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ie quantitative und qualitati-
ve Analyse der Zellen des
peripheren Blutes, eine der
dltesten Methoden des medi-
zinischen Laboratoriums, ist bis heu-
te eine der praktisch wichtigsten dia-
gnostischen Basisuntersuchungen ge-
blieben. Die Bezeichnung ,,Blutbild“
gibt anschaulich die Tatsache wieder,
dal verschiedene Einzelparameter
gemeinsam und vergleichend gewer-
tet werden missen, um aufgrund der
Modelle der Bildung, der Verteilung
und des Abbaus der Blutzellen zu ei-
ner pathophysiologisch korrekten In-
terpretation zu gelangen.

Veridnderungen der Blutbildpa-
rameter sind entweder Folge der Re-
aktion des gesunden Blutzellsystems
auf umwelt- oder krankheitsbedingte
Anforderungen, oder Ausdruck einer
primédren oder sekunddren Erkran-
kung des blutbildenden Systems
selbst, die hdufig zu einer verminder-
ten oder fehlenden Regulationskapa-
zitat fihrt. AuBerhalb der Norm lie-
gende Werte, zum Beispiel eine neu-
trophile Leukozytose bei bakteriellen
Infekten, konnen also Zeichen einer
normalen Reaktion, numerisch nor-
male Werte Ausdruck einer fehlen-
den Reaktion der Blutzellbildung
sein (3).

Die Blutzelldiagnostik ist ein
haufig am Anfang der diagnostischen
Kette stehender Teil der Stufendia-
gnostik; die richtige Interpretation
korrekt bestimmter Blutbildparame-
ter weist oft den kiirzesten und wirt-
schaftlichsten Weg zur endgiiltigen
Krankheitsdiagnose. =~ Methodische
und technische Fortschritte der ver-
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Die Parameter des Blutbildes gehdren zur Basisdiagnostik sehr vieler Erkran-
kungen. Der technisch-methodische Fortschritt, insbesondere die zunehmende
Verwendung leistungsfihiger Analysenautomaten, erlaubt eine Verkiirzung
der Bearbeitungszeit bei gleichzeitiger Erhéhung der Analysenqualitdt. Um
Fehlbestimmungen und diagnostisch relevante Fehlbeurteilungen zu vermei-
den, mijssen der im Laboratorium Verantwortliche die allgemeine himatologi-
sche Diagnostik, der behandelnde Arzt die wichtigsten Bestimmungsprinzipien
und ihre Fehlermdglichkeiten kennen. Hamatologische Laboratorien sollten
sich an Ringversuchen zur externen Qualititssicherung beteiligen.

Das Blutbild

Sachgerechte Erstellung und

Bewertung der Ergebnisse

gangenen Jahrzehnte haben die Préa-
zision und Richtigkeit der Bestim-
mung der Blutbildparameter bei
gleichzeitiger Verkiirzung der Bear-
beitungszeit wesentlich verbessert
(1). Dazu gehorten:

(D Die Einfiihrung und Standar-
disierung der Cyanmethdmoglobin-
methode zur Bestimmung der Ha-
moglobinkonzentration.

(@ Die Standardisierung der
Héamatokritbestimmung durch Zen-
trifugation in Kapillaren einheitli-
chen Durchmessers.

(® Der Ersatz der Zahlkammer-
methoden durch die Zellzahlbestim-
mung mit Hilfe der apparativen Par-
tikelzdhlung, mit der aus arbeitstech-
nischen und statistischen Griinden
eine wesentlich hohere Prézision zu
erreichen ist. Die Impedanzmessung
(,Coulter-Prinzip*) (Coulter, TOA-
Sysmex, Abbott, Roche) oder die La-
serlichtstreuung (Technicon, Ortho)
erlaubt neben der reinen Partikel-
zahlung gleichzeitig die Bestimmung
des Volumens jeder gezdhlten Zelle
und damit die Ermittlung von Gro-
Benverteilungskurven.

@ Die Erginzung der mikro-
skopischen Auswertung des Diffe-
rentialblutbildes durch die Quantifi-
zierung einzelner Zellformen, mittels
Durchflu3zytometrie, auch als ,,auto-
matisiertes Differentialblutbild“ be-
zeichnet.

Unter dem Begriff , Blutbild“

wird die Bestimmung folgender Para-
meter zusammengefal3t:

1. Hamoglobin-
konzentration (Hb)

Erythrozyten werden durch hy-
potone Losungen hdmolysiert, das
geloste Hamoglobin mit Drabkin-
scher Losung zu Cyanhdmoglobin
oxydiert, dessen Konzentration pho-
tometrisch bestimmt und iber Eich-
kurve in die Himoglobinkonzentrati-
on des Vollblutes umgerechnet wird.
Dieses Prinzip wird sowohl bei der
Einzelbestimmung im Photometer
als auch bei der Verwendung von
mehrkanaligen  Blutbildautomaten
angewandt. Das Ergebnis wird in g/l
oder g/dl ausgedriickt (Tabelle). Die
Angabe in mol/l hat sich (aufler in
den neuen Bundesldndern) nicht
durchgesetzt und wird von dem In-
ternationalen Komitee fiir Standardi-
sierung in der Hamatologie (ICSH)
nicht empfohlen. Eine starke Ver-
mehrung kernhaltiger Zellen fiihrt
ebenso wie eine ausgeprégte Lipdmie
durch Lichtstreuung zur Messung
falsch hoher Werte. Bei Leukozyten-
zahlen von > 100 x 10%l ist eine kor-
rekte Bestimmung der Hdmoglobin-
konzentration nicht moglich. Der
Grad einer Anidmie kann in diesen
Fillen nur aufgrund des Mikrohdma-
tokrits beurteilt werden. >
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2. Hamatokrit (Hk)

Als Hématokrit wird der Volu-
menanteil der Erythrozyten am Voll-
blut (korrekter wire deswegen die
Bezeichnung Erythrokrit) bezeich-
net. Der Hamatokrit wird bei Einzel-
bestimmung durch Zentrifugation in
Kapillaren (sogenannter Mikrohé-
matokrit) mit optischer Ablesung des
Jroten“  Erythrozytenanteils ermit-
telt. Der im englischen Sprachraum
tibliche Terminus PCV (packed cell
volume) fiir das Ergebnis dieser Be-
stimmungsmethode  hat sich in
Deutschland nicht durchgesetzt. Bei
der Blutbildanalyse in mehrkanaligen
Automaten wird der Hdmatokrit aus
dem Erythrozytenvolumen und der
Erythrozytenzahl errechnet. Da bei
der Kapillarzentrifugation Restplas-
ma zwischen den gepackten Erythro-
zyten verbleibt, stimmen die Ergeb-
nisse beider Methoden nicht genau
iberein. In der Praxis ist diese Ab-
weichung nur bei sehr hohen Ery-
throzytenzahlen, zum Beispiel bei
Polycythaemia vera, oder bei ausge-
prdgten Formanomalien der Erythro-
zyten (zum Beispiel bei der Sichel-
zellandmie) von Bedeutung.

3. Erythrozytenzahl

Die Bestimmung in der Zahl-
kammer ist wegen der niedrigen Pri-
zision und des hohen Arbeitsauf-
wands obsolet, die Streulichtmessung
bei Verdnderungen von Erythrozy-
tengroBe und Erythrozytenform un-
zuverléssig. Nur mit der apparativen
Partikelzdhlung kann eine akzeptab-
le Prézision erreicht werden. Auch
bei korrekter Kalibrierung und Be-
dienung des Zidhlgerats kdnnen pro-
benabhédngige Fehler dadurch auftre-
ten, daf3 sehr kleine Erythrozyten
oder Erythrozytenfragmente als
Thrombozyten, sehr grole Thrombo-
zyten als Erythrozyten gezdhlt wer-
den. Technisch nicht eliminierbare
Fehler ergeben sich aus der Bildung
von Erythrozytenaggregaten, so daf3
zum Beispiel bei chronischer Kalte-
agglutininkrankheit die Erythrozy-
tenzahl zu niedrig, das MCV (unter
Umstédnden bis zu unplausiblen Wer-
ten von iber 150 fl) zu hoch be-
stimmt wird.
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Tabelle: Einheiten der Blutbildparameter. Empfehlungen des Internationalen Komitees fiir
Standardisierung in der Hamatologie (ICSH)
Parameter empfohlene Einheiten éltere Einheiten
Héimoglobin g/l 160 g/dl 16
Himotokrit vol/vol 0,44 % 44
Erythrozyten gyl 5,0 10%/ul 5,0
MCV fl 85 fl 85
MCH Pg 30 Pg 30
MCHC g/l 340 g/dl 34
Retikulozyten G/l 0,050 %0 10
Leukozyten G/l 50 1/pl 5000
Leukozytenarten® % 60 % 60
G/l 3,0 1/ul 3000
Thrombozyten G/l 250 1/ul 250 000
T = Tera = 10'%, G = Giga = 10°
Als Beispiel wurden Einzelwerte normaler Referenzbereiche fiir Erwachsene gewihlt.
* Am Beispiel neutrophiler Granulozyten: relative und absolute (auf Volumeneinheit
Vollblut bezogene) Werte. , Altere” Einheiten gelten als anschaulicher und werden vor
allem miindlich noch vielfach verwendet.

Die Erythrozytenzahl ist als Ein-
zelparameter fiir die Feststellung ei-
ner Andmie nicht geeignet, da sie bei
ausgepragter Mikrozytose, etwa bei
Thalassdmien oder schwerem Eisen-
mangel im mittleren oder oberen
Normalbereich liegen kann. Thre Be-
deutung liegt in der Bestimmung ab-
geleiteter (errechneter) Eigenschaf-
ten der Erythrozyten.

4. Mittleres
Erythrozytenvolumen
(MCV)

Die Bestimmung dient der dia-
gnostisch wichtigen Einteilung der
Anéamien in mikro-, normo- und ma-
krozytdire Formen. Die Messung
durch Impedanz oder Laserlichtstreu-
ung liefert GroéBenverteilungskurven,
aus denen das mittlere Erythrozyten-
volumen errechnet wird. Zu beachten
sind prdanalytische Fehler bei der
Versendungvon Blutproben: Liegt die
Zeit zwischen Abnahme und Analyse
iiber 12 Stunden, so steigt das MCV
durch Wassereinstrom in die Zellen
an. Dagegen ist die Zellzahlbestim-
mung bei iiblichen Versandbedingun-
gen bis etwa 24 Stunden nach Abnah-
me moglich. Die Bestimmung der
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Price-Jones-Kurve als Korrelat der
Erythrozytengrof3enverteilung ist ver-
lassen.

5. Hémoglobingehalt des
einzelnen Erythrozyten
(MCH)

Da die Ermittlung dieses Wertes
eine korrekte Bestimmung der Ery-
throzytenzahl voraussetzt, ist die An-
gabe nur bei automatisierter Erythro-
zytenzahlbestimmung sinnvoll. Der
Wert wird aus Erythrozytenzahl und
Himoglobinkonzentration errechnet
oder (Bayer/Technicon) direkt gemes-
sen. In der iiberwiegenden Mehrzahl
der Andmien ist das MCV und das
MCH linear korreliert. Mikrozytire
entsprechen also hypochromen, nor-
mozytare normochromen, makrozyta-
re hyperchromen Anamien. Analysen-
fehler ergeben sich aus den unter 1.
und 3. genannten Fehlerquellen.

6. Mittlere zellulare
Héamoglobin-
konzentration (MCHC)

Dieser Wert wird in Mehrkanal-
geraten aus mittlerem Erythrozyten-



volumen und Hédmoglobinkonzentra-
tion errechnet. Wegen der bereits ge-
nannten Parallelitdt des Erythrozy-
tenvolumens und des Hamoglobinge-
halts des Einzelerythrozyten bei sehr
vielen Veranderungen des roten Blut-
bildes bleibt die MCHC meist kon-
stant und ist dadurch ein geeigneter
Parameter, um probenabhéngige oder
systematische Fehler zu entdecken.

7. Retikulozytenzahl

Die Bestimmung erfolgt nach
wie vor mikroskopisch durch Ermitt-
lung des Anteils der durch Supravi-
talfarbung kenntlich gemachten jiing-
sten Erythrozyten im Ausstrich. Das
Ergebnis wird entweder in Promille
(in den angelsidchsischen Léndern
meist in Prozent) oder umgerechnet
tiber die Erythrozytenzahl in 10%/1 an-
gegeben. Retikulozyten sollten nicht
an eingesandten Blutproben  be-
stimmt werden, da abhéngig von
Transportzeit und Temperatur Reti-
kulozyten ausreifen und/oder Arte-
fakte entstehen, die zu groben Be-
stimmungsfehlern fiihren.

Bisheute ungeldstistdas Problem
der statistisch bedingten niedrigen
Prizision bei verminderten, normalen
oder nur gering erhéhten Retikulozy-
tenzahlen. Der Retikulozytenanteil
kann zwar mit weit hoherer Prézision
durchfluzytometrisch bestimmt wer-
den; dies ist allerdings bisher nicht mit
den liblichen Blutbildautomaten, son-
dern nur mit speziellen Gerdten mog-
lich, deren Anschaffung sich nur fiir
einzelne Laboratorien mit sehr hoher
Analysenzahl lohnt.

8. Zahl der kernhaltigen
Zellen

Sie wird allgemein als Leukozy-
tenzahl bezeichnet, schlieBt aller-
dings auch kernhaltige rote Vorstu-
fen ein, falls diese im peripheren Blut
vorkommen. Bestimmungsprinzip so-
wohl mikroskopisch in der Zdhlkam-
mer als auch in Automaten ist die
Ziahlung der Zellkerne nach Hamoly-
se in hypotoner Losung. Im Gegen-
satz zur Erythrozytenzdhlung ist die
Kammerzihlung der Leukozyten
durchaus noch iiblich, da aufgrund
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der physiologisch héheren intra- und
interindividuellen Variabilitit eine
geringere Prézision vertretbar ist (2,
5). Diagnostisch relevante Zahlfehler
sind selten.

Bei der Bewertung der Leukozy-
tenzahl ist besonders zu beachten,
daf Blutbildparameter die Moment-
aufnahme eines dynamischen Ge-
schehens darstellen. Vor allem die
Zahl der nur wenige Stunden im Blut
verbleibenden Neutrophilen kann,
unter anderem in Abhéngigkeit von
den Abnahmebedingungen kurzfri-
stig stark schwanken. MéaBig veran-
derte Werte miissen immer kontrol-
liert, eindeutig auflerhalb des Norm-
bereichs liegende Werte immer
durch Anfertigung eines Differenti-
alblutbildes ergidnzt werden.

9. Thrombozyten

Die Thrombozyten werden nach
Héamolyse der Erythrozyten in der
Kammer gezahlt, wobei die meist
verwendete hypotone Ammonium-
oxalatlosung ihrer Aggregationsnei-
gung entgegenwirkt. Die Verwen-
dung von Phasenkontrast erleichtert
die Unterscheidung von Verunreini-
gungen gleicher Grofle. In Automa-
ten erfolgt die Zahlung ohne Hamo-

lyse, wobei die Thrombozyten auf--

grund ihres kleineren Volumens
elektronisch von den iibrigen Zellen
separiert werden. Fehlerquellen sind
dabei Partikel dhnlicher Grofie, zum
Beispiel abgescherte Zytoplasmabe-
standteile bei Leukdmien oder eine
Uberlappung der Zihlfenster bei
sehr grofien Thrombozyten oder sehr
kleinen Erythrozyten.

Die wichtigste probenabhéngige
Fehlerquelle ist die Pseudothrombo-
zytopenie aufgrund einer Aggregat-
bildung in vitro bei gesunden Perso-
nen. Da dieser Artefakt bei einem
Teil der Betroffenen durch Antikoa-
gulation mit Heparin statt mit EDTA
zu vermeiden ist, hat man sie auch
als ,,EDTA-Thrombozytopenie* be-
zeichnet. Fehldiagnosen aufgrund ei-
ner Pseudothrombozytopenie hdufen
sich, seit die Thrombozytenzahl auch
ohne Vorliegen einer Blutungsnei-
gung in Automaten ,mitbestimmt®
werden. Sie kann aus der Diskrepanz
zwischen unter Umstdnden stark ver-

minderter Thrombozytenzahl und
fehlender Blutungsneigung vermutet
und bei Durchsicht des Blutaus-
strichs nachgewiesen werden.

10. Differentialblutbild

Die konventionelle Auszdhlung
von 100 Leukozyten im panoptisch
gefarbten Blutausstrich wird in gro-
Beren Laboratorien, zum Beispiel in
Laborgemeinschaften, zunehmend
durch die apparative Quantifizierung
der einzelnen Leukozytenformen mit
Hilfe der Durchflulzytometrie er-
setzt. Die Anteile der normalen Leu-
kozytenformen werden dabei mit we-
sentlich hoherer Prédzision und mit
geringerem Zeitaufwand bestimmt.
Die methodischen Grundlagen der
Zellerkennung sind je nach Gerit
verschieden: Ein Bestimmungspara-
meter ist immer die Zellgrofe, mit
der sich Granulozyten, Monozyten
und Lymphozyten unterscheiden las-
sen. Bei den neuen Gerdten von
Coulter und TOA-Sysmex wird eine
weitergehende Unterscheidung mit
Hilfe der Laserlichtablenkung und
zusétzlicher physikalischer Parame-
ter, bei Gerdten von Bayer (Techni-
con) mit Hilfe des zytochemischen
Nachweises von Myeloperoxidase er-
reicht. Die Ergebnisse werden dem
Kliniker in Form der gewohnten Pro-
zentanteile und der absoluten Zahl
jeder Zellklasse pro ul oder 1 Vollblut
mitgeteilt.

Die Problematik der automati-
sierten  Leukozytendifferenzierung
liegt unter anderem in der Tatsache,
dafl der anfordernde Arzt als End-
nutzer der erstellten Befunde keine
genaue Einsicht in die hochentwik-
kelte Analysentechnik hat, die me-
thodenspezifischen  Fehlerquellen
nicht kennt und deswegen die Befun-
de als gegeben hinnimmt. Experten
sprechen von dem ,,Verlust der Un-
mittelbarkeit” als einem allgemeinen
Problem hochtechnisierter Gesell-
schaften. Es ist wichtig zu wissen, daf3
morphologisch auffillige Zellen nicht
klassifiziert werden koénnen, sondern
bestenfalls zu Warnsignalen des Ge-
rites flihren oder als grof3e unklassi-
fizierbare Zellen (Technicon) zusam-
mengefalit werden. In solchen Fillen
ist die mikroskopische Beurteilung
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des Ausstrichs durch einen morpho-
logisch geschulten Untersucher not-
wendig. Kleine, lymphozytendhnliche
atypische Zellen, zum Beispiel bei
akuten lymphatischen Leukdmien
oder niedrig malignen Non-Hodgkin-
Lymphomen mit nur gering erhdhter
Zellzahl werden unter Umstdnden
als (normale) Lymphozyten regi-
striert. Die Zahl der Blutbasophilen
(die allerdings nur selten von diagno-
stischer Bedeutung ist) wird von den
meisten Gerdten nicht zuverldssig
angegeben, Stab- und Segmentkerni-
ge nicht unterschieden.

Die Diskussion der Vorziige und
Nachteile der verschiedenen Identifi-
kationsmethoden und der Technik
der heute verfiigbaren Geréte iiber-
schreitet den Rahmen dieser Arbeit.
Zur Vermeidung schwerwiegender
Fehldiagnosen miissen die Ergebnis-
se von dem mit dem verwendeten
Gerdt und der Hamatomorphologie
vertrauten  Laboratoriumspersonal
und vom anfordernden Arzt sorgfil-
tig auf Plausibilitdt gepriift werden.
Jeder Zweifel erfordert die mikro-
skopische Ausstrichkontrolle!

SchluBbemerkungen

Die beschriebenen Fortschritte
der Methodik bei der Erstellung des
Blutbildes fiihren nur dann zu einer
Verbesserung der Diagnostik, wenn
die verfiigbaren technischen Mog-
lichkeiten methodisch korrekt ge-
nutzt werden. Zuséatzlich zu den aus
der klinischen Chemie bekannten
Fehlern gibt es bei der Bestimmung
der Blutbildparameter weitere Feh-
lerquellen, zum Beispiel die von Plas-
maeigenschaften abhingige Entmi-
schungsgeschwindigkeit der Blutzell-
suspension, die vielféltigen morpho-
logischen und biophysikalischen Zell-
verdnderungen bei Blutkrankheiten,
schlechte oder schlecht gefarbte Aus-
striche und schliefSlich ungeniigende
Erfahrung des Untersuchers. Sie
konnen teilweise durch externe
Qualitétssicherungsmafinahmen, das
heiflt durch Ringversuche aufgedeckt
werden (1, 4). Nach Schatzungen der
Industrie, die sich auf die Anzahl ver-
kaufter Gerdte stiitzen, werden etwa
an 20 000 Stellen in den alten Lén-
dern der Bundesrepublik Parameter
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des kleinen Blutbildes untersucht; in
etwa 5000 dieser Laboratorien wer-
den komplette Blutbilder inklusive
der Thrombozyten und des (automa-
tisierten) Differentialblutbildes er-
stellt. Ringversuche fiir die Hdmoglo-
binbestimmung, fiir die Zellzdhlung
und die mikroskopische Auswertung
des Differentialblutbildes werden
seit vielen Jahren von den beiden von
der Bundesidrztekammer benannten
Referenzinstitutionen!  angeboten.
Dagegen sind externe Mafinahmen
zur Qualitétssicherung fiir das auto-
matisierte Differentialblutbild tech-
nisch noch nicht moglich.

Erst vor wenigen Monaten wur-
de beschlossen, die Basisparameter
des Blutbildes in den Pflichtenkata-
log der nach den Richtlinien der
Bundesédrztekammer zu kontrollie-
renden Analyte aufzunehmen, ob-
wohl das Prinzip der externen Quali-
titssicherung erstmals anhand der
Héamoglobinbestimmung durch die
von Heilmeyer in Deutschland be-
griindete Hamometer-Priifstelle ein-
gefilhrt wurde. Auch international
hat die Standardisierung der Himo-
globinbestimmung den Anstof3 zur
Entwicklung der externen Qualitéts-
kontrolle gegeben. Bisher nehmen
nur etwa 1000 Laboratorien, das
heiBt etwa 5 beziehungsweise 20 Pro-
zent, gemessen an den oben genann-
ten Zahlen, freiwillig an derartigen
Ringversuchen teil. Sie haben nach
den vielfach dokumentierten Erfah-
rungenvon INSTAND invielen Fillen
zur Behebung methodisch bedingter
Bestimmungsfehler beigetragen.

Externe Qualitdtssicherungs-
mafinahmen sind tiber die Erfassung
der quantitativen Blutbildparameter
hinaus auch zur Verbesserung der
morphologischen Beurteilung des pe-
ripheren Blutbildes und der zytologi-
schen Beurteilung des Knochen-
markaspirats geeignet und notwen-
dig. Wéhrend die Qualititskontrolle
die quantitativen Blutbildparameter

! Institut fir Standardisierung und Doku-
mentation im medizinischen Laboratorium
{(INSTAND) e. V. (kleines Blutbild, Differen-
tialblutbild, Knochenmark-Zytologie), Post-
fach 44 02, Dusseldorf

Deutsche Gesellschaft fir Klinische Chemie
(kleines Blutbild, Differentialblutbild), Post-
fach 1501 39, Bonn
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und die technischen Variablen (Ge-
rateauswahl, Gerdtewartung, Ei-
chung, MeBprobenquantitit, Analy-
senablauf) erfaflt, dient sie bei der
Erkennung morphologischer Para-
meter der Verbesserung der Inter-
pretationsfahigkeit des Untersuchers.
Externe Ringversuche der Hamato-
morphologie sind geeignet, Fortbil-
dungsdefizite bei Arzten und medizi-
nischem Laboratoriumspersonal zu
erkennen und sind damit Instrumen-
te der Fortbildung selber.

Bis zu dem Zeitpunkt, zu dem
die Basisparameter des kleinen Blut-
bildes in die Anlage 1 der Richtlinien
der Bundesdrztekammer zur Quali-
tatssicherung aufgenommen sind, ist
allen Laboratorien, die Blutbildun-
tersuchungen durchfithren, dringend
zu raten, nicht nur regelmafBig inter-
ne QualititssicherungsmaBnahmen
durchzufiihren, sondern auch auf
freiwilliger Basis an den Ringversu-
chen der oben angegebenen Refe-
renzinstitutionen teilzunehmen.
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