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Zahlkammer

Allgemeine Anleitung zur Verwendung von Hamacytometer » Zahlkammern

Zahlkammer

Zahlkammern sind Prézisionsinstrumente zur visuellen mikroskopischen
Zahlung von lebenden oder toten Zellen verschiedenster Art und/oder zur
quantitativen Selektion zwischen lebenden und toten Zellen.

Neben der visuellen Zahlung gibt es auch Zahlkammern die speziell fiir
automatische Zahlungen verwendet werden, sowie Einweg-Zahlkammern,
die nicht Gegenstand dieser Anleitung sind.

Grundsatzlich wird hier nur auf die allgemeine Verwendung einer Z&hl-
kammer Bezug genommen. Fiir die spezielle Verwendung (Zahlung,
Berechnung) ist stets die Analysenvorschrift (z.B. Gebrauchsanleitung
des Reagenzherstellers) malRgebend.

Allgemein

Folgende Angaben sollten auf jeder Zahlkammer stehen:
4+ =Zihkammer-Tiefe
mm? = Kleinste Aufteilung

Humane in-vitro-Diagnostik

Zahlkammern zurin-vitro Diagnostik (IVD) miissen entsprechend der Verord-

nung (EU) 2017/746 fur in-vitro Diagnostika gekennzeichnet sein, fiir deren

Grundlaege eine Konformitatserklarung des Herstellers erforderlich ist 'l
= Konformitat mit der Verordnung (EU) 2017/746 (IVDR).

= Fiir die humane in-vitro Diagnostik zugelassen.
wl  =Hersteller.
Veterindrmedizin

Hierfur konnen alle Zéhlkammern verwendet werden, die auch fiir humane
in-vitro-Diagnostik zugelassen sind. Die vorstehenden Symbole missen
hierfur nicht auf der Z&hkammer aufgebracht sein.

Life Science & Mikrobiologie
Fir den Bereich Life Science und non-humandiagnostische Mikrobiologie
gilt wie flr Veterindrmedizin beschrieben.

Industrie

Fir die Industrie (z.B. Lebensmittel, Getranke) gelten ggf. andere Vor-
schriften.

Zahlkammer-Typen

Linienausfiihrung
Zwei grundsatzliche Unterscheidungsmerkmale gelten fiir fast alle Zahl-
kammertypen:

« Zahlkammern mit dunkel erscheinenden Netzlinien (Standard) und

* sogenannte helllinige Zahlkammern, bei denen die Glasoberflache
vor dem Ritzen der Zahllinien mit einer Metallbedampfung (Rhodium)
versehen wurde. Diese verdunkelt das Bild und die geritzten Linien
erscheinen hell.

Soweit helllinige Zahlkammern nicht fiir spezielle Zahimethoden vorge-
schrieben werden, empfehlen wir diese grundsétzlich NICHT zu verwenden!
Nachteile hellliniger Zahlkammern sind:

+ Geringere Lichtdurchlassigkeit mit der Konsequenz, dass die Mikros-
koplampe heller aufgedreht wird. Dies flihrt zu schnellerer Erwarmung
(Eintrocknung, Zellbewegung) des Préaparates.

» Héhere Empfindlichkeit der metall-bedampften Oberflache.

* Héhere Anschaffungskosten.

Zahlmethoden und Zahinetze

Jenach zuzahlender Zellartund der zu erwartenden Zellenzahl per Volumen
stehen verschiedene Zahimethoden bzw Z&dhlkammern zur Verfligung. Die
Zahlmethoden unterscheiden sichi. W. durch die Verdlinnung und die Zusam-
mensetzung der Verdiinnungslésungen ('), Die Zahlkammern unterscheiden
sich durch die Z&hInetze und teilweise durch verschiedene Kammertiefen.
Im Folgenden werden die Spezifikationen einiger Zahlkammer-Typen
(unterschiedliche Zahlnetze) genannt.

Neubauer improved [2
Standard-Zahlkammer fir Blutuntersuchungen, z.B. fir Erythrozyten-,
Leukozyten und Thrombozyten-Z&hlung.

Hinweis/Empfehlung: Bei Nachbestellungen auf "Neubauer improved"
bestehen (verbessertes Modell).

CC-NEUI Zéhinetz = 9mm? Gesamtfléache. Kammertiefe 0,100mm. Unterteilt in
9 Quadratgruppen von je 1mm? Flache.
Im Mittelquadrat 5x5 = 25 Quadrate mit je 16 Kleinstquadraten von
0,05mm Seitenlénge (= 0,0025mm?). Inkl. 2 Deckglaser.

CC-NEUI-B Wie vorstehend, jedoch helllinig (brightline, metallisierte Oberflache).

Neubauer (konventionell) 12
Herkémmliche Zahlkammer firr Blutuntersuchungen, z. B. firr Erythrozyten-,
Leukozyten und Thrombozyten-Z&hlung.

Hinweis/Empfehlung: Bei Nachbestellungen auf "Neubauer improved"
bestehen (verbessertes Modell).

CC-NEUI Zéhinetz = 9mm? Gesamtflache. Kammertiefe 0,1 mm. Unterteilt in 9 Qua-
dratgruppen von je 1mm? Flache.
Im Mittelquadrat 4x4 = 16 Quadrate mit je 16 Kleinstquadraten von
0,05mm Seitenlénge (= 0,0025mm?). Inkl. 2 Deckglaser.

Thoma neu

Zahlkammer flr Blutuntersuchungen, z.B. fir Erythrozyten- und Throm-
bozyten-Zahlung.

Hinweis/Empfehlung: Das Zahlfeld entspricht dem Innenbereich der Neu-
bauer improved Zahlkammer. Kaufen Sie daher diese, da Sie damit auch
Leukozyten zahlen kénnen.

Achtung! Entgegen mancher Literatur/Lehrbichern diirfen in der Thoma-
Zahlkammer prinzipiell keine Leukozyten gezahlt werden!

Thoma (konventionell) [%

Zahlkammer fiir Blutuntersuchungen, z.B. fur Erythrozyten- und Throm-
bozyten-Zahlung.

Hinweis/Empfehlung: Das Zahifeld entspricht dem Innenbereich der Neubau-
er Zahlkammer. Aber auch diese ist Uberholt. Bestehen Sie beim Neukauf
auf einer Neubauer improved.

Achtung! Entgegen mancher Literatur/Lehrblchern diirfen in der Thoma-
Z&hlkammer prinzipiell keine Leukozyten gezahlt werden!
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Fuchs-Rosenthal [

Zahlkammer flr geringe Zellzahlen, z.B. fiir die Zellenzahlung im Liquor
cerebrospinalis.

CC-FURO Fuchs Rosenthal - Zahlkammer
Zéhinetz = 16mm? Gesamtflédche. Kammertiefe 0,2mm. Unterteilt in
16 Quadratgruppen von je 1mm? Flache.
Je 1mm? 16 Kleinstquadrate von 0,25mm Seitenlange (= 0,0625mm?).
Inkl. 2 Deckglaser.
Nageotte 12

Verwendung z. B. zur Zéhlung der Restzellen bei Blut- und Plasmakonserven.
CC-NAGE Nageotte-Zahlkammer mit horizontalen Linien (iiblich in der westlichen
Welt).

Zahlnetz = 100mm? Gesamtflache. Kammertiefe 0,5mm. Volumen = 50 pl.
Unterteilt in 40 Streifenfelder (Rechtecke) mit je 10x0,25mm Seitenlénge
(=2,5mm?) Flache. Die Mittellinie ist durch eine zusatzliche Doppellinie
markiert. Inkl. 2 Deckglaser.

Nageotte-Zahlkammer mit Linien in vertikaler Anordnung, sonst wie
vorstehend.

CC-NAGV

Deckgléser fiir Zéhlkammern

Einfache Deckglaser kdnnen nicht verwendet werden. Verwenden Sie
ausschlieBlich Deckglaser, die fur die Zahlkammer zugelassen sind.

CC-CS.20x26  Zahlkammer Deckglaser (Ersatz) in Prazisionsausfiihrung mit beidsei-
tigem optisch planem Flachenschiiff. 10er Pack.
Starke = 0,4mm; GroRe = 20x26 mm (StandardgréRe, andere auf
Anfrage).

Sicherheit

Beachten Sie die notwendigen Vorsichtsmalnahmen im Gebrauch von Laborreagenzien und
Kérperflissigkeiten, sowie mikrobiologischer Proben. Der Umgang sollte durch sachkundiges
Personal erfolgen. Nationale undinterne Labor-Richtlinien fir Arbeitssicherheit und Infektionsschutz
sindzubefolgen. Tragen Sie geeignete Schutzkleidung und Einmalhandschuhe wahrend derArbeit.

Es ist auf wirksamen Infektionsschutz entsprechend der Laborrichtlinien zu achten.
Benutzen Sie einen Kapillaren-Halter fiir Kapillaren.

Aufbau der Zdhlkammer

Zahlkammern bestehen aus einem Glasblock aus optischem Spezialglas.

Die Grundplatte teilt sich in zwei breite Felder (auRen), die der Beschriftung

dienen und drei schmale Stege (innen) auf. Die drei schmalen Stege teilen

sich wie folgt auf:

a) Einen Mittelsteg (Kammerboden), auf dem ein Liniennetz (Z&hinetz)
eingraviert ist, das sich je nach Kammertyp unterscheidet. In der Re-
gel sind zwei Zahinetze eingraviert, die durch eine Nut voneinander
getrennt sind.

b) Die Tragerstege, die sich rechts und links des Mittelsteges befinden
und auf die das Deckglas aufgeschoben wird. Diese Tragerstege
haben zu der Ebene der Zéhinetze eine exakt definierte Hohe und
geben so den Abstand zwischen Deckglas und Zahinetz vor (=Kam-
mertiefe; z.B. 0,100 mm).
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Abbildung 1:

Aufbau der Z&hlkammer: Aufsicht (oben) und Seitenansicht (unten).

Die Deckglaser fiir Z&hlkammern unterscheiden sich von Deckglasern fiir
normale Lichtmikroskopie durch die plangeschliffenen und polierten Ober-
flachen. AuRerdem sind sie etwas dicker als normale Deckglaser, damit sie
nicht durch Kapillarkréfte durchgebogen werden.

Deckglaser MUSSEN zur Zahlkammer passen! Diese sind rechteckig und
nicht quadratisch. Die 4 Ecken sind abgeschragt und nicht 90°-winklig. Be-
schadigte Zahlkammern miissen ersetzt werden. Ebenso diirfen beschadigte
Deckglaser nicht weiter verwendet werden.

Vorbereitung

Vor der Verwendung der Zahlkammer muss diese fiir die Verwendung vor-
bereitetwerden. Hierzu muss das geschliffene Deckglas auf die Tragerstege
"aufgeschoben" werden. Damitkein Abstand zwischen den plangeschliffenen
Auflagebalken und dem Deckglas entsteht st hierfiir eine besondere Technik
erforderlich. Gehen Sie daher wie folgt vor:

* Priifen Sie Zahlkammer und Deckglas auf Sauberkeit! Keine Flusen,
keine Fingerabdriicke im Z&hlnetzbereich oder auf dem Deckglas!

* Legen Sie die Zahlkammer auf eine saubere, glatte und feste Tischfla-
che auf.

+ Verwenden Sie ein leicht feuchtes Wattestdbchen und befeuchten Sie
die Trégerstege ganz leicht. Es darf kein Wasser darauf stehen blei-
ben, das bei Neigung herunter laufen kdnnte. Zur besseren Benetzung
der Glasoberflache kann man dem Wasser einen Tropfen Glycerin pro
1ml zusetzen und mischen.

* Das Deckglas wird parallel zur Zahlkammer auf die Tragerstege aufge-
legt, und zwar nicht mittig sondern 3mm tiefer.

* AnschlieRend wird das Deckglas sofort unter leichtem Druck auf die
Tragerstege um die 3mm nach oben geschoben, so dass das Deck-
glas mittig aufliegt. Durch die Adhasion des Wassers haftet das Deck-
glas an den Tréagerstegen.

Das Deckglas sitzt korrekt wenn:

« sich das Deckglas nicht mehr verschieben lasst,

* Bei schragem Lichteinfall sich Newton'sche Ringe (Interferenzlinien)
bilden (regenbogenfarbene Réander)

+ das Deckglas beide Zahlfelder korrekt Uiberdeckt, also méglichst zent-
riert auf der Zahlkammer aufsitzt.
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Abbildung 2:

Vorbereitung der Zéhlkammer. Aufschieben des Deckglases auf die Trdgerstege
(oben) und Newton'sche Ringe (unten).

Befiillung der Zahlkammer

Beachten Sie hierzu auch die Anleitung Ihrer Test-Methode, insbesondere
auch zu Besonderheiten wie der Sedimentierung von Zellen vor der Zahlung
in einer feuchten Kammer.

Das Wichtigste vor Befiillung der Zahlkammer ist, die Probe (Suspension)
DIREKT VOR der Befiillung ausreichend zu homogenisieren (mischen/
schiitteln) um eine reprasentative Zellenzahl zu transferieren. Andernfalls
kénnen sowohl zu hohe als auch zu niedrige Ergebnisse resultieren.
Achtung!

Die Zahlkammer darf nicht unter-/iberfiillt werden. Die Zahlflache muss
exakt gefiillt sein, ohne dass Probe in den abgeschréagten Bereich lberlauft
oder sich dort Fliissigkeit sammelt. Uberschissige Flussigkeit darf nicht mit
einem Tupfer abgesaugt werden. In diesem Fall muss die Kammer gereinigt
und neu befiillt werden.

Die Zahlkammer ist richtig befillt, wenn ausschlieBlich die komplette
Flache des Zahlnetzes unterhalb des Deckglases befilllt ist. Bei gefarbten
Verdlinnungen ergibt sich an den Kanten nur ein sehr schmaler Farbsaum.
Die korrekte Befiillung einer Zahlkammer bedarf gewisser Ubung. Zéhlen
Sie die Zellen nur bei korrekter Beflllung.



() FALSCH

% 0,100 mm Etocamcal_gvlae
% NEUBAUER
% improved
0,0025 mm? — -
© RICHTIG
% 0,100 mm o atgste
% NEUBAUER
ﬁ improved
0,0025 mm? — -
Abbildung 3:

Befiillung der Zéhlkammer. Uber- und Unterfiillte Zahlkammer (oben) und korrekt
befiillte Z&hlkammer (unten).

Fir die korrekte Befiillung der Zahlkammer gibt es unterschiedliche Inst-
rumente und Verfahren:

Kammerfiillkapillaren

Kammerfiillkapillaren sind der Standard in den gebrauchsfertigen
TIC-Systemen von Bioanalytic GmbH.

Die Kammerfiillkapillare wird durch Kapillarwirkung etwa halb bis 2/3 mit
frisch resuspendierter Probenverdiinnung gefiillt. Das obere Ende wird mit
dem Finger verschlossen. AuRRen anhdngende Tropfen am unteren Ende
kurz abwischen. Das offene untere Ende sodann schrdg an den Deck-
glasspalt/Deckglaskante heranflihren. Durch leichtes Offnen des oberen
Endes lasst man die Probe bis zur korrekten Befiillung zwischen Zahinetz
und Deckglas laufen.

Kolbenhub-Pipette

Auch lasst sich eine Zahlkammer mit einer Kolbenhub-Pipette befiillen.
Das exakte Volumen ist von der Zahlkammer und der Uberdeckung des
Deckglases abhangig. Daher kann kein exaktes Volumen genannt werden.
Entweder die Zahlkammer wird visuell nach Fillstand gefiillt, oder das Fuill-
volumen wird empirisch ermittelt. I. d. R. liegt dieses zwischen 15 und 50 pl.

Blutmischpipette

Blutmischpipetten sind bereits 1988 von der WHO (Weltgesundheitsorga-
nisation) als Obsolet (ungenau, geféhrlich) deklariert worden. Daher wird
auf die Kammerbeflillung hier nicht mehr eingegangen.

Mikroskop

Zur Zellenzahlung wird ein gutes Labormikroskop mit Kreuztisch erwartet.
Es muss i.d.R. Uber die VergréRerungen 100x und 400x verflgen.

Die VergroRerung ergibt sich durch Multiplikation des Objektives und des
Okkulars. 40er Objektiv x 10er Okkular = 400x VergréRerung).

Bitte beachten Sie grundsatzlich die Gebrauchsanweisung des Mikroskop-
Herstellers, da hier nur allgemeine Angaben gemacht werden kénnen.
Das Mikroskop soll sauber und gepflegt sein und einer regelmafigen War-
tung/Uberpriifung unterzogen werden. Hierzu wenden Sie sich an lhren
Mikroskop-Hersteller oder -Lieferanten.

Vorgehensweise

Werden schwach gefarbte oder ungefarbte Praparationen verwendet, so
ist zur Zahlkammerzéhlung die Blende am Kondensor des Mikroskops auf
eng zu stellen (abgeblendet). Alternativ oder falls keine Kondensorblende
vorhanden ist, muss der Kondensor ganz nach unten gestellt werden.

Die Zahlkammer wird auf dem Kreuztisch befestigt und das Objektiv 10x
in den optischen Gang geschwenkt. Mit der grob-/fein-Scharfeneinstellung
wird der Abstand des Kreuztisches zum Objektiv so eingestellt, dass das
Zahlnetz abgebildet wird.

Diese Voreinstellung kann auch mit einer ungefiillten (leeren) Zahlkammer
vorbereitet werden.

Danach kann ggf. eine héhere VergroRerung (groReres Objektiv) eingestellt
werden. Sodann ist nur noch eine leichte Korrektur in der Scharfenebene
vorzunehmen.

Zahlmethode

Je nach Zelltyp der auszuz&hlenden Zellen werden jeweils unterschiedliche
Gruppen von Quadraten ausgezahlt und daraus ein Mittelwert gebildet. Das
Auszéhlen der Zellen setzt genaue Kenntnisse zur Zéhimethode und im Um-
gang mitden Grenzlinien voraus. Die Regeln werdenim Folgenden erlautert.

Mé&anderférmige Zéhlung
Um Fehlzahlungen zu vermeiden erfolgt die Zahlung der Quadrate man-
derformig.

Grenzlinienregel (L-Regel)
Bei der Zahlung missen die Begrenzungslinien genau beachtet werden.
Bei Zéhlkammern, die iber dreifache Begrenzungslinien verfligen, wie z. B.
die Neubauerimproved Zahlkammer, stellt die mittlere Linie die tatsachliche
Grenzlinie dar.

Bei der Z&hlung ist zu beachten, dass zwei nicht gegeniberliegende
Grenzlinien eines Zahlfeldes diskriminiert werden. Gezahlt werden also alle
Zellen innerhalb des Feldes, sowie die Zellen, die auf dem sogenannten
"L" liegen. Die gegeniiber dem "L" liegenden Zellen werden nicht gezahlt.
Dadurch wird vermieden, dass Zellen, die auf den Linien des Zahinetzes
liegen nicht doppelt gezahlt werden und nur so wird die ausgezahlte Flache
exakt eingehalten.

Vor der Zahlung ist daher zu liberlegen, welche Grenzlinien von der Zahlung
ausgeschlossen werden sollen. Das kénnen z.B. die oberen und rechten
Grenzlinien sein oder die Kombination unten und links (s. Abbildung). Von
dieser Zahltechnik darf innerhalb der Zahlung nicht abgewichen werden.
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Abbildung 4:
Schematische Darstellung der Zellen eines Feldes nach der "L-Regel” (rote
Linien) und maanderférmigen Zahlung (blau).

Doppelbestimmung

Fir die in-vitro-Diagnostik (IVD) sind grundsétzlich Doppelbestimmungen
vorgeschrieben. Fir andere Anwendung beachten Sie bitte die anzuwen-
denden Vorschriften.

Zur Doppelbestimmung werden beide Kammerfelder (oberes und unteres
Zahlnetz) mitder gleichen Probe gefiillt und beide Kammerfelder ausgezahlt.
Das Ergebnis beider Zahlungen darf maximal um 10 % abweichen, sodann
wird der Mittelwert aus beiden Kammerfeldern als Ergebnis eingesetzt.
Bei groReren Abweichungen ist die Zahlung ggf. mit frisch angefertigter
Verdinnungslésung zu wiederholen.

Mikroskopische Auszdhlung der Zellen

DieAuszahlung der Zellen und die Berechnung erfolgt analog der gewohnten
Vorschriftbzw. der Gebrauchsanleitung des Herstellers (Verdiinnungslsung,
Testkit).

Verwenden Sie die dort angegebene VergroRerung, Zahlflache und Be-
rechnung.

Berechnung

Die Berechnung der Zellenzahl ist abhangig von der Verdlinnung und dem
Kammervolumen.

Die Angaben hierzu entnehmen Sie Ublicherweise der Gebrauchsvorschrift
Ihrer Z&himethode bzw. des Herstellers der Verdiinnungsldsung bzw. Testkits.

Berechnungen
gez. Kammervolumen [ul] = gezahite Kammerflache [mm?]) x Kammertiefe [mm]

Zellenzahl | yL = gezahite Zellen x ( 1/ gezahites Kammervolumen) x Verdiinnungsfaktor



Reinigung und Desinfektion

Hierzu beachten Sie bitte die Literatur B,

Verwenden Sie ausschlieflich unbeschadigte und saubere Zahlkammern
und Deckglaser!

Fehlermoglichkeiten

Bei Auftreten der nachstehenden Fehler muss die Zahlkammer gereinigt,
neu vorbereitet und neu beflillt werden.

Zu hohe Zellzahlen

+ Verduinnung nicht unmittelbar vor Kammerbefiillung resuspendiert.
= Achtung! Neue Verdinnung herstellen. Durch die Entnahme wurde
die bestehende Verdlinnung verfalscht und kann nicht mehr zu einer
weiteren Zahlung verwendet werden.

+ Deckglas nicht fest oder schwimmt auf, 1asst sich verschieben.
Keine Newtonschen Ringe sichtbar.

« Zahlkammerbefillung nicht korrekt.

* Falsche Felder wurden gezahlt.

* L-Regel nicht beachtet.

* Begrenzungslinien nicht korrekt beachtet.

Zu niedrige Zellzahlen

+ Verduinnung nicht unmittelbar vor Kammerbefiillung resuspendiert.
= Achtung! Neue Verdinnung herstellen. Durch die Entnahme wurde
die bestehende Verdiinnung verfalscht und kann nicht mehr zu einer
weiteren Zahlung verwendet werden.

+ Zahlkammerbefillung nicht korrekt.

* Falsche Felder wurden gezahlt.

* L-Regel nicht beachtet bzw. nur Zellen innerhalb gezahlt.

* Begrenzungslinien nicht korrekt beachtet.

Unplausible Ergebnisse
* Falsche Berechnung
= Priifen und korrigieren.
* Falsche Verdiinnung.
= Achtung! Neue Verdiinnung herstellen!
« Falsche Zahlkammer, falsche Zahlkammertiefe (Sondertiefen existent).

Hinweise

Entsorgung

Zur Entsorgung beachten Sie bitte die Bestimmungen lhres Landes. Die
Zahlkammern sind aus Glas hergestellt.

Literatur & FuBnoten

Beachten Sie unbedingt die Gebrauchsanleitung des Reagenz-/Kit-

Herstellers. Insbesondere bei der in-vitro-Diagnostik (IVD) darf von dieser

nicht abgewichen werden.

[1] Verordnung (EU) 2017/746 (IVDR).

[2] Produktinformationen Bioanalytic GmbH, Zahlkammerbeschreibungen mit
farbigen Abbildungen und Rechenbeispielen.
Uber Download erhaltlich bei der jeweiligen Z&hlkammer unter
www.bioanalytic.de.

[3] Produktinformation Bioanalytic GmbH, Zahlkammern - Reinigung und
Desinfektion von Hamacytometern.
Uber Download erhéltlich bei der jeweiligen Z&hlkammer unter
www.bioanalytic.de.

(1) Verdlnnungsldsungen und Testkits stehen fiir verschiedene
Untersuchungsmethoden zu Verfligung: www.bioanalytic.de oder
Informationen auf Anfrage: support@bioanalytic.de.



