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Zellzahl von Mikroorganismen

Die Bestimmung von Zellzahlen ist in allen biologischen und medizinischen Disziplinen ein wesentliches
Arbeitsmittel. Da sie gerade bei Differentialzahlungen (verschiedene Zellen und Organismen nebenein-
ander) sehr zeitaufwendig sein kann, sind statistische Prafungen der Vertrauenswurdigkeit der stich-
probenartigen Ergebnisse unerlasslich.

Zellen zwischen 1 und 10 um (Bakterienisolate, Mikroalgen, Blutzellen) mit einer Abundanz von mehr
als 100 000 je ml lassen sich sehr gut in sogenannten Blutzahlkammern zahlen. Fir groRere Organis-
men (fadige Diatomeen oder Cyanobakterien, Ciliaten, Rotatorien) sind sie jedoch auf Grund der Aus-
dehnung und deren oft zu geringen Abundanz ungeeignet. Dann helfen sogenannte Sedimentier-
kammern (HydroBios), die 1, 5, 10, 25 oder 100 ml fassen. Oft werden auch Eigenbauten verwendet,
wie 1 ml Kammern, die KOLKWITZ-Kammern nachempfunden sind.

1 Mikroskopie

- Mikroskop nach Bedienungsanleitung kohlern.

- Auswechselbares Okular mit Okularmikrometer kalibrieren: Objektmikrometer bei meistgenutzter
VergroRerung (10x oder 20x) mit Okularmikrometer an einem Teilstrich in Ubereinstimmung
bringen. Den am weitesten entfernten Teilstrich, der mit der selben Seite mit dem Okularmikrometer
zusammenfallt suchen. Anzahl dazwischen liegender Teilstriche des Objekt- und des
Okularmikrometers abzahlen. Den Abstand zweier Teilstriche des Objektmikrometers ablesen bzw.
ermitteln (Ublich sind 10 um, es gibt aber auch andere Graduierungen).

Objektmikrometergradiierung(um) [Anzahlgy; sty
1Okularteilstrich(um) = : J oum) Objekteilstriche

Anzahloyyartei striche
2 Zahlung in Blutzahlkammern
2.1 Ausmessen der Blutzahlkammern

- Jeder vermilt eine der verschiedenen Zahlkammern mit unterschiedlichen Hohen, Felderanzahlen,
-anordnungen und Randstreifen.

- Hohe steht auf der Kammer (100 oder 200 pm).

- Mit Hilfe des Okularmikrometers Breite der Randstreifen (ganze Kammer oder GroRquadrate),
Kanten der GroR- und Kleinquadrate ausmessen. Flachen berechnen. Mit Hohe multiplizieren.

T rETEeTeTTy

S SEHL S084
RN A | [
HHHH
| ) “-r. ) I: i 1
L L]
L) = - ]
gesamte Kammer (Fuchs-Rosenthal) ein GroRquadrat mit 16 Kleinquadraten
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VKammer = h [(ZAGrquuadme + ZAlnnenrandBeifen + 2 [AAuBenrandlseifen)
VGrquuadrte = h [Z (AGrquuadrte + 2 [AGrOBquadrtHandstrdlen)

VKIeinquadate - h [z A Kleinquadate

2.2 Elastisches Teilkammerzahlverfahren

- Abschéatzen der Gesamtzahl einer Teilflache.
- Festlegen der auszuzahlenden Teilflache, so dal insgesamt etwas mehr als 100 Zellen gezahit
werden: gesamte Kammer, mehrere GroRquadrate oder nur ausgewahlte Kleinquadrate.

Achtung: Zellen, die auf dem Randstreifen liegen oder ihn berthren, werden

1. immer gezahlt, wenn sie auf dem rechten und unteren Rand (2 AuRenrandstreifen) liegen oder
ihn nur berihren,

2. konnen aber auch auf allen dufReren Randstreifen mitgezahlt werden, wenn man nur die
beriicksichtigt, deren Schwerpunkt im inneren Randstreifenteil liegt. Fir diese Methode sind
Randstreifen als Doppelstreifen ausgefiihrt. An der Berechnung andert sich nichts.

- Bei Beschrankung auf Teilflachen diese gleichmaRig verteilt auswahlen: 4 GroRquadrate diagonal
oder 8 diagonal verteilte Kleinquadrate in der Mitte usw. Auswahl und Anzahl vor Beginn der
Zahlung festlegen.

2.3 Zihlung

- Die 2 breiten Randstreifen der Zahlkammer leicht anfeuchten. Deckglas mit Druck auf die Rander
aufschieben. Newton'sche Ringe kontrollieren (Exaktheit der Kammerhohe, Vermeidung des
Aufschwimmens des Deckglases). )

- 1gdf. 2 Tropfen Probe an den mittleren Deckglasrand geben. Uber das Zahlgitter laufen lassen.

- Zahlfelder festlegen.

- Anzahl der Zellen je Feld notieren (bei gesamter Kammer und mehreren GroRquadraten je
GroRquadrat, bei Kleinquadraten je Kleinquadrat).

- 3 Replikate je Art.

- Endergebnisse immer in Zellen je ml angeben.

3 Auswertung

- Abundanz jedes Replikats berechnen. Mittelwert, Median, Variationsbreite, Standardabweichung
und Variationskoeffizient (relative Standardabweichung) der 3 Replikate angeben.

-1 n _
X=— X; X = Mittelwert
n D; |

n = Anzahl der Messungen

X fir ungerade n ist das x; in der (metrischen) GroRe nach sortierten an der nq>-sten Stelle
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X fur gerade n ist der Mittelwert aus den x; von n12-sten und der n12+1-sten Stelle

X = Median (in Excel als Funktion enthalten)

R =Xmax = XMin R = Variationsbreite
2
Z(Xi = X) .
S=\ = s = Standardabweichung
n-1
Xi = MeRwert

._S

Vk'=—[1100% VK’ = Variationskoeffizient
X

Achtung: Hier kann, muf} aber nicht vor der Statistik auf Zellen je ml umgerechnet werden. Falls die
Statistik an den urspringlichen Zahlergebnissen durchgefuhrt wird, missen (fast) alle statistischen
KenngroRen ebenfalls umgerechnet werden.

- Konfidenzgrenzen jeweils einer Einzelz&hlung berechnen.

Fur Poisson-Verteilungen gilt dabei:

C

Hy = (E Y n)2 Hu = untere Vertrauensgrenze
C, /a2

Ho = (E +V/n+1) Ho = obere Vertrauensgrenze

n = gezahlte Zellen
¢ = 1,96 fir eine Irtumswahrscheinlichkeit von 95%

naherungsweise gilt daraus:

VK= ii [1003%

n

Achtung: Hier missen die Vertrauensgrenzen vor(!) der Umrechnung auf Zellen je ml berechnet
werden. Danach wird das Zahlergebnis und die Vertrauensgrenzen auf Zellen je ml umgerechnet.

- Fehlerfortpflanzung nach Doerffel fir Standardabweichungen von Quotienten

z. B. fur Quotienten (Chlorophyll a — und C-Gehalt je Zelle)
fir Anteile einer Art an der Gesamtzellzahl
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1 = Kenngrolen des Zahlers

2 = KenngroRen des Nenners
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