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Die routinemäßige mikrobiologische 
Überwachung von Trinkwasser erfolgt 
nach dem Indikatorprinzip durch den 
kulturellen Nachweis der mikrobio
logischen Parameter Escherichia coli  
(E. coli) und Enterokokken sowie der 
mikrobiologischen Indikatorparame
ter Clostridium perfringens, coliforme 
Bakterien und anhand der Koloniezah
len (KZ) bei 22 °C und 36 °C. Ein ent

sprechender Nachweis dauert mehr als 
18 Stunden; für den Nachweis weiterer 
fakultativ pathogener Mikroorganis
men im Kulturverfahren liegen die Er
gebnisse erst nach mehreren Tagen vor. 
Um jedoch auf mögliche Risikoereig
nisse wie Starkregen oder Kontamina
tionen umgehend und spezifisch re
agieren zu können, ist eine schnelle 
Überwachung der entsprechenden 

Wasserressourcen wünschenswert. Vor 
diesem Hintergrund gewinnen schnel
le und molekularbiologische Metho
den zunehmend an Bedeutung [1–6].

Bei der Durchflusszytometrie (DFZ) 
handelt es sich um eine leistungsfähige 
Methode, um die Gesamtzellzahl, d. h. 
alle in einer Wasserprobe enthaltenen 
Bakterien, zu quantifizieren. Insbeson
dere in der Schweiz wird die Entwick
lung dieser Methode vorangetrieben 
[7, 8] und das Verfahren zunehmend in 
der Praxis genutzt. Der Nachweis mit
tels DFZ ist innerhalb von nur 15 Mi
nuten möglich und bietet somit einen 
Vorteil, wenn der mikrobiologische 
Zustand einer Wasserprobe schnell er
fasst werden soll. 

Durchflusszytometrie in der 
Roh- und Trinkwasseranalytik

Neben Grund und Oberflächenwäs
sern enthalten auch Trink und Mine
ralwässer eine Vielzahl an Bakterien. 
Diese natürlichen Trinkwasserbakteri
en tragen zur biologischen Stabilität 
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Abb. 1: Im Projekt FlowDetect beteiligte Forschungsinstitute (rot) und Wasserversorger (blau)
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Damit Wasserversorger in Deutschland die 
Durchflusszytometrie gezielt nutzen können, 
sind einheitliche Protokolle und eine entspre
chende Validierung nötig. Im Rahmen des 
DVGWgeförderten Projektes FlowDetect haben 
TZW, IWW, EBI und TUHH in diesem Zusam
menhang vergleichende Untersuchungen 
durchgeführt.

eines Wassers bei, und der Verbrauch von Nähr
stoffen und die Besiedlung der Oberflächen 
wirken einer Vermehrung potenzieller Krank
heitserreger entgegen. Während sich nur ein 
Bruchteil dieser Bakterien in Kulturverfahren 
erfassen und quantifizieren lässt, ist die Durch
flusszytometrie in der Lage, alle diese Bakterien 
schnell zu erfassen. Durch den Einsatz eines 
DNAFarbstoffes können außerdem Zellen mit 
geringem DNAGehalt und wenig Fluoreszenz 
(LNA, low nucleic acid) sowie Zellen mit viel 
DNA und starker Fluoreszenz (HNA, high nuc
leic acid) unterschieden werden. Für jede Was
sermatrix lässt sich auf diese Weise eine charak
teristische Fluoreszenzsignatur erkennen. 
Durch die Messung der Bakterienzahl und des 
HNA/LNAVerhältnisses kann sehr schnell der 
allgemeine mikrobiologische Zustand des un
tersuchten Wassers abgebildet und Abweichun
gen davon – beispielsweise durch Kontamina
tionen, Wiederverkeimung, Stagnation und 
Desinfektion – erkannt werden. Eine anschlie
ßende mikrobiologische Analyse kann dann 
die Messdaten ergänzen und zur genaueren 
Bewertung beitragen.
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Abb. 2: Funktionsprinzip der 
Durchflusszytometrie
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ward Scatter, FCS) die Größe und mit dem seit
wärts gestreuten Licht (Side Scatter, SSC) cha
rakteristische Eigenschaften wie Granularität 
ableiten lassen. Das Ergebnis einer Messung 
kann in Form eines zweidimensionalen Dot
Plots oder Dichtediagrammes sowie eindimen
sional als Histogramm dargestellt werden.

Durch fluoreszierende Farbstoffe lassen sich 
zusätzlich einzelne Bestandteile von Zellen 
färben und mit entsprechenden Filtern und 
Detektoren erfassen. Durch den grün fluores
zierenden Farbstoff SYBR Green (SG) lassen 
sich z. B. Nukleinsäuren wie DNA oder RNA 
von Bakterien markieren. Die Bakterienzellen 
erhalten dadurch eine starke grüne Fluores
zenz und lassen sich so von organischen oder 
anorganischen Partikeln unterscheiden. Im 

Prinzip der Durchflusszytometrie

Durchflusszytometer sind prinzipiell automa
tisierte Fluoreszenzmikroskope zur Untersu
chung von Partikeln (Abb. 2). Die zu messende 
Probe wird durch hochpräzise Pumpen im Mi
krofluidikSystem des Durchflusszytometers zu 
einer Düse, der sogenannten Nozzle, gefördert. 
Durch den Mantelstrom einer Trägerflüssigkeit 
entsteht durch hydrodynamische Effekte eine 
laminare Strömung mit einzelnen Partikeln. 
Der Flüssigkeitsstrom und die darin enthalte
nen Partikel passieren einen oder mehrere Laser 
– trifft der Laser auf einen Partikel, wird das 
Licht in kleinem oder großen Winkel seitlich 
gestreut. Durch mehrere Detektoren kann das 
gestreute Licht dann gemessen werden, wobei 
sich aus dem vorwärts gestreuten Licht (For
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Abb. 3: Ergebnis einer 
durchflusszytometrischen 
Messung von mit SG 
angefärbtem Mineralwasser 
(links) und Trinkwasser (rechts) 
im Grün/Rot-Plot. Jeder blaue 
Punkt stellt ein Bakterium oder 
ein Partikel dar; die 
Überlagerung mehrerer Punkte 
wird in helleren Farben 
dargestellt. Bei der 
Mineralwasserprobe lassen 
sich zwei Cluster an Zellen 
erkennen: HNA und LNA.

Abb. 4: Ergebnis einer 
durchflusszytometrischen 
Messung von mit SG und PI 
angefärbten lebenden (links) 
und toten (rechts) E. coli- 
Bakterien im Grün/Rot-Plot

Abb. 5: Bestimmung der 
Totalzellzahl in Grund- und 
Mineralwasser durch die 
Labore von TZW, IWW, TUHH 
und EBI mit zwei verschiede-
nen Protokollen. Die 
durchschnittliche mittlere 
Abweichung vom Median 
beträgt bei Grundwasser 
4,4 Prozent und bei Mine  ral -
wasser 4,7 Prozent.
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2DPlot lassen sich die Signale der 
Bakterien durch Abgrenzung des 
Messbereiches durch sogenannte Ga
tes (gestrichelte Linie) quantifizieren 
und andere Signale vom Ergebnis aus
schließen (Abb. 3). 

SG färbt alle Bakterien unabhängig von 
ihrer Integrität. Der rot fluoreszierende 
Farbstoff Propidiumiodid (PI) kann da
gegen nur in Zellen mit einer geschä
digten Membran eindringen. Bei Kom
bination von SG und PI haben tote Zel
len eine stark erhöhte rote Fluoreszenz 
im Vergleich zu lebenden Zellen, in die 
PI nicht eindringen konnte (Abb. 4). 
Die simultane Verwendung beider 
Farbstoffe erlaubt so zusätzlich die Be
wertung des Integritätszustandes von 
Bakterien in einer Wasserprobe [9].

Laborübergreifende  
Vergleichsuntersuchungen

Zur Validierung der Durchflusszyto
metrie wurden im Rahmen des For
schungsvorhabsn Proben von Trink, 
Mineral, Grund und Oberflächen
wässern in den Laboren der Projekt
partner gemessen. Dabei wurden so
wohl die Ergebnisse der Totalzellzahl 
und intakten (= lebenden) Bakterien 
als auch das Verhältnis von HNA zu 
LNA verglichen. Zusätzlich setzten die 
Projektpartner mehrere Protokolle ein, 
die sich im Lösungsmittel und der 
Konzentration der Farbstoffe unter
scheiden. In einem ersten Vergleich 
wurde eine durchschnittliche Abwei
chung der Messergebnisse zwischen 3 
und 11 Prozent erreicht. Aufbauend 
auf den Erfahrungen der Untersu
chungen wurden einheitliche Proto
kolle erarbeitet, anhand derer einfache 
und einheitliche Untersuchungen 
auch bei Wasserversorgern ermöglicht 
werden sollen. Innerhalb der Gruppe 
der wissenschaftlichen Partner zeig
ten sich nach Abgleich der Messproto
kolle nur geringe Messunterschiede 
(Abb. 5). Die Messungen belegen somit 
eine sehr gute Reproduzierbarkeit der 
Durchflusszytometrie mit unter
schiedlichen Geräten und in verschie
denen Laboren. Im weiteren Verlauf 
des Projektes sollen Wasserversor

gungsunternehmen in die Untersu
chungen eingebunden und der Ver
suchsumfang vergrößert werden.

Fazit und Ausblick

Die im Rahmen des Projektes durchge
führten ersten Vergleichsuntersu
chungen belegen, dass die Durchfluss
zytometrie in den Laboren der vier 
beteiligten Partner reproduzierbar ist. 
Im weiteren Verlauf sollen die Positio
nierung der Gates vereinfacht und die 
Auswirkung von Matrixeffekten auf 
die durchflusszytometrischen Bestim
mungen untersucht werden. Im Rah
men der weitergehenden Validierung 
der Durchflusszytometrie werden un
terschiedliche Roh und Trinkwässer 
der im Projekt beteiligten Wasserver
sorger in die Untersuchungen einbe
zogen. Des Weiteren laufen an den 
beteiligen Forschungsinstituten Ver
suche zur Weiterentwicklung der 
Durchflusszytometrie, wobei der Fo
kus auf der Bewertung der Wasserqua
lität nach Desinfektionsverfahren (le
bend/totDifferenzierung) und der 
spezifischen Detektion von Bakterien 
liegen wird. W
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