und 0 bestimmten, Objekttragern begniigen.

Manchmal ist es vorteilhaft, unter einem Deckglas nicht ein, sondern zwei
Papierstreifenausschnitte, die mit demselben Auszug benetzt sind, unterzubringen,
und zwar derart, dafl sie ungefihr 2 mm voneinander entfernt sind. Bei einer
solchen Lage ist die Verdichtung der Isoagglutinine, die auf die Blutkorperchen
einwirken, auf dem engen Raum zwischen den beiden Ausschnitten grofer und
infolgedessen das Hervortreten der Agglutination an dieser Stelle deutlicher.
Diese Methode kannman anwenden, wenn die Dichte der Agglutinine im Auszug
schwach ist.

Dem freien Ende des Papierstreifens, d. h. der Stelle, die am stérksten mit dem
Auszug benetzt ist, mufl man nicht allzu grofie Ausschnitte entnehmen, damit der
Rest des iibriggebliebenen Materials fiir etwaige weitere Kontrollpriiffungen zur
Verfiigung steht. Zu diesem Zwecke, und auch falls man das erstemal ein negatives
Resultat erhilt, steckt man dieselben Streifen wieder in die Probierréhrchen
(die stirker gefirbten Enden oben, die anderen in den Extrakt) und stellt diese
noch einmal in den Eisschrank (Temperatur 4 4°C), wonach man die Priifung
nach lingerer Zeitspanne wiederholt. Positive Resultate geben solche Proben
manchmal erst nach 3——4 oder selbst mehr Wochen Aufbewahrung im Eisschrank.
Die Probierrshrchen bleiben im Eisschrank immer offen. Wenn uns an einem
schnellen Ergebnis gelegen ist, kann man sich der Verdunstung im Iluftleeren
Raum bedienen (z. B. Trocknungsapparat von Leitz-Bergmann).

Die Vorziige der oben angegebenen Priifungsmethode sind folgende:

a) Falls man einen kleinen Blutfleck zur Priifung erhilt, braucht
man ihn nicht zam Nachweis von Isoagglutinogenen und Isoagglutininen
zu teilen, sondern es geniigt eine Losung fir den Nachweis beider.

b) Die Vorbereitung der Filtrierpapierstreifen zum Ermitteln des
Vorhandenseins von Isoagglutininen ist sehr einfach. Die Papier-
streifen kann man gleich beim Aufziehen der Verdiinnungsfliissigkeit
in die Probierrdhrchen stecken.

¢) Die Intensitdt der Farbung am freien Ende des Filtrierpapier-
streifens ist im allgemeinen proportional der Dichte der Aufschwemmung
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der Gruppen-Antikérper auf diesem Abschnitt. Sie gibt somit gute
Hinweise fiir den Beginn der weiteren Priifung.

d) Falls die Probe auf Isoagglutiningehalt ein negatives Resultat
gibt, kann man sie nach ldngerer Zeit wiederholen, indem man sich des
von den fritheren Proben {ibriggebliebenen Materials bedient.

¢) Positive Hrgebnisse wurden auch in Fillen erzielt, in denen die
Lattes-Methode negative Resultate ergeben hatte.
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