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Die Kombination von Färbetechnik und Phasenkontrastmikro-
skopie zum erleichterten Auszählen von Vogelblutkörperchen

in der Zählkammer

von

Ines Maria KOCH

The Combination of Staining Technique and Phase Contrast Microscopy for
the Counting of Bird Blood Corpusclus in the Counting Chamber.

Synops is : A combination of two methods is described, providing
advantages if blood corpuscles of birds have to be counted : The blood is
diluted with a reagent based on the GIEMSA standard solution, is put lege
artis into the counting chamber after 24 hours and microscoped with the
phase contrast equipment of ZERNIKE (REICHERT, Vienna).
Memory of the twentieth anniversary of Gustav GIEMSA's death.

Die Differentialdiagnose der geformten Elemente im Vogelblut bereitet beträcht-
liche Schwierigkeiten, wenn man nur ungefärbtes Material auswerten kann, von der
Ait etwa, wie es in die Zählkammern eingebracht werden muß. Denn bei den Gefie-
derten sind Erythrozyten und Thrombozyten kernhaltige Zellen, zudem ähnlich in
Form und Größe ; die nicht granulierten Leukozyten, besonders die großen Lympho-
zyten und Monozyten, imponieren aber auch durch ihren gut ausgebildeten Kern,
so daß sich, bei nicht optimalen Untersuchungsbedingungen, die Unterschiede ver-
wischen können und daher diagnostische Verwechslungen sehr leicht möglich wer-
den.

Als ein Beispiel seien die Durchschnittsmasse der Hühnerblutkörperchen nach
Lucas angegeben (LUCAS u. JAMEOZ 1961):

Erythrozyten: 12,3 JU zu 6,9 fi
Thrombozyten : 8,8 fi zu 5,0 /x
Monozyten: 12,1 /u als Durchmesser.

Auf der Suche nach methodischer Hilfe zur Überwindung dieser Fehlerquellen
wurde ich durch die wertvolle und zu herzlichem Dank verpflichtende Beratung von
L. BÜHLMANN, (Vet. Physiol. Institut der Universität Zürich ; Vorstand : Prof. Dr. H.
SpöRRl) auf die Arbeit von S. E. SADEK (1955) aufmerksam gemacht. Auch er
erwähnt mögliche Fehldiagnosen und schreibt darüber Folgendes: „Das Zählen von
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Vogel-Erythrozyten bereitet nur wenig Schwierigkeiten. Die Vogel-Leukozyten
jedoch präsentieren dabei Probleme, die man bei den Säuger-Leukozyten nicht an-
trifft. Da die Vogel-Erythrozyten kernhaltig sind, machen es diese Kerne unmöglich,
sie von den Leukozyten zu unterscheiden, wenn man dieselben Standardmethoden
verwendet, die man beim Zählen der weißen Blutkörperchen der Säugetiere ge-
braucht . . . D E VlLLIERS und andere stellten fest, daß es schwierig sei, mit Sicher-
heit Vogel-Thrombozyten und kleine Lymphozyten mit der Vergrößerung, die man
in Verbindung mit der Zählkammer verwendet, zu unterscheiden. . . Die vorliegende
Arbeit beschreibt nun eine Lösung, die Erythrozyten und Leukozyten verschieden
färbt, um damit Vogelblut direkt auszuzählen... Eine einfache Lösung für Vogel-
blut wird aus den angegebenen Materialien hergestellt :

GlEMSA-Standardlösung 10 ml
Neutrales Formalin 5 ml
Isotone 0,85%ige NaCl-Lösung 85 ml

. . . Der ( Erythrozyten- )Melangeur wird verwendet, um rote und weiße Blut-
körperchen zu zählen. Die Pipette wird bis zur Marke 0,5 mit Blut gefüllt und dann
wird bis zum Zeichen 101 die Farblösung nachgesaugt. Damit erhält man eine Ver-
dünnung 1:200. Um Blut und Farblösung zu mischen, soll der Mélangeur kräftig
geschüttelt werden. Nach Anbringen eines Gummibandes über die Öffnungen der
Mischpipette legt man sie über Nacht in den Kühlschrank, um die maximale Färbe-
reaktion zu erreichen. Die Zählung erfolgt gleich wie beim Säugerblut."

Diese SADEKsche Lösung bewährt sich ausgezeichnet. Vor allem ist ihr Formalin-
gehalt sehr wertvoll ; vergrößert sich doch dadurch der zeitliche Spielraum für einen
Allein-Untersucher beträchtlich.

Die von SADEK an anderer Stelle empfohlene „Brightline-Zählkammer" konnte
ich leider nicht zeitgerecht bekommen, so daß ich mit einer der allgemein in der
Humanmedizin verwendeten Zählkammern (BüRKER-TüRK-Kammer) das Aus-
langen finden mußte. Für vereinzelte und seltene Prüfungen läßt sich damit bei der
üblichen Mikroskop-Beleuchtung mit grünem oder grauem Filter ganz erträglich
arbeiten. Sind aber wiederholt größere Serien zu prüfen, ist diese Art des Mikrosko-
pierens für die Augen des Untersuchers äußerst anstrengend und belastend. Aus
Unzufriedenheit über diese ermüdende Arbeitsweise suchte ich nach einer Erleich-
terung und fand schließlich die entscheidende Hilfe im Phasenkontrastverfahren
nach ZERNIKE (Mikroskop und Optik der Fa. REICHERT, Wien).

Da die SADEKsche Lösung, wenn sie sorgfältig bereitet und verarbeitet wird, die
geformten Elemente des Blutes nicht knallig bunt anfärbt, ist die Verwendung des
Phasenkontrastverfahrens nach ZERNIKE beim Mikroskopieren geradezu ideal,
denn damit sieht man die nur zart tingierten Zellen zusätzlich eben auch noch
„plastisch". Man kombiniert also auf diese Weise die Vorteile zweier Methoden und
wird dadurch in der Differentialdiagnose sicherer, was ja Zweck und Ziel ist.
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Abb. 1: Hühnerblut, verdünnt und gefärbt mit der von SADEK beschriebenen Mischung
1 aus GIEMSA-Standardlösung, Formalin und isotoner NaCl-Lösung.

a: Mikrophotographie ohne Phasenkontrast,
b: Mikrophotographie mit Phasenkontrast n. ZERNIKE.
E = Erythrozyten, T = Thrombozyt, L = Leukozyt.

Wie schon SADEK sagt, geben uns die Erythrozyten weniger Rätsel auf, Schwie-
rigkeiten bringen hauptsächlich die Thrombozyten und Leukozyten. Aber mit Hilfe
der beschriebenen, nur leichten Färbung zeigen die Thrombozyten oder Spindel-
zellen die diagnostisch so wichtigen, leuchtend rotvioletten oder blauen Pünktchen
im Protoplasma sehr gut, während sich der Kern durch den Phasenkontrast sehr
plastisch vom kaum sichtbaren Protoplasma abhebt. Der Umriß der Zelle ist durch
die deutlich erkennbare Membran gut auszunehmen.

Die Leukoenkozyten dagegen haben runde Zelleiber und sind damit auch charakteri-
stisch in ihrer Form. Man kann sogar die Granula der sogenannten „Pseudoeosino-
philen" aufleuchten sehen. So wird es möglich, mit einer einzigen Zählkammer-

Abb. 2: Hühnerblut, verdünnt und gefärbt wie beschrieben, in der Zählkammer,
'a: Mikrophotographie ohne Phasenkontrast,
b: Mikrophotographie mit Phasenkontrast.
L = (pseudoeosinophiler) Leukozyt, E = Erythrozyt.
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fülkmg Erythrozyten, Leukozyten und Thrombozyten zu zählen ; zeitlich besonders
ökonomisch wird diese Arbeit, wenn man noch zusätzlich mechanische Zählmaschinen
verwendet.

Der Formalingehalt der SADEKschen Lösung ermöglicht es zudem, auch noch
48 Stunden nach der Blutentnahme, und später, eine Kontrollzählung der roten
Blutkörperchen durchzuführen, so daß sich der Untersucher selbst überprüfen kann.
Dabei sind die Ergebnisse bei den Erythrozytenzählungen zufriedenstellend; Werte
für Leukozyten und Thrombozyten sind nicht mehr zu ermitteln, weil diese Zellen
sehr bald Häufchen bilden und sich so verklumpen.

Obwohl sich Phasenkontrastbilder photographisch nur schwierig aufnehmen lassen,
zeigen die beigegebenen Mikrophotos (Abb. 1 und 2)1 deutlich, daß sich dieses Kom-
binationsverfahren als diagnostische Hilfe wirklich glänzend bewählt.

Gedenken

Am 10. Juni 1968 jährte sich zum 20. Male der Todestag von Gustav GlEMSA.
Es ist angebracht, hier seiner in Dankbarkeit und Bewunderung für seine wissen-
schaftliche Leistung zu gedenken. GlEMSA, ein Mitarbeiter von Robert KOCH,
verbrachte seine letzten Lebensjahre in Tirol. Nachdem ich die Ehre gehabt hatte,
ihn persönlich kennen zu lernen, war es mir eine besondere Freude, die „GlEMSA-
Standardlösung" in einem ganz modernen Färbeverfahren anzutreffen und in der
eigenen Untersuchungstechnik erfolgreich zu nutzen.
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