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Vorwort.

Die vorliegende Methodik, deren Fertigstellung sich aus duBeren, in den
Zeitverhiltnissen gelegenen Griinden stark verzogerte, stellt sich zur Aufgabe,
einen Uberblick iiber die verschiedenen bei der Untersuchung des Blutes not-
wendigen technischen Malnahmen zu geben. Ich war dabei bemiiht, ent-
sprechend dem Charakter der Enzyklopiddie auf der einen Seite alle wichtigen
und bewédhrten Methoden mit der notwendigen Ausfiihrlichkeit und ihrer theo-
retischen Begriindung zu behandeln, auf der andern Seite aber auf die Wieder-
gabe zahlreicher entbehrlicher Verfahren und neuer, noch nicht erprobter Modi-
fikationen zu verzichten, deren Beschreibung zu einer unerwiinschten Zunahme
des Umfanges des Werkes gefithrt hatte, ohne dadurch die Brauchbarkeit des
Ganzen wesentlich zu erhdhen.

Bei der Beschreibung der einzelnen Methoden wurde besonderer Wert
darauf gelegt, die technischen Einzelheiten derselben mit der Ausfiihrlichkeit
zu behandeln, die es dem Untersucher ermoglicht, auch sdmtliche Fehlermog-
lichkeiten und alle Ursachen des Versagens einer Reaktion oder Féirbung zu
ibersehen. Umfangreiche eigene Erfahrungen konnten dabei Verwertung finden.

Immerhin diirfte es bei dem Umfang des Stoffes unvermeidbar sein, daB
mancher Untersucher beziiglich dieser oder jener Methode eine Liicke entdecken
wird oder die Darstellung fiir verbesserungsbediirftig hilt. Eine kurze Mitteilung
hieriiber wiirde der Verfasser im Hinblick auf die Bearbeitung spiterer Auflagen
dankbar begriifien.

Die Behandlung der cytodiagnostischen Methoden als Anhang zu der
hématologischen Technik diirfte sich durch die zahlreichen Beriithrungspunkte
beider Gebiete rechtfertigen.

Berlin, im Februar 1920.
A. von Domarus.
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Einleitung.

Das Studium der Morphologie des Blutes hat seit den epochemachenden
Entdeckungen Paul Ehrlichsschnell das Interesse der Kliniker erobert, so daf3
seit geraumer Zeit die Untersuchung des Blutes ein auflerordentlich wichtiges
Glied in dem Riistzeug der klinischen Diagnostik bildet. Die zahlreichen Fort-
schritte in der Erforschung der eigentlichen Blutkrankheiten wie der sym-
ptomatischen Blutverdnderungen im Verlaufe der verschiedensten Krankheiten
verdankt aber die Medizin nicht zuletzt der Entwicklung der hdmatologischen
Technik, die sich, wie ein Riickblick iiber die letzten Dezennien lehrt, seit
den ersten Arbeiten Ehrlichsund seiner Schule, zu einem weitverzweigten Spe-
zialgebiet entfaltet hat, wobei nicht nur die Firbetechnik, sondern auch die
physikalisch-chemischen Untersuchungsmethoden eine weitgehende Verfeinerung
und Vervollkommnung erfuhren. Es lag in der Natur der Sache, daB, nachdem
einmal das Interesse fiir das Studium der Blutkrankheiten wachgerufen war,
mit groBem Eifer neue Methoden in immer groBerer Zahl ersonnen wurden,
so daB es heute selbst fiir den Fachmann kaum moglich ist, simtliche Verfahren
so weit aus eigener Erfahrung zu kennen, dafi er sich dariiber ein eigenes Ur-
teil* zu bilden vermag. Vieles wurde dabei naturgemafl als angeblicher
technischer Fortschritt versffentlicht, was strenger wissenschaftlicher Kritik
nicht standhalten konnte. Andrerseits sind zahlreiche Methoden, die sich ein-
gebiirgert haben und in den Hénden des Kundigen Gutes leisten, mit gewissen
Fehlerquellen behaftet, deren Ignorierung seitens des mit unserer Spezialdisziplin
weniger Vertrauten zu verhéngnisvollen Irrtiimern fiithrt.

Bei der Bearbeitung der vorliegenden Methodik waren daher vor allem drei
Hauptgesichtspunkte zu beriicksichtigen: die ausfiithrliche Beschreibung aller
technischen Einzelheiten einer Methode, ferner eine moglichst erschépfende Er-
orterung der verschiedenen Fehlerméglichkeiten, schliefilich einz kritische
Wiirdigung der Leistungsfiahigkeit der verschiedenen Methoden.

An die Spitze der nachfolgenden Ausfithrungen ist die an sich zwar selbst-
verstindliche, aber immer wieder auBler acht gelassene Mahnung zu stellen, da
bei simtlichen Methoden, mogen sie noch so einfach erscheinen, grofite Sorgfalt
und Priizision, wie sie nur in lingerer Ubung erworben werden, unerlaBlich sind.
Hierfiirr gehért neben dem Vertrautsein mit den verschiedenen technischen
Kniffen einer Methode ein geniigender Aufwand an Zeit, ohne den ein den
Tatsachen entsprechendes Ergebnis der Untersuchung nicht zu erwarten ist.
Wer demnach mit Recht an die Leistungen der heutigen hdmatologischen
Technik grofe Anforderungen stellt, wird nur dann seine Erwartungen befriedigt
sehen, wenn er sich stets einer peinlich exakten Arbeitsweise befleiBigt.

v. Domarus, Blutuntersuchung. 1



2 Blutentnahme.

Blutentnahme.

Die Methode, nach der das Blut fiir eine hamatologische Untersuchung ent-
nommen wird, ist fir den Ausfall des Resultates derselben von der allergroften
Bedeutung, da hierbei eine Reihe von Fehlerquellen in Betracht kommt, deren
Nichtberiicksichtigung den Wert der ganzen Untersuchung zunichte machen
kann. Man hat oft Gelegenheit zu sehen, wie der Anfinger den Fehler
begeht, diesen ersten Akt der Blutuntersuchung in seiner Bedeutung zu unter-
schitzen und dadurch nicht selten das Opfer von verhéngnisvollen Irrtiimern
wird.

Unabhéngig von der Menge des zu entnehmenden Blutes wie von dem
speziellen Zweck der anzustellenden Untersuchung kommen vor allem zwei
Fehlerquellen in Frage.

Eine der wichtigsten Fehlerquellen liegt in der Moghchkelt der Veranderung
des Blutes wihrend der Entnahme desselben aus der Wunde durch fehlerhafte
Behandlung der Entnahmestelle. Auf dieses Moment wird weiter unten aus-
tithrlich einzugehen sein.

Eine weitere Ursache von Irrtiimern besteht in dem AuBlerachtlassen gewisser
physiologischer Erscheinungen, die wie z. B. die Nahrungsaufnahme, Muskel-
anstrengungen usw. das Blutbild in einer bestimmten Weise #ndern. Eine
richtige Blutentnahme setzt also die Kenntnis des physiologischen Verhaltens
des Blutes unter diesen Bedingungen voraus.

Im einzelnen hat man verschiedene Methoden der Blutentnahme zu
unterscheiden, je nach der Art der Blutuntersuchung, die geplant ist.

Die Entnahme kleiner Blutmengen in Form einiger Tropfen ist die hiu-
figste fur klinische Untersuchungen in Betracht kommende Methode.

Was zunichst den Zeitpunkt der Blutentnahme anbelangt, so ist es im
allgemeinen am zweckméafligsten, den Patienten niichtern zu untersuchen, also
am besten morgens nach dem Erwachen. LafBit sich aus irgendeinem Grunde
diese Zeit nicht wahlen, so soll die Untersuchung wenigstens einige Stunden
nach der letzten Nahrungsaufnahme erfolgen. Bei Reihenuntersuchungen, die
an mehreren aufeinanderfolgenden Tagen vorgenommen werden, ist es empfehlens-
wert, die Blutentnahme moglichst zur selben Zeit auszufithren.

Von Bedeutung ferner ist, wie bereits angedeutet, die Kenntnis der Be-
einflussung durch korperliche Bewegungen (Grawitz, Rosenthal). Man wird
hiernach die Blutentnahme nicht gerade kurz nach einer stirkeren Muskel-
anstrengung vornehmen. Auch von diesem Gesichtspunkt aus hat die Unter-
suchung morgens im Bett kurz nach dem Erwachen ihre Vorteile.

Von groller Wichtigkeit ist die Wahl des Ortes der Stichwunde, aus der
man das Blut entnimmt. Da wir fiir die gewohnlichen klinischen Blutunter-
suchungen Kapillarblut verwenden, so ist an sich jede Hautstelle des Korpers
fir die Entnahme des Blutes brauchbar, die gut durchblutet ist. Gerade aber
wegen des letzteren Momentes hat man dieser Frage seine besondere Aufmerksam-
keit zuzuwenden. Im allgemeinen benutzt man aus Griinden der Bequemlichkeit
entweder die Fingerkuppe oder das Ohrlappchen als Einstichstelle. Beide Orte
haben ihre Vorteile und Nachteile.

Bei dem Einstich in die Fingerkuppe hat man unter Umstéinden mit
Schwierigkeiten zu kampfen, wenn wie z. B. bei Arbeiterhinden, die Haut
eine sehr dicke Hornschicht zeigt. Man muBl dann sehr tief einstechen, wobei
man mit der Lanzette eventuell bis auf den Knochen des Fingergliedes vor-
dringt, was dem Patienten Schmerzen verursacht. In anderer Weise kann
die Blutentnahme bei einem neurasthenischen Vasomotoriker mit kiihlen,
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schlecht durchbluteten Fingern schwierig sein und auch bei tieferem Einstich
quillt nur wenig Blut hervor, so dafl mehrmals eine Stichwunde gesetzt werden
muB. Dies ist fiir sensible Patienten unangenehm, besonders dann, wenn eine
Blutuntersuchung o6fters erfolgt.

In solchen Fiallen verdient die Blutentnahme aus dem Ohrlappchen
zweifellos den Vorzug.

Im allgemeinen ist hier die aus der Stichwunde tretende Blutmenge wesent-
lich ergiebiger, oft quillt sogar nach dem einmaligen Stich mehr Blut hervor,
als man fiir die Untersuchung benotigt. Bei empfindlichen Patienten fallt ferner
ins Gewicht, daB sie bei dieser Art der Blutentnahme einen Schmerz iiberhaupt
nicht verspiiren und sich daher auch weiteren Blutuntersuchungen gegeniiber nicht
ablehnend verhalten. Bei manchen Menschen kommt allerdings bei dieser Art der
Blutentnahme ein Ubelstand zur Geltung, der namentlich bei der Anfertigung von
Abstrichpraparaten storend wirkt, dafl namlich das Ohrldappchen dicht mit feinen
Hérchen besetzt ist, die u. a. die Gerinnung des austretenden Blutes stark
beschleunigen und evtl. auch korperliche Elemente des Blutes zuriickhalten
(Naegeli). Bei Benutzung des Ohrlappchens, namentlich bei andmischen
Personen, empfiehlt es sich, dasselbe kurz vor dem Einstich tiichtig zu reiben, um
eine aktive Hyperdmie zu erzielen. Beim Einstich ist eine VorsichtsmaBregel zu
empfehlen, um sich selbst vor Verletzungen zu schiitzen. Man soll das Ohrlappchen
so zwischen Daumen und Zeigefinger halten, da8 die Spitze der Nadel, falls sie das-
selbe durchbohrt, nicht in den Finger des Untersuchers eindringt. Diese Vorsicht
ist vor allem bei infektiosen Krankheiten am Platz.

Bei Sauglingen und kleinen Kindern stolen die angegebenen Methoden
der Blutentnahme meist auf Schwierigkeiten. Hier empfiehlt es sich, das Blut aus
der groflen Zehe zu entnehmen. Die Punktion des Sinus bei Sauglingen siehe unten.

In letzter Zeit ist von Naegeli betont worden, daf} die einzige einwand-
freie Methode der Blutentnahme diejenige aus den kiinstlich durch ein warmes
Handbad hyperdamisierten Fingern ist. Nach dem Bade soll man durch
kriftiges Abreiben und Trocknen der Finger fiir eine griindliche Durchblutung
sorgen, so daf3 dann das Blut aus der Stichwunde in reichlicher Menge und in
der Zusammensetzung, wie sie den grofen Blutgefaflen entspricht, quillt.

Es ist nicht zu leugnen, daB diese Methode den Vorteil gréferer Exakt-
heit vor der bisher iiblichen Art der Blutentnahme besitzt. Auf der anderen
Seite ist aber doch zu bedenken, daf das der Blutentnahme vorausgehende Hand-
bad die Blutuntersuchung, die wenn sie vollstandig ist, schon ohnehin eine recht
umstindliche Prozedur darstellt, um einen neuen Akt vermehrt und die Unter-
suchung noch zeitraubender gestaltet. Immerhin wird man diesen Rat fiir be-
sonders exakte Untersuchungen, speziell bei Viskositatsbestimmungen beherzigen.
Es sei noch betont, daB durch eine derartige kiinstliche Hyperéimie eine lokale
Anderung in der Zusammensetzung des Blutes im Vergleich zu dem iibrigen Blut
nicht erfolgt. .

Die wichtigste Regel fiir die Blutentnahme ist, dafl der aus der Stichwunde
austretende Blutstropfen ohne jeden Druck spontan hervorquillt. Kiinstliches
Nachhelfen durch Driicken muB3 unfehlbar zu Irrtiimern bei der Untersuchung
fihren. Mindestens verursacht ndmlich ein derartiger kiinstlicher Druck die
Folgeerscheinungen einer Stauung, d. h. eine Vermehrung der Erythrozyten und
des Hamoglobins an Ort und Stelle. Tritt sehr wenig Blut aus der Stichstelle
aus wie z. B. bisweilen bei perniziosen Andmien und preBt man mit den
Fingern, um mehr Blut zu erhalten, so ist eine Beimischung von Gewebsfliissig-
keit und Lymphe und damit eine unkontrollierbare Verdiinnung des Blutstropfens

1*



4 Blutentnahme.

unvermeidlich. Tritt also nach dem ersten Einstich zu wenig Blut aus der Wunde,
so muf} man ein zweites Mal und tiefer einstechen. Es empfiehlt sich, den ersten
aus der Wunde quellenden Tropfen mit einem sauberen Tuch wegzuwischen und
erst den darauf folgenden Blutstropfen fiir die Untersuchung zu verwenden.

Beobachtet man die genannten Kautelen und entnimmt das Blut im Zu-
stand der Verdauungs- und Muskelruhe, so erweist sich dasselbe nach den
Untersuchungen Naegelis sowie Biirkers in allen GefaBprovinzen als in
gleicher Weise zusammengesetzt.

Vor dem Einstich hat die Reinigung der Haut zu erfolgen, die man mit einem
fettlosenden Stoff, am besten Alkohol oder Ather vornimmt, der die auf der Haut
befindliche Fettschicht und den Schweill entfernt. Hinterher muB3 man die Haut
griindlich trocken reiben; geschieht dies nicht, so flieBen die aus der Stichstelle
austretenden Blutstropfen aus, wahrend sie nach richtiger Vorbereitung wenigstens
bei nicht sehr hydréimischem Blut Kugelform aufweisen sollen.

Als Instrument fiir den Einstich kann jede kleine Lanzette oder #hnliches
benutzt werden. Die Anwendung einer gewohnlichen Nadel ist wegen der zu
kleinen Stichoffnung nicht ratsam. Dagegen ist z. B. eine gewohnliche Schreib-
feder, deren eine Spitze weggebrochen ist, gut anwendbar, ebenso 148t sich eine
Impffeder (Abb. 1, Firma Heintze & Blankertz) verwenden.

Sehr zweckméBig sind die besonders hierfiir konstruierten Lanzetten, die
es gestatten, die Lange der in die Haut eindringenden Spitze zu variieren.

@':-}nn e BCANCRENTE

Abb. 1. Impffeder zur Blutentnahme. * Abb. 2. Franckesche Nadel.

Die Tiirksche ,,Blutlanzette besteht aus einem metallenen Griff, in den
eine lanzenartige Spitze mit schneidenden Seitenréindern eingefiigt ist. Uber
diese Lanzette ist an den Griff eine Metallhiilse mit Gewinde in der Weise auf-
zusetzen, daf sie, nur wenig aufgeschraubt, die Spitze der Lanzette vollstandig
deckt und schiitzt, wahrend sie starker aufgeschraubt, die Spitze mehr oder
weniger frei werden laf3t. Die Hiilse dient also einerseits als Schutz fiir die Spitze,
andererseits erlaubt sie die Tiefe des Einstichs zu regulieren. AuBlerdem erhilt das
Instrument noch eine zweite Hiilse zum Schutz, die vorne geschlossen ist und iiber
die erste geschoben wird. — Auch Sahli hat ein derartiges Instrument angegeben.

Bei der Franckeschen Nadel (Abb. 2), bei der ebenfalls eine aufschraub-
bare Hiilse die Tiefe des Einstichs reguliert, bewirkt eine Spiralfeder das Vor-
schnellen der verstellbaren Lanzette, die je nach der Stellung der Schutzhiilse
verschieden tief in die Haut eindringt. '

SchlieBlich hat Schottelius die Anwendung seines Hdmostix genannten
Instrumentes empfohlen. Es ist ein kleiner Apparat, der aus zwei siegelring-
artigen Halften besteht. Der eine Ring enthélt ein kleines Messer, das in das
Ohrlappchen gedriickt wird, die Platte des anderen Ringes, der iiber den Zeige-
finger gesteckt wird, dient mit seiner Korkscheibe als Unterlage fiir das Ohr-
lappchen und soll die evtl. durchdringende Spitze auffangen.

" Fir die Reinigung der genannten Instrumente geniigt das Abreiben mit
Alkohol und Ather. Will man besonders vorsichtig zu Werke gehen, so kann
man sich einer von mir angegebenen Franckeschen Nadel mit Platiniridium-
spitze (Firma Stiefenhofer, Miinchen) bedienen, die sich ausglithen laBt.
Infektionen der Stichstelle werden nie beobachtet.
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Eine besondere Versorgung der Wunde .ist im allgemeinen nicht notwendig;
selbst bei Hamophilen kommt es kaum zu hartnickigerem Bluten.

GroBere Mengen von Blut, wie sie namentlich fir physikalische und che-
mische Untersuchungen gebraucht werden, konnen durch Venenpunktion
gewonnen werden.

Man wihlt hierfiir am besten die Vena cubiti mediana. In den meisten Fillen
ist leichtes Stauen der Vene durch Kompression des Oberarmes notwendig. Bei
mageren Individuen geniigt oft die manuelle Kompression oberhalb der Ellewn-
beuge. Sonst ist es zweckmafBig, eine Binde maBig fest um den Oberarm zu legen,
in Form einer Esmarchschen Binde oder eines gewohnlichen Gummischlauches
mit mehreren Touren, dessen Ende man mit einer Klemme fixiert. Von Vorteil
besonders da, wo eine moglichst schnelle Aufhebung der Stauung erwiinscht ist,
ist die Anwendung der Recklinghausenschen Manschette des Blutdruck-
apparates von Riva-Rocci. Hier 1aft sich die Stauung graduell je nach der ein-
geblasenen Luftmenge variieren und durch Offnen des Ventils momentan be-
seitigen.

Die praparatorische Freilegung der Vene fiir die Punktion ist nur in den
Fiallen notwendig, wo es sich entweder um sehr fettreiche. Individuen oder um
sehr zart entwickelte Venen handelt, wie dies besonders bei animischen Frauen
vorkommt. Im iibrigen ist die Punktion der Vene durch die Haut hindurch die
Methode der Wahl.

Was die Wahl der Kaniile betrifft, so sind namentlich in der letzten Zeit
seit der Einfithrung der Wassermannschen Reaktion und der Salvarsan-
therapie sehr zahlreiche Verbesserungen und Modifikationen der Venenpunktions-
nadeln angegeben worden. Trotzdem muf} man sagen, daB fiir die vorliegenden
Zwecke die gewohnlichen schon frither tiblichen Punktionskaniilen durchaus
den praktischen Anforderungen geniigen, vorausgesetzt daf} sie zwei Bedingungen
erfilllen. Erstens ist darauf zu achten, dafl die Spitze der Nadel kurz abgeschnitten
und nicht zu lang ausgezogen ist; dadurch wird vermieden, daf3 die gegeniiber-
liegende Wand der Vene durch die Nadel angestochen oder durchbohrt wird.
Zweitens soll die Kaniile geniigend weit sein, damit sich nicht leicht Gerinsel
in ihrem Lumen festsetzen. Bei stark entwickelten Venen kann man ruhig
Kaniilen bis fast zwei Millimeter #uflerem Durchmesser anwenden. Selbstver-
stdndlich muf} die Spitze der Nadel tadellos geschliffen sein, um dem Patienten
keinen Schmerz zu verursachen und um die Vene gut treffen zu koénnen, die
einer stumpfen Nadel ausweicht. Man kann tbrigens fir bestimmte Unter-
suchungen mit Vorteil Kaniilen verwenden, in deren Ansatzstiick ein konischer
Stutzen mit Olive zur Verbindung mit einem Gummischlauch pafit. Es laft sich
dann an die Blutentnahme sofort eine Infusion anschlieBen, ohne daf3 man die
Kaniile aus der Vene zu entfernen braucht. — Es bedarf keines besonderen Hin-
weises, daB bei jeder derartigen Venenpunktion hinsichtlich der Asepsis genau
nach chirurgischen Grundsitzen zu verfahren ist. Die Haut ist mit Jodtinktur
zu desinfizieren, die Nadel vor der Punktion zu sterilisieren.

Die Venenpunktion ist ein vollig gefahrloser Eingriff, der, was besonders zu
betonen ist, auch bei schweren himorrhagischen Diathesen und Hamophilie ge-
wagt werden darf, da er niemals zu Nachblutungen Veranlassung gibt.

Aspiriert man das Blut aus der Vene mit einer Spritze und will dabei ver-
meiden, daB vorzeitig Gerinnung in derselben eintritt, so kann man eine
Spur Ammoniumoxalat in Pulver (0,01 auf 10 ¢ccm Blut) oder einige Kérnchen
Hirudin!) (Firma E. SachBe & Co., Leipzig-Reudnitz) vorher auf den Spritzen-

Wi_l) Vél. d. Arbeit von Franz (Jakobj), Schmiedebergs Arch. Bd. 49.
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stempel legen. Will man den Zusatz einer derartigen Substanz vermeiden,
so kann man die Spritze vorher mit geschmolzenem Paraffin ausgieBen,
das nach dem Erkalten einen diinnen Uberzug der inneren Wand der Spritze
bildet.

Um beim Aufsaugen des Blutes in die Spritze Verdnderungen des Blutes
(Hamolyse) zu vermeiden, ist darauf zu halten, daB die Spritze vollkommen
trocken ist; auch ist eine zu kréftige Aspiration ebenso wie heftiger Druck
bei der Entleerung der Spritze zu vermeiden.

Das aus der Punktionsnadel ausflieBende Venenblut ist in seinen ersten
Proben wegen der vorausgegangenen Stauung fiir feinere Untersuchungen
unbrauchbar; man mufl daher zunéachst einige Kubikzentimeter abflieBen lassen,
bis man eine fiir die Untersuchung bestimmte Probe auffingt. Auch dann aber
ist nicht zu vergessen, dafl das aus der Vene ausflieBende Blut insofern kein véllig
normales Verhalten darstellt, als es sich ja stets um Stauungsblut handelt, das
erfahrungsgemafl im Wassergehalt, Trockenriickstand u. a. gegeniiber nicht
gestautem Blut nicht unwesentlich verschieden ist. Aus diesem Grund soll man
bei Untersuchungen, bei denen es auf die genannten Momente ankommt, ver-
suchen, die hierfiir erforderliche Blutmenge aus der Vene nach véllig aufge-
hobener Kompression des Oberarms zu erhalten, was oft allerdings nicht gelingt.

In jungster Zeit hat man bei Sduglingen mit Erfolg die Blutentnahme
durch Punktion des Sinus longitudinalis durch die groBe Fontanelle
ausgefithrt (Blechmann, Ylppé, Tobler).

Tobler gibt folgende Technik an: Er benutzt eine sterilisierte Glas- oder
Rekordspritze mit leicht gleitendem Stempel, die er mit einer Platinkaniile von
0,65 mm AufBlenstirke und 2!/, cm Léange armiert. Empfehlenswert ist es, die
Kaniile im Abstand von 8—10 mm von der Spitze mit einem Hemmknépfchen
zu versehen, das ein zu tiefes Eindringen verhindert. Ohne aufgesetzte Spritze
zu arbeiten, widerrdt T., weil man die Moglichkeit voriibergehender negativer
Druckschwankungen im Sinus nicht génzlich ausschliefen kann. Das Kind
wird in sitzender Haltung am Kopfe fest fixiert, wobei man jedoch ein zu starkes
Zusammenpressen der Schidelknochen zu vermeiden hat. Da der Sinus von vorn
nach hinten an Kaliber zunimmt, so ist die Punktion um so leichter, je weiter
sie okzipitalwarts vorgenommen wird. Bei- klaffender Sagittalnaht punktiert
man deshalb im Bereich derselben in halber Entfernung zwischen grofler und
kleiner Fontanelle. Ist die Naht ganz oder teilweise geschlossen, so wihlt T.
den am weitesten nach hinten vorspringenden Winkel der groBen Fontanelle.
Fiir Ungeiibte empfiehlt T. zur sicheren Orientierung das Aufzeichnen der Knochen-
rander mit dem Hautstift. Man hiite sich vor nachtriglichem Verziehen der be-
weglichen Kopfschwarte.

Die Stelle des Einstichs wird, wenn nétig, rasiert, mit Benzin oder Ather
entfettet und mit Jodtinktur eingerieben. Dann wird streng median mit schriag
nach hinten zielender Nadelspitze rasch die Decke durchstochen. Je schriger
man die Nadel halt, desto geringer ist die Gefahr, das Lumen zu durchstoBen;
allzu schrige Fithrung erschwert aber den Durchstich. Beim Vordringen der
Nadel empfindet man deutlich das Eintreten in den Hohlraum. Wéhrend die
am Schéadel aufgestiitzte rechte Hand die Spritze unverriickbar fixiert, zieht
die linke behutsam den Stempel an. Wenn nicht ohne jede Gewalt sofort reichlich
Blut einstréomt, ist man nicht an Ort und Stelle. Es bleibt dann nur iibrig, durch
leichtes Vor- und Riickwiartsschieben die richtige Tiefe aufzusuchen oder an
anderer Stelle erneut einzustechen. Aus der kaum sichtbaren Stichstelle quillt
bisweilen ein Blutstropfen nach. Sie wird mit einem Gazetupfer und Leukoplast
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verschlossen. Es soll an dieser Stelle nicht unterlassen werden, darauf hinzu-
weisen, dafl neuerdings tiber Ungliicksfille bei der Punktion des Sinus berichtet
wurde (Heymann, Traugott).

Neuerdings ist man ferner daran gegangen, auch die Arterienzupunk-
tieren. Hiirter hat eine sehr einfache und wie man nach seinen Unter-
suchungen schliefen darf, véllig ungefihrliche Methode angegeben, die es
ermoglicht, durch Punktion der Arteria radialis ohne besondere Préaparation
und ohne Unterbindung eine geniigende Menge arteriellen Blutes zu erhalten.

Hirter gibt fiir die Blutentnahme aus der Radialarterie folgende Technik
an: Handelt es sich um einen bettligerigen Patienten, so wird der fiir die Punktion
bestimmte Arm so auf ein hartes viereckiges Kissen gelegt, daf3
er fast horizontal liegt und die Hand leicht dorsoflektiert iiber
den Rand des Kissens herabhéingt. Der Arm soll so gelagert
sein, daB der Patient dadurch keine Unbequemlichkeit emp-
findet. Bei der Punktion in sitzender Stellung legt der Patient
seinen Arm auf einen Tisch mit der beschriebenen Unterlage.
Die iiber den Rand des Kissens heriiberhingende Hand muB
von einem Gehilfen gehalten und fixiert werden. Von einer
Fixierung durch einen besonderen Armhalter sieht man besser ab.
Nachdem die Desinfektion der Haut vorgenommen worden ist und '
der Verlauf der Arterie durch Palpation festgestellt ist, fixiert Punﬁzghs%a del
man das GefaBrohr durch Druck mit dem Zeigefinger der linken .. Hiirter.
Hand und erkennt aus dem Pulse die Lage der Arterie. Die
Palpation ist hier besonders notwendig, da die Arterie nicht wie eine gestaute
Vene deutlich sichtbar ist. Wahrend bei Mannern die Punktion leicht ausfiihr-
bar ist, stoBt sie bisweilen bei Frauen und Kindern auf Schwierigkeiten.

Als Punktionsnadel (Abb. 3) dient eine 1,2 em lange und 1,15 mm starke
Kaniile mit sehr kurzem Schliff. Die Nadel wird in der Weise in die Arterie einge-
stoBen, daB man sie besonders bei tiefliegender Arterie besser senkrecht als schriag
einsticht. Von Vorteil ist dabei, dafl das Lumen der abgeschrigten Spitze in der
Richtung des Blutstroms steht und nicht umgekehrt. Zur Orientierung iiber die
Lage der Kaniile in der Arterie sind an dem Ansatzstiick der Nadel zwei kleine
Osen angelotet.

Rigide Beschaffenheit des Arterienrohres oder hoher Blutdruck gelten nach
Hiirter nicht als Kontraindikation der Punktion, wie H. iiberhaupt keinerlei
Momente als Gegenanzeigen seiner Methode in Erfahrung gebracht hat. Liegt
die Kaniile richtig im Arterienrohr, so entleert sich das Blut pulsatorisch in
groBerem oder kleinerem Strahl. Nach Beendigung der Blutentnahme zieht man
die Kaniile sofort schnell heraus und muf} die Stichstelle kraftig mittelst Tupfers
komprimieren, wobei der Arm senkrecht in die Hohe gehalten wird. Nachdem
man sich {iberzeugt hat, daBl keine Nachblutung erfolgt, legt man einen Kom-
pressionsverband fiir die nidchsten 12 Stunden an, worauf der Arm ruhig ohne
Gefahr nach Belieben wieder bewegt werden kann. Eine Nachbehandlung ist
nicht notwendig. Schmerzen treten im allgemeinen in der Folgezeit nicht auf.
Die Stichstelle ist am folgenden Tage als kleiner runder Schorf zu erkennen,
der etwas druckempfindlich ist und in der Tiefe ein durch den Blutaustritt be-
dingtes Infiltrat erkennen laf3t, das bald schwindet. Gelegentlich kommt es vor,
daB man das Arterienrohr mit der Nadel auf der entgegengesetzten Seite durch-
sticht. In diesem Fall entleert sich aus der Nadel das Blut erst dann, wenn man
sie etwas zuriickzieht. In solchen Fillen kann es zur Quaddelbildung kommen,
die zum Abbrechen der Punktion zwingt. Im iibrigen hat die Durchbohrung
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der Arterienwand auf der entgegengesetzten Seite keine weiteren schlimmen
Folgen.

Ein Vorteil der beschriebenen Methode besteht weiter darin, daff man ohne
Gefahr ein und dieselbe Radialarterie mehrmals punktieren kann. Man hat
dabei nur die Einstichstellen zu wechseln, indem man jedesmal etwas hoéher
oder tiefer als das vorhergehende Mal punktiert.

Gewinnung von Blut aus Hautschnitten unter Anwendung des Schropf-
kopfes ist fiir die hier in Betracht kommenden Untersuchungen véllig unzu-
lassig. Die Griinde, derentwegen eine auf die Weise gewonnene Blutprobe unbrauch-
bar ist, sind bereits oben bei der Besprechung der Blutentnahme aus einer Haut-
stichwunde auseinandergesetzt. Die Anwendung einer Saugwirkung muB natiir-
lich in noch héherem Grade die Beimischung von Gewebssaft zur Folge haben
und dadurch die Zusammensetzung des aus der Wunde tretenden Blutes in hohem
Mafle verdndern.

Uber die Blutentnahme bsi Laboratoriumstieren wire hier marches
praktisch Wichtige zu sagen; mit Riicksicht auf den Rahmen dieses Buches
muBl ich mich mit einem empfehlerden Hinweis auf die Monographie von
Klieneberger und Carl begniigen.

GroBere Mengen Blut fiir physikalische, chemische und serologische Unter-
suchungen fingt man in trockenen, tadellos sauberen Glasgefiflen auf, die am
besten sterilisiert sind. In besonderen Fillen, wenn die Gerinnung hintangehalten
werden soll, wahlt man Gefafle, die man vorher mit heiBem Paraffin ausgegossen
hat. Bei Untersuchung der Blutgase ist es bisweilen zweckmiBig, das Blut unter
Luftabschluf aufzufangen, indem man es unter fliissigem Paraffin in das Gefaf3
einlaufen laft.

Bei allen Arten von Blutentnahmen, bei denen es auf quantitative Unter-
suchungen ankommt, ist mit einer wichtigen Fehlerquelle in dem Sedimen-
tierungsbestreben der Blutkérperchen zu rechnen, das nach Unter-
suchungen der jiingsten Zeit von Fahreus (Hoeber) mit der elektrischen Ladung
der Erythrozyten in Zusammenhang steht. Die verschiedenen Blutarten ver-
halten sich dabei recht verschieden. Beim Menschen zeigt das andamische Blut
diese Tendenz stiarker als normales Blut und dieses sedimentiert wiederum
schneller als z..B. dasjenige bei Polyzythdmie. Sehr schnell sedimentiert Blut,
das mit Hirudin, Oxalat, Fluornatrium, Histon usw. versetzt ist. Das Blut der
verschiedenen Tierarten zeigt hinsichtlich der Senkungsgeschwindigkeit erhebliche
Unterschiede, und zwar lautet die Reihenfolge in absteigender Richtung: Pferd,
Mensch, Hund, Rind (Frianckel). Da selbstverstindlich auch in jedem einzelnen
Blutstropfen, der zu einer Untersuchung entnommen wird, die Erythrozyten
die Tendenz zur Sedimentierung zeigen, so mufl man speziell bei Zellzahlungen
dieser Tatsache durch moglichst schnelles Arbeiten Rechnung tragen. Vor allem
aber ist diese Eigentiimlichkeit des Blutes bei Verarbeitung groferer Mengen
(Gasanalyse usw.) zu beriicksichtigen.

Das Defibrinieren des Blutes.

Fir zahlreiche Untersuchungen ist die Entfernung des Fibrins aus dem
Blute erforderlich. In der Regel wird dies durch Schlagen des Blutes mit einem
Glas- oder Holzstab oder durch Schiitteln mit Glasperlen bewirkt, worauf
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das Blut durch Gaze in ein Gefafl filtriert wird. Aron und Miiller haben
indessen gezeigt, dal bei dieser Methode der Defibrinierung durch Zuriickbleiben
von Erythrozyten im Gerinnsel Fehler entstehen, die sich bei manchen Unter-
suchungen (Spektrophotometrie) fithlbar machen. Wird dagegen das Fibrin
durch Schiitteln des Blutes mit Quecksilber entfernt, so werden Verluste vermieden.
Nach den genannten Forschern empfiehlt es sich daher, bei allen quantitativen
Untersuchungen des Blutes (wenn man dasselbe nicht direkt in Sodaldsung auf-
fangen will), das Blut mittels Quecksilber und nicht, wie bisher iiblich, durch
Schlagen zu defibrinieren.

Man nimmt die Defibrinierung in einem Stopselglase vor, das mit wenig
Quecksilber beschickt ist. Das Quecksilber muf3 natiirlich chemisch rein und
frei von Siure sein. Man schiittelt das Blut so lange, bis das Quecksilber sich fein
verteilt hat. Zu beachten ist indessen bei dieser Methode, dall nach der Be-
obachtung von Barcroft Blut, das bei 38° lingere Zeit mit Quecksilber in Be-
rithrung ist, zur Methamoglobinbildung neigt (Frz. Miiller).



Physikalisch-
chemische Blutuntersuchung.

Himometrie.

Die quantitative Bestimmung des Blutfarbstoffes spielt bei jeder Blut-
untersuchung eine besonders wichtige Rolle. Ihre Bedeutung liegt darin be-
griindet, dafl die Hb-Bestimmung Aufschluf iiber die Hauptfunktion des Blutes,
die Versorgung des Korpers mit Sauerstoff, geben soll. Hiernach miiite eigentlich
jede Hb-Bestimmung sich die Losung der Frage zur Aufgabe stellen, in welchem
Grade der Blutfarbstoff im einzelnen Fall die Sauerstoffversorgung zu erfiillen
vermag; eine Hb-Bestimmung wire danach gleichbedeutend mit einer Unter-
suchung iiber das Bindungsvermogen des Blutes fur Sauerstoff. In der Tat
sind verschiedene Hb-Bestimmungsmethoden neueren Datumsbestrebt, diese Frage
direkt zu beantworten. Hierzu gehoren in erster Linie die gasometrischen Methoden.

Daf3 auBerdem ein grofle Anzahl von Methoden existieren, die auf mehr in-
direktem Wege die Hb-Bestimmung bewerkstelligen, liegt einmal daran, daf
sie aus einer Zeit stammen, wo eine ,funktionelle Hb-Bestimmung noch un
bekannt war. Daneben besitzen sie gegeniiber dieser zum Teil den Vorzug der
Einfachheit, was bei einem praktisch so ungemein héufig angewendeten Verfahren
erheblich ins Gewicht fillt.

Die grofie Mehrzahl der Methoden zur Bestimmung des Blutfarbstoffs be-
rubt auf einem einfachen kolorimetrischen Prinzip, bei dem aus der Férbe-
kraft einer Blutprobe, die man mit einer Standardfarbe vergleicht, auf den
Hb-Gehalt des Blutes geschlossen wird. Auch die charakteristischen spektralen
Eigenschaften des Hb wurden zu seiner quantitativen Bestimmung benutzt,
ferner der Grad der durch den Blutfarbstoff photographisch nachweisbaren
Lichtabsorption. Ferner wurde das Sauerstoffbindungsvermégen sowie end-
lich der Eisengehalt des Blutes zur Hb-Bestimmung herangezogen. Beziig-
lich dieses Punktes sei auf die Bemerkung S. 45, Fuinote hingewiesen.

Sowohl die Bestimmung der Farbekraft des Blutes wie die iibrigen genannten
Wege konnen naturgemafl nur dann als vollwertige hdmometrische Methoden
in der oben angegebenen Bedeutung angesehen werden, wenn die verschiedenen
hierbei verwerteten Eigenschaften des Hb bei den verschiedenen Blutarten in
einem konstanten Verhaltnis zueinander stehen, d.h. wenn das Hb chemisch
einen vollig einheitlichen Kérper darstellt, der unter den verschiedenen physio-
logischen und pathologischen Bedingungen zwar an Menge in der Volumeneinheit
Blut variiert, dagegen beziiglich des Sauerstoff bindenden, eisenhaltigen und
gefarbten Teils seines Molekiils sich stets gleich verhalt. Gegeniiber der Auf-
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fassung Bohrs?), der die Lehre von der Einheitlichkeit des Hb-Molekiils be-
kampft, haben Hifner, Hiifner und Kiister sowie Butterfield den Beweis
erbracht, dafl zwischen der Lichtextinktion, dem Gasbindungsvermégen und
dem Eisengehalt des Hb stets eine konstante Beziehung besteht?).

Ebenso konnten auch Lorrain Smith und Haldane, Morawitz und
Rohmer, sowie Masing und Siebeck zeigen, daBl zwischen der Farbekraft
der verschiedenen Blutarten und ihrem Sauerstoffbindungsvermogen ein strikter
Parallelismus besteht.

Dies sind in Kiirze die Grundtatsachen, deren Kenntnis fur die richtige
Bewertung der verschiedenen Methoden der Hdmometrie notwendig ist.

Bei den meisten Methoden zur Bestimmung des Blutfarbstoffes handelt
es sich um eine relative Hb-Bestimmung, d.h. es wird festgestellt, wieviel
Hb das zu priifende Blut im Vergleich zu normalem Blut enthalt. Es wurde
dabei bislang die stillschweigende Voraussetzung gemacht, da der Hb-Wert
des normalen Menschen stets und iiberall eine konstante GroBe ist. Bezeichnet
man dieselbe mit dem Werte 100, so la3t sich der relative Hb-Wert, den man
bei einer Untersuchung findet, ohne weiteres in Prozenten ausdriicken.

Daf} die Annahme von der Konstanz des Hb-Gehalts beim normalen Menschen
irrig ist, wird bei der Besprechung des Sahlischen Hamometers niher zu er-
ortern sein.

Kolorimetrische Methoden der Himoglobinbestimmung.

Die Bestimmung des Héamoglobins auf kolorimetrischem Wege hat in sehr
zahlreichen Methoden Anwendung gefunden. Das einfachste Verfahren, aus der
Farbungsintensitidt des Blutes auf seinen Himoglobingehalt zu schlielen, besteht
darin, dal man einen Tropfen Blut auf FlieBpapier oder weile Leinewand, z. B. ein
Handtuch fallen la3t. Der Getibte kann dann aus der blasseren oder dunkleren Farbe
des Blutes erkennen, ob eine starke Hamoglobinverminderung besteht oder nicht.

Talqvists Himoglobinskala.

Eine kolorimetrische Hb-Bestimmungsmethode einfachster Art stellt die
Talqvistsche Hb-Skala dar. Sie besteht aus zehn verschiedenen in abgestufter
Starke rot gefarbten auf Papler chromolithographierten Streifen, von denen
neuerdings jeder in der Mitte eine kleine kreisrunde Offnung besitzt. Bei der
Hb-Bestimmung wird ein Tropfen Blut auf einen Streifen des der Skala in Buch-
form beigegebenen FlieSpapiers gebracht, und der Papierstreifen, nachdem der
feuchte Glanz des Tropfens verschwunden ist, mit dem Blutfleck unter die Aus-
schnitte der verschiedenen Farbenstreifen geschoben, um festzustellen, welcher
Farbnuance der Skala das untersuchte Blut am nichsten kommt. Die neben
jedem Skalenteil stehende Ziffer (10—100) gibt die entsprechenden Hb-Prozente
an. Es versteht sich von selbst, dafl die Untersuchung mit dem Talqvist nur
eine recht grobe Schitzung des Himoglobingehaltes erlaubt. Immerhin hat
sie den Vorteil fiir sich, daBl sie sehr einfach ist und ihre Handhabung daher
auch vom Ungeiibten leicht erlernt werden kann.

1) Es seien hier die SchluBsitze der Bohrschen Arbeit zitiert (Skand. Archiv f.
Physiol. Bd. 3): Es gibt verschiedene Hiémoglobine, die unter gleichen #uferen Verhiltnissen
eine verschiedene Menge Sauerstoff absorbieren, im iibrigen aber hinsichtlich des chemischen
Charakters einander nahe stehen .. Es ist anzunehmen, daB8 das gewdhnliche Hamoglobin eine
Mischung von Himoglobinen mit verschiedener Sauerstoffabsorbtion ist.

2) Von anderer Seite (Bornstein u. Franz Miiller) wird allerdings wiederum die Ansicht
Bohrs verteidigt.
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Was die feineren kolorimetrischen Verfahren betrifft, so hat man je nach
der Art der verwendeten Testfarbe zwei groe Gruppen zu unterscheiden. Bei
der einen Gruppe, zu der einige dltere Methoden der Hamoglobinbestimmung
gehoren, wird als Vergleichsfarbe ein Farbstoff gewihlt, der dem Blutfarbstoff
zwar moglichst dhnlich ist, wie z. B. das Pikrokarmin, dennoch aber von ihm
chemisch vollstandig verschieden ist. Immerhin kann bei derartigen Instrumenten
bei sorgfaltiger Herstellung eine recht gute Ubereinstimmung zwischen Blut-
farbstoff und Testfarbe erreicht werden. Bei einer zweiten Gruppe von Himo-
metern wird der Ubelstand, daB ungleiche Farbstoffe miteinander verglichen
werden, dadurch vermieden, daf} hier als Vergleichsfarbe Blutfarbstoff selbst
bzw. seine Derivate verwendet werden.

Hamoglobinometer von Gowers.

Bei diesem Apparat dient als Vergleichsfarbe eine Losung von Pikrokarmin?)
in Glyzerin, deren Farbnuance so gewahlt ist, daB sie einer einprozentigen Losung
von normalem Blut entspricht. Die Testlosung befindet sich in einem zugeschmol-
zenen Glasrohrchen. Nach dem Vorschlag Sahlis, der das Instrument auf seine
Brauchbarkeit priifte, sind dem Apparat 2 Testrohrchen beigegeben, die sich
untereinander in ihrer Farbe ein wenig unterscheiden. Das eine Réhrchen, das
mit einer weiflen Marke versehen ist, zeigt einen etwas gelblicheren Farbenton
und ist fiir die Bestimmung bei Tageslicht bestimmt, wihrend das andere mit
einer schwarzen Marke fiir Bestimmungen, die man bei kiinstlicher Beleuchtung
vornimmt, dient. Dasdritte Rohrchenist eine kleine Eprouvette von genaudemselben
Durchmesser wie die Testrohrchen; es tragt eine Skala, die in 120 Teile geteilt ist
und deren jeder 20 cmm entspricht. Vergleichsr6hrchen und Eprouvette werden bei
der Benutzung in einen kleinen Gummiklotz gesteckt, so daB sie aufrecht stehen.

Bei der Benutzung des Apparates wird zundchst in die Eprouvette, die
vollig trocken sein muf3, mit einem zu dem Apparat gehorigen Tropfrohrchen
etwas Wasser bis zu einer der untersten Marken gefiillt. Hierauf saugt man
mit einer Kapillarpipette, die dem Apparat beigegeben ist, Blut auf, und zwar bis
zur angegebenen Marke von 20 cmm und bringt das Blut sofort in die Eprouvette.
Vorher hat man jedoch darauf zu achten, daBl die Pipettenspitze aullen von dem
daran haftenden Blut gesdubert wird, da man andernfalls zuviel Blut fir die
Bestimmung verwenden wiirde. Man erreicht das dadurch, daf man mit Flie§3-
papier oder einem Leinewandlappchen seitlich an der Spitze der Pipette vorbei-
wischt, ohne das Lumen der Kapillare zu berithren. Man blést nun vorsichtig
den Inhalt der Kapillare in das Wasser der Eprouvette, wobei man vermeidet,
daB sich Schaum bildet und saugt noch mehreremal Fliissigkeit aus der Eprouvette
auf, um sicher zu sein, daf} jeder Rest von Blut aus der Kapillare entfernt ist.
Gleichzeitig wird durch das mehrfache Aufsaugen und Ausblasen eine griindliche
Durchmischung des Blutes mit dem Wasser bewirkt, was man durch leichtes
Schiitteln unterstiitzt. Die erhaltene Blutlosung ist zunichst dunkelrot. Nun
wird mit Hilfe des Tropfrohrchens langsam Wasser — Leitungswasser ist er-
laubt — zugesetzt, um die Blutlgsung gradatim zu verdiinnen. Kommt man
mit der Verdiinnung in die Nahe der Farbengleichheit zwischen Blutlésung und
Testrohrchen, so mufl man mit dem weiteren Zusatz von Wasser sehr behutsam
verfahren. Man hilt dabei am besten hinter die beiden in. dem Gummiklotz
steckenden Rohrchen ein weiles Blatt Papier und betrachtet sie bei auffallendem
Licht. Um fur eine moglichst gleichméafige Verteilung des Blutes im Wasser

1) Das Pikrokarmin wurde zum ersten Male von Raje ws ki zur kolorimetrischen Bestim-
mung des Hiamoglobins benutzt.
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zu sorgen, ist es zweckméafig, die Eprouvette zu verschlieBen und umzuschiitteln.
Hierbei ist es nicht zulissig, die Offnung des Réhrchens mit dem Finger zu ver-
schliefen, da dadurch ein Verlust an Flissigkeit zu befiirchten wire, da etwas
am Finger haften bleibt, sondern man verschliefit die Eprouvette am besten
mit einem kleinen Gummistopfen. Ist Farbengleichheit erreicht, so liest man
den Stand des Fliissigkeitsmeniskus an der Skala ab und hat damit direkt die
gesuchte Prozentzahl Hamoglobin.

Die Nachteile des Gowersschen Instruments sind zahlreich. Abgesehen
von dem bereits erwihnten Ubelstand, daB véllig differente Farbstoffe mitein-
ander verglichen werden, was besonders bei niedrigen Hb-Werten zu gréBeren
Ungenauigkeiten fithrt, ist weiter der Umstand zu beriicksichtigen, dafl das
Pikrokarmin die Eigenschaft aller organischen Farbstoffe, mit der Zeit abzu-
blassen, in hohem Mafle zeigt, so daBl die Testréhrchen auf die Dauer immer
weniger genaue Werte bzw. héhere Hb-Zahlen anzeigen (vgl. hierzu die be-
sonders ungiinstigen Erfahrungen Glogners in den Tropen).

Es kommt hinzu, da3 die Prifung auf Farbeniibereinstimmung der beiden
Réhrehen in der Originalanordnung des Apparates aus optischen Griinden nicht
sehr genau ausfallen kann, selbst wenn man sie auf weilem Hintergrunde be-
trachtet. Naheres hieritber wird bei dem Sahlischen Hémometer zu sagen sein.

SchlieBlich leidet der Gowerssche Apparat an einem Nachteil, den er
iibrigens auch mit dem Sahlischen Apparat teilt, da} ein fehlerhaft zugesetzter
UberschuB von Verdiinnungsfliissigkeit nicht wieder riickgingig gemacht werden
kann, wie iiberhaupt die Konstruktion derartiger Apparate keine wiederholte
Einstellung zur Gewinnung von Mittelwerten erlaubt (vgl. z. B. im Gegensatze
hierzu das Kolorimeter von Autenrieth). Der Fehler des Gowersschen Himo-
globinometers betragt bis zu 109, der Norm.

Himometer von Fleischl-Miescher.

Es handelt sich bei diesem Hdmometer um eine von Miescher angegebene
Modifikation des alten Hamometers von Fleischl. Als Vergleichsfarbe
dient Rubinglas (mit Goldpurpur
gefarbtes Glas). Der Apparat!) be-
steht aus folgenden Teilen (Abb. 4).

Er stellt im wesentlichen ein Tisch-
stativ eines Mikroskops dar. Die
Tischflache tragt in der Mitte eine
kreisrunde Offnung. An der Unter-
seite der Tischplatte ist in Rinnen
beweglich ein Metallrahmen ange-
bracht, der einen schmalen langen
Keil aus Rubinglas tragt. Dieser
Keil, dessen Léngsachse parallel zur
Langsrichtung der Tischplatte ge-
richtet ist, ist so unter dieser ange-
bracht, daf3 er die erwdhnte runde
Offnung genau zur Halfte iiberdeckt.
Ein Schraubentrieb am Stativ er- App, 4. Himometer von Fleischl-Miescher.
moglicht die langsame Verschiebung
des Rahmens mit dem Keil, so daf je nachdem dickere oder diinnere Teile des
Keiles unter der Offnung der Tischplatte sichtbar werden. Die Stellung des Keils

_T) Hersteller des Hamometers: C. Reichert, Wien, Bennogasse 24—26. Dem Apparat
wird eine Gebrauchsanweisung von Veillon beigegeben.
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laBt sich an einer Skala mit den Teilen 1—125 ablesen, die an dem den Keil
tragenden Rahmen angebracht ist, und von der in einem kleinen Ausschnitt in
der Tischplatte immer diejenige Marke sichtbar wird, die dem unter der Offnung
sichtbaren Teil des Rubinkeils entspricht. Unter dem Keil befindet sich nach
Art eines Mikroskopreflektors eine allseits drehbare weile Gipsscheibe, die den
Spiegel ersetzt und dazu dient, diffuses Licht in die Offnung der Tischplatte zu
werfen.

Zur Aufnahme des zu untersuchenden Blutes dient ein kleines MetallgefaS3,
die Kammer. Dasselbe hat Zylinderform und ist unten mit einer abschraub-
baren Glasplatte verschlossen. Ferner ist sie durch eine metallene Scheidewand
in zwei genau gleiche Halften zerlegt. Die Scheidewand ragt ein wenig itber den
Rand der Kammer hervor. Als Deckel der Kammer dient ein rundes Deckglas,
das entsprechend dem Rande der Scheidewand eine kleine Rinne tragt, in die
derselbe hineinpaft. Zu erwihnen ist noch, dafl das Lumen der Kammer an
den Seiten, wo die Wand gerundet ist, mit Metallfillungen ausgefillt ist, so
daBl beim Hindurchsehen durch die Kammer nur die mittlere Partie als recht-
eckiges Feld in jeder Hilfte sichtbar ist. AuBlerdem ist fiir jede Kammer noch
eine hiilsenartige Blende mit einem Schlitz von 4 mm Breite vorgesehen, die
auf das Deckglas geschoben werden kann und dazu dient, die Gré83e des sichtbaren
Teiles der Kammer einzuschrinken. Zu jedem Apparat gehoren zwei Kammern
von 15 bzw. 12 mm Hoéhe.

Um das Blut fur die Bestimmung abzumessen und zu verdiinnen, ist eine
besondere Mischpipette vorhanden. Diese von Miescher nach dem Prinzip
von Potain angegebene Pipette (an Stelle der urspriinglichen automatischen
Blutpipette von Fleischll)) besteht aus einer sorgfaltig kalibrierten Kapillare
mit angeschmolzener ampullenartiger Erweiterung von genau abgemessenem
Inhalt. Die Kapillare besitzt mehrere Marken: 1/;, 2/; und 1/,. Als Verdiinnungs-
flissigkeit dient 0,1 proz. Sodalésung, die die Erythrozyten vollstindig
auflost. Die Pipette wird zunichst mit einem Gummischlauch mit Mundstiick
armiert.

Wird nun Blut z. B. bis zur Marke 1/, aufgesogen und hierauf SodalGsung
bis zur oberen Marke der Ampulle, so betragt die Verdiinnung des Blutes 1: 200.
Wird das Blut nur bis zu einer der anderen Marken aufgesogen, so erhilt man
die Verdiinnung 1: 300 und 1:400. Man verschlieft nun die beiden Enden der
Pipette mit Daumen und Zeigefinger und schiittelt sie kraftig, um eine griind-
liche Mischung des Ampulleninhaltes zu erzielen, was noch durch eine in die
Ampulle eingeschmolzene Glasperle geférdert wird. Nun bldst man zunéchst
ein wenig Flussigkeit aus der Kapillare aus und fiillt mit dem Inhalt der Ampulle
die eine Halfte der oben beschriebenen Kammer von 15 mm Hohe. Es mufl
dabei so viel Flussigkeit in dieselbe gefiillt werden, daB ein konvexer Flussigkeits-
meniskus entsteht. In derselben Weise wird die andere Hilfte der Kammer mit
reinem Wasser gefiillt und schlieflich das zu der Kammer gehérige Deckglas so
von der Seite heriibergeschoben, daf3 sich dabei keine Luftblase bildet. Es ist
auf diese Weise Blutlosung und Wasser in genau gleicher Hohe zwischen plan-
parallelen Wanden eingeschlossen.

Die so beschickte Kammer wird in die runde Offnung der Tischplatte des
Apparates eingesetzt und zwar in der Weise, dafl die Scheidewand der Kammer
genau parallel dem Rande des Keiles liegt und die mit Wasser gefiillte Halfte
iiber dem Keil steht, wahrend die andere mit Blut gefiillte Hilfte keinen Keil
unter sich hat.

1) Beziiglich der Fehlerquellen des alten Fleischlschen Himometers vgl. auch die Arbeit
von Mayer (Deutsches Arch. f. klin. Med. Bd. 57).
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Da der Apparat weder bei Tageslicht noch bei Auerlicht oder elektrischem
Licht verwendet werden darf (das Licht soll moglichst frei von violetten Strahlen
sein), weil in diesem Fall die Farbe des Rubinkeiles mit der der Blutlésung nicht
genau iibereinstimmt, benutzt man als Lichtquelle eine Petroleumlampe oder
eine Kerze. Man hat hierbei darauf zu achten, dafl das Licht von der Gipsplatte
in beide Kammerhilften gleichméBig geworfen wird. Zum Abblenden des Lichtes,
das nicht in die Augen des Beobachters fallen darf, kann man sich eines kleinen
Gehduses aus Pappe oder Holz bedienen, in das der Apparat gestellt wird und
das durch einen kleinen Ausschnitt den Durchtritt des Lichtes zum Gipsreflek-
tor erlaubt.

Man blickt nun von oben in die Kammer und sucht durch Verschieben des
Keiles, indem man die Stellschraube dreht, auf Farbengleichheit beider Kammer-
hilften einzustellen.

Es empfiehlt sich, hintereinander eine gréBere Zahl von Ablesungen vorzu-
nehmen, indem man den Apparat immer wieder von neuem einstellt und dann
z. B. aus 10 Ablesungen das Mittel nimmt.

Will man sehr genau verfahren, so kann man, nachdem man eine Anzahl
Bestimmungen mit der groBeren 15 mm hohen Kammer gemacht hat, die Blut-
losung von dieser in die kleinere 12 mm hohe Kammer ﬁberpipettieren und nun
wiederum 10 Ablesungen machen. Sind die Ablesungen fehlerfrei ausgefallen,
so miissen die Mittelwerte beider Kammern sich untereinander wie 15: 12 oder
5:4 verhalten.

Die an der Skala des Apparates abzulesenden Werte geben nicht direkt
den Hamoglobingehalt an, sondern miissen erst umgerechnet werden. Die jedem
Apparat beigegebene Kalibrierungstabelle gibt die den verschiedenen Skalen-
teilen bei einer Kammerhéhe von 15 mm entsprechenden absoluten Himo-
globinmengen in Milligramm auf 1000 ccm der untersuchten Losung an.

Man hat die Milligrammzahl mit der Verdimnung (200, 300 oder 400)
zu multiplizieren und durch 10 (Berechnung auf 100 cem) und 1000 (Umrechnung
der Milligramm in Gramm) zu dividieren. Statt dessen kann man die in der
2 resp. 3 oder 4

Tabelle abgelesene Zahl mit dem Bruch = 00

multiplizieren, um direkt

die Prozentzahl zu erhalten.

Was die Wahl der Verdinnung betrifft, so hat sich dieselbe nach der Be-
schaffenheit des zu untersuchenden Blutes zu richten!). Bei sehr anamischem
Blut wird man eine geringere Verdiinnung wéhlen als bei normalem oder gar
polyzythamischem Blut. Beziiglich der an der Kabpillarpipette befindlichen
Marken sei noch bemerkt, dall auBler den Hauptmarken sich ober- und unter-
halb dieser kleine Hilfsteilstriche befinden. Diese dienen dazu, falls die Blut-
sdule nicht exakt bis zu einer Hauptmarke aufgesogen ist, sondern etwas dariiber
oder darunter steht, festzustellen, wieviel dieses Plus oder Minus betrigt. Es
entsprechen nimlich diese Nebenstriche je dem 100. Teil der ganzen Kapillare.

Die Reinigung des Apparates hat sehr sorgfaltig zu geschehen. Die Pipette,
die man zunachst mit Wasser durchspiilt und hinterher vom Wasser durch ab-
soluten Alkohol und Ather befreit, muB absolut trocken sein. DaB dies der Fall
ist, erkennt man am besten daran, daf} beim Schiitteln der Pipette die Glaskugel
in der Ampulle auf und ab tanzt, wahrend sie im anderen Falle an der Wand
der Ampulle kleben bleibt. Die Kammer wird zunéchst entleert, hierauf aus-
einandergeschraubt und sorgfiltig in allen ihren Teilen getrocknet, schlieflich
wieder zusammengeschraubt. Hierbei hat man besonders darauf zu achten,

1) Bei dem alten Fleischlschen Himometer, das ohne Melangeur angewendet wurde,
fehlte die Moglichkeit, mit verschiedenen Verdiinnungen zu arbeiten.
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daBl sich zwischen der Scheidewand der Kammer und der Glasplatte, die
den Boden bildet, keine Staubfasern befinden, da sonst leicht eine Un-
dichtigkeit entsteht, die zur Folge hat, dafl Flissigkeit von der einen Kammer-
hilfte in die andere eindringt, was selbstverstindlich zu groben Ungenauig-
keiten fiihrt.

Die Genauigkeit des Fleischl-Miescherschen Apparates hingt in
erster Linie von der Beschaffenheit des Rubinkeiles ab. Da derselbe nicht wie
frither bei dem Instrument von Fleischl einfach empirisch mit Hilfe von Blut-
proben normaler Menschen geeicht ist, sondern auf Grund von Original-Himo-
globinlésungen, so ist damit eine gewisse Gewéhr fiir die Genauigkeit der Skala
gegeben. Ein Mangel des Apparates besteht aber wieder darin, da3 die Keile der
verschiedenen Apparate nicht jeder fiir sich nach einer derartigen Hédmoglobin-
l6sung geeicht werden, sondern durch Vergleich mit dem Keil eines besonders
sorgfaltig gearbeiteten Testapparates.

Weiter haften dem Apparat die Fehler an, die sich allgemein aus der
Benutzung eines Keiles ergeben, d. h. es sind bei sehr niedrigen und sehr hohen
Werten, die in die Grenzteile des Keiles fallen, ungenaue Werte zu erwarten.
Aus diesem Grunde wird man, wie oben ausgefiihrt, bei den verschiedenen Blut-
arten die Verdiinnung so wéhlen, dafl stets nur der mittlere Teil des Keiles bei
der Einstellung in Frage kommt.

Nachprifungen des Fleischl - Miescherschen Apparates wurden ins-
besondere in sehr eingehender Form von Veillon, ferner von Loewy und
Franz Miller vorgenommen?'). Veillon stellte u. a. vergleichende Unter-
suchungen mit dem alten Fleischlschen Apparat und der Miescherschen
Modifikation an und fand sehr erhebliche Unterschiede zugunsten des neuen
Apparates. In einer groferen Reihe sorgfaltig ausgefithrter Untersuchungen
iber die Genauigkeit des Fleischl - Miescherschen Hamometers fand er, daf3
dasselbe bei einiger Ubung eine FehlergroBe von ca. 1 Skalenteil zeigt, ein Be-
trag, der in absoluten Hb-Werten ca. 0,159, entspricht.

Loewy, der gleichfalls das Hamometer auf seine Zuverlassigkeit priifte,
beobachtete im allgemeinen ebenfalls nur geringe Ablesungsfehler, wenn auch
die von verschiedenen Untersuchern unter gleichen Bedingungen abgelesenen
Werte etwas mehr und zwar 5—6 Skalenteile voneinander differierten. Auf-
fallend war die Bedeutung der Belichtungsstirke fiir das abgelesene Resultat.
Regelméflig ergaben sich namlich bei stirkerer Belichtung héhere Werte. Aller-
dings wendete Loewy entgegen der Originalvorschrift elektrisches und Gas-
glithlicht an. Auch Franz Miiller (Archiv f. Anat. u. Physiol. 1901) kommt
in eingehenden Untersuchungen zu einer Bestitigung des giinstigen Urteils, wie
es bereits Veillon iiber den Apparat abgegeben hatte.

Keilhimometer von Griitzner.

Auch hier diente (dltere Form des Apparates) Pikrokarmin als Vergleichs-
farbe, und zwar in Form von Pikrokarmingelatine, die sich gegeniiber der Farb-
l6sung durch gréfere Haltbarkeit auszeichnen sollte. Spéater wihlte Griitzner
als Standardfarbe gefirbtes Glas, dessen Nuance anndhernd derjenigen von
100fach verdiinntem Blut entsprach.

Der Apparat besteht in seiner neueren Konstruktion aus folgenden Be-
standteilen (Abb. 5 u. 6): Das mittels Pipetten im Verhiltnis von 1:100 verdiinnte
Blut kommt in einen keilférmigen Behélter, dessen vordere und hintere Wand
aus Spiegelglas und dessen Seitenwdnde aus Messingblech bestehen, das eben-

1) Vgl. auch die Arbeit von Jaquet.
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falls mit Glas belegt ist. Die Hohe des Keils betrigt 5,2 cm, er ist oben 1,7 cm
tief und ca. 7 mm breit, der Winkel betragt etwa 20°. Die verschiedenen Schicht-
dicken schwanken zwischen 3 und 15 mm, die Vergleichsfarbe, die aus mehreren
aufeinander gelegten Platten aus verschieden nuanciertem gelben Glas besteht,
wird durch einen Falz festgehalten, der sich dicht neben der vorderen Wand
des Keils in der gleichen Ebene mit ihr befindet. Die vordere Fliche des Keils,
die senkrecht steht, tragt in Schienen gleitend einen Schieber aus Messing-
blech, der drei iibereinander befindliche horizontale Schlitze besitzt, die je 1,5 mm

breit und je 1 mm voneinander entfernt sind. Die hin-

I ") tere Wand des Keils deckt eine Milchglasplatte. Der
Keil geht in seinem unteren Ende in einen Metallstiel
" | iiber, mittels dessen der Apparat aufgestellt werden kann.
o °/  Die rechts befindlichen drei Schlitze befinden sich dem-
nach vor dem gefarbten Glase und zeigen daher alle
die gleiche Farbennuance. Von den links gelegenen
g el drei Schlitzen, hinter denen sich der mit der Blut-
=0 mischung gefiillte Keil befindet, ist der oberste Schlitz
Suovbem der dunkelste, da sich die dickste
=3 (|.| Blutschicht hinterihm befindet, wéih-
s 09 rend der unterste Schlitz heller und
% ttg| der mittlere bei richtiger Einstellung
E20 genau ebenso hell wie die Vergleichs-
I __ig farbe der rechten Schlitze ist. Die
I @) Bestimmung wird nun so vorgenom-
1 men, dafl der Schieber mit den

Schlitzen so lange hin und her ge-
schoben wird, bis die vorhin genannte
_ Ubereinstimmung des linken mittle-
Abb. 5. Keilhamometer von '« S.Chhtz?s ml.t der Stand.ardfarbe Abb. 6.  Schieber-
Griitzner. Ansicht von richtig erreicht ist. Um bei der Be- [atte des Keilhimo-
der Seite und von vorn. trachtung seitliches Licht auszu- meters.
schalten, benutzt Griitzner bei

der Ablesung eine quadratische pyramidenférmige Tiite aus Karton, die innen
geschwirzt ist und mit dem schmalen Ende auf den Keil gesetzt wird, wihrend
man das breite Ende dicht vor die Augen hilt.

Gritzner hat seinen Apparat auch auf absolute Hb-Werte geeicht (Her-
steller des Apparates Universitatsmechaniker E. Albrecht, Tiibingen).

Mit einigen Worten sei hier auch des Apparates von Dare gedacht, der
zwar bei uns so gut wie unbekannt ist, dagegen in Amerika vielfach An-
wendung findet. Es beruht auf dem gleichen Prinzip wie das Fleischl-
Mieschersche Instrument, nur findet hier das gefirbte Glas in Form einer
Scheibe von wechselnder Dicke Anwendung. Dieselbe ist in ein Gehiuse ein-
geschlossen, das eine schmale Offnung zum Durchsehen trigt, so daB nur ein
kleiner Teil der Glasscheibe sichtbar ist. Das zu untersuchende Blut kommt
unverdiinnt als diinne Schicht in einen von zwei Glasplatten gebildeten kapilliren
Spalt. Die Beleuchtung des Blutes sowie der Vergleichsfarbe erfolgt mittels
einer hinter dem Apparat befestigten Kerze. Man dreht die Glasscheibe so
lange, bis Farbeniibereinstimmung erfolgt und liest den Hb-Wert an einer
Skala ab. — Hinsichtlich des Prinzips des Apparates gilt fir die Anwendung
des Farbglases der allen derartigen Hamoglobinometern anhaftende Fehler,
daB heterogene Farbstoffe miteinander verglichen werden.

v. Domarus, Blutuntersuchung. 2
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An dieser Stelle wire schlieflich auch das Autenriethsche Hamokolori-
meter zu beschreiben, da auch hier die Testfarbe vom Blutfarbstoff verschieden
ist. Aus anderen Griinden findet der Apparat auf Seite 29 Beriicksichtigung.

Wir gehen jetzt zu denjenigen Hdmoglobinometern iiber, bei denen die
Standardfarbe ein Derivat des Blutfarbstoffs ist. Als solches kommt das Kohlen-
oxydhéamoglobin und das salzsaure Hiamatin in Betracht.

Kolorimetrische Doppelpipette von F. Hoppe-Seyler.

Dieser zwar komplizierte, aber sehr exakt arbeitende Apparat, dessen Test-
farbe CO-Hb ist, zeigt in seiner urspriinglichen Form folgende Konstruktion:

Zwei schmale, nebeneinander angeordnete Kammern sind von planparallelen
Glaswinden eingeschlossen und besitzen genau gleiche Dimensionen. Die Fiillung

Abb. 7. Kolorimetrische Doppelpipette von Hoppe-Seyler.

geschieht mit Hilfe kleiner an den Kammern angebrachter Réhrchen, durch die
die zu untersuchenden Blutproben aufgesogen werden. Im einzelnen setzen sich
die Kammern aus nachstehenden Teilen zusammen: Wie Abb.7 I—III er-
kennen laBt, handelt es sich um zwei Messingrahmen, die in einer Messing-
fassung durch Schraubenmuttern fixiert sind; beide Messingrahmen haben einen
Durchmesser von je 5mm. Die Hilfte der Rahmenéffnung ist bei beiden aus-
gefilllt durch einen planparallel geschliffenen, polierten Glaskérper von 5 mm
Durchmesser. Jeder der beiden Rahmen trigt auBerdem an der AuBenseite
eine plangeschliffene polierte Glasplatte, wahrend eine dritte Glasplatte sich
zwischen beiden Rahmen befindet, so dal der zwischen den beiden erstgenannten
Glasplatten befindliche Hohlraum in je zwei hintereinander gelegene Kammern
zerlegt wird, von denen je eine auf jeder Seite durch den erwiahnten Glaskérper
ausgefiillt ist. Die in der Abbildung 7 gegebene Skizze III 143t diese Verhalt-
nisse deutlich erkennen. Die in der Skizze nicht schraffierten Teile entsprechen
den iibriggebliebenen Hohlrdumen der Pipette, deren jeder einen Durchmesser von
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5 mm besitzt. Beide Rahmen tragen oben und unten Bohrungen, an denen sich
Ansatzréhrchen fiir Gummischliuche zum Ansaugen befinden. Als Standard-
losung benutzt Hoppe - Seyler mehrfach umkristallisiertes Kohlenoxydhémo-
globin aus Hunde- oder Pferdeblut nach dem von ihm angegebenen Verfahren.
Das zu untersuchende Blut wird ebenfalls vorher mit CO behandelt.

Eine Verbesserung erfuhr der Apparat durch Anwendung des Albrecht-
schen Glaskérpers, ferner eines Kollimatorrohrs und eines Fernrohrs!) (Abb. 81
zeigt das verbesserte Instrumentin 1/,, Abb. 817 und 8111 in '/, natiirlicher GréBe).
Auf einem eisernen Full montiert befindet sich das zu einem graden Messingrohr
vereinigte Fernrohr F sowie das Kollimatorrohr C. Letzteres trigt in einem ge-
schwirzten Messinggehsuse (Abb. 817) den auf vier Seiten geschliffenen Albrecht-
schen Glaswiirfel G, der darin so befestigt ist, dafl zwei diagonal gegeniiberliegende
Kanten desselben in der optischen Achse des Fernrohrs liegen, wobei die dem
Fernrohr zugekehrte Kante in der Brennweite der Kollimatorlinse liegt.

Die Doppelpipette P besteht aus einem rechteckigen, plangeschliffenen
Messingstiick von 5 mm Durchmesser (Abb. 811I). In dasselbe sind die beiden

Abb. 8. Hoppe-Seylers Doppelpipette, verbesserte Form: I. Langsschnitt durch den
Apparat; II. Gehduse mit dem Albrechtschen Korper; III. Doppelpipette.

Kammern. in der Weise gebohrt, dall zwischen ihnen sich ein 3,5 mm breiter
Steg befindet. Jede Kammer tragt oben und unten einen Schlauchansatz. Das.
Gehduse des Albrechtschen Korpers ist nach vorn durch einen genau plan-
geschliffenen Flansch abgeschlossen, in dem sich zwei den Kammern der Doppel--
pipette entsprechende Offnungen befinden. Die Doppelpipette wird auf beiden
Seiten mit je einer plangeschliffenen Glasplatte d bedeckt und wird alsdann vor-
dem Flansch mit den beiden Federn Ak festgeklemmt. Gleichzeitig wird sie
durch die am Wirfelgehduse befindlichen Metallamellen so fixiert, daf die beiden
Kammern der Pipette sich mit den Offnungen im Flansch vollkommen decken.
Die Brechung der durch die beiden Kammern in einem Abstand von 3,5 mm
tretenden Lichtstrahlen erfolgt so, wie es die Abb. 811 zeigt, d. h. die Kante
des Wirfels bildet bei der Betrachtung durch das Fernrohr die Grenze zwischen
beiden Kammern. Stellt man das Fernrohr, das eine quadratische Blende tragt,
scharf auf die Kante des Glaswiirfels ein, so erblickt man zwei den beiden Pi-
petten entsprechend vergréflerte Rechtecke, die nur durch eine ganz feine Linie,
die Kante des Wiirfels, voneinander getrennt sind. Auf diese Weise ist eine
besonders scharfe Vergleichung der Farben der beiden Losungen moglich.

Die Benutzung der Hoppe - Seylerschen Doppelpipette ist sehr umstiand-
lich. Da es darauf ankommt, das zu untersuchende Blut so lange zu verdiinnen,
bis Farbengleichheit eintritt, so muf}, solange dies nicht der Fall ist, die

1) Vgl. Literatur Albrecht.
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Blutlosung jedesmal aus der Pipette wieder entleert und durch eine neue Ver-
diilnnung ersetzt werden, was zeitraubend und mithsam ist.

G.Hoppe-Seyler prifte den Apparat von F.Hoppe-Seyler auf
seine Genauigkeit und verglich ihn mit den Apparaten von Fleischl und Gowers.
Auch vereinfachte er die Methode, um sie fiir den Gebrauch am Krankenbett
handlicher zu machen. Als Standardblutlosung diente eine 0,2 proz. aus einer
2,7 proz. hergestellte Losung von Kohlenoxydhdmoglobin. Zur Bereitung der-
selben diente nicht reines CO, sondern Leuchtgas.

Von dem durch einen Stich in die Fingerkuppe gewonnenen Blut wird 0,04
bis 0,06 mittels einer graduierten Kapillarpipette wie bei dem Go wersschen Hamo-
meter aufgesogen, in einen kleinen feingeteilten Mefizylinder itbergefiihrt, die Pi-
pette sorgfaltig mit destilliertem Wasser ausgespiilt, das einer genau geteilten
Biirette entnommen wird, mit einem Tropfen schwacher Sodalésung alkalisiert
und in die Mischung Leuchtgas geleitet. Die 0,2 proz. Normallésung kommt in
einen gleich weiten Zylinder, wobei die zu untersuchende Losung so lange mit
Kohlenoxydwasser aus einer genau geteilten Biirette verdiinnt wird, bis anndhernd
Farbengleichheit resultiert. Alsdann bringt man die Blutlosung und die Normal-
16sung in die Kammern der Doppelpipette und priift, ob genaue Ubereinstimmung
der Farben besteht. Ist dies nicht der Fall, so 1463t man solange vorsichtig CO-Wasser
zu der Blutlésung zuflieBen, bis véllige Gleichheit der Farben vorhanden ist.

Wurde z. B. 0,06 ccm Blut verwendet und dies auf 4,2 ccm verdiinnt, bis
Farbengleichheit mit der 0,2proz. Normallosung eintrat, so betrug die Hb-
Menge in 100 ccm Blut 0,002 - 4,2 - 100: 0,06 = 14; d. h. der Hb-Gehalt des
untersuchten Blutes betrug 149,.

Winternitz nahm Kontrolluntersuchungen mit dem verbesserten Hoppe-
Seylerschen Apparat vor, um die Fehlergrenzen desselben festzustellen. Er
ging dabei von verschiedenen gewichtsanalytisch genau bestimmten Losungen

von kristallisiertem Hb
aus. U.a.ergabsich,daB
die GroBe des Fehlers bei
der Hb-Bestimmung von
der Menge des Hb in
der untersuchten Losung
vollig unabhéngig ist.
Bei Anwendung reiner
Hb-Losung fallt das Re-
sultat naturgeméaf} exak-
ter aus als bei Unter-
suchungen von Blut. Im
allgemeinen hilt er bei
der Methode Differenzen
bis zu 3/,9, fur zulissig,
was als sehr giinstiges
Abb. 9. Apparat von Giacosa. Ergebnis anzusehen ist.

Giacosa hat den Apparat von Hoppe - Seyler in sinnreicher Weise dahin
modifiziert, da er die eine der Pipettenkammern mit einer beweglichen Wand
ausstattete, so daB sich verschiedene Schichtdicken von der gleichen Blutlésung
ohne Neueinstellung untersuchen lassen.

An dem Ende eines Fernrohrs (Abb. 9), das ebenfalls mit dem Albrecht-
schen Wiirfel versehen ist, ist eine rechteckige Messingplatte von 5 mm Dicke
angebracht, die nebeneinander zwei Ausschnitte von 8 mm Durchmesser tréagt.
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Durch planparallele Glasscheiben werden die Ausschnitte wie bei dem Apparat
von Hoppe-Seyler in geschlossene Kammern verwandelt. Zum Einfiillen
der Fliissigkeit dienen wiederum kleine Rohrstutzen, die oben und unten in den
Metallrahmen eingefiigt sind. Wahrend die eine der beiden Kammern von beiden
Seiten mit festen Glasplatten verschlossen ist, trigt die andere Kammer, die zur
Aufnahme der zu untersuchenden Blutlésung bestimmt ist, an der von dem Fern-
rohr abgewendeten Seite eine bewegliche Glasplatte, die so weit in das Innere der
Kammer geschoben werden kann, dafl sie die andere Glaswand beriihrt, wobei
dann der Kammerinhalt gleich Null wird. Die Kammer mit beweglicher Wand
tragt unten als AbfluBl ein Rohrchen mit Hahn, oben einen Rohrstutzen, der in
eine 15 cm lange Kapillare &’ iibergeht, die als Steigrohr dient und zur Aufnahme
von Flisssigkeit bestimmt ist, wenn die Kammer durch Verschieben der Wand
sich verkleinert. Die Bewegung der Glaswand geschieht durch Drehen der
Schraube ¢”, die mit Hilfe eines Zahnrades vom Okularende des Fernrohrs
aus gestellt werden kann. Beide Kammern sind durch Federn an dem Fernrohr
festgeklemmt. Damit beide Kammern von genau der gleichen Lichtintensitéat
getroffen werden, ist entsprechend dem mit der Stellschraube versehenen Rohr-
ansatz ¢” auch an der anderen Kammer ein gleiches Rohr ¢’ angebracht. Das
Fernrohr ist verkiurzt, so dafl der Apparat eine Lange von nur 27 cm besitzt.

Bei der Bestimmung des Hb mit diesem Apparat benutzte Giacosa als
Vergleichslosung eine Losung von 0,25- bis 0,3 proz. CO-Hb, die stets frisch fir jede
Versuchsreihe aus einer haltbaren konzentrierten Losung von 2—39%, bereitet
wurde. Die Verdinnung geschah stets mit leicht alkalischem (3—4 Tropfen
Natronlauge auf 100 cem), stark CO-haltigem Wasser. Die Vergleichslosung
sowie die Blutverdinnung wurden nach Gewicht hergestellt.

Himoglobinometer von Haldane.

Das Hamoglobinometer von Haldane ist in seiner Konstruktion dem
Gowersschen Himoglobinometer nachgebildet. Es besteht wie dieses aus einem
mit der Testlosung gefiillten Vergleichsr6hrchen und einer Eprouvette zur
Verdiinnung des Blutes. Von dem Gowersschen Apparat unterscheidet es sich
grundsitzlich durch die Art der Vergleichslésung, indem hier als Testfarbe eine
Losung von CO-Hb Verwendung findet.

Es handelt sich demnach um das gleiche Prinzip wie bei dem Apparat von
Hoppe-Seyler. Haldane geht jedoch einen Schritt weiter, indem er die
Standardfarbe so eicht, daf sich mit seinem Hamoglobinometer das Sauerstoff-
bindungsvermégen des untersuchten Blutes feststellen 1at. Dabei werden zwei
verschiedene Eigenschaften des Blutfarbstoffes verwertet, einmal die von Hal-
dane und LorrainSmith gefundene Tatsache, daf} die Farbekraft verschie-
dener Blutarten genau parallel ihrem Sauerstoffbindungsvermégen geht, und
andererseits die Eigenschaft des Hb, pro Gewichtseinheit genau gleiche Mengen
Kohlenoxyd wie Sauerstoff zu binden!). Als Standardlésung wendet Haldane
eine 100fach verdiinnte mit CO gesattigte Losung eines Blutes an, das gasana-
lytisch untersucht eine Sauerstoffkapazitit von 18,59, besitzt.

Die Methode Haldanes stellt demnach zum ersten Male eine funktionelle
Hb-Bestimmung (s. Einleitung des Kapitels Himometrie) dar, da sie die Mog-
lichkeit gibt, sich ein Urteil iiber das Sauerstoffbindungsvermégen des unter-
suchten Blutes zu bilden.

Voraussetzung fiir die Haltbarkeit der Losung ist der vollstindige Aus-
schluB von Sauerstoff; das CO-Hb befindet sich daher in einer reinen CO-

1) Vgl. Hiifner, Archiv f. Anat. u. Physiol. (phys. Abt.) 1894.
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Atmosphire. Um dies zu erreichen, gibt Haldane folgende Methode der
Darstellung der Standardlosung an (Abb. 10).

Eine schmale Eprouvette, die mit einer 1 proz. Ochsenblutlgsung gefiillt
ist, tragt seitlich einen Rohransatz, durch den aus einer Gasleitung Leuchtgas
einstromt, das durch ein in einem Stopfen steckendes Rohr in der Pfeilrichtung
wieder austritt. Nachdem man das Gas einige Minuten hat durchstreichen lassen,
schmilzt man das Rohr mit der Blutlosung an der Einschniirung 4 zu. Die so
bereitete CO-Hb-Losung ist haltbar.

Fuar die Hb-Bestimmung bringt man wie bei der Methode von Gowers
aus einer genau kalibrierten Pipette eine abgemessene Menge Blut (20 cmm)
in das zweite Glischen, in dem sich etwas Wasser befindet. Man hat nun das
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Abb. 10. Himoglobino- Abb. 12. Schnitte durch das Kolbenkeilhdmo-
meter von Haldane. globinometer.

Blut mit CO zu sattigen, was man dadurch bewirkt, daBl man wiederum Leucht-
gas durch ein kleines Rohrchen in die Eprouvette stromen laBt und die Blut-
l6sung mehrere Male mit dem Gas schiittelt. Nun wird die Blutlésung solange
mit Wasser verdiinnt, bis Farbengleichheit mit dem Standardrohr resultiert,
wobei man bei durchfallendem Licht beobachtet. Den Hb-Gehalt liest man
direkt an der Skala der Eprouvette ab.

Haldane gibt an, da} seine Bestimmungen bis auf 0,89, genau waren, ein
Resultat, das als sehr giinstig zu bezeichnen ist.

Kolbenkeilhiimoglobinometer von Plesch.

Die Anwendung von Kohlenoxydhdmoglobin als Testfarbe bei Hamoglobin-
bestimmungen wurde bereits bei der Hoppe - Se ylerschen Doppelpipette und
dem Hamoglobinometer von Haldane .erwdhnt. Auch der Apparat von
Plesch bedient sich dieser Hamoglobinverbindung als Vergleichsfarbe.

Das Kolbenkeilhamoglobinpmeter (Abb. 11—13) besitzt als wesent-
lichsten Bestandteil ein reagenzglasartiges Gefif}, in das ein massiver Glaskolben
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eingeschliffen ist, der schrig der Linge nach durchschnitten ist und dessen eine
Hilfte entfernt wurde. Das Lumen des Glasgefafles wird hierdurch in zwei gleiche
keilférmige Halften geteilt, von denen die eine massiv, die andere leer ist. Wird nun
in die letztere eine farbige Fliissigkeit z. B. Blutlosung gefiillt, so nimmt diese
ebenfalls Keilform an, derart, daf} die diinnste Schicht sich unten, die dickste oben
befindet. Beim Hindurchsehen durch das Gefifl wird daher dasselbe in ver-
schiedenen Hohen die verschiedenen Nuancen der Eigenfarbe der Losung zeigen.

Als Testlosung dient eine CO-Hb-Losung, die einer 200fachen Verdiinnung
eines normalen Blutes entspricht und in einer Kohlenoxydatmosphire einge-
schlossen ist: Eswird dadurch eine groBere Haltbarkeit der Vergleichslosung erzielt.

In ein zweites rohrenférmiges
Gefall kommt die zu untersuchende
Blutlosung. Dies Gefal3, das eben-
falls die Form eines groflen Rea-
genzglases hat, besitzt genau den
gleichen Durchmesser wie das Ver-
gleichsgefal mit dem Keil. Beide
GefiaBe befinden sich in einem vier-
eckigen Metallgehduse, das als Dun-
kelkammer dient. Auf der einen Seite
ist das Gehause fir den Durchtritt
des Lichtes mit einer Milchglas-
platte M versehen, auf der anderen
Seite befindet sich ein kleiner
Spalt O zum Hindurchsehen. Um
das Testrohr in der Hohe verstellen
zu koénnen, ist es mit einem Trieb
versehen, dessen Schraube seitlich
an dem Gehduse angebracht ist.

Man kann auf diese Weise verschie-

dene Teile des Testrohres, d. h.

verschieden dicke Schichten des

Vergleichsblutes am Auge voriiber-

fihren. Da der Kolbenkeil 10 cm

lang ist und das Testgefal eine

Teilung von 0—100 mm trigt, so

bedeutet die Verschiebung der Test- Abb. 13. Kolbenkeilh#moglobinometer von
réohre um 1 mm eine Zunahme der Plesch (neues Modell). Gesamtansicht.
Schichtdicke von 1%, Abb. 13 gibt

eine Totalansicht des Apparates in seiner neuesten Konstruktion (Firma
B. B. Cassel, Frankfurt a. M.).

Das zu untersuchende Blut wird mittels einer besonderen dem Apparat bei-
gegebenen Pipette mit Gummischlauch und Mundstiick aufgesogen. Die Pipette
(s. Abb. 13), die in der Mitte eine ampullenartige Erweiterung tragt, besitzt
2 Marken unter- und oberhalb der Ampulle. Das Blut wird bis zur unteren
Marke aufgesogen, was einer Menge von ca. 20 cmm entspricht, hierauf saugt
man Wasser nach, das man mit Kohlenoxyd oder, was praktisch auf das gleiche
hinauslduft, mit Leuchtgas geschiittelt hat. Das Wasser wird bis zur oberen
Marke aufgesogen, dadurch wird das Blut 200fach verdiinnt. Durch die An-
wesenheit des CO wird das Hb des zu untersuchenden Blutes in CO-Hb ver-
wandelt, so daf die Farbe desselben die gleiche wird, wie die der Testlésung. Man
laBt nun das verdiinnte Blut aus der Pipette in das Vergleichsrohr flieen, worauf
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der Apparat zur Ablesung des Hb-Wertes bereit ist. Die Ablesung wird in der
Weise vorgenommen, daf3 man, wihrend man den Kolbenkeil durch Drehen der
Triebschraube verschiebt, durch den Spalt des Gehduses beobachtet, bei welcher
Stellung des letzteren. Farbengleichheit zu konstatieren ist. Man notiert dann
den an der Skala abgelesenen Stand des Kolbenkeilrohres und macht hinter-
einander eine Reihe von Ablesungen, aus denen man schlieflich das Mittel zieht.

Die Umwandlung des Hb in CO-Hb ergibt die Moglichkeit, wie bei dem
Himoglobinometer von Haldane, mit dem Kolbenkeilhimoglobinometer eine
funktionelle Hb-Bestimmung vorzunehmen. Kennt man in einem Fall das
Kohlenoxydbindungsvermogen eines Blutes, so ist damit, wie frither ge-
zeigt wurde, zugleich das Sauerstoffbindungsvermdgen und gleichzeitig der
Hamoglobingehalt. desselben gegeben. Die Testlosung ist eine 200fache Ver-
diinnung von Normalblut, das eine Sauerstoffkapazitit von 20 Volumenprozent
besitzt (d. h. 100 ccm Blut binden 20 ccm Sauerstoff). Da das zu priifende Blut
ebenfalls 200fach verdiinnt ist, so braucht man, um die absolute Sauerstoff-
kapazitit dieses Blutes zu erfahren, die abgelesene Millimeterzahl nur durch
finf zu dividieren. Wiirde z. B. an der Skala der Wert 40,5 abgelesen, so be-
deutet das, daB das Blut eine Sauerstoffkapazitit von 8,19, besitzt.

Ist der Hamoglobingehalt des untersuchten Blutes héher als normal, so daf3
die Sauerstoffkapazitit tiber 209, liegt, so wihlt man eine 400fache Verdiinnung,
indem man zu dem 200fach verdinnten Blut noch eine Pipette voll Wasser
hinzufiigt. Die Berechnung hat natiirlich diese Anderung zu beriicksichtigen.

Der Wert 100 des Kolbenkeilhdmoglobinometers entspricht ungefihr 739,
des Fleischl - Miescherschen, 759, des Gowersschen, 639, des Sahlischen
und 809, des Talqvistschen Hamometers.

Die Handhabung des Apparates ist auBerordentlich einfach und die Be-
stimmung des Hamoglobins erfordert nur wenige Minuten Zeit. Die Genauigkeit
ist recht groB. Plesch gibt an, daBl selbst der Ungeiibte kaum gréBere Ab-
weichungen bei den Ablesungen als 1 mm hat, was 19, entspricht.

Ein Vorteil des Apparates besteht ferner darin, daB man ihn auch zu anderen
kolorimetrischen Bestimmungen benutzen kann, da neuerdings auch leere Kolben-
keilrohren mit eingeschliffenem Stopfen hergestellt werden, die man je nach
Bedarf mit verschiedenen farbigen Testlosungen fillen kann. Hierbei kommt
dem Apparat zustatten, dafl die Testrohre aus einem Stiick besteht und keine
gekitteten Teile enthalt.

Wenn der Apparat nicht gebraucht wird, so dient das Gehause, dessen Deckel
aufgeklappt werden kann, als Schutzbehilter fiir die Test- und Untersuchungs-
réhre. Die Testrohre wird auf dieser Weise gegen Licht geschiitzt.

An einem neuen Modell des Kolbenkeilhdmometers sind einige Verinde-
rungen angebracht worden (Abb. 13). Hier stehen die beiden Rohren nicht mehr
senkrecht zu der Langsachse des Gehéduses sondern parallel. Der ganze Apparat
steht bei der Bestimmung senkrecht. Durch Drehen der Triebschraube wird die
Testrohre innerhalb des Gehauses verschoben, so da3 nur ein kleiner Teil derselben
aus dem Geh#use herausragt. Der Schlitz, durch den man die beiden Rohren be-
trachtet, befindet sich hier am unteren Ende des Apparates. Eine besondere op-
tische Einrichtung dient dazu, die beiden miteinander zu vergleichenden farbigen
Felder dicht aneinander zu riicken, so dafl die Ablesung genauer ausfallt.

Im AnschluBl an die funktionellen Hb-Bestimmungsmethoden waren hier
die gasometrischen Methoden zu besprechen, die die Sauerstoffkapazitit des
Blutes direkt bestimmen. Sie werden im Abschnitt iber die Untersuchung der
Blutgase (s. Seite 275) abgehandelt.
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Himometer nach Sahli.

Das Hamometer von Sahli lehnt sich an den oben beschriebenen Apparat
von Gowers an, von dem es sich aber wiederum durch die Wahl der Standard-
farbe unterscheidet.

In dem Bestreben, einen Farbstoff zu finden, der ein Abkémmling des Blutfarb-
stoffes ist und sich durch Bestandigkeit seiner Farbungsnuance auszeichnet, verfiel
Sahli auf das salzsaure Himatin, das durch Einwirkung von Salzséure auf Himo-
globin entsteht. Es ist dies eine in konzentrierter Losung dunkelbraune, bei star-
ker Verdiinnung hellbraune Substanz, die in Wasser gelost eine braungefirbte, in
durchfallendem Licht klare Fliissigkeit gibt und eine groBe Haltbarkeit besitzt?l),

Das zu untersuchende Blut wird gleichfalls durch
Einwirkung von Salzsidure (und zwar die 10fache Menge)
in salzsaures Hamatin tibergefithrt und solange mit Wasser
verdiinnt, bis es dieselbe Nuance zeigt wie die Standard-
losung. Im Gegensatz zum Gowersschen Hamoglobino-
meter werden hier also chemisch identische Farbstoffe
miteinander verglichen. Der Vorteil, der damit gewonnen
wird, leuchtet ohne weiteres ein. Die Genauigkeit der
Bestimmung wird dadurch ganz betrdchtlich gesteigert.

Eine weitere Verbesserung, die die Empfindlichkeit des
Apparates steigert, besteht darin, daf das Standardréhrchen
und die Eprouvette mit dem zu untersuchenden Blut in
einem schwarzen Hartgummirahmen untergebracht sind
(Abb. 14). Dieser Rahmen besitzt entsprechend den bei-
den Rohrchen zwei Léangsschlitze, deren Breite etwas
geringer als die Breite der Roéhrchen ist, so dafl deren
Randpartien, die bei der Betrachtung wie z. B. beim Apparat
von Gowers zu storenden Reflexen Anlafl geben wiirden,
verdeckt sind. Man umgeht auf diese Weise die Notwendig-
keit, bei derartigen Untersuchungen Geféafle mit planparal-
lelen Wianden zu beniitzen, die den Apparat erheblich
verteuern und die Handhabung umsténdlicher gestalten
wirden. Eine Milchglasplatte, die auf der hinteren Seite
des Rahmens angebracht ist, ermoglicht die Betrachtung
der Rohrchen bei diffusem Licht.

Das Standardréhrchen, das zugeschmolzen ist, enthélt
so viel salzsaures Hamatin in Glyzerin, daB die Farbung App. 14, Himometer
der Fliissigkeit einer Blutlgsung von 19, entspricht. Es von Sahli.
sei hier darauf hingewiesen, daf8 es sich bei der Standard-
16sung nicht um eine echte Losung, sondern um eine Suspension des Farbstoffes
in der Flissigkeit handelt. Das ist praktisch von Bedeutung, denn es erklart die
Tatsache, dal wenn das Hamometer lingere Zeit nicht gebraucht worden ist,
es in dem Vergleichsrohrchen zu einer Sedimentierung des Farbstoffes kommt,
der in Form eines braunschwarzen Prizipitates ausfallt. Man muB daher vor
der Benutzung des Apparates die Vorsichtsmafiregel beobachten, da man nach
langerem Nichtgebrauch desselben das Testrohrchen umschiittelt, bis die letzten
Spuren des Farbstoffniederschlages verschwunden sind. Neuerdings ist in das

1) Die Hb-Bestimmung, der die Féarbekraft des Himatins zugrunde liegt, macht die still-
schweigende Voraussetzung, da der Hamatingehalt des Hamoglobinmolekiils eine konstante
Grofe ist und demnach dem Sauerstoffbindungsvermogen, dem Eisengehalt usw. des Hamo-
globins stets parallel geht. Von einzelnen Autoren (Inagaki, Saito, Oerum) wird dieser
Parallelismus indessen bestritten.
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Standardrohrchen, um die Mischung zu erleichtern, eine Glasperle eingefiigt.
Das Schiitteln darf dabei nicht so heftig geschehen, dafl Luftblasen auftreten,
da diese nur langsam wieder verschwinden. Sahli gibt tibrigens an, daf} bei der
neuerdings verbesserten Standardfliissigkeit ein Sedimentieren des Farbstoffes so
gut wie nicht eintritt.

Das zweite Rohrchen, das zu dem Hamometer gehort, ist eine oben offene
Eprouvette von genau dem gleichen Kaliber wie das Standardrohrchen mit einer
eingravierten Skala mit den Teilstrichen 5—140. Jeder Teilstrich entspricht
20 cmm. Weiter gehort zu dem Apparat, wie bei dem Gowersschen Hamo-
globinometer, eine genaue Kapillarpipette mit einer Marke (Ringmarke nach
dem Vorschlage Biirkers) fiir 20 cmm, wobei besonders darauf zu achten ist,
daB die Lange der Pipette bis zur Marke mindestens 7—8 cm betrégt!). SchlieBlich
ist dem Apparat ebenfalls ein Tropfrohrchen beigegeben.

Die Bestimmung beginnt damit, dal man zunichst in die Eprouvette

1% -Salzsdure bis zum Skalenteil 10 bringt. Hierauf werden von einem frisch aus

der Stichwunde tretenden Blutstropfen mit der Pipette 20 cmm Blut aufgesogen,
die Pipette von dem auflen anhaftenden Blut durch Abstreifen an FlieBpapier
gesaubert und darauf das Blut quantitativ vorsichtig in die Salzséure ausge-
blasen, wobei man vermeiden muB, durch zu starkes Blasen Schaum zu erzeugen.
Sofort, nachdem das Blut in die Salzsdure gelangt ist, hat man durch leises
Schiitteln der Eprouvette dafiir zu sorgen, dafl das Blut sich in der Saure gleich-
maBig verteilt. Versaumt man dies, so kann es vorkommen, dafl das Blut als
zusammenhéngende Masse am Boden des Rohrchens liegenbleibt und sich dann
spater trotz heftigen Durchschiittelns nicht mehr vollstandig 16st. Man saugt nun,
um jede Spur Blut aus der Pipette in die Saure iiberzufithren, nochmals Saure
aus der Eprouvette auf und blast sie wieder aus.

Unmittelbar nach Vermischen des Blutes mit der Siaure nimmt die Losung
eine tiefbraune Farbe durch Bildung von salzsaurem Hamatin an. Nunmehr
hat die Verdiinnung des letzteren mit Wasser zu erfolgen, was man nach der
Sahlischen Vorschrift genau nach Ablauf einer Minute vornimmt. Handelt es
sich nicht um sehr anamisches Blut, so kann man zundchst Wasser in gréBerer
Menge zusetzen, bis man in die Nahe der Farbeniibereinstimmung der beiden
Roéhrchen kommt; hier muBl man dann mit grofer Vorsicht das Wasser aus dem
Tropfréhrchen Tropfen fiir Tropfen zusetzen, um selbst eine Spur eines Uber-
schusses zu vermeiden. Dabei ist fortwéahrend durch Umschiitteln fiir eine gleich-
méibige Mischung der Fliissigkeit zu sorgen, wobei es besser ist, die Eprouvette
statt mit dem Finger mit einem Gummistopfen zu verschliefen.

Die Ablesung des Standes des Flissigkeitsmeniskus nimmt man bei durch-
fallendem Licht vor, indem man den Apparat z. B. am Fenster gegen den Himmel
oder gegen eine kiinstliche Lichtquelle, gleichviel welche, halt. Man kann bei
diesem Apparat auch kiinstliches Licht benutzen, da es sich ja um die Vergleichung
von identischen Farbstoffen handelt.

Es empfiehlt sich ferner, wiahrend der Ablesung die Eprouvette im Rahmen
so zu drehen, dafl die Skala seitlich liegt und daher beim Betrachten der beiden
Rohrchen im Rahmen unsichtbar ist. Dadurch wird erreicht, dafl erstens das
Urteil des Untersuchers nicht beeinfluBlt wird; zweitens fallt der wenn auch
geringe storende Einflu}, den die in das Glas eingeritzte Skala auf die Klarheit
der Farbe der Losung ausiibt, beim Hindurchsehen fort. Um schliefilich jede

1) Statt der gewdhnlichen Sahlischen Pipette kann man besondere Prézisions-
pipetten, die nach dem Prinzip der Zahlpipetten von Hirschfeld (S. 74) bzw. Port-
mann (S. 75) konstruiert sind, verwenden.



Héamometer nach Sahli. 27

Beeinflussung und Voreingenommenheit bei der Beurteilung auszuschalten,
kann man durch ein vorgehaltenes Blatt Papier den oberen mit Flissigkeit
nicht gefillten Teil der beiden Roéhrchen verdecken, so daB man nicht sehen
kann, wie hoch die Fliissigkeit in der Eprouvette steht.

Was nun die Bestimmung des Hamoglobingehaltes betrifft, so ist im ein-
zelnen noch auf folgendes hinzuweisen :

Zunichst ist zu bemerken, daBl die jetzt im Handel vorritigen Original-
hamometerrohrchen dunkler gefirbt sind als die fritheren Rohrchen?). Diese
Anderung hat Sahli aus physiologisch-optischen Griinden vornehmen lassen,
weil der Vergleich zweier Farben bei gesattigteren Nuancen feiner und genauer
ausfallt als bei hellerer Farbung. Der neue Apparat ist daher so eingestellt,
dal wahrend mit dem fritheren Sahlischen Instrument normales Blut einen
Hiamoglobinwert von ca. 100 zeigte, mit dem neuen Apparat dieser Wert nor-
malerweise nicht oder nur hochst selten erreicht wird. Die Zahl 100 stellt dem-
nach hier die oberste Grenze der Norm dar.

Zahlreiche Untersuchungen an normalen Menschen mit Hilfe seines neuen
Apparates fithrten Sahli zu einer weiteren Uberlegung. Wihrend man auf Grund
der Resultate, die man mit den fritheren unvollkommenen Héamoglobinometern
(Gowers usw.) erhielt, angenommen hatte, daf der Himoglobingehalt beim
gesunden Menschen eine bestimmte unverdnderliche Gréfie = 1009, darstellt,
ergab sich bei Anwendung dieses feineren MeBinstrumentes, daf} tatsichlich
der Hamoglobingehalt auch unter normalen Verhéltnissen eine gewisse Schwan-
kungsbreite zeigt, die sich auf etwa 209, belduft. Ferner ist zu beriicksichtigen,
daB der normale Hamoglobingehalt beim Weibe etwas hinter dem des Mannes
zuriickbleibt, sowie da je nach der Hohenlage, in der die untersuchte Person
lebt, ferner je nach der Rasse usw. gewisse Verschiedenheiten des Hamoglobin-
gehaltes bestehen, die bei der Festsetzung einer Normalzahl in Rechnung zu
ziehen sind.

Das neue Hamometer ergibt bei normalen Mannern 80—90, bei normalen
Frauen 70—80 Teilstriche der Skala. Sahli selbst hat daher vorgeschlagen,
die mit seinem neuen Apparat erhaltenen Resultate nicht durch Hédmoglobin-
prozente, sondern durch Hamometerwerte auszudriicken, wobei die oben an-
gegebenen Zahlen als Norm dienen koénnen. Das schlieit natiirlich die Not-
wendigkeit nicht aus, von Zeit zu Zeit das Hamometer, mit dem man
arbeitet, auf seine ,,Normalwerte“ zu kontrollieren und es evtl. neu zu eichen.
Auf diese Weise ist es moglich, mit einem Standardréhrchen selbst dann
richtige Bestimmungen zu machen, wenn es z. B. mit der Zeit etwas ab-
geblafit ist.

Ergibt sich z. B. mit einem derartigen Instrument als niedrigster Normal-
wert die Zahl 90 statt 80, so hat man nur notig, die Werte dieses Rohrchens
mit 8/, zu multiplizieren, um richtige Werte zu erhalten.

Will man trotz der vorstehenden Auseinandersetzungen den Hamoglobin-
gehalt dennoch in Prozenten angeben, so hat man bei der Berechnung zu be-
riicksichtigen, dafl bei den neuen Haémometern 1009, ungefahr 80 Haimometer-
graden beim Mann und 70 beim Weib entsprechen. Ein Mann mit 60° hitte
also 9/y) = 3/, der Norm oder 75 korrigierte Prozent; eine Frau mit 60° hitte
dagegen ¢/, der Norm oder 86 korrigierte Prozent.

1) Sahli legt besonderen Wert darauf, dafl sein Himometer von dem alleinigen Hersteller
des Orlgmalapparates, Optiker Biichi in Bern bezogen wird bzw. daf man bei der Anschaffung
des Apparates darauf achtet, daB es sich wirklich um ein Sahlisches Originalhimometer handelt
und nicht um ein Falsxflkat wie solche mit minderwertiger qtandardlosung, falschkalibrierter
Eprouvette usw. vielfach im Handel sind.
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Aus dem Gesagten ergibt sich als logische Folgerung das von Sahli auf-
gestellte Postulat, dafl bei wissenschaftlichen Mitteilungen iiber H&émoglobin-
bestimmungen stets anzugeben ist, welche Hamoglobinwerte von dem Verfasser
far seinen Wirkungskreis und sein Instrument als normal angesehen werden.

Der maximale Fehler der Bestimmung mit dem Sahlischen Apparat be-
trigt hochstens 59%,.

Es ist noch zu erwihnen, dal es sich bei sehr andmischem Blut empfiehlt,
statt der gewShnlichen Blutmenge von 20 cmm die doppelte Menge, also 2 Pipetten
= 40 cmm zu verwenden. Dabei ist es aus den oben auseinandergesetzten
Grinden zweckméiBig, statt bis zur Marke 10, Salszdure bis zum Teilstrich 20
in die Eprouvette zu geben. Den gefundenen Wert dividiert man dann durch 2.

Wegen der geringen Konzentration der Salzsdure mu3 man darauf achten,
dafB sich bei langerer Aufbewahrung keine Schimmelpilze in ihr entwickeln. Man
vermeidet dies am besten, indem man die Sdure mit etwas Chloroform schiittelt.

SchlieBlich ist daran zu erinnern, daf3 das salzsaure Himatin im Testréhrchen,
wenn es auch ziemlich widerstandsfiahig und haltbar ist, doch vor Licht méglichst
geschiitzt werden mufl und jedenfalls nicht mehr als notig starker Belichtung
auszusetzen ist. Man bewahrt es daher am besten dauernd in dem Etui des
Apparates auf, aus dem man es nur fiir eine Bestimmung herausnimmt.

Es ist selbstverstdndlich, dafl simtliche Teile des Hémometers peinlich
sauber zu halten sind. Dies gilt vor allem auch fiir die Eprouvette sowie
die abnehmbare Milchglasplatte, an der sich oft im Laufe der Zeit Staub in
groBeren Mengen ansammelt, was dann natiirlich zu Fehlern in der Beurteilung
der Farbennuancen fithren mu8.

Eine besondere Beachtung verdient fiir die richtige Handhabung des Hamo-
meters noch ein Punkt, der das Nachdunkeln der salzsauren Hamatinlésung
betrifft und der in noch hoherem Grade fiir das spater zu besprechende Kolori-
meter von Autenrieth und Koénigsberger gilt.

Staeubli konnte namlich feststellen, dafl die Himatinsalzsiurelosung im
Laufe der nichsten halben Stunde nach der Vermischung des Blutes mit Salz-
sdure eine zunehmend dunklere Farbung annimmt und daf diese Nachdunklung
durch eine geringe' Vermehrung von Salzsdure um wenige Teilstriche der Skala
erheblich verstirkt wird. Andererseits erfihrt der Nachdunklungsprozel durch
den Zusatz von Wasser zur Hamatinlosung eine Hemmung. Laft man diese
Tatsache auBler acht und verfihrt willkiirlich in der Menge der angewendeten
Saure wie beziiglich der Zeit, nach der man mit dem Zusatz von Wasser beginnt,
so konnen nicht unerhebliche Fehler bei der Bestimmung entstehen. Es zeigte
sich uibrigens, da3 besonders bei himoglobinarmem Blut schon geringe zeitliche
Differenzen erhebliche Unterschiede in dieser Hinsicht bedingen kénnen. Man
schiitzt sich sicher gegen diese Fehlerquelle, indem man ein fiir allemal unter
genau den gleichen Bedingungen, wie sie Sahli angibt, die Bestimmung ausfiihrt,

durch Anwendung einer exakt hergestellten -Salzsdure, Abmessung der-

10
selben genau bis zum Teilstrich 10, Zusatz von Wasser genau eine Minute nach
Eintragung des Blutes in die Sdure, sowie sofortiges Ablesen nach Erreichen der
Farbengleichheit.

Biirker unterzog das Sahlische Instrument einer genauen kritischen
Prifung. Um zunichst festzustellen, ob tatsichlich die Standardlésung des
Hamometers qualitativ mit frisch aus dem Blut hergestellter Salzsdurehdamatin-
losung genau iibereinstimmt, nahm er vergleichend spektrophotometrische
Untersuchungen nach der Hiifnerschen Methode (vgl. S. 33) vor. Dabei
ergab sich, daBl bei Apparaten, die bis zum Jahre 1910 hergestellt worden waren,
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praktisch eine Ubereinstimmung bestand, soweit die Standardfliissigkeit nicht
dlter als einige Monate war. Bei Apparaten, die nach den Jahren 1910 fabriziert
wurden, war noch nach 8 Monaten eine Abblassung nicht zu finden und selbst
nach 2 Jahren konnte Biirker noch eine so gute Ubereinstimmung feststellen,
daB eine nennenswerte Abblassung auszuschliefen war (Kongr. £. i. Med., Wies-
baden 1912).

Biirker hat ferner die Brauchbarkeit des Sahlischen Himometers da-
durch ergénzt, dal er den Apparat, der bisher nur zur relativen Hb-Bestimmung
diente, auf absolute Hb-Werte eichte, wobei er sich wiederum der spektrophoto-
metrischen Methode bediente. Dabei ergab sich, dafl die Standardfliissigkeit
einem Blut entsprach, das in 100 cmm 17,3 g Oxyhdmoglobin enthéalt. Von
diesem Werte ausgehend, kann man nun auch absolute Hb-Bestimmungen
ausfithren. Da dem Teilstrich 100 eine Hb-Menge von 17,3 entspricht, so’
enthilt eine Losung, bei der der Meniskus bei Farbengleichheit am Teilstrich «
steht,

17,3 -«
100

g Hb

in 100 cmm. Hiernach enthilt ein Blut, das beim Mann 80 Hémometergrade
zeigt, 13,8 g Hb, wihrend normales weibliches Blut von 70 Hamometergraden
12,1 g Hb entspricht.

Um bei der Farbenvergleichung binokular kolorimetrieren zu konnen,
ohne durch seitliches Licht gestort zu werden, benutzt Biir ker einen aus schwarzem
Karton hergestellten Trichter, der mit seinem schmalen Ende auf das Himometer
aufgesetzt wird, wahrend das breite Ende vor beide Augen gehalten wird, wobei
dieser Teil so zugeschnitten ist, daBl er sich lichtdicht an Stirn und Nase anlegt.

Bei der Befolgung der Originalvorschrift Sahlis nimmt man zur Feststellung
des Hb-Wertes stets nur eine Einstellung vor. Um diesen Nachteil wenigstens
teilweise auszugleichen, empfiehlt Biirker, mehrere Ablesungen in der Weise
vorzunehmen, daf3 man zunichst die Stellung des Meniskus notiert, bei welcher
die zu untersuchende Losung eben dunkler ist, ferner diejenigen, wo sie gleich
hell bzw. eben heller ist als die Vergleichslosung. Man hat dann die Moglich-
keit, drei verschiedene Einstellungen zu benutzen, wobei das Mittel aus den
3 Ablesungsresultaten der Wirklichkeit am meisten nahekommen diirfte.

Unter Beriicksichtigung dieser Kunstgriffe 1afit sich nach Biirker mit dem
Sahlischen Hamometer eine Genauigkeit von 3—59, erzielen.

Himokolorimeter von Autenrieth-Konigsberger.

Auch bei dieser Methode wird das Hamoglobin als salzsaures Hamatin
bestimmt. Der Vergleich geschieht mit einem keilfsrmigen Glasgefall, das mit
einer braungefirbten Vergleichslosung gefiillt ist.

Der Apparat besteht aus folgenden Teilen (Abb. 15—17) : Ein Holzgehéause (W)
trigt eine vordere und hintere Wand, die beide in einer Rinne befestigt, nach
Art von Schiebern herausgenommen werden kénnen. Die vordere Wand tragt
an ihrer AuBlenseite ein kleines Beobachtungsfenster. Ihm entspricht auf der
Innenseite eine sog. Helmholtzsche Doppelplatte (DP), die zwischen zwei
Klammern befestigt ist. Durch Losen der Klammern kann man die Doppel-
platte zwecks Reinigung herausnehmen.

Die der Vorderwand gegeniiberstehende Wand (Sch) triagt den glisernen
Vergleichskeil K. Letzterer 1aft sich ebenfalls aus dem Apparat entfernen und
wird mittels eines besonderen Riegels stets in derselben Lage fixiert. Dazu dient
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folgende Vorrichtung. An dem oberen Teil der Wand Sch befindet sich der Keil-
halter (KH) bestehend aus einer angeschraubten Metallplatte mit rechtwinkligem
Ansatzstiick, das eine Offnung tragt. Dieser Ansatz laBt sich auf der Grundplatte
ein wenig in der Hoéhe verschieben und kann durch Drehung einer Schraube
festgestellt werden. Zur Montierung des Keiles wird die Ansatzplatte zunichst
in die Hohe gedriickt, das zugeschmolzene Ansatzrohrchen des Keiles, das zu
dessen Fiillung dient nach Lockerung der Ansatzplatte durch die Offnung der
letzteren geschoben und darauf die untere schmale Kante des Keiles in die hier-
fir vorgesehene Rinne des Holzklotzchens B geschoben. Es wird dann die
Ansatzplatte, in der das Schmelzréhrchen des Keiles steckt, wieder herunter-
gedriickt und in dieser Stellung durch Drehen der Stellschraube festgestellt.
Dadurch ist der Keil im Apparate befestigt. Er ist stets so zu fixieren, daf} sein
rechter Winkel nach der Doppelplatte, d. h. gegen den Beobachter gerichtet ist.

Um den Keil verschieben zu konnen, tragt der seitliche Rahmen des Ge-
hiuses eine Triebschraube, die in eine Zahnstange Z greift, die an der beweglichen

Abb. 15. Abb. 16. Abb. 17.
Hiamokolorimeter von Autenrieth-Konigsberger.

Vorderwand des Apparates neben dem Keil befestigt ist. Da der Keil an der
Vorderwand fixiert ist, so wird gleichzeitig durch Drehen der Schraube mit der
Vorderwand auch der Keil bewegt. Um die jeweilige Stellung des Keiles be-
stimmen zu koénnen, ist ferner an der Vorderwand eine Skala S angebracht,
die sich an einem Zeiger vorbeibewegt, der an dem feststehenden Seitenrahmen
des Apparates befestigt ist.

Als Behilter fir das zu untersuchende Blut dient eine kleine Glaskiivette
mit planparallelen Wanden, die in einen Halter geschoben wird, der an der
Seitenwand des Gehiuses so angebracht ist, daf3 der Trog durch das Beobachtungs-
fenster der Vorderwand gesehen werden kann. Die Vorderwand des Apparates
tragt eine groBe Milchglasscheibe, so dafl der Keil und die Kiivette durch diffuses
Licht beleuchtet werden.

Abb. 17 1aBt den Gang der Lichtstrahlen durch den Apparat erkennen.
Die Doppelplatte hat den Zweck, die Trennungslinie, die zwischen der Kiivette
und dem Keil liegt, zu beseitigen und durch eine derartige Verschmelzung der
Grenzen der beiden Farbenfelder einen erheblich genaueren Vergleich zwischen
Keil und Kiivette zu ermoglichen.



Das Hamokolorimeter von Autenrieth-Kénigsberger. 31

Was die Standardlésung betrifft, so ist im Gegensatz zum Himometer
von Sahli nicht salzsaures Hamatin gewdhlt, sondern eine optisch sich gleich-
artig verhaltende Farblésung, die sich durch groe Haltbarkeit auszeichnen soll.

Um eine Hamoglobinbestimmung mit dem Kolorimeter vorzunehmen,
miflt man zundchst 20 cmm Blut mit einer Kapillarpipette ab und bringt es in

die Kiivette des Apparates, spiilt die Pipette durch Aufsaugen von % -Salz-
sdure mehrmals aus, blist die Saure ebenfalls in die Kiivette und fiillt hierauf
bis zur angegebenen Marke mit %-Salzs&ure auf. Da die Kiivette bis zur
Marke 2 cem fafit, so ist das Blut von 20 ecmm 100fach verdiinnt. Man
hat dann noch durch Umriihren mit einem Glasstab fiir eine gleichmaBige
Verteilung des Blutes in der Salzsdure zu sorgen und kann hierauf die Ablesung
vornehmen.

Um den Apparat auf Farbengleichheit einzustellen, halt man die Vorder-
wand desselben in deutliche Sehweite vor die Augen, wobei die entgegengesetzte
Wand mit der Milchglasplatte gegen das helle Fenster oder eine kiinstliche Licht-
quelle gerichtet wird. Man hat dabei darauf zu achten, dafl man den Apparat in
der Stellung vor den Augen hélt, dafl bei Betrachtung des kleinen Beobachtungs-
fensters in diesem keine Trennungslinie in dem farbigen Felde sichtbar wird.
Die rechte Halfte des Feldes entspricht dem Keil, die linke dem Trog. Es wird
nun durch Drehen der Triebschraube der Keil solange gesenkt und gehoben,
bis vollstindige Ubereinstimmung der Farben erzielt ist. Man hat dann nur
notig, den Stand des Keiles an der Skala abzulesen. Das Kolorimeter wird von
dem Hersteller (Hellige & Co., Freiburg i. B.) bereits geeicht. Dennoch ist es
empfehlenswert, den Apparat unter Beobachtung der Kautelen, die bei Be-
sprechung des Sahlischen Apparates erdrtert wurden, selbst nachzueichen.

Es wurde bereits bei dem Himometer von Sahli die Erscheinung des Nach-
dunkelns einer salzsauren Hamatinlésung besprochen und dort darauf hin-
gewiesen, dal dieser Vorgang durch Zusatz von Wasser eine Hemmung erfihrt.
Es liegt auf der Hand und wurde von Staeubli zum Gegenstand besonderer
Untersuchungen gemacht, daf} bei dem Kolorimeter von Autenrieth-Kénigs-
berger der Tatsache des Nachdunkelns mehr Gewicht beigelegt werden muf,
da hier zur Verdiinnung des salzsauren Hématins nach der Vorschrift der Er-
finder Salzsdure und nicht Wasser benutzt wird. Staeubli konnte konstatieren,
daB die aus dem Nachdunkeln der Blutlosung resultierenden Differenzen um so
groBer werden, je andmischer das Blut ist. So betrug fiir sehr stark andmisches
Blut die hierdurch bedingte Verschiebung der aus den Kolorimeterzahlen be-
rechneten Hiamoglobinwerte nach 30 Minuten bis zu 509,. Man befolge daher
den Rat, bei der Hamoglobinbestimmung mittels des Kolorimeters stets das-
selbe Zeitintervall, z. B. 10 Minuten, zwischen dem Vermischen des Blutes mit
Salzsdure und dem Ablesen der Kolorimeterzahlen zu beobachten und natur-
gemifl das gleiche Intervall bei der Eichung des Apparates einzuhalten.

Es ist nicht zu leugnen, dafl das Kolorimeter von Autenrieth-Ko6nigs-
berger nicht unerhebliche Vorziige vor den anderen Hamoglobinometern be-
sitzt. Dies bezieht sich zunichst einmal auf die Art der Ablesung. Es ist zweifellos
von groBlem Vorteil, daB man mit diesem Apparat durch wiederholtes Verstellen
des Keiles eine ganze Reihe von Ablesungen mit derselben Blutprobe vornehmen
kann, aus denen man dann einen Mittelwert berechnet. Es mufl dadurch der
Ablesungsfehler geringer werden.

Es ist ferner durch die Anwendung eines Troges, in den stets eine gleich
konzentrierte Blutlosung gebracht wird, die Fehlerquelle vermieden, die z. B.
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dem Apparat von Sahli anhaftet, wo unter Umstdnden aus Versehen zu viel
Wasser zur Verdiinnung zugesetzt wird, was sich nicht wieder riickgangig machen
laBt. Infolge der Anwendung der Helmholtzschen Doppelplatte wird weiterhin
die Genauigkeit der Ablesung durch Eliminierung einer schwarzen Trennungs-
zone zwischen den beiden miteinander zu vergleichenden farbigen Feldern, wie
sie z. B. beim Sahlischen Instrument besteht, um ein betrichtliches gesteigert.
Die Verwendung eines planparallelen Troges schaltet Ablesungsfehler aus, die
bei der Betrachtung rundwandiger Behéalter sich geltend machen. Auch verdient
ein rein praktischer Gesichtspunkt erwihnt zu werden, dafl das Kolorimeter in
seiner Benutzung nicht auf die Bestimmung von H&moglobin beschrankt ist,
sondern fiir die quantitative Bestimmung aller méglichen anderen Kérper sich
eignet, wobei es nur notwendig ist, den mit der betreffenden Standardlésung
gefiillten Keil an die Stelle des Hamoglobinkeiles zu setzen?).

Den genannten Vorteilen des Hamokolorimeters steht indessen ein sehr
gewichtiger Nachteil gegeniiber. Als Standardfliissigkeit ist, wie bereits erwéhnt,
nicht salzsaures Hamatin, sondern ein anderer hiervon verschiedener Farbstoff
verwendet, der sich optisch sehr dhnlich wie die Hamatinlosung verhalten soll.
Uber die chemische Natur dieses Farbstoffes wird von den Verfassern nichts
Niheres angegeben. Nach den Ausfithrungen, die in den vorstehenden Kapiteln
gemacht wurden, verst68t damit das Instrument gegen eine der Grundregeln
der modernen kolorimetrischen Hamometrie, dafl zur Farbenvergleichung stets
chemisch identische Korper verwendet werden sollen. Der Apparat teilt damit
die Fehler der Instrumente von Fleischl, Gowers usw. Dieser Ubelstand fallt
hier um so mehr ins Gewicht, als die Anwendung des Keiles eine in gleicher Weise
exakte Farbeniibereinstimmung in den verschiedenen Regionen des letzteren
so gut wie unmdglich macht.

Diesem Mangel lieBe sich indessen mit Leichtigkeit dadurch abhelfen, daf3
man als Standardlésung die Sahlische Hématinlosung benutzt. Ebenso konnte
man den Apparat in der Weise zur Hb-Bestimmung benutzen, dafl man als Test-
fliissigkeit nach dem Vorgang von Hoppe - Seyler und Haldane eine CO-Hb-
Losung benutzt, wobei natiirlich auch das zu untersuchende Blut in CO-Blut
ibergefithrt werden miil3te.

Kontrastkolorimeter von Schlesinger-Fuld.

Die sehr sinnreiche Methode geht von folgender Uberlegung aus : Beob-
achtet man die in konstanter Schichtdicke in einer Kiivette befindliche Blut-
16sung durch ein Prisma, dessen Farbe so gewahlt ist, dal es zwar fiir Licht
von derselben Wellenlange durchlissig ist, trotzdem aber dem Auge als andere
Farbe erscheint (am besten als Komplementirfarbe, und zwar hier Blaugriin),
so wird, wenn man den Keil verschiebt, bei Einschaltung des diinnen Endes
des Keils der Farbenton der zu untersuchenden Hb-Losung, umgekehrt bei
Einschaltung des dicken Endes des Keils die Eigenfarbe des letzteren iiber-
wiegen. Wesentlich fiir die Methode ist nun, daf3 an einer bestimmten zwischen
diesen beiden Extrcmen gelegenen Stelle bei einer ganz geringen Verschiebung
des Keiles ein sprunghafter Ubergang von dem einen zum anderen Farbenton
stattfindet. Die Lage dieses Kontrastpunktes wandert lings des unverdnderlich
gefiillten Hohlprismas je nach dem Konzentrationsgrad der zu untersuchenden
Hb-Lésung. Es ist nun ein leichtes, durch Anwendung verschieden konzen-
trierter Losungen den Apparat fiir Hb-Bestimmungen zu eichen.

1) Es werden von der Firma Hellige & Co. auch leere Keile mit eingeschliffenem
Glasstopfen zum Selbsteichen geliefert.
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Der von der Firma Zeil hergestellte Apparat hat die Form eines Lupen-
mikroskopes. Unterhalb des Objekttisches befindet sich eine 1,5 cm tiefe
Kiivette fiir die zu untersuchende (59,) Blutlosung. Der Farbkeil ist ein mit
Filterblaugriingelatine gefiilltes Hohlprisma. Der genannte Farbstoff ergénzt
infolge seiner Blaudurchlissigkeit und Gelbabsorption sehr vollkommen das
umgekehrte Verhalten des Blutfarbstoffes. Der Betrag der Verschiebung des
mittest Zahns und Triebs in seiner Lage horizontal verschieblichen Keils wird
an einem Nonius abgelesen. Die Beleuchtung erfolgt von unten durch einen
Gipsreflektor. Man visiert durch ein Okular mit schwacher Vergroferung auf
zwei schlitzformige Ausschnitte, die in einem Abstand von 5 mm in der Mitte
des Objekttisches angebracht sind. Zur Bestimmung verschiebt man den Keil
so lange, bis der eine Ausschnitt rot, der andere griin erscheint und notiert die
Stelle des Nonius. ‘

Nach den Autoren soll die Genauigkeit ihres Apparates bis zu 1/;%, der in
Loésung befindlichen Hb-Menge betragen.

Spektrophotometrische Himoglobinbestimmung.

Das Prinzip der Himoglobinbestimmung auf spektrophotometrischem Wege
beruht auf den physikalischen Gesetzen von der Absorption des Lichtes. Wenn
Lichtstrahlen einen Kérper durchdringen, so ist die Menge des durchgelassenen
Lichtes derjenigen des auffallenden Lichtes direkt proportional und der Schicht-
dicke des absorbierenden Kérpers umgekehrt proportional. Von der Intensitat
des auffallenden Lichtes ist die Gréfle der Absorption unabhéngig. Bei gleicher
Dicke und Konzentration der absorbierenden Schicht ist daher das Verhaltnis
der Intensitit des auffallenden Lichtes zu derjenigen des vom absorbierenden
Korper durchgelassenen eine GroSe («), die ausschliefilich von der Natur des
Korpers und von der Wellenldnge der Lichtstrahlen abhéngig ist. Man konnte
daher o« als MaB der Lichtabsorption benutzen. Praktisch wird in der Spektro-
photometrie allgemein aus rechnerischen Griinden eine andere Einheit als Maf
der Absorption angewendet, und zwar der reziproke Wert der Schichtdicke. Man
nennt nun nach dem Vorgang von Bunsen und Roscoe den umgekehrten
Wert derjenigen Schichtdicke (d), nach deren Durchstrahlung die Intensitét
des auffallenden Lichtes auf 1/,, herabgesetzt wird, den Absorptions- oder E x-
tinktionskoeffizienten (¢). Wenn J die Intensitét des auffallenden Lichtes,
J1 diejenige nach Absorption und d die Dicke des absorbierenden Koérpers ist,
80 ist

JL=J-10-¢4
und

1 " J
e=glog (T) :

Da bei den hier in Frage kommenden Untersuchungen d = 1 cm ist, so ergibt sich

e =lo, (—J—>
= g Jl .
Nach dieser Formel ist es fiir die Feststellung des Extinktionskoeffizienten nur

notig, das Verhaltnis der beiden Lichtintensititen ST Zu ermitteln. Die Be-
stimmung dieses Verhaltnisses kann man auf verschiedenen Wegen vornehmen.
In der Regel bedient man sich ein und derselben Lichtquelle, durch die mittels
Prismen und Linsen zwei neben- oder iibereinanderliegende Gesichtsfelder gleich-

v. Domarus, Blutuntersuchung. 3
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miBig beleuchtet werden. Der Gang der Strahlen wird dabei so angeordnet,
dal man in den einen Strahlengang die absorbierende Losung bringt, wihrend
in dem anderen eine Vorrichtung angebracht ist, die dazu dient, eine genau mef}-
bare Abschwichung des Lichtes bis zur Helligkeitsgleichheit mit dem ersten
Strahlengang zu bewirken. Da die Absorptionsgesetze nur fir homogenes
Licht gelten, wird die Extinktion bei bestimmten Wellenlingen gemessen. Es
ist daher die Erzeugung eines Spektrums notwendig.

Spektrophotometer von Hiifner.

Der Apparat besteht (Abb. 18) aus einer optischen Bank B, auf der der
Triger A das eigentliche Spektrophotometer tragt, ferner aus dem kleinen Stativ C,

Abb. 18. Spektrophotometer von Hiifner.

das zur Anbringung des Absorptionsgefif3es dient und endlich eine zur Beleuchtung
des Apparates dienende Lampe (Auerlicht).
Das Abscrptionsgefafl (Abb. 19) ist ein kleines Glaskéstchen ¢ mit plan-
parallelen Wanden, das sich zwecks Reinigung vollstindig auseinandernehmen
laBt. Seine Weite betragt genau
11 mm. In seiner unteren Hilfte
- befindet sich der sog. Schulz-
- sche Korper (b), ein Glaswiirfel
von genau 10 mm Dicke. Durch
diese Anordnung ist erreicht,
daf} der Absorptionstrog in eine
obere und untere Halfte geteilt
ist, von der die erstere eine Weite von 11, die andere eine solche von 1 mm be-
sitzt. Die einzelnen Teile des Troges werden vermittels der Feder U fest gegen
die vertikalen Leisten ¥ und gegeneinander gepreBt. Das Stativ C ldBt sich in
der Hohe verstellen.

Abb. 19. Strahlengang im Spektrophotometer.
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Das eigentliche Spektrophotometer ist nach Art der gewohnlichen Spektral-
apparate gebaut und besteht aus folgenden Teilen. An dem Ende des Kolli-
matorrohres ist ein vorne offener kleiner Metallkasten angebracht, der den sog.
Albrechtschen Korper f enthédlt. Dieser wirkt als brechendes Prisma und er-
zeugt die Vergleichsfeder. Er ist ein mit zwei planparallelen Flichenpaaren
versehener rhombischer Flintglaskérper, der so angeordnet ist, daB (Abb. 19)
die beiden Kanten, die den spitzen Winkeln des Rhombus anliegen, horizontal
liegen. Die vordere Horizontalkante h ist so nahe an die Ebene g des Kollimator-
spaltes gebracht, dal diese durch die Kante des Rhombus in eine obere und untere
Halfte geteilt wird und demnach durch sie genau halbiert wird. Weiter ist an
der dem Kollimatorspalt entgegengesetzten Seite in einem kurzen Metallrohr
ein Nikolsches Prisma a, das als Polarisator dient; in der Weise untergebracht,
daB es nur die untere Hilfte des Rhombusbehilters verdeckt. Es laft sich in
seiner Hiilse um einige Grade drehen. Uber ihm entsprechend der oberen Halfte
befindet sich eine etwa 70 mm lange, 13—14 mm breite und 4 mm dicke plan-
parallele Glasplatte d, die aus zwei keilférmigen, einem farblosen und einem aus
schwachem Rauchglase gefertigten Teile besteht und vermittels einer Trieb-
schraube mit Skala am Apparat von links nach rechts und umgekehrt verschoben
werden kann, so daBl sich verschieden dicke Teile des Rauchglaskeiles einstellen
lassen.

Der Kollimatorspalt wird durch die Schneiden zweier durch Mikrometer-
schrauben beweglichen Schieber gebildet. Da jeder Schieber eine eigene Mikro-
meterschraube besitzt, kann der Spalt symmetrisch verbreitert und verengert
werden. Ein Teilstrich, um den die Schraube gedreht wird, bedeutet eine Ver-
anderung der Spaltbreite um 1/,5, mm.

Das Fernrohr des Apparates enthilt zwischen Prisma und Okular den analy-
sierenden Nikol ¢, der durch Handgriffe I gedreht werden kann. Die Stellung
des Nikol 148t sich an einem Teilkreis, der 2 Nonien tragt, ablesen. Da die Be-
stimmungen nur an einem bestimmten Teil des Spektrums vorgenommen werden,
so sind im Okular des Fernrohrs Schieber mit Mikrometerschrauben angebracht,
die es erlauben, einzelne Regionen aus dem Spektrum auszuschneiden. Schlie8lich
ist das Fernrohr selbst durch eine Schraube um eine vertikale Achse drehbar,
so daf dasselbe auf bestimmte Teile des Spektrums eingestellt werden kann,
wobei ein Teilkreis mit Nonius die Stellung des Fernrohrs zum Prisma abzulesen
erlaubt.

Als Beleuchtungsquelle dient ein Auerbrenner, der von einem auBlen ge-
schwirzten Tonmantel umgeben ist, welcher an der dem Apparat zugewendeten
Seite ein metallenes Ansatzrohr mit einer Objektivlinse tragt.

Der Gang der Lichtstrahlen (Abb.19) im Hiifnerschen Apparat ge-
staltet sich wie folgt: die aus der Lampe tretenden Strahlen treffen zunichst
auf den Absorptionstrog der mit der zu untersuchenden Flissigkeit gefullt ist.
Infolge der Anwesenheit des Schulzschen Glaswiirfels in der unteren Halfte
des Troges, haben die Strahlen, die die obere Halfte durchlaufen (r), eine zehnmal
dickere Schicht zu passieren als in seiner unteren Hialfte ('). Die Strahlen, die
aus der oberen Hilfte kommen, treten nach Passieren des Rauchglaskeiles in
den Albrechtschen Kérper ein und werden durch diesen nach unten abgelenkt.
Die aus dem unteren Teil des Absorptionstroges austretenden Strahlen #’ passieren
den Nikol ¢ und treten polarisiert gleichfalls und zwar von unten her in den
Albrechtschen Kérper, wo sie im Gegensatz zu den Strahlen r nach oben ab-
gelenkt werden. Beide Strahlenginge werden also in ihrer Lage vertauscht.
Die aus dem Albrechtschen Koérper austretenden Strahlen sind voneinander
nur durch die feine horizontale Linie, die Vorderkante h des Glaskorpers, getrennt.

3*
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Im Kollimatorrohr werden sie parallel gemacht und auf das Dispersionsprisma
des Apparates geworfen. Die aus diesem austretenden Lichtstrahlen, die polari-
sierten wie die nichtpolarisierten miissen beide den analysierenden Nikol im
Fernrohr passieren, bevor sie ins Auge gelangen. Ist das AbsorptionsgefiB leer,
so werden bei Parallelstellung der Hauptschnitte beider Nikols beide Strahlen-
arten im Okular gleich hell erscheinen. Da Hiifner infolge der Einschaltung
des Nikols a in den Weg der polarisierten Strahlen mit einer gewissen Schwichung
der Lichtintensitit rechnete, so wurde zur Kompensierung dieser Schwichung
in den Gang der anderen nichtpolarisierten Strahlen das Rauchglas eingeschaltet.

Wird nun der Absorptionstrog z. B. mit einer Hamoglobinlésung gefiillt,
so wird bei der sog. Nullstellung des Apparates (Parallelstellung der Nikols)
ein Helligkeitsunterschied bestehen, in dem die polarisierten Strahlen 7/, da
sie die diinnere Schicht passieren, eine starkere Lichtintensitit zeigen. Wird
nun der Analysator gedreht, so wird die Helligkeit des polarisierten Lichtes ab-
nehmen, bis bei einem gewissen Punkt beide Gesichtsfelder gleich hell erscheinen.
Ist dies erreicht, so liest man an dem Teilkreis den Winkel ab, um den der Nikol
gedreht wurde.

Berechnung des Extinktionskoeffizienten: Gehen die Lichtstrahlen
durch 2 Nikols, deren Hauptschnitte einander parallel sind, so findet eine Ab-
schwachung des Lichtes nicht statt. Bilden die Hauptschnitte dagegen einen
Winkel miteinander, so ist die dadurch bewirkte Abnahme der Lichtintensitit
gleich dem cos? des Winkels ¢, um den die Hauptschnitte gegeneinander ge-
dreht sind. Wie oben gezeigt wurde, ist der Extinktionskoeffizient

J
& =log i)
Da nun J =1 ist, so ist ¢ = —logJ, .
Demnach nach Substitution von J; ist ¢ = — log cos?¢

= — 2log cosg.

Das heiBit, um & zu bestimmen, stellt man den Winkel fest, bei dem nach
Drehung des Nikols Helligkeitsgleichheit beider Gesichtsfelder erzielt wird. Da
beim Spektrophotometer von Hiifner 1° nicht in 60, sondern in 100 Teile ge-
teilt ist, so ist die Anwendung von logarithmisch-trigonometrischen Tafeln
(Bremiker, Weidmannscher Verlag, Berlin 1899) zu empfehlen.

Die Bestimmung mit dem Spektrophotometer fallt bei derjenigen Konzen-
tration der absorbierenden Losung am exaktesten aus, bei der der Winkel, um
den der analysierende Nikol zu drehen ist, zwischen 60 und 80° liegt.

Butterfield hat gezeigt, daB fiir die richtige Handhabung des Hiuf-
nerschen Apparates im einzelnen noch folgende Punkte zu beriicksichtigen
sind. Einmal spielt die Breite des Okularspaltes und damit die Breite des aus-
geschnittenen Spektralgebietes fiir die Grofle von ¢ eine wichtige Rolle. Es ist
ndmlich der Wert des Extinktionskoeffizienten fiir verschiedene Wellenlingen
verschieden. Daraus geht hervor, dal der Wert von ¢, der sich aus den verschieden
groflen Extinktionen der einzelnen Wellenlangen zusammensetzt, sich mit der
Breite des herausgeschnittenen Spektralgebietes dndern muf. Da nun bei Hamo-
globinuntersuchungen die Messung bei einem Maximum und einem Minimum
der Extinktion vorgenommen wird, so werden, je breiter der Spalt wird, einer-
geits die schwicheren Extinktionen mehr zur Geltung kommen und den Wert
der maximalen Extinktion vermindern, wihrend mit den stirkeren Extinktionen
das Umgekehrte geschieht.

Auch die Gréfie des Kollimatorspaltes ist fiir das Resultat der Messung von
Bedeutung. Bekanntlich wird durch ein Prisma weilles Licht in seine farbigen
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Komponenten in der Weise zerlegt, dafl die einzelnen Strahlengattungen je nach
dem Grade ihrer Brechbarkeit eine verschieden starke Ablenkung erfahren.
Von einem erleuchteten Spalt entsteht daher durch das Prisma eine Reihe neben-
einanderliegender verschiedenfarbiger Spaltbilder. An der Grenze zweier benach-
barter Farben kommt es nun naturgemif bis zu einem gewissen Grade zu einer
Deckung der Farben, die um so ausgesprochener ist und damit das Spektrum
um so unreiner macht, je breiter der Spalt ist. Genau so wie beim Okularspalt
hat daher eine Verinderung der Breite des Kollimatorspaltes einen wesentlichen
EinfluB auf die Grofe des Extinktionskoeffizienten.

Beziiglich des Rauchglaskeils kommt Butterfield zum Ergebnis, dafl seine
Anwendung zur Kompensierung des Lichtverlustes durch den Polarisator nicht
berechtigt ist, wenn man bedenkt, dal von einem Nikolschen Prisma stets die
Halfte des auffallenden natiirlichen Lichtes durchgelassen wird und dal weiter
das aus einem Nikol austretende linearpolarisierte Licht von einem zweiten Nikol
ungeschwicht durchgelassen wird, wenn die Hauptschnitte der beiden Nikol
einander parallel sind. Da ferner die auffallenden Lichtstrahlen als annahernd
parallel anzusehen sind, so ist der durch Reflexion entstehende Lichtverlust
sehr gering. Da nun aber die Kompensation dieser etwaigen Intensitdtsunter-
schiede, die sich bei parallelen Nikols ergeben, nicht fiir diejenigen bei gedrehten
Nikols gelten, so gibt er den Rat, auf die Anwendung des Rauchglases ganz zu
verzichten, um so mehr als aulerdem alle Rauchgliser bei verschiedenen Wellen-
lingen verschiedene Lichtmengen absorbieren und dadurch die Grofle des Ex-
tinktionskoeffizienten verandern.

Was ferner die Beleuchtungsvorrichtung betrifft, so weist B. darauf hin,
daB fiir alle genauen Messungen eine gleichméaBige Beleuchtung beider Spalt-
hilften unbedingt notwendig ist. Da nun bei dem Hufnerschen Apparat der
Kollimatorspalt von dem umgekehrten Bild des Auerstrumpfes beleuchtet wird,
so kann leicht in unkontrollierbarem Maf3 eine Ungleichheit in der Helligkeit
entstehen, wenn der Strumpf z.B. nicht in allen Teilen gleichmaBig gliiht,
wenn die Lampe nicht zentriert ist, wenn die Gaszufuhr stark schwankt usw.
Kleine Differenzen in der Helligkeit lassen sich nach B. durch eine zwischen
Lampe und Apparat eingeschaltete Milchglasscheibe beseitigen.

Letsche sieht gewisse prinzipielle Bedenken in der Anwendung des Glas-
rhombus, da das Licht im untern Teil des Troges statt des Losungsmittels eine dicke
Glasschicht passieren muB und dabei evtl. auch einige Reflexionen mehr erleidet.

Aus den vorstehenden Ausfithrungen ist zu folgern, daf Mitteilungen
iiber die mit dem Spektrophotometer gewonnenen Resultate ohne Angabe iiber
die Konstruktion des Apparates, iiber die Eichung des Prismas in Wellenlingen,
iiber etwaige Kompensationsvorrichtungen und iiber die Breite des Kollimator-
und Okularspaltes, wofern sie mit anderen Spektrophotometern verglichen wer-
den sollen, vollstandig wertlos sind.

Biirker (Archiv f. d. ges. Physiol. 142) hat jiingst einige Verbesserungen
an dem Hiifnerschen Apparat angebracht. Dieselben beziehen sich zunichst
auf den Absorptionstrog. Er macht darauf aufmerksam, dafi es wiinschenswert
ist, bei verschiedener bzw. groferer Schichtdicke die Losung untersuchen zu
konnen. Man miiite in diesem Fall einen weiteren Trog und einen dickeren
Schulzschen Glaskorper anwenden. Hierbei entsteht aber die Schwierigkeit,
daB bei dieser Anderung der Extinktionskoeffizient nicht derselbe bleibt, weil
bei dickerer Schicht und dickerem Wiirfel das Glas mehr Licht absorblert als
das Losungsmittel. B. hat daher das bisherige Absorptionsgefifl durch einen
in zwei Abteilungen getrennten Trog (vgl. auch den Biirkerschen Universal-



Abb. 20.



Abb. 21.
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spektralapparat S.215) ersetzt, in dessen eine Abteilung die Farbstofflssung
und in die andere gleichweite nur das Losungsmittel kommt. Man hilt sich
mehrere solcher Absorptionstrogchen vorritig, die die Untersuchung bei ver-
schiedenen Schichtdicken erméglichen.

Eine weitere Verbesserung betrifft das Okular des Apparates, das in seiner
urspriinglichen Form an dem Ubelstand leidet, daB die mittels Okularschieber
ausgeschnittenen Spektralregionen sehr schmal sind. Da es im Interesse einer
moglichst exakten Farbenvergleichung wiinschenswert ist, die Spektralbezirke
moglichst breit zu gestalten, hat Biirker das Okular dahin verindert, da er
die gewohnliche Linse des Apparates durch eine Zylinderlinse ersetzte, wodurch
der Okularspalt verbreitert, aber nicht erhéht wird.

SchlieBlich hat derselbe Forscher, um die etwas umsténdliche Berechnung
des Extinktionskoeffizienten zu vermeiden, entsprechende Kurvenziige auf
Millimeterpapier eingetragen und vervielfiltigen lassen, aus denen der Wert
auf 2 Dezimalen genau abgelesen werden kann!) (vgl. Abb. 20 und 21).

Gang einer Hamoglobinbestimmung mit dem Spektropho-
meter: Zunichst ist der Apparat daraufhin zu kontrollieren, daf3 er in seinen
durchsichtigen Teilen, vor allem der Absorptionstrog peinlich sauber ist, da schon
geringfiigige Verunreinigungen und Tritbungen betrichtliche Fehler bei der Ab-
lesung zur Folge haben konnen. Als weitere Vorbereitung hat man festzustellen,
welchen Skalenteilen an dem zum Fernrohr gehorigen Teilkreis die Frauen-
hoferschen Linien D, E, b, F entsprechen. Es werden in einem Koordinaten-
system die Skalenteile als Abszissen, die entsprechenden Wellenléingen als Ordi-
naten eingetragen und die Strecke zwischen D und E gradlinig interpoliert. Die
Absorption wird nach Hiifner an zwei Stellen des Spektrums des Oxyhémo-
globins bestimmt, und zwar bei dem Minimum der Absorption im Gelb mit einer
mittleren Wellenlinge von 560 und in der Mitte des zweiten Streifens im Griin
bei 538. Man teilt deshalb auf der Strecke DE die Wellenlingen in 2 Gruppen,
die eine umfaBt 565—554, die zweite 542,5—531,5. Durch Ziehen der Ordinaten
durch die den Wellenlingen entsprechenden Punkte erhilt man auf der Abszisse
die Skalenteile, zwischen denen die Untersuchung stattzufinden hat. Der Apparat
ist in einem vollstindig dunklen Raum auf einen Tisch mittels Libelle genau
horizontal zu montieren, wobei darauf zu achten ist, dafl der Tisch eine bequeme
Untersuchung gestattet und man dabei die Moglichkeit hat, die Ellbogen wahrend
der Untersuchung aufzustiitzen, da fiir eine richtige Benutzung des Apparates
es notwendig ist, jegliche Ermiidung und Unsicherheit in der Fiithrung der Nonien
zu vermeiden. Bei der Beleuchtungslampe ist darauf zu achten, dafl ihr Ansatz-
rohr in genau derselben Hohe steht wie das Kollimatorrohr, sowie daf3 der Ab-
sorptionstrog exakt dem vertikalen Metallrahmen angepafit ist. Endlich hat
man sich von der korrekten Stellung des Albrechtschen Rhombus zu iiber-
zeugen, dessen Vorderkante die beiden miteinander zu vergleichende Gesichts-
felder nur durch eine ganz feine Linie voneinander trennen darf. Der Kolli-
matorspalt soll eine Weite von genau 1/,, mm haben.

Als Blutlésung, mit der das Absorptionsgefi3 gefiillt wird, dient eine Verdiin-
nung von etwa 1: 100 bis 1: 150, die man mit einer 0,1 proz. Sodalésung herstellt.

Nachdem man die Weite des Okularspaltes, die Stellung des Fernrohrs
zum Dispersionsprisma am Teilkreis und die Stellung des Rauchglaskeils be-
stimmt und notiert hat, stellt man die den beiden Spektralregionen entsprechenden
Winkel ¢ und ¢’ fest, um die man den Analysator drehen mufl, um Helligkeits-
gleichheit beider Gesichtsfelder zu erhalten und macht jedesmal 10 Bestimmungen,

1) Die beiden Tafeln wurden aus dem Handb. d. physiol. Methodik von Tigerstedt
Bd. II, Abschnitt iiber Bestimmung des Hamoglobins von Biirker entnommen.
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aus denen man das Mittel zieht. Der entsprechende Wert von ¢ resp. ¢ ergibt
sich aus der oben entwickelten Formel.

Es hat sich nun gezeigt, dal der Quotient zweier an verschiedenen
Stellen des Spektrums gemessenen Extinktionskoeffizienten eine
Konstante ist, die von der Konzentration unabhingig und fir
den betreffenden Farbstoff charakteristisch ist. Hieraus ergibt sich
die Moglichkeit, verschiedene Blutfarbstoffe aus dem Zahlenwert dieses Quo-
tienten zu identifizieren. Unter den von Hiifner angegebenen Versuchsbe-
dingungen (vgl. oben) betrigt dieser Quotient fiir Oxyhiamoglobin 1,58, fiir
Methdmoglobin 1,19, fir Kohlenoxydhédmoglobin 1,1, fir reduziertes Hamo-
globin 0,76 (Butterfield), fiir salzsaures Hamatin 1,11 (Biirker).

Um endlich aus dem Extinktionskoeffizienten die Konzentration der Lisung
des betreffenden Farbstoffes abzuleiten, mufl man zunichst das sog. Absorp-
tionsverhéaltnis der Losung des zu untersuchenden Kérpers festgestellt haben.

Diese Grofie 4 wird nach Vierordt dargestellt durch den Quotienteni, WO ¢
£

die Konzentration der Losung, ¢ ihren Extinktionskoeffizienten bedeutet. Dieser
Quotient ist firr ein und denselben Farbstotf eine Konstante, wenn der Extink-
tionskoeffizient stets in derselben Spektralregion gemessen wird. Es wird daher
von einer Losung von bekanntem Gehalt an mehrmals umkristallisiertem Himo-
globin das Absorptionsverhiltnis fiir den betreffenden Apparat zunichst ein

fir allemal bestimmt. Da nun aus der Formel 4 = %folgt, dal c= A4 ¢,

so ist damit die Berechnung des H&moglobingehaltes einer untersuchten Blut-
probe unter Beriicksichtigung ihrer Verdiinnung gegeben?).

Die Bestimmung des Extinktionskoeffizienten kann mit einem guten Spektro-
photometer mit einer Genauigkeit bis auf 19%,, eine Hémoglobinbestimmung
mit einer solchen bis auf 2,5%, vorgenommen werden.

Es ist bereits oben bei der Beschreibung des Hiifnerschen Apparates auf
verschiedene Méngel desselben hingewiesen worden. Hierzu gehéren die mangel-
hafte Beschaffenheit der Beleuchtungseinrichtung, die komplizierte Handhabung
bei der Einstellung, das geringe Ausmafl der zu vergleichenden Gesichtsfelder
infolge der geringen Dispersion des Prismas u.a.m. Auch der hohe Preis des
Apparates fillt dabei ins Gewicht. In neuerer Zeit sind daher anders kon-
struierte Spektrophotometer angegeben worden, die vor dem Hiifnerschen
Instrument gewisse Vorziige besitzen.

Spektralphotometer nach Konig-Martens.

Die Konstruktion des K6 nigschen
Spektralphotometers in der neuen Form
nach Martens besteht im wesentlichen
aus einem Spektroskop, bei dem die
brechende Kante des Dispersionspris-
mas horizontal liegt.

Zur Orientierung iiber den Gang
der Lichtstrahlen in dem Instrument
diene die schematische Abb.22 (ent-
nommen aus Martens-Griinbaum, Annalen der Physik 12. 1903, S. 984).

1) Butterfield fand fiir Oxyhéamoglobin aus Menschenblut als Mittelwert des Absorp-
tionsverhiltnisses 1,89 - 10~ 2 (Extinktionskoeffizient bei 564,6 wu —556,1 up) bezw. 1,18 - 1073
bei 542 uu —533,5 uu). Vgl. auch die Arbeit von Letsche.

Abb. 22.
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Die Skizze 1aft erkennen, wie die aus dem Spalte §; tretenden Licht-
strahlen von der Objektivlinse O, parallel gemacht auf das Flintglasprisma P
fallen, von diesem abgelenkt werden und vermége der Objektivlinse O, am Okular-
spalt S, zu einem Spaltbilde vereinigt werden. Eine Neuerung besteht in der
Anbringung der beiden Crownglasprismen P; und P,, die bezwecken, daBl die
bei der alten Konstruktion stérende zweimalige Reflexion an den optischen
Flachen beseitigt wird. Neuerdings wird statt des Flintglasprismas ein Ruther-
fordprisma zur Erreichung einer gréfleren Reinheit der Farben als Dispersions-
prisma angewendet.

Abb. 23 stellt einen horizontalen Schnitt durch den Apparat dar, wobei
der Gang der Strahlen in ein und derselben Zeichenebene projiziert gedacht
ist, wahrend in Wirklichkeit die Strahlen um das Dispersionsprisma P umgebogen
sind. An Stelle eines Eintrittsspaltes sind mittels Blenden zwei Spalte a und b
angebracht, durch die die miteinander zu vergleichenden Strahlenbiindel I und II
treten. Betrachtet man den Gang dieser Strahlen durch die brechenden Medien O;,
Py, P, P, und O,, dann werden von den beiden Spalten ¢ und b bei C' 2 Spalt-
bilder b und 4 entstehen. Nun sind in dem Apparat in den Gang der Strahlen
auBerdem noch eingeschaltet ein Wollastonprisma W aus 2 Kalkspatprismen
bestehend und ferner ein Zwillingsprisma Z. Durch Doppelbrechung im Prisma W

entstehen 2 Bilder

I | Gp F 2 0 S - b, und 4, mit ho-
@ | 7 r Y| 3 A% ] | rizontaler Schwin-
2l ___ y I I % gungsrichtung und
.5;,| Wz Al B ferner zwei andere

clol &k Bilder b, und 4, mit
Abb. 23. Strahlengang im Spektralphotometer. vertikaler Schwin-

gungsrichtung des
Lichtes (Teil D in der Abb. 23). Durch die Wirkung des Zwillingsprismas findet
endlich eine Ablenkung der verschiedenen Spaltbilder in der Weise statt (Teil &),
daB die aus der rechten Hilfte (obere Hilfte in der Abbildung) stammenden
Strahlen eine nach links (in der Abbildung unten) abgelenkte Spaltbilder-
reihe by, b,,l, Ap,, Ay, und umgekehrt die der linken Halfte entsprechenden
Strahlen eine nach rechts abgelenkte Spaltbilderreihe by,, b,,, 44,, 4, bilden. Da
nun die seitlich liegenden Spaltbilder b;, und 4,, abgeblendet werden und nur
die zentralen Spaltbilder b,, und 4;, vom Okularspalt durchgelassen werden,
so sieht der sich an dem Okular befindende Beobachter zwei beleuchtete Gesichts-
felder, eins vom Spalte @ mit horizontalschwingendem, ein zweites vom Spalte b
mit vertikalschwingendem Licht.

Die Anwendung des Zwillingsprismas Z dient, wie aus der Beschreibung
hervorgeht, zur Darstellung der beiden Vergleichsfelder, die auf diese Weise
dicht nebeneinander liegen, wobei wenn beide Felder gleiche Helligkeit zeigen,
eine Trennungslinie nicht sichtbar ist.

Da die den beiden Gesichtsfeldern entsprechenden Lichtstrahlen in zwei
senkrecht zueinander stehenden Richtungen polarisiert sind, so ermdéglicht die
Anwendung eines Nikols N zwischen Okular und Auge eine genau bestimmbare
Anderung der Lichtstirke.

Der Apparat selbst (Firma Schmidt & Haensch, Berlin S.) ist in der Abb. 24
abgebildet. Bei S befindet sich der Bilateralspalt mit Mikrometerschraube,
durch welche das Licht in das Kollimatorrohr K eintritt. Die an letztere sich
anschlieBende Trommel enthilt das Dispersionsprisma, auf das das Beobachtungs-
rohr R in der Weise eingestellt ist, daB es sich um die Achse d vermittels der
Mikrometerschraube M drehen liBt. Auf diese Weise kann der Apparat auf
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verschiedene Wellenlinge eingestellt werden. Der Okularspalt schneidet aus dem
Bild des Spektrums einen Streifen aus, so dafl nur Licht von bestimmter Wellen-
linge sichtbar wird. Um auf gleiche Helligkeit einzustellen, ist es erforderlich,
den Okularnikol mit Hilfe des drehbaren Teilkreises G zu drehen und die Stellung
des Nikols mit der Lupe L abzulesen. Der Beobachter kann dabei die Ablesung
der Mikrometerschraube und des Teilkreises sowohl wie die Einstellung auf
Helligkeitsgleichheit vornehmen, ohne den Kopf verstellen zu miissen. Gegen
die Lichtquelle ist das Auge des Beobachters durch einen schwarzen Schirm am
oberen Ende des Beobachtungsrohres geschiitzt. An der Unterseite des Schirms
befindet sich zweckmiBig eine kleine 4-Voltlampe zur Beleuchtung des Teilkreises.

Abb. 24. Spektralphotometer von Kénig-Martens.

Als Lichtquelle zur Beleuchtung des Apparates dient eine Glithlampe, deren
Strahlen auf die beiden Spalte des Kollimatorrohres fallen. Um eine absolut
gleichmaBige Beleuchtung beider Vergleichsfelder zu erzielen, hat Martens (. c.)
eine besondere Vorrichtung angegeben, deren Prinzip aus der Abb. 25 hervor-
geht. Die Lichtquelle L befindet sich in der Nihe eines Beleuchtungsspaltes.
Ein System von 3 Linsen entwirft von dem Spalte zwei reelle Bilder auf die Ein-
trittsspalte @ und b des Photometers. Der Beleuch-

tungsspalt ist mit einer Mattglasplatte bedeckt. I 42 | &
Als Absorptionsgefa3 dient ein U-formiger LI !g I 3
Trog von 11 mm lichter Weite mit angekitteten & [

Glasplatten und dem bei dem Hiifnerschen
Apparat bereits erwihnten Schulzschen Glas-
klotz von 10 mm Dicke; es ist also auch hier wieder
das Verhiltnis der Schichtdicken 1:10 angewendet. Im Gegensatz zu dem
Instrument von Hiif ner stehen hier die beiden Vergleichsfelder nebeneinander
und nicht ibereinander, was die Genauigkeit der Bestimmung erhoht.

Bevor man eine Bestimmung mit dem Apparate macht, hat man auch hier
zunichst das Instrument, das heifit die Stellung des Beobachtungsrohres nach
Wellenlangen zu eichen. Man verfahrt dabei so, daB man zunichst den Okularnikol
des Apparates durch ein demselben beigegebenes Okular ersetzt und als Be-

Abb. 25. Beleuchtungsvorrichtung
nach Martens.
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leuchtungsquelle monochromatisches Licht von verschiedener Wellenlinge (Na-
trium, Lithium usw.) anwendet. Man stellt dann durch Drehen der Mikrometer-
schraube M das Fernrohr so ein, dafl die einzelnen Spektrallinien genau in die
Mitte des Okularspaltes fallen und notiert den jeweilig abgelesenen Stand der
Mikrometerschraube. Nun werden auf Millimeterpapier die Grade der Mikro-
meterschraube und die entsprechenden Wellenléingen als Abszissen und Ordinaten
aufgetragen, wodurch man eine Kurve erhilt, die einem ermoglicht, direkt ab-
zulesen, welche Stellung man der Mikrometerschraube geben mufl, um das Fern-
rohr auf eine bestimmte Wellenlinge einzustellen. Mit dieser Einstellung auf
eine gewiinschte Wellenldnge beginnt die Bestimmung. Alsdann bestimmt man
den Drehungswinkel des Nikols, bei dem Helligkeitsgleichheit beider Gesichts-
felder resultiert. Die Justierung des Teilkreises ist so gewihlt, dafl bei ungefahr 0°
das eine Vergleichsfeld vollstindig ausgeléscht ist. Man nimmt nun hinterein-
ander eine Reihe von Ablesungen vor, bei freiem Kollimatorspalt und ebenso,
nachdem das Absorptionsgefifl vor denselben gestellt ist. Wenn « und &’ zwei
abgelesene Drehungswinkel sind, so ergibt sich fiir den Extinktionskoeffizienten
die Formel e =2 (logtga’ —log tgx) .

Die Berechnung der Konzentration ergibt sich aus dem im Abschnitt iiber das
Hiifnersche Spektrophotometer Gesagten.

Gleichzeitige quantitative Bestimmung von Gemischen des Hidmo-
globins und seiner Derivate auf spektrophotometrischem Wege.

Nach Vierordt werden durch eine Losung, die mehrere Farbstoffe enthilt,
die chemisch nicht miteinander reagieren, die Lichtstrahlen im Verhiltnis der
Konzentration und des Absorptionsverhéltnisses der einzelnen Komponenten
geschwicht. Es ist demnach die Extinktion der Mischung der Farbstoffe gleich
der algebraischen Summe der Extinktionen der einzelnen Komponenten.

Handelt es sich z. B. um zwei Farbstoffe, so stellt man die Extinktion bei
zwei verschiedenen Wellenkingen in den Spektralregionen fest, wo die Extink-
tionen der beiden Farbstoffe moglichst voneinander verschieden sind; dann
stellt man aus den Extinktionskoeffizienten des Gemisches und den Absorptions-
verhéltnissen beider Farbstoffe zwei Gleichungen mit zwei Unbekannten auf,
die man dann nach der einen oder anderen Unbekannten auflost. Auf diese
Weise laf3t sich aus einer Extinktionsmessung in zwei Spektralregionen der ab-
solute Gehalt einer Losung an zwei Farbstoffen berechnen, wobei die Kenntnis
von den vier Absorptionsverhéltnissen vorauszusetzen ist. Haufig wird nicht
die absolute Menge der beiden Farbstoffe, sondern der prozentuale Gehalt der
Losung an denselben gesucht. Hiifner hat das Mischungsverhaltnis zweier

’

Farbstoffe aus der Anderung des Quotienten £ gefolgert. Liegt z. B. eine

’ & 7

Mischung von Oxyhémoglobin (% = 1,58) und reduziertem Hb (% == 0,76) vor,

dann muB der Quotient des Gemisches einen Wert haben, der zwischen 1,58
und 0,76 liegt. Naheres hieriitber siehe in der Arbeit von Hiufner (Engelm.
Arch. f. Physiol. 1900) sowie bei Biirker (Tigerstedts Handb. d. physiol. Me-
thod. 2).

Der Hiamophotograph von Girtner.

Dieser Apparat basiert auf der Tatsache, dal Hb-Losungen in besonders
hohem Mafe diejenigen Strahlen des Sonnenlichts absorbieren, die photographisch
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stark wirksam sind. Die Hb-Bestimmung wird bei dieser Methode in der Weise
ausgefiihrt, daB unter eine in einem glasernen Behalter befindliche Blutlosung
von einer bestimmten Schichtdicke ein Streifen photographischen Papiers ge-
bracht wird und der Apparat fiir eine bestimmte Zeit dem Tageslicht ausgesetzt
wird. Die Intensitat der erfolgenden Schwarzung, die das Papier unter der Blut-
schicht zeigt, wird bestimmt durch Vergleich mit einem sog. photographischen
Keil; derselbe wird von einem Glasdiapositiv einer photographischen Platte ge-
bildet, die in einer von dem einen zum anderen Ende sukzessive abnehmenden
Intensitdt geschwirzt ist. Da sich bei der Belichtung auch unter dem Keil
photographisches Papier befindet, so hat man nach beendigter Exposition
die Moglichkeit, durch Vergleich der Farbennuance des unter der Blutprobe
befindlichen Papiers mit den verschiedenen Farbenabstufungen des unter
dem Keil belichteten Papiers an der Hand einer empirisch geeichten Skala
festzustellen, welchem Hb-Gehalt die beobachtete Farbe des Papiers ent-
spricht.

Das Gartnersche Verfahren hat zweifellos theoretisches Interesse. Praktisch
leidet es an einer gewissen Umsténdlichkeit in der Handhabung, auch ist stets
Tageslicht erforderlich. In seiner Genauigkeit kommt es nach denUntersuchungen
von Tollens ungefahr den Leistungen des Miescherschen Hamometers gleich.
Von Vorteil diirfte die Anwendung der Methode gegeniiber den kolorimetrischen
Verfahren in dem besonderen Fall sein, wo der Untersucher ein farbenunempfind-
liches Auge (Rotblindheit) besitzt?).

Bestimmung des Eisens im Blut.

Da das Hamoglobin Eisen enthilt (auf 1 Molekiill Hb 1 Atom Fe), so hat
man auch die quantitative Eisenbestimmung dazu benutzt, den Himoglobin-
gehalt einer Blutprobe zu bestimmen. Voraussetzung ist dabei, daB8 das Serum
hiamoglobinfrei ist (vgl. Socin, Zeitschr. f. physiol. Chemie 15, 136. 1891) und
auch sonst kein Eisen enthélt. Unter pathologischen Verhiltnissen, wo diese
Bedingung nicht erfiillt ist, wiirde die Himometrie auf dem Wege der Eisen-
bestimmung zu fehlerhaften Resultaten fithren2). Im iibrigen aber zeichnet
sich der Kisengehalt des Hiamoglobins, wie speziell Butterfield gezeigt
hat, durch seine grofle Konstanz aus: dies gilt auch insbesondere unter patho-
logischen Bedingungen, speziell bei Blutkrankheiten des Menschen und auch
hinsichtlich der verschiedenen Tierarten. Das Eisen des Hamoglobins stellt
daher nicht, wie Bohr (Skand. Arch. f. Physiol. 3. 1892) seinerzeit angab,
eine veradnderliche GroBe dar.

Die Technik der Eisenbestimmung im Blute ist recht kompliziert und setzt
ausreichende Kenntnis in der Ausfithrung chemischer Analysen voraus.

Da das Fisen im Hémoglobin nicht mittels der gewéhnlichen Eisenreaktion
nachweisbar ist, sondern sich in komplizierter Bindung findet, so mufl zunichst
der quantitativen Analyse eine Veraschung des Blutes bzw. des rein dargestellten
Himoglobins vorausgehen.

Die Eigenschaft der Eisensalze mit Rhodankalium eine intensiv rote Farbung
zu bilden, wurde wiederholt zum quantitativen Nachweis von Eisen benutzt.

1) Im Zusammenhang hiermit ist zu erwéhnen, dal Plesch den Vorschlag machte,
die Lichtempfindlichkeit des Selens zur Hb-Bestimmung zu verwerten. Bisher hat
die Anregung eine praktische Verwertung nicht gefunden.

%) Es sei hier insbesondere auf die Arbeit von Fowell hingewiesen, der nachwies,
daB der gesamte Fe-Gehalt des Blutes stets groBer ist als es dem Hamoglobingehalt
entspricht.
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Verfahren von Jolles.

Fir klinische Zwecke hatte Jolles eine derartige Methode beschrieben,
bei der man mit Hilfe eines ,,Ferrometer’ genannten Apparates angeblich
hinreichend genaue Werte erhalten sollte.

Bei diesem Verfahren werden 0,05 ccm Blut mittels Pipette abgemessen, in
einen Platintiegel geblasen und die Pipette mit Wasser ausgespiilt, das ebenfalls in
den Tiegel kommt. Hierauf wird das Blut eingedampft und verascht. Zu der Asche
setzt man 0,1 gepulvertes wasserfreies saures schwefelsaures Kalium, schmilzt die
Masse und erhitzt etwa 1—2 Minuten bis zur Erstarrung derselben. Man lést
hierauf die Schmelze in 10 cem heilem destillierten Wasser, setzt zu der Losung
1 cem verdiinnte Salzsaure (1:3) und 4 ccm einer 7,5 proz. Rhodanammoniumlésung,
so daf} das Volumen der ganzen Losung 15 ccm betrigt. Das bei der Veraschuag
entstandene Eisenoxyd wird dabei in rotes Rhodaneisen tibergefithrt. Die kolori-
metrische Vergleichung geschieht mit einer Eisenlosung von bekanntem Gehalt
(0,0005 Fe auf 1 ccm Losung) in einem besonderen hierfiir angegebenen Kolorimeter.

Der Apparat (Firma C. Reichert, Wien) besteht aus zwei genau gleich-
kalibrierten Glaszylindern, die an ihrem unteren Ende mit plangeschliffenen
Glasplatten verschlossen sind. Beide Zylinder sind von einem Blechmantel um-
geben, der das Licht von der Seite fernhalt. Im unteren Teile des Instruments
befindet sich nach Art eines Mikroskopspiegels eine Gipsplatte, die das Licht
so reflektiert, daB es die beiden Zylinder in ihrer Langsachse von unten nach
oben passiert. Ber der Bestimmung sieht der Untersucher von oben durch die
Zylinder und stellt fest, ob die beiden rotgefarbten Flissigkeitssdulen die gleiche
Farbnuance zeigen. Sind die beiden Farben ungleich, so 148t man aus einem
an dem Vergleichsrohr seitlich angebrachten Hahn von der Vergleichslosung
so viel Fliissigkeit abflieBen, daf3 Farbengleichheit eintritt. Hierauf liest man an
der Skala des Vergleichszylinders den Stand der Fliissigkeit ab und berechnet auf
einer dem Apparate beigegebenen Tabelle den Eisengehalt des untersuchten Blutes.

Spiter hat Jolles eine Modifikation seines Apparates angegeben, die eine
Kombination des Ferrometers mit dem Fleischl - Miescherschen Hamometer
(s. oben) darstellt, wobei die Farbnuancen der Rhodaneisenlosung mit denen des
Rubinglaskeiles verglichen werden.

Die von Jolles angegebene Rhodanmethode leidet an einem schweren prin-
zipiellen Fehler, der darin besteht, daf bei der Rhodaneisenreaktion, wie Krif§3
gezeigt hat, ein leicht zersetzliches Doppelsalz entsteht, dessen Farbe von dem
Dissoziationsgrad abhingig ist. Auch Schwenkenbecher kommt mittels
spektrophotometrischer Untersuchungen zu dem Ergebnis, dafl die Intensitat
der Farbe der Eisenrhodanverbindung nicht proportional dem Eisengehalt der
Losung ist. Die Zersetzung des Rhodaneisens geht so schnell vor sich, dafl man
sie mit dem Spektrophotometer schon wahrend der schnell ausgefithrten Unter-
suchung verfolgen kann. Damit wird der Wert der mit dieser Methode vor-
genommenen Bestimmungen hinfallig.

Bestimmung des Eisens nach Autenrieth-Funk.

Eshandelt sich, wie bei dem Verfahren von Jolles um eine kolorimetrische Me-
thode unter Anwendung der Rhodanreaktion. Als Kolorimeter dient das im Kapitel
Hamometrie beschriebene Keilkolorimeter von Autenrieth - Kénigsberger.

Um die Empfindlichkeit der Eisenrhodanprobe zu steigern, bedienen sich
die Verfasser eines Atherextraktes der mit Salzsiure und Rhodankalium ver-
setzten Eisenoxydsalzlosung. Das in den Ather iibergehende Eisenrhodanid
farbt diese je nach der Eisenmenge verschieden stark rot.



Bestimmung des Eisens nach Autenrieth-Funk. 47

Fur die Bestimmung erforderlich sind eine kleine Platinschale, eisenfreies
Kaliumbisulfat, eisenfreie —l; -Salzséure (0,91 proz. HCl), 10 proz. Rhodankalium-

16sung, reiner Ather, ein 25—30 ccm fassender enger MeBzylinder mit gut ein-
geriebenem Glasstopsel von etwa 18 cm Héhe und 1,5 bis 1,6 cm Lumen, das
Autenriethsche Kolorimeter mit Glasstopselkiivette und schlieBlich, wenn
man den Kolorimeterkeil selbst eichen will, reiner Eisenammoniakalaun.

Man beginnt mit der Eichung des Keils und der Anlegung einer ,,Eisenkurve‘*.
Man stellt sich zu diesem Zweck zunichst eine konzentrierte Eisenalaunlésung
her und verdiinnt dieselbe fiir die Eichung auf das 10fache. Es werden 0,4306 g
Eisenammoniakalaun sehr genau abgewogen und unter Zusatz von etwas ver-
dimnter Salzsaure in 11 Wasser gelost, sodann werden 10 cem dieser Losung in

einem MeBkolben von 100 ccm mit % -HCI bis zur Marke aufgefillt. 1 ccm

dieser letzteren Losung enthélt 0,005 mg Eisen. Es werden nun wechselnde
Mengen dieser Losung (1, 2, 3 ccm usw.) mit einer Biirette genau abgemessen,

jedesmal in den oben erwdhnten MeBzylinder gebracht, mit 1; - HCI auf 6 ccm

verdiinnt, hierauf 6 ccm Rhodankaliumlésung sowie 10 ccm Ather hinzugefiigt
und kurze Zeit geschiittelt. Einen Teil der vollig klaren Atherlésung gieBt man
in die Glasstopselkiivette und verschiebt nun den Glaskeil, der die Standard-
losung enthalt, solange, bis Farbengleichheit besteht. Alsdann trigt man auf
Koordinatenpapier den abgelesenen Skalenteil auf die Ordinatenachse, die Eisen-
menge, die dem Skalenteil entspricht, auf die Abszissenachse auf und wiederholt
dies unter Variierung der Konzentration des Eisenalauns. Die gefundenen Punkte
werden zu der Eisenkurve vereinigt.

Um die Eisenbestimmung im Blut nach dieser Methode vorzunehmen,
bringt man 25 cmm Blut (bzw. 50 cmm bei eisenarmem Blut), die mit einer
Kapillarpipette abgemessen werden, in eine reine Platinschale, spiilt die Pipette
mehrmals mit Wasser aus, bringt auch das Spiilwasser in die Schale und ver-
dampft zur Trockene. Alsdann gliiht man den Inhalt der Platinschale bei kleiner
Flamme (wobei Verluste durch Aufblihung des Trockenriickstandes zu ver-
hiiten sind), bis alle Kohleteilchen verschwunden sind, setzt 0,5 Kaliumbisulfat
hinzu, erhitzt anfangs gelinde, spiter stirker und zwar solange, bis alles iiber-
schiissige Bisulfat zersetzt ist und keine weillen Dampfe von SO; mehr entweichen.
Man laf3t nun erkalten und 16st unter leichtem Erwiérmen den Riickstand in etwas

—ngCl, bringt die Losung quantitativ in den MeBzylinder, spiilt mehrmals

mit HCI nach, fithrt auch dieses in den MeBzylinder iiber und fiillt schlieBSlich das
Volumen mit HCl bis auf 6 ccm auf; hierauf werden, wie oben beschrieben,
6 ccm Rhodanlésung und 10 cem Ather hinzugefiigt, kriftig geschiittelt und
der klare Atherauszug in den Glasstopseltrog gegossen. Nachdem durch Ver-
schieben des Keils Ubereinstimmung der Farben erreicht ist, liest man aus der
Eichungskurve ab, welcher Eisengehalt in 10 ccm Ather (d.h. 25 cmm Blut)
dem abgelesenen Skalenteil entspricht.

Die Verfasser loben die groBe Einfachheit der Methode, die, wenn der Eisen-
keil einmal geeicht und die Eichungskurve angelegt ist, nur wenige Minuten
erfordert. Uber Kontrollbestimmungen mit anderen Methoden, z.B. dem
Neumannschen Verfahren, wird nichts berichtet. Man wird bei der Methode
das Bedenken nicht unterdriicken kénnen, dafl beziiglich der Standardfarbe
des Keils, wenn sie aus der beschriebenen Eisenlésung besteht, die gleichen Ein-
winde gelten, die bei der Methode von Jolles geltend gemacht wurden.



48 Hamometrie.

Nun werden auBlerdem von der Firma, die den Apparat herstellt (Hellige,
Freiburg i. B.) besonders geeichte Eisenkeile hergestellt, die an Stelle des un-
bestandigen Rhodaneisens eine andere optisch angeblich gleichwertige Losung
enthalten, die sich durch grofe Haltbarkeit auszeichnen soll. Wie bei dem Hb-
Kolorimeter fehlen auch hier Angaben iiber die Zusammensetzung dieser Ver-
gleichsflissigkeit. Die Methode krankt wiederum an dem Fehler, dal nicht iden-
tische Korper kolorimetrisch verglichen werden. Die Verfasser gelangen denn
auch mit ihrem Verfahren zu dem Resultat, daB bei animischem Blut Hb- und
Fe-Gehalt nicht parallel gehen (vgl. die Fullnote 2 Seite 45).

Eisenbestimmung auf dem Wege der feuchten Veraschung.

Um einwandfreie Resultate zu erhalten, hilt man sich am besten an die
von Butterfield erprobte Methode, die sich der von Neumann angegebenen
Veraschung auf feuchtem Wege bedient. Statt der jodometrischen Methode
wendet Butterfield die Titration mit Permanganatlosung an.

Die Veraschung nach Neumann geschieht in einem
schiefliegenden Rundkolben aus Jenenser Glas von
etwa 1/,—3/, 1 Inhalt. Uber dem Kolben befindet sich
ein Tropftrichter mit Hahn (Abb. 26), der mit dem
Sauregemisch (gleiche Teile konzentrierter Schwefe]-
sdure und konzentrierter Salpetersidure, spez. Gew. 1,4)
beschickt ist. Das AbfluBBrohr des Trichters ist zwei-
mal fast rechtwinklig gebogen; es wird dadurch ver-
mieden, dal der Hahn des Trichters direkt den Siure-
diampfen ausgesetzt wird, wodurch er sich spontan
lockern wiirde. Zu vermeiden sind Stative aus Eisen
wegen der Gefahr, daf kleinste Eisenpartikel in den
Kolben gelangen. In den Kolben lait man aus einer

Pipette 5—10 ccm Blut!) genau abgemessen flieBen und setzt nach Nach-
spiilen der Pipette mit Wasser, das ebenfalls in den Kolben kommt, etwa
10 ccm Séuregemisch hinzu und erwirmt mit méBiger Flamme. Wenn die Entwick-
lung der Nitrosoddmpfe nachlifit, 148t man aus dem Trichter etwas Séure nach-
flielen, bis wiederum die Entwicklung der braunen Dampfe nachgelassen hatund so
fort. Zur Feststellung, ob die Oxydation beendet ist, unterbricht man den Zuflu
der Siure, erhitzt bis zum Verschwinden der braunen Dampfe und sieht zu, ob sich
die Flissigkeit beim Erhitzen noch dunkler firbt. Ist dies der Fall, so muBl mit
dem Zusatz von Séure und dem Erhitzen fortgefahren werden, bis schlieSlich nach
Aufhéren des Sdurezuflusses und nach Verjagen der Dampfe die Flissigkeit farblos
bzw. hellgelb geworden ist. Man liBt nun erkalten und fiigt dann zu der Mischung
die dreifache Menge Wasser hinzu. Nun kocht man nochmals 5 bis 10 Minuten,
wobei wiederum braune Diampfe (Zersetzung der Nitrosylschwefelsiure) ent-
weichen.

Nach dem Abkiihlen wird die Losung mit 20 ccm des zur Fillung des Eisens
dienenden Zinkreagens versetzt. Das letztere wird in der Weise dargestellt,
daBman ca. 25 g Zinksulfat und ca. 100 g Natriumphosphat jedes fiir sich in Wasser

1) Nach den Angaben Neumanns ist die fiir die Fe-Analyse zu veraschende Substanz-
menge so zu bemessen, da sie 2—3 mg Eisen enthilt, was 5—10 g Blut entspricht. Ist sehr
wenig Eisen vorhanden, so empfiehlt er, genau abgemessene 10 cem Eisenchloridlosung (20 cem
Freseniussche Eisenchloridlosung mit 2cem konz. HCl versetzt und auf 11aufgefiillt) = 2mg Fe
vor dem Zusetzen des Zinkreagens hinzuzufiigen. Bei der Titration des Fe wird natiirlich die
zugesetzte Eisenchloridlgsung in Abrechnung gebracht.
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16st und die Losungen in einem Liter-MeBkolben mischt. Der entstandene Nieder-
schlag von Zinkphosphat wird durch Zusatz von verdiinnter Schwefelsiure
gerade gelost und die Losung sodann auf 1 1aufgefiillt. Selbstverstindlich miissen
alle Reagenzien absolut eisenfrei sein. Es wird nun nach Zusatz des Zinkreagens
mit Ammoniak neutralisiert und der entstandene Niederschlag in einem kleinen
Uberschul von Ammoniak gerade gelost. Zu der Losung werden einige Platin-
tetraeder gegeben, um gleichmafiges Sieden zu erreichen. Die Losung wird dann
langsam bis zum Sieden erhitzt und eine halbe Stunde, evtl. linger in flottem
Sieden gehalten. Die Platintetraeder verhindern génzlich das Stofien und Hoch-
schleudern der Flussigkeit, das sonst nach der Abscheidung des kristallinischen
Zinkammoniumphosphats haufig eintritt. Die iiberstehende Flussigkeit wird,
wihrend sie noch heifl ist, von dem Niederschlag abfiltriert und der Nieder-
schlag dreimal mit heilem Wasser gewaschen. Hierbei darf das Filtrat nach dem
Ansduern mit Salzsdure keine Rhodanreaktion geben. Der Niederschlag wird
dann in verdiinnter Schwefelsiure gelost, in eine groBe Platinschale iibergefiihrt
und mit Zink reduziert. Die vollstindige Reduktion von 10 mg Eisen nimmt
selbst bei Anwendung von chemisch reinem Zink, das von verdiinnter Schwefel-
siure allein so gut wie gar nicht angegriffen wird, in der Platinschale blof}
3 Stunden in Anspruch. Die reduzierte Losung wird dann durch Glaswolle,

N
100" Permanganat

aus einer Gay - Lussacschen Birette titriert. Das Permanganat wird vor
jeder Titration gegen Thiosulfat von bekanntem Titer eingestellt. Der Titer

die mit Schwefelsdure gewaschen ist, filtriert und mit etwa

des Thiosulfats muf3 wiederholt mit 11?:0-Kaliumbichromat kontrolliert werden.

Das Kaliumbichromat ist ein dreimal umkristallisiertes Praparat, das durch Er-
hitzen auf eine Temperatur, die einige Grade unter dem Schmelzpunkt liegt,
getrocknet worden ist.

Die von Butterfield empfohlene Permanganattitration hat vor der jodo-
metrischen Methode, wie sie Neumann anwendete, grofle Vorziige. Es ist
namlich die Reaktion, die der jodometrischen Bestimmung zugrunde liegt, um-
kehrbar und man muf} daher die Bedingungen sehr genau einhalten, bei denen die
Reaktion nach der einen Seite vollstindig verliuft. Vor allem spielt hierbei
die Aziditit der Losung, die Temperatur und die Art der Titration des End-
punktes eine Rolle.

Biirker (Archiv f. d. ges. Physiol. 105, 515) empfiehlt fiir die Neumann-
sche Methode gewisse Vorsichtsmafregeln, die hier erwdhnt seien. Um das
Springen des Veraschungskolbens beim Erhitzen auf dem Baboblech zu ver-
hindern, setzt er ihn nicht direkt auf die Tonrohren des Bleches, sondern bringt
ihn etwas iilber dem Blech schwebend an. Uber der Kolbenoffnung schwebt
ein Trichter mit umgebogenem Fortsatz als Schirm, um das Hineinfallen von
Teilchen im Abzug, die durch die starken Sdureddmpfe mobil gemacht werden,
zu verhindern. Ferner empfiehlt er zur Vermeidung des Substanzverlustes durch
starkes StoBen beim Kochen der Aschelosung Luft, die vorher eine Wasch-
flasche passiert hat, in feinen Blasen durch eine Kapillare durchzupressen. Die
gleiche MaBregel bewihrt sich besonders beim Kochen der mit Zinkreagens
und Ammoniak versetzten Losung. Unter verschiedenen Jodkaliumpraparaten
(B. wendet die jodometrische Methode an) erwies sich z. B. Jodkalium puriss.
von Kahlbaum, Berlin, als unbrauchbar, da die Losung sich nach Zusatz von
verdiinnter H,SO, nach kurzer Zeit gelb farbte, wihrend das Priparat von
Gehe, Dresden, sich tauglich zeigte. Schlieflich kontrolliert B. mit dem Ther-
mometer, daB bei der ersten Erwiirmung der mit Jodkalium und Stirkelésung

v. Domarus, Blutuntersuchung. 4
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versetzten Eisenlosung die Temperatur von 55° nicht iiberschritten wird. Beim
Titrieren wird der Kolben mit der Eisenlosung vor einem Papierschirm mit
einem gleich groflen anderen Kolben verglichen, der destilliertes Wasser und
einige Kubikzentimeter Stirkelosung enthalt.

Die fiir die Eisenbestimmung erforderliche Blutmenge darf selbstverstandlich
nicht zu klein sein, da sonst, namentlich wenn aus dem Eisenwert der Himo-
globingehalt berechnet werden soll, durch Multiplikation erhebliche Fehler
entstehen konnen.

Der Eisengehalt des Hidmoglobins betrigt 0,336%, abgerundet 0,349%,.

Zihlung der geformten Elemente des Blutes
(Himozytometrie).

Allgemeines: Um die absolute Zahl der geformten Elemente des Blutes,
der Erythrozyten, Leukozyten und Blutplittchen in der Raumeinheit zu be-
stimmen, bedarf es gewisser Maflnahmen, die im allgemeinen einen zweifachen
Zweck verfolgen.

Einmal lassen sich derartige Bestimmungen nicht direkt am unverdiinnten
Blut vornehmen, da hierbei die aulerordentlich gro3e Zahl der zu zahlenden Ele-
mente in der Volumeneinheit einer genauen Bestimmung hinderlich sein wiirde.
Es muB also das Blut zunichst in genau bestimmten Mengenverhiltnissen ver-
dinnt werden.

Zweitens soll gleichzeitig mit dieser Verdiinnung eine Konservierung der
geformten Elemente erreicht werden, sodafihr charakteristisches Aussehen gewahrt
bleibt oder durch besondere Kunstgriffe stirker hervorgehoben wird. Hierzu gehort
z. B. die Anwendung von sublimathaltigen Flissigkeiten bei der Zahlung der Ery-
throzyten, ferner von Essigséure, um die Erythrozyten unsichtbar zu machen, oder
der Zusatz von Farbstoffen, um die Leukozyten deutlich hervortreten zu lassen usw.

Abgesehen von diesen, allen neueren Zahlungsmethoden gemeinsamen Prin-
zipien weichen die technischen Einzelheiten der verschiedenen Methoden erheblich
voneinander ab.

So erfolgt die Vermischung des Blutes mit der Verdinnungsfliissigkeit ent-
weder in ein und derselben Pipette, indem dieselbe zuerst mit Blut und hierauf
mit der Mischfliissigkeit gefiillt wird. Oder es werden bei anderen Methoden
Blut- und Mischflissigkeit mit getrennten Pipetten abgemessen und dann beide
in einem besonderen Mischgefall untereinander vermengt.

Auch die Instrumente, mit denen die Zahlung der Blutkorperchen erfolgt,
zeigen bei den verschiedenen Methoden weitgehende Verschiedenheiten. Bei
den jetzt iiblichen Methoden ist meist eine sog. Zahlkammer in Gebrauch, d. h.
ein auf einem Objekttrager angebrachter spaltférmiger Hohlraum von genau
bekanntem Volumen, wobei eine im Gesichtsfeld sichtbare Teilung eine genaue
Zahlung der in der Kammer vorhandenen Zellen gestattet. Bei anderen Methoden
wird auf eine solche Kammer verzichtet und das Blut einfach auf eine Fliche
von bekannter GroBle ausgebreitet.

Es kann hier nicht unsere Aufgabe sein, eine eingehende historische Ent-
wicklung der Technik der Blutkérperchenzdhlung zu geben. Von den &lteren
Methoden beschrianken wir uns darauf, kurz diejenigen zu beschreiben, die der
jetzt iblichen Technik als Grundlage dienten und ihre Vorlaufer darstellen.
Auch an dieser Stelle sei iibrigens auf die sorgfiltige Darstellung Biirkers
in Tigerstedts Handbuch, Band II, verwiesen.
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Zihlung der Erythrozyten.

Sieht man von den allerersten Versuchen der Blutkorperchenzihlung von
Vierordt, Welcker u. a. ab, so beansprucht die von Potain im Jahre 1867
angegebene Zahlmethode besonderes Interesse, da der hierbei angegebene Ver-
diinnungsmodus mit Hilfe einer speziell hierfiir konstruierten Pipette, dem sog.
Mélangeur, allen spiteren dhnlichen Methoden als Vorbild gedient hat.

Nach der Beschreibung von Malassez wird die Verdiinnung des Blutes
von Potain mit einer Glaspipette vorgenommen, die aus einem kapillaren und
einem ampullenartig erweiterten Teil besteht. Die Dimensionen beider Abschnitte
der Pipetten sind so bemessen, dafl der Rauminhalt der Ampulle das 100fache
desjenigen der Kapillare bildet. Die Pipette tragt Marken, bis zu denen das Blut
bzw. die Mischfliissigkeit aufzusaugen ist, so dal} eine genau abgemessene Ver-
diinnung des Blutes moglich ist. Das Aufsaugen geschieht mittels eines an die
Pipette angesteckten Gummischlauchs mit Mundstiick. Ein kleines in die Am-
pulle eingeschmolzenes Glaskiigelchen bezweckt die griindliche Vermischung des
Blutes mit der Verdiinnungsfliissigkeit. Als letztere dient eine Losung von Na-
triumsulfat in verdiinnter Glyzerinlosung.

Die Zahlung geschieht in der Weise, dafl von der Blutmischung kleine, genau
abgemessene Mengen in Form kleiner Tropfen in eine feuchte Kammer gebracht
werden und der Gehalt jedes Tropfens an Blutkérperchen durch Auszéhlen des-
selben mittels einer im Okular befindlichen Quadrierung erfolgt. Die Abmessung
des Tropfens wird durch eine kleine Skala erméglicht, die an dem unteren Ende
des kapillaren Teiles der Pipette angebracht ist. Da die Grofle der zur Zahlung
verwendeten Flissigkeitsmenge bekannt ist, so laft sich die absolute Erythro-
zytenzahl auf Grund der durch Zihlung ermittelten Zellenzahl berechnen.

Die Schwiche der Methode liegt in der Art der Abmessung der Blutmischung
und ihrer Verwendung in Tropfenform fiir die Auszihlung. Es muBl dabei not-
wendigerweise zu gréberen Ungenauigkeiten kommen. Gegen die Anwendung
des Mélangeurs ist nichts einzuwenden. Seine Form ist die gleiche wie die der
meisten spiter angewendeten Zihlpipetten.

Zihlmethode von Malassez (1. Methode).

Malassez bedient sich eines Potainschen Mélangeurs, der eine Ver-
diinnung im Verhaltnis von 1: 100 und 1: 200 erlaubt. Die Verdiinnungsfliissig-
keit ist ein Gemisch von 1 Teil Gummilésung und 3 Teilen einer Losung von
NaCl und Natriumsulfat.

Die Zahlung nimmt er in einer besonders konstruierten Kapillare (compte-
globules & capillaire artificiel) vor, die mit dem verdiinnten Blut gefillt wird.
Die Kapillare ist eine auf einem Objekttrager befestigte Thermometerrchre mit
ovalem Lumen. Zur Fiillung derselben wird ein Tropfen des verdiinnten Blutes
an das eine offene Ende der Kapillare gebracht. Infolge Kapillaritit dringt
das Blut in das Lumen des Rohrchens ein und fiillt es alsbald vollstindig aus.
Man betrachtet dann die in dieser Weise gefiillte Kapillare unter dem Mikroskop
unter Anwendung eines Okulars, das eine Quadrierung triagt, die die Zahlung
der Blutkorperchen erlaubt. Eine neben der Kapillare auf dem Objekttriger
angebrachte Skala gestattet eine Ablesung des dem betreffenden Teil der Kapillare
entsprechenden Volumens.

Zihlapparat von Hayem-Nachet.

Die von Hayem - Nachet angegebene Blutkorperchenzihlmethode bildet
insofern die Grundlage der meisten spateren Zahlverfahren, als hier zum erstenmal

4*
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eine sog. Zahlkammer Anwendung findet. Bemerkenswert ferner ist die An-
wendung eines Objektmikrometers an Stelle des Okularmikrometers zur Aus-
zéhlung der Blutkérperchen in einem bestimmten Fliissigkeitsvolumen.

Abb. 27. Objekttriger mit Zihlnetz
nach Hayem-Nachet.

Abb. 28. Schnitt durch denselben.

Abb. 29.
Zihlnetz nach Hayem-Nachet.

Da die Methode noch heute vielfach,
namentlich in Frankreich angewendet
wird und das spiter zu beschreibende
Sahlische Zshlverfahren sich an dieselbe
eng anlehnt, so sei der Hayem-Nachet-
sche Zahlapparat hier im einzelnen ge-
schildert.

Die Hayemsche Zahlkammer be-
steht aus einem glisernen plangeschliffenen
Objekttriager, auf den ein ebenfalls plan-
geschliffenes kleines Glasplittchen aufge-
kittet ist, das einen kreisrunden Ausschnitt
von ca. 1 ecm Durchmesser trigt. Wird
auf letzteres ein Deckglas aufgelegt, so
entsteht eine kleine allseits geschlossene
Kammer von genau !/; mm Hghe.

Wird ein Tropfen Flissigkeit in diese
Kammer gebracht, so wird die Flussigkeit
nach Bedecken mit dem Deckglas, falls sie
nicht in zu groBer Menge vorhanden ist,
eine oben und unten von parallelen Flichen
begrenzte Schicht bilden, die an allen Punk-
ten die gleiche Dicke hat. Notwendig hier-
fur ist, daB nur so viel Flissigkeit in die
Kammer gelangt, daf der Tropfen von
einem Ring von Luft umgeben ist. Andern-
falls ist zu befiirchten, daf die Flissigkeit
das Deckglas hochhebt und die erforder-
liche Kammerhohe nicht mehr gewahrt ist.

Die Ausziahlung der Kammer ge-
schieht in dem &lteren Verfahren von
Hayem mit einem speziell hierfiir ge-
bauten Zihlokular; dieses enthilt eine
Quadrierung, dieaus einemgrofien,16 kleine
Quadrate enthaltenden Quadrat besteht.
Die kleinen Quadrate enthalten zur leich-
teren Orientierung abwechselnd horizontale
und vertikale Linien, die nicht ganz an
die Grenzen der Quadrate heranreichen.
Der objektive Flichenwert der Quadrie-
rung wird bei bestimmter Einstellung des
Mikroskoptubus mittelseines Objektmikro-
meters ein fiir allemal festgelegt.

Bei der neueren Konstruktion von Hayem - Nachet wird das Ziahlnetz
durch eine besondere unter dem Objekttisch befindliche Einrichtung in das
Gesichtsfeld projiziert (Abb. 27—29). Es ist dies eine auf Glas photographierte
Quadrierung, die durch ein System von Linsen und mit Hilfe des Beleuchtungs-
spiegels des Mikroskopes in die Zahlebene als reelles Bild geworfen wird. Das
Zshlnetz und die Linsen sind in einem objektivartigen Metallrohr untergebracht,
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das an die Unterfliche des Objektisches geschraubt wird. Bei dieser Einrich-
tung hat im Gegensatz zum Okularzéhlnetz der Flichenwert der Quadrierung
natiirlich stets dieselbe GréBe, die von der Beschaffenheit des Okulars und der
Tubuslinge des Mikroskops unabhéngig ist. Diese Einrichtung hat zugleich den
Vorteil, da man sie an jedem beliebigen Mikroskop anbringen kann.

Als Verdinnungsflissigkeit benutzt Hayem nach dem Vorgange von
Pacinil) eine sublimathaltige Losung, die seitdem fast ausschlieflich von
allen Forschern fiir die Erythrozytenzihlung angewendet wurde' (allgemein
als ,,Hayemsche Losung® bezeichnet). Sie hat folgende Zusammensetzung:

Aqua dest. . . . . .. ... L. 200,0
Chlornatr. pur. . . . . . . . .. 1,0
Natr. sulfat. pur. . . . . . . « . 50
Merkurichlorid . . . . . . . .. 0,5

Wird das Blut mit dieser Losung im Verhiltnis von
etwa 1:100 verdiinnt, so werden dadurch sdmtliche rote
Blutkérperchen, wie Hayem fand, konserviert, wobei eine
Art Koagulation stattfindet. Die konservierende Wirkung
kommt dabei in gleicher Weise bei normalem wie bei patho-
logischem Blut zur Geltung.

Die Abmessung des Blutes und der Verdiinnungs-
fliissigkeit geschieht hier getrennt mit zwei verschiedenen
Pipetten (s. Abb. 30). Die Vermischung des Blutes mit
der Verdiinnungsfliissigkeit erfolgt in einem kleinen Glis-
chen mit Hilfe eines kleinen Glasspatels. Man mifit mit
der einen Pipette 500 cmm Verdimnungsflissigkeit, mit
der anderen, einer Kapillarpipette, 2 cmm Blut ab. Da
beim AusflieBen der Flissigkeit aus der weiten Pipette
infolge Benetzung der Wand ein Verlust von 4 cmmm ent-
steht, so stehen in Wirklichkeit nur 496 cmm zur Verfiigung.
Das Verdiinnungsverhaltnis ist demnach 2:496 oder 1:248.

Von der Blutmischung wird ein kleiner Tropfen in die Abb. 30. Pipetten des
Mitte der Zahlkammer iibertragen und das Deckglas sofort I{Z:hl:ﬁll)a_ralv\‘ge:cn}?%ht
auf die Kammer gedeckt. Um ein griindliches Haften des Y )
letzteren zu bewirken, wird es mit einer Spur Speichel an der Unterfliche ange-
feuchtet und fest auf die Unterlage gedriickt.

Bei Anwendung der Okularquadrierung wird eine Tubuseinstellung des
Mikroskops gewahlt, bei der die Seitenlinge des grofen Quadrates 1/, mm
entspricht, so dafl der Flichenwert 1/, und der Rauminhalt des innerhalb des
groBen Quadrates gelegenen Kammerraumes 1/;,; cmm betrigt. Bei Anwendung
des Nachetschen Objektnetzes gelten die gleichen Werte.

Es ist demnach die Zahl der in einem groen Quadrate gezdhlten Erythro-
zyten mit 125248 = 31 000 zu multiplizieren. Im allgemeinen geniigt es,
5—6 groBe Quadrate auszuzéhlen und aus ihnen das Mittel zu nehmen. Anstatt
der Multiplikation mit dem genannten Faktor kann man sich der im Ha ye mschen
Lehrbuch angegebenen Tabelle bedienen, aus der man die der jeweilig in einem
groBen Quadrat gefundenen Blutkérperchenzahl entsprechende Zahl der Erythro-
zyten in 1 cmm direkt entnimmt.

Die Firma Nachet - Paris liefert iibrigens ein besonders kleines Mikroskop mit
dem Ha yemschen Zahlapparat (Microscopehématimétrique portatif, Preis 185 Fr.)

1) Die Pacinische Lisung selbst erwies sich in den Untersuchungen Ha yems (Arch. de
phys. et path. §) als wenig geeignet, da sie eine Agglutination der Erythrozyten herbeifiihxt.
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Héiamaecytometer von Gowers.

Diese Methode mdoge deshalb hier Erwdhnung finden, weil das Prinzip der
Gowersschen Zahlkammer in den zahlreichen spater konstruierten Zahlkammern
vielfach Anwendung gefunden hat.

Die Zahlkammer besteht aus einem glisernen Objekttriger mit in der Mitte
gelegener Kammer, die wie bei der Ha ye mschen Zahlkammer mit einem Deck-
glas bedeckt wird. Der prinzipielle Unterschied gegeniiber der Ha ye mschen
Kammer besteht darin, dafl hier zum erstenmal die zur Zihlung notwendige
Quadrierung in Form eines Objektmikrometers in den Boden der Zahlkammer
verlegt wird. Damit stellt der Gowerssche Apparat den Vorgénger aller spiteren
Zshlkammern mit Netzteilung dar. Neu ist auch an dem Apparat die Anwendung
von zwei federnden Klammern, die dazu dienen, das Deckglas auf die Kammer
aufzudriicken. Die Federn sind auf einer Metallplatte befestigt, die als Unter-
lage des Objekttragers dient. Der Fixation des Deckglases mittels Federn be-
gegnen wir spater bei den Ziahlapparaten von Alferow, Biirker usw.

Zihlapparat von Thoma-Zei83.

Dieser Apparat, der wegen seiner bequemen und sicheren Handhabung
lange Zeit der gebriduchlichste war und sich auch jetzt noch grofier Beliebtheit
erfreut, stellt keine eigentlich neuartige
Konstruktion dar, sondern vereinigt

Tiefe (7 .| in sich lediglich die Vorziige verschie-
0100mm || P, dener seiner Vorginger, indem bei
- [(SEma) ihm das Prinzip der Hayemschen Zihl-

L qmm |7 v 3 ' kammer mit dem der Gowersschen

Netzkammer und der Potainschen
Mischpipette kombiniert ist und auf die
prazise Ausfithrung der einzelnen Teile
besonderer Wert gelegt ist.

Zshlkammer von Thoma-ZeiB.

Kammerraum Die Zahlkammer

Deckglas | Zahlplatte (Abb. 31a u. b) besteht aus

[ L1 — 1 einem ca. 2—3 mm dicken
geschliffenen  Objekttra-

Abb. 31b. Durchschnitt durch die Zihlkammer. ger a. Inder Mitte dessel-

ben ist eine diinne sorg-
faltig polierte Glasplatte W auf den Objekttrager mit Kanadabalsam aufgekittet.
Dieselbe tragt in der Mitte einen kreisrunden Ausschnitt von 11 mm Durch-
messer. Innerhalb dieses Ausschnittes ist eine zweite, runde Glasplatte B auf den
Objekttrager gekittet, die eine Scheibe von 5 mm Durchmesser bildet. Es ist
dies die sog. Zahlplatte. Infolge seines geringeren Durchmessers ist das zentrale
Zahlplattchen von der dulleren Platte durch eine ringformige Rinne » getrennt,
deren Boden durch den Objekttrager gebildet wird. Da ferner die Ziahlplatte
eine genau um 0,1 mm geringere Dicke als die von ihr durch die Rinne getrennte
sullere Platte hat, so entsteht, wenn man auf die letztere ein Deckglas D auflegt,
zwischen diesem und der Zahlplatte ein spaltférmiger Raum von 0,1 mm Hohe,
die Kammer?),
Der Boden der Zahlkammer, der von der zentral gelegenen Zahlplatte ge-
bildet wird, trigt die eingravierte Thomasche Netzteilung. Dieselbe besteht

1) In der Abb. 31b, die die Kammer im Profil zeigt, ist aus didaktischen Griinden die
Hohendifferenz zwischen Zahlplatte und duBerer Platte, durch die die Kammer entsteht, ab-
sichtlich tibertrieben dargestellt. Das Deckglas hat im allgemeinen eine Dicke von 0,4 mm.
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(Abb. 32) aus einem System von zahlreichen senkrecht aufeinander gezogenen
geraden Linien. Durch die Kreuzung derselben entsteht eine quadratische Fliche
von 1 gqmm. Diese Fliche ist durch die Linien in 400 kleine gleichgrole Quadrate

Abb. 32. Netzteilung von Thoma-Zeif.

zerlegt, deren jedes eine Seitenlinge von 1/,, mm besitzt, daher eine Fliche von
1,00 qmm darstellt. Zur leichteren Orientierung ist sowohl an den horizontalen
wie vertikalen Linien jede fiinfte Quadratreihe durch eine in ihrer Mitte durchge-

Abb. 33. Mélangeur fiir Erythrozytenzihlung nach Thoma-ZeiB.

zogene gerade Linie nochmals geteilt. Der Rauminhalt, der bei der Kammerhche
von 0,1 mm sich iiber jedem kleinen Quadrat erhebt, betrigt demnach /,,,, cmm.

DerSchiittelmischernachThoma-Zeil3 (Abb.33)ist eine Nachbildung des
Potainschen Mélangeurs, er besteht aus einem kapillaren Teil und einer bauchigen
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Erweiterung, der Ampulle, an die sich wiederum ein zunichst kapillarer, weiter
oben sich erweiternder Rohransatz anschlieBt, auf den ein Gummischlauch zum
Ansaugen der Flissigkeit gesteckt wird. Die Dimensionen von Ampulleninhalt
und Kapillare sind so gewihlt, dafl letztere den hundertsten Teil der Ampulle
fafit. Die Kapillare ist in zehn gleiche Teile geteilt ; beim fiinften Teilstrich findet
sich die Marke 0,5, dicht unter der Ampulle liegt die Marke 1, dicht oberhalb
derselben die Marke 101. Die Ampulle enthilt, wie beim Potainschen Instrument,
eine kleine Glasperle, die eine griindliche Vermischung von Blut und Verdiinnungs-
flussigkeit erméglicht.

Als Verdinnungsfliissigkeit empfahl Thoma 3proz. Kochsalzlosung.
Bei dieser Konzentration kommt es zwar zur Schrumpfung der Erythrozyten,
gleichzeitig treten sie aber deutlich hervor, was die Zihlung erleichtert. Man
kann auch 0,9proz. Kochsalzlosung anwenden!). Am zweckmiBigsten ist die
frither erwihnte Hayemsche Losung (vergl. S. 53). Die Verdimnungsfliissig-
keit muBl frei von jeder Triibung sein, worauf man besonders bei Losungen,
die langere Zeit aufbewahrt wurden, zu achten hat.

Die Fillung der Pipette geht folgendermaBen vor sich. Zunichst iiber-
zeugt man sich davon, daf} die Pipette tadellos sauber und absolut trocken ist, was
man an dem Tanzen der Glasperle beim Schiitteln der Pipette erkennt. Nachdem die
Hautstelle, die fiir den Einstich ausersehen ist, sorgfiltig mit Ather oder Benzin
gereinigt und wieder getrocknet ist, wird eine miBig tiefe Stichwunde gesetzt,
aus der der Blutstropfen spontan, d.h. ohne jeden Druck austreten muB. Vor-
her hilt man sich etwas Verdiinnungsfliissigkeit in einem offenen Schélchen bereit.

Man nimmt nun das Mundstiick des Gummischlauchs der Pipette in den
Mund und beriihrt mit der Spitze derselben, die man mit der rechten Hand halt,
den Blutstropfen, wobei man mit der linken Hand den zur Blutentnahme dienenden
Finger oder das Ohrlippchen stiitzt. Man saugt nun behutsam Blut bis zur
Marke 0,5 auf bzw. bis 1, wenn es sich um anidmisches Blut handelt. Wahrend des
Aufsaugens darf man die Spitze der Pipette weder fest auf die Haut der Einstich-
stelle aufdriicken, da sonst dadurch die Offnung der Kapillare verschlossen wird
und trotz Saugen kein Blut in die Pipette eindringt, noch darf man die Spitze
der Pipette von dem Blute abheben, weil sonst Luftblasen in die Kapillare ein-
treten. Die Linge des Gummischlauchs soll nicht zu kurz bemessen werden,
damit man, wihrend man das Blut ansaugt, genau den Stand der Blutsdule in
dem kapillaren Teil verfolgen kann, um mit grofter Genauigkeit den Blutmeniskus
auf die gewiinschte Marke einstellen zu kénnen. Man soll hierbei die Pipette
so vor das Auge halten, da} der Teilstrich, bis zu dem das Blut aufgesogen wird,
sich gerade vor dem Auge befindet. Wiirde man die Teilstriche der Kapillare
schief von oben betrachten und in dieser Weise die Einstellung vornehmen, so
wiirde mit Riicksicht auf die erhebliche Wandstirke der Pipette mit einem
Fehler durch parallaktische Verschiebung zu rechnen sein.

Nachdem die Pipette mit Blut gefillt ist, entfernt man sie von dem Bluts-
tropfen und sdubert ohne Zeitverlust die Spitze derselben von dem auflen an-
haftenden Blut, damit dies nicht in die Verdiinnungsflissigkeit iibertragen wird.
Die Sduberung nimmt man am besten dadurch vor, dal man mit einem leinenen
Tuch oder auch mit einem Stiick FlieBpapier vorsichtig die Spitze des Mélangeurs
abwischt. Hierbei hat man aber darauf zu achten, dal man bei dieser Mani-
pulation nicht etwa etwas Blut aus der Kapillare mit dem Tuch heraussaugt;
andererseits bietet sich auf diese Weise die Méglichkeit, wenn der Meniskus
der Blutsiule in der Kapillare eine Spur zu hoch steht, den Uberschu8 von Blut zu

1) PapI—)enheim wendet physiol. NaCl-Losung an, der er zur Fiarbung der Leuko-
zytenkerne etwas Methylviolett oder Neutralrot zusetzt.
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entfernen, indem man fiir einen Augenblick mit der Spitze der Pipette auf das
Tuch oder FlieBpapier auftupft.

Selbstverstandlich miissen alle diese Manipulationen mdoglichst schnell vor-
genommen werden, da sonst infolge des feinen Kalibers der Pipette sehr leicht
Gerinnung eintreten kann. Gerinnt das Blut in der Kapillare, so ist der Pipetten-
inhalt unbrauchbar, die Pipette mull dann zuerst sorgfiltig gereinigt und wieder
getrocknet werden, bis eine neue Bestimmung mit ihr gemacht werden kann.
Das gleiche gilt, wenn wihrend des Aufsaugens Luftblasen in die Blutsiule ein-
gedrungen sind. Die Entfernung der Gerinnsel aus der Pipette ist wegen ihres
feinen Volumens sehr schwierig. Die Reinigung der Pipette s. weiter unten.

Nachdem die Spitze der Pipette von Blut gesidubert ist, taucht man sie
sofort, wihrend man das Mundstiick weiter im Munde behilt, in das Schilchen
mit Verdiinnungsfliissigkeit und saugt dieselbe ohne Zeitverlust — immer unter
Kontrolle des Auges — in die Pipette auf. Die Flissigkeit steigt dann in die
Ampulle hinein. Wahrend sich letztere allmahlich fiillt, hat man hier ganz besonders
darauf zu achten, dafl sich keine Luftblasen entwickeln. Man vermeidet dies
am besten dadurch, dafl man die Pipette, wihrend die Flissigkeit in der Ampulle
hochsteigt, leise um ihre Langsachse hin und her rotiert. Dies bewirkt, daf3 die
Glasperle von Anfang an vou allen Seiten mit Fliissigkeit benetzt wird, wahrend
im anderen Fall sich leicht etwas Luft zwischen Glasperle und Ampullenwand
festsetzt und dann als Luftblase in der Flussigkeit aufsteigt.

Man saugt solange Mischflussigkeit auf, bis die Marke 101 erreicht ist. Hatte
sich trotz der genannten Vorsichtsmafregeln etwas Luft in der Ampulle in Form
von kleinen Blaschen gebildet, so kann man versuchen, dieselben zu entfernen,
um nicht die Fiillung verwerfen zu miissen. Man hélt zu diesem Zweck die Pipette
vollstiandig vertikal, so dal die Luftblasen an die obere Spitze der Ampulle treten
und kann hierauf versuchen, durch sehr vorsichtiges Saugen die Luft zu ent-
fernen. Es darf dabei aber selbstverstandlich nicht Flissigkeit mit aufgesogen
werden. Gelingt es auf diese Weise nicht, die Luftblasen zu entfernen, so muf3
die Fiillung des Mélangeurs von neuem vorgenommen werden.

Ist die Pipette vorschriftsmafig gefillt, so wischt man wiederum die Spitze
der Kapillare vorsichtig ab und bringt den Mélangeur in horizontale Lage. Hier-
auf verschliet man die obere und untere Offnung desselben mit den Fingern,
indem man die Spitze mit der Kuppe des Daumens, das obere Ende mit dem
Gummischlauch, den man dabei abknickt, mittels Zeigefinger verschliefit und nun
durch kraftiges Schiitteln eine grindliche Durchmischung des Ampulleninhalts
bewirkt. Istdies geschehen, so kommt die Fiillung der Zéhlkammer an die Reihe.

Am meisten empfiehlt sich, die Kammer unmittelbar nach der Verdiinnung
des Blutes im Mélangeur zu fiillen. Ist man indessen gezwungen, dies erst spiter
auszufithren, so mufl man damit rechnen, dal unterdessen, und wenn auch nur
einige Minuten dariiber vergangen sind, eine Sedimentierung der Blutzellen in
der Ampulle eingetreten ist, so dall man nunmehr, bevor man die Kammer fiillt,
von neuem sehr griindlich die Pipette schiitteln muf, da sonst v6llig unbrauchbare
Zshlresultate unvermeidlich sind.

Auch die Fillung der Zahlkammer bedarf groer Sorgfalt und einer
gewissen Ubung, da sich auch bei dieser Manipulation leicht erhebliche Fehler
einschleichen konnen.

Zuerst wird die Zahlkammer auf eine genau horizontale Tischfliche gelegt.
Man blist dann zunéichst aus der gefiillten Pipette, die man unmittelbar vorher
nochmals griindlich schuttelt, einige Tropfen Flussigkeit, die fur die Zahlung
nicht verwendet werden, heraus. Dies ist deshalb notwendig, weil beim Auf-
saugen der Verdiinnungsfliissigkeit in dem kapillaren Teil des Mélangeurs sich
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nur Mischfliissigkeit und kein Blut befindet. Nachdem man einige Tropfen aus
der Pipette ausgeblasen hat und demnach sicher ist, dal die weiteren Tropfen
tatsdchlich Ampulleninhalt sind, bringt man hiervon einen Tropfen auf die Mitte
der Zahlplatte der Kammer und verschlieft dieselbe sofort mit dem Deckglas.

Die Tropfengréfle soll so gewahlt werden, dafl nach dem Aufdecken des Deck-
glases die ganze Zahlfliche mit Flissigkeit bedeckt ist, wihrend in die Schutz-
rinne nur Spuren von Flussigkeit iibertreten diirfen. Genaue Vorschriften iiber
die GroBe des Tropfens lassen sich nicht geben, hier kann nur lingere Ubung
lehren, eine wie grofle Flissigkeitsmenge notwendig ist, um die Kammer richtig
zu filllen. Das Deckglas setzt man am besten so auf die Kammer, daBl man es
zunéchst mit der einen Kante schrig auf die Grundplatte W aufstiitzt und es,
indem man es immer mehr senkt, schlielich auf den Tropfen fallen 1a3t. Es kommt
nun darauf an, festzustellen, daf die Hohe der Fliissigkeit zwischen Zahlplatte und
Deckglas der Kammer wirklich 0,1 mm betrigt. Hiervon iiberzeugt man sich
dadurch, daB wenn man das Deckglas nunmehr fest auf seiner Unterlage W
aufdriickt, deutlich ringsherum um die Schutzrinne Newtonsche Farben-
ringe sichtbar werden und auch dann bestehen bleiben, wenn der Fingerdruck
aufhort. Beim Aufdriicken des Deckglases mufl man selbstverstandlich vermeiden,
auf den zentralen nicht unterstiitzten Teil desselben, der sich iiber der Zahlplatte
befindet, einen Druck auszuiiben. Luftblischen diirfen nicht in der Kammer vor-
handen sein. Andernfalls mufl die Kammer von neuem gefiillt werden.

Die Erzeugung der Farbenringe, die eine unerldBliche Bedingung fiir die
richtige Fiillung der Kammer bedeuten, st68t beim Anfinger auf Schwierigkeiten.
Um sich die Sache zu erleichtern, kann man sich nach Tirk eines Kunstgriffs
bedienen, indem man vor dem Auflegen des Deckglases eine Spur Flissigkeit
aus der Pipette auf zwei gegeniiberliegende Stellen der Grundplatte W bringt.
Die Anwesenheit der Flussigkeit bewirkt dann in ausgezeichneter Weise Kapillar-
attraktion mit schonen Newtonschen Ringen. Es mufl allerdings die Vorbe-
dingung hierfiir erfiilllt sein, daf} die einander beriihrenden Glasflichen absolut
frei von Staub sind. Ist die Kammer richtig gefiillt, so liegt das Deckglas so fest
auf, daBl man sie an dem vorspringenden Rande des Deckglases in die Hoéhe
heben kann, ohne daB letzteres sich verschiebt oder gar ablost. SchlieBlich ist
noch zu betonen, daf die Fiillung der Zahlkammer schnell vor sich gehen mu8,
da sonst bereits die Blutkérperchen sich zu sedimentieren beginnen, bevor die
Kammer verschlossen ist.

Ist die Kammer gefiillt, so mufl man einige Minuten warten, bis man die
‘Zahlung vornimmt, damit sich samtliche Zellen auf den Boden der Zahlkammer
gesenkt haben. Nach erfolgter Sedimentierung kann man eine richtig gefiillte
Kammer ruhig transportieren und sie evtl. auch auf einen schiefstehenden
Objekttisch des Mikroskopes legen, ohne daB eine Anderung der Verteilung
der Blutkérperchen in der Kammer zu befiirchten ist.

Man iiberzeugt sich nun zunichst, ob die Kammer gleichmaflig gefullt ist,
indem man bei schwacher VergroBerung kontrolliert, ob in allen Teilen der
Kammer annahernd gleichviel Zellen vorhanden sind. Dann erst nimmt man die
eigentliche Zahlung vor.

Fiir die Zahlung, die mit ungefahr 200facher Vergroflerung vorzunehmen
ist, eignet sich am besten Objektiv C' oder D (Zeif}) mit Okular 2 oder 3 resp.
Leitz Objektiv 5 mit Okular '3 sowie die Verwendung eines verschiebbaren
Objekttisches. Man zahlt in der Weise, dal man sich zunichst eine Ecke des
Zshlnetzes, z. B. die linke obere einstellt, und dort beginnend eineganzehorizontale
Reihe von kleinen Quadraten, bei der Thomaschen Teilung also 20 nebenein-
ander auszdhlt. Man beriicksichtigt dabei nur die Erythrozyten und tiberspringt
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die Leukozyten. Die Unterscheidung der beiden Zellarten ist bei der angegebenen
VergroBlerung leicht, da die Erythrozyten deutlich gelblich gefirbt, die Leuko-
zyten hingegen ungefirbt sind.

Wie bereits oben erwéahnt, ist jedes fiinfte kleine Quadrat in den Horizontal-
reihen durch eine durch die Mitte gezogene gerade Linie besonders markiert,
um die Orientierung in der grofen Zahl von kleinen Quadraten zu erleichtern.
Nach Auszihlung der obersten Reihe von Quadraten zihlt man die zweite Hori-
zontalreihe aus und so fort, bis man mindestens 10 Reihen = 200 kleine Quadrate
durchgezihlt hat.

Bei der Bestimmung der Zellenzahl in einem kleinen Quadrat hat man
noch auf folgendes zu achten, um eine Doppelzihlung von Zellen zu vermeiden.
Es bezieht sich das auf diejenigen Blutkérperchen, die auf einer Grenzlinie eines
Quadrates liegen. Dieselben darf man naturgemifl bei der Zihlung immer nur
einmal beriicksichtigen. Man z&hlt daher von derartigen auf einer Grenzlinie
gelagerten Zellen nur diejenigen, die auf der linken und auf der oberen Trennungs-
linie liegen, wihrend die aut der rechten und unteren Linie befindlichen Zellen
unberiicksichtigt bleiben.

Hat man die Summe der in einer Horizontalreihe gelegenenen Erythrozyten
bestimmt und mehrere Reihen durchgezéhlt, so mufl man sich davon iiberzeugen,
daB die erhaltenen Summen einigermaflen untereinander iibereinstimmen, was
eine gleichméfBige Verteilung der Zellen im Zéhlnetz beweist. Ergeben sich gréBere
Differenzen, so mull man befiirchten, dafl die Genauigkeit des Zahlresultates
eine sehr mangelhafte ist. In diesem Fall ist es notwendig, die Kammer von
neuem zu fiillen. Aus demselben Grunde ist es zu empfehlen, die oben genannten
auszuzihlenden 10 Quadratreihen nicht unmittelbar untereinander aus dem
Zihlnetz auszuwihlen, sondern besser beispielsweise 5 Reihen aus dem oberen
Teil und fiinf aus dem unteren Teil des Zahlnetzes herauszugreifen. Auf diese
Weise werden weiter auseinanderliegende Teile der Zahlfliche benutzt und eine
groBere Gewéahr fir ein genaues Resultat gewonnen.

Auf einen Punkt muf} bei der Erythrozytenzdhlung noch besonders hin-
gewiesen werden. Wahrend bei normalem oder nicht schwer anamischem Blut
die Erkennung der einzelnen Erythrozyten in der Kammer auf keine Schwierig-
keiten st6Bt, liegt die Sache anders bei schweren Anédmien, namentlich bei der
perniziosen Anamie. Hier wechseln bekanntlich die Durchmesser der Erythro-
zyten ganz aullerordentlich und neben pathologisch grofen Formen kommen
abnorm Kkleine, sog. Mikrozyten vor. Da dieselben aullerdem oft in Form von
Poikilozyten von der normalen Scheibenform abweichen, so besteht die Gefahr,
daB der nicht aufmerksame Untersucher diese Gebilde bei der Erythrozyten-
zdhlung iibersieht und dadurch zu niedrige Erythrozytenwerte erhalt. In der-
artigen Fillen ist also mit besonderer Sorgfalt auch auf die kleinsten hémo-
globinhaltigen Gebilde in den Zihlquadraten zu achten.

Die Berechnung der Erythrozytenzahl im Kubikmillimeter geschieht
folgendermaBen: Jedes kleine Quadrat hat eine Seitenlinge von 1/,0 mm, die
Kammerhohe betrigt 0,1 mm, es hat also jeder iiber einem kleinen Quadrat
stehende Wiirfel einen Inhalt von 1/,5,, cmm. Da bei der vorhin beschriebenen
Art der Auszihlung der Inhalt von 200 kleinen Quadraten bestimmt wird und
gewohnlich die Verdiinnung 1:200 betrigt, so ist die ermittelte Erythrozyten-
zahl mit 4000 bzw. bei einer Verdiinnung 1:100 mit 2000 zu multiplizieren.

Ganz allgemein 1aBt sich folgende Formel fir die Ermittelung der Zellen-
zahl in einem Kubikmillimeter aufstellen. Bezeichnet man mit « die Zahl der
ausgezéhlten kleinen Quadrate, mit y die Zahl der in ihnen gefundenen
Zellen, so ist der Inhalt der Kammer iiber einem einzelnen kleinen Quadrat
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(d h. 4 010-0 cmm) = = Zellen; 1 cmm des Pipetteninhaltes enthilt dann Y -4000

Ist eine wv-fache Verdunnung vorgenommen worden, so enthilt 1 cmm Blut
y - v - 4000
T Zellen

Die Reinigung der Mélangeure geschieht am besten mit Hilfe eines
Geblases oder einer Wasserstrahlpumpe. Zunéchst wird der noch zuriickgebliebene
Rest der Blutmischung ausgeblasen und hierauf mit Wasser griindlich nachge-
spiilt. Das Wasser wird dann mit Alkohol und der Alkohol durch Ather entfernt,
worauf nach kurzem Durchblasen von Luft die Pipette trocken ist. Dies erkennt
man daran, dal die in die Ampulle eingeschmolzene Glasperle beim Bewegen
der Pipette nicht an der Wand klebt, sondern frei im Innern auf und ab tanzt.
Die erste Bedingung fiir eine einwandfreie Fiillung einer Blutpipette ist, daB
sie absolut trocken ist. Haben sich Gerinnsel in der Pipette, speziell im kapillaren
Teil festgesetzt, so ist es unter Umsténden sehr schwierig, die Pipette zu siubern
und das Gerinsel herauszubeférdern. Man kann versuchen, mit einem in die
Kapillare eingefithrten RoBhaar das geronnene Blut zu entfernen. Haftet ge-
ronnenes Blut an der Wand der Pipette, so empfiehlt es sich, sie mit Natronlauge
oder mit konzentrierter Antiforminlosung zu fiillen und iiber Nacht damit liegen
zu lassen. Auch kann man die Gerinnsel durch kiinstliche Verdauung mit einer
Losung von 0,1 Pepsin in 100 cem 1 proz. Salzsédure bei Zimmertemperatur oder
im Brutschrank beseitigen.

Die Reinigung der Zahlkammer erfolgt mit Wasser und einem faser-
freien alten Leinenlappchen. Ein Zerkratzen der Zahlfliche ist sorgfiltig zu
vermeiden. Die Anwendung von Alkohol und Ather zur Reinigung ist wegen
des als Kitt benutzten Kanadabalsams nicht zulissig.

Fehlerquellen und Fehlergrenzen der Zihlmethode nach Thoma-Zeif.

Es bedarf keines besonderen Hinweises, da§ es bei einer praktisch so eminent
wichtigen Methode wie der Blutkérperchenzéhlung von der gréBten Bedeutung
ist, simtliche in der Methode begriindeten Fehlerquellen, die vermeidbaren
wie die unvermeidlichen zu kennen, sowie sich dariiber im klaren zu sein, wie
gro3 die Genauigkeit ist, die man von dem Zihlresultat erwarten darf.

Unter den Fehlern der mit der Methode gewonnenen Resultate lassen sich
von vornherein unterscheiden solche, die auf Konstruktionsfehlern des
Apparates beruhen, ferner Fehler, die auf zufé1lige UnregelmaBigkeiten in der
Verteilung der Blutzellen im Zahlraum zuriickzufiithren sind, endlich Fehler, die
auf Irrtiimern, die der Untersucher beim Zihlen der Zellen begeht, beruhen.
Sieht man zunéchst von der letztgenannten Art Fehler ab, die sich durch geniigende
Sorgfalt und Ubung beim Zihlen vermeiden lassen, so bediirfen die beiden ersten
Fehlerquellen einer eingehenderen Erorterung.

Konstruktionsfehler des Zihlapparates.

Was die durch fehlerhafte Konstruktion des Zahlinstrumentariums hervor-
gerufenen Fehler anlangt, so ist zu unterscheiden zwischen Fehlern, die sich
bei der Abmessung des Blutes und der Verdiinnung desselben in der Misch-
pipette infolge mangelhafter Konstruktion derselben einstellen und solchen, die
auf Konstruktionsfehlern der Zahlkammer beruhen.

Mischpipette: Um das Volumenverhiltnis zwischen dem kapillaren Teil
der Mischpipette und der Ampulle exakt zu priifen, bestimmt man nach dem
Vorgang Abbes die Kapazitit der beiden Abschnitte des Melangeurs durch
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Wigung, wobei die Kapillare mit Quecksilber, die Ampulle dagegen mit Wasser
gefiillt wird, weil die zum Mischen dienende Glasperle die exakte Ausfiillung
des Raumes mit einer nicht adharierenden Fliissigkeit verhindert.

Nach Abbe sowie Thoma sind die durch Abmessung der Fliissigkeit
mit dem Mélangeur erzeugten Fehler nicht grofer als 0,5%,. Dies gilt natiirlich
nur fir vorschriftsmifBig konstruierte Pipetten.

In praxi werden bisweilen Pipetten in den Handel gebracht, die infolge
gewisser Miangel auf die angegebene Genauigkeit keinen Anspruch machen kénnen.
Vor allem ist hier auf eine fehlerhafte Anbringung der Skala der Kapillare hin-
zuweisen. Dies bezieht sich auf den Abstand des Teilstrichs 1 von der Ampulle
(vgl. Abb. 34). Die Entfernung zwischen dem Teilstrich und dem Beginn der
Ampulle soll méglichst gering sein (wie in I). Ist der Abstand groBer (wie
in II), -so besteht die Gefahr, daB die zwischen Teilstrich und Beginn der Am-
pulle befindliche Flissigkeit der Mischung in der Ampulle entzogen wird und da-
durch die Verdiinnung des Blutes einen groben Fehler erfihrt. Bei der An-
schaffung einer Pipette ist deshalb darauf zu
achten, dafl der Teilstrich sich dicht an der Am-
pulle befindet.

Ein weiterer Fehler, der sich auf die Kon-
struktion der Pipetten bezieht und auf den
Biirker aufmerksam macht, besteht darin, daf
das Kaliber der Kapillare an der Spitze ein zu
feines ist. In diesem Fall kann es, worauf bereits
Vierordt aufmerksam macht, beim Aufsaugen des
Blutes zu einer Entmischung desselben kommen.

Ein weiterer Ubelstand, der iibrigens bei den
‘jetzt in den Handel kommenden Pipetten fast stets
vermieden ist, besteht darin, daB die Spitze der
Pipette nicht poliert, sondern matt gehalten ist.

Im letzteren Falle besteht die Gefahr, daB3 man
eine Retraktion der Blutsiule in der Kapillare

iibersieht.

SchlieBlich ist auf eine Fehlermoglichkeit auf- Abb. 34.
merksam zu machen, die bei einer sehr kurzen Richtig Fehlerhaft
Pipette besteht. Je kiirzer die Abstéinde zwischen konstruierte Ampulle.

den einzelnen Skalenteilen sind, um so schwieriger

laBt sich an der nicht exakt auf einen Teilstrich eingestellten Blutsiule
eine Schéatzung der Abweichung vornehmen. Andererseits darf die MeS-
kapillare nicht allzu lang sein, weil sonst infolge des sehr feinen Kalibers
bei schnell gerinnendem Blut die Bildung von Gerinnseln schwer zu ver-
meiden ist.

Zahlkammer: Von den Fehlern, die auf die Konstruktion der Zahl-
kammer zu beziehen sind, kommen zunéchst theoretisch Ungenauigkeiten in
der Abmessung der Kammerhohe sowie ferner Fehler in der Netzteilung des
Kammerbodens in Betracht. Mit Riicksicht auf die geringe Hohe der Kammer
wiirde eine Abweichung von 0,001 mm bereits einen Fehler von 19, bedeuten.
Dagegen macht Abbe geltend, daf in der technischen Ausfithrung der Kammer
eine Genauigkeit, die sich innerhalb dieser Fehlergrenze halt, bei Benutzung
geeigneter Hilfsmittel noch mit Sicherheit zu erreichen ist. Inwieweit praktisch
die Einhaltung der Kammerhohe gewahrleistet ist, wird weiter unten zu er-
ortern sein. Dort werden auch die Methoden besprochen, die zur exakten Be-
stimmung der Kammerhohe dienen.
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Die Teilung des Mikrometernetzes der Kammer ist nach den Ausfithrungen
Abbes bei einigermaflen sorgfaltiger Ausfithrung fiir den Zweck der Zahlung
der Blutzellen als vollig fehlerfrei anzusehen.

Dagegen macht Biirker (Tigerstedts Handbuch) auf einen Fehler auf-
merksam, der mit der Quadrierung insofern zusammenhingt, als die zahlreichen
auf einer kleinen Fliche zusammengedringten in das Glas geritzten Linien des
Zahlnetzes die Gleichmafigkeit in der Verteilung der Blutkorperchen beein-
trichtigen k6nnen, da sie diesen gegeniiber wie Graben wirken und sie festhalten,
so daB bei der Zahlung zu hohe Werte erhalten werden.

Weiter hat man gegen die Zuverlassigkeit der Thoma - Zeilschen Kammer
eine Reihe von Einwénden erhoben, die sich insofern gegen ihre Konstruktion
richten, als letztere der Einwirkung verschiedener duflerer Faktoren Vorschub
leisten soll. Unter diesen spielt in erster Linie die Frage der Abhangigkeit
der Zahlkammer, d. h. der Kammerhéhe vom atmosphérischen
Luftdruck eine groBe Rolle. Gottstein wies als erster auf diese Fehler-
quelle hin.

Gottstein nahm Zihlungen der Thomaschen Kammer im pneumatischen
Kabinett sowie in kleinen Glasrezipienten vor, in denen sich nach Belieben
der Luftdruck steigern und vermindern lieB. Dabei machte er die Beobach-
tung, daBl das Testobjekt (Hefezellen und Lykopodiumkérner) nach Eintritt
der Luftdruckédnderung eine betriachtliche Stellungsinderung in der Kammer
zeigte. Nach Gottstein sind diese Exkursionen zum Teil so groB, daB
sie zuweilen den Raum mehrerer Zahlquadrate iiberschreiten. Die gleichen
Veranderungen sah er an einer in die Zahlkammer eingeschlossenen Luftblase,
die bei Wechsel des Luftdruckes ihre GroéBe verianderte. Durch die Volumen-
anderung des Zahlraumes infolge Anderung des atmosphirischen Druckes kénnen
daher nach Gottstein erhebliche Fehler zustande kommen.

Gleichzeitig wollte Gottstein noch eine weitere Fehlerquelle in der Ab-
hingigkeit des Zahlresultates von der Temperatur beobachtet haben. Wenn
er eine 200fach verdiinnte Blutmischung in einer Zahlpipette herstellte und dann
aus dieser Mischung je 2 Priparate bei verschiedenen Temperaturen (10 resp.
35—40°) herstellte, so zeigte die Zahlkammer bei erhohter Temperatur héhere
Zahlenwerte (die Differenz betrug bis zu 8—129%,).

Die Beobachtung Gottsteins iiber die Rolle des Luftdrucks gab Veran-
lassung zu einer lingeren Debatte iiber diesen Punkt, an der sich vor allem
MeiBlen, Schréder und Turban beteiligten.

Bekanntlich ist die ganze Diskussion mit der Frage identisch, ob die im
Hochgebirge beobachtete Zunahme der Erythrozyten nur eine scheinbare, durch
Fehler der Zihlkammer verursachte ist, oder ob es sich tatsachlich um eine bio-
logische Reaktion der blutbildenden Organe handelt.

Um die Zahlkammer von dem Einfluf} der Luftdruckverédnderung unabhingig
zu machen, konstruierten Meilen und Schroder die sog. Schlitzkammer,
bei der der Kammerraum mit der duBeren Luft in Verbindung steht. Dies wird
dadurch erreicht, dafl an einer gewéhnlichen Thomaschen Zahlkammer der
Rand der Kammer, d. h. deren Grundplatte, auf der das Deckglas aufliegt, mit
einer seichten, etva 1/, mm tiefen eingeschliffenen radiallaufenden Furche ver-
sehen wird. Auf diese Weise kommuniziert das Innere der Kammer dauernd mit
der AuBenluft.

Eine Nachpriifung der MeiBBenschen Schlitzkammer bewog Starcke zu
einer weiteren Modifikation, die darin bestand, dal} er gegeniiber der einen
radidiren Furche noch eine zweite gleichartige Furche anbrachte. Mit dieser
Kammer will der genannte Autor noch genauere Zahlresultate erhalten haben.
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Hierdurch wiederum veranlaf3t, konstruierte dann MeiBBen schlieBlich eine Zihl-
kammer mit 4 Furchen.

Auch das Auftreten der Newtonschen Farbstreifen veranlaBte Meiflen
zu der Auffassung, dafl der in der geschlossenen Zahlkammer herrschende Druck
ein anderer s2in miisse als auBlerhalb derselben, wobei er die willkiirliche An-
nahme machte, dafl das Erscheinen der Streifen beweise, daB das Deckglas mit
einer gewissen Spannung aufliege in der Weise, daBl es in der Mitte, wo es am
nachgiebigsten ist, etwas tiefer stehe als am Rande, demnach ein wenig konkav
sei. Diese Konkavitit sollte durch die Kapillarattraktion der Flissigkeit in der
Kammer noch verstirkt werden. SchlieBlich hielt er eine etwaige Absorption
von Sauerstoff der Kammerluft seitens der Blutmischung als weitere Ursache
der Durchbiegung des Deckglases fiir mdéglich.

Im Gegensatz zu Gottstein und Meilen konnte Turban sowie C.F.
Meyer die Abhingigkeit der Zihlkammer vom Luftdruck nicht bestatigen.
Turban hatte, um die Durchbiegung des Deckglases zu verhindern, u. a. dicke
Deckgliser von 3,3 mm Stirke angewendet. Zudem hatten Schaumann und
Rosenqvist in ihren Versuchen iiber den EinfluB3 der verdiinnten Luft auf die
blutbildenden Organe an Tieren zeigen koénnen, dafl die Abnahme des atmo-
sphérischen Druckes eine Reizwirkung auf die hamatopoetischen Gewebe ausiibt
und zu einer Vermehrung der Erythrozyten fiihrt.

Eine sehr sorgfiltige kritische Priifung dieser Fragen an der Hand genauer
physikalischer Untersuchungen wurde dann von Gawule und seinem Schiiler
Briinings vorgenommen.

Anlafllich von Untersuchungen iiber die Blutbildung im Luftballon konnte
Gaule zunichst einmal darlegen, daf die von Gottstein, Meilen und Schro-
der angewendete Beweisfilhrung anfechtbar ist, da sie von unrichtigen Voraus-
setzungen ausgeht.

Um die Bedeutung des Luftdruckes fur das Zahlresultat im Wege exakter
Prifung aufzukliren, verfahrt Gaule folgendermaBen: Er bringt einen Tropfen
Quecksilber in die Zahlkammer, verschliet sie mit dem Deckglas und stellt
Zahlkammer samt Mikroskop in eine luftdicht verschlossene Glasglocke, die
evakuiert werden kann und die wéhrend des Versuchs die mikroskopische Be-
trachtung der Zahlkammer gestattet. Es wird nun mit Hilfe eines Okularmikro-
meters die GroBe der Grundfliche, die der Quecksilbertropfen bei normalem
Atmosphéarendruck einnimmt, genau ausgemessen und hierauf evakuiert. Bei
Anderung des Volumens der Kammer miiBte sich die Grundfliche des Tropfens
entsprechend vergréflern bzw. verkleinern. Wurde bei den Versuchen die durch
die Luftverdiinnung erzeugte Temperaturerniedrigung beriicksichtigt, so lie
sich bei Verminderung des Luftdruckes selbst um mehr als die Halfte eine
nennenswerte Verkleinerung der Grundfliche des Tropfens, d. h. eine Bewe-
gung des Deckglases nicht nachweisen. Der Versuch mit dem nicht benetzenden
Quecksilber sollte zugleich den durch Adhision etwa bedingten Fehler aus-
schlieBen. Den gleichen Versuch machte er mit einer benetzenden Fliissigkeit
(Nigrosinlosung) sowie endlich mit einer verdiinnten Blutmischung, wie sie zum
Auszihlen benutzt wird. Sowohl bei den benetzenden Fliissigkeiten wie beim
Versuch mit Quecksilber konnte eine Abhingigkeit des Volumens der Ziahl-
kammer vom Luftdruck nicht sicher nachgewiesen werden.

Brianings priift in seiner Kritik der oben genannten Theorien einmal
die Frage, ob die Entstehung der Newtonschen Farbenstreifen eine
Spannung des Deckglases beweise. Er stellt dabei zunéachst gegeniiber Meilen
richtig, dafl es sich nicht um Farben-,ringe“ handelt, wie sie beispielsweise
beim Aufpressen einer Konvexlinse auf eine plane Glasplatte zustande kommen,
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sondern um farbige Streifen, deren Entstehung darauf zuriickzufithren ist, daB
wenn zwei plane Glasflichen einander durch Druck gendhert werden, auffallende
Lichtstrahlen, je nachdem sie an der oberen oder unteren Fliche reflektiert
werden, einen Phasenunterschied zeigen, der die Ursache fiir Interferenzerschei-
nungen bildet. Konzentrische Farbenringe entstehen dabei nicht, sondern nur
einzelne Streifen. Was weiter die Kapillarattraktion anlangt, die nach Meien
eine fehlerhafte Durchbiegung des Deckglases mitverschuldet, so zeigt Briinings,
daBl wenn iiberhaupt auf diesem Wege eine Durchbiegung moglich ist, dieselbe
bei geringerem Luftdruck einen groBeren Betrag zeigen miifite als bei hoherem,
da im ersteren Fall die eingeschlossene Kammerluft sich leichter komprimieren
lassen miilte. Es ist das das Gegenteil der Behauptungen Meiflens.

Abgesehen hiervon sind auch die errechneten Unterschiede von Briinings
beziiglich der Durchbiegung so gering, daf} sie keinen nennenswerten Einfluf3
auf das Zihlresultat ausitben konnen.

Briinings machte auch den Versuch, empirisch festzustellen, wie grof3
der Betrag der Oberflaichenspannung 4+ Molekularattraktion ist, der
fur die vermutete Durchbiegung des Deckglases in Betracht kommt.

Zu diesem Zwecke stellte er mittels einer Milligrammwage das Gewicht
fest, das notwendig war, um das Deckglas von einem mit einem Tropfen Blut-
mischung versehenen Objekttrager abzuheben. Das hierbei ermittelte Gewicht
betrug 2,6 g (bei Ausschaltung der Oberflachenspannung durch Wahl eines
groferen Tropfens, der die Zahlfliche etwas iiberragte, betrug die blofe Mole-
kularattraktion nur 1,0 g). Es war nun zu priifen, ob bereits durch solche Betrige
eine Durchbiegung des Deckglases verursacht wird. Hierzu bediente sich Brii-
nings einer MeiBenschen Schlitzkammer, die vollstandig mit Quecksilber ge-
fillt war, so dafl das Quecksilber nach Auflegen des Deckglases genau bis an
das innere Ende des Schlitzes reichte; genau auf die Mitte des Deckglases (Dicke
0,56 mm) wurde ein Glasstab gestellt, der am oberen Ende eine Wageschale
trug. Bei dieser Versuchseinrichtung ergab sich, daBl die Belastung mit 100 g
eine Durchbiegung von nur 0,0005 mm bewirkt. Selbst bei Anwendung eines
besonders diinnen Deckglases von 0,18 mm Stérke bewirkte eine Belastung
von 20 g eine Durchbiegung von 0,0005, von 60 g eine solche von 0,005 mm.
Hiernach ist also auch ein derartig dimnes Deckglas brauchbar.

~ DaB ein Unterschied in der Kammerhohe bestehen kann, je nachdem man
das Deckglas nur leicht auflegt oder fest, d. h. bis zum dauernden Vorhandensein
von Farbenstreifen aufdriickt, konnte Briitnings ebenfalls nach der geschilderten
Methode mit Hilfe der mit Quecksilber gefilllten Schlitzkammer zeigen. Die
Differenz kann 0,01 bis 0,015 mm betragen, was einem Zahlfehler von 9—139%, ent-
spricht. Es geht daraus die Berechtigung der Forderung hervor, beim Zudecken
der Kammer stets auf die Erzeugung der Newtonschen Farben bedacht zu sein.

Nachdem Briinings die von Gaule vorgenommenen Versuche (s. oben)
in vollem Umfange hatte bestatigen kénnen, nahm er zur Vervollstindigung
derselben noch vergleichende Zahlungen in verschiedenen Meereshéhen vor
und zwar zdhlte er die gleiche Blutmischung in Zirich und kurz darauf auf
dem 500 m hohen Utliberg; dabei wurden die Zahlungen an mikrophotographi-
schen Aufnahmen der Zshlkammer vorgenommen. Es wurden gleichzeitig die
Thomasche und die Meiffensche Schlitzkammer benutzt. Unter sorgfiltiger
Beachtung aller Vorsichtsmafiregeln lie sich nicht der geringste Unterschied
im Sinne einer Beeinflussung durch den Hoéhenwechsel oder hinsichtlich der
Wahl der Kammer nachweisen.

Briinings untersuchte dann noch die Ursache fiir die ungleichmiBige
Verteilung der Blutkorperchen in der Zahlkammer. Diese UngleichmaBigkeit
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ist bekanntlich eine der wichtigsten Fehlerquellen des Verfahrens, die sich selbst
bei sorgfaltigster Zusammensetzung der Kammer und gewissenhafter Beobach-
tung der Zihlregeln nicht vollig ausschliefen 1aBt.

Briinings macht nun auf folgenden Gesichtspunkt aufmerksam: Wenn
auf den Tropfen der Blutmischung auf der Zihlplatte der Kammer das Deck-
glas gelegt wird, so wird dadurch der Tropfen in die Breite gedriickt, so daf
seine Grundfliche etwa viermal so gro wird. Die in der Mitte des Tropfens
befindlichen Blutkérperchen werden dabei keine Verschiebung nach der Seite
erfahren, wohl dagegen die mehr am Rande des Tropfens gelegenen Blut-
koérperchen, die um den Betrag der Verbreiterung des Tropfens nach der Seite
bewegt werden. Auf diese Weise muf} sich eine ungleiche Verteilung der Blut-
zellen auf der Zahlfliche ergeben und zwar in der Weise, daBl die groBte
Dichte sich in der Mitte der Kammer befindet und nach der Peripherie zu
abnimmt.

Noch ein zweites Moment ist und zwar in noch héherem MafBe an der un-
gleichen Verteilung der Blutzellen nach den Untersuchungen Briinings schuld.
Es ist das die Sedimentierung der Blutzellen in dem Tropfen wiahrend der
Zusammensetzung der Kammer. Stellt man ein Glasrohrchen, das mit 1: 200
verdinnter Blutmischung gefiillt ist, senkrecht auf, so sind nach Verlauf einer
Stunde die obersten 2 cm Fliissigkeit klar geworden, woraus hervorgeht, daB
sich ein Blutkorperchen in Hayemscher Losung um ca.20 mm pro Stunde
senkt. Nimmt man nun an, daf} der auf die Zahlfliche der Kammer gebrachte
Tropfen der Blutmischung etwa 0,5 mm hoch ist und daBl das Deckglas nach
10 Sekunden auf den Tropfen gedriickt wird, so besteht der Tropfen vor diesem
Moment aus 3 Schichten, und zwar sind diejenigen Blutkorperchen, die nicht
mehr als 0,06 mm vom Boden entfernt waren, zu Boden gesunken. Die iiber
ihnen befindliche mittlere Schicht von 0,38 mm Hohe zeigt normale Zusammen-
setzung, wahrend die dariiberstehenden obersten 0,06 mm von Blutkérperchen
frei sind. Es hat somit die iiber dem Boden der Kammer stehende Blut-
mischung nach 10 Sekunden ungefahr 129, der Blutkérperchen verloren.

Dieser durch die Sedimentierung der Blutkorperchen entstehende Fehler
addiert sich naturgemif zu dem oben genannten Fehler der ungleichen Ver-
schiebung, wobei zu beriicksichtigen ist, dal die auf dem Boden der Kammer
liegenden Zellen, wie man annehmen kann, an der spateren Bewegung nicht
mehr teilnehmen. In eklatanter Form kann man sich nach Briinings von der
Richtigkeit seiner Darlegungen iiberzeugen, wenn man die Zéhlkammer mit
einem Tropfen einer 200fachen Blutverdiinnung beschickt und mit dem Auf-
legen des Deckglases 30 Sekunden wartet. Betrachtet man dann die Kammer
gegen einen schwach beleuchteten Hintergrund, so erblickt man einen
getritbten Kreis, der die urspriingliche Basis des Tropfens bildet und eine nur
schwach getriibte periphere Zone an der Stelle der spiteren Ausbreitung der
Flissigkeit. Auch wenn man nur 10 Sekunden bis zum Bedecken der Kammer
vergehen liBt, was oft bei sorgfiltigster Herstellung des Zahlpriparates not-
wendig ist, kann man bereits mit bloBem Auge die ungleich verteilte Tritbung
erkennen. Bei mikroskopischer Betrachtung der Zahlkammer entgehen dem
Auge diese Ungleichheiten in der Verteilung der Blutkérperchen, weil die Uber-
gange von dichten zu weniger dichten Stellen im Verhiltnis zur Kleinheit der
einzelnen Gesichtsfelder unmerklich gering sind. Durch mikrophotographische
Aufnahme des Kammerinhaltes kann man dagegen, wenn man die Aufnahmen
der verschiedenen Bezirke der Zihlfliche fortlaufend aneinander reiht, diese
Unterschiede deutlicher sichtbar machen, wie das aus der der Briiningsschen
Arbeit beigegebenen Tafel klar hervorgeht.
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v. Domarus, Blutuntersuchung.
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Briinings hat ausgehend von den beschriebenen Untersuchungen iiber die
Fehlerquellen der Thoma - Zeischen Methode einen auf anderen Prinzipien
aufgebauten Zahlapparat konstruiert, der die besprochene ungleiche Verteilung
der Blutzellen vermeiden soll. Beschreibung des Apparates siehe Seite 79.

Liebreich glaubte in der Beziehung zwischen TropfengréBe der Blut-
mischung und Meereshéhe insofern eine etwaige Fehlerquelle fiir das Zahl-
resultat gefunden zu haben, als dabei die Schwerkraft eine Rolle spiele. Nach
den Angaben von Liebreich wiegt ein Tropfen Flissigkeit, der in Meereshohe
das Gewicht von 50 mg hat, in 4000 m Hohe nur 49,96 mg. Diese Differenz
ist an sich sehr gering, sie erlangt jedoch Bedeutung fiir die Frage der Oberflachen-
spannung, da ndmlich der aus einer Kapillare austretende Fliissigkeitstropfen
erst dann herabfillt, wenn die Wirkung der Schwerkraft diejenige der Ober-
flichenspannung iibertrifft; so werden c. p. in gréBeren Hohen die herabfallenden
Tropfen groBer ausfallen als in der Ebene. Da nun der Effekt der Oberflichen-
spannung bei einem groBen Tropfen kleiner ist, als bei einem kleinen und letztere
auf die Art der Verteilung der suspendierten Blutkérperchen im Tropfen von
EinfluB ist, so findet nach Liebreich bei einem gréBeren Tropfen eine stirkere
Zuriickdrangung der Blutkérperchen nach dem Zentrum zu statt als bei dem
kleinen Tropfen. Praktisch wiirde dies zu hohe Blutkorperchenwerte bei der
Zshlung zur Folge haben, so daBl Liebreich in den dargelegten Griinden eine
Erklarung fir die hohen Erythrozytenzahlen in gréBeren Hohenlagen sieht.
Ahnliche Fehler, die sich aus der Wirkung der Oberflichenspannung erklaren,
nimmt er auBerdem fiir die Ubertragung verschieden groBer Tropfen in die
Zahlkammer an.

Die von Liebreich geiuBerten Bedenken wurden von Zuntz widerlegt,
indem dieser darauf hinweist, dal die Abnahme der Schwerkraft in der Hohe
zum Teil (und zwar zu %/;) kompensiert wird durch die gleichzeitige Abnahme
der Luftdichte. Um nun festzustellen, inwieweit tatsichlich eine Anderung der
Oberflichenspannung der Blutmischung auf das Zahlresultat von EinfluB} ist,
untersuchte er die Wirkung einer mit Alkohol versetzten Verdiinnungsfliissigkeit,
wobei sich bei vergleichenden Untersuchungen eine Differenz nicht konstatieren
lieB. In Versuchen ferner, wo die Zahlung derselben Probe einmal so ausgefiihrt
wurde, daB ein spontan abfallender groBer Tropfen auf die Zihlplatte gebracht
wurde, zweitens so, daBl die Zahlkammer mit mehreren kleinsten Tropfen beschickt
wurde, ergab sich ein Resultat, das innerhalb der Fehlergrenze gerade umgekehrt
ausfiel, als die Ausfilhrungen Liebreichs hatten erwarten lassen. Die Einwinde
Liebreichs erweisen sich demnach praktisch als bedeutungslos.

Auch Biirker widmete sich in einer ausfithrlichen Arbeit dem Studium
der Fehlerquellen der Tho maschen Zahlkammer, indem er sich gleichfalls exakter
physikalischer Methoden bediente.

Was die Ungleichheit der Verteilung der Blutkorperchen in der Zihl-
kammer anlangt, die sich geltend macht, wenn nicht sofort das Deckglas auf
die Kammer aufgelegt wird, so konnte er zeigen, dafl wenn die mit der gleichen
Blutmischung beschickte' Kammer das eine Mal sofort, das andere Mal erst nach
einer Minute mit dem Deckglas bedeckt wurde, die entsprechenden Erythro-
zytenzahlen aus derselben Blutprobe fiir 1 cmm 8800 000 resp. 21 600 000
waren.

Um derartige enorme Fehler zu vermeiden, empfiehlt Biirker ein Ver-
fahren, bei dem die Kammer vor der Fillung mit der Blutmischung zusammen-
gesetzt wird. Er schiebt das Deckglas so weit auf die leere Kammer (unter Er-
zeugung der Newtonschen Farbenstreifen), dafl nur ein ganz kleines Segment
des Kammerbodens nicht iiberdeckt ist. An diese Stelle bringt er den Tropfen
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der Blutmischung, der sich sofort zwischen Deckglas und Zahlplatte der Kammer
einsaugt. Es laBt sich feststellen, daf bei dieser Art der Zusammensetzung die
Abweichungen in der Verteilung der Blutkérperchen noch geringer sind, als bei
moglichst schneller Zusammensetzung der Kammer nach der fritheren Methode.

DaB auch die Temperatur der Blutmischung fiir die Sedimentierungs-
geschwindigkeit der Blutkérperchen von Bedeutung ist, zeigt die Feststellung
Biirkers, daB in der gleichen Blutmischung die Senkung der Erythrozyten bei
21,3° doppelt so schnell vor sich geht als bei 4,3°. Biirker glaubt mit dieser
Abhéngigkeit von der Temperatur die von verschiedenen Beobachtern kon-
statierten betréchtlichen Abweichungen der Zahlresultate im Hochgebirge, wo
die Temperatur grofere Schwankungen zeigt, zum Teil erkliren zu konnen.

Die Erzeugung der Newtonschen Farbenstreifen beim Auflegen des
Deckglases soll nach der urspriinglichen Vorschrift von- Lyon und Thoma
trocken vorgenommen werden und ein Eindringen von Fliissigkeit zwischen
Deckglas und Kammerrand verhindert werden, damit nicht das Deckglas ge-
hoben wird und dadurch die Kammerhéhe eine Anderung erfahrt. Auch Reinert
hilt die Befeuchtung des Deckglases und der Rénder der Kammer fiir bedenklich,
da dadurch der Zahlraum eine unrichtige Tiefe erhalte. Im Gegensatz zu diesen
Forschern kommt Biirker in Ubereinstimmung mit Briinings zur Uberzeugung,
daB die Kammerhohe die gleiche bleibt, unabhingig davon, ob die Farbenstreifen
trocken oder feucht erzeugt werden, zumal die Kammerhohe nur auf 0,001 mm
genau sei.

Er konnte das sowohl, wie das bereits Reinert getan hatte, durch genaue
Dickenmessung der geschlossenen Kammer mittels eines auf 0,001 mm genauen
Sphirometers als auch in sehr exakter Weise mit einer optischen von Fizeau
zur  Bestimmung des Ausdehnungskoeffizienten fester Koérper angegebenen
Methode (betr. Fizeau- Abbesches Dilatometer vgl. die Arbeit von Pulfrich)
zeigen.

Im wesentlichen beruht dies Verfahren auf folgendem: LaBt man mono-
chromatisches, z. B. gelbes Na-Licht auf eine Zahlkammer fallen, so finden
an der unteren Fliache des Deckglases sowie an der Zahlfliche Reflexionen statt.
Die reflektierten Strahlen legen dabei verschiedene Wege zuriick und erleiden
dadurch meist einen Gangunterschied, der zu Interferenzerscheinungen fiihrt.
Infolgedessen werden abwechselnd dunkle und helle (gelbe) Interferenzstreifen
auftreten. Bei Anderung der Schichtdicke beginnen die Streifen zu wandern,
und zwar bildet die Zahl der an einem bestimmten Punkte vorbeigewanderten
Streifen ein MaB fiir die Anderung der Schichtdicke in der Weise, daB der Dicken-
unterschied, der der Breite eines Interferenzstreifens entspricht, gleich 1/, 1
des benutzten Lichtes, d. h. rund 0,0003 mm ist. Da sich !/;, der Streifenbreite
gut schétzen 1aBit, so betrigt die Genauigkeit der Messung 0,00003 mm (wobei
Temperatur und Luftdruck zu beriicksichtigen sind).

Biirker wirft nun mit einem zentral durchbohrten Spiegel (Augenspiegel)
gelbes Na-Licht auf die leere Kammer. Der der Durchbohrung entsprechende
dunkle Fleck auf der Kammer dient als Marke, die entstehenden Interferenz-
streifen werden aufgezeichnet. Wird nun an den Deckglasrand ein Tropfen
Wasser gebracht, so saugt sich dieser zwischen Deckglas und Kammerrand ein,
was eine Verschiebung der Farbenstreifen zur Folge hat. Dieselbe betrigt in-
dessen weniger als eine Streifenbreite, so daB die Anderung der Schichtdicke
weniger als 0,0003 mm betrigt. Sie ist daher praktisch zu vernachlissigen.
Es ist demnach fiir die Kammerhohe ohne Belang, ob die Newtonschen Farben-
streifen trocken oder feucht erzeugt werden. Auch konnte Biirker durch Dicken-
messung der Kammer zeigen, dafl auch die Breite der Streifen auf die Héhe

5%
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der Kammer keinen Einflu hat. Ferner ergab sich, da8 auch beziiglich der
Unterschiede der Newtonschen Farben verschiedener Ordnung eine praktisch
unwesentliche Anderung der Schichtdicke vorliegt (bei den Farben erster Ord-
nung, Schwarz und Braun, findet so gut wie vollstandige Beriihrung statt,
wiahrend dies bei den griinen und roten Streifen dritter und vierter Ordnung nicht
der Fall ist).

Der von Gottstein (s. oben) behauptete Einflul der Temperatur auf die
Hohe der Kammer wurde ebenfalls von Biirker mit seiner optischen Methode
naher gepriifft. Auch hier ergab sich indessen, daf} sich die Hohe sowohl der leeren
wie der gefiillten Kammer bei einer Erwarmung um 20° so wenig dndert, daB3
eine Anderung des Zahlresultates dabei nicht in Betracht kommt.

Schliellich wurde von Biirker auch die Frage der Abhéngigkeit der Zihi-
kammer vom Luftdruck nach dem gleichen Verfahren untersucht. Fiir die Prifung
der Durchbiegbarkeit des Deckglases wandte Biirker Deckgliser von 0,188
und 0,623 mm Dicke an. Um das Verhalten der Farbenstreifen wihrend der
Belastung des Deckglases beobachten zu konnen, benutzte er einen Apparat,
der im wesentlichen aus einem Metallhebel besteht, der an einerin Spitzen laufenden
Achse befestigt ist. Ein von dem Hebel ausgehender abwirts gerichteter diinner
Zapfen ruht mit seinem freien Ende auf der Mitte des Deckglases, das die Zshl-
kammer bedeckt. Um einen meBbaren Druck auf das Deckglas auszuiiben, legt
er auf ein kleines am Hebel befestigtes Plattchen Gewichte auf und kontrolliert
dabei das Verhalten der Interferenzstreifen. Es zeigte sich bei dem diinneren
Deckglas, daB eine Belastung mit 3,8 g bereits eine Verschiebung der Streifen
um 3 Streifenbreiten zur Folge hatte. Bei einem Druck von 5,7 g entspricht
die Verschiebung der Streifen einer Durchbiegung von 0,0012 mm. Es geht
daraus hervor, daB ein diinnes Deckglas schon bei geringerer Belastung eine
Durchbiegung zeigt, die nicht mehr als unwesentlich vernachlassigt werden kann.
Anders verhilt sich das dicke Deckglas, das bei der gleichen Versuchsanordnung
eine Verschiebung der Interferenzstreifen um 1 Streifenbreite erst bei einer Ge-
wichtsbelastung von 41,5 g (d. h. etwas mehr als das Vierfache des Atmosphéaren-
drucks auf 1 qmm Flache) zeigte. Es geht daraus hervor, dafl dicken Deck-
glisern aus diesem Grunde entschieden der Vorzug zu geben ist.

Dafl Briinings bei diinnen Deckglasern eine bedeutend geringere Durch-
biegung beobachtete, liegt nach Biirker daran, daB ersterer bei seinen Ver-
suchen einmal auBler acht lieB, daB die Zahlkammer in Wirklichkeit nicht
hermetisch geschlossen ist und dafB ferner in seiner Versuchsanordnung die GréBe
der Druckfliche nicht angegeben ist.

Biirker wiederholte ferner die Versuche Gaules (s. oben) unter der Luft-
pumpe. Die unter den Rezipienten gebrachte Zahlkammer wurde von auflen
mit Na-Licht beleuchtet. Es war auf diesem Wege moglich, eine Bewegung der
Interferenzstreifen wihrend der Luftdruckanderung zu verfolgen. Es zeigte
sich, da beim Auspumpen der Luft die Streifen zu wandern beginnen und zwar
im Sinne einer Verkleinerung der Schichtdicke, d. h. das Deckglas wird angesaugt.
Bei ruckweiser Evakuierung setzen sich die Streifen jedesmal wieder in Bewegung,
um dann wieder an die alte Stelle zuriickzugehen, wandern von neuem, kehren
wieder zuriick usw. Der Versuch fallt im gleichen Sinne aus bei dicken wie bei
diinnen Deckglidsern, nur daB bei letzteren die Verinderungen bedeutend starker
sind.

Aus diesen Versuchen laBit sich der SchlufB3 ziehen, daBl die Thomasche
Kammer nicht hermetisch, wie angegeben wurde, geschlossen ist, und zwar
auch dann nicht, wenn Interferenzstreifen erster und zweiter Ordnung vorhanden
sind. Ferner ergibt sich aus den Biirkerschen Versuchen, daB Anderungen der
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Kammerhshe nur dann stattfinden, wenn Luft rasch aus dem Kammerraum
heraus- oder in ihn hineintritt. DaB tatséchlich Luft aus dem Kammerraum
beim Evakuieren entweicht, konnte Biirker auch dadurch zeigen, daB er die
zusammengesetzte Kammer in ein Gefal mit Wasser versenkt unter die Luft-
pumpe brachte. Bei Erniedrigung des Druckes steigen dann Luftblaschen aus
der Kammer auf.

Da sich weiter zeigte, daBl bei Erzeugung der Newtonschen Streifen auf
feuchtem Wege der Ausgleich des Luftdruckes sich weniger prompt vollzieht,
so ist nach Biirker der trockenen Erzeugung der Streifen der Vorzug zu
geben. Auch durch direkte vergleichende Messung der Kammerhéhe derselben
Kammer mittels Sphiarometers in verschiedenen Héhenlagen (Friedrichshafen
410 m resp. Schatzalp 1865 m) lieB sich die Unabhéngigkeit der Kammer vom
Luftdruck beweisen. Die dabei gleichzeitiz beobachtete Verschiebung der
Newtonschen Streifen war ebenfalls so gering, dafl auch hiernach eine praktisch
wesentliche Anderung der Kammerhohe ausgeschlossen werden konnte.

Es ist somit durch Biirker bewiesen, dal die Thomasche Zshlkammer
vom Luftdruck unabhéngig ist. Sie verhalt sich nicht, wie behauptet wurde,
wie ein Aneroidbarometer, sondern sie ist eine Schlitzkammer. Nur rasche
Luftdruckschwankungen verursachen voriibergehend eine Anderung der Kammer-
héhe.

Unvermeidliche variable bei der Zihlung entstehende Fehler.

Neben den in der Konstruktion des Apparates begriindeten Fehlern kommen
weiter gewisse unvermeidliche variable Fehler in Betracht, die auf den
zufilligen UnregelméaBigkeiten in der Verteilung der Blutkoérper-
chen in der Zahlkammer beruhen.

Zunichst hat Abbe auf dem Wege theoretischer Deduktionen die Gesetze
dieser Abweichungen ermittelt und gezeigt, wie diese Variationen nach Moglich-
keit einzuschrinken sind. Ist » die Summe der Zahl der in einer bestimmten
Blutprobe gezihlten Blutkorperchen bei vollig gleichmaBiger Verteilung der-
selben, so ist die Abweichung w, die unter sehr vielen Wiederholungen ebenso

oft iiberschritten als nicht erreicht wird = 0,674 ]/77 . Driickt man diese ,,wahr-
scheinliche Abweichung“ als Bruchteil des vorausgesetzten Mittelwertes aus,
so ist der auf diese Weise bestimmte Betrag der wahrscheinlichen relativen

4
Abweichung = 9'61*

Vn

Die Abbesche Formel 148t erkennen, daB3 der Untersucher in der Lage ist,
die GroéBe des wahrscheinlichen Fehlers dadurch herabzusetzen, daB er eine
moglichst grofe Zahl von Zihlungen vornimmt, und zwar nimmt die Grofle des
wahrscheinlichen Fehlers in Prozenten des Mittelwertes ausgedriickt in demselben
Verhiltnis ab, in welchem die Quadratwurzel aus der dem abgezéhlten Volumen
zukommenden Mittelzahl wichst. Ferner ergibt sich daraus, daB der in Pro-
zenten ausgedriickte wahrscheinliche Fehler zweier an der gleichen Blutmischung
ausgefuhrten Zahlungen umgekehrt proportional der Quadratwurzel aus der
Zahl der in beiden Féllen geziahlten Zellen ist?).

1) Dieser Satz verliert seine Giiltigkeit, wie auch Reinert gegeniiber Lyon und Thoma
betont, sobald es sich nicht mehr um ein und dieselbe Blutmischung handelt, weil dann zu dem
wahrscheinlichen Fehler, der durch ungleiche Verteilung der Blutzellen zustarde kommt, der
variable Fehler hinzukommt, der sich bei der Entnahme, Abmessung und Verdiinnung des Blutes
einstellt. — Der von Abbe angegebene Fehler von 19, bei der Blutkérperchenzéhlung kezieht
sich denn auch nur auf die Feststellung der Zellenzahl in der Kammer, nicht aber auf den ge-
samten Akt der Zahlung mit seinen verschiedenen Phasen.
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Lyon und Thoma haben zur Ermittelung der variablen Fehler die GauB-
sche Methode der kleinsten Quadrate benutzt. Bezeichnet man mit W den
wahrscheinlichen Fehler einer Zahlung, so findet sich nach den Deduktionen
von Gaull unter 1000 Beobachtungen

500 mal Fehler zwischen 0 und W

323 ,, ’ ' w ., 2w
134 ”» ”» ”» 2W ”»” 3“’
36 ”» ”» ”» 3 W ”» 4 W
6, ' aw 5W
1, ’ groBer als 5W

Werden weniger oder mehr als 1000 Beobachtungen gemacht, so erfahren
die aufgefithrten Zahlen eine proportionale Anderung. Das Vorzeichen blieb
bei der Aufstellung der Zahlen unberucksmhtlgt doch darf man annehmen,
daB im Durchschnitt die Hélfte der in den angefiihrten Abstufungen enthaltenen
Fehler positiv, die andere Hélfte negativ ist.

Die GaufBische Methode sei in folgendem an einem' praktischen Beispiel
illustriert, das der Arbeit von Lyon und Thoma entnommen ist.

Bei der Auszdhlung eines Kammerpriparates mogen sich in 4 Vertikal-
reihen von je 15 Feldern folgende Erythrozytenzahlen ergeben:

M, = 218,
M, = 224,
M, = 245,
M, = 209.

Die Werte M,, M,, M, und M, stellen einzelne Beobachtungen dar. War
die Verteilung der Erythrozyten eine absolut gleichmifBige, so ist der wahr-
scheinlichste Wert N fiir eine Vertikalreihe gleich dem arithmetischen Mittel
der einzelnen Beobachtungen, d. h.:

My+ My+ Mg+ M, + ...

S
_218+224+245+209
- 4

Die Abweichungen der einzelnen Beobachtungen von ihrem Mittelwert N
sind dann

N =

(S bezeichnet die Anzahl der Beobachtungen)

= 224 .

M,—N =g, =218—224 =— 6,
My—N =2, =224—224= 0,
My — N =, — 245 — 224 = + 21,
M, — N =z, = 209 — 224 = — 15.

x;, 5, ¥z und z, bedeuten die GréBe der einzelnen Abweichungen, wobei
stets die Summe aller Abweichungen unter Beriicksichtigung ihres Vorzeichens
=0 ist.

Um den wahrscheinlichen Fehler der Beobachtungen zu finden, bildet man
die Quadrate dieser Abweichungen und addiert dieselben. Fiir das vorstehende
Beispiel ergibt sich:

z? + a2 + v} + 22 =36 4+ 0 + 441 + 225 = 702.

Diese Summe teilt man durch eine Zahl, die um eine Einheit kleiner ist
als die Zahl der Beobachtungen und zieht die Quadratwurzel aus dieser GroBe.

x; + 2} + 2] + 2} 702
- =72
S—1 34
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Den wahrscheinlichen Fehler W der Beobachtungen ermittelt man schlieB3-
lich durch Multiplikation dieser Quadratwurzel mit der Zahl 0,67 449. Es gilt
demnach allgemein die Formel:

x? + x4 222 + ...
S§—1 "
Fur das angefiihrte Beispiel ist W = 10,31, d. h. bei der Zahlung von durch-
schnittlich 224 Zellen betrigt der wahrscheinliche Fehler 10,31 Zellen = 4,60%,.
Lyon und Thoma konnten empirisch durch zahlreiche Blutkérperchen-
zéhlungen die Richtigkeit der Abbeschen Deduktionen bestitigen, wie sich
aus der nachfolgenden Tabelle ergibt:

W = 0,67449

‘Wahrscheinlicher Wert des Fehlers
nach Abbes theoretischen ’ nach dem Z#hlungs-Ergebnis } abge‘li"\rmdeter
ert

Zahl der gezdhlten Zellen

Deduktionen von Lyon und Thoma
20 000 | 0,477% | 0,495% 1 0,59%
5000 1 0,954% | 0,091, 1%
1250 | 1,907% | 1,983% 29,
200 | 477699, ; 4,956%, 59

LyonundThomahabendann noch zum Studium des wahrscheinlichen Wertes
der variablen Fehler Zahlungen an defibriniertem Tierblut vorgenommen, wobei fiir
jedes Ziahlpraparat die einzelnen Operationen der Zahlung, der Verdimnung des
Blutes usw. gesondert vorgenommen wurden. Die Verdiinnung war jedesmal 1 :200.

Im ersten Versuch fanden sich in 24 Priparaten durchschnittlich in 100 Fel-
dern 1141 Zellen; der wahrscheinliche Fehler betrug 20,75 Zellen oder 1,829%,.
Im zweiten Versuch wurden in 12 Praparaten im Durchschnitt 974 Zellen in je
100 Feldern gezahlt. Der wahrscheinliche Fehler war 19,60 Zellen oder 2,019%,.
Im dritten Versuch betrug der wahrscheinliche Fehler bei Zahlung von 934 Zellen
in 12 Préaparaten zu je 100 Feldern 25,34 Zellen, d. h. 2,719%,.

Auch Reinert untersuchte eingehend die Fehlerquellen der Thomaschen
Zshlmethode. In einer Versuchsreihe wurde dabei der Anteil sémtlicher bei der
Zahlung tiberhaupt in Betracht kommender Fehler im Gesamtresultat festgestellt.
Dabei ergab sich in 8 Versuchen mit zusammen 51 Zahlungen von durchschnittlich
2665 Zellen ein mittlerer prozentischer Fehler von -+ 4,609%, und ein wahrschein-
licher prozentischer Fehler von 4 3,10919%,. Dieser Fehler von 3,19, verteilt
sich in der Weise auf die einzelnen Operationen der Zahlmethode, daB+ 0,5709,
auf Fehler in der Zahlung der Zellen, + 0,5669, auf die ungleiche Verteilung
der Zellen in der Zahlkammer, 4 1,35 auf Fehler durch Mangel in der Abgrenzung
des zur direkten Durchzéhlung bestimmten Mischungsquantums und 4 0,616
auf Fehler, die durch Schwankungen der Zellenzahl an verschiedenen Tagen
und auf Fehler, die bei der Blutentnahme und Blutabmessung entstehen, ent-
fallen. Der von der GréBe der gezéhlten Zellenmenge unabhéngige variable
Fehler einer Blutkérperchenzihlung nach Thoma - Zeill ist demnach = 1,35
+ 0,616 = 1,97, d. h. rund 29,. Diese Grofe kann nach Reinert nur durch
sehr lange Ubung moglicherweise verkleinert werden.

Der wahrscheinliche Fehler einer vollstindigen Blutkérperchenzihlung
unter sonst gleichen Bedingungen stellt sich nach Reinert folgendermaflen.
Er ist bei Zahlung von

70 Zellen (10 Quadrate) = 6,68 +- 1,97 = - 8,69,
335 , (50 , )=2363+1,97=7F56%
628 . (100 ., )=251+ 1,97 = F 4,49,

1325 ,, (200 » ) =130 1,97 = 4 32%
2665 , (400 . )= 3,1%.
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Reinert zieht aus dieser Tabelle den SchluB, dal die Zahlung von 200 Fel-
dern bei 200facher Verdiinnung von normalem Blut ein dem erreichbaren Grad
von Genauigkeit schon sehr nahekommendes Resultat zu liefern vermag. Bei
Verminderung der Erythrozyten sind, um den gleichen Grad von Genauigkeit
zu erzielen, 400 Felder zu zdhlen. Kommt es bei einer Zshlung auf eine sehr
grofe Genauigkeit an, so empfiehlt es sich 5000 Zellen zu zihlen.

Verbesserungen der Thomaschen Mischpipette.

Die erste Verbesserung des Thomaschen Mélangeurs wurde von Mie-
scher angegeben. Derselbe brachte an der MeBkapillare an Stelle der gewohn-
lichen Zehntelteilung nur drei Hauptteilstriche an entsprechend den Verdiin-
nungen 1:100, 1:150, 1:200. AuBerdem ist ein kurzer Hilfsteilstrich (fiir den
der Ampulle nichst gelegenen blo3 unterhalb) vorhanden, der in einer solchen
Entfernung vom Hauptstrich angebracht ist, daBl dadurch genau 1/,o,des gesamten
Volumens der Kapillare abgegrenzt ist. Diese Einrichtung dient fiir den Fall, daf3
es nicht gelingt, die Blutsiule ohne groBen Zeitverlust exakt auf einen Haupt-
teilstrich einzustellen. Hier erlauben dann die Hilfsteilstriche eine Schitzung der
Abweichung mit einer Genauigkeit von 1/;,, des Kapllla.rvolumens Eine weitere
Anderung bezweckt die Vermeidung der Unsicherheit im Ablesen infolge von
Parallaxe an der dickwandigen Kapillare dadurch, daBl statt der sonst iib-
lichen Strichmarken die Hauptstriche in Form von Ringmarken beiderseits
bis an die Grenze des Milchglasstreifens gezogen sind. Der richtige Stand der
Blutsidule laf3t sich hierdurch absolut sicher feststellen, indem man nach
erfolgter Fiillung der Pipette dieselbe etwas zwischen den Fingern dreht und die
gegeniiberliegenden Héilften der Ringmarken fiir das Auge zur Deckung bringt.
Ferner ist das untere konische Ende der Pipette poliert, um den eventuell nicht
unerheblichen Fehler durch Retraktion der Blutsiule im Augenblick der Ablesung
besser kontrollieren zu kénnen. SchlieBlich wurde das obere Ansatzstiick der
Pipette zur Erleichterung der Reinigung etwas weiter gemacht und die Miindung
zugespitzt, um aus ihr evtl. statt aus der Kapillarmiindung passende Trépfchen
fur die Zahlkammer entnehmen zu kénnen.

Karcher, der mit der Miescherschen Pipette Blutkorperchenzahlungen
vornahm, fand mit dem neuen Melangeur einen wahrscheinlichen Fehler von
0,699, gegeniiber 1,669, mit der Thoma pipette und als grofite Abweichung
vom Mittel 2,039, gegeniiber 3,75%, mit dem alten Mélangeur.

Pipette mit automatischer Einstellung nach May.

Um eine exaktere Abmessung von Blut- und Mischflissigkeit zu ermoglichen,
hat May nach dem Vorbild der Cremerschen Harnpipette eine Pipette mit
automatischer Einstellung angegeben (kiuflich bei Instrumentenmacher Fuchs,
Miinchen, Schillerstrafle 26). Die Konstruktion des Apparates geht aus Abb. 35—37
hervor. Die Rohre A4 ist eine in eine Spitze ausgezogene Kapillare. Sie steht
durch den doppelt durchbohrten Hahn I mit den Rohren B und C in Verbindung,
B kommuniziert seinerseits durch den doppelt durchbohrten Hahn II mit
den Rohren ¢ und . Das Rohr A dient zur Abmessung von Blut, das Rohr B
zur Abmessung der Mischflissigkeit.

Man versieht nun zunichst das Rohr & mit einem Gummischlauch mit
Mundstiick und beginnt mit der Aufsaugung von Mischfliissigkeit, indem man
dieselbe bei der Hahnstellung Abb. 35 bis in das Rohr b saugt. Dann dreht man
den Hahn 77 um 90° und hierauf den Hahn I um 180°; dadurch flieBt die in 4
befindliche Verdiinnungsfliissigkeit, die man nicht mehr braucht, aus der Kapillare
aus. Um alle Fliissigkeit zu entfernen, blist man durch den nunmehr auf ¢
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gesetzten Schlauch Luft hindurch. Nun saugt man (Abb. 36) bei gleicher Hahn-
stellung Blut in die Kapillare 4, bis dieses nach C gelangt, und dreht darauf den

Hahn I um 90°. Nachdem
man den Gummischlauch aufc
gesetzt hat, dreht man den
Hahn I um weitere 90°, so
daB nun B mit 4 kommuni-
ziert (Abb. 37) und blist den
Inhalt beider Rohre in ein
kleines Glaschen (dem Appa-
rat beigegeben), das nun die
Blutmischung in dem ge-
wiinschten genau abgemesse-
nen Mengenverhéltnis ent-
halt. Zur Fillung der Zahl-
kammer entnimmt man von
der Mischung eine Probe mit
einer Pipette. -

Die fiir die Erythrozyten- Ay, 35. Abb. 36.

Abb. 37.

zéhlung bestimmte Pipette er-  pipette mit automatischer Einstellurg nach May.

moglicht eine 200 fache Ver-

diimnung des Blutes; eine andere nach dem gleichen Prinzip gebaute Pipette

wurde von May fiir die Leukozytenzihlung angegeben.

Eichung der Mayschen Pipette: Um die Pipette zu eichen, geht man

von der Hahnstellung der Abb. 35 aus und fillt die Pipette
anstatt mit Mischflussigkeit mit Quecksilber bis iiber die
Hahnbohrung IIb. Hierbei wird der Hahn I so gedreht,
daB eine Kommunikation mit C erfolgt. Das auslaufende
Quecksilber wird in einem gewogenen Wigeglischen aufge-
fangen; sein Gewicht entspricht dem Blutvolumen. Jetzt
werden die Héhne I und II so gedreht, dal das Quecksilber
in B und der Hahnbohrung, die von B nach A fiihrt (also die
,, Yerdiinnungsflissigkeit*‘) ausfliefen kann und nun wiegt man
wiederum. Die Gewichtszunahme ergibt das Volumen der
Verdiinnungsflissigkeit. Um das Volumenverhaltnis der Pipette
zu ermitteln, hat man nur das Gewicht des Gesamtquecksilbers
durch dasjenige des ,,Blutquecksilbers® zu dividieren.

Die Ma ysche Pipette hat den Vorzug grofler Genauigkeit.
Dem steht der Nachteil gegeniiber, dafl sie schwerer zu reinigen
ist als der gew6hnliche Mélangeur, besonders dann, wenn es sich
um schnell gerinnendes Blut handelt, sowie da3 sie leicht zer-
brechlich ist. Fehler konnen dadurch entstehen, daf3 Blut in der
Hahnbohrung zuriickbleibt.

Pipette von Galli.

Bei dem von Galli angegebenen Apparat erfolgt das An-
saugen des Blutes mit Hilfe eines Kolbens, der durch eine
Schraube bewegt wird. Wie sich aus der Abb. 38 ergibt, laBt
sich durch Drehung der Schraube f das Blut sehr langsam an-
saugen. Das Kopfchen k dient zur Regulierung der Bewegung
des Kolbens d, indem es in dem Spalte ¢ lauft, dessen Linge
so bemessen ist, daB beim vollstindigen Durchlaufcn des Spaltes

Abb. 38. Apparat
von Galli.
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die Pipette genau bis zur Marke 101 gefiillt ist. AuBerdem ist die Pipette noch
von einem glisernen Mantel umgeben, der luftleer ist. Es wird damit bezweckt,
die Pipette von Temperatureinfliissen, speziell von der Warme der Hand, un-
abhangig zu machen.

Bei der Fiillung der Pipette macht man zunéchst, um das Blut bis zur Marke 1
aufzusaugen, einige vorsichtige Drehungen der Schraube. Die Verdiinnungs-
fliissigkeit saugt man nach, indem man den Kolben zunichst rasch so weit in
die Hoébe zieht, daBl die Ampulle gefiillt wird. Die Einstellung der Fliissigkeit
an der Marke 101 bewirkt man wiederum durch leichtes Drehen der Schraube.

Pipette von H. Hirschfeld und andere Prizisionspipetten.

Dieses Instrument ist eine vereinfachte Modifikation der Ma yschen
Pipette. Die Konstruktion geht aus der Abb. 39 hervor.

Das Rohr 4, das oben durch den doppelt durchbohrten Hahn B verschlossen
ist, dient zur Aufnahme des Blutes. Oberhalb des Hahnes befindet sich ein
U-férmiges Rohr, das aus den Schenkeln C und C, besteht. C, enthilt die Ampulle,
die zur Aufnahme der Mischfliissigkeit bestimmt ist. Je nach der Stellung des
Hahnes kommuniziert entweder C oder C; mit A. In einer frither von Hirsch-
feld angegebenen Konstruktion der Pipette kommuniziert die Ampulle direkt
mit dem U-Rohr.

Abb. 39. Pipette nach Hirschfeld.

Bei der neuen Modifikation (Abb. 39) verjiingt sich die Ampulle nach oben
in ein leicht umgebogenes Kapillarrohr, das frei endigt. Das freie Ende der
Kapillare ist von dem oberen Teil des Rohres C; umgeben, das an dieser Stelle
bauchig erweitert ist und mit dem breiteren Abschnitt des Mischgefafles fest
verschmolzen ist.

Um die Pipette zu fiillen, beginnt man damit die Mischfliissigkeit aufzu-
saugen, nachdem man den Hahn so gestellt hat, daB 4 mit C; kommuniziert.
Wird Verdiinnungsfliissigkeit in C,; aufgezogen, so wird dieselbe aus dem Kapillar-
rohrchen dann abtropfen, sobald das ganze Mischgefill gefullt ist. Der Inhalt
des MischgefaBes bis zur Miindung des Ablaufrohrchens betrigt bei der Erythro-
zytenpipette das 100fache, bei der Leukozytenpipette das 10fache des Inhaltes
von A. Wird nun der Hahn um 180° gedreht, so ist die gewiinschte Menge Misch-
flussigkeit genau abgemessen. Was dariiber hinaus an Fliissigkeit aufgesogen
wurde, befindet sich in der bauchigen Erweiterung von C; neben dem Kapillar-
rohrchen. Nachdem durch Umdrehen des Hahns C mit 4 in Verbindung gesetzt
ist, blist man aus A die dort befindliche Verdiinnungsfliissigkeit heraus, reinigt
A mit Alkohol und Ather und saugt nun Blut in 4 auf, bis dasselbe in den Beginn
der Hahnbohrung zwischen 4 und C eingetreten ist. Wird nun der Hahn um 90°
gedreht, so ist das Blutquantum genau abgemessen. Es wird nun die Spitze
des Rohrchens 4 von dem anhaftenden Blut gesdubert und dann durch weiteres
Drehen des Hahnes 4 mit C, in Verbindung gebracht. Hierauf blist man Blut
und Mischfliissigkeit in ein Schilchen, saugt mehreremals auf und bliast wieder
aus, um eine griindliche Mischung zu erreichen und entnimmt der Mischung einen
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Tropfen fir die Zahlkammer. Man kann auch die Blutmischung in ein kleines
mit Glasstopsel versehenes Glaschen, das eine Glasperle enthilt, bringen, wenn
man die Zahlung nicht sofort vornehmen will. Dies macht das Mikroskop am
Krankenbett entbehrlich, da man auf diese. Weise die Blutmischung nach Hause
transportieren kann,

Um eine Verdinnung 1: 200 bei den Erythrozyten bzw. 1: 20 fiir die Leuko-
zyten zu erhalten, fiillt man nach Reinigung der Pipette von Blut die Ampulle
zum zweiten Male mit Mischflissigkeit und spritzt dieselbe in das die 100- bzw.
10fache Verdiinnung schon enthaltene Gliaschen. Auf diese Weise kann man
sich jede beliebige Verdimnung herstellen.

Naturgemal muf die Pipette sehr sorgfiltig namentlich in der Hahnbohrung
gereinigt werden. Um das aus dem Kapillarrohrchen in O, iibergelaufene Misch-
flissigkeit zu entfernen, setzt man den Gummischlauch mit Mundstiick auf das
Ende von A4 und blast die Fliissigkeit bei nach unten gehaltenem U-Rohr aus.

Abb. 40. Prazisionssauger nach Wieck.

Sehr einfach ist der von Wiec k erdachte Prizisionssauger. Ein gewohnlicher
Mélangeur mit Gummischlauch ist auf einem schmalen Holzstab mittels Klammer
festgeklemmt (Abb. 40). Letzterer trigt einen Metallbiigel, der den Gummi-
schlauch der Pipette gegen den Holzstab driickt. Der Biigel 1a8t sich lings des
Holzstabes hin- und herschieben, die Verschiebung erfolgt mittels Schraube.
Wird der Biigel nach oben bewegt, so entsteht in dem Schlauch eine Luftver-
diinnung, die Pipette saugt Fliissigkeit an. Bei umgekehrter Bewegung der Schraube
wird ein etwaiger UberschuB von Fliissigkeit aus der Pipette ausgeblasen.

Der Priazisionssauger nach Hirt sei deshalb hier erwéhnt, weil er nicht
nur zum Aufsaugen von Blut fir Zihlungen, Hamoglobinbestimmungen usw.,
sondern auch fiir serologische Arbeiten zum Aspirieren von Fliissigkeiten in gra-
duierten Pipetten in sehr exakter Weise geeignet ist.

WWwawm@'h

Abb. 41. Prazisionssauger nach Hirt.

Wie Abb. 41 zeigt, handelt es sich um ein spritzenartiges Instrument, das
aus einem Metallzylinder besteht, in dem zwei ineinandergehende Kolben sich
befinden, deren Kolbenstangen in einem Gewinde laufen: Der griéfiere Kolben
ist mit einem gréberen Gewinde versehen; er dient zum Ansaugen groBerer
Flisssigkeitsmengen. Der kleinere besitzt ein Mikrometergewinde und dient zur
genauen Einstellung. Die Entleerung der Flissigkeit erfolgt durch Zuriick-
drehen des groBen Kolbens. Die Verbindung des Apparates mit einer Blutpipette
geschieht mittelst des Gummischlauches der Pipette, der tiber das Ansatzstiick
der Spritze gezogen wird (Hersteller Firma Droll, Heidelberg).

Portmann gab eine Konstruktion fiir eine Prazisionspipette an, bei der
ebenfalls das Saugen mit dem Munde vermieden ist. An eine gewohnliche
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Pipette ist oben ein erweitertes Ansatzstiick angeschmolzen (Abb. 42), das seitlich
eine Offnung trigt und oben offen ist. Uber das obere Ende des Ansatzstiickes
ist ein oben geschlossener kleiner Glaszylinder geschoben, der vermittelst eines
Gummiringes luftdicht mit dem Ansatzrohr verbunden ist. Die Saug- resp.
Druckwirkung wird durch Hin- und Herschieben des Zylinders erzeugt, solange

Abb. 42. Pipette nach Portmann.

die seitliche Offnung mit dem Finger verschlossen ist. Sobald man die Offnung
luftet, bleibt die Flussigkeitssdule in der Pipette stehen. Eine dhnlich konstruierte
Pipette mit einem Gummihiitchen statt des Zylinders wurde von Portmann
zur Blutabmessung fiir die Hb-Bestimmung angegeben.

Auf dem gleichen Prinzip beruht die von Pappenheim empfohlene Pri-
zisionspipette, die ebenfalls aus einer gewohnlichen Pipette besteht, iiber
deren oberes Ende statt des Gummischlauches eine unten geschlossene,
auf den Pipettenhals luftdicht aufgeschliffene verschiebbare Glashiilse gestiilpt
ist. Wird letztere in die Hohe gezogen, so entsteht in der Pipette Luftverdiinnung,

im gegengesetzten Falle wird Inhalt herausgepreft. Bei einer neueren Modi-
fikation (Abb. 43) hat Pappenheim #hnlich wie bei der Portmannschen
Pipette zwischen Ampulle und Ansatzrohr 2 seitliche Offnungen angebracht,
die man beim Saugen mit den Fingerspitzen verschlieBt.

Ubrigens hat Hirschfeld darauf hingewiesen, daB man in sehr einfacher
Weise eine exakte Ansaugung mit einer gewdhnlichen Pipette bewerkstelligen
kann, wenn man als Mundstiick zum Saugen ein kleines Glasr6hrchen anwendet,
in das man 1 bis 2 cm lang aufgerollte Watte bringt.

Roerdansz konstruierte eine Pipette, die sich ebenfalls an die Grundform
der Thoma - ZeiBBschen Pipette anlehnt. Es handelt sich auch hier um eine
MeBkapillare mit dariiber befindlicher Ampulle. Nach dem Vorbild der Mie-
scherschen Pipette sind an den Strichmarken 1,0 und 0,5 ober- und unterhalb

Abb. 44. Pipette nach Roerdansz.

derselben fortlaufende Hilfsteilstriche, die Hundertstel Volumeneinheiten angeben,
angebracht. Die Ampulle geht nach oben in ein etwa 20 mm langes Kapillarrohr
iiber, das in der Mitte den Teilstrich 100 triagt; hier ist ebenfalls eine Hilfsteilung
angebracht. Die Kapillare geht oben in eine zweite Ampulle, den sog. Misch-
raum, itber. Dieser ist ein oval geformter Hohlraum, der bei einer neuen (Abb. 44)
Modifikation der Pipette an seinem oberen Ende einen massiven Glasgriff tragt;
seitlich ist ein kurzes, in eine feine Spitze itbergehendes Ausflufirohr angeschmolzen,
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das gleichzeitig als Ansaugrohr dient. Die gegeniiberliegende Wand des Misch-
raumes ist abgeflacht und als Standfliche gedacht. Eine in den Mischraum ein-
geschmolzene Glasperle ermoglicht wie bei den anderen Mischpipetten eine griind-
liche Durchmischung von Blut und Verdinnungsflissigkeit.

Die Fiillung der Pipette geschieht in der Weise, daf} ein Gummischlauch mit
Glasmundstiick auf das Ansaugrohr gesteckt wird. Das Mundstiick besteht aus
einem unteren kugelférmigen Teil,
in welchem wie bei den Giftpipet-
ten eine kurze seitwérts gebogene
Uberlaufspitzevon unten hermiin-
det, und einem oberen halbkugel-
formigen Teil, dem eigentlichen
Mundstiick. Es wird nun zuerst
Blutbiszu einem bestimmten Teil-
strich der MeBkapillare aufgeso-
gen, hierauf Verdiinnungsfliissig-
keit bis zur Marke nachgesogen.

DieMischung nimmt mandadurch
vor, dafl man die Pipette mit der Abb. 45. Ziahlapparat nach Malassez.
Spitze leicht nach oben neigt.
Es flieft dann das Blut mit der
Verdiinnungsfliissigkeit aus der
Ampullein den Mischraum. Durch
leichtes Schwenken der Pipette
um ihre Liangsachse erreicht man
nach den Angaben von Roer-
d anszeine vollstindige Mischung
der beiden Fliissigkeiten. Die
Ubertragung der Blutmischung in
die Zahlkammer bewerkstelligt
man dadurch, dal man zunichst
in der angegebenen Weise die
Flissigkeit mischt, indem man
die Pipette an dem Stiel hilt und
hierauf durch sofort hinterher
erfolgendes sanftes Neigen der
Pipette einen Tropfen Blut-
mischung durch das Ausfluirohrin
die Zahlkammer austreten 1aBt1). Abb. 46. Zihlnetz nach Malassez.

Weitere Modifikationen in
der Konstruktion der Mischpipetten sowie Neuerungen der Zihlkammern sind
weiter unten beschrieben (vgl. die Methodea von Biirker, Sahli usw.).

Zweite Ziahlmethode nach Malassez.

Im Gegensatz zu der ersten von Malassez angegebenen Methode (vgl. S. 51),
bei der die Zahlung des verdiinnten Blutes in einer Kapillare erfolgt, gibt
Malassez bei einer zweiten in Frankreich viel angewendeten Methode eine be-

sondere Art von Zihlkammer (compte-globules & chambre humide graduée)
an, die hier beschrieben sei (Abb. 45 u. 46).
1) Naheres iiber die Einwinde von Roerdansz gegeniiber den friiheren Zahlpipetten

sowie die Erwiderung von Biirker findet sich in Folia himat. Bd. XVIII (Archiv) Heft 1
sowie Pfliigers Archiv Bd. 149, S. 532.
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Ein dicker Objekttrager tréigt auf der einen Seite in der Mitte eine zirkulire
Rinne von 1,5 mm Breite und ca. 1 mm Tiefe. Hierdurch ist eine kleine kreis-
formige Platte von etwa 6—7 mm Durchmesser gegeben, die allseits von der
Rinne umgeben ist. Dicht neben der Rinne, aulerhalb von ihr, sind in gleichem
Abstand voneinander drei Schriubchen in den Objekttrager in der Weise ein-
gezogen, daf} ihre Spitzen, die aus dem Glase hervorragen, samtlich die gleiche
Lange besitzen. Durch Stellen mittels Schraubenziehers auf der Unterseite des
Objekttragers 1aBt sich dies genau regulieren. Wird nun ein plangeschliffenes
Deckglas auf die drei Schraubenspitzen aufgelegt, so entsteht zwischen Deckglas
und der vorhin genannten kreisformigen Platte ein spaltférmiger Raum, der als
Zshlkammer dient. Die Quadrierung fiir die Zahlung ist auf die zentrale Platte
des Objekttragers eingraviert. Sie besteht aus einer peripheren und einer zentralen
Teilung (Abb. 46). Letztere ist fiir die Erythrozytenzéihlung bestimmt und be-
steht aus Gruppen von je 20, d. h. 4 X 5 kleinen Quadraten, das jedes eine Seiten-
lange von 1/,, mm besitzt. Jede Gruppe ist durch doppelte Linierung von den
Nachbarquadraten deutlich ab-
gegrenzt und stellt ein Rechteck
von 1/, bzw. 1/, mm Seitenlénge,
d.h. von /5 qmm Fliache dar.
Bei einer Kammerhohe von
1/, mm ist daher der Inhalt der
Kammer iiber einem solchen
Rechteck = 1!/,,0 cmm. Die
periphere Teilung besteht aus
-l. >-¢  den gleichen Rechtecken, die

. ol - S aber hier keine feinere Teilung
W.W |W/ IVl///WW in kleine Quadrate zeigen.

5 b Um ferner das exakte Auf-

Abb. 47. Zihlkammer nach Alferow. liegen des Deckglases zu sichern,

ist eine besondere Vorrichtung
an dem Apparat vorgesehen, die es zugleich erméglicht, mit mdglichst
geringem Zeitaufwand die Kammer zusammenzusetzen, nachdem ein Tropfen
Blutmischung auf den Objekttriger gebracht ist. Wie aus der Abbildung ersicht-
lich ist, befindet sich das Deckglas in einem Metallrahmen, der mit Hilfe eines
Charniers am Objekttrager befestigt ist. Mittels eines langen vom Rahmen
ausgehenden Armes liBt sich mit einem Griff das Deckglas sicher auf die drei
Schraubenspitzen des Objekttrigers niederdriicken; eine seitlich angebrachte
federnde Klammer dient dazu, das heruntergedriickte Deckglas in seiner Stellung
festzuhalten.
Die Verdiinnung des Blutes erfolgt mit dem Potainschen Mélangeur, die
Verdiinnungen sind 1:100 bis 1: 500.

Zihlmethode von Alferow.

Diese Methode, die von dem Autor 1884 beschrieben wurde, verdient in-
sofern Interesse, als sie den ersten Versuch darstellt, eine Zahlkammer zu kon-
struieren, die wie die spdtere Biirkersche Kammer vor der Fillung mit der
Zahlmischung zusammengesetzt wird, und bei der die Fiillung auf dem Wege
der Kapillaritit geschieht. Es soll dadurch, wie a. O. gezeigt wurde, eine ungleich-
maBige Verteilung der Blutkorperchen auf der Zihlfliche vermieden werden.

Die Zahlkammer besteht wie aus Abb. 47 hervorgeht, aus einem dicken
Objekttriger, der zwei parallele Rinnen (a @) fithrt. Aulerhalb von diesen Rinnen
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finden sich zu beiden Seiten derselben Schrauben, die die Fixierung eines Deck-
glases auf dem Objekttriger bezwecken. Die Hohe der zwischen Objekttriger
und Deckglas befindlichen Kammer wird durch kleine in den Objekttriger ge-
kittete Glasstabchen bestimmt. Das Deckglas wird durch Federn, die an Schrauben
befestigt sind, aufgedriickt. Das Erscheinen von Newtonschen Ringen dient
zur Kontrolle der richtigen Zusammensetzung der Kammer.

Ein Zahlnetz besitzt die Kammer nicht. Alferow schligt vor, das Bild
der Ziahlkammer auf eine quadrierte Mattscheibe mit Hilfe einer mikrophoto-
graphischen Kamera zu werfen. Das hat nach seiner Ansicht den Vorteil, da3
man die gezdhlten Zellen auf der Scheibe markieren kann und die Zahlungs-
resultate nachtréglich zu kontrollieren vermag.

Zihlmethode nach Briinings.

Briinings kommt auf Grund seiner bei der Erorterung der Kritik der
Thomaschen Zahlkammer bereits erwiahnten Uberlegungen zum Ergebnis, daB
die bei dieser Methode auf-
tretenden Fehler der Blut-
korperchenzahlung, vorallem
die ungleiche Zellverteilung
in der Kammer, nur da-

‘durch zu vermeiden sind,
daB man das Prinzip der mit
einem Deckglas verschlosse-
nen Kammer fallen la3t. Dies
158t sich durch eine Verbin-
dung von Mischpipette und
Ziahlraum verwirklichen. In
unvollkommener Form wur-
de ein derartiges Verfahren
30 Jahre frither bereits durch
Malassez (s. S. 51) erdacht.

Der Briiningssche Ap- Abb. 48. Zahlapparat nach Briinings.
parat zeigt folgende Kon-
struktion (Abb. 48): Es handelt sich um eine c @

zweimal rechtwinklig gebogene Pipette, deren

mittlerer Schenkel zur Zihlung dient. Dieser, ml
das sog. Zahlstiick wird von einem etwa 4 cm EFV—

langeng Glasréhrchen (@ in Abb. 49) gebildet, EJHHHHI
das eine Dicke von 8 mm und ein Lumen von  App. 49. Zihlstiick im Apparat
1 mm besitzt. Die Wand des Rohrchens trigt von Briinings.

einen linsenférmigen Ausschliff (b), in den eine

genau zugepaBte Glaslinse in der Weise eingekittet ist, dafl deren Scheitel ein
wenig in das Lumen des Réhrchens hineinragt. Dieser Scheitel tragt eine kleine
Facette, deren Fliache parallel zur unteren Fliche der Linse ist und deren Radius
ca. 1,5 mm betrigt. Auf die Facette ist ein in 400 Quadrate geteilter Quadrat-
mllhmeter eingeritzt.

Ein zweiter Ausschliff befindet sich an dem Rohrchen genau gegenitber dem
beschriebenen unteren, er trigt ebenfalls eine eingekittete Linse (c), die wiederum
eine Facette tragt, die der ersten gegeniibersteht, aber keine Netzteilung besitzt.
Der-Abstand zwischen beiden Facetten betragt 0,2 mm. Auf diese Weise entsteht
ein kapillarer zwischen beiden Facetten liegender kreisférmiger Raum, dessen

I
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Durchmesser gleich dem der Kapillare und dessen Tiefe 0,2 mm ist. Die seitlich
vorstehenden Teile der Linsen sind abgeschnitten. Als Kittsubstanz fiir die
Linsen ist Schellack verwendet. Das Zahlstiick ist in ein Metallrohr gefaBt,
dessen Enden vermittelst Flansch und Bajonettverschluf3 die Verbindung des
Zihlsticks einerseits mit der Mischpipette, andererseits mit dem mit einem
Hahn versehenen Schlauchstiick bewirken, wie aus Abb. 48 hervorgeht. In
dieser ist @ das Zihlstiick, b die Mlschplpette ¢ das mit einem Gummischlauch
zu armierende Schlauchstiick, das mit einem zweiten Mischraum versehen ist
und bei d einen Hahn tragt.

Die Mischpipette b dient zur Abmessung des Blutes und der Verdiinnungs-
flissigkeit. Ersteres wird bis zur Marke 1, letztere bis zum Strich 301 aufgesogen,
sodafl man mit einer 300fachen Verdinnung arbeitet. Eine Glasperle ist nicht
in die Ampulle eingeschmolzen. Die griindliche Vermischung wird hier auf
eine gleich zu beschreibende Weise erreicht.

Der Apparat ist, wie in der Abb. 48 angedeutet, auf einer Metallplatte
montiert, auf der er in horizontaler Lage mittels Zapfen und Klammer befestigt
ist, so zwar, daBl man ihn leicht mit einem Griff von ihr abheben kann. Beim
Gebrauch entfernt man ihn von der Grundplatte, 6ffnet den Hahn, saugt Blut
bis zum Strich 1 und sofort hinterher Verdinnungsfliissigkeit bis zur Marke 301.
Die Mischung geschieht in der Weise, dal man bei vertikal gehaltenen Pipetten-
stiicken das verdimnte Blut durch abwechselndes Saugen und Blasen 10 bis 20 mal
aus einer Mischkammer in die andere treibt. Dies Verfahren, das eine vollstandige
Durchmischung gewihrleistet, ist nach Briinings schonender als die Anwendung
einer Glasperle, durch die es unter Umsténden zur Zertriimmerung von Erythro-
zyten kommen kann. Nachdem die Mischung erfolgt ist, wird in einem Augen-
blick, wo beide Ampullen ungefahr halb gefiillt sind, der Hahn geschlossen und der
Apparat sofort horizontal auf den Objekttisch gelegt. Nach wenigen Sekunden
haben sich die Blutkérperchen gesenkt und die Zahlung kann beginnen.

Die Anwendung stiarker vergroBernder Systeme (etwa tiber 400) ist wegen
der Dicke des Zahlstiickes bzw. der Linsen nicht moglich. Soll die gleiche Blut-
probe mehrmals gezihlt werden, so wird der Hahn d wieder gedffnet, von neuem
10 bis 20mal die Mischung hin- und hergetrieben und wiederum eine Zahlung
vorgenommen. Die Reinigung des Apparates geschieht, indem man nach Ent-
leerung der Blutmischung wiederholt mit Wasser durchspiilt und mit einem wenn
mdoglich heifien Luftstrom trocknet. Die Anwendung von Alkohol-Ather verbietet
sich wegen des Schellackkittes der Linsen.

Nach Mitteilung von Briinings stoBt die exakte Herstellung der Kammer-
héhe von 0,2 mm auf Schwierigkeiten, doch sind hierbei geringe Abweichungen,
wenn sie genau bekannt sind, unbedenklich, da sie lediglich eine Anderung des
Multiplikationsfaktors bei der Berechnung erfordern.

Als Beweis fiir die grofie Leistungsfihigkeit seines Apparates gibt Briinings
an, daf} er auf Grund mehrerer Serien von Zéhlungen bei Auszéhlung von 400
kleinen Quadraten einen wahrscheinlichen Fehler von nur -+ 0,889, (bei der
Thomaschen Kammer + 7,2%,) fand. Begniigt man sich mit einer Zahlung
von nur 200 Quadraten, so hat man mit einem wahrscheinlichen Fehler von
+ 2,279%, zu rechnen, mit der Aussicht, daf unter 2—3 Fallen das Resultat
einmal um mehr als + 49,, unter 5 Fillen einmal um mehr als 4 59, und erst
unter 10 Fillen einmal um mehr als 4 69, von dem wirklichen Wert abweicht.

Zihlmethode nach Biirker.

Biirker konstruierte eine neue Zihlkammer und modifizierte auch das
Verfahren der Mischung des Blutes mit der Verdiinnungsfliissigkeit. Die
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Biirkersche Kammer sucht die Méngel der Thomaschen Zahlkammer zu ver-
meiden, indem sie vor allem zwei Fehler derselben vermeidet: 1. Die Schwierigkeit
der tadellosen Zusammensetzung der Kammer und der genauen Einhaltung
der vorgeschriebenen Kammerhéhe und 2. die UngleichméBigkeit in der Ver-
teilung der Blutkoérperchen auf der Zahlfliche. AuBerdem soll die Kammer
unabhéngig von den Schwankungen des Luftdrucks sein, was fiir bestimmte
Versuchsbedingungen erforderlich ist.

Die richtige Zusammensetzung der Kammer wird bei dem Biirkerschen
Prinzip dadurch garantiert, dafl die Zaéhlkammer vor der Fiillung mit der Blut-
mischung zusammengesetzt wird und erst, nachdem das Auftreten der Newton-
schen Farbenringe das fehlerfreie Aufliegen des Deckglases beweist, die Kammer
mit der Zaéhlmischung beschickt wird.

Die gleichmafige Verteilung der Blutkorperchen in der Kammer wird in
der Weise erreicht, dafl man die Blutmischung auf dem Wege der Kapillaritiat
in den Kammerspalt eindringen lalt. Es ist also das Prinzip der Biirkerschen
Kammer das gleiche wie das von Alferow (Biirker konstruierte seine Kammer
unabhéngig von dem letztgenannten Autor). Dadurch daB der Kammerraum
von der AuBlenluft nicht abgeschlossen ist, sind Stérungen, die durch schnelle
Luftdruckschwankungen verursacht sind und bei der Thomaschen Kammer
evtl. zur Geltung kommen, ausgeschlossen. :

Die Zahlkammer (s. Abb. 51) besteht aus einem dicken glisernen Objekt-
trager als Grundplatte, die die aus zwei linglichen Teilen bestehenden Zahlflichen
tragt. Zwischen letzteren befindet sich eine 2 mm breite Rinne; die duBleren
Enden der Zihlfliche sind abgerundet. Zu beiden Seiten der Zihlflichen, von
diesen ebenfalls durch eine Rinne getrennt, liegt je eine auf die Grundplatte
aufgekittete Stiitzplatte, deren Dicke diejenige der Zahlplatte um ein geringes
ibertrifft. Thre Hoheist so gewéhlt, dal wenn ein Deckglas auf beide Stiitzplatten
gelegt wird, wobei es die Zahlflache iiberbriickt, zwischen Deckglas und Zahlflache
ein Raum von 0,1 mm Tiefe entsteht. Bei Anwendung des dem Apparat beige-
gebenen Deckglases ragen die beiden abgerundeten Enden der Zihlflachen hervor.

Bei einer neueren Konstruktion der Kammer sind besondere Metallklammern
vorhanden, die das exakte Aufdriicken des Deckglases auf die Stiitzflichen be-
werkstelligen. Diese Klammern werden mittels Zapfen in Metallagern befestigt.

Auf die Anbringung eines Zihlnetzes in der Kammer hatte Biirker ur-
spriinglich verzichtet, da er befiirchtete, die in das Glas geritzten Linien konnten
nach Art von Griben die Blutkorperchen festhalten und ihrer gleichmiBigen
Verteilung entgegenwirken. Aus diesem Grunde nahm er die Auszéhlung zuerst
mit Hilfe einer quadratischen Okularblende vor. Diese Blende hatte ungefshr
1 gmm Offnung. Es wurde nun unter passender Verschiebung des Okulars ein
auf der Grundplatte der Zahlkammer neben der Zahlplatte angebrachtes Objekt-
mikrometer so eingestellt, daf} 6 Teilstriche des in 0,01 mm geteilten Mikrometers
genau die Offnung des Okularquadrates begrenzen. Die Fliche des letzteren
entspricht dann genau ;}y; qmm und der Kammerinhalt an der ausgezéhlten
Stelle ¢!y cmm. Es werden nun der Reihe nach simtliche Teile der Zaéhlkammer
durch Verschieben derselben an der Blende vorbeigefiihrt und ausgezéhlt. .

Spiter ging Biirker doch zur Anwendung eines in die Zahlflache eingeritzten
Zshlnetzes iiber. Abb. 50 gibt eine Abbildung des Netzes wieder. Jede der
beiden Zihlflichen besitzt eine Quadrierung von 9 qmm. Wie bei anderen
ahnlichen Netzteilungen ist zur sicheren Orientierung die 1., 5., 9. und 13. in
horizontaler und vertikaler Richtung verlaufende Quadratreihe durch doppelte
Linienfithrung bezeichnet. Die Erythrozyten werden in kleinen Quadraten ge-
zéhlt, deren GroBe wie bei dem Thomaschen Zahlnetz ;§; qmm ist. Diese

v. Domarus, Blutuntersuchung. 6
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kleinen Quadrate, von denen jede Quadrierung 169 enthilt, sind voneinander
durch die Breite von Rechtecken von 4 X };qmm getrennt. Bei der Aus-
zihlung der Erythrozyten wird daher bei dieser Art von Netzteilung nicht wie
bei den iibrigen Kammern fortlaufend gezihlt, da die Quadrate nicht einander
direkt benachbart sind.

Das Deckglas hat eins GroBle von 21 X 23 mm und ist 0,4 mm dick, seine
langen Kanten sind abgerundet und poliert. Wie schon bemerkt, ragen die
runden Ecken der Zahlflichen ein wenig unter dem Deckglas hervor. Fiir den
Fall, daB die Hohe der Zihlkammer anstatt 0,1 mm 0,2 mm betragen soll, wird
ein Deckglas benutzt, das mit einer entsprechenden Vertiefung versehen ist.

Auch fiir die Abmessung
des Blutes und die Mischung
mit der Verdiinnungsfliissig-
keit hat Biirker ein beson-
deres Verfahren angegeben,
wobei er die Anwendung von
Mischpipetten nach dem
Potainschen Prinzip ver-
wirft. Die Griinde, die er hier-
fir anfihrt, sind folgende.

Es ist leichter, Blut und
Verdiinnungsflissigkeit ge-
trennt exakt abzumessen.
Auch ist es einfacher, beim
MiBgliicken einer dieser Ab-
messungen nur die eine zu
wiederholen anstatt beider.
Weiter mufl nach seiner

) Meinung die Abmessung von
Abb. 50. Zihlnetz nach Biirker. Blut, wiesie fiir eine 200 fache
Verdiinnung notwendig ist,
mit dem gewohnlichen Melangeur ungenau ausfallen, da das Blut nur bis zur
Marke 0,5 aufgesaugt wird. Bei einer Verdiinnung 1:100 ist die Entfernung des
Skalenpunktes 1 von der Ampulle von Bedeutung. Liegt dieser Punkt nicht genau
am Beginn der Ampulle, wie es sein soll, sondern weiter entfernt von ihr, wie
es nicht selten vorkommt, so vermag die Mischperle eine griindliche Vermischung
des Blutes mit der in der Kapillare zwischen der Marke 1 und der Ampulle vor-
handenen Fliissigkeit nicht zu bewirken. Bei mangelhafter Benetzung der Innen-
wand der Ampulle kann es leicht zur Bildung von Luftblischen kommen, die die
Genauigkeit der Bestimmung beeintriichtigen. Ein weiterer Mangel des Mélangeurs
ist, daB man die Blutmischung nicht lingere Zeit in ihm aufbewahren
kann, um z. B. auch in den nichsten Tagen Kontrollzihlungen vornehmen
zu konnen. Endlich besteht beim Ausblasen des verdiinnten Blutes aus der
engen Kapillare die Gefahr der Entmischung, daneben ist die Ubertragung
des entleerten Tropfens in die Kammer wegen der Wahl der Gréfe des
Tropfens und hinsichtlich der Vermeidung von Luftblaschen oft mit Schwierig-
keiten verbunden.

Biirker hat daher eine besondere Pipette zur Abmessung des
Blutes und eine zweite Pipette zur Abmessung der Verdinnungs-
fliissigkeit konstruiert (vgl. Abb. 51).

Die Blutpipette faBt 25 cmm, die Linge des kapillaren Meraumes betrigt
80—90 mm. Infolgedessen wird der etwaige Fehler bei der Einstellung der
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Blutsaule auf die Marke auf ein Minimum reduziert. Die Marke selbst ist, wie
das schon Miescher empfohlen hatte, ringférmig; dies ermoglicht, den
Meniskus der Blutsiule in die Ebene der Ringmarke einzustellen und dadurch
die an der dickwandigen Kapillare auf Parallaxe beruhende Ungenauigkeit aus-
zuschalten. Endlich ist die Spitze der Pipette poliert und nicht matt, um sicher
entscheiden zu konnen, ob die Blutsiule wirklich bis zur Spitze reicht und keine
Retraktion der ersteren stattgefunden hat.

Die Verdiinnungsfliissigkeit wird mit einer Pipette abgemessen, die eine
Ampulle trigt. Beide Teile der Pipette, die in die Ampulle iibergehen, sind
Kapillaren, von denen diejenige, die in die Mischflissigkeit getaucht wird,

Abb. 51. Zihlapparat nach Biirker.

eine polierte Spitze tragt. Die Kapillare oberhalb der Ampulle besitzt eine Ring-
marke, iitber der die Kapillare sich etwas erweitert. Die Pipette ist eine Auslauf-
pipette. Bei Zimmertemperatur ist das Volumen der auslaufenden Fliissigkeit
4975 cmm. Da das abgemessene Blutvolumen 25 cmm betragt, so ist die er-
folgte Verdiinnung 1: 200.

Beide Pipetten werden mit Gummischlauch und Mundstiick zum Saugen
versehen.

Die Mischung des Blutes mit der Verdiinnungsfliissigkeit geschieht in
kleinen Glasbehiltern in Form von Rundkoélbchen (Abb. 51), an denen Ecken und
Kanten moglichst vermieden sind. Sie bestehen aus einem kugligen und einem
zylindrischen Teil, letzterer dient zur Aufnahme eines Stopfens aus nicht benetz-

6*
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barem Material (sauberer bzw. paraffinierter Kork). Man stellt die Kélbchen ver-
tikal auf, indem man sie auf kleine Glasschélchen oder ein Brett mit passenden
Vertiefungen setzt.

Eine dritte Pipette dient zur Ubertragung der Blutmischung in die
Zshlkammer. Diese Pipette besteht aus einem Glasrohr von etwa 5 mm Lumen
und 0,5 mm Wandstérke; an dem einen Ende ist sie bis auf 1 mm Lumen in eine
Spitze ausgezogen. Die ganze Lange der Pipette betrigt etwa 15 cm. Auf das
nicht verjiingte Ende ist eine Gummikappe gezogen.

Die Zahlung nimmt man nach Biirker in der Weise vor, da man zu-
nachst 4975 cmm Verdimnungsfliissigkeit (Hayemsche Losung) mit der be-
schriebenen Pipette, die vollstindig trocken sein muB, abmiBt und dieselbe
langsam in ein sauberes und vollstindig trockenes Rundkélbchen flieBen 1aBt.
Um die Pipette vollstdndig zu entleeren, setzt man ihre Spitze ein wenig oberhalb
des Flissigkeitsniveaus auf die Innenwand des Glask6lbchens auf, blist aus und
tupft ab. Nachdem der letzte Rest von Flissigkeit in das Kélbchen entleert
ist, verschlieft man dasselbe mit dem Stopfen und achtet von nun ab sorgfiltig
darauf, daB von der Fliissigkeit nichts an den Hals des Kolbens oder an den
Stopfen gelangt, da ja dies Quantum Flissigkeit der Vermischung mit dem hin-
zuzusetzenden Blut entgehen wiirde. Die Pipette soll die Fliissigkeit glatt aus-
laufen lassen; ist dies nicht der Fall, so reinigt man sie am besten in der Weise,
dafl man sie eine Nacht lang mit konzentrierter Schwefelsdure, der einige Kalium-
bichromatkristalle zugesetzt sind, stehen lat und sie am néchsten Morgen sorg-
faltig mit Wasser durchspiilt.

Nach der Abmessung der Verdiinnungsfliissigkeit mi8t man mit der anderen
Pipette die erforderliche Blutmenge ab. Der erste aus der Stichwunde tretende
Blutstropfen wird abgewischt, erst der zweite wird zur Blutentnahme verwendet.
Man geht mit der Spitze der Pipette in die Mitte des Tropfens, wobei man die
Pipette annshernd horizontal hilt und saugt soviel Blut auf, daB der Meniskus
der Blutsdule in die Ebene der Ringmarke oder etwas dariiber fillt. Nachdem
man die Spitze der Pipette auBen seitlich, d. h. ohne die Offnung zu beriibren,
sorgfaltig abgewischt hat, prift man, ob der obere Meniskus genau mit der
Ringmarke zusammenféllt. Steht er etwas dariiber hinaus, so bewirkt man seine
exakte Einstellung dadurch, daB man die Offnung der Pipette mit der gereinigten
Fingerkuppe kurz berithrt und dies evtl. wiederholt.

Nun wird das Blut in die Verdiinnungsfliissigkeit iibertragen. Man senkt
behutsam die Spitze der Blutpipette in die am Boden des Kélbchens befindliche
Mischfliissigkeit und blast das Blut langsam aus. Es diirfen dabei keine Luft-
blasen erzeugt werden. Um die Blutpipette vollsténdig zu entleeren, saugt man
mehreremal aus dem Kolbchen Verdiinnungsfliissigkeit auf und blast sie wieder
aus.

Die gleichmafige Vermischung des Blutes mit der Verdiinnungsfliissigkeit
geschieht dadurch, dafl man das mit dem Stopfen verschlossene Kolbchen vor-
sichtig in Spiraltouren, ohne zu schiitteln in der Richtung des Uhrzeigers und um-
gekehrt schwenkt und sorgfaltig vermeidet, dafl etwas von der Blutmischung
an den Hals oder den Stopfen des Kolbens gelangen kénnte. Damit ist die Mi-
schung des Blutes vollendet, und das Koélbchen kann nun beliebig lange Zeit
bis zur Entnahme einer Probe fiir die Zahlung aufbewahrt werden.

Die Reinigung der Pipetten nimmt man in der Weise vor, dafl man sie
zuerst mehreremal mit Wasser ausspiilt und bei der Blutpipette darauf achtet,
ob etwa etwas Fibrin sich im Innern derselben abgeschieden hat. Um dieses zu
beseitigen, fithrt man das abgerundete Ende eines weichen nicht rostigen Drahtes
(am besten Nickel) ein, spiilt wiederum mit Wasser nach und trocknet mit Ather-
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alkohol, wobei man sich, wie schon frither beschrieben, zum Durchsaugen von
Luft statt des Mundes besser eines Geblises oder einer Wasserstrahlpumpe
bedient.

Der Uberfithrung der Blutmischung in die Zahlkammer hat eine
sorgfiltige Reinigung derselben vorauszugehen. Die Kammer wird auseinander
genommen und die einzelnen Teile, namentlich die Zahlfliche, mit einem faser-
freien Leinewandlappen mit Wasser und Atheralkohol getrocknet, desgleichen
das Deckglas. Zu beachten ist, daf letzteres nach der Reinigung an den langen
Kanten nicht mehr mit den Fingern beriihrt werden darf. SchlieBlich ist es
zweckmiBig, die Zéhlkammer auf eine Unterlage von schwarzem Papier zu legen,
um die feinsten Féserchen zu erkennen, die noch zuriickgeblieben sind. Man
entfernt diese mit einem sauberen Haarpinsel.

Nun wird die Kammer zusammengesetzt. Man legt das Deckglas von der
breiten Seite des Objekttrigers her auf den Rand der Kammer und schiebt es
mit den beiden Daumen, wahrend beide Zeigefinger es gegen die Unterlage
driicken, so heriiber, daf} iiberall zwischen Deckglas und Stiitzplatten des Objekt-
trigers Newtonsche Streifen erster Ordnung (braune und schwarze) entstehen.
Man hilt das Deckglas unter Kontrolle der Streifen angedriickt und setzt wahrend-
dessen die Klammern zur Befestigung des Deckglases ein. Die Kammer kann
nur dann als richtig zusammengesetzt gelten, wenn die Newtonschen Streifen
dauernd sichtbar bleiben.

Man fillt die Kammer auf einer moglichst horizontalen Tischflache. Die
in dem Rundkoélbchen befindliche Blutmischung wird zunéchst nochmals sorg-
faltig gemischt, indem man das verschlossene Kélbchen, wie vorhin beschrieben,
etwa 2 Minuten lang umschwenkt. Man entnimmt dann dem Koélbchen mittels
der Ubertragungspipette ohne Zeitverlust eine kleine Menge der Blutmischung
und bringt sofort einen Tropfen auf den unter dem Deckglas vorspringenden
Teil der einen Zahlfliche der Kammer, worauf im Augenblick eine Fiillung der
Kammer erfolgt. Hierauf wird auch die andere Hilfte der Kammer gefiillt,
indem man das Mischkélbchen wiederum 2 Minuten lang schwenkt und in
der eben beschriebenen Weise mit einer zweiten Ubertragungspipette die andere
Zshlfliche mit dem verdiinnten Blut beschickt. Bei einer Kammerhéhe von
0,1 mm ist nach Ablauf von 1 Minute, bei einer solchen von 0,2mm nach 2 Minuten
die Sedimentierung der roten Blutkérperchen eine vollstandige.

Bevor man die Auszihlung beginnt, hat man sich von der gleichméBigen
Verteilung der Blutkérperchen auf der Zihlfliche zu iiberzeugen. Bis zu einem
gewissen Grade kann man bereits mit bloBem Auge mit Hilfe des Spiegels des
Mikroskops bei weiter Blende Ungleichheiten in der Zellenverteilung erkennen.
Betrachtet man namlich die Zihlfliche von oben her gegen einen im Spiegel
erscheinenden dunklen Hintergrund, so bilden die Blutkérperchen eine gelbliche
Tritbung. Ist dieselbe ungleichm#Big tiber die Zahlfliche verteilt, so mufl dieser
Teil der Kammer von neuem gefillt werden.

Die Auszihlung soll bei einer ungefihr 300fachen Vergrofierung erfolgen.
Man beginnt links oben im Zahlnetz und zihlt die Erythrozyten in den kleinen
Quadraten Transversalreihe fiir Transversalreihe durch, wobei man beziiglich
der an den Grenzlinien der Quadrate liegenden Blutkérperchen in der gleichen
Weise verfahrt, wie dies frither bei der Thomaschen Kammer beschrieben wurde.
Biirker bezieht bei der Ziahlung auf ein Quadrat samtliche frei in dem Quadrat
gelegenen Erythrozyten sowie diejenigen, die die obere und rechte Kante decken
oder dieselbe von innen oder auflen beriihren.

In shnlicher Weise geschieht die Auszdhlung, wenn man statt des Objekt-
netzmikrometers in der Zihlkammer eine Okularblende benutzt.
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Gezihlt werden stets mindestens 80 kleine Quadrate (bei Verdiinnung von Ver-
diinnung 1: 200 und !/;, mm Kammerhéhe) oder ein Vielfaches von 80, und zwar
immer die Hialfte mit der einen Zahlfliche, die andere Halfte mit der anderen.

Die Berechnung der Erythrozytenzahl in Kubikmillimeter ist sehr einfach.
Bei Auszéhlung von 80kleinen Quadraten hat man die gefundene Summe, da jedes

kleine Quadrat = 4 55 cmm
ist und die Verdimnung 200
betragt, mit 10 000 zu multi-
plizieren.

Will man bei der Zahlung
besonders minutios verfahren,
so kann man sich, um das
doppelte Zéahlen ein und der-
selben Zelle zu vermeiden, eines
von Biirker hierfiir ange-
gebenen auf Papier gedruckten
Schemas, das die Kammer-
einteilung wiedergibt, bedienen
(vgl. Abb. 52). In demselben
sind nur diejenigen Quadrate
abgebildet, in denen die Ery-
throzyten gezéhlt werden,
wahrend die Rechtecke und
die grofen Quadrate fortge-
lassen sind. Die Zahlen dienen
zur Orientierung, die Pfeile
bedeuten die Richtung, in der

Abb. 52. Schema nach Biirker zum Einzeichnen die Kammer verschoben wird,

des Zahlresultates. um die einzelnen Quadrate der

Reihe nach einzustellen. (Die

Schemata, auch fiir die Leukozytenzihlung, sind bei der Druckerei von Laupp
in Tubingen zu haben.)

Fir den Fall, daBl die mit der Blutmischung beschickte Kammer lédngere
Zeit bis zur Beendigung der Zahlung stehen muB, hat Biirker eine besondere

feuchte Kammer angegeben, die tiber die Zahlkammer gesetzt

wird und eine Verdunstung der Zshlmischung verhindert.

Dieselbe wird aus einem 20 mm breiten, 122 mm langen Strei-

fen von Zink- oder Nickelblech hergestellt, indem man den

Streifen entsprechend der Form der Kammer dreimal recht-

winklig umbiegt und die vierte Ecke zusammenlétet (Abb. 53).

An den beiden Léngsseiten bringt man kleine Ausschnitte an,

die den Klammern des Objekttragers Durchtritt gewahren.

Man belegt nun die Innenfliche dieses Metallrahmens mit

feuchten FlieBpapierstreifen und stellt ihn so auf die Zahlkam-

mer, daB letztere den Boden der feuchten Kammer bildet. Man

. kann schlieflich, wenn man gezwungen ist, die Zahlung fir

%bb' 53. Feuchte 1, oere Zeit zu unterbrechen, die feuchte Kammer auBerdem

ammer fir die . . .
Zihlkammer nach Von oben zudecken. Eine derartige feuchte Kammer wird
Biirker. dem Biirkerschen Zahlapparat beigegeben.

Die Genauigkeit seiner Zihlmethode hat Biirker zum Gegenstand ein-
gehender experimenteller Untersuchungen gemacht. Was zunichst den Einflufl
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des Luftdruckes und im speziellen schnell eintretender Luftdruckschwankungen
betrifft, was praktisch z. B. bei Untersuchungen im pneumatischen Kabinett
in Betracht kommt, so konnte Biirker zeigen, dafl seine Zahlkammer durch
dies Moment vollstindig unbeeinflufit bleibt. Zum Nachweis hierfiir benutzt
er das frither bereits (vgl. Thomasche Zshlkammer) erwahnte Prinzip des
Fizeau - Abbeschen Dilatometers. Wird die Zahlkammer mit dem Deckglas
bedeckt unter dem Rezipienten einer Luftpumpe einer starken und schnell zu-
nehmenden Luftdruckerniedrigung ausgesetzt, so zeigen die bei Beleuchtung
mit monochromatischem Natriumlicht becbachteten Interferenzstreifen keine
Verschiebung.

Auch der Einwand, daBl das Deckglas eine Durchbiegung erleidet und eine
Abnahme der Kammerhohe zu befiirchten sei, lie sich experimentell widerlegen.
Biirker wendet die gleiche Methode der Gewichtsbelastung an, die anléiBlich der
Kritik der Tho maschen Kammer frither Erwéhnung fand. Es erwies sich, daB bei
Anwendung dicker Deckglaser die Durchbiegung derselben nicht starker ist
als bei den fritheren Zahlkammern. Auch eine Anndherung des Deckglases in-
folge Kapillarattraktion findet nicht statt, da die Beobachtung ergibt, da nach
der Fillung der einen Kammerhélfte mit Flissigkeit die Newtonschen Streifen
der anderen Halfte keinen Ortswechsel zeigen. Auch Anderungen der Temperatur
innerhalb des untersuchten Intervalls von 10° lieBen an den Interferenzerschei-
nungen eine Anderung nicht erkennen.

Was die Genauigkeit anlangt, mit der die Abmessung der Fliissig-
keiten mit den Biirkerschen Pipetten moglich ist, so ergaben sich fiir die Ab-
messung der 4975 cmm Verdiinnungsfliissigkeit als grofite Abweichungen von dem
Mittelwerte aus einer Reihe von Abmessungen 0,001 bis 0,029,. Dieser sehr
geringe Fehler ist 100 mal kleiner als der Fehler der Zihlresultate. Der Fehler
bei der Abmessung der 25 cmm Blut betragt hochstens 0,39,. Beider Vermischung
des Blutes mit der Verdinnungsflissigkeit ist bis zu einem gewissen Grade mit
einer Entmischung der Blutmischung aus dem Grunde zu rechnen, weil die an-
gewendete Hayemsche Losung eine nur geringe Dichte (1,015) besitzt. Der
aus diesem Grunde von Biirker versuchte Zusatz von Glyzerin zu der Hayem-
schen Flussigkeit zwecks Zunahme des spezifischen - Gewichtes bewahrte
sich nicht. Praktisch kommt, wie seine Untersuchungen zeigten, der Fehler der
Entmischung dann nicht in Betracht, wenn die Mischung von Blut und Ver-
dimnungsfliissigkeit in der von Biirker angegebenen Form geiibt wird, d. h.
wenn das Schwenken der Koélbchen abwechselnd in entgegengesetzter Richtung
erfolgt. Eine Entmischung in der Ubertragungspipette wird im allgemeinen nicht
in bedenklichem Mafle entstehen, da das Lumen der Pipette weit ist. Versuche
mit einer paraffinierten Ubertragungspipette fithrten Biirker zu keinem be-
friedigenden Ergebnis. Das Eindringen der Blutmischung in den Kapillarraum
der Kammer bedingt, wie Biirkers Untersuchungen lehrten, keineEntmischung,
die Zellverteilung ist auf der Zahlfliche die gleiche in néachster Nahe und weiter
ab von der seitlichen Kammeréffnung. Dies gilt aber nur so lange, als die Kammer-
hohe um ein Vielfaches groBer ist als der Durchmesser der roten Blutkérperchen
(bei den Erythrozyten des Menschen ist dies Verhaltnis etwa 1:13); fir grofere
Erythrozyten kommt evtl. eine Kammer von 0,2 mm Hohe in Frage.

Betreffs der Fehlergréfe bei der Auszédhlung der roten Blutkérperchen
kam Biirker zu nachstehendem Resultat: Wurden an einer konstanten Blut-
mischung von 200facher Verdinnung 7 Zahlungen in je 80 Quadraten vorge-
nommen, so erwies sich der mittlere Fehler jeder einzelnen Zahlung zu 5,99%,
die maximalen Fehler zu + 4,5 und — 9,89, der mittlere Fehler des Mittelwertes
der 7 Zshlungen zu 3,09%,. Bei Auszdhlung von je 160 Quadraten betrug der
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mittlere Fehler jeder einzelnen Ziahlung 3,4%,, die maximalen Fehler 4 4,7
und — 5,49, der mittlere Fehler des Mittelwertes 1,39,. Bei 320 Quadraten
war der mittlere Fehler jeder einzelnen Zihlung 1,89%,, die maximalen Fehler
+ 2,1 und — 1,9, der mittlere Fehler des Mittelwertes 0,7%,. Eine Fehlerquelle
die sich der Untersuchung entzieht, falls man nur auf die Zahlfliche einstellt,
ist das Haften einzelner Blutkérperchen an der Unterfliche des Deckglases,
die Zahl dieser Erythrozyten betrigt etwa 0,49%,.

Bloch kam bei 8 Vergleichszahlungen mit der Thomaschen resp. Biirker-
schen Kammer zu dem Ergebnis, dal erstere regelmifig um 109, hohere Werte
liefert). Er bezieht dies auf die Thomasche Netzteilung, durch deren zahlreiche
Rinnen (Linien) die Erythrozyten festgehalten werden. Ich selbst bin mehr
geneigt, mit Riicksicht auf die frither dargelegten Untersuchungen von Brii-
nings die zu hohen Werte der Thomaschen Zahlkammer eher durch eine
fehlerhafte Zellanhdufung im Zentrum der Kammer unabhingig vom Zihlnetz
zu erkliren. '

Der Biirkersche Zahlapparat, die Zahlkammer und die beschriebenen
Pipetten auch fiir die Leukozytenzahlung werden zusammen in einem Etui
(Abb. 51) von den Firmen ZeiB-Jena und Leitz-Wetzlar geliefert.

Betreffs der Leukozytenzdhlung nach Biirker s. Seite 104.

Es sei zum SchluB nicht unterlassen, darauf hin-
l — I i zuweisen, daf es bei der Angabe der mit einer der ver-
schiedenen Zihlmethoden gefundenen Erythrozyten-
— l — zahl infolge der frither besprochenen Grenzen der Ge-

nauigkeit nicht angéngig ist, iiber die zweite Dezimale
hinauszugehen, da hierdurch eine Exaktheit der Me-
thode vorgetauscht wird, die sie nicht zu leisten vermag.

— =11 Zihlmethode von Hayem-Sahli.

. Es handelt sich hier um das Prinzip des frither
Ab};;ff ’ I? f‘;’i‘;l\f"stfﬁ’ll‘if“g beschriebenen ;,Hématimétre von Hayem-Nachet,
das Sahli auf Grund eigener Erfahrungen in bestimm-
ten Einzelheiten abinderte. Beibehalten wurde die Einrichtung des Ha ye mschen
Apparates insofern, als das Zihlnetz nicht in die Kammer verlegt ist, sondern
sich auBerhalb derselben am Mikroskop befindet. Und zwar ist es im Gegensatz
zur spiteren Konstruktion von Hayem (s. Seite 51) nicht unter die Zihl-
kammer verlegt, sondern findet sich nach Art der Okularmikrometer in dem
Okular des Mikroskops. Die Abmessung des Blutes und der Mischfliissigkeiten
wird in getrennten Pipetten vorgenommen, die Mischung erfolgt in besonderen
Gefaflen.

Sahli verfolgt bei der Vervollkommnung des Hayemschen Apparates
den Gedanken, ein Instrument zu schaffen, das dem Praktiker die Blutzéhlung
erleichtern soll. Auch ist dabei die Méglichkeit des Transportes der Blutmischung
ins Auge gefaBt.

Die einzelnen Bestandteile des bei E. Leitz-Wetzlar hergestellten Apparates
sind folgende:

Ein Zahlokular bestehend aus einem Okular III mit eingeschraubtem Zihl-
netz nach Hayem, das in Abb. 54 abgebildet ist. Als Zahleinheit dient das
grofe Quadrat, das in 16 kleine Quadrate geteilt ist, letztere dienen nur zur

1) Auch v. Koranyi beobachtete bei Anwendung der Tho maschen Kammer auffallend
hohe Erythrozytenwerte, die eine Polyzythimie vortduschten.
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Orientierung. Die Teilungslinien erscheinen tief schwarz auf hellem Grund. Um
eine scharfe Einstellung zu erméglichen, liBt sich die Augenlinse des Okulars
durch Ausziehen verschieben.

Anstatt der sonst iiblichen Mélangeure sind verschiedene Pipetten zum
Abmessen und besondere Mischtrége zum Verdiinnen des Blutes vorhanden.
Fiur die Abmessung der Verdimnungsfliissigkeit ist eine mit 2 Ampullen versehene
Pipette (Abb. 55) vorgesehen, mit der sich 500 bzw. 250 cmm abmessen
lassen. Die Pipette ist auf AusguB geeicht, es werden dadurch die beim Aus-
blasen entstehenden Verluste vermieden.

/
Abb. 57.

Mischtrog nach

Abb. 56. Pipette zum Abmessen des Blutes nach Sahli. Sahli.

Zur Abmessung des Blutes fiirdie Erythrozytenzihlung ist einein Abb. 56
abgebildete mit einer roten Marke versehene Pipette bestimmt, welche Teilungen
entsprechend 1, 2, 3, 4 und 5 cmm besitzt.

Ein kleiner Glastrog (Abb. 57) ebenfalls mit @_ﬂ - -\
roter Marke bezeichnet, dient zur Mischung des v
Blutes mit der Verdinnungsflussigkeit. Er 1a8t spb, 58. Spatel fiir die Mischung
sich mit einem eingeschliffenen Glasstopsel ver- nach Sahli.
schlieBen, so da die Blutmischung ohne Verluste
transportiert werden kann. Er kann mittels eines kleinen dazu gehérigen Metall-
fuBes aufgestellt werden. Das Umrithren der Mischung geschieht durch einen
besonderen kleinen Glasspatel (Abb. 58).

Abb. 59. Abb. 60.
Zsahlkammern nach Sahli.

Zwei Zsahlkammern mit planparallelen Deckglischen, von denen die
eine 1f;, die andere 1/;, mm tief ist, nehmen das verdinnte Blut auf
(Abb. 59 und 60). Sie unterscheiden sich von der gewdhnlichen
Thomaschen Kammer dadurch, daB sie keine Netzteilung
besitzen. Dagegen haben sie, wie Abb. 61 zeigt, am Boden
ein Quadrat von !/; mm Seitenlinge, das von drei konzen-
trischen Kreisen umgeben ist. Das Quadrat dient zur exakten
Einstellung der Kammer unter dem Mikroskop, wobei dasselbe
mit dem Quadrat des Okulars zusammenfallen muB. In der K Abb. gld
1/,o mm tiefen Kammer befindet sich auBerdem ein Mikrometer- d:r'%fﬁfisghzg
maBstab bestehend aus einem in 100 Teile geteilten Millimeter: Zahlkammer.
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Das Okularnetzquadrat ist von Sahli so bemessen, dafl bei einer Tubus-
lange von 170 mm unter Verwendung des Leitzschen Objektiv 6 die Seite des
groBen Okularquadrates mit der 1/; mm langen Seite des Quadrates der Zihl-
kammer zusammenfillt, mithin die Fliche des Okularquadrates diejenige des
1/,s qmm groBen Kammerquadrates genau deckt. Bei dieser Einstellung ent-
spricht also der Flacheninhalt des Okularquadrates ebenfalls !/,; qmm. Von
der richtigen Einstellung der Tubuslinge kann man sich demnach dadurch iiber-
zeugen, daB man beide Quadrate zur Deckung bringt. Bei Mikroskopen mit
Objektivrevolver wird unter Beriicksichtigung der Dicke des Revolveransatzes
die richtige Einstellung der Tubuslidnge bei einem anderen Teilstrich als 170 mm
erfolgen.

Abb. 62. Kreuztisch nach Sahli.

Bei Anwendung der Kammer von !/; mm Tiefe stellt daher der Inhalt der
Kammer iiber deren Quadrat 1/; - 1/ps = +1 - cmm dar, wihrend bei einer Kammer-
tiefe von 1/,o mm der entsprechende Kubus = 31 cmm ist.

An Stelle der geschlossenen Thomaschen Kammer kann man nach Sahli
mit Vorteil auch hier die Biirkersche Zahlkammer verwenden, die aber fur
diesen Zweck ohne Teilung und in zwei verschiedenen Ausfithrungen zu 1/;
resp. 1/, mm Tiefe hergestellt wird.

Als Objekttisch empfiehlt Sahli einen Kreuztisch mit automatischer Ein-
schnappvorrichtung (Abb. 62), die eine blinde Verschiebung der Zahlkammer in
zwei aufeinander senkrechten Richtungen um kleine Betrige erlaubt, wobei das
FEinschnappen beim Drehen fiihlbar ist. Durch Anwendung des verschiebbaren
Objekttisches wird bei Auszihlung des Zahlnetzes eine gréBere Sicherheit ge-
wiahrleistet, doch ist diese Einrichtung entbehrlich.

Uber die zur Zihlung der Leukozyten dienende entsprechende Einrichtung
vgl. Seite 105.
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Tabelle zur Bestimmung der Zahl der roten und weiffien
Blutkérperchen nach Hayem-Sahli.

Rote Blutkérperchen

’ WeiBe Blutkdrperchen

Blut: 2 mm
Verdiinnungsfliissigkeit: 500 cmm
Kammertiefe: 0,2 cmm

Multiplikations-Faktor 125 « %% = 81375

| Blut: 25 emm.
|Verdiinnungsfliissigkeit :
! 500 cmm

i Kammertiefe: 0,2 mm
| Multiplikations-Faktor

525
25 « — = 2625
‘ 1 25 6!

2. g |Zse| & [Esel & |Fse| = | Zse | -
B ND © b= NQ @ o X NQ © B RESRS ey N© ©
ESE| 3z |235| 3¢ |23 | =3¢ |82E| EE¢ | 235 | st
283 28 | 285 25 | 275 £ | §%% = | 2R Ze
88 8 5%‘35 2 555 g £5E 2 Sgs g
[=] [=] (=] [=] ’ [=]
40 1255000 80 | 2510000 | 120 3765000 | 160 5002000 ‘ 1,0 2625
41 1286375 81 | 2541375 | 121 3796375 | 161 5051375 1,1 2887
42 1317750 82 | 2572750 | 122 3827750 | 162 | 5082750 | 1,2 3150
43 1439125 83 | 2604125 | 123 3859125 | 163 5114125 ‘ 1,3 3412
44 | 1380500 84 | 2635500 | 124 3890500 | 164 5145500 ] 14 3675
45 1411875 85 | 2666875 | 125 3921875 | 165 5176875 1,5 3937
46 1443250 86 | 2698250 | 126 3953250 | 166 5208250 [ 1,6 4200
47 1474625 87 | 2729615 | 127 3984625 | 167 5239625 1,7 4462
48 1506000 88 | 2761000 | 128 | 4016000 | 168 | 5271000 1,8 4725
49 1537375 89 | 2792375 | 129 4047375 | 169 5302375 1,9 4987
50 1568750 90 | 2823750 | 130 4078750 | 170 5333750 2,0 5250
51 1600125 91 2855125 | 131 4110125 | 171 5365125 2,1 5512
52 1631500 92 | 2886500 | 132 4141500 | 172 5396500 2,2 5775
53 1662875 93 | 2917875 | 133 | 4172875 | 173 5427875 2,3 6037
54 1694250 94 | 2949250 | 134 4204250 | 174 5459250 2,4 6300
55 1725625 95 2980625 | 135 4235625 | 175 5490625 2,5 6562
56 1757000 96 | 3012000 | 136 | 4267000 | 176 | 5522000 2,6 6825
57 1788375 97 | 3043375 | 137 | 4298375 | 177 5553375 2,7 7087
58 1819750 98 | 3074750 | 138 4229750 | 178 5584750 2,8 7350
59 1851125 99 3106125 | 139 4361125 | 179 5616125 2,9 7612
60 1882500 | 100 | 3137500 | 140 | 4392500 | 180 | 5647500 3,0 7875
61 1913875 | 101 3168875 | 141 4423875 | 181 5678875 3,1 8137
62 1945250 | 102 | 3200250 | 142 4455250 | 182 5710250 3,2 8400
63 1976625 | 103 3231625 | 143 4486625 | 183 5741625 3,3 8662
64 2008000 | 104 | 3263000 | 144 | 4518000 | 184 5773000 3,4 8925
65 2039375 | 105 3294375 | 145 4549375 | 185 5804375 3,5 9187
66 2070750 | 106 | 3325750 | 146 4580750 | 186 5835750 3,6 9450
67 2102125 | 107 | 3357125 | 147 4612125 | 187 5867125 3,7 9712
68 2133500 | 108 | 3388500 | 148 4643500 | 188 5898500 4,8 9975
69 2164875 | 109 | 3419875 | 149 | 4674875 | 189 | 5929875 3,9 10237
70 2196250 | 110 | 3451250 | 150 4706250 | 190 5961250 4,0 10500
71 2227625 | 111 | 3482625 | 151 4737625 | 191 5992625 4,1 10762
72 2259000 | 112 | 3514000 | 152 4769000 | 192 6024000 4,2 11025
73 2290375 | 113 | 3545375 | 153 4800375 | 193 6055375 4,3 11287
74 2321750 | 114 | 3576750 | 154 4831750 | 194 6086750 44 11550
75 2353125 | 115 | 3608125 | 155 | 4863125 | 195 6118125 4.5 11812
76 2384500 | 116 | 3639500 | 156 4894500 | 196 6149500 4,6 12075
77 2415875 | 117 3670875 | 157 4925875 | 197 6180875 4,7 12337
78 2447250 | 118 | 3702250 | 158 4957250 | 198 6212250 48 12600
79 2478625 | 119 | 3733625 | 159 4988625 | 199 6243625 4,9 12862
200 | 6275000 5,0 13125
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Die Ausfiihrung der Erythrozytenzahlung mit diesem Apparat ge-
schieht in folgender Weise. Als Verdiinnungsflissigkeit wendet Sahli Hayem-
sche oder auch T oisonsche Fliissigkeit!) an, letztere um die Unterscheidung der
Leukozyten (z. B. bei Leukdmie) zu erméoglichen. Es wird zunéchst Verdiinnungs-
fliissigkeit mit der rotmarkierten Pipette und zwar 500 cmm abgemessen, die
man in den Mischtrog (ohne Ausblasen) ausfliefen laft. Hierauf miBit man mit
der rot bezeichneten Kapillarpipette Blut, im allgemeinen 2 cmm ab, bringt
dieses in die Verdiinnungsfliissigkeit und sorgt durch mehrfaches Auf- und Ab-
saugen fiir quantitative Entleerung der Kapillare. Nun wird grindlich mit Hilfe
des Glasspatels ungefiahr 5 Minuten lang gemischt. Unmittelbar nach dem Mischen
entnimmt man mit der Kapillarpipette oder einem anderen sauberen Kapillar-
réhrchen einen Tropfen und iibertragt ihn mit den bekannten Kautelen in eine
der oben beschriebenen Zihlkammern. Nachdem die gefiillte Kammer etwa
1 Minute lang auf horizontaler Flache gelegen hat und eine vollstindige Sedi-
mentierung der Blutkérperchen eingetreten ist, priift man in der frither be-
schriebenen Weise, ob eine gleichmiBige Verteilung der Zellen in der Kammer
stattgefunden hat. Ist dies der Fall, so legt man die Kammer auf den Objekt-
tisch des Mikroskops. Der Tubus des letzteren muf} so eingestellt sein, daBl, wie
oben gezeigt wurde, das Okularquadrat genau -5 qmm entspricht. Um das
Quadrat der Zihlkammer einzustellen, mul man hierfiir eine. Kammer ohne
Flissigkeit verwenden, da sonst die feinen Linien derselben verdeckt werden.

Um genaue Resultate zu erhalten, mufl man wenigstens 25 grole Quadrate
des Zahlokulars durchzihlen und dann den mittleren Wert des einzelnen grofien
Quadrates feststellen.

Das Ziahlresultat, das sich bei Auszahlung eines groBen Quadrates ergibt,
ist bei einer Kammer von !/; mm Tiefe mit 125 sowie mit der Zahl der Verdiinnung
(2:502 oder 1:251 =) 251 zu multiplizieren, d. h. im ganzen mit 31 375, um die
Erythrozytenzahl in 1 cmm zu erhalten. Bei einer Kammertiefe von !/;p mm
ist der Multiplikationsfaktor doppelt so groB.

Eine bei Leitz erhiltliche Tabelle (S. 91) ermoglicht es, an der Hand
der gefundenen Durchschnittszahl die entsprechende Erythrozytenzahl im
Kubikmillimeter direkt abzulesen. Man kann selbstverstéindlich aus ein und
derselben Mischung des Mischtrogs mehrere Proben zur Zshlung entnehmen,
muB nur jedesmal vorher griindlich umriihren.

Zihlmethode nach v. Griitzner.

Das Wesen der Griitznerschen Methode besteht darin, daB eine
nach dem Biirkerschen Prinzip konstruierte Zihlkammer ohne Zihlnetz an-
gewendet wird und die Auszéhlung mit

Hilfe einer Okularblende erfolgt.
Die Zahlkammer (s. Abb. 63) ist auf
einem Objekttrager von den gewshnlichen
Dimensionen montiert. In seiner Mitte ist
eine diinne rechtwinklige Glasplatte abcd
aufgekittet; zu beiden Seiten derselben
in einer Entfernung von mindestens 1 mm
Abb. 63. Zihlapparat nach Griitzner. sind zwei Glasleisten I I und II II ange-
bracht, deren Hohe diejenige der mittleren
Platte genau um 0,1 mm ibertrifft. Uber die Glasleisten wird das Deckglas
D, D, D, gelegt, das auf der Unterlage vermittelst zweier federnder Klammern

1) Ag. dest. 160,0, Glyzerin 30,0, Natr. sulfuric. 8,0, Methylviolett 5 B 0,025.
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(die in der Abbildung fehlen) aufgedriickt wird. Es entsteht dadurch ein spaltfor-
miger Raum von 0,1 mm Héhe, die Zihlkammer. Die richtige Lage des Deckglases
wird durch das dauernde Vorhandensein von N e wto nschen Farbstreifen angezeigt.

Die Verdiinnung des Blutes nimmt Griitzner nach dem Vorgang Biirkers
unter Anwendung zweier getrennter Pipetten in einem kleinen Mischkolben
vor und bringt von der Blutmischung einen kleinen Tropfen auf die mittlere
Platte der Zahlkammer bei B an den unteren Rand des Deckglases. Die
Fliissigkeit dringt sofort in den Spaltraum ein, dabei darf sie jedoch nicht iiber
den kleinen Graben rechts und links von der Zdhlplatte hinausgehen. War der
Apparat vorher sorgfiltig gereinigt, so sind die Erythrozyten vollstéandig gleich-
miBig in der Kammer verteilt.

Es werden nun die verschiedenen Bezirke der Zahlkammer mit einer Okular-
blende abgesucht. Die Blende (Abb. 64) besteht aus einer diinnen schwarz ge-
firbten Messingscheibe die genau den Okulartubus ausfiillt und drei gleich groSe,
in der Richtung eines Radius nebeneinanderliegende Quadratausschnitte von je
1 mm Seitenlénge enthalt. Das mittelste Quadrat ist 1 mm von der Mitte ent-
fernt. Bei einer bestimmten Einstellung des Mikroskops (s. u.) schneidet jedes
Quadrat genau 1/,,, qmm aus dem Gesichtsfeld der
Kammer aus. Ist die Kammer mit der Blut-
mischung beschickt, so ist in jedem der drei Qua-
drate eine Anzahl Erythrozyten sichtbar. Man
zdhlt nun zuerst die Blutkérperchen in dem dem
Zentrum am ndchsten gelegenen Quadrat, dreht

" dann das Okular im Sinne des Uhrzeigsrs so lange,
bis alle in dem Quadrat zuerst gezéhlten Erythro-
zyten verschwunden sind, zihlt von neuem, dreht
das Okular weiter und so fort, bis das Okular um
360° gedreht und das Quadrat an seinen alten
Platz zuriickgekehrt ist. In dieser letzten Stellung sy} 64 Okularblende nach
werden die Erythrozyten nicht von neuem gezahlt. Griitzner.
Jetzt geht man zur Zéhlung der Blutkérperchen in
dem zweiten Quadrat iiber, wobei man wie vorher durch Drehen der Blende
immer neue Blutkorperchen einstellt. SchlieBlich verfihrt man mit dem dritten
Quadrat in genau der gleichen Weise. Im ganzen werden so etwa 58 Quadrate
gezidhlt. Nun wird die Zahlkammer um etwa 0,5 mm verschoben, so daf in allen
Quadraten neue Erythrozyten erscheinen, die nun in der gleichen Weise unter
Drehung der Blende ausgezihlt werden. Im allgemeinen empfiehlt sich, mindestens
drei neue Einstellungen durch Verschieben des Objekttragers vorzunehmen und
im ganzen nicht unter 150 Quadraten zu zdhlen. Die Zahlung der halben
Erythrozyten, d.h. solcher Blutkérperchen, die durch eine Seite eines Quadrats
gerade halbiert werden, geschieht entweder so, dafl man sie tatséchlich als halbe
Erythrozyten zéhlt oder wenn sie an den dem Radius parallelen Seiten liegen,
ist es gestattet, das Quadrat eine Spur nach der einen oder anderen Richtung
zu drehen.

Die genaue Einstellung des Okulartubus in der Weise, dafl jedes Quadrat
genau 1/, qmm entspricht, nimmt Griitzner in der Weise vor, daB
er sich eines kleinen MaBstabes aus Glas bedient, auf dem 1 mm in 20 oder
mehr gleiche Teile geteilt ist. Das Okular wird nun solange verschoben,
bis die gegeniiberliegenden Seiten des Quadrates mitten durch zwei Teilstriche
des Objektmikrometers hindurchgehen, die um 1/, mm voneinander ent-
fernt sind. Bei der Ausmessung empfiehlt sich, auf den MikrometermaBstab
das gleiche Deckglas aufzulegen, das spater bei der Zahlkammer benutzt wird.
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Zihlmethode nach Roerdansz.

Roerdansz bedient sich zur Verdiinnung des Blutes der von ihm angegebenen
Mischpipette (vgl. Seite 76). Die von ihm empfohlene Zihlkammer hat
folgende Konstruktion (Abb. 65):

Ein plangeschliffener Objekttriger trigt drei parallele Glasleisten, die in
der Langsrichtung des Objekttrigers aufgekittet sind und absolut planparallele
Ober- und Unterflachen besitzen. Die beiden duBeren Leisten sind genau 0,1 mm
hoher als die mittlere. Letztere ist bedeutend kiirzer als die beiden anderen

Leisten. Die mittlere Leiste

tragt auf ihrer Oberfliche

eine Netzteilung (in der

Abb. 66 20fach vergroBert),

die bei einer Lange von

10 mm und einer Breite von

2 mm in 20 X 8 gréBere

Quadrate geteilt ist, deren

Seiten 0,25 mm lang sind.

Abb. 65. Zihlkammer nach Roerdansz. Durch doppelte Linien sind

je 16 dieser groferen Qua-

drate zu einem groBen Quadrat von genau 1 qmm zusammengefat. Ferner

sind die beiden mittelsten parallel zu den kiirzeren Seiten des Objekttrigers

gelegenen Quadratreihen von 1 qmm Fliache in noch kleinere Quadrate von

0,05 mm Seitenlinge geteilt. Diese kleinsten Quadrate sind fiir die Erythro-

zytenzihlung bestimmt. Sie sind so angeordnet, dafl angrenzend am oberen und

unteren Rande des Zahlnetzes je 80 Quadrate zu einem Quadratkomplex ver-

einigt sind, wihrend sich in der Mitte noch ein dritter Quadratkomplex be-

findet, der aus

180 Kkleinsten

Quadraten be-

steht. Es sind

auf dieseWeise

im ganzen 320

kleinste Qua-

drate vorhan-

den. Wie bei

der Biirker-

schenKammer

wird das Deck-

Abb. 66. Zahlnetz nach Roerdansz. glas durch Fe-

derdruck auf

die Unterlage aufgedriickt. Hierzu dient eine einarmige Blattfeder, die auf den

Glasleisten aufruht und mittels eines Stiftes mit Schraube, der in einer

Bohrung des Objekttragers steckt, befestigt ist (vgl. Abb.65). Die Feder trigt

einen ovalen Ausschnitt, dessen Langsdurchmesser ungefihr so lang wie die

mittlere Glasleiste ist. Seitlich triigt sie zwei nach unten gebogene Fiihrungs-

kanten. Das Deckglas ist 0,4 mm stark und ist an der nach dem Federarm

zu liegenden Kante nach unten in einem Winkel von 459, abgeschragt. (In

der Abb. 65 bedeutet das schraffierte Rechteck D das zur Hilfte iber die
Leisten geschobene Deckglas).

Die Fillung der Kammer geschieht dadurch, daB man nach sorgfiltiger
Reinigung derselben zunichst das Deckglas von der rechten Seite her unter
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sanftem Druck auf die beiden vorstehenden AuBenleisten schiebt, bis es mit
seiner abgeschriagten Kante unter die Feder zu liegen kommt. Bei korrektem
Aufliegen des Deckglases miissen iiberall, wo sich die Glasflichen beriihren,
Newtonsche Farbstreifen auftreten. Bevor das Deckglas weiter iiber die Kammer
geschoben wird, wird zunichst ein méafig groBer Tropfen Blutmischung aus der
Mischpipette (vgl. Seite 76) auf die mittlere Glasleiste seitlich vom Zahlnetz
gebracht. Hierauf wird sofort das Deckglas iiber den Tropfen hiniibergeschoben,
so daf} letzterer zum Teil auf das Zahlnetz zu liegen kommt. Nach einigen Minuten
beginnt man mit der Zéhlung. Zur Erleichterung der schnellen Berechnung der
Erythrozytenzahl hat Roerdansz Tabellen zusammengestellt, aus denen sich
die gesuchten Werte direkt ablesen lassen.

Roerdansz sieht in seiner neuen Kammer eine wesentliche Verbesserung
der bisherigen Zahlkammern, und zwar sowohl wegen der Art der Beschickung
der Kammer mit der Blutmischung, wobei die seitliche Verschiebung des Tropfens
fur die gleichméaBige Verteilung der Erythrozyten von Vorteil sein soll, als auch
hinsichtlich der Ausfithrung und Anordnung des Zahlnetzes, das die Zahlung
angeblich sehr erleichtert.

Da Nachuntersuchungen iiber die neue Kammer bisher nicht vorliegen und
auch mir selbst persénliche Erfahrungen tiber dieselbe nicht zu Gebote stehen,
so muf} die Darstellung hier sich auf die Registrierung der neuen Methode be-
schranken. Doch sei beziiglich der Ubertragung des Tropfens auf die Kammer
ein Bedenken ausgesprochen, das sich a priori erhebt. Es ist nicht einzusehen,
warum die Verschiebung des Tropfens durch das Deckglas ein besonderer Vorzug
der Methode zwecks griindlicher Durchmischung der Fliissigkeit sein soll.
Im Gegenteil liBit sich denken, dafl es, da der Tropfen an einer anderen
Stelle deponiert wird, als er definitiv zur Ruhe kommt, bei nicht sehr schnellem
Arbeiten zu einem Fehler durch die Sedimentierung der Erythrozyten kommt,
deren Bedeutung bereits oben (vgl. Seite 65) eingehend gewiirdigt wurde. Dem-
gegeniiber diirfte die von Biirker inaugurierte Methode, bei der das Deckglas
von vornherein fixiert wird und die Blutmischung lediglich durch Kapillaritit
an die richtige Stelle befordert wird, entschieden den Vorzug haben.

Zihlmethode nach Ellermann.

Es handelt sich hier um das gleiche Prinzip, das Ellermann und Er-
landsen einige Jahre vorher schon fiir die Leukozytenzidhlung (s. Seite 106) an-
gegeben hatten.

Das Blut sowie die Mischfliissigkeit werden mit getrennten Pipetten abge-
messen, die Mischung erfolgt in besonderen kleinen Mischgefaflen, von denen
man sich eine gréBere Zahl vorritig hilt (vgl. S.106). Die Zdhlung erfolgt in
einer der gebrauchlichen Zahlkammern. Im einzelnen besteht der Apparat aus einem
Holzstativ mit einer Reihe kleiner zylindrischer Gliser, die mit einer Glasperle zum
Umschiitteln und einem Gummistopsel versehen sind, sowie mehreren Pipetten,
von denen eine zur Abmessung des Blutes (fir die Erythrozytenziahlung 10 cmm)
und die anderen zum Abmessen der Ha ye mschen Losung (1990, 990 cmm usw.)
bestimmt . sind.

Man fiillt zundchst die entsprechende Menge Mischfliissigkeit in so viel
MischgefiBe, als man Bestimmungen vornehmen will, bringt das Stativ mit
den Glisern an das Krankenbett und mischt dort das mit der Blutpipette ent-
nommene Blutquantum mit der Verdiinnungsfliissigkeit in den Mischglasern,
die vorher mit dem Glasstift markiert sind. Selbstverstiandlich muf3 vor Ent-
nahme einer neuen Blutprobe die Blutpipette jedesmal sorgfiltig getrocknet
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werden. Die Glaser werden verschlossen und ungefihr 1/, Minute tiichtig ge-
schiittelt. Die Zahlung kann sofort oder auch erst am folgenden Tage erfolgen.
Unmittelbar vor der Zahlung miissen die Mischgefifle wiederum griundlich ge-
schiittelt werden. Die Ubertragung der Blutmischung in die Zahlkammer er-
folgt mit Hilfe der Blutpipette, mit der man etwa 10 cnm entnimmt, der aus-
flieBende Tropfen hat dann die richtige Grofe zum Fillen der Kammer.

Bei der Untersuchung von 10 verschiedenen Proben eines Standard-Oxalat-
blutes fand Ellermann bei einer Verdiinnung von 1: 100 und bei Auszidhlung
von 10 groBen Feldern der Thomaschen Kammer als mittleren Fehler 39,
der Mittelzahl?).

Zihlmethode von Krotkow.

Die Modifikation von Krotkow bezieht sich auf die Art der Abmessung
und Verdiinnung des Blutes; die Zahlung wird mit der Thoma - ZeiBschen
Zahlkammer vorgenommen.

Die Verdiunnungsflissigkeit, die Krotkow anwendet, hat folgende Zu-
sammensetzung :

Natr. sulfuric. . . . . . . ... 8,0
Natr.chlorat. . . . . . . ... 1,0
Hydrarg. bichlor. . . . . . . . . 0,5
Glyzerin. . . . . . ... ... 30,0
Aqua dest.. . . . . . .. ... 180,0

Dieselbe wird in einem Pyknometerkélbechen abgemessen, das eine Kapazitit
von ca. 5 ccm besitzt. Das Kolbchen ist dickwandig, damit es von der AuBen-
temperatur méglichst unabhéngig ist. Uber den Hals des Kolbens ist ein Gummi-
ring gezogen, der zum Halten des Kolbens dient. Der VerschluB des Kolbens
erfolgt mittels eines massiven glasernen Stopsels von konischer Form, der nicht
eingeschliffen, sondern nur genau eingepaft ist. Eine zentral durch den Stopfen
gefiihrte Kapillare erméglicht das Ablaufen eines Uberschusses von Fliissigkeit.

Die dem Apparat beigegebene Pipette ist eine enge Kapillare, die an einer
Stelle eine spindelformige Erweiterung trigt und einen ovalen Querschnitt zeigt.
Die Pipette hat mehrere ringformige Marken. Das Blut wird bis zu einer Marke
aufgesogen, bei der das Volumen der Pipette genau !/,,, des Kolbchens betragt,
und wird vorsichtig in die Verdiinnungsfliissigkeit im Kolben ausgeblasen. Man
erhalt auf diese Weise eine Verdimnnung von 1:200. Nun verschliet man das
Kolbchen mit einem Gummistopfen und schiittelt es langere Zeit in spiralférmigen
Touren, um eine griindliche Durchmischung zu bewirken, 148t hierauf, wie die
Vorschrift lautet, das Kolbchen je nach dem spezifischen Gewicht der Ver-
diinnungsfliissigkeit stets fiir ein und denselben Zeitraum von 15—30 Sekunden
ruhig stehen, damit, wie Krotkow angibt, die im ersten Augenblick herrschende
ungleiche Verteilung behoben wird. Nun wird die gleiche Pipette bis zu einer
bestimmten Marke in die Blutverdiinnung gesenkt und mit ihr ein bestimmtes
Quantum Flissigkeit aufgesogen und ein Tropfen in eine Thomasche Zihl-
kammer ubertragen.

Krotkow will mit seiner Methode sehr exakte Resultate erhalten haben,
was er mit der Art der Abmessung und Verdiinnung erklirt. Es ist aber
wohl zu bezweifeln, ob die Anwendung des Pyknometerprinzips in der be-
schriebenen Form sich auch in der Hand des mit derlei Instrumenten weniger
Vertrauten so bewédhrt, daBl grofere Ungenauigkeiten mit Sicherheit vermieden
werden. Der Rat, nach Herstellung der Blutverdiinnung dieselbe im Kolben

1) Methoden, mittels der die Blutkorperchenzahl an Trockenpriparaten bestimmt
wird, wurden auch von Eichhorn und Laporte sowie von Geissler angegeben.
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eine Zeitlang stehen zu lassen, erscheint keineswegs motiviert und birgt zweifel-
los die Gefahr in sich, daB3 in unberechenbarer Weise ein Sedimentieren der Blut-
korperchen stattfindet, wodurch enorme Fehler entstehen kénnen. SchlieBlich
kann nach den fritheren Darlegungen kein Zweifel dariiber bestehen, daB die
Thomasche Kammer im Vergleich zu den neueren Zihlkammern, speziell
der Biirkerschen, mit offensichtlichen Méngeln behaftet ist, die einen Ersatz
durch letztere wiinschenswert erscheinen lassen.

Die Zihlung der Leukozyten.

Alle Methoden, die die Zahlung der Leukozyten in der Raumeinheit be-

zwecken, haben einmal zu beriicksichtigen, daBl die Zahl der weiBlen Blut-
korperchen im Vergleich zu der der roten erheblich
geringer ist. Dementsprechend hat man im all-
gemeinen eine geringere Verdiinnung des Blutes
vorzunehmen, damit die Zahl der gezahlten Zellen
nicht zu klein ausfallt. Ferner sind die meisten
neueren Methoden bestrebt, die Erythrozyten,
die bei der Zahlung stéren wiirden, zu beseitigen.
Dies geschieht dadurch, daf} die roten Blutkérper-
chen durch Anwendung entsprechender Verdiin-
nungsfliissigkeiten zwar nicht aufgelost, aber un-
sichtbargemacht werden. Eine Reihe von Methoden
macht aulerdem von der Eigenschaft der Kerne
der Leukozyten, Farbstoffe aufzunehmen, Ge-
brauch, indem der Verdiinnungsflissigkeit ein
Farbstoff zugesetzt wird, der die Leukozyten
deutlich sichtbar macht.

Im allgemeinen lassen sich mit fast samt-
lichen Methoden, die hier fiir die Zahlung der Ery-
throzyten beschrieben wurden, unter Anwendung
gewisser Modifikationen auch die Leukozyten
zdhlen?).

So hat bereits Malassez mit dem compte-
globules & capillare artificiel sowie mit dem compte-
globules & chambre humide graduée die Zahlung
der Leukozyten vorgenommen. Hierbei wurden
die Erythrozyten nicht unsichtbar gemacht. Abb. 67. Mélangeur fiir Leuko-

Hayem zihlt die Leukozyten mit dem Nachet- zytenzihlung nach Thoma-Zei8.
schen Hématimétre, in dem er das Blut 100mal
verdiinnt und einegréBere Anzahl Quadrate mittelsdes Objektmikrometersauszihlt.

In Deutschland wurde lange Zeit ausschlieflich die von Thoma angegebene
Zahlmethode angewendet, die in genau der gleichen Weise wie firr die Erythro-
zytenzihlung ausgefithrt wird.

Leukozytenzihlung nach Thoma.

Als Mischgefal dient wie bei der Erythrozytenzihlung ein Mélangeur nach
dem Vorbilde der Potainschen Pipette (Abb. 67). Sie unterscheidet sich von der

1) Eine der Voraussetzungen fir den praktischen Wert der Leukozytenzihlung ist die
»,Homozenit#t“ des Blutes hinsichtlich der weiBen Blutkérperchen. Die Lehre Kjer - Peter-
sens von der Inhomogenitit des Blutes wurde hinsichtlich der Leukozyten von A. v. Bonsdorff
widerlegt.

v. Domarus, Blutuntersuchung. 7
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Erythrozytenpipette nur durch das Verdiinnungsverhiltnis, das hier 1:10 ist. Der
kapillare Teil ist auch hier in zehn gleiche Teile geteilt, in der Mitte findet sich
die Marke 0,5, dicht unter der Ampulle der Teilstrich 1, dicht {iber derselben
der Teilstrich 11. Bei der Auswahl der Pipetten sehe man darauf, daB die MeB-
kapillare nicht zu weit ist. In diesem Falle besteht die Gefahr, dal beim Auf-
saugen der Verdiinnungsflissigkeit nicht alles Blut quantitativ in die Ampulle
gelangt, sondern in Spuren im oberen Teil der Kapillare zuriickbleibt, was natiir-
lich betréchtliche Fehler bedingt. Als Verdiinnungsfliissigkeit wird 0,3 proz.
Essigsaure benutzt. Dieselbe macht die Erythrozyten unsichtbar, 16st sie indessen
nicht auf, wie Thoma behauptet. Dafl die Erythrozyten nicht aufgelést werden,
geht daraus hervor, dal wenn man in der Blutmischung die Saure neutralisiert,
die Erythrozyten wieder zum Vorschein kommen (Naegeli). Durch die Essig-
siure treten gleichzeitig die Kerne der Leukozyten starker hervor.

Man bringt unter den frither beschriebenen Kautelen einen Tropfen der
Blutmischung in die Thoma - Zeifische Zihlkammer und zahlt bei etwa
200facher Vergrofierung. Infolge der Verdimnung und wegen der geringen Zahl
der Leukozyten in der Raumeinheit darf man sich jedoch nicht auf die Zahlung
der Zellen innerhalb der Quadrierung beschréinken (in einem Gesichtsfeld finden
sich normal nur 10—20 Zellen). Thoma empfiehlt daher, das ganze Gesichts-
feld des Mikroskops als Flacheneinheit zu wihlen; man hat dabei durch Drehen
der Mikrometerschraube des Mikroskops darauf zu achten, da tatsichlich simt-
liche Zellen sich auf den Boden der Kammer gesenkt haben. Vorher hat man
die Oberfliche desjenigen Teils des Zihlkammerbodens auszumessen, der sich
in einem Gesichtsfeld befindet. Hierfiir empfiehlt Thoma als MaBstab die Felder-
teilung der Quadrierung der Kammer zu benutzen, die fiir die Zihlung selbst
nicht gebraucht wird. Durch Verschieben des Mikroskoptubus éndert man so
lange die Vergroflerung, bis der Durchmesser des Gesichtsfeldes genau ein ganzes
Vielfaches der Teilung des Zihlnetzes bildet. Bei gleichbleibender Dicke des
Deckglases kann man die ermittelte Stellung des Tubus fiir das entsprechende
Okular und Objektiv ein fiir allemal beibehalten und am Tubus markieren.

Fir die Berechnung ergibt sich, wenn der Durchmesser des Gesichtsfeldes
z. B. genau 11 Teilungen der Kammer entspricht, als Linge des Durchmessers
11 X /o mm (Seitenlinge jedes kleinen Quadrats =1/,; mm), daher fiir den
Radius 1/, X 11 X 1/, mm und fiir die Flache des Gesichtsfeldes (11/,,)2 X 7 qmm.
Der Rauminhalt, der sich iber dieser Fliache bei einer Tiefe von 1/, mm
erhebt, ist dann 0,1 X (11/,,)2 X 7z emm. Setzt man diese Grofle = @ und erhielte
man bei Durchzahlung von z. B. 50 verschiedenen Gesichtsfeldern, die man
unabhiingig von der Netzteilung durch Verschieben der Kammer einstellt,

50
im ganzen 950 Zellen, so wiren in 1 cmm Blutmischung %@ Leukozyten,

infolgedessen in dem Blute selbst, das 10fach verdiinnt war, X 10 = 7998

950
Leukozyten im Kubikmillimeter enthalten. 50 X @
Bezeichnet man allgemein die Zahl der durchgezihlten Gesichtsfelder
mit m, die Zahl der in diesen gefundenen Leukozyten mit Z und das Verdiinnungs-

verhaltnis mit 1: @, so enthilt das unverdiinnte Blut in 1 emm ZL>><<Z Leuko-

zyten. Hierbei ist @ = 0,1 n R2. In dieser Formel ist R der Radius des Ge-
sichtsfeldes in Millimetern; die Gréf3e @ wird ein fiir allemal fiir das betreffende
Mikroskop (s. 0.) ausgerechnet.

Thoma hat bereits selbst den Einwand widerlegt, daB die Verwendung
der 0,3 proz. Essigsiure zu einer teilweisen Zerstérung von Leukozyten Anlaf
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gebe, indem er vergleichende Zahlungen unter Anwendung einer indifferenten
Verdiinnungsfliissigkeit (Kochsalzlgsung) vornahm. Es ergab sich keinerlei
Unterschied zu ungunsten der Essigsaure.

Eine Untersuchung der GroBe der wahrscheinlichen Fehler der Mittel-
zahlen, die aus den Bestimmungen mehrerer Tage gewonnen wurden, lie8 er-
kennen, dafl die téglichen Schwankungen recht betrichtlich sind, und Thoma
ist der Meinung, daf} diese Schwankungen fast ausschlieflich die wahrschein-
lichen Fehler der Mittelzahlen bestimmen, so daf kein groBer Unterschied be-
steht, ob 300 oder 1000 Zellen geziahlt werden. Thoma hélt es daher fiir ge-
niigend, wenn man sich bei der Feststellung der Leukozytenzahl mit der Zihlung
von 300—600 Zellen begniigt.

Statt der 0,3 proz. Essigsdure kann man auch eine 1 proz. Losung verwenden.
Selbstverstandlich werden bei dieser Methode nicht nur die Leukozyten in der
Kammer sichtbar gemacht, sondern ganz allgemein sémtliche einen Kern fithren-
den Elemente des Blutes, so z. B. auch die Erythroblasten. Letztere werden,
wenn sie bei der Leukozytenzéhlung mit gezéhlt werden, im allgemeinen infolge
ihrer geringen Zahl keinen ins Gewicht fallenden Fehler bedingen. Will man
ganz korrekt verfahren, so kann man, nachdem man im gefirbten Trocken-
priparat das Zahlenverhéltnis der Erythroblasten und Leukozyten festgestellt
hat, erstere von der gefundenen Leukozytenzahl abziehen.

Handelt es sich um eine sehr starke Vermehrung der Leukozyten, wie bei
der Leukimie, so empfiehlt es sich, um Fehler beim Auszéhlen der Kammer zu
vermeiden, statt der 10fachen Verdiinnung eine 100fache zu wahlen, und zwar
durch Anwendung der Erythrozytenpipette.

Reinert bemingelt an der Thomaschen Methode die Anwendung der
Essigsidure als Verdinnungsflissigkeit, da hierbei das mikroskopische Bild wenig
iibersichtlich sei, insbesondere sei eine Unterscheidung der Leukozyten von
konglomerierten Blutplittchen oft nicht leicht, was eine rasche Zihlung er-
schwert. Nach dem Vorgang von Léwit, der eine 1 proz. NaCl-Lésung mit einem
Zusatz von etwas Gentianaviolett zur Farbung der Leukozytenkerne verwendete,
empfiehlt Reinert eine Kombination der Thomaschen mit der Léwitschen
Verdiinnungsfliissigkeit, die er beide zu gleichen Teilen anwendet.

Auch Tirk farbt die Leukozyten in der Kammer mit einem Anilinfarbstoff.
Die sebhr zweckmifBige Losung, die zu empfehlen ist, hat folgende Zusammen-
setzung:

Acid. acet.glacial. . . . . . . .. ... .. 3,0
Aqua dest. . . . . . .. .00 0oL 300,0
1 proz. Gentianaviolettlosung . . . . . . . . 2,0—3,0

SchlieBlich hat Pappenheim (GrundriBl) fir die Leukozytenzidhlung eine
5 proz. Essigsdure mit einem Zusatz von 0,025 bis 0,03 Methylgriin oder Vesuvin
auf 250 ccm Séure empfohlen. Nach seiner Meinung ist die 0,3 bis 0,5 proz.
Essigsdure zum Unsichtbarmachen der Erythrozyten zu schwach, da letztere
durch dieselbe nicht vollig aufgelost werden, so dafl die Stromata iibrigbleiben
und Gerinnsel bilden, in denen die Leukozyten festgehalten werden. Dieser Auf-
fassung vermag ich nicht beizupflichten, doch hat sich ihm die Anwendung
einer stirkeren Siure in manchen Fillen bewdhrt, wo eine Pachydermie
der Erythrozyten vorlag. Ist dieselbe jedoch stark ausgeprigt, so geniigt
auch eine Konzentration von 59, nicht, um die Erythrozyten unsichtbar zu
machen.

Die Anwendung von farbstoffhaltigen Verdiinnungsfliissigkeiten zur Differen-
zialzihlung der Leukozyten in der Kammer siehe S. 108.
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100 Zihlung der geformten Elemente des Blutes.

Eine Schwiiche der Leukozytenzdhlung mit der Thomaschen Kammer be-
steht vor allem in der zu kleinen Ausdehnung der quadrierten Flache. Es ging
daher das Bestreben einer Reihe von Forschern dahin, Kammern mit einer
groBeren Zahlflache zu schaffen.

Ziahlkammern mit erweitertem Zihlnetz.

Zihlkammer von Zappert.

Hier ist die Erweiterung des Thomaschen Zahlnetzes lediglich dadurch
erreicht, daB (Abb. 68) das von der urspriinglichen Thomaschen Teilung gebil-
dete Kreuz durch Umrandung mit vier geraden Linien zu einem grofen Quadrat
vervollstandigt ist, und zwar ist je 1 mm von jeder Grenzlinie des Zahlnetzes eine
Parallelezu dieser gezogen. Dasdadurch gebildetegrofle Quadrathateine Seitenlange

von 3 mm, die Zahlkammer
ist daher 9mal groBer als die
Thomasche Kammer und
enthalt auBer der im Zen-
trum gelegenen feinen Netz-
teilung vier gleich grofle
Quadrate, die sich aus
Rechtecken von 1/, resp.
4/,0 mm Breite und 1 mm
Hohe zusammensetzen, so-
wie vier grole Eckquadrate,
die nicht weiter geteilt sind.

Zihlkammer nach
Elzholz.

Elzholz konstruierte
eine Kammer (Abb. 69), die
die Verbesserung der Zap-
pertschenZahlkammer da-
durch anstrebt, daf} die vier
groen Eckquadrate der
Zappertschen Teilung

Abb. 68. Zahlkammer nach Zappert. durch ein System von léings
verlaufenden Parallelen in

eine Reihe von Rechtecken zerlegt werden, die eine Breite von 1/, resp. 4/5, mm
und eine Héhe von 1 mm haben. Die Netzteilung nach diesem Prinzip erleichtert
schon erheblich die Auszihlung der auBerhalb der feinen Teilung gelegenen Zellen.
Die Hohe der Kammer ist wie bei der Thoma - ZeiBschen Zahlkammer 0,1 mm.

Zihlkammer von Friedldnder.

Friedlander konstruierte speziell fiir die Leukozytenzahlung eine Kammer,
die eine Tiefe von 0,222 mm besitzt. Die Quadrierung besteht aus 16 X 16 Qua-
draten, deren Seitenlinge statt 0,05 wie bei der Thomaschen Kammer je
0,3 mm betrigt. Die Anordnung der Quadrate ist die gleiche geblieben,
nur wurde die doppelte Konturierung jedes 5. Quadrats fortgelassen. Im
ganzen sind also 256 Quadrate fiir die Zihlung vorhanden. Die Berechnung

geschieht nach der Formel f—l—x Z M bedeutet die Zahl der Quadrate, Z die

MXQ'



Zahlkammern mit erweitertem Zihlnetz. 101

Zahl der in ihnen gezihlten Leukozyten, @ den Kubikinhalt der "Kammer

iiber einem Quadrat (= 0,09 X 0,222 =0,0198), A den Grad der Verdiinnung.
Als Verdinnungsfliissig-

keit benutzt Friedlander

im Verhaltnis 1: 10 eine

1proz. NaCl-Losung, die

mit Gentianaviolett ziem-

lich intensiv gefarbt ist und

eine 1/,proz. Essigsiure.

Zihlkammer von Tiirk.

Tiirk geht ebenfalls von
derurspriinglichenThoma-
schen Netzteilung aus, die
er dadurch erweitert, daf3
er die von Zappert und
Elzholz angegebene Ver-
vollstandigung des Zahl-
kreuzes benutzt. Die Ver-
besserung der Elzholz-
Kammer geschieht in der
Weise, dall den senkrechten
Teilungslinien derselben im
Bereich der duBleren Qua-
drate ein zweites auf dem
ersten senkrecht stehendes
Liniensystem in der glei-
chen Anordnung hinzuge-
fugt ist (Abb. 70). Um
ferner die Grenze zwischen
der feinen Teilung des zen-
tral gelegenen Quadrat-
millimeters und der peri-
pheren deutlich hervor-
treten zu lassen, laBt Tiirk
beide Liniensysteme an
jeder Seite vom Rande der
groflen Kammer her stets
mit einer Rechteckreihe von
1/, mm Breite beginnen.
Ferner ist der Rand der
Kammerteilung, um ihn
als solchen sofort erkennen
zu konnen, dadurch be-
sonders markiert, dafl die
duBerste Rechteckreihe an
jeder Seite der Kammer
durch eine in der Mitte ge- Abb. 70. Zihlkammer nach Tirk.
zogene Linie noch einmal
geteilt ist analog der Markierung jeder 5. Quadratreihe des alten Thomaschen
Zihlnetzes. Die GroBe der ganzen Zihlfliche betragt auch hier 9 qmm. Bei der
Leukozytenzahlung benutzt Tirk die ganze Kammer nur in den Fillen, wo

Abb. 69. Zihlkammer nach Elzholz.



102 Zahlung der geformten Elemente des Blutes.

eine Leukopenie besteht; im iibrigen halt er es fiir geniigend, etwa 5 qmm aus-
zuzéhlen, indem auBer der zentralen Teilung aus jedem Quadranten je 1 qmm
benutzt wird, also z. B. die vier Eck-
quadrate, um etwaige UngleichmiBig-
keiten in der Verteilung moglichst aus-
zugleichen.
Tiirk fand mit seiner Kammer bei der
Auszihlung sowohl von 5 wie von 9 qmm
einen mittleren Fehler von 1,2 bis hoch-
sten 5,59, und einen wahrscheinlichen
Fehler von 0,8 bis hochstens 3,7 %,

Zihlkammer von Breuer.

Auch hier betrigt die Zéhlfliche 9 qmm
(Abb. 71). Die einzelnen Quadratmilli-
meter sind auf zwei gegeniiberliegenden
Seiten von einfachen Linien (in der Ab-
bildung vertikal) begrenzt, wihrend die
Abb. 71. Zshlkammer nach Breuer.  Senkrecht dazu verlaufenden Trennungs-
linien in einem kleinen willkiirlich ge-
wihlten Abstand auf jeder Seite von je einer Nebealinie begleitet sind. Diese
Einrichtung bezweckt lediglich, an allen Teilen des Zahlnetze