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Die Zihlung der weissen Zellen des Blutes.
Von Prof. R. Thoma,

erstem Assistenten am pathologischen Institute in Heidelberg.

Die Zihlung der weissen Zellen des Blutes stdsst auf eigen-
artige Schwierigkeiten aus dem Grunde, weil bei den gebriuch-
lichen Zihlwethoden das Blut sebr stark verdiinnt wird, Die Folge
ist, dass alsdann in dem Zihlranme sehr wenige weisse Zellen ent-
halten sind. Im normalen menschlichen Blute darf man im Cbmm.
durchschnittlich etwa 5000 bis 10000 farblose Zellen erwarten.
Wenn man daher das Blut im Verbiltnisse von 1:100 mit 3 Proc.
Kochsalzlisung verdiinnt und in dem von Lyon und mir?!) ange-
gebenen Apparate untersucht, wird man erst in 40 bis 80 Feldern
ein weisses BlutkGrperchen finden, und in dem ganzen, 400 Felder
umfassenden Priparate durchschnitflich fiinf bis zehn. Eine einiger-
maassen brauchbare Zihlung sollte sich aber nie auf weniger als
aaf 300 bis 600 farblose Zellen erstrecken, da anderen Falles die
in jenem Aufsatze besprochenen variabeln Febler der Methode so
gross werden, dass dem Ergebnisse kaum irgend welche Bedeutung
zuzumessen ist. Somit erscheint eine Verbesserung der Zihluugs-
methode dringend geboten. Diese kann aber nicht durch eine Aen-
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derung des Zihlapparates angesirebt werden. Der letztere muss,
wie frilher genauer nachgewiesen wurde, in so ferne fiir vollkommen
angesehen werden, als es unmoglich ist, die Fehler des Resultates
in anderer Weise weiter zu vermindern, ausser durch Zihlung einer
sehr grossen Zahl von Zellen. Die Vervollkommnung der Methode
ist demnach durch eine Aenderung des zu zihlenden Objectes her-
beizufilhren, welche gesiattet eine grossere Zah! von weissen Blut-
kopern in dem gegebenen Zihlraume zu vereinigen.

Der in Rede stehende Uebelstand kann beseitigt werden, in-
dem man das Blut nur in viel schwiicheren Verhiltnissen verdiinnt.
Dann aber wird die grosse Zahl der vorhandenen rothen Blutkdrper
der Zihlung im hochsten Grade hinderlich. Um letztere zu ermig-
lichen, ist man darauf angewiesen die rothen Blutkdrper in Lisung
zu bringen. Damit ist in allgemeinen Ziigen die Methode gegeben,
die ich zor Zihlung der weissen Blutkdrper vorschlagen mochie.

Auf meinen Wunsch verfertigt C. Zeiss in Jena gegenwirtig
Mischgefiisse nach dem Muster des Melangeur-Potain von Malassez,
welche gestatten das Blut im Verhiltnisse von 1:10 zu verdiinnen.
Verwendet man alsdann zur Verdiinnung eive wisserige Fliissigkeit,
welche 1 Proc. Essigsidurebydrat enthilt, so gehen bei der Mischung
alle rothen Blutkdrper in Losung, wiihrend die weissen Zellen un-
geltst bleiben und nur in so ferne veriindert werden, dass die
Kerne sehr deutlich hervorireten. Von dieser Blutmischung bringt
man unter den bekannten Vorsichtsmaassregeln ein kleines Tripfchen
in die Zihlkammer des oben erwihnten Zihlapparates und z#hlf bei
einer etwa 200fachen Vergrosserung. Die Zihlung ist auch bei
dieser Versuchseinrichtung wesenilich erleichtert durch den Umstand,
dass die farblosen Zellen rasch sedimentiren und am Boden der
Zihlkammer sich in einer Ebene ausbreiten. In einem Gesichis-
felde des Mikroskops kann man nunmehr, normales Blut voraus-
gesetzt, 10 bis 20 farblose Blutkbrper zihlen. Diese Zahl ist
immerhin noch so gering, dass es sich nicht empfiehlt, die qua-
dratische Feldertheilung am Boden der Zihlkammer zu beniitzen.
Vielmehr erscheint es practisch, das ganze Gesichisfeld des Mikro-
skops zur Flicheneinheit zu wihlen und seinen Inhalt abzuziblen,
wobei man durch Drehen der Stelischraube sich tiberzengen muss,
ob alle farblosen Zellen sedimentirt sind. Es ereignet sich nehmlich
zuweilen, dass einzelne farblose Zellen nicht sedimentiren. Sie
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finden sich alsdann entweder an der unteren Fliche des Deckglases,
oder aber anhiingend an einzelnen kleinen, nur bei starken Ver-
grosserungen sichtbaren Resten rother Blutktrper. Die Zihlung
dieser nicht sedimentirten Zellen bietet keinerlei Schwierigkeiten.-
Sie wird weiterhin bedeutend zuverlissiger, wenn man in das Ocular
eine kleine, gleichfalls bei C. Zeiss angefertigte Glasplatte einlegt.
Auf dieser findet sich eine Feldertheilung, die gestattet, mit Musse
die verschiedenen Abschnitte des Gesichisfeldes durchzuzdhlen.

Behufs Ausrechnung des Resultates wird es nunmehr noth-
wendig, die Oberfitiche desjenigen Theiles des Bodens der Kammer
zu messen, welcher in einem Gesichisfelde enthalten ist. Als Maass-
stab "dient dabei am zweckmissigsten die Feldertheilung am Boden
der Kammer selbst, welche bei der Z#hlung nicht direct beniitzt
wird. Man beschickt die Kammer mit der genannten Blutverdilonung
und bringt dieselbe unter das Mikroskop. Vor der Zihlung gelingt
es leicht durch Ausziehen oder Verkiirzen des Tubus die Vergrosse-
rung des Mikroskops so zu #ndern, dass der Durchmesser des Ge-
sichisfeldes genau ein Ganzes Vielfaches der Theiling am Boden
der Kammer betriigt. Man kann sich diese Stellung des Tubusaus-
zuges markiren, und sie ist fiir das beniitzte Ocular und Objectiv
so lange giiltig, als die Deckglasdicke gleich bleibt. Bei Bentiitzung
verschiedener Deckgliser dient aber diese Marke zur groben Ein-
stellung des Tubusauszuges, wodurch dann die Auffindung der ge-
nauen Einstellung sehr erleichtert und beschleunigt wird. Die Rech-
nung selbst ist aber einfach. Gesetzt der Durchmesser des Gesichts-
feldes betrage gerade 11 Theilungen der Kammer, so ist diese
Linge gleich 11 X% Mm., da die Lingeneinheit der Theilung genau
gleich ist 4%y Mm. Der Radius des Gesichisfeldes betriigi in diesem
Falle 1 X 11 X »% Mm., gleich 1} Mm. Die Oberfliche des Gesichts-
feldes ist alsdann gleich

£ (11)? OMm.
Der Cubikinhalt des Zihlraumes, der einem Gesichtsfelde entspricht,
wird somit bei einer Kammertiefe von 0,100 Mm. gleich
0,1 (1)*x Cbmm.

Setzt man diesen Cubikinbalt gleich Q, und nimmt man an, dass
z. B. auf 50 Gesichtsfeldern, die man leicht in einem Priparate
zihlen kann, da man bei der Zihlung nicht an die Feldertheilung
am Kammerboden gebunden ist, enthalten gewesen wiren im Ganzen
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950 Zellen, so folgt der Gehalt des Chmm. Blutmischung an weissen

Zellen gleich
'5965% Zellen.
Wenn nun die Verdiinnung der Blutfliissigkeit 1:10 betrug (10 Vol.
Mischung enthalten 1 Vol. Blat), wird der Gehalt des Cbmm. un-
verdiinnten Blutes an farblosen Zellen gleich
gg’%xm Zellen
oder gleich 7998 Zellen.
In allgemeinerer Weise lisst sich diese Formel aufstellen, wenn
man die Zahl der durchgeziihlten Gesichtsfelder gleich m und die
Zahl der in diesen gefundenen Zellen zusammen gleich Z setzt,
und eine Verdiionung des Blutes im Verhiltnisse 1:a annimmt.

Es ergeben sich alsdann im Cbmm. unverdiinnten Blutes

aZ

m Zellen,
wobei

Q = 0,1R*?

und R gleich dem Radius des Gesichtsfeldes in Millimetern. Diese
Berechnung ist um soviel einfacher, da fiir jeden Apparat (inclusive
Mikroskop) die Grisse Q ein flir alle Male ausgerechnet werden kann,

Es bedarf wohl keiner besonderen Betonung, dass die variabeln
Fehler solcher Beobachiungen nach den gleichen Methoden bestimmt
werden ktnnen, welche in der erwiihnten Abhandlung fiir die Zih-
lung der rothen Blutkdrper in Anregung gebracht wurden. Dies
bestitigte sich auch bei Gelegenheit der weiterbin mitzutheilenden
Zihlungen. Nur die Frage nach etwa vorhandenen constanten Beob-
achtungsfehlern beansprucht eine eingehendere Erorterung.

Der Apparat hat gegenilber demjenigen, welcher zur Zihlung
der rothen Blutkdrper beniitzt wurde, keine wesentliche Aenderung
erfahren. Es wird daher gerechtfertigt sein, nach dem Inhalte jener
fritheren Mittheilung, diesen als soweit fehlerfrei zu betrachten, als
sich dies mit aller Sorgfalt durch Zihlungen priifen lisst. Dagegen
mochte vielleicht der Anwendung der Essigsiure zur Losung der
rothen Blutkérper der Vorwurf gemacht werden, dass dieses diffe-
rente Mittel einen Theil der weissen Zellen auflisen oder unkennt-
lich machen konnte. Dieser Vorwur{ findet zwar fiir die }procen-
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tige Essigsiiure in den bisherigen Erfahrungen keine Anhaltspunkte,
allein er wird dennoch zu beriicksichtigen sein, da die friiheren
Untersuchungen diese Frage doch nicht ganz direct beriihren. Ge-
nau genommen erhebt sich fiir jede Fliissigkeit, mit welcher man
das Blut behufs Zihlung seiner Zellen verdiinnt, die gleiche Schwie-
rigkeit. Bezliglich der Zibhlung der rothen Zellen kann sie abher
als beseitigt angesehen werden, weil Zihlungen mit sehr verschie-
denartigen Verdilnnungsfliissigkeiten iibereinstimmende Resultate er-
geben haben. An deu weissen Zellen des mit L procentiger Essigsiure
verdiinnten Blutes nimmt man keine Auflésungserscheinungen wahr,
wenn man die Zihlung an dem gleichen Priparate innerhalh eines
Intervalles von 12 bis 18 Stunden wiederholt. Dieses Ergebniss
spricht bereits gegen das Vorhandensein eines solchen constanten
Fehlers, allein er bleibt immer noch zu untersuchen, ob nicht wih-
rend der Vornahme der Blutmischung bereits ein Theil der weissen
Zellen in Losung geht.

Zur Hebung dieses Zweifels wird es somit nothwendig die
farblosen Zellen des gleichen Blutes in verschiedenen Verdiinnungs-
fliissigkeitlen zu zihlen. Indessen empfiehlt es sich nicht, in #hn-
licher Weise wie bei der Prilfung der Zihlungsmethode der rothen
Blutkdrper, dazu defibrinirtes Blut zu verwenden, weil man nicht
sicher ist, dass die Fibringerinnung nicht nachtriglich noch fort-
schreite, wobei einige farblose Zellen aufgelost werden kounien.
Auch ist die Zahl der weissen Zellen in defibrinirtem Blate voraus-
sichtlich so gering, dass dadurch die Abzihlung einer grdsseren
Zahl derselben in hohem Grade zeitraubend und schwierig wird.
Diese Erwigung bestimmte mich, ausschliesslich frisches Menschen-
blut zu verwenden, um so mehr, da es gerade darauf ankommen
musste, fiir das menschliche Blut die Fehler der Methode zu priifen.
Somit war die Aufgabe gegeben die weissen Zellen im menschlichen
Blute zu zihlen, erstens mit Hiilfe der soeben beschriebenen Essig-
siureverdiinnung und zweitens mit Zuhiilfenahme einer anderen
mehr indifferenten Verdiinnungsfliissigkeit.

"Am meisten geeignet zu solchen Controlziblungen erschien
cine 3procenlige Kochsalzlosung. Wenn man mit Hiilfe des oben
erwihnten Mischgefisses ') das menschliche Blut im Verhltnisse

1) Dieses besitzt Theilungen um in verschiedenen Verhiltaissen zwischen 0,1:10
und 1:10 zu verdinnen.
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von 0,3:10 gleich 1:33,33 verdiinont und in die Kammer einfiihrt,
bilden die rothen Zellen immer noch eine einfache Schicht am
Boden der Kammer, und zwischen den einzelnen Zellen bleibt immer
noch ein reichlicher Zwischenraum um alle einzelnen Elemente ge-
nau unterscheiden zu kOnnen. Damit wird es mdglich in einem
Gesichtsfelde, normales Blut vorausgesetzt, durchschnittlich 3 bis 6
weisse Zellen zn vereinigen und mit den obigen Hiilfsmitteln im
Laofe einiger Stunden 300 bis 400 weisse Zellen zu zdhlen. Ich
verfubr nun in der Weise, dass ich bei dem gleichen Individuom
tiglich zur gleichen Tagesstunde einen Tropfen Blut eninahm und
die weissen Zellen desselben abwechselnd in Essigsdure und in
Kochsalz zdblte. Es stellte sich dabei zuniichst auch der grosse
Vortheil der Essigsiuremethode heraus, indem diese durchschnitilich
3 bis 5 Mal rascher zum Ziele fiihrte und dabei unverhiltnissmissig
weniger ermiidete.

Erste Versuchsreihe.

Blut eines gesunden, regelmissig lebenden Mannes von 52 Jahren.
Derselbe hat die Gewohnheit in den ersten Tagesstunden zu friih-
stiicken und alsdaon nichts Weiteres zu geniessen bis zu der 4 Ubr
Nachmittags beginnenden Hauptmahizeit. Blutabnahme zwischen 12
und 2 Ubr Nachmiitags. In den mit Essigsiure verdiinnien Blut-
portionen wurden in jedem Versuche zwischien 1000 und 1600 Zellen
geziblt. In den mit Kochsalzlosung verseizten Blutproben dagegen
300 bis 500 Zellen. Die Zihlungsergebnisse sind folgende:

Gehalt des Cbmm. Blut an weissen Zellen.

Versuchstag. -
Kochsalzmethode. Essigsduremethode.
1. — 9067
2. — 6784
3. — 7626
4. 7377 —
6. — 8620
7. 6901 —_
8. 9441 —
9. — 10590
9. 8962 —
10. 8521 —_
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Die Schwankungen des Zellgehaltes in den verschiedenen Ver-
suchen sind ziemlich bedeutend und entschieden grosser, als es sich
durch die einfachen Bestimmungsfehler der Zihlmethode erkliren
liesse. Dennoch erscheint es zu lissig aus den beiden Zahlenreihen
die arithmetischen Miitel zu nehmen, da die Blutentziehungen unter
moglichst {ibereinstimmenden Verhiltnissen an ein und demselben
Individuum vorgenommen wurden. Dabei ergiebt sich folgendes

Resultat:
‘ Kochsalzmethode.

Im Chmm. Blut finden sich 8240 farblose Zellen. Wahrschein-
licher Fehler dieser Bestimmung gleich 323 Zellen = 3,9 Proc.

Essigsiuremethode.

Im Cbmm. Blut finden sich 8537 farblose Zellea. Wahrschein-

licher Fehler dieser Bestimmung gleich 437 Zellen — 5,1 Proc.

Zweite Versuchsreihe.

Blut eines gesunden Mannes von 24 Jahren. Blutentziebung
tiglich Morgens 10 Uhr, 1} Stunde nach dem Friihstick. Die Zih-
lungen erstreckien sich unter Einhaltung der frither ertrierten Ver-
suchsanordnungen, tiglich auf 100 Gesichtsfelder. In diesen fan-
den sich bei Anwendung der  Essigsiuremethode durchschuittlich
1115 Zellen und bei Anwendung der Kochsalzmethode durchschnitt-
lich 309 Zellen. Nach der Ausrechnung gestaltete sich das Resul-

tat wie folgt:
Weisse Zellen im Cbmm, Blat.

Versuchstag. o — e t—__ Wahrscheinlicher
Kochsalzmethode. Essigsduremethode. Fehler.
1. 4430 — 195
2. — 4777 92
3. 5856 — 182
4. — 5578 108
5. 5720 — 254
6. — 5852 122
7. 5737 —_ 201
8. — 5276 101
9. 4753 — 154
10. — 5522 125
11. 5007 193

12. - 7066 120
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Aus diesen Zahlen ergiebt sich sodann als Gesammtresultat

dieser zweiten Versuchsreihe:
Kochsalzmethode,

Im Cbmm, Blut 5251 farblose Zellen. Wahrscheinlicher Febler

dieser Bestimmung 165 Zellen = 3,1 Proc.
Essigsduremethode.

Im Cbmm. Blut 5678 weisse Zellen. Wahrscheinlicher Fehler
dieser Bestimmung 212 Zellen = 3,7 Proc.

Auch in dieser zweiten Versuchsreihe zeigen die Zahlen, welche
an den verschiedenen Tagen fiir den Gehalt des Blutes an weissen
Zellen gefunden wurden, sehr betrichtliche Sehwankungen. Diese
liegen offenbar ausserhalb der Grenzen der einfachen Bestimmungs-
fehler, so dass man genbthigt ist, sie zum Theil auf wirkliche Ver-
schiedenheiten in dem Zeligehalte der entleerten Bluistropfen zu
beziehen. Ob auch im circulirenden Blute solche Verschiedenheiten
vorkommen ist hiermit nicht zu bestimmen. Allein es mochte dies
immerhin wahrscheinlich- sein, da die Einstiche, die ich behufs der
Blutgewinnung in die Haut machte, ziemlich tief waren, und weil
in allen iibrigen Beziehungen das Verfahren an den verschiedenen
Tagen genau iibereinstimmte. Diese +tiglichen Schwankungen des
Leukocytengehaltes des entleerten Blutes bestimmen nahezu aus-
schliesslich die wahrscheinlichen Fehler der Mittelzahlen, die aus
den Bestimmungen mehrerer Tage gewonnen wurden. Sie sind so
betrichtlich, dass die genannten wahrscheinlichen Fehler keine merk-
liche Beeinflussung erfahren, sei es dass man tiglich nur 300 Zellen
ziihle, sei es dass man die Zihlung auf 1000 Zellen tHglich erstrecke.
Demgemiiss erscheint es ausreichend, wenn man bei der Bestimmung
des Gehaltes des Blutes an farblosen Blutkdrpern die Zihlung auf
300 bis 600 Zellen beschrinkt.

Beziiglich der Frage nach constanten Fehlern der Essigsiure-
methode diirften diese Versuche ein einfacheres und zuverlissigeres
"Resultat ergeben, indem sie zeigen, dass die Bestimmungen des
Leukocytengehaltes nach beiden Methoden, innerhalb der Grenzen
der variabeln Fehler, iibereinstimmende Resultaie ergeben. Wenn
die Essigsiuremethode im Durchschnitt einen etwas stirkeren Zell-
gehalt erkennen liess, so ist dies den variabeln Fehlern zuzuschreiben.
Moglicher Weise kime dabei auch noch der Umstand in- Betracht,
dass bei- der Zihlung der weissen Zellen in Kochsalzlosung, also
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in einer Fliissigkeit, in der ausserdem sehr viele rothe Blutkdrper
liegen, die Gefahr vorhanden ist, einzelne weisse Zellen zu {iber-
sehen. Ich war aber gleich von Anfang an auf diese Fehlerquelle
aufmerksam geworden und habe demgemiss hei den Zihlungen die
grosste Sorgfalt walten lassen, so dass die Bedeutung dieser Fehler-
quelle fiir obige Resultate kaum in Betracht kommt. Im Allgemeinen
aber zeigt sich, dass die hier in Anregung gebrachie Zihlung der
farblosen Zellen nach Auflosung der rothen durch Essigsiure nicht
nur rascher und bequemer zum Ziele fiibrt, sondern dass sie auch
zuverlissiger ist, indem sie die genannie Fehlerquelle beseitigt.

Die Einzelheiten der Methode erfahren kaum irgend welche Aen-
derungen, wenn die Zahl der weissen Blutkdrper mebhr oder weniger
erheblich vermehrt ist. Nur kaan man sich znweilen veranlasst
sehen, das Blut in anderen Verhilinissen z. B. 0,5 auf 10 gleich
1 auf 20 zu verdiinnen. Hierzu sind an der Calibrirung der Ca-
pillarréhre des Mischgefisses noch weitere Theilungen angebracht.
Speciell zur Diagnose der Leukimie bedarf es aber in der Regel
gar keiner Zihlungen wenngleich solche auch bei dieser Erkrankung
gewiss sehr erwiinscht sind, Hier finden sich nicht selten 500000
weisse Zellen im Cbmm. Blut. Verfertigt man also nach obigen
Regeln ein Essigsiurepriparat, so erscheint bereiis auf den ersten
Blick in das Mikroskop die Diagnose sicher, indem nunmehr stait
10 etwa 1000 farblose Zellen in dem Gesichisfelde von der ange-
gebenen Grosse sichtbar sind.

Zum Schlusse dieser Mittheilung moge es gestattet sein, darauof
binzuweisen, dass man auf diesem Wege im Stande ist, ohne be-
deutende Schwierigkeiten die verschiedenen Formen der weissen
Elemente des Blutes an einer grossen Anzahl von Zellen zu priifen
und auch die relative und absolute Zahl dieser verschiedenen For-
men festzustellen. Durch eine solche Detaillirung der Untersuchung
dirfien voraussichtlich die Erfahrongen fiber die Zusammensetzung
des Blutes sowohl im gesunden als namentlich im erkrankten Zu-
stande eine nicht unwesentliche Bereicherung erfahren.



