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Vorwort

Beurteilung von Blutbild und Urinstatus nehmen in der Vorsorge-
untersuchung und Diagnostik einen hohen Stellenwert ein, da der
Arzt diese Bestimmungen bei liber 50% seiner Patienten in der
Praxis und bei 100% der stationdren Patienten durchfiihrt. Sie las-
sen sich im Gegensatz zu den meisten klinisch-chemischen Untersu-
chungen nur begrenzt zentralisieren. Der Transport des Untersu-
chungsmaterials — z. B. frisch gelassener Urin — ist nicht moglich.
Die mikroskopischen Untersuchungsmethoden sind im Gegensatz
zu analytisch-chemischen Methoden nicht zu automatisieren. An-
stelle eines entfernt gelegenen Zentrallabora®riums erhilt der Arzt
mit Hilfe der hier dargestellten einfachen, praxisgerechten Metho-
den schnell, und meist auch finanziell weniger aufwendig, notwen-
dige diagnostische Hinweise. Allerdings werden die einzelnen Me-
thoden — wie die Beurteilung des Differentialblutbildes, Erythrozy-
ten- und Leukozytenzahlung, Himoglobin- und Hamatokritbestim-
mung oder Untersuchungen des Harns auf Blut, Zucker, Bakterien
und Leukozyten — in sehr unterschiedlichem Umfang genutzt.

Haufig sind die Wertigkeit und die Fehlermdglichkeit einzelner Me-
thoden nicht geniigend beriicksichtigt. So wird z. B. die Hamatokrit-
bestimmung, die eine der sichersten, einfachsten und billigsten Me-
thoden zur Feststellung der Anédmie ist, nur bei einer geringen An-
zahl der untersuchten Patienten vorgenommen. Demgegeniiber
wird die Erythrozytenzihlung, die bei der Kammerzihlung eine
Fehlerbreite von weit iiber 10% hat und nur fiir speziellere diffe-
rentialdiagnostische Fragestellungen von Bedeutung ist, bei einem
weit hoheren Prozentsatz der untersuchten Patienten durchgefiihrt.
Die Informationsmoglichkeiten des Blutausstriches, der eine quali-
tative und quantitative Beurteilung aller Blutzellen und deren Ver-
anderungen bei zahlreichen Erkrankungen in einem Untersu-
chungsgang ermoglicht, werden bei kaum 1% der Patienten genutzt.
Das Harnsediment, speziell die Untersuchung des frisch gelasssenen
Urins auf Leukozyten, wird nur bei 10% der ambulanten Patienten
durchgefiihrt und die Keimzihlung noch seltener, obwohl es sich um
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unentbehrliche Untersuchungen zur Erfassung von Hamwegsinfek-
tionen handelt.

Der Wunsch nach einer praxisnahen Ausbildung wird immer wieder
von der Arzteschaft und den Studenten geiéuBert. Erlernen und An-
wendung praxisgerechter Untersuchungstechniken sowie das Wis-
sen um ihren Stellenwert in der Vorsorgeuntersuchung und Diagno-
stik bediirfen in diesem Zusammenhang einer besonderen Beriick-
sichtigung — nicht zuletzt aufgrund der zunehmend fehlenden Aus-
bildungsméglichkeiten in den Kliniken, die durch die Zentralisie-
rung dieser Methoden in den Hauptlaboratorien bedingt ist. Es wiire
unverantwortlich, wenn das kleine Laboratorium in der irztlichen
Praxis als Minimalprogramm nicht wenigstens die Beurteilung von

Blutbild und Urinstatus fiir die Versorgung der Patienten weiterhin
bereithielte.

Hamburg, Juli 1979 Rovrr D. NETH
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Benotigte Geréate
1. Himatokritzentrifuge (1: 1a) DM 700-1000
2. Mikroskop (I: 1b, 1c, 3b, 3d.

II: 1a, 1b) DM 2000-5200
3. Brutschrank (I: 3¢) DM 300

4. Arbeitsplatz mit Farbebank (I:1¢) DM 1000-2000
5. Pipetten und Stativ fiir
Blutsenkungsgeschwindigkeit (I:2) DM 200

Gesamtausgaben fiir das kleine DM 4200-8700
Laboratorium in der drztlichen
Praxis (s. Umschlagseite):

Bei der Beschaffung der Gerite, vor allem der des Mikroskopes,

mufl man bestimmte Qualititsanspriiche stellen.

Notwendig sind:

Okulare, die auf die Objektive abgestimmt sind und Objektive, die

als Planachromaten ausgewiesen sind, Hierzu gehoren eine Lupe,

ein 10er und ein 40er Trockenobjektiv und eine 100er Olimmersion

mit einer Apertur von mindestens 1,2.

Fiir die Beleuchtung ist eine Kondensorbeleuchtung mit der Strah-

lenfiihrung nach Prof. Kohler (Kohlersches Prinzip) notig.

Die Ausstattung mit Planachromaten ist im Durchschnitt etwa DM

1000 teurer als die mit reinen Achromaten. Planachromate werden

jedoch bendétigt, da das anstrengende Mikroskopieren speziell bei

der Ausdifferenzierung von Blutausstrichen durch das Wegfallen
der Randunschirfen ganz wesentlich erleichtert wird und sich hier
die Mehrausgabe von DM 1000 im Laufe von iiber 20 Jahren ver-

treten lidBt. Daher betrigt die notwendige Geldausgabe fiir das Mi-

kroskop DM 2000 + DM 1000 = DM 3000.

Weitere wiinschenswerte Ausstattungen fiir das Mikroskop sind:

1. Weitwinkelokulare, um ein groBeres Gesichtsfeld zu haben und
Verschmutzungen der Okulare zu verringern (Mehraufwand
etwa DM 200).

2. Phasenkontrasteinrichtung — Hierzu sind ein Spezialkondensor
anstelle des normalen Kondensors fiir die Beleuchtung nétig und
Spezialobjektive fiir die 10er- und 40er-VergroBerung anstelle
des normalen Planachromaten. Die Phasenkontrasteinrichtung
erleichtert die mikroskopische Untersuchung des Harns sowie die

rJ

Leukozyten- und die Thrombozytenzihlung ganz wesentlich

(Mehraufwand DM 1000).
3. Planapochromat fiir Olimmersion, etwa 60fache VergroBerung

(Mehraufwand DM 2000-2500),
Ein solches Objektiv kann iiber Jahrzehnte benutzt werden, und der
Mehraufwand von DM 2000-2500 ist daher zu vertreten — nicht
zuletzt weil auch die Arbeitsleistung einer Laborkraft dadurch ganz
wesentlich verbessert wird, Sie kann schneller und mit mehr Freude
an den dargestellten Blutzellen arbeiten.
Ich habe mich in diesem Laborbiichlein bewult auf acht notwendige
und weitere flinf wiinschenswerte Untersuchungen beschrinkt, die
im Rahmen der Routineuntersuchung von besonderer Bedeutung
sind und in der Differentialdiagnose so weit helfen, daB fiir die
weitere Labordiagnostik ein Speziallaboratorium in Anspruch ge-
nommen werden kann. Die Ausstattung des Arbeitsplatzes ist so
geplant, da er mit einem Kostenaufwand von DM 5000-10000
eingerichtet werden kann.
Weitere, dariiber hinaus noch praxisgerechte Untersuchungen ver-
langen eine etwas aufwendigere Ausstattung und Spezialkenntnisse.
die sich nach den besonderen Interessen des einzelnen ausrichten
miissen. Hierzu gehoren z. B. die klinisch-chemische Notfalldiagno-
stik und Suche nach Risikofaktoren (Blutzuckerbestimmung, Pro-
thrombinzeit, Harnstoff, Cholesterin, Triglyzeride, Harnsaure, En-
zyme), die mikrobiologische Diagnostik (Platten- und Suspensions-
kulturen, Antibiogramme), weiterfithrende mikroskopische Dia-
gnostik  (Knochenmarksbeurteilung, Zytochemie, gynidkologische
Zytologie) und evtl. aufwendigere klinisch-chemische Methoden.



Blutbild

Einfiihrung

Im Blutbild werden Anzahl und Zusammensetzung der Blutzellen
bestimmt. Mit Hilfe der quantitativen Methoden (Hamatokrit, Leu-
kozytenzihlung, Thrombozytenzihlung) ist festzustellen, ob die
Anzahl der Blutzellen normal, vermehrt oder vermindert ist. Die
qualitativen morphologischen Methoden (Differentialblutbild, Reti-
kulozytenziihlung) liefern dariiber hinaus Hinweise auf zahlreiche
reaktive und proliferative Verdnderungen der Blutzellen.

Die Nomenklatur von Mafleinheiten hat in den letzten Jahren viele
Neuerungen erfahren. In Tabelle 1 sind die alten und neuen Maf-
einheiten fiir die Beurteilung des Blutbildes einander gegeniiberge-
stellt.

Tabelle 1. Alte und neue MaBeinheiten fiir die Himatologie

Bestandteil Alte Einheint Sl-Einheit
Erythrozyten Mio/mm® oder Mio/ul Zahl x 10'%/]
Himoglobin g/100ml g/l
Hiimatokrit Vol. % I/1
MCV w! oder um? f1*
MCH Houg pe°
MCHC 2/100mi @1
Leukozyten Zahl/mm? Zahl x 1011
Thrombozyien Zahl/mm’* Zahl x 10°11
Retikulozyten oo Zahl 2 10%/1

* fl = Femtoliter = 10~ Liter
" pg = Pikogramm = 10°"? Gramm

Verstindnis und diagnostische Aussagekraft des Blutbildes werden
verbessert, wenn man die Untersuchungsergebnisse in den gesamten
Ablauf der Blutzellbildung und des Bluizellabbaus einordnet.

Bei allen bekannten Zellerneuerungssystemen — von der Zwiebel
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Stammzell-
speicher

Ausdifferenzierungs- Funktions-

Proliferationsspeicher speicher speicher

Abb. 1. Grundprinzip von Zellerneuerungssysstemen am Beispiel der Zwiebel. Im
Stammzellspeicher, der bei der Zwiebel dem Vegationspool entspricht, wird bei jeder
Zellieilung eine Zelle in den Proliferationsspeicher abgegeben und eine Zelle im
Stammzellspeicher zuriickgehalten, um den Bestand an Stammzellen zu gewiihrlei-
sten. Proliferation und Ausdifferenzierung werden durch Wuchsstoffe reguliert, die
man bisher nur z. T, kennt und von denen man annimmt, daB sie je nach Bedarf in
den verschiedenen Zellspeichern produziert werden konnen (e=)

bis zur Hiamopoese (Blutzellbildung) — kann man Zellspeicher mit
unterschiedlich ausgereiften Zellen unterscheiden (Abb. 1). In je-
dem dieser Zellsysteme ist unter normalen Bedingungen ein regu-
liertes Wachstum gewiihrleistet, das eine geniigende Anzahl von
Funktionszellen fiir die spezifischen Aufgaben der einzelnen Organ-
gewebe zur Verfiigung stellt, die nach Bedarf aus unreifen Zellvor-
stufen erginzt werden. Voraussetzung fiir das Funktionieren eines
Zellneubildungssystems ist eine bestimmte Anzahl von Stammzel-
len, die nicht aufgebraucht werden diirfen, sowie Regulatorstoffe,
die bei Bedarf Vermehrung und Ausreifung der Stammzellen zu
Funktionszellen bewirken (Abb. 1).

Im blutzellbildenden System kennen wir heute die wesentlichen
zellkinetischen Zusammenhinge (Abb. 2). Im Stammzellspeicher
wird zwischen den pluripotenten Stammzellen und den schon fiir die
cinzelnen Zellformen bestimmten determinierten Stammzellen un-
terschieden. In der weiteren Entwicklung zu Endzellen laufen im
Proliferations- und Ausdifferenzierungsspeicher Proliferation (Zell-
vermehrung) und Ausreifung (Ausbildung der funktionsspezifi-
schen Eigenschaften, wie z. B. Himoglobin in den Erythrozyten und
lysosomale Enzyme in den Granulozyten) zum Teil gleichzeitig ab.
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Abb. 2. Das Zellerneuerungssystem der menschlichen Hiimopoese (s. Text S. 6, 7)

Die ausgereiften Blutzellen werden entweder als Funktionsreserve
fiir den erhohten Bedarf auf Abruf im Knochenmark gespeichert
(vor allem Granulozyten) oder direkt in das periphere Blut, den
Funktionsspeicher, ausgeschleust (Blutplatichen, Erythrozyten und
Leukozyten (Abb. 4, 7, 8, 20, 22)). Hier verbleiben die Granulozy-
ten nur 10 Std, die Thrombozyten 10 Tage und die Erythrozyten
120 Tage. Regulatorstoffe bestimmen als Stimulatoren (Erythro-
poetin, »colony stumulating activity«) oder Inhibitoren (Prosta-
glandine, Lactoferrin) Proliferation und Ausdifferenzierung von
Blutzellen. Fehlproduktion in den »helper« (Stimulatoren) und »su-
pressor« (Inhibitoren) Zellen konnte zu Storungen der Blutzellaus-
differenzierung, moglicherweise sogar zur Leukamie, fiihren.

Die einzelnen Blutzellarten unterscheiden sich in ihrer speziellen
Funktion, den Funktionsereserven und der Lebenszeit im periphe-
ren Blut. Man findet daher je nach Art der krankhaften Stérung der
Blutzellen selbst oder bei reaktiven Veriinderungen im Zusammen-
hang mit anderen nicht-himatologischen Erkrankungen zahireiche
diagnostische Hinweise durch die Beurteilung des Blutbildes bei
einem im Vergleich zu anderen diagnostischen Methoden geringen
apparativen Aufwand (Abb. 5).



Héamatokritbestimmung

Grundlagen

Der Héamatokrit ist eine einfache Zellvolumenbestimmung der kor-
puskuldren Bestandteile des Blutes. Das Gesamtblutvolumen eines
Erwachsenen betrdgt 6%—-8% des Korpergewichtes, und hiervon
sind etwa 45% Blutzellen. Der grofite Anteil davon sind mit 99%
die Erythrozyten, die Thrombozyten sind mit weniger als 1%, die
Leukozyten mit weniger als 0,2% vertreten. Man erhilt daher durch
die Bestimmung des Gesamtblutzellvolumens, des Himatokrit in
erster Linie relativ genaue Angaben iiber den Anteil der Erythrozy-
ten im Gesamtblut.

Die Aufgabe der Erythrozyten ist der Sauerstofftransport mittels
des Hiamoglobins. Bei allen Zellstoffwechselvorgangen im gesamten
Korper wird Sauerstoff benétigt. Die Folge einer Aniimie ist ver-
minderte Sauerstoffversorgung in den Zellen und hierdurch eine
Storung des gesamten Zellstoffwechsels. Dies fiihrt schon bei leich-
teren Anédmien zu einer dauernden Beeintrichtigung der korperli-
chen Leistungsfihigkeit. Damit keine Animie iibersehen wird, mufl
fiir die Vorsorgeuntersuchung und fiir gezielte diagnostische Frage-
stellungen eine sichere Methode, wie die Hamatokrit- oder Himo-
globinbestimmung, in jedem Praxislaboratorium zur Verfiigung
stehen.

Hiimatokrit und Hamoglobingehalt des zirkulierenden Blutes sind
eng korreliert, da das Volumen der Erythrozyten von deren Fiil-
lungsgrad mit ihrem wesentlichen Inhaltsstoff — Himoglobin — ab-
hingig ist. Der Korrelationskoeffizient zwischen Himoglobin und
Hamatokrit ist etwa 3, das heiBt, einem Himoglobinwert von 150 g/1
(15 g/100 ml) entspricht etwa einem Hiamatokritwert von 0,45 1/1
(45 Vol. %). Mit Hilfe beider Methoden IiBt sich beurteilen, in
welchem Umfang die Eryhtrozytenzahl gegeniiber der Norm ver-
mindert oder vermehrt ist. Bei erniedrigtem Hiamatokrit liegt eine
Animie, bei erhohtem eine Polyglobulie vor (s. Normalwerttabel-
len). Fliissigkeitsverschiebungen zwischen dem Extra- und Intravas-
kulidrraum konnen einen erniedrigten — z. B. withrend der Schwan-
gerschaft — (Pseudoanémie) oder auch einen erhéhten Himatokrit —
z.B. bei Durchfallserkrankungen — (Pseudopolyglobulie) vortiu-
schen (Abb. 3).
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Abb. 3. Die Abhangigkeit des Hiamatokrits vom Gesamtblut-
volumen (s. Text S. 8)

Die Erythrozytenzihlung ist gegeniiber dem Himatokrit und der
Hiamoglobinbestimmung als diagnostische Methode in der Praxis
ungeeignet, da die einfache Kammerzihlung eine zu hohe Fehler-
breite hat und die elektronische Zahlung zu aufwendig ist. In der
Praxis sollte man sich daher auf die Bestimmung des Hamatokrits
oder des Hiamoglobins beschrinken. Die Erythrozytenzihlung ist
erst bei der Differentialdiagnose der Andmien erforderlich. Der Hi-
matokrit hat den Vorteil, daB er als physikalische Methode gegen-
tiber einer chemischen Methode, wie der Hamoglobinbestimmung,
weniger fehleranfillig ist. Dartiber hinaus ist die Anschaffung einer
Hamatokritzentrifuge wesentlich preiswerter als die eines den Qua-
litatsbestimmungen entsprechenden Photometers.

Der Himatokrit kann lediglich eine Angabe iiber ein vermindertes,
normales oder vermehrtes Gesamterythrozytenvolumen machen.
Die Diagnose Animie weist auf ein Symptom hin, dessen Ursache
eine verminderte Produktion oder ein erhohter Verlust von Ery-
throzyten ist (Abb. 2, 4). Eine verminderte Erythrozytenneubildung
ist auf eine Storung im Knochenmark zurtickzufiihren, und man
wiirde im peripheren Blut im Vergleich zur Norm vermindert ju-
gendliche Erythrozyten finden. Im Gegensatz hierzu wiirde bei ei-
nem erhohten Erythrozytenabbau der vermehrte Nachstrom von
Erythrozyten aus dem Knochenmark zu einer Erhohung der ju-
gendlichen Erythrozyten im peripheren Blut fithren. Ob die Ursa-
che in einer Produktionsstorung (hyporegenerative Anamie) oder in

9
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Abb. 4. Proliferation und Ausdifferenzierung der erythropoetischen Blutzellen. Aus
der pluripotenten Stammzelle entwickelt sich die fiir die Erythropoese festgelegte
determinierte Stammzelle, der Pronormoblast (1). Dieser vermehrt sich, und gleich-
zeitig differenziert er zu basophilen Normoblasten aus (2, 3). Diese Zellen kénnen
sich ebenfalls noch weiter vermehren und zu polychromatischen Normoblasten (4, §)
differenzieren. Der reife polychromatische Normoblast differenziert zum oxyphilen
Normoblasten (6), ohne sich weiter zu teilen. Der Kern (7) wird ausgestoBen, und die
ausgereiften Zellen gelangen in die Blutzirkulation (8). Hier bleiben sie ein bis zwei
Tage als Retikulozyten (9) und stehen dann weitere 120 Tage als ausgereifte Ery-
throzyten fiir den Sauerstofftransport zur Verfiigung. Im Gegensatz zu den Granulo-
zyten (Abb. 7 u. B) ist der Funktionsspeicher, d. h. die im Blut zirkulierenden Ery-
throzyten, wesentlich griBer als der Vorratsspeicher im Knochenmark. Bei Blutver-
lust ist eine schnellere Ausreifung moglich, so daB auf diesem Wege die fehlenden
Erythrozyten relativ kurzfristig ersetzt werden kinnen (Aus Marcel Bessis »Blood
Smears Reinterpreteds, Springer International, 1977)
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einem vermehrten Verlust mit nachfolgender erhéhter Produktion
(hyperregenerative Animie) liegt, ldBt sich anhand der Beurteilung
der Polychromasie der Erythrozyten im Differentialblutbild und der
Retikulozytenzahlung entscheiden. Dariiber hinausgehende Unter-
suchungsmethoden, wie sie hiufig fiir die Differentialdiagnose einer
Anamie erforderlich sind, stehen meist nur in Speziallaboratorien
zur Verfiigung, die dann zu Rate gezogen werden miissen, um das
richtige therapeutische Vorgehen zu gewihrleisten.

Arbeitsvorschrift

Prinzip

Die korpuskuliren Bestandteile des Blutes (ca. 99% Erythrozyten)
werden durch hochtouriges Zentrifugieren sedimentiert und so dicht
gelagert, daB der noch dazwischen befindliche Plasmaanteil unter
1%—2% liegt.

Material

Spezialhdmatokritzentrifuge,

heparinisierte Mikro-Héamatokritkapillaren,
Versiegelwachs zum VerschluB der gefiillten Kapillaren,
Ablesegerit.

Arbeitsgang

Zwei Kapillaren werden mit EDTA-Venenblut oder Kapillarblut zu
/s gefiillt. Das trockene Ende mit dem Kitt verschlieBen
(Abb. 5). Einsetzen der Kapillaren in den Zentrifugenteller
(Abb. 5). 5-10min zentrifugieren, bis der maximale Hamatokrit
erreicht ist, Ablesen der Erythrozytensdule (Abb, 5).

Bei der Mikrohamatokritzentrifuge von Compur werden spezielle
kleine Hamatokritkapillaren vollstiandig mit Blut gefiillt und direkt
in die Zentrifuge eingesetzt (Abb. 5).

Reproduzierbarkeit

Die Ergebnisse der Doppelbestimmungen diirfen nicht mehr als 1%
voneinander abweichen. '

Fehlerquellen

UnsachgemiiBes Quetschen bei der Kapillarblutentnahme und un-
geniigendes Durchmischen des EDTA-Venenblutes vor der Pro-
benentnahme.

ungeniigendes Zentrifugieren, so daBl der maximale Hamatokrit
nicht erreicht wird,



Abb. 5. a Hiamatokritkapillaren in Kittschale: b Himatokritkapillaren in Zentrifu-
genteller eingelegt: ¢ Hiamatokritkapillaren nach Zentrifugieren. Mitte: normaler
Hiamatokrit; oben und unten: erniedrigter Himatokrit; unten: gelbe Verfirbung des
Serums = Hinweis auf Himolyse der Erythrozyten; d Mikrohiimatokritzentrifuge
mit gefiillien Kapillaren, links (4, 5, 6) vor und rechts (1, 2, 3) nach Zentrifugation;
e die fiir cin Blutbild erforderlichen Gerdite bis auf Firbebank und Mikroskop;
f Gliaser mit Stiindern fiir die Schnellfirbung

Ableseungenauigkeiten entstehen durch zu geringe Fiillung der Ka-
pillaren und nicht spiegelparallelen BodenverschluB der Kapillaren.
Ein zu niedriger Hamatokrit kann erreicht werden durch Verlust an
unterschiedlichen Mengen von Blutprobenmaterial durch inkom-
pletten VerschluB der Kapillaren.

Besonderheiten

Automatische Zihlgerite errechnen den Hamatokrit aus Erythro-
zytenzahl und mittlerem Zellvolumen (MCV), Dieser Wert ist etwas
niedriger (1%-2%) als der maximale Hamatokrit nach Zentrifuga-
tion, da sich bei letzterem noch geringe Plasmareste zwischen den
Blutzellen befinden.

Leukozytenzdhlung

Grundlagen

Im Rahmen der Abwehr von Infektionskrankheiten sind die Leuko-
zyten die wichtigsten Zellen des Korpers. Granulozyten kénnen auf-
grund ihrer amoboiden Beweglichkeit in das Gewebe auswandern
und sich im Bereich von Entziindungsherden ansammeln, um dort
Bakterien oder Fremdkorper zu phagozytieren. Die Monozyten ha-
ben gleichfalls eine ausgeprigte Fahigkeit zur Phagozytose, und sie
haben dariiber hinaus im Rahmen der Antikorpersynthese eine
wichtige Aufgabe, indem sie antigenes Material vorverarbeiten. Die
Lymphozyten erkennen und nehmen Antigene im Rahmen der Im-
munreaktionen auf und produzieren Antikorper. Hierbei unter-
scheidet man zwischen den Aufgaben der B- und T-Lymphozyten.
Die B-Lymphozyten sind fiir die Synthese der humoralen Antikor-
per verantwortlich und differenzieren hierbei zu Plasmazellen aus
(Abb. 10). Die T-Lymphozyten (Abb. 10) wirken im Rahmen der
zelluldren Immunabwehr. Unter den lymphoiden Zellen finden sich
auch die »helper« und »supressor« Zellen, die eine wichtige Rolle
bei der Regulation der Blutzelldifferenzierung bilden.

Leukozyten sind unter normalen Bedingungen farblose, kernhaltige
Blutzellen. Im Gegensatz zu den Erythrozyten sind sie gegeniiber
3%iger Essigsdure und anderen Detergentien, wie Zaponin, resi-
stent und werden nicht hiimolysiert. Diese Eigenschaft macht man



sich bei der Leukozytenzihlung zunutze. Um die Zellen besser
sichtbar zu machen, hat man bei der Tiirks Losung, der Essigsdure-
16sung, Gentianaviolett zur Kernfirbung beigegeben.

Bei der Leukozytenzihlung ist zu beriicksichtigen, daf alle kernhal-
tigen Zellen des peripheren Blutes gegen 3%ige Essigsiure resistent
sind und daher mitgeziihlt werden. Dies sind normalerweise Granu-
lozyten (Abb. 16, 18, 22) (neutrophile, eosinophile, selten baso-
phile), Monozyten (Abb. 18) und Lymphozyten (Abb. 10, 18) unter
pathologischen  Bedingungen jedoch auch Leukiimiezellen
(Abb. 14, 15), kernhaltige Vorstufen der Erythrozyten (Abb. 12,

19) oder Plasmazellen (Abb. 10, 18). Dariiber hinaus reagieren
Granulozyten (Abb. 18) und Lymphozyten (Abb. 10, 18) aufgrund
der verschiedenen Funktionen unterschiedlich bei Erkrankungen.

Der Anteil der einzelnen Zellpopulationen — Granulozyten, Mono-
zyten, Lymphozyten, Leukimiezellen und kernhaltige Vorstufen
der Erythropoese — kann mit Hilfe der Leukozytenzihlung allein
nicht beurteilt werden. Das Differentialblutbild muB daher die Leu-
kozytenzihlung erginzen, um die Zellart und deren Funktionszu-

stand zu erkennen,

mmm
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Protozoen-Infektionen: Malaria, Toxoplasmose, Trypanosomiasis
e)mmmmmmmamw
derer Erreger, aufgrund des erhohten Granulo serbrauches und. oder ci-
ner toxischen Schildigung des Knochenmarkes.

Abb. 6. Ursachen fiir reaktive Granulozytose mit und ohne Linksverschiebung
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Die sog. physiologische Leukozytose ist im Gegensatz zu proliferati-
ven Erkrankungen, wie die Leukimie, eine normale Antwort auf
schiidliche Stoffe, wie Bakterien, Abbauprodukte bei Gewebszerfall
u. a. Sie ist gleichzusetzen mit einer ausschlieBlichen Vermehrung
der Granulozyten — der Granulozytose —, die eine der haufigsten
reaktiven Verdnderungen in der klinischen Medizin ist. Die wesent-
lichen Ursachen fiir eine Granulozytose sind in Abb. 6 zusammen-
gestellt. Bei der Beurteilung der Granulozyten mufi man Produk-
tion, Verbrauch und Verteilung der Granulozyten beriicksichtigen
(Abb. 7, 8). Die einzelnen Granulozyten verbleiben etwa 10 Std im
peripheren Blut, so da die gesamten Granulozyten pro Tag etwa
zweieinhalbmal umgesetzt werden. Das sind 165 X 107 Granulozy-
ten pro kg pro Tag, die etwa | ml Zellvolumen entsprechen. In den
Funktionsreserven des Knochenmarks (Abb. 22) steht sofort mehr
als die zehnfache Menge der Blutgranulozyten zur Verfiigung und
innerhalb weniger Tage etwa die zwanzigfache Menge (Abb. 7, B).
Im peripheren Blut selbst mufl man zwischen den zirkulierenden
und den randstindigen Granulozyten unterscheiden (Abb. 8, 9),
Die einzelnen Anteile sind unter normalen Bedingungen etwa gleich
grof, verschieben sich aber reaktiv sehr leicht. Da die Leukozyten-
zihlung nur den zirkulierenden Anteil der Granulozyten erfaft,
konnen Verschiebungen zwischen den zirkulierenden und den
wandstiandigen Granulozyten Erhohung und Erniedrigung der Leu-
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Granulozytenbildung

Knochenmark Blut

I Ausdifferenzierung
I:——— Proliferation ————————

Granulo- Pseudo- normal Pseudo- Granulo-
zytose granulo- granulo- zylopenie
zytose zytopenie

Abb. 9. Verteilung der wandstindigen und zirkulierenden Granulozyten (s. Text
S.17)

kozytenzahl vortduschen. Eine Pseudogranulozytose durch ver-
mehrtes Einstromen der wandstindigen Granulozyten findet man
schon bei StreB-Reaktionen, wie korperlichen Anstrengungen u. 4.
(Abb. 6, 8, 9). Medikamentds kann die Emigration der Granulozy-
ten in das Gewebe durch Kortikosteroide gehemmt werden und auf
diesem Wege ebenfalls eine Granulozytose vortiuschen.

Eine Pseudogranulozytopenie, d. h. Abwandern der zirkulierenden
Granulozyten in die GefiBwand, sicht man bei Virdmien und Ha-
molysen (Abb. 9). Diese Verschiebungen zwischen den zirkulieren-
den und wandstindigen Granulozyten, vor allem bei den sog. StreB-
reaktionen, sind unabhiingig von der Knochenmarksfunktion und
cine der Hauptursachen fiir die groBen biologischen Schwankungs-
breiten bei der Leukozytenziihlung (s. Normalwerttabelle). Ursa-
chen einer echten Granulozytopenie konnen wie bei den Andmien

. Abb. 8. Proliferation, Ausdifferenzierung und Funktion der granulopoetischen Zel-

fen in Knochenmark, peripherem Blut und Gewebe. Von der pluripotenten Stamm-
zelle stammen die determinierten Stammzellen der Granulopoese, dic Myeloblasten
(1), ab, Die Myeloblasten vermehren sich und differenzieren zu Promyelozyten (2).
von diesen zu Myelozyten (3 und 4) und schlieBlich zu Metamyelozyten, sog. jugend-
lichen (5). Danach findet keine Zellvermehrung statt, und die jugendlichen differen-
zieren zu stabkernigen (6) und segmentkernigen Granulozyten (7) aus. Die reifen
Granulozyten gelangen durch die Gefiiiwand (8) als zirkulierende Granulozyten (9)
in das periphere Blut oder haften als wandstindige Granulozyten an der GefiBwand
(8). Aus der GefiiBbahn gelangen sie in das Gewebe (10), wo sie absterben oder,
wenn eine bakterielle Infektion vorliegt, im Rahmen der Abwehr ihre Funktion
erfiillen (Aus Marcel Bessis »Blood Smears Reinterpreteds, Springer International,
1977)
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und Thrombozytopenien eine verminderte Produktion oder ein ver-
mehrter Abbau sein.

Hiufigste Ursache der Granulozytopenie ist eine arzneimittelbe-
dingte oder durch andere toxische Substanzen verursachte Blutzell-
bildungsstérung. Die Leukozytenzahlung ist daher zur Uberwa-
chung von Langzeittherapie und von Personen, die durch toxische
Substanzen am Arbeitsplatz gefdhrdet sind, unentbehrlich fiir das
kleine Laboratorium. Weiterfithrende Untersuchungen zur Diffe-
rentialdiagnose von Agranulozytose und zum frithzeitigen Erken-
nen von Storungen der Granulozytenfunktion, wie die Beurteilung
von Knochenmarksausstrichen und von Blutzellen in der Gewebe-
kultur, sind speziellen Laboratorien vorbehalten.

Arbeitsvorschrift

Prinzip

3%ige Essigsdure oder Zaponin zerstoren die Erythrozyten, Die
Leukozyten, deren Kerne durch Gentianaviolett in der Tiirks-Lo-
sung violett gefarbt werden, konnen in der Zihlkammer gut erkannt
und gezahlt werden (Abb. 23).

Material

Mikroskop,

Ziahlkammer,

Mischpipette fiir Leukozytenzihlung (weiBe Perle),
Saugschlauch mit Mundstiick,

Tiirks-Losung (Essigsdure-Gentianaviolett-Losung).

Arbeitsgang

In der Leukozytenpipette wird bis zur Marke 1 oder 0,5 EDTA-
Venenblut oder Kapillarblut aufgezogen. Tiirks-Losung bis zur
Marke 11 nachziehen und den Inhalt der Pipette gut durchmischen,
Nach Verwerfen der ersten drei bis vier Tropfen die vorbereitete
Ziihlkammer fiillen. Die trockene Zihlkammer wird hierzu mit ei-
nem geschliffenen Deckglischen so abgedeckt, daB an den Auflagen
des Deckglases Newton-Ringe als Zeichen der Kapillaritidt zu sehen
sind. Im abgeblendeten oder Phasenkontrast-Mikroskop werden
jetzt zwei Quadrate von je 1 mm? ausgezihlt. Die Anzahl der Leu-
kozyten pro Mikroliter (mm?) ergibt sich aus: Gesamtzahl der ge-
zihiten Leukozyten, ausgezihlter Fliache (2 mm?), Hohe der Zahl-
kammer (0,1 mm) und Verdiinnung des Blutes 1:10 bzw. 1:20.
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Gesamtzahl
der gezihlten Zellen .
% Blutverdiinnung = Leukozyten/mm

ausgezihlte % Kammer-

Fliche in mm* ~ hohe

Beispiel: in 2 mm? wurden 100 Zellen gezihlt, Blut bis zur Marke 1
aufgezogen = 1:10 Verdiinnung .

100 3
% 10 = 5000 Leukozyten/mm-.
2x0,1
Reproduzierbarkeit

Die Ergebnisse einer Doppelbestimmung sollen nicht me‘hr als
15%-30% auseinanderliegen. Die hohe prozentuale Abweichung
findet sich bei Werten unter 1000 und ist durch den Fehler der
kleinen Zahl bedingt.

F T
Wie beim Himatokrit durch fehlerhafte Blutabnahme und ungent-
gendes Mischen der Venenblutprobe,

mangelhafte Mischpipetten,

unkorrektes Aufziehen,

unzureichende Durchmischung der Proben,

Fehler bei der Zahlkammerfiillung,

unsaubere Zihlkammer,

verunreinigte Losungen.

Blutausstrich

Grundlagen

Der Blutausstrich hat von allen fiir die Untersuchung der korpusku-
liren Bestandteile des Blutes zur Verfiigung stehenden Methoden
die grofte Aussagekraft. Er kann als Ausschnitt einer Mome'mayf-
nahme von Stoffwechselvorgingen der einzelnen unterst{hledlzch
ausgereiften Zellen gewertet werden. Die ch]morphologc sollte
daher immer im Zusammenhang mit den ihr zugrundc?heg_cndcp
Vorgiingen des Zellstoffwechsels verstanden werden. Die b:ologl.-
sche Grundlagenforschung hat uns in den letzten 20 Jahren zahlrei-

* Neue MabBeinheiten, 5. S. 5
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che Hinweise gegeben, die eine solche zellbiologische Betrachtung
moglich machen. In den Abb. 10a u. b sind am Beispiel der Lym-
phozytentransformation und der Erythrozytenausdifferenzierung
die Zusammenhinge zwischen Zellmorphologie und Proteinsyn-
these dargestellt.

Fiir die Farbung der Blutausstriche wird ein Gemisch aus basischen
(Methylenblau, Azur) und sauren Farbstoffen (Eosin) benutzt, Auf
diese Weise kann man die sauren Gruppen (DNA, zytoplasmatische

Abb. 10. a Transformation von immunologisch kompetenten B- und T-Zellen von ©

kleinen Lymphozyten zu Plasmazellen bzw. Reizformen im Ramen von immunologi-
schen Abwehrvorgingen. 1. kleiner Lymphozyt; 2. mittelgroBer Lymphozyt; 3. gro-
Ber Lymphozyt -~ 3a) mogliche Vorstufe einer Plasmazelle -~ 3b) mogliche Vorstufe
einer T-Zelle — 4a) Plasmazelle — 4b) groBe, reaktiv veriinderte T-Zelle, die auf-
grund spezifischer Oberfliachenecigenschaften im sog. Schafs-Erythrozyten-Roset-
tentest als T-Zellen identifiziert werden kann. Man erkennt die deutliche Zunahme
der blaven Anfiirbung des Zytoplasmas bei der Transformation der kleinen Lympho-
zyten zu antikGrpersynthetisierenden B- und T-Zellen. Plasmazellen haben ein dun-
kelblaues, manchmal auch rétlichblaues Zytoplasma mit einem exzentrischen Kern
und einer blassen Paranuklearregion. Diese morphologischen Besonderheiten lassen
sich sehr gut in bezug zur Funktion der Plasmazellen bringen. Die Plasmazellen
scheiden humorale Antikdrper aus. Dies erkliirt ihre Vermehrung bei infektitsen
Vorgiingen. Der Mechanismus, der diese Antikdrper produziert, ist eine Proteinsyn-
theseleistung, bei der eine groBe Anzahl von Ribosomen bendtigt wird. Ribosomen
enthalten einen groBen Anteil von Ribonukleinsiure, daher die blaue Anfirbung des
Zytoplasmas mit basischen Farbstoffen. Die Antikdrper passieren den Golgi-Appa-
rat, der im Zentrosom angesiedelt ist. Das Ergebnis ist eine blasse Paranuklearre-
gion, denn der Golgi-Apparat ist nicht mit Giemsa-Lasung anfiirbbar. Es ist bekannt,
dafl Antikorper sich in bestimmten pathologischen Fillen im Zytoplasma speichern
konnen. Antikorper sind Proteine mit alkalischen Eigenschaften. Sie fiirben sich
daher mit den sauren Farbstoffen in der Giemsa-Losung rot. So erklirt sich der
Farbwechsel von blau zu rot. b Ausdifferenzierung der erythropoetischen Blutzellen,
Wie bei der Plasmazelle LBt sich auch hier in der morphologischen Abbildung die
Funktion der einzelnen Reifungsstufen ablesen. In den unreifen basophilen Erythro-
blasten erkennt man eine aufgelockerte Chromatinstruktur in den Kernen und eine
deutliche Basophilie des Zytoplasmas. Dies weist auf eine Aktivitat des Zellkerns
hin, in dem fiir die Zellteilung Desoxyribonukleinsiure, fiir das Zytoplasma Ribo-
nukleinsdure synthetisiert wird. Im Zytoplasma findet sich noch reichlich ribosornale
Ribonukleinsiure, was fiir eine sehr aktive Proteinbiosynthese spricht. In den ausge-
reiften Formen bis hin zu den reifen Erythrozyten erkennt man eine zunchmend rote
Verfiirbung. Ursache hierfiir ist die Spezialisierung der roten Blutzellen. Im Laufe
ihrer Ausdifferenzierung wird fast nur noch Hamoglobin synthetisiert. Durch diese
Zunahme des Hamoglobingehaltes in der Zelle wird die rote Anfirbung verstirkt,
und es entsteht eine polychromatische Mischfarbe von blau und rot im Zytoplasma.
Am Ende der Proteinsynthese, nach Ausreifung der Retikulozyten zu Erythrozyien,
verschwindet die zytoplasmatische Ribonukleinsiiure und es bleibt nur noch die rote
Farbe des Hiamoglobins in den Erythrozyten des Blutausstriches zuriick (Teilab-
bildungen 2, 3a, 3b, 4a sowie 1, 2, 3, 4 aus Begemann/Rastetter, Atlas der klinischen
Hiimatologie, Springer 1978)
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Abb. 11. Pathophysiologie der Differentialdiagnose von Aniimien mit Hiimoglobin-
synthesestorung. Fe = Eisen; Pr = Protoporphyrin; H = Hiim; Gl = Globin; Hb =
Hiimoglobin

RNA) mit den basischen Farbstoffen und die basischen Anteile
(z. B. lysomale Enzyme in den Granula) mit den sauren Farbstoffen
darstellen. Im Ausstrichpriparat erhilt man so mit der einfachen
Pappenheim-Farbung durch die Beurteilung von Farbintensitat und
Farbqualitiit der roten Blutzellen bereits Hinweise auf die Hamo-

globinsyntheseleistung der Erythroblasten. Hypochrome Erythrozy- B 15. P

ten zeigen einen verminderten Hamoglobingehalt, der immer auf *J: f—.
eine Storung der Hamoglobinsynthese zuriickzufiihren ist. Die be- e N0 31 ;‘I a .
kannteste Ursache eines verminderten Hamoglobingehaltes der ' .

Erythrozyten ist bei uns der Eisenmangel (Abb. 11, 12). Weniger [ " 5 5 Y l‘li 9 _a
hiufig sind die Storungen der Himoglobinsynthese, die man bei { . 09 \ W

geniigendem Eisenangebot findet — die sog. hypochromen Andmien
mit einer Eisenverwertungsstorung (Abb. 11, 12), deren Ursache
eine verminderte Him- oder Globinsynthese sein kann (Abb. 11).

Abb. 12a-f. Darstellung von reaktiv und im Rahmen einer Bluterkrankung veriin-
derten Erythrozyten. a Polychromasie und Anisozytose der Erythrozyten bei einer
hiimolytischen Animie; b erhdhte Retikulozytenzahl bei einer hiimolytischen An-
imie (Brillantkresyl-Fiirbung); ¢ Hypochromasie und Poikilozytose bei einer Tha-
lassiimie, zahlreiche kernhaltige Vorstufen der Erythrozyten im Priiparat; d Hypo-
chromasie und Anisozytose bei der Eisenmangelaniimie; e Kugelzellen bei ciner an-
geborenen hiimolytischen Aniimie (Sphiirozytose); f Anisozytose und einige Sichel-
zellen bei einer Sichelzellaniimic
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Zur ersten Gruppe gehoren z. B. die Bleiintoxikation oder die side-
roachrestischen Anamien, bei denen man eine verminderte Aktivi-
tat des fiir die Hamsynthese nétigen Enzyms findet, der Ferrochela-
tase. Storungen der Globinsynthese findet man beim Eiweimangel
oder bei genetischen Erkrankungen, wie z. B. der Thalassimie, wo
aufgrund einer Gendeletion die Synthese der fiir das Globin not-
wendigen Alpha oder Betaketten nicht mehr méglich ist. Mit Hilfe
quantitativer Methoden (Himatokrit- und Hiamoglobinbestimmung
sowie Erythrozytenzihlung) kann durch die Kalkulation der mitt-
leren korpuskuldren Himoglobinkonzentration (MCHC =
HB: HKT) bzw. der Himoglobinkonzentration pro Erythrozyt, be-
zeichnet als mittleres korpuskulires Himoglobin (MCH = Hb:
Erythrozyt), der Umfang des Hiamoglobingehaltes quantitativ bes-
ser abgeschiitzt werden. Hierbei zeigt das MCH Veriinderungen des
Hamoglobingehaltes eher an als das MCHC, da in die Berechnung
die Verinderung des Zellvolumens der einzelnen Erythrozyten mit
eingeht. Es ist z. B. bei der Eisenmangelandmie sehr friihzeitig ge-
geniiber der Norm verringert. Die hierzu notwendige Erythrozyten-
zahlung ist in der Zzhlkammer zu ungenau. Wenn man daher in der
Praxis diesen Wert fiir die Differentialdiagnose einer Anémie bené-
tigt, muB man ein den Qualititskontrollen entsprechendes automa-
tisches Zahlgerit zur Verfiigung haben, oder die Untersuchungen in
einem entsprechend ausgeriisteten Laboratorium ausfiihren lassen.
Polychromasie (Abb. 12, 21) deutet auf eine jugendliche Erythrozy-
tenpopulation hin, wie man sie bei hyperregenerativen Anémien in
groBerem Umfang findet. Die Anfirbung der Zellen mit basischen
Farbstoffen ist auf den in diesen Erythrozyten noch vorhandenen
Gehalt an Ribonukleinséure vor allem in den Ribosomen zuriickzu-
fihren. Dieser Hinweis auf eine jugendliche Erythrozytenpopula-
tion im Ausstrichpriparat sollte aber durch die zusiétzliche Retiku-
lozytenzéihlung (Abb. 12, 21) abgesichert werden, um zu entschei-
den, ob eine hyper- oder hyporegenerative Animie vorliegt. Die
Anfarbung mit basischen Farbstoffen — Basophilie genannt — ist in
allen Zellen, in denen noch Eiweil} synthetisiert wird, nachzuweisen.
Ein gutes Beispiel hierfiir ist die deutliche blaue Anfirbung des
Zytoplasmas von Lymphozyten, die im Rahmen einer bakteriellen
oder viralen Infektion immunologische Funktionen iibernommen
haben und die hierzu bendtigten Antikorper synthetisieren
(Abb. 10, 18). Besonders deutlich kommt dies im basophilen Zyto-
plasma der Plasmazellen zum Ausdruck (Abb. 10, 18).

Neben dem einfachen Nachweis von basischen und sauren Gruppen
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Abh. 13. Zytologie und zytochemische Reaktionen in Blutzellen wihrend der Aus-
differenzierung (s. Text S. 25, 27)

in der Zelle mit Hilfe der Pappenheim-Farbung konnen in den ein-
zelnen Blutzellen weitere Stoffwechselprodukte, wie z. B. Eisen,
Glykogen und auch bestimmte enzymatische Aktivitdten, nachge-
wiesen werden. Hierzu werden besondere zytochemische Nachweis-
verfahren bendtigt, mit deren Hilfe man die fiir die einzelnen Zell-
linien der Hiamopoese charakteristischen Merkmale noch naher
klassifizieren kann (Abb. 13).

Andmien mit einer Himoglobinsynthesestorung lassen sich durch
den Nachweis von Nichthdmoglobineisen mit Hilfe der Berliner
Blau-Reaktion (Abb. 14) in die Eisenmangelanimien und die An-
amien mit einer Eisenverwertungsstorung differenzieren, was wich-
tige therapeutische Konsequenzen hat. Bei der ersteren findet man
kein Nichthamoglobineisen, und es ist eine Eisentherapie notig. Bei
den Anidmien mit einer Eisenverwertungsstorung ist der Anteil des
Nichthdmoglobineisens in den Erythrozyten und den kernhaltigen
Vorstufen deutlich erhéht, und eine Eisentherapie wiirde groflen
Schaden anrichten.

Bei der Differentialdiagnose von Leukamien gibt der Nachweis be-
stimmter enzymatischer Aktivitdten wie alkalische Leukozyten-
phosphatase (Abb. 14), saure Phosphatase (Abb. 15), verschiedene
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Esterasen (Abb. 15), Peroxydase (Abb. 14) und PAS-Reaktion
(Abb. 15) wichtige Hinweise auf den Ausdifferenzierungsgrad der
Leukimiezellen und die Mdoglichkeit einer Klassifizierung der ein-
zelnen Leukdmien, was in der Diagnostik und Therapie von Bedeu-
tung geworden ist, da man bei der heutigen Leukidmiebehandlung
vor allem bei Kindern bei iiber 50% von fiinfjahriger und langerer
Heilung sprechen darf. Allerdings ist es bis heute nicht moglich, eine
einzelne Leukidmiezelle aufgrund leukémiespezifischer Merkmale
nachzuweisen und in Ausstrichpriparaten von normalen Blutzellen
zu unterscheiden. Hier versucht die moderne biologische Forschung
vor allem mit Hilfe immunzytochemischer Methoden

Hinweise in der Membranantigenstruktur zu finden, die eine Ver-
besserung der Diagnostik und Therapie von Leukimien moglich
macht.

Die oben beschriebenen Beispiele zeigen, dal sich am Erschei-
nungsbild der prichtig gefirbten toten Blutzellen im Ausstrich Hin-
weise auf Ultrastruktur und Pathophysiologie der lebenden Blutzel-
len erkennen lassen. Diese Reinterpretation einzelner Blutzellen bei
der Beurteilung von Ausstrichpraparaten ist eine wesentliche
Grundlage fiir diagnostische Hinweise bei der Beurteilung zahlrei-
cher Krankheitsbilder. Die diagnostischen Merkmale des Blutaus-
strichs behilt und interpretiert man besser, wenn sie nicht nur in das
Gedichtnis lexikonmiBig eingeprigt werden, sondern man sie be-
greift (z. B. Abb. 10). Marcel Bessis zeigt die Bedeutung dieser
Denkweise in seinem Buch »Blood Smears Reinterpreted« (Sprin-
ger International, 1977). Jeder, der diese Denkweise bei der Beur-
teilung der Ausstrichpriparate anwendet, kann sich so bei der tagli-
chen Arbeit Einblick in die neuesten Erkenntnisse der modernen
zellbiologischen Forschung verschaffen und auf diesem Wege im
Rahmen der Sicherstellung der Krankenversorgung Krankheitsbil-
der und die Wirkung von Medikamenten und toxischen Substanzen
am Arbeitsplatz und in der allgemeinen Umwelt auf den Zellstoff-
wechsel besser begreifen lernen.

<1 Abb. 14a-{. Zytochemische Reaktionen in normalen und pathologischen Blutzellen,
a Nachweis von Nichthiimoglobineisen in den Makrophagen des Knochenmarks mit
Hilfe der Berliner Blau-Reaktion; b deutlich vermindertes Nichthimoglobineisen in
den Makrophagen des Knochenmarks bei Eisenmangel (nur schwach positive Berli-
ner-Blau-Reaktion); ¢ positive Peroxydasereaktion in dem Granulozyten, negative
Reaktion in dem Lymphozyten (Mitte oben); d positive Reaktion der alkalischen
Leukozytenphosphatase (unten) und negativ (oben) in Granulozyten; e Akute
myeloblasten Leukimie, Pappenheim-Firbung; f schwach positive Peroxydasereak-
tion in einer Leukimiezelle (Mitte)
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Arbeitsvorschrift

Prinzip

Die Blutzellen werden auf einem Objekttrager ausgebreitet, luftge-
trocknet und anschlieBend werden die sauren, basischen und neu-
tralen Gruppen mit basischen bzw. sauren Farbstoffen angefarbt.
Die dargesteliten Blutzellen konnen unter dem Mikroskop nach
Zellart und Reifegrad differenziert und anteilmiiBig erfaBt werden.

Material

Gut gereinigte, fettfreie Objekttrager,
May-Griinwald-Losung,
Giemsa-Stammlosung,

Aqua bidest,

Weise’sche Pufferlosung,

Férbebank.

Arbeitsgang

Herstellung der Ausstrichpraparate:

Ein kleiner Tropfen EDTA-Venenblut oder Kapillarblut, nicht gro-
Ber als 3mm @, wird am Ende des Objekttrigers auf die Mitte
gegeben. 1-2 em vom Tropfen entfernt wird ein geschliffenes Deck-
gliaschen oder ein Objekttrager aufgesetzt und vorsichtig an den
Tropfen herangezogen, bis dieser beriihrt wird. Kapillarkrifte ver-
teilen den Tropfen zwischen Objekttriger und Deckglas bzw. zwei-
tem Objekttrager.

In einem Winkel von 30-40° wird das Deckglaschen ziigig tiber den
Objekttrager gefiihrt, wobei der Blutstropfen gleichmiBig verteilt
wird (Abb. 16). Linge und Dicke des Blutausstriches hingen von
der GroBe des Tropfens, dem Ausstrichwinkel und der Ausstrichge-
schwindigkeit ab. Je groBer Blutstropfen und Ausstrichwinkel und
je langsamer die Ausstrichgeschwindigkeit, desto dicker wird der
Ausstrich.

Um dicke, technisch schlechte Ausstriche zu vermeiden, muf bei
einem zu groflen Blutstropfen vor dem Ausstreichen ein zweites Mal

<1 Abb. 15a-f. Vergleich von Zytologie und zytochemischer Reaktion bei verschiede-
nen akuten Leukidmien. a akute lymphatische Leukdmie, Pappenheim-Fiirbung;
b positive PAS-Reaktion in den Leukidmiezellen; ¢ akute undifferenzierte Leukiimie,
Pappenheim-Fiirbung; d paragranuliir positive saure Phosphatasereaktion; e Para-
monozytenleukimie, Pappenheim-Firbung; f positive Alpha-N-Esterasereaktion in
den Leukimiezellen

29




angesetzt werden (Abb. 17). Ein guter Blutausstrich hat einen dik-
ken Anfangsteil, der diinn auslduft. Er ist etwa 3—4 cm lang, etwas
schmaler als der Objekttriger und am Ende so diinn, daf er sofort
nach dem Ausstreichen sichtbar zu trocknen beginnt (Abb. 16, 17).
Nach Lufttrockung wird der Ausstrich mit einem weichen Bleistift
am dicken Ende beschriftet (Name des Patienten, Station, Datum).

Fiirbung
Zur Firbung werden die luftgetrockneten Ausstriche auf die Firbe-

bank gelegt. Um ein AbflieBen der Farblosung von den Ausstrichen
zu vermeiden, werden die Objekttriger waagerecht und in genii-
gend groBBem Abstand randfrei auf die Firbebank gelegt. Bei der
Pappenheim-Firbung werden die Ausstriche zuniichst fiir 3 min mit
May-Griinwald-Losung iiberschichtet. Hierbei wird der Ausstrich
zugleich fixiert, da es sich um eine alkoholische Farblosung handelt.
AnschlieBend gibt man zur Firbung etwa die gleiche Menge Aqua
bidest hinzu, mischt behutsam und iiberschichtet die Ausstriche mit
Giemsa-Gebrauchslosung (1 Tropfen Giemsa-Losung/1 ml Weise'-
sche Pufferlosung; bei groBeren Mengen setzt man eine Verdiin-
nung von 1:20 an), ohne vorher abzuspiilen. Nach 10-15 min mit
Aqua bidest abspiilen — nicht abkippen — und zum Ablaufen des
Wassers die Ausstriche mit dem diinnen Ende schriig nach oben
stellen. Die Riickseite des Objekttrigers sofort sdubern eventuell
mit Athanol oder Methanol reinigen und lufttrocknen.

Ergebnis
Die Erythrozyten sind rotlich angefiarbt, die Zellkerne meist dun-

kelblau, das Zytoplasma je nach Zellart blau bis farblos mit z. T.
feinen, rotlich bis starkroten bzw. schwarzblauen Granula (s. Abb.
10, 12, 14, 15, 16, 18, 19, 21, 22).

Auswertung
Vor der mikroskopischen Auswertung des Blutausstriches ist es un-

bedingt notwendig, das Mikroskop zu iiberpriifen. Mit einem man-
gelhaften Mikroskop ist eine Auswertung des Blutausstriches un-

<1 Abb. 16a-f. Herstellung von Blutausstrichen. a Ausstreichen eines kleinen Bluttrop-
fens; b gefirbter Ausstrich, in dem die meanderformige Auswertung eingezeichnet
ist; e gute Priiparatstelle, Ubersicht; d gute Priparatstelle, Olimmersion, starke Ver-
groBerung; e schlechte Priiparatstelle, Obersicht; f schlechte Priiparatstelle, Olim-
mersion, starke VergroBerung
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moglich. Dies mufl immer wieder beachtet werden. Die haufigsten
Mikroskopierfehler sind: falsche Beleuchtung, schlecht eingestellte
Priparatstellen, Verschmutzung der Optik, Benutzen falscher Ob-
jektive.

Nach der Uberpriifung des Mikroskopes soll zuerst mit einem
schwicheren Objektiv (10X) der Ausstrich betrachtet und eine
gute, reprasentative Stelle fiir die Beurteilung bei stirkerer Vergro-
Berung gesucht werden (Abb. 16). Wenn man einige Ubung besitzt,
sollte man das Pridparat auch mit dem 40er Trockenobjektiv be-
trachten und hierbei Leukozyten- und Thrombozytenzahl abschiit-
zen. AnschlieBend gibt man auf die Priparatstelle einen Tropfen
Immersionsol. Mit einem stiirkeren Olimmersionsobjektiv beginnt
man dann mit der Beurteilung. Um Doppelzihlungen zu vermeiden,
verschiebt man den Ausstrich meanderférmig am Objektiv vorbei
(Abb. 16).

Die kernhaltigen Zellen werden nach Art und Differenzierungsgrad
einzeln mittels einer Strichliste oder eines Leucodiff-Geriites ge-
zihlt. Das Differenzierungsergebnis von wenigstens 200 ausgezihl-
ten Leukozyten wird in Prozentzahlen angegeben. Gleichzeitig mit
dem Auszihlen und der Einordnung der kernhaltigen Zellen wer-
den die Erythrozyten beurteilt sowie die Thrombozyten- und Leu-
kozytenzahl geschitzt.

Es ist notwendig, sich fiir die Beurteilung der wichtigsten Charakte-
ristika die einzelnen Zellarten und ihre Veridnderungen in den ver-
schiedenen Reifungsstadien einzuprédgen. Zu diesen Kriterien geho-
ren die ZellgroBe, die Zellkernstruktur (Form, relative GroBe,
Chromatinstruktur, Nukleoli) und Zytoplasmaeigenschaften (Far-
be, relativer Anteil, Granula) (S. 52, 53, 54).

Die Erfahrung hat gezeigt, daB3 man sich nicht nur an Abbildungen
orientieren, sondern mdgliche pathologische Befunde nach einer
Checkliste abfragen sollte (S. 50).

Reproduzierbarkeit

Die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse ist in Folge des Fehlers der
kleinen Zahl abhingig von der Anzahl der einzelnen Blutzellarten
und der Gesamtzahl der ausgezihlten Zellen.

<2 Abbh. 17a-f. Herstellung von Blutausstrichen. a Ausstreichen eines grofien Bluttrop-
fens; b guter Ausstrich; ¢ schlechte, zu dicke Ausstriche; d VergroBerung, Olimmer-
sion — zu dicker Ausstrich; e fiir die Auswertung schlechte, zu dicke Priiparatstelle;
f schlechter Ausstrich mit Farbniederschliigen
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Fehlerquellen

Bei mangelhafter Ausstrichtechnik konnen die Priparate zu dick
und ungleichmiBig sein (Abb. 16, 17). Wird beim Firben der pH-
Wert des als Losungsmittel benutzten Wassers nicht beachtet, so
erhilt man rot- oder blaustichige Priparate. Ist das Wasser z. B. zu
sauer, werden die basischen Farbstoffe in der Farblosung festgehal-
ten, und schwachsaure Gruppen, wie die fiir die Basophilie oder fiir
die Polychromasie in den jugendlichen Erythrozyten verantwortli-
chen ribosomalen Ribonukleinséduren, werden nicht angefarbt
(Abb. 21).

Um Farbniederschlidge (Abb. 17) zu vermeiden, darf die Farblosung
erst nach sorgféltigem Abspiilen mit destilliertem Wasser von den
Priparaten abgekippt werden. Beim Trocknen sollen die Objekttri-
ger schridg mit dem diinnen Ausstrichende, das beurteilt werden soll,
nach oben aufgestellt werden, um ein Festsetzen von Verunreini-
gungen zu vermeiden.

Mangelhafte Mikroskopiertechnik kann ebenfalls zu Fehlbeurtei-
lungen fiihren.

Beurteilung
Nach einiger Ubung lassen sich die Thrombozyten- und Leukozy-
tenzahlen quantitativ in etwa abschitzen. Auf diese Weise erhiilt
man schnell Hinweise auf erhéhte oder verminderte Thrombozyten-
oder Leukozytenzahlen. Hierfiir ist jedoch ein guter Ausstrich un-
abdingbare Voraussetzung. Abweichungen von der Norm miissen in
der Zihlkammer nachgepriift werden.

Bei der qualitativen Beurteilung miissen die normalen Zellformen
anteilmiBig erfaBt und pathologische Veranderungen der Blutzellen
erkannt werden. Granulozytose, toxische Granulation (Abb. 18),
Reizformen der Lymphopoese (Abb. 18) und Polychromasie der
Erythrozyten (Abb. 12, 21) sind eine normale Antwort der Blutzel-
len auf Erkrankungen und somit reaktive Veranderungen. Im Ge-
gensatz hierzu sind atypische Zellen bei der Leukidmie (Abb. 14, 15)
oder z. T. Kugelzellen bei der angeborenen Sphirozytose oder Si-

! Abb. 18a-f. Darstellung von reaktiv verinderten Leukozyten. a Linksverschiebung
der Granulopoese und Reizform der Lymphopoese bei einer bakteriellen Infektion;
b Linksverschiebung, toxische Granulation und Vakuolisierung im Zytoplasma bei
einer schweren bakteriellen Infektion (Sepsis); ¢ Lymphozytose mit Reizformen der
Lymphozyten bei einer Virusinfektion; d reaktiv veriinderte T-Lymphozyten bei
Mononukleosis infectiosa; e Plasmazelle im peripheren Blut bei einer Rotelerkran-
kung; I groBer Thrombozyt
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Wege eine Zeitersparnis. Man kann, um eine Schnellfarbung zu
erreichen, die May-Griinwald-Farbung auf 1 min verkiirzen und
dann direkt mit konzentrierter Giemsa-Losung 1 min nachfédrben.
Die Priiparate sind dann nicht so gut wie bei der reguliren Pappen-
heim-Firbung, aber auswertbar. Gut ist eine im Handel angebotene
Schnellfarbung (Diff-Quick), mit deren Hilfe man bei einiger
Ubung in einfacher Weise in 1 min relativ gut gefirbte Priparate
erhalten kann (Abb. 6).

Problematisch sind die gebrauchsfertigen, farbbeschichteten Ob-
jekttrager zur Differentialblutbildfirbung in der Praxis, da sie nicht
als Dauerpraparate aufgehoben werden konnen und der Zeitauf-

wand im Endeffekt genauso groB ist wie bei einer normalen Pappen-
heim-Firbung.

Thrombozytenzéhlung

Grundlagen

Die Blutplittchen oder Thrombozyten sind kernlose Korper, Im
Blutausstrich haben sie in ausgebreiteter Form einen Durchmesser
von 1,5-4.5 u und in der Zihlkammer in kugeliger Form von etwa
1-2 u. Normalerweise finden sich im Blut 150000—400000 Throm-
bozyten pro mm?, Diese spielen eine wichtige Rolle bei der Blutstil-
lung. Bei normaler Thrombozytenfunktion sind etwa 50000 Throm-
bozyten pro mm® noch ausreichend fiir die Blutstillung. Bei weniger
als 10000 Thrombozyten pro mm® treten lebensgefihrliche Blutun-
gen auf. Abgesehen von ihren Aufgaben bei der Blutgerinnung sind
die Thrombozyten auch bei Abwehrvorgingen beteiligt. Mikroorga-
nismen und Antigen-Antikorperkomplexe konnen an die Thrombo-
zytenoberfliche absorbiert und dann phagozytiert werden. Hierbei
kann die viskose Metamorphose der Blutplattchen ausgelost wer-
den, und es entsteht ein erheblicher Thrombozytenverlust. So findet
man bei Immunreaktionen nicht selten Thrombozytopenien.

Im peripheren Blut befindet sich im Gegensatz zu den Erythrozyten
und Granulozyten etwa die drei- bis achtfache Menge der tatsich-
lich bendtigten Thrombozyten. Normalerweise stehen bei einer
plotzlich auftretenden Blutung also geniigend Thrombozyten sofort
zur Blutstillung zur Verfiigung. Demgegeniiber finden sich aber
keine Funktionsreserven im Knochenmark, wie bei den Granulozy-
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ten und Erythrozyten (Abb. 20). Eine gewisse Funktionsreserve —
etwa 30% der peripheren Thrombozyten — ist in der Milz vorhan-
den, und die Ausreifung der Thrombozyten im Knochenmark kann
bei starkem Verlust um etwa 50% beschleunigt werden. Diese be-
schleunigte Ausreifung reicht allerdings nicht aus, um einen Throm-
bozytenabfall, z. B. nach bestimmten Medikamenten, sofort zu
kompensieren. Es dauert etwa drei Tage bis zur Wiederherstellung
normaler Thrombozytenzahlen, nachdem die Ursache der Throm-
bozytenzerstorung beseitigt worden ist.

Die Thrombozyten reifen im Knochenmark in etwa 10 Tagen aus
und bleiben dann 10 Tage im peripheren Blut. Bei Abbau oder
Verlust von Thrombozyten verlassen wie bei der hyperregenerativen
Aniimie und den reaktiven Granulozytosen eine erhohte Anzahl
weniger ausgereifter Thrombozyten das Knochenmark. Im Diffe-
rentialblutbild erscheinen diese Thrombozyten groBer als die nor-
malerweise an das periphere Blut abgegebenen Thrombozyten
(Abb. 18). Wie bei den Aniimien und Granulozytopenien kann die
Ursache der Thrombozytopenie eine verminderte Produktion oder
ein vermehrter Verlust sein.

Nach Thrombozytopenien konnen die Thrombozyten relativ deut-
lich erhéht sein. Diese relative Thrombozytose unterscheidet sich
von den proliferativen Erkrankungen, den Thrombozytimien,

Die Thrombozyten konnen direkt in der Zihlkammer nach Himo-
lyse der Erythrozyten gezihlt werden oder indirekt im Blutaus-
strich. Die Zihlkammermethode ist genauer und nicht von der Aus-
strichtechnik abhiingig. Bei sorgfiltiger Ausstrichtechnik geniigt die
indirekte Methode als orientierende Untersuchung. Man mu8 ledig-
lich beim Herstellen der Ausstrichpriiparate eine Aggregation der
Thrombozyten verhindern. Der Vorteil hierbei ist, daB} ein guter
Blutausstrich diese Information automatisch mitliefert. Pro 1000
Erythrozyten findet man normalerweise etwa 30-60 Thrombozyten.
Pathologische Werte sollten jedoch mit Hilfe der Kammerzahlung
kontrolliert werden.

Arbeitsvorschrift

Prinzip

In eciner 3%igen Procainlosung werden die Erythrozyten hamoly-
siert. Die Thrombozyten konnen nach Sedimentation auf den Zihl-
kammerboden im abgeblendeten Hellfeld, besser im Phasenkon-
trastmikroskop geziahlt werden (Abb. 23).
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Thrombozytenbildung

Knochenmark Blut
Proliferation ot Ausdifferenzierung n ‘
- ——

Abb. 20. Vermehrung und Ausreifung der Thrombozyten. Im Gegensatz zu den
Granulozyten und Erythrozyten vermehren sich die Vorstufen nur innerhalb der
Zellkerne, so daB riesige Zellen mit sehr groBen Zellkernen entstehen, die sog.
basophilen Megakaryozyten (1). Hierbei kann die Zahl der Zellkernteilungen sehr
unterschiedlich sein. Sobald die Ausdifferenzierung zu granuliiren Megakaryozyten
erfolgt, stoppt die Zellteilung (2). Nach Bildung der Plittchen (3) losen sich die
Megakaryozyten auf, und die Plittchen gelangen direkt in die Blutzirkulation (4), Im
Gegensatz zu den Granulozyten und Erythrozyten findet sich keinerlei Vorrat fiir
Thrombozyten im Knochenmark. Nahezu alle Blutplittchen zirkulieren. Funktions-
speicher und Vorratsspeicher der Blutplittchen sind eins (s. Text S. 39) (Aus Marcel
Bessis »Blood Smears Reinterpreted«, Springer International, 1977)
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Material

Mikroskop,
Zihlkammer,
Leukozytenmischpipette,
feuchte Kammer,

3%ige Procainlosung.

Arbeitsgang

In der Leukozytenpipette wird EDTA-Venenblut oder Kapillarblut
bis zur Marke 0,5 aufgezogen, dann bis zur Marke 11 mit der Pro-
cainlosung nachgefiillt. Nach gutem Durchmischen 30-60 min lie-
gen lassen. Die Zihlkammer wie bei der Leukozytenzihlung fiillen,
die gefiillte Zahlkammer fiir 10-15min zum Sedimentieren der
Thrombozyten in eine feuchte Kammer legen. AnschlieBend fiinf
Gruppenquadrate auszihlen (Abb. 23). Die Anzahl der Thrombo-
zyten pro mm? ergibt sich aus: Anzahl der gezihlten Thrombozyten,
ausgezihlter Fliche (0,2 mm?), Hohe der Zahlkammer (0,1 mm)
und Verdiinnung des Blutes (1:20).

Gesamtzahl
der gezihlten Zellen

- X Blutverdiinnung =
ausgezihlte Kammer- Thrombozyten/mm®
Fliche in mm? hohe in mm

Beispiel: in 0,2 mm? wurden 250 Zellen gezihlt, Verdiinnung 1:20
250

—— X 20=250000 Thrombozyten/mm®
0,2x0,1
Reproduzierbarkeit

Die Doppelbestimmung sollte bei sorgfiltiger Arbeit und etwa 200
und mehr gezihlten Thrombozyten nicht mehr als 10%-15% ab-
weichen, Die hohe Varianz ist wie bei der Leukozytenzihlung durch
den Fehler der kleinen Zahl und die nicht ganz vermeidbare Inho-
mogenitidt der Thrombozytensuspension bedingt.

Fehlerquellen
Wie bei der Leukozytenzidhlung — zusitzlich Fehler durch Plittchen-

aggregation bei fehlerhafter Blutentnahme mit beginnender Gerin-
nung und nicht gentigender Sedimentation der Thrombozyten in der
Ziahlkammer,
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Besonderheiten

Fiir die Thrombozytenzihlung steht eine einfach zu handhabende,
standardisierte Methode zur Verfiigung (Thrombosol). Wie fiir die
oben beschriebene Thrombozytenzahlung kann EDTA-Venenblut
oder Kapillarblut benutzt werden.

Fiir die Thrombozytenzdhlung wird eine mit Blut gefiillte 20 ul-
Einmalpipette in ein mit 2 ml Thrombosol gefiilltes Testréhrchen
entleert. Nach Hamolyse wird die Zahlkammer beschickt, und die
Thrombozyten werden in fiinf Gruppenquadraten (= 0,2 mm?) ge-
zihlt. Die gezihlten Thrombozyten X 5000 ergeben dann die
Thrombozytenzahl/ul im Blut.

Retikulozytenzahlung

Grundlagen

Der Retikulozyt entsteht im Knochenmark, direkt nach dem Aus-
stoBen des Kerns aus den oxyphilen Normoblasten. Obwohl der
Retikulozyt keinen Kern mehr hat, enthélt er noch die Zellorganel-
len und Makromolekiile, die fiir die Hamoglobinsynthese benotigt
werden, Dies sind Mitochondrien (Hamsynthese und Bereitstellung
der fiir den Stoffwechsel benétigten Energie), Ribosomen und wei-
tere fiir die Globinsynthese notwendige Makromolekiile wie Mes-
senger-Ribonukleinsidure, Transfer-Ribonukleinsidure und spezifi-
sche Enzyme. Im Differentialblutbild erscheinen die Retikulozyten
grofier als die ausgereiften Erythrozyten, und es besteht eine leicht
diffuse blduliche Fiarbung — Basophilie — die als Polychromasie be-
zeichnet wird (Abb. 12, 21). Der jugendliche Erythrozyt wird als
Retikulozyt bezeichnet, da bei der Vitalfarbung mit Brillant-Kresyl-
Blau der Farbstoff phagozytiert werden kann und die zytoplasmati-
schen Zellorganellen artefiziell verklumpen und als netzformige Ge-
bilde dargestellt werden (Abb. 12, 21). Obgleich die Retikulozyten
aufgrund ihrer Polychromasie im Differentialblutbild zum Teil er-

Abb. 21 a-f. Herstellung von Retikulozytenpriiparaten. a u. b Abhiingigkeit der Poly- =

chromasie jugendlicher Erythrozyten vom pH; a bei pH 6,8 geférbt; b nach Behand-
lung mit destilliertem Wasser von pH 6; e—e Herstellung von Retikulozytenpriipara-
ten: f Retikulozytendarstellung bei stiirkerer VergroBerung
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faBBt werden konnen, ist eine sichere Beurteilung der Retikulozyten-
zahl nur mit Hilfe der Vitalfarbung moglich.

Unter normalen Umstinden wird vom Knochenmark innerhalb von
24 Std etwa 1% der zirkulierenden Erythrozyten durch Retikulozy-
ten ersetzt. Fast alle ausgereiften Erythrozyten sind als Retikulozy-
ten in das periphere Blut gelangt (Abb. 4). Die Ausreifung eines
Retikulozyten zum Erythrozyten dauert im peripheren Blut norma-
lerweise ein bis zwei Tage. Danach leben sie noch etwa 120 Tage als
ausgereifte Erythrozyten weiter. Man kann daher etwa 1% Retiku-
lozyten in den zirkulierenden Erythrozyten erwarten und Verinde-
rungen der erythropoetischen Aktivitit — sowohl eine vermehrte als
auch eine verminderte Bildung der Erythrozyten — erfassen. Eine
bessere Beurteilung der Knochenmarksfunktion wird erreicht, wenn
man die Retikulozyten nicht nur prozentual als Anteil der Erythro-
zyten erfalit, sondern mit Hilfe des Hamatokrits die absolute Reti-
kulozytenzahl pro mm? festsetzt und den Retikulozytenindex be-
stimmt, welcher die Retikulozytenzahl fiir pathologisch verminderte
Erythrozytenzahlen korrigiert. Bei einem erniedrigten Hamatokrit
werden die Retikulozyten friihzeitiger aus dem Knochenmark in das
periphere Blut abgegeben. Diese Retikulozyten sind weniger ausge-
reift, und so betragt bei einem Hamatokrit von 25 die Lebenszeit
der Retikulozyten zwei Tage, bei einem Hamatokrit von 15 etwa
zweieinhalb Tage. Wenn man als Normalwert fiir den Hamatokrit
45 einsetzt, kann man aus dem ermittelten prozentualen Anteil der
Retikulozyten und dem Himatokritwert die absolute Retikulozy-
tenzahl errechnen und durch Einbeziehen der vom Himatokritwert
abhiingigen Lebenszeit der Retikulozyten den Retikulozytenindex
feststellen.

%' Retikulozyten X Hamatokrit

absolute Retikulozytenzahl = 1

absolute Retikulozytenzahl

Retikulozytenindex =
et Lebenszeit der Retikulozyten

Beispiel:
Retikulozyten = 20%
Hamatokrit = 18

! Bei der Festlegung der absoluten Retikulozytenzahl werden bei der Berechnung
die Retikulozyten in % und nicht in % angegeben.
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. 20 X 18
absolute Retikulozytenzahl = % =8

Retikulozytenindex = 8:2% = 4

Betrigt der Retikulozytenindex mehr als zwei, so liegt ein hyperak-
tives Knochenmark vor. Die Retikulozytenzihlung gibt somit eine
der niitzlichsten Informationen zur Differentialdiagnose einer An-
dmie. In weniger als fiinf Minuten erhilt man in einfacher Weise
eine sichere Aussage iiber die Funktion des Knochenmarks im Rah-
men der Erythrozytenneubildung.

Arbeitsvorschrift

Prinzip

Supravital firbbare, netzformige Innenstrukturen der Erythrozyten
werden mit Brillant-Kresyl-Blau dargestellt. Sodann zihlt man den
Anteil der gefarbten Erythrozyten im Ausstrich aus.

Material

Mikroskop,

Objekttriger,

5%ige alkoholische Brillant-Kresyl-Blau-Ldsung.

e N :
5%ige alkoholische Brillant-Kresyl-Blau-Losung auf dem Objekt-

triiger verteilen und lufttrocknen. Dies geschieht in einfacher Weise,
indem man einen Tropfen der Losung auf einen Objekttrager gibt
und diesen mit einem zweiten Objekttriiger abdeckt. Man erreicht
so die notwendige gleichmiBige Verteilung. AnschlieBend trennt
man beide Objekttriiger. Auf die Schichtseite eines so vorbereiteten
Objekttriigers werden nun 3-6 Tropfen Blut getridufelt und mit dem
zweiten Objekttriiger — Farbschicht gegen Farbschicht — zugedeckt
(Abb. 21). Das Blut und die Brillant-Kresyl-Blau-Losung werden
durch mehrmaliges Abheben und Verschieben der Objekttriger
vermischt. Nach 2-5 min werden die Objekttrager vorsichtig ge-
trennt, und von dem Blut-Farbgemisch stellt man Ausstrichpripa-
rate her, die luftgetrocknet werden (Abb. 21).

2 Bei einem Himatokrit von 18 ist die Lebenszeit der Retikulozyten auf 2 Tage
erhotht. was bei der Berechnung des Retikulozytenindexes berticksichtigt werden
mub.
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Ergebnis
Die Erythrozyten sind unterschiedlich stark griinblau angefirbt. In

den Retikulozyten ist die Substantia granulofilamentosa dunkelblau
dargestellt (Abb. 12, 21).

Auswertung

An vier voneinander getrennt liegenden Objekttrigerstellen werden
je 250 Erythrozyten und gleichzeitig hierbei gesehene Retikulozy-
ten gezihlt. Aus der Summe der vier Zidhlungen ergibt sich die
Anzahl der Retikulozyten pro 1000 Erythrozyten = relative Reti-
kulozytenzahl.

Reproduzierbarkeit

Durch den Fehler der kleinen Zahl ist die Variabilitat bei Mehrfach-
bestimmungen in Abhiangigkeit von der Retikulozytenzahl sehr
grof.

Fehlerquellen

UnregelmiBigkeiten in der Ausstrichtechnik, Fehler bei der Fir-
bung und — wie bei der Beurteilung des Blutausstriches — unzurei-
chende Mikroskopiertechnik.

Besonderheiten

Es sind neuerdings Probenrohrchen zur Zihlung der Retikulozyten
im Handel, in denen die Farblosung vordosiert ist. Man kann Na-
EDTA Venenblut und kein Kapillarblut benutzen.
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Anhang zum Blutbild

1. Erythrozyten-Normalwerte® bei Neugeborenen, Sauglingen, Kindern und Er-
wachsenen

Alter Himatokrit Himoglobin Mittlere
Hiimoglobin-
konzentration

Vol. % g/100ml 2/100 ml

1. Tag 60 (45-75) 21,5 (17-27) 37.5

2. Woche 50 (40-65) 18 (14-24) 36

1. Monat 45 (30-55) 16 (12-22) as

2. Monat 38 (32-50) 13 (10-18) 34

6. Monat 38 (34-46) 12 (10-15) 33

1. Jahr 37 (34-44) 11,9 (9,5-14.5) 32

4. Jahr 38 (3342) 12,5 (10-15) 33

10, Jahr 39 (36-43) 13 (11-16) 33

Mainner 10-20 J. 46 (37-54) 14,6 (12,1-17,2) 32

Miinner 2040 J. 47 (41-55) 15,8 (13,3-18.2) 33

Miinner iiber 40 1. 46 (41-52) 15,6 (14,1-17,0) 33,6

Frauen 10-20 J. 43 (38-50) 13,9 (12,0-164) 32

Frauen 2040 1. 42 (3549) 14,1 (11,8-17.5) 33

Frauen iiber 40 J. 44 (40-52) 13,9 (12,7-16.3) 32

Miinner 46 15 32,6

Frauen 41 13 32

* Neue MaBeinheiten s, 8.5
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2. Leukozyten-Normalwerte® bei Neugeborenen, Sduglingen, Kindern und Erwachsenen

Leukozyten total/ul Neutro- Granulozyten total % Eosinophi-  Basophile  Lympho- Monozyten
Lebensalter  Mittel-  Extrem- phile stabkernig  segmeni- le Granu-  Granulozy-  zyten Mittelw. %
wert bereich Mittelw. % Mittelw. % kernig lozyten zyten Mittelw. %
Mittelw. % Mittelw. % Mittelw, %
1 Tag 18900  9400-34000 61 9 52 24 0.5 31 5.8
I Woche 12200 500021000 45 6 39 4.1 0.4 4 - 9,1
2 Wochen 11400  5000-20000 40 6 34 3.1 04 48 8,8
4 Wochen 10800  5000-19500 35 5 30 2,7 0,5 56 6,5
6 Monate 11900  6000-17500 32 4 28 2,5 0.4 61 48
12 Monate 11400 600017500 31 3 28 2,6 0,4 61 4.8
4 Jahre 9100 5500-15500 42 3 39 28 0.6 50 5.0
10 Jahre 8100 4500-13500 54 3 51 24 0,5 38 43
Erwachsene 7000 350011000 59 3 56 2,7 0,5 34 4,0

* Neue MaBeinheiten s. S. 5

6F

3. Checkliste zur Beurteilung normaler und pathologischer Ausstrichpriparate peripherer Blutzellen

Erythrozyten

Leukozyten

Thrombozyten

Anzahl

Farbquantitit
Farbqualitat

Grie

Form
EinschluBkdrper
kernhaltige Vorstufen

Anzahl

unreife Vorstufen
atypische mononukleiire Zellen

im Ausstrich zu beurteilen
Anzahl

" §§§§é§ : §§§§§§§

:

(Thrombozytose)

hyperchrom

-
andere Verinderungen
Art

vermindert
(Leukoponie)

Lymphozytose Monozytose

(Thrombozytoponie)




4. Morphologische Charakteristika pathologisch veriinderter peripherer Blutzellen

Farbanomalien GroBenveranderungen  Formveriinderungen EinschluBkorper
(Fliiche) -
Erythrozyten Polychromasie Mikrozyten Sphiirozyten Howell-Jolly-Korperchen
Hypochromasie (Mikrozyten, Sphirozyten Eliptozyten Heinz-Korperchen
Anulozyten, Targetzellen) Makrozyten Sichelzellen basophile Tiipfelung
H ie Targetzellen Acanthozyten Pappenheim-Korperchen
(Sphirozyten, Makrozyten) Schistozyten Cabotsche Ringe
o
Kernveriinderungen Zytoplasmaverinderungen
Granulozyten Pelger-Huet-Anomalie Vakuolisierung
Hypersegmentierung verminderte oder fehlende Granulalation

toxische Granulation

Adlersche Granulationsanomalie
Chediak-Steinbrink- Anomalie
Doehlesche Karperchen
May-Hegglin-Anomalie
Erythrophagozytose

L. E.-Zellen

Auer-Stiibchen

WMzomueany pydoseq § Yifzomuesny sapydoursoa a anueynaua)
~AZO[2AIIOL] 12U 124 YIRWUIYDOUY P SYIRWILDY0UY Wi undzolieyedapy o {Funiag

7 ~QIFIDA I2IDNIHIS UL HIVWUSDOUY SHULION ¢ WDISISQ(] ‘PWUIROUYN B *TZ "qqV

Lymphozyten Pelger-Huet- Anomalie Vakuolen
vermehrte Basophilie
Adlersche Granulationsanomalie
Chediak-Steinbrink-Anomalie

atypische mononukleiire Zellen lymphatische Reizformen (u. a. Mononukleose-Zellen)
Parablasten (Leukimiezellen)
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5. Morphologische Charakteristika der Granulopoese (Abb. 22)

n Zellkern Zytoplasma Granula
L Zelltyp Groble p
Nukleoli  Chromatin- Form relativ. Farbe Anzahl GroBe  Farbe
struktur Anteil
Promyelozyt 12-20 24 aufge- oval od. mittel- hell- reich- mittel-  azur
lockert rund miiBig blau , lich groB
Myelozyt 12-18 keine mittel rund od. mittel- blaul.- reichl. mittel-  azur
oval miiBig rosa grof}
Metamyelozyt 10-18 keine dicht oval bis mittel- leicht reichl. mittel- violett
bohnen- mabig bliul.- grof} rosa
formig rosa
10-16 keine dicht stabformig  reichl. rosa reichl. mittel violett
rosa
10-15  keine mittel segmen- reichl. rosa viele klein violett
i tiert rosa
10-15  keine mittel segmen- reichl. rosa viele groB rot
tiert
10-15  keine mittel segmen- reichl. rosa viele groB dunkel-
tiert blau

6. Morphologische Charakteristika der Erythropoese (Abb. 10 u. 19)

Zellkern Zytoplasma
2 i Nukleoli Chromatin- Farbe Granula
struktur
Pronormoblast — 12-19 vorhanden — fein — = blau keine
i keine weniger fe
basophiler Normoblast
polychromatischer Normoblast — 8-15 keine rr!itl.el - bldulich-rot =  keine
oxyphiler Normoblast dicht rot
Retikulozyt 7-10 Retikulum rot keine
keine rot keine
a Erythrozyt O 7




Granula
keine od.
wenige
azure Gr.
wenige
lila Gr.
keine

keine

dunkelblau
veranderl.
graublau
dunkelblau

Farbe

relativer
Anteil

Zytoplasma
gering od.
mittelmiiBig
reichlich
reichlich

gering

Form
gekerbt
oval — ge-
kerbt — huf-
eisenformig

oval

Chromatin-
struktur

mittel

sehr grob rund

fein

Nukleoli

Lymphoblast @ 10-18 1-2

Zellkern
keine
keine

keine

Grole n

7-18
12-20
7-15

Anhang zum Blutbild, 5., 6., 7. morphologische Charakteristika. Es sind die determinierten Stammzellen (Myeloblast, Lymphoblast, Vorliu-

ferzellen der Erythropoese und Thrombocytopoese) nicht immer mit angefiihrt, da sie sich morphologisch nicht voneinander unterscheiden
Zellformen als Normoblasten bezeichnet (s. auch Abb. 4). Fiir normale und pathologische Zellformen haben wir Erythroblasten als Oberbe-

lassen. Die Normenklatur der Vorstufen der Erythropoese wird in der Literatur unterschiedlich gehandhabt. Hier haben wir alle normalen
griff gewihlt (s. Abb. 10, 13).

7. Morphologische Charakteristika der Lymphopoese, Monozyten und Plasmazellen (Abb. 10 u. 18)

Plasmazelle

Zelityp

N
-

Blutsenkungsgeschwindigkeit

Grundlagen

Die Bestimmung der Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG) ist nach
wie vor eine der wichtigsten Routineuntersuchungen in der Sprech-
stunde und am Krankenbett. Sie liefert zwar nur unspezifische Hin-
weise, doch sie gibt Auskunft dariiber, ob eine schwerwiegendere
Erkrankung vorliegen kénnte und man weitere diagnostische Un-
tersuchungen einleiten sollte. Jede erhéhte BSG muB AnlaB zu wei-
terem Forschen nach einem Krankheitsherd sein. Im Krankheitsver-
lauf ist die BSG einer der wichtigsten Parameter der Verlaufskon-
trolle.

Arbeitsvorschrift

In einer Kapillare sedimentieren in ungerinnbar gemachtem Venen-
blut die korpuskuldren Bestandteile des Blutes.

Material
BSG-Kapillaren, Stinder fiir die Kapillaren.

Arbeitsgang

Frisch entnommenes Venenblut wird mit einer wilrigen Losung
von Natriumzitrat in einer Konzentration von 3,6% im Verhiiltnis
4:1 gemischt und sofort in die BSG-Kapillaren aufgezogen und
aufgestellt. Die Senkung der korpuskuldren Bestandteile wird nach
einer und nach zwei Std. abgelesen.

Stellt man die Kapillaren schrig in einem Winkel von 60° auf, sedi-
mentieren die Blutkdrperchen schneller und rutschen am Rand nach
unten, so daB man bereits nach 7 und 10 min ablesen kann.

Beurteilung
Werte iiber 8 nach einer Std und 20 nach 2 Std gelten als patholo-

gisch. Bei der Schnellmethode gelten Werte bis 10 nach 7 min und
bis 20 nach 10 min als normal.
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Fehlerquellen

Die Methode darf nicht variiert werden, wenn die Ergebnisse ver-
gleichbar sein sollen. So ist es z. B. nicht statthaft, EDTA- oder
Heparin-Venenblut zu benutzen. Das Blut sollte auch nicht langere
Zeit vorher stehen, da dann schon wihrend dieser Zeit Zusammen-
ballungen stattfinden kénnen und hohere BSG-Werte die Folgen
sind.
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Urinstatus

Einfihrung

Die Bedeutung der Harnuntersuchung hat in der Medizin eine sehr
wechselhafte Geschichte erfahren. Im 2. Jahrhundert n. Chr. hat
Claudius Galenus von Pergamon in seiner Theorie der Siftelehre
die Meinung vertreten, daB sich ein krankhafter Zustand auch im
Harn zeigen miisse. In den folgenden Jahrhunderten spielte der
Harnbefund immer wieder eine wichtige Rolle in der Diagnostik. Im
spaten Mittelalter war die Harnschau eine der wichtigsten Tatigkei-
ten des Arztes (Abb. 23). Diese sehr spekulative Diagnostik wurde
in der Neuzeit verlassen, und die Methoden der Naturwissenschaf-
ten, d. h. die chemische Harnuntersuchung, gewannen Ende des
18. Jahrhunderts zunehmend an Bedeutung. Um die Jahrhundert-
wende hatte die Harnanalyse in der Diagnostik ihren Standardplatz.
Heute stehen moderne chemische, bakteriologische und mikrosko-
pische Untersuchungsmethoden zur Verfiigung, die ein spezifisches
und rasches Arbeiten im Harnlabor jeder Praxis ermoglichen. Der
Urinstatus hat im Rahmen der Vorsorgeuntersuchung und auch der
weiterfithrenden Diagnostik eine iiberragende Bedeutung gewon-
nen. Einfach und schnell lassen sich im Urin erste Hinweise auf
cinen Diabetes mellitus, Lebererkrankungen, Nierentumoren und
Harnwegsinfektionen erfassen, noch bevor klinische Symptome er-
kennbar sind. Dies ist auf die Tatsache zuriickzufiihren, daf} im Urin
frilhzeitig und vermehrt Stoffe ausgeschieden werden, die auf
krankhafte Stérungen im Korper hinweisen — wie z. B. die Glukos-
urie beim Diabetes mellitus oder die vermehrte Ausscheidung von
Urobilinogen bei Funktionsstérungen der Leber im Rahmen einer
Virushepatitis oder toxischer Schiadigungen der Leber durch Alko-
hol. So haben orientierende Untersuchungen bei sog. Normalperso-
nen gezeigt, dal jeder zweite bis dritte manifeste Diabetiker noch
nicht erkannt war, bei denen durch die Fritherkennung irreversible
Schiden hiitten vermieden werden kénnen.
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Auch bei Lebererkrankungen nimmt man an, daB in der GroBen-
ordnung von 5% der sog. gesunden Bevilkerung noch unerkannte
Lebererkrankungen vorliegen. Diese hohe Morbidititsrate macht
wie beim Diabetes mellitus orientierende Voruntersuchungen bei
Normalpersonen notwendig. Dies ist schnell und einfach moglich
mit Hilfe des Urobilinogennachweises im Urin.

Die Hiimaturie weist auf zahlreiche renale und prérenale Erkran-
kungen hin. Sie gibt hdufig den ersten Hinweis auf schwere Erkran-
kungen, ohne daBl andere klinische Symptome bestehen. Hierher
gehoren besonders die Friitherkennung von Tumoren der Niere und
des Urogenitaltraktes. Deshalb ist die Untersuchung auf Blut auch
in das Vorsorgeprogramm fiir Krebs mit aufgenommen.

Die klinischen Symptome einer Harnwegsinfektion kénnen bei Be-
ginn der Erkrankung noch sehr uncharakteristisch sein. Deshalb ist
die Harnuntersuchung haufig die einzige Moglichkeit einer Friiher-
kennung. Hierzu stehen heute praxisgerechte Methoden zur Verfii-
gung, so daB auch der niedergelassene Arzt in der Lage ist, eine
Harnwegsinfektion friihzeitig zu erkennen und seine Patienten vor
den schwerwiegenden Folgeschiden chronischer Erkrankungen zu
schiitzen. Der Anteil nicht rechtzeitig genug erkannter Harnwegsin-
fektionen ist immer noch hoch. Es muf} daher angestrebt werden,
die orientierende Untersuchung des Harnes auf Harnwegsinfektio-
nen bei allen Patienten regelmiiflig durchzufiihren. Nur auf diesem
Wege lassen sich die im Endstadium qualvollen Schicksale fiir viele
Patienten vermeiden und dariiber hinaus hohe Geldausgaben fiir
nierenkranke Patienten einsparen,

Das Entstehen zahlreicher schwerer chronischer Erkrankungen
kann verhiitet werden, wenn die zur Verfiigung stehenden, einfa-
chen Methoden zur orientierenden Untersuchung des Urins gezielt
und richtig durchgefiihrt eingesetzt werden. Der Urinstatus kann
zur Fritherkennung bei einer sehr groBen Krankheitsgruppe in jeder
Praxis mit einem geringen apparativen (Abb.23) und zeitlichen
Aufwand durchgefiihrt werden und viele Menschen vor leidvollen,
chronischen Erkrankungen bewahren,

Abb. 23. a Harmmbeschauender Arzt im Mittelalter. Zu dieser Zeit wurde die Matula,
das kolbenformige Hamglas, als Standessymbol angesehen; b heute erforderliche
Geriite fiir dic moderne Hamanalyse; ¢ Leukozyten im Urin; d Erythrozyten im
Urin; e Leukozytenziihlung im Blut; | Thrombozytenzahlung im Blut
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Zuckernachweis

Grundlagen

Erhohte Zuckerausscheidung im Urin ist der wichtigste Hinweis auf
das Vorliegen eines Diabetes mellitus. An einem manifesten Diabe-
tes mellitus leiden etwa 2%-3% der Bevolkerung. Uber 30% der
manifest an Diabetes Erkrankten sind noch nicht erkannt, d. h. fast
1% der Bevolkerung. Aus diesem Grunde ist es wichtig, routinemii-
Big bei allen Patienten und wiederholt bei den Risikogruppen eine
Zuckerbestimmung im Urin vorzunehmen, um einen manifesten
Diabetes so friih wie moglich zu erkennen. Die wichtigsten Risiko-
faktoren fiir Diabetes sind das Alter (etwa 80% aller Diabetiker
sind tiber 40 Jahre) und das Ubergewicht, Dariiber hinaus findet
sich ein Diabetes besonders hiiufig bei chronischen Infekten der
Nieren und Harnwege, chronischen Lebererkrankungen, Hypoto-
nie, Hyperlipidédmie, familidrer Diabetes-Disposition, Geburt iiber-
gewichtiger Kinder und Durchblutungsstérungen.

In der tiglichen Praxis ist es mit der einfachen Teststreifenmethode
auf Glukose méglich, alle manifesten Diabetiker friihzeitig zu erfas-

sen. Diese Untersuchung ist daher auch in das Vorsorgeprogramm
fest integriert.

Arbeitsvorschrift

Prinzip

Im Teststreifen wird die Glukose des Urins mit einer Glukosoxy-
dase zu Glukonolaktat umgewandelt. Dabei entsteht Wasserstoff-
peroxid, das unter Katalyse von Peroxydasen den empfindlichen
Indikator oxydiert, welcher das Vorhandensein von Glukose durch
eine griin-blaue Firbung anzeigt. Von den im Harn vorkommenden
Substanzen reagiert nur die Glukose in dieser Weise, so daB ein
positives Testergebnis beweisend fiir eine Glukosurie ist.

Material
Teststreifen.
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Arbeitsgang .
Teststreifen kurz in den frischen, gut gemischten Harn eintauchen,
so daBl das Testfeld vollstindig benetzt wird. Beim Hf:rausnehlncn
Teststreifen am GefidBrand abstreifen, um iiberschiissigen Ha_rn Zu
entfernen. Nach 30 sec das Testfeld mit der Farbskala vergleichen

und ablesen.

Reproduzierbarkeit

Mehrfachbestimmungen sollten nicht voneinander abweichen.

Fehlerquellen .
Falsch positive Ergebnisse konnen nicht durch Harnbestandteile

hervorgerufen werden, aber durch Reinigungsmittel, d?g fur die
UringefidBe benutzt wurden, und vor allem durch lZuckerruckstande
wie Marmelade, Saft u. 4. in den benutzten Gefillen. e

Falsch negative Ergebnisse finden sich — wie beim Blulnaf:h\.\-itls mit
Hilfe des Teststreifens —, wenn groBere Mengen Ascorblpsau!'e im
Harn ausgeschieden werden, z. B. nach Einnahme von Vitamin C,

Blutnachweis

Grundlagen

Der Nachweis von Blut im Urin, die Hamaturie, ist S.ymp-mm \:ieler
nephrologischer und urologischer Erkr.ankungen. Die Mikrohdma-
turie ist hiufig der erste Hinweis auf einen Parer.lchymsch'aden der
Nieren oder Frithsymptom eines Tumors im Bcrelclj dt?l' Ntcre.n m?d
ableitenden Harnwege. Die Glomerulonephritis tritt im Beginn in
iiber der Hilfte der Fille in symptomarmer, oft viilllg beschwerde-
freier Form auf, und die Tumoren der Nieren, der ableitenden Hap‘u—
wege und der Blase verursachen hiufig keine Schmerzen und kc_m-
nen daher leicht iibersehen werden. Die Untersuchung des Urins
auf Blutbestandteile ist daher auch in das Krct.)svorsorgeprogram
mit aufgenommen. Himaturie kann dariiber hinaus auch dl:u‘ch pa-
thologische Prozesse aulerhalb der Nieren und des Urogenitaltrak-
tes verursacht werden. ' .

Fiir den Nachweis einer Hamaturie stehen zwei verschiedene M{.:-
thoden zur Verfiigung: die chemische Teststreifenmethode und die
Erythrozytenzihlung in der Kammer.
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Arbeitsvorschrift

Prinzip

Bei Zerstorung von BlutgefiBen oder entziindlichen Veriinderun-
gen im Urogenitaltrakt gelangen Erythrozyten in die ableitenden
Harnwege und werden mit dem Urin ausgeschieden.

Mikroskopische Untersuchung

Material
Mikroskop, Zihlkammer.

Arbeitsgang

Der frisch gelassene Urin wird nach gutem Aufschiitteln ohne Zen-
trifugation direkt in eine Zihlkammer gegeben und die Anzahl der
Erythrozyten/mm? festgestellt.

Befunde
Bis 10 Erythrozyten/mm sind nicht pathologisch.

Fehlerquellen

Falsch positive Ergebnisse kénnen durch Luftblidschen und Fett-
Tropfen vorgetduscht werden.

Falsch negative Ergebnisse erhilt man, wenn man den Urin linger
als 4 Std stehen 1aBt, da die Erythrozyten aufgrund der unphysiolo-
gischen Osmolaritdt und der pH-Verhiltnisse im Urin zerstért
werden.

Chemische Untersuchung

Prinzip

Im Teststreifen wird die pseudoperoxydatische Aktivitit des Himo-
globins genutzt. Das Himoglobin oxydiert einen Farbindikator mit
Hilfe eines organischen Hydroperoxides zu einem blaugriinen Farb-
stoff.

Material
Teststreifen.
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Atheiligeig .
Der Teststreifen wird in frischen, unzentrifugierten, gut durch-
mischten Harn gegeben (s. »Zuckernachweis<) und nach 10 sec abge-

lesen.

Fehlerquellen

Falsch negative Ergebnisse treten auf infolge groflerer Mengen re-
duzierender Substanzen, wie z. B. Ascorbinsdure. Falsch positive
Ergebnisse konnen durch Reste von oxydierenden Reinigungsmit-
teln im Uringeféd verursacht werden.

Reproduzierbarkeit

Mehrfachbestimmungen sollen iibereinstimmen.

Besonderheiten

Bei richtiger Handhabung haben die Teststreifen und die Erythro-
zytenzihlung in der Kammer etwa gleiche Ergebnisse. Als reine
Suchreaktion ist der Teststreifen wegen seiner einfacheren Handha-
bung vorteilhafter. Bei einer gezielteren Diagnostik sollten gleich-
zeitig auch die Erythrozyten in der Kammer mitgezihlt werden.

Leukozytenzdhlung

Grundlagen

s. Keimzihlung

Arbeitsvorschrift

Prinzip . '
Bei einer Infektion wandern die Leukozyten in die Niere }ll‘ld die
ableitenden Harnwege und werden mit dem Urin ausgeschieden.

Material
Mikroskop, Zihlkammer.
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Arbeitsgang

Der frisch gelassene Urin wird nach gutem Aufschiitteln ohne Zen-
trifugation direkt in eine Zihlkammer gegeben und die Anzahl der
Leukozyten/mm?® festgestellt. Befunde bis 5 Leukozyten/mm? sind
nicht pathologisch.

Fehlerquellen

Falsch positive Ergebnisse finden sich nicht. Falsch negative Ergeb-
nisse erhdlt man, wenn man den Urin tiber vier Stunden stehen ldBt,
da die Leukozyten aufgrund der unphysiologischen Osmolaritiit und
der pH-Verhiltnisse im Urin zerstort werden.

Besonderheiten

In der Zahlkammer werden neben den Leukozyten auch die Ery-
throzyten gut erkannt. Sie sollten immer mitgezihlt werden, da der
Blutnachweis mit der Teststreifenmethode nicht immer sichere Er-
gebnisse liefert.

Keimzéahlung

Grundlagen

Die Keimzihlung und die Leukozytenzihlung sind die wichtigsten
Untersuchungsmethoden zum Nachweis einer Harnwegsinfektion.

Die Harnwegsinfektion ist nach den Infektionen des Respirations-
traktes die hiufigste bakterielle Erkrankung des Menschen. Sie ist
vor allem eine Erkrankung des weiblichen Geschlechts und nimmt
mit dem Alter deutlich zu. So haben bis zum 16. Lebensjahr etwa
5% der Miidchen eine Harnwegsinfektion durchgemacht, danach
steigt die Haufigkeit deutlich an. Im Alter von 65 Jahren sind es
mehr als 14%-18% aller Frauen, die an einer Harnwegsinfektion
erkrankt waren. Bei bestimmten Risikogruppen ist die Gefidhrdung
fir Harnwegsinfekte besonders hoch. Hierzu gehiéren vor allem
Diabetiker, iltere Menschen und Frauen wihrend der Schwanger-
schaft, bei denen die Untersuchung auf Harnwegsinfekte wiederholt
und systematisch durchgefiithrt werden muf3.

Nicht gentigend friihzeitig erkannte und behandelte Harnwegsinfek-
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tionen sind die haufigste Ursache der Pyelonephritis. Ein sehr hoher
Anteil der Bevolkerung — etwa 5%—7% — leidet an dieser sehr
schweren Nierenerkrankung. Die Ursache fiir diesen hohen Erkran-
kungsanteil liegt in den zahlreichen priidisponierenden Faktoren.
Hierbei ist die Pyelonephritis hiufig eine sekundére Erkrankung,
die ein bestehendes Grundleiden kompliziert. Wenn eine Pyelone-
phritis in ihrem Friihstadium iibersehen wird, so wird héufig auch
das als Ursache geltende Grundleiden nicht rechtzeitig erkannt und
die Heilungsaussichten hierfiir werden immer schlechter. Es ist da-
her ganz wesentlich, die Diagnose so friih wie moglich zu stellen.
Dies ist mit Hilfe der Urinuntersuchung oft schon méglich, wenn
sonstige klinische Symptome noch fehlen.

Die beiden Leitsymptome fiir die Diagnose »Hamwegsinfektion«,
Bakteriurie und Leukozyturie, konnen heute mit einfachen, praxis-
gerechten Methoden erkannt werden. Die Diagnostik der Bakteri-
urie stand bis vor wenigen Jahren als Routinemethode in der Praxis
noch nicht zur Verfiigung, und es wurde daher hiufig eine mangel-
hafte bakteriologische Urinuntersuchung durchgefiihrt. Eine unge-
zielte und unkontrollierte Chemotherapie mit all ihren fiir den Pa-
tienten schwerwiegenden Nachteilen war die Folge, und an den dia-
gnostischen Nachweis moglicher pradisponierender Faktoren wurde
nicht geniigend gedacht. Heute stehen einfach zu handhabende Kul-
turverfahren zur Verfiigung, mit deren Hilfe eine Bakteriurie auch
in der Praxis mit hoher Sicherheit festgestellt werden kann. Auf-
grund niedriger Keimzahlen oder besonders empfindlicher Keime
konnen falsch negative Befunde bis hochstens 10% auftreten. Ein
negativer Befund ist deshalb kein Argument gegen eine Infektion,
wenn klinische Symptome vorliegen, und man muB dann in Wieder-
holungsuntersuchungen mit anderen bakteriologischen Methoden
weiterfahnden. Der hohe Anteil von iiber 90% erkennbarer Harn-
wegsinfektionen sollte aber in der Allgemeinpraxis diagnostisch ge-
nutzt werden.

Die Leukozytenzihlung im Urin geniigt als diagnostische Mal-
nahme allein nicht, da isolierte Bakteriurien ohne pathologische
Leukozytenausscheidung als pathognomische Zeichen der Harn-
wegsinfektionen moglich sind. Die Diagnose Harnwegsinfektion ba-
siert daher in erster Linie auf dem Nachweis einer Bakteriurie. Fiir
eine orientierende Untersuchung ist daher die Reihenfolge der Su-
che nach Harnwegsinfektionen

1. die Keimzihlung mit den neuen Eintauchverfahren,

2. die mikroskopische Untersuchung des Urins auf Leukozyten und
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3. der chemische Schnelltest auf Nitride, der bei positiver Reaktion
sicher auf eine Infektion hindeutet, aber bei negativer Reaktion
gar nichts aussagt, sowie

4. der EiweiBnachweis, der bei Nierenerkrankungen hiufig positiv
ausfillt.

Bei anderen Teststreifenuntersuchungen des Urins, wie z. B. der

Feststellung des pH, ist die Variationsbreite falsch positiver und

falsch negativer Befunde zu groB.

Fiir die vier 0. g. Untersuchungen stehen einfache Methoden zur

Verfiigung, die auch der niedergelassene Arzt durchfiihren kann.

Das Problem in der Harndiagnostik liegt heute nicht mehr im Feh-

len von zuverlissigen und praxisnahen Methoden, sondern vor al-

lem in der richtigen Interpretation der gewonnenen Ergebnisse in

Abhangigkeit von der Harngewinnung und dem Harntransport in

das Laboratorium. UnsachgemiBe Harngewinnung fiihrt zu falsch

negativen und falsch positiven Untersuchungsergebnissen, und es
wird daher in den Arbeitsvorschriften ganz speziell auf die Uringe-
winnung eingegangen,

Arbeitsvorschrift

Uringewinnung

Je nach dem, ob man Urin fiir eine orientierende oder beweisende
Untersuchung benétigt, wird normaler Morgenurin, Mittelstrahlurin
oder in seltenen notwendigen Ausnahmen Punktionsurin benutzt.
Morgenurin soll méglichst vier bis sechs Stunden in der Blase gehal-
ten werden, da hierdurch der Aussagewert bakteriologischer Be-
funde aufgrund der langen Inkubationsdauer der Bakterien in der
Blase am eindeutigsten ist. Bei erwachsenen Patienten ist es am
glinstigsten, ihnen zu empfehlen, den Wecker auf 4 Uhr nachts zu
stellen, aufzustehen, Urin zu lassen und dann morgens um 8 Uhr in
die Praxis zu kommen. Bei ilteren Kindern 1Bt sich dieses Verfah-
ren auch anwenden. Bei Siuglingen muB der Spontanurin im steri-
len Auffangbeutel gesammelt werden. Zuverlissigen Patienten
kann man sterile GefiBe mitgeben und sie bitten, den zu Hause
aufgefangenen Urin innerhalb '/: Std in der Praxis abzuliefern. Bes-
ser ist es aber, die Patienten in die Praxis zu bestellen und dort einen
guten Mittelstrahlurin zu gewinnen. Dies gelingt bei erwachsenen
Miinnern leicht, bei Frauen auch fast immer. Bei etwas iilteren Kin-
dern ldBt sich der Mittelstrahlurin in einem von der Firma Orion in
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Helsinki entwickelten Aluminiumtopf, in welchem sterile Einsatz-
behilter aus Plastik angebracht sind, gut auffangen. Voraussetzung
fiir einen weitgehend sterilen Mittelstrahlurin ist vor allem das gute
Sédubern der duBeren Harnwege etwa eine Stunde vor dem Urinlas-
sen. Wenn alle Vorschriften eingehalten werden, so kénnen fast alle
Untersuchungen an Mittelstrahlurin vorgenommen werden, sofern
bei positiven Befunden Kontrollen in ausreichendem MabBe (etwa 3
X ) durchgefiihrt werden. Erst wenn die klinische Symptomatik und
der bakteriologische Befund nicht eindeutig sind, wird ein Punk-
tionsurin fiir eine beweisende Untersuchung bendtigt.

Die Gefiahrdung des Patienten durch eine von einem geiibten Un-
tersucher korrekt vorgenommene suprapubische Blasenpunktion ist
geringer als die Durchfithrung eines Blasenkatheterismus, wobei in
jedem Fall die Schleimhaut beschadigt und die Schutzfunktion der
Harnrohrenschleimhaut vermindert wird, was die Ursache neuer
Infektionen sein kann.

Bakteriologische Untersuchung

p -
Mit Agar beschichtete Objekttriager werden in den Urin einge-
taucht, und nach 12 Std Inkubation bei 37° C wird die Kolonien-
dichte festgestellt.

Handelsiibliche, steril verpackte, mit Agar beschichtete Objekttri-
ger, Brutschrank.

Der zu untersuchende Urin wird in einem sterilen Gefif aufgefan-
gen, in den man den mit Agar beschichteten Objekttrager kurz
eintaucht. Nach Abwischen der unteren Kante auf Fliespapier wird
der Objekttrager in das dazugehorige sterile GefédB eingeschrapbt.
Bei geringen Urinmengen kann der Urin auch auf den Objekttrager
gegossen werden. AnschlieBend 12-14 Std Inkubation bei 37°C.
Ablesen der Koloniendichte nach Vorschrift.

Reproduzierbarkeit

Mehrfachbestimmungen sollten nicht wesentlich voneinander ab-
weichen.
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Fehlerquellen

Falsch positive Ergebnisse kénnen durch Keimkontamination auf-
treten. Sie sind weitgehend ausgeschlossen, wenn eine Monokultur
vorliegt. Bei Mischkulturen sind vor Therapiebeginn und vor allem
bei Fehlen klinischer Symptome Kontrollen erforderlich.

Falsch negative Ergebnisse finden sich, wenn die Keimzahl zu gering
ist — z. B. nach zu geringer Vermehrung der Keime bei kurzer Ver-
weildauer des Urins in der Blase. Empfindliche Keime kénnen u. U.
auf der Agarkultur nicht wachsen, und Chemotherapeutikaspiegel
im Urin fiihren ebenfalls zu falsch negativen Ergebnissen.

Besonderheiten

Bei positivem Ergebnis kann die Kultur zur Differenzierung und
Bestimmung eines Antibiogramms in das Mikrobiologische Labora-
torium geschickt werden. Nicht statthaft ist, die Inkubation bei Zim-
mertemperatur vorzunchmen, oder die Objekttriger direkt nach
der Urinbeschickung sofort per Post zu versenden, da hierdurch die
Zahl der falsch negativen Befunde erhéht wird.

Nitritnachweis

Grundlagen
s. Keimzihlung.

Prinzip

Nitrit reagiert in saurem Medium mit Sulfanilamid und bildet ein
Diazoniumsalz, das sich mit einer ebenfalls in der Testzone befindli-
chen Kupplungskomponente zu einem intensiv roten Azofarbstoff
verbindet. Man findet im Testfeld je nach der Nitritkonzentration
im Harn eine rosa bis rotviolette Firbung,

Material
Teststreifen.

Arbeitsgang
Teststreifen in den Urin eintauchen, abstreifen und innerhalb von
30 sec ablesen.
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Fehlerquellen

Da nicht alle Bakterien Nitritbildner sind und der Urin mit den
Bakterien hiufig nicht lange genug in der Blase gehalten wird, sind
falsch negative Ergebnisse sehr haufig. Ein negativer Befund kann
daher nicht verwertet werden.

Falsch positive Ergebnisse kommen nicht vor. Daher ist jeder posi-
tive Befund als solcher zu werten.

EiweiBbestimmung

Grundlagen

Die EiweiBausscheidung im Urin ist nicht immer Zeichen einer Er-
krankung. Sie kann auch unter physiologischen Bedingungen auf-
treten. Ursache hierfiir ist nicht zuletzt die Tatsache, dafl Menge
und Art der Eiweillausscheidung nicht nur von den Membranen in
der Niere abhiingen, sondern auch von der Stromungsgeschwindig-
keit des Blutes in den Glomerulumkapillaren. Wird der Blutstrom in
den Glomeruli z. B. verlangsamt, so kann es zu einer verstirkten
EiweiBausscheidung kommen, ohne daB die Kapillarwande gescha-
digt werden. Dies kann ausgelost werden durch Kreislaufbelastun-
gen, wie man sie bei schwerer Muskeltitigkeit, emotionalem Strefl
oder Herzinsuffizienz beobachten kann. Eine erhohte EiweiBaus-
scheidung bei Nierengesunden findet man iiberwiegend im Alter bis
zu 30 Jahren und speziell bei Jugendlichen um 16 Jahre. Daher
sollte die EiweiBausscheidung im Morgenurin gemessen werden und
nicht etwa zur Mittagszeit, wenn die groBte korperliche Aktivitit
besteht. Diese gutartigen Proteinurien konnen anhand wiederholter
Untersuchungen von Morgenurin gut von einer pathologischen
Proteinurie unterschieden werden.

Pathologische EiweiBausscheidung ist hiufiges Begleitsymptom von
Nierenerkrankungen. Sie ist jedoch kein Beweis fiir das Vorliegen
einer Nierenerkrankung, noch schlieBt das Fehlen einer Eiweilaus-
scheidung diese Erkrankung aus. Bei Nachweis von Eiweill im Urin
sollte immer eine differenzierte Diagnostik erfolgen, nachdem eine
gutartige Proteinurie ausgeschlossen worden ist.
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Arbeitsgang

Prinzip

Die fiir den Eiweinachweis im Urin benutzten Teststreifen enthal-
ten ein Puffergemisch und den Indikator Tetrabromphenolphtha-
leinéithylester, der bei konstant gehaltenem pH-Wert in Gegenwart
von Eiweillkorpern eine blaue Farbe annimmt. Hierbei ist die Farb-
intensitat ein MabB fiir die EiweiBausscheidung. Gemessen wird die
Albuminkonzentration.

Bendotigtes Material
Teststreifen.

ickeging
Die Teststreifen werden in den Urin getaucht, abgestreift und nach

30-60 sec abgelesen. Die EiweiBausscheidung ist abzuschiitzen an
der Farbintensitat.

Reproduzierbarkeit

s. Urobilinogennachweis,

Fehlerquellen

Falsch positive Befunde treten auf bei stark alkalischem Harn (pH
9), z. B. bei bakteriellen Infektionen, bestimmten Medikamenten
und Verunreinigung der GefidBe, in denen der Urin sich befindet,
durch Desinfektionsmittel.

Falsch negative Befunde treten fast gar nicht auf.

Urobilinogennachweis

Grundlagen

Vermehrte Ausscheidung von Urobilinogen im Urin ist ein wichti-
ger Hinweis auf Lebererkrankungen. Die Leberkrankheiten haben
in den letzten Jahren erheblich zugenommen. Man vermutet bei
etwa 5% der Bevolkerung nicht erkannte Lebererkrankungen, die
z. T. zu chronischen Leiden fiihren kénnen. Wie beim Diabetes mel-
litus ist es daher erforderlich, im Rahmen von Vorsorgeuntersu-
chungen die Fritherkennung von Lebererkrankungen anzustreben.
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Fiir orientierende Untersuchungen stehen auch hier einfache Test-
streifenmethoden zur Verfiigung, mit deren Hilfe eine pathologisch
veriinderte Gallenfarbstoffausscheidung im Urin nachzuweisen ist,
die auf eine Lebererkrankung hindeuten kann. Ursachen fiir eine
vermehrte Ausscheidung von Gallenfarbstoffen ist neben einer ver-
minderten Funktionskapazitdt bei Erkrankungen der Leber auch
die Uberlastung der Funktionskapazitit einer normalen Leber
durch vermehrten Hamoglobinabbau, z. B. bei hdamolytischen An-
amien. Ursachen fiir eine Funktionsstérung der Leber kdnnen eine
Virushepatitis, chronische Hepatitiden, Leberzirrhose, toxische Le-
berschiiden (Alkohol, Medikamente u. a.), Stauungsleber (z. B. bei
Herzinsuffizienz) u. a. sein. Bei diesen Erkrankungen kann das aus
der Pfortader anfallende Urobilinogen nicht mehr vollstandig wei-
terverarbeitet werden und erscheint vermehrt im Urin. Haufig fin-
det sich eine vermehrte Ausscheidung von Urobilinogen, ohne dall
z. B. bei der Virushepatitis das eigentliche Leitsymptom, der Ikte-
rus, vorhanden ist. Ein vollig negativer Ausfall der Urobilinogenre-
aktion deutet auf schwerste Leberschadigungen hin.

Arbeitsvorschrift

Prinzip

Das Urobilinogen reagiert mit dem Diazoniumsalz im Teststreifen
und bildet einen roten Azofarbstoff.

Material
Teststreifen

Teststreifen, wie bei der Untersuchung auf Glukose angegeben, in
den Urin eintauchen, abstreifen und nach 10 sec ablesen. Je nach
Stirke der Farbreaktion kann die Menge der Urobilinogenausschei-
dung abgeschitzt werden.

Reproduzierbarkeit
Bei Mehrfachbestimmungen diirfen keine wesentlichen Unter-
schiede in der Stirke der Reaktion auftreten.

Fehlerquellen
Urobilinogen kann durch Sonnenlicht oxydiert werden. Deshalb
darf der zu untersuchende Urin nicht ilter als vier Stunden sein und
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nicht in direktem Sonnenlicht gestanden haben. Formaldehyd, das
manchmal zur Harnkonservierung genommen wird, hemmt den
Test,

Besonderheiten

Bei den meisten Teststreifen auf Urobilinogen kann gleichzeitig
auch Bilirubin mit abgelesen werden. Im Gegensatz zum Urobilino-
gen, das als Frithsymptom einer Leberschiddigung bereits vermehrt
im Urin ausgeschieden wird, findet man eine vermehrte Bilirubin-
ausscheidung erst bei wesentlich starkeren Parenchymschédden der
Leber. Der Nachweis von Bilirubin im Urin ist mehr als diagnosti-
scher Test, denn als orientierende Screening-Untersuchung zu ver-
wenden und daher im Praxislaboratorium nur selten erforderlich.
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