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Factsheet
Durchflusszytometrie

Durchflusszytometrie zur schnellen Bestimmung
der im Wasser befindlichen Mikrobiologie und des

Aufkeimungspotentials

Technologie

Der GroBteil der im Wasser befindlichen Bakterien ist
nicht kultivierbar und bildet keine Kolonien auf den ver-
figbaren mikrobiologischen N&hrbdden. Sie kdnnen
daher mit kulturellen Nachweismethoden nicht erfasst
werden. Unter den kultivationsunabhéangigen Metho-
den nimmt die Durchflusszytometrie aufgrund der
schnellen Durchflhrbarkeit und der guten Validie-
rungsergebnisse mit verschiedenen Wassertypen eine
besondere Stellung ein (Hammes et al. 2008; Van
Nevel et al. 2017. Dieses diagnostische Verfahren, das
in der Medizin fUr Blutuntersuchungen schon eine
lange Tradition aufweist, hat sich in den letzten Jahren
auch fur mikrobiologische Wasseruntersuchungen zu
einer leistungsstarken und praxistauglichen analyti-
schen Methode entwickelt. Die Bestimmung der Bakte-
rienkonzentration ist innerhalb von 15 Minuten méglich
und neuerdings sogar im Online-Betrieb. Neben der
reinen Quantifizierung erlaubt die Methode die Unter-
scheidung von intakten und membrangeschadigten
Bakterien. Die Membranintegritat dient hierbei als Via-
bilitaitsparameter: lebende Bakterien miussen eine in-
takte Zellmembran haben, wahrend tote Bakterien oft
geschédigt sind. Neben der Quantifizierung der Ge-
samt- und der Intaktbakterienzahlen im Wasser kon-
nen auch charakteristische Bakteriengruppen unter-
schieden werden.

Kleine Volumina von Wasserproben (200 pL bis 1 mL)
werden daftr mit Fluoreszenzfarbstoffen versehen, die
an das genetische Material der Bakterien binden. Die
Unterscheidung intakter und gesché&digter Bakterien

beruht darauf, dass einige Farbstoffe (z. B. Propidium
lodid, rot) nur in Bakterien mit geschadigter Zellmem-
bran eindringen, wahrend andere (z.B. SYBR Green,
grin) sowohl geschadigte als auch intakte Bakterien
sichtbar machen. Der kombinierte Einsatz dieser Farb-
stoffe ist besonders nutzlich zur Bestimmung der Effi-
zienz von bioziden Behandlungen, die Membran-scha-
digend wirken (Beispiel in Abbildung 1).

Abbildung 1: Beispielhafte durchflusszytometrische Dichte-Dia-
gramme einer Bakteriensuspension mit lebenden/membranintakten
Zellen (im rot-gestrichelten Fenster) bzw. mit abgetdteten mem-
bran-geschadigten Zellen (auBerhalb des gestrichelten Bereiches)
nach Farbung mit den zwei Farbstoffen SYBR Green und Propidium
lodid. Jeder Punkt stellt ein Bakterium dar. Im Fluoreszenzmikro-
skop erscheinen mit der gewéhlten Farbestrategie lebende/intakte
Bakterien griin und tote/membran-geschddigte Bakterien rot.
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Durchflusszytometrie zur Bestimmung des
Aufkeimungspotentials

Neben der Bestimmung der Gesamt- und Intaktzellzahl,
die den mikrobiologischen Ist-Zustand einer Wasserpro-
be zeigen, erlaubt die Durchflusszytometrie die Bestim-
mung des Aufkeimungspotentials Whitton et al. 2018).
Dazu werden die Wasserproben in Nahrstoff-freien Pro-
benahmegefaBen gesammelt und die Bakterienkonzen-
trationen gemessen am Tag O (= Ist-Zustand) und nach
7 Tagen Inkubation bei der fur die jeweilige Probe rele-
vanten Temperatur (im Fall der MultiReUse Proben ca.
22 = 1 °C). Das Vorgehen und ein beispielhaftes Resul-
tat sind in Abbildung 2 dargestellt.

Abbildung 2: Exemplarische Darstellung der Bestimmung des Auf-
keimungspotentials. Aufkeimung wird gemessen als Differenz der
Bakterienzahlen am Tag 0 und Tag 7. Der Faktor der Zunahme stellt
das Aufkeimungspotential dar, das sich in dieser Zeit bei definierter
Temperatur im stagnierenden Wasser im ungiinstigsten Fall erge-
ben kann.

Liegen Néhrstoffe in der Wasserprobe vor, so vermehren
sich die Bakterien unter den gegebenen Bedingungen
innerhalb dieser 7 Tage. Die Differenz in den Bakterien-
konzentrationen zwischen den beiden Zeitpunkten wird
als Vermehrungsfaktor bzw. Aufkeimungspotential aus-
gedrickt. Je mehr Nahrstoffe vorliegen, die am Tag O
fur das Bakterienwachstum genutzt werden kénnen,
desto hoher ist das Aufkeimungspotential.

Veranderungen der Bakterienkonzentrationen
entlang der Aufbereitung

Die Veranderungen der Bakterienkonzentrationen ent-
lang einer Aufbereitung des Klaranlagenablaufes kann
mittels Durchflusszytometrie abgebildet werden. Abbil-
dung 3 zeigt die Konzentration von intakten Bakterien

im Klaranlagenablauf sowie nach Ultrafiltration (UF)
bzw. Umkehrosmose (UO).

Wahrend die Konzentration von intakten Bakterien im
Klaranlagenablauf bei fast 107 intakten Zellen pro mL
liegt, bewirkt die UF eine Log-Reduktion von mindestens
3 Log-Einheiten. Da das filtrierte Wasser auch Permeat-
seitig aufgekeimte Bakterien erfasst, kann man anneh-
men, dass die Filtrationsleistung der UF noch substan-
tiell hoher ist. Die Bakterienzahlen nach der UO liegen
unter der Detektionsgrenze der Methode.

Wahrend die durchflusszytometrische Messung des
mikrobiologischen Ist-Zustand des behandelten Was-
sers damit klar eine Reduktion der im Wasser enthal-
tenen Bakterien zeigt, deuten die Messungen nach
7 Tagen Inkubation darauf hin, dass das mikrobiologi-
sche Aufkeimungspotential des Wassers weit weniger
vermindert wurde (rote Balken in Abbildung 3). Dies wird
bedingt durch im System enthaltene Nahrstoffe. Aufkei-
mung im Rahmen der Wasserwiederverwendung kann
auf der anderen Seite diverse technische Komplika-
tionen verursachen, z.B. das Verstopfen von Dusen in
landwirtschaftlichen Bewasserungssystemen oder ex-
zessive Belagsbildung an Wandungen von industriellen
wasserflhrenden Systemen.

Mikrobiologische Aufkeimung wird daher typischerwei-
se unterdrlckt durch Zugabe eines Biozides. Auch bei
der Entscheidung, welche Biozidkonzentrationen nétig
sind, um Aufkeimung nachhaltig zu unterbinden, kann
die Durchflusszytometrie wertvolle Dienste leisten.
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Abbildung 3: Konzentrationen intakter Bakterien im Klaranlagenab-
lauf (Rohwasser) bzw. nach Passage durch die Ultrafiltration (UF)
und die Umkehrosmose (UO) im Moment der Probenahme (Tag 0,
griine Balken) bzw. nach Aufkeimung (Tag 7, rote Balken). Die Be-
stimmungsgrenze der Durchflusszytometrie liegt bei ca. 100 Bakte-
rien pro mL.
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Abbildung 4 zeigt den Effekt verschiedener Chlorkon-
zentrationen auf die Aufkeimung von UF-Permeat. Es
konnte hierbei gezeigt werden, dass eine Hypochlorit-
konzentration von > 2 mg/L mikrobielle Aufkeimung
Uber einen Zeitraum von zwei Wochen effizient unter-
drucken kann.

Fazit

Wie fur Trinkwasser erweist die Durchflusszytometrie
hervorragende Dienste fur das Monitoren von Wasser-
aufbereitungsprozessen im Gebiet der Wasserwieder-
verwendung. Die mikrobiologischen Daten sind
schnell verfugbar. Aufgrund der Tatsache, dass die
Detektion nicht auf der Kultivierbarkeit der Bakterien
beruht, wird die Gesamtpopulation der im Wasser be-
findlichen Bakterien erfasst. Wahrend die Messung der
klassischen Indikatorparameter wie Coliforme, Intesti-
nale Enterokokken oder Clostridium perfingens nach
Membranfiltration meist einen Nullwert aufweisen und
die Gesamtkoloniezahl erst nach frihestens zwei
Tagen vorliegt, liefert die Durchflusszytometrie schnell
eine solide Datenbasis zur Einschatzung der mikrobio-
logischen Effizienz der Aufbereitung. Neben der Infor-
mation des mikrobiologischen Ist-Zustandes einer
Wasserprobe bzgl. der Gesamt-und Intaktzellkonzen-
trationen ermdglicht die Messung zu einem weiteren
Zeitpunkt die Bestimmung der in diesem Zeitintervall
moglichen Aufkeimung und damit Aussagen Uber den
Gehalt an biologisch verfugbaren Nahrstoffen. Die Me-
thode ist damit sehr kompatibel mit dem HACCP-Kon-
zept (,Hazard analysis and critical control points*); sie
ermdglicht die rasche Erkennung von mikrobiologi-

Tag 9 Tag 14

schen Schwankungen in der Wasserqualitat und gibt
damit Hinweise auf Handlungsbedarf bei der Quali-
tatssicherung.
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Verfahren weitere Anwendungsmaglichkeiten far
Betriebswasser. Ziel des Projektes ist die Entwick-
lung, Demonstration und Bewertung eines modu-
laren Aufbereitungssystems. Damit soll das
Betriebswasser in unterschiedlichen Qualitaten
und wechselnden Mengen zu konkurrenzfahigen
Preisen angeboten werden.
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