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Zahlkammer

1) Was ist eine Zahlkammer und wo wird sie eingesetzt?

Die Zahlkammer ist ein PrdzisionsmeBgerdt aus optischem Spezialglas. Sie wird verwendet, um
Zellen oder andere Partikel in Suspensionen unter dem Mikroskop zu zdhlen. Hauptsdchlich
werden Zahlkammern zur Z&hlung von Zellen im Blut (z.B. Leukozyten, Erythrozyten, Thrombozyten,
etc...) und zur Zellz&dhlung im Liquor verwendet. AuBerdem dienen Zdhlkammern auch der
Z&hlung von Bakterien, Sperma und Pilzsporen.

2) Bauprinzip:

— 2 — A
Alle Z&dhlkammern weisen das gleiche -
Bauprinzip auf. L
uprinzip au 7#%/
S/

In einer rechteckigen Grundplatte
aus optischem Spezialglas in der
GroBe eines Objekttragers, befinden sich im mittleren Drittel vier Ldngsnuten, die parallel zu den
kurzen Seiten verlaufen. Die beiden gréBeren AuBenfl@chen sind unbearbeitet und dienen der
Beschriftung. Der Mittelsteg und die beiden AuBenstege sind plangeschliffen und poliert. Die
Oberfldche des Mittelsteges ist etwas tiefer gegenlber den beiden AuBenstegen. In den
Mittelsteg (Kammerboden) sind die Z&hinetze eingraviert.

0.1mm
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Wird ein Deckglas auf die AuBenstege aufgelegt, so entsteht zwischen der Unterseite dieses
Deckglases und dem Mittelsteg der Z&hlkammer ein Kapillarspalt.

3) Ausfihrung und Kennzeichnung der Zahlkammer:

Ausflihrung:
einfache Ausfuhrung - Mittelsteg ungeteilt doppelte Ausfiihrung - Mittelsteg geteilt
(ein Z&hlnetz) (zwei Zahinetze)

AuBerdem unterscheidet man..

» AusfUhrung mit dunklen Linien: Bei den Standard Z&hlkammern wird die Netzteilung in den
Kammerboden eingraviert und ist unter dem Mikroskop als Gitter dunkler Linien zu sehen.

» AusfUhrung mit hellen Linien: Bei diesen Z&hlkammern ist das Netfz in eine sehr dunne,
durchsichtige Metallschicht strukturiert. Durch die hellen Linien entsteht ein scharfer
Kontrast gegenuber dem dunkleren, metallischen Hintergrund. Dies ermdglicht eine
wesentliche Arbeitserleichterung.
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Kennzeichnung:
Auf die beiden unbearbeiteten Seitenfldchen der Zdhlkammer sind folgende Angaben gedruckt:
e das System des Zdhinetzes
» der Name und das Warenzeichen
» die Kommertiefe in mm
« die Flche des kleinsten Quadrates in mm?

4) Herstellung und Qualitatsaussagen:

Zahlkammern sind Prézisionsgerdte und in-vitfro Diagnostika, die Uberwiegend im medizinischen
Labor eingesetzt werden. In der Europdischen Gemeinschaft durfen daher nur zugelassene, CE-
markierte Z&hlkammern verwendet werden. Alle von Marienfeld vertriebenen Zdahlkammern
werden entsprechend der gultigen Eichordnung und DIN-Norm hergestellt,

Herstellung von Blutzéhlkammern:

Die Fertigung. die mehrere Teilschritte und Zwischenkontrollen umfaBt, soll hier in groben Zigen
beschrieben werden:

Das Mittelfeld (Kammerboden) und die beiden AuBenfelder werden geschliffen und poliert.
Hierbei kommt es auf die Ebenheit und die Genauigkeit der Kammertiefe an. Diese Vorgaben
sind in der DIN-Norm 12874 festgelegt. Das Mittelfeld wird je nach Teilung (z.B. Neubauer 0,1 mm)
abgesenkt. Es werden auch andere Tiefen (0.2 mm /0.5 mm / sowie Sondertiefen) gefertigt.
Nach diesen Arbeitsgdngen wird die Teilung des entsprechenden Zdhlnetzes auf das Mittelfeld
aufgebracht und anschlieBend folgt der Beschriffungs- und Einbrennvorgang. Eine strenge
Endkontrolle, die sich nach den Anforderungen der gultigen DIN-Norm und Eichvorschrift richtet,
beendet die Herstellung.

Anforderungen an die Qualitéitskontrolle:
Die Grenzabweichungen betragen laut DIN-Norm 12874:

« fuUr die Kaornmertiefe im Bereich eines Z&hlnetzes + 2 % des Sollbestandes

» fUr Abstdnde von weniger als 0,4 mm zwischen beliebigen Netzlinien +2um

o flr Abstdnde von 04 mm oder mehr zwischen beliebigen Netzlinien £+ 05 % des
Sollabstandes

» fur die Winkel der Netzeinteilung + 10

« die Breite der Teilstriche darf nicht gréBer als 5 um sein.

Die Ebenheitstoleranz nach DIN 7184 Teil 1 betragt:
» fUr den Kaommerboden im Bereich des Zdhinetzes 2 pm
» fur die Auflageflchen 2 pm
+ fur die Deckgldser 3 um (Anforderungen siehe auch DIN 58 884)
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5) Fullen der Zahlkammer:

Aufschieben des Deckglases:

Die AuBenstege werden mit destilliertem
Wasser befeuchtet und das Deckglas

dann mit sanftem Druck von vorn auf die -
Z&hlkammer aufgeschoben. ,ﬁ/é ~ P /
/

Vorsicht: Bruchgefahr des Deckglases!

Die Ausbildung von Interferenz-Linien (Newton’sche Ringe) zwischen AuBenstegen und Deckglas
zeigt, daB das Deckglas richtig aufgesetzt ist.

Beschicken:

Die gut gemischte Pipette wird vom Schuttler
genommen und die ersten Tropfen
verworfen.

Die Pipette von auBen trockenwischen und
dann schrdghalten, bis sich ein kleiner
Tropfen an der Pipettenspitze gebildet hat.
Diesen Tropfen bringt man an die Stelle
zwischen Deckglas und Zéahlkammer.

Durch Kapillarwirkung fullt sich der Spalt
zwischen Deckglas und Kammerboden.
Noch bevor die verdunnte Blutlbsung an den
Randern des Kammerteils Uberquellen kann,
muB die Pipettenspitze bereits wieder
beiseite gezogen werden. Sind Luftblasen
sichtbar oder ist die Flussigkeit Uber die
Rander in die Rinnen Ubergequollen, so muB
die Kammer gereinigt und erneut beschickt

/ﬂ# .
werden. ﬁ/ %
L 7

Verwendete Blutmischpipetten:

+ Leukozytenpipette (weiBe Perle) —F I &I@
» Erythrozytenpipette (rote Perle)
. —F— B @@
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6) Auszdahlen der Teilchen:

Z&hltechnik: I | o O ®

Das Auszdhlen setzt genaue Kenntnis Uber die Grenzlinien :jﬁ—. ® |
der verwendeten Zahlkammern voraus. Die Abbildung zeigt d

die 3-fach Linien des Neubauer improved Systems. o

O

Damit Zellen, die auf oder an Begrenzungslinien liegen,
nicht doppelt gezdhlt oder bei der Z&hlung Ubergangen ® o 1
werden, halte man sich an bestimmte Regeln (z.B. siehe ; ® @
Abbildung rechts). o

Gezdhlt werden alle Zellen innerhalb des definierten : ]
MeBbereiches. U#g@é%
o O

Mitgezdhlt werden die an 2 (1) Seiten, z.B. an der linken und oberen MaBlinie, an- oder
aufliegenden Zellen (schwarz markiert). Dies gilt auch fur die Art des eigentlichen
Z&hlvorganges, der maanderférmig erfolgen soll.

Die Auszdhlung erfolgt in der linken oberen Ecke | .29 qo
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Bemerkungen zum Auszdhlen:

a) Bei allen Kammerzahlungen muB die Blende des Kondensators
am Mikroskop weitgehend geschlossen sein.

b) Die Differenz der gezdhlten Zellen in den GroBquadraten und Gruppenquadraten darf nicht
mehr als 10 Zellen betragen.

c) Bei dallen Zellzdhlungen mussen Doppelbestimmungen durchgefuhrt werden.Nach dem
Auszdhlen des oberen Z&hinetzes wird als Kontrolle in gleicher Weise noch das untere Zahinetz
ausgezdhlt. Dabei ist darauf zu achten, daB die Zellsuspension nicht bereits eingetrocknet ist.
Dies kann vermieden werden, wenn die untere Kommer erst kurz vor der Ausz&hlung gefullt
und nach der Sedimentationszeit ausgezdhlt wird.

d) Die Differenz zwischen den Summen der Auszdhlung beider Zéhinetze darf nicht mehr als 10
Zellen betragen. Der Mittelwert der Z&hlungen wird dann in die Berechnungsformel eingesetzt
bzw. mit dem entsprechenden Faktor multipliziert.
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7) Berechnung

Formel:
Anzahl Zellen

= Zellen pro 1pl Blut
ausgezihlte Fliche (mm?) x Kammertiefe (mm) x Verdiinnung

Beispiel: Kammer: Neubauer improved

a) Leukozyten:

1. Ausgezdhlte Zellen 161 Leukozyten

2. Ausgezdhlte Fldche 4 Quadrate (=4 x 1T mm?2) = 4 mm?2
3. Kammertiefe 0,1 mm

4. Verdunnung 1: 20

161 161 x 20
; = = 8050 Leukozyten / 1pl Blut
4 mm? x 0,1 mm X /5 4x0,1x1ul

b) Erythrozyten:

1. Ausgezdhlte Zellen 507 Erythrozyten

2. Ausgezdhlte Fldche 5 Quadrate (=5 x 0,04 mm?2) = 0,2 mm?
3. Kammertiefe 0,1 mm

4. Verdunnung 1: 200

507 507 x 200
1 = — = 5,07x10%1ul = 5,07 Mio. Ery. / 1l Blut
0,2 mm2 x 0,1 mm X /5 0,2 x 0,1 ul

8) Reinigung von Zdhlkammern:

Sofort nach durchgefuhrter Z&hlung wird das Deckglas abgenommen und die Zdhlkammer mit
Wasser oder, falls erforderlich, mit einer milden Reinigungsldsung gereinigt. AnschlieBend wird die
Kammer mit einem weichen Tuch abgetrocknet oder mit Aceton abgespuilt.
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9) Kurzbeschreibung verschiedener Zahlkammern:

Die verschiedenen Systeme von Zdhlkammern unterscheiden sich in der AusfUhrung des
Z&hinetzes und der Kammertiefe. Das Z&hinetz besteht aus einer quadratischen Netzteilung, die
erst unter dem Mikroskop (ca. 100fache VergrdBerung) sichtbar wird. Nachfolgend wird die am
meisten verwendete Z&hlkammer beschrieben:

Neubauer-improved:
Dies ist die heute bevorzugte Z&hlkammer.,

GroBquadrat: T mm?2
Gruppenqguadrat: 0,04 mm?2
Kleinstquadrat: 0,025 mm?2

Die Kammertiefe betréigt 0,100 mm. Die Netzteilung dieser Kaommmer weist 3 mal 3 groBe Quadrate
von je T mmz2 Fléche auf.

Die 4 Eckquadrate werden fiir die Leukozytenzdéhlung verwendet.

Das groBe Quadrat in der Mitte ist zus&tzlich unterteilt in 5 mal 5 Gruppenqguadrate mit einer
Seitenldnge von je 0,2 mm und einem Fldcheninhalt von je 0,04 mma2, Die Gruppenquadrate sind
wiederum in 16 kleinste Quadrate von je 0,0025 mm?2 unterteilt.

Finf dieser Gruppenquadrate werden fiir die Erythrozytenzéihlung verwendet.

Besondere Beachtung verdient, dass die Kammer allseitig dreifache Grenzlinien aufweist, von
denen die miftlere Linie als die eigentliche MaBlinie anzusehen ist. Dies ist wichtig fur die
Beurteilung, ob Zellen, die im Grenzbereich liegen, mitzuz&hlen sind oder nicht.

Fuchs-Rosenthal:

Fur die Zellz&hlung im Liquor wird am hdaufigsten die Fuchs-Rosenthal-Kammer, hellinige
AusfUhrung, verwendet. Es wird die gesamte Fldche, die 4 x 4 GroBquadrate aufweist, ausgezdhlt.
Diese Z&hlkammer unterscheidet sich von den Ublichen Kammern zur Blutzellenzahlung nicht nur
durch den gréBeren Flcheninhalt (16 mm?) sondern auch durch die gréBere Kammertiefe (0,2
mm) und damit durch den gréBeren Rauminhalt (3,2 ub).

Gesamftfliche: 16 mm?2
Tiefe: 0,2 mm?2
Rauminhalt: 3,2 ul

Neubauer:
Im Gegensatz zu der moderneren ,Neubauer improved™ ist das GroBgquadrat der Neubauer-Kammer in
nur 4 x 4 Gruppenguadrate aufgeteilt. Die Kammertiefe betréigt 0,1 mm.

GroBquadrat: T mm?2
Gruppenqguadrat: 0,04 mm?2
Kleinstquadrat: 0,0025 mm?2
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Blrker:

Das Z&hinetz ist in 9 groBe Quadrate von je T mm Seitenldnge und je 1 mm? Fl&che geteilt. Diese
werden fur die Leukozytenzdhlung verwendet. Jedes GroBquadrat ist in 16 Quadrate von je 0,2 mm
Seitenldnge und je 0,04 mm?2 Fl&che geteilt. Diese Quadrate entsprechen also gréBenmdaBig den
Gruppenqguadraten (und dienen der Erythrozytenzdhlung), sind aber nicht weiter unterteilt.

Tark:

Die Netzteilung dieser Kammer entspricht maBstabmdaBig der friheren Neubauer-Kommer, d.h. die
Kammer ist in @ groBe Quadrate von je T mm?2 Fldche unterteilt. Das Quadrat in der Mitte entspricht der
alten Thoma-Netzteilung, d.h. es weist 4 x 4 Gruppenquadrate mit einem FlGdcheninhalt von je 0,04 mm?2
auf. Unterschiedlich bei der Turk’schen Kammer ist, daB auch die AuBenquadrate noch zusdtzlich
durch Doppellinien unterteilt sind, wodurch weitere Kleinstquadrate mit je 0,05 mm Seitenldnge
entstehen.

Thoma und Thoma-neu:

Die Netzteinteilung nach Thoma-neu entspricht in ihrem mittleren (Z&hl-) Feld der Netzeinteilung nach
Neubauer-improved. Der Unterschied besteht darin, daB bei dem Z&hinetz nach Thoma-neu die vier
Eckfelder nicht ausgefthrt sind. Deshalb ist diese Netzeinteilung nur zum Auszdhlen von Erythrozyten,
nicht aber fUr Leukozyten geeignet.

Schilling:

a) Kreuznetz: Es besteht aus 3mal 3 groBen Quadraten mit je T mm2 FiGche. Jedes dieser GroBquadrate
ist weiterhin unterteilt in Quadrate, die flichenmdaBig den Gruppenqguadraten entsprechen, also eine
FiG&che von je 0,04 mm?2 aufweisen, aber unterschiedlich unterteilt sind.

b) Einheitsnetz: Hier besteht die gesamte Einteilung aus 9 Quadraten entsprechend dem groRBen
Quadrat in der Mitte des ,Kreuznetzes®™.
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10) Warum haben Zahlkammern trotz elektrischer Zahlgerate ihren festen
Platz im Labor?

« FuUr ein kleines Labor lohnt oft die Investition teuerer elektronischer Gerd&te nicht.

e Bei besonderen Fragestellungen, z.B. Liquor- oder ErguB-Zellz&hlung, Z&hlung von Wurmeiern,
Bakterien und Pilzsporen, muB auf Zahlkammern zurlckgegriffen werden.

« Bei sehr niedrigen Thrombozyten ist die elektronische Z&hlung ungenauer als mit der Z&hlkammer.

Mégliche Fehlerquellen:

« die Z&hlkammer ist unsauber

« das Deckglas ist nicht richtig aufgesetzt (keine Interferenzringe)

« die Kammer ist nicht luftblasenfrei gefullt

« die Kammer ist Uberfullt

« die Sedimentationszeit ist zu kurz

« ein falsches Deckglas wird verwendet. Standard-Deckgldser fur die Mikroskopie sind zu dunn und
verbiegen sich aufgrund der Kapillarkréfte.,

Elekirische Zahlgerdéte:

« Werden in gréBeren Laboratorien eingesetzt (hohe Investitionskosten).

* Nachteil: Die Unterscheidung der Zelltypen geschieht nur nach der GréBe. Dadurch ergeben sich
oft Stérungen durch Staubkbdrnchen oder Flusen.

« Vorteil: durch die schnelle Z&hlung und Auswertung vieler Teilchen entstehen weniger statistische
Fehler.
Bei Z&hlverfahren wird der statistische Fehler zugrunde gelegt:

Formel: statistischer Fehler = 1: n
Dies ergibt bei n= 100 gezdhlten Zellen 1: 100=0,1=10%
und bei n = 10.000 gezd&hlten Zellen von 1: 10.000=001=1%

11) Literaturhinweise:

« Klinische Chemie und Mikroskopie 11. Auflage von Lothar Hallmann, Georg Thieme Verl.
Stuttgart, New York 1980

e Laborkunde 1983 von Petra Heim, Kiehl Verlag

«  Kompendium der praktischen Hamatologie, Ernst Giebler, GIT Verlag

« DIN 12847 Teil 1

« DIN 12847 Teil 2

e Eichordnung

Alle Angaben in dieser Unterlage entsprechen dem heutigen STonq unserer Kenntnisse und sollen
Uber unsere Produkte und mdégliche Anwendungen informieren. Anderungen oder Druckfehler
vorbehalten. Fur Irrtimer wird keine Gewdhr Ubernommen.



