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Einsatz der Durchflusszytometrie 
im Reinstwassermonitoring
Seit einiger Zeit werden Schnellmethoden (Rapid Microbiological Methods) als Alternative 
zum konventionellen Kulturnachweis in der Keimbelastungsdiagnostik diskutiert. Gerade 
beim Bioburdenmonitoring von Reinstwasser eignet sich die Echtzeitanalyse mit Durch-
flusszytometrie bestens als Frühwarnsystem. 

Wasser ist der wichtigste Hilfsstoff der 
pharmazeutischen Industrie und essenziell 
für die Sicherheit von Patienten und die 
Qualität von pharmazeutischen Produkten 
(1). Die mikrobiologische Qualität dieses 
Wassers wird mithilfe des Plattentests 
bestimmt und in Koloniebildenden Ein-
heiten (KBE) angegeben. Diese Methode 
ist eindeutig in den Pharmakopöen defi-
niert. Ihre Durchführung nimmt 5 Tage in 
Anspruch und ist damit ein offensichtli-
ches Hindernis zur schnellen Produktfrei-
gabe. Mikrobiologische Schnellmethoden 
(engl.: rapid microbiological methods = 
RMM) dagegen bestimmen die mikrobio-
logische Qualität schneller und in einigen 
Fällen sogar kontinuierlich, wie zum Bei-
spiel bei der Bioburden-Analyse von Was-
ser in Echtzeit. In vielen Industrien kom-
men mikrobiologische Schnellmethoden 
bereits seit mehr als drei Jahrzehnten zum 
Einsatz. In der pharmazeutischen Industrie 
wächst das Interesse an RMM seit einigen 
Jahren stetig und immer mehr Unterneh-
men sind von den Vorteilen der kontinuier-
lichen mikrobiologischen Überwachung 
überzeugt (2). «Online Water Bioburden 
Analysers» (OWBA) sind seit einigen Jah-
ren auf dem pharmazeutischen Markt ver-
fügbar und das Interesse an ihnen wächst, 
was beispielsweise an der Gründung der 
OWBA Arbeitsgruppe (3) zu erkennen ist. 
Leitfäden, wie der neuste Revisionsent-
wurf des EU-GMP Annex 1, unterstützen 
ausdrücklich die Implementierung von 
RMM und weisen darauf hin, dass diese 
Technologien «in Erwägung gezogen wer-
den sollten, um den Schutz von Produkten 
vor mikrobiellen Kontaminationen zu er-
höhen» (4). 

Automatisierte Online-Durchfluss-
zytometrie
Eine der zukunftsfähigsten Alternativen 
zur Arzneibuchmethode ist die Durchfluss-
zytometrie, die erstmalig in den späten 
Neunzigerjahren zur Anwendung kam. 
Ursprünglich wurde diese Technologie für 
die Messung von menschlichen Zellen 

eingesetzt, heute findet sie insbesondere 
bei immunologischen Untersuchungen 
Verwendung (5). Mit dem Fortschritt der 
Technologie und der Verfügbarkeit neu-
artiger Farbstoffe für spezifische bakteriel-
le Eigenschaften (6) wurde es möglich, die 
Durchflusszytometrie auf zahlreiche indus-
trielle mikrobiologische Prozesse anzu-
wenden (7). So auch in der Trinkwasser-
industrie, wo die Durchflusszytometrie vor 
gut einem Jahrzehnt eingeführt wurde. 
Seither etabliert sie sich als mikrobiologi-
sches Standardwerkzeug zur Zählung der 
im Wasser vorhandenen Bakterien, zur 
Überwachung von Aufbereitungsprozes-
sen wie Desinfektion oder Ultrafiltration 
und zur Beurteilung der allgemeinen mik-
robiologischen Qualität von Roh- und auf-
bereitetem Wasser (8). Wie bereits in der 
Europäischen Pharmakopöe (Ph. Eur. 5.1.6) 
erwähnt, ist die Durchflusszytometrie eine 
ernstzunehmende Technologie auf dem 
Gebiet der kontinuierlichen pharmazeuti-
schen Wasserüberwachung, sowohl was 
die Genauigkeit als auch die Zeit bis zum 
Ergebnis betrifft.

Das Grundprinzip der durchflusszytomet-
rischen Messung ist der Nachweis und die 
Quantifizierung von Schwebeteilchen, die 
in einer Wasserprobe vorhanden sind. 
Durch die Anfärbung von Bakterien mit 
DNS-spezifischen Fluoreszenzfarbstoffen 
werden die Zellen präzise von anorgani-
schen Partikeln unterschieden. Die Was-
serprobe wird in einem engen Strahl fo-
kussiert und mit einem eng gebündelten 
Laserstrahl angeregt. Optische Detekto-
ren zeichnen die Lichtstreuung und die 
emittierte Fluoreszenz auf und können so 
multiparametrische Informationen sichtbar 
machen, die von der Zellkonzentration bis 
zur Lebensfähigkeit der detektierten Zel-
len reichen.
Der AQU@Sense MB, der in Zusammen-
arbeit mit bNovate Technologies entwi-
ckelt wurde, ist ein vollautomatisches 
Durchflusszytometer für die Online-Bio-
burdenanalyse von Reinstwasser (Abbil-
dung 1). Der kontinuierliche Batch-Prozess 
der Probenahme, die Anfärbung und die 
Messung sind durch eine integrierte mik-
rofluidische Probenvorbereitungseinheit 
vollständig automatisiert. Darüber hinaus 
sind die Reagenzien, die für bis zu 1.000 
Messungen ausreichen, in einer herme-
tisch verschlossenen und recycelbaren 
Kartusche verpackt, die ohne Handhabung 
von Chemikalien ausgetauscht werden 
kann. Mit dem wählbaren Messintervall 
von 30 Minuten bis 6 Stunden kann der 
AQU@Sense MB während mehrerer Mo-
nate autonom arbeiten.
Der AQU@Sense MB quantifiziert schnell 
und direkt die Intakt-Zellzahl (ICC). Dabei 
handelt es sich um eine mikrobiologische 
Einheit, die bei im Labor kultivierten Bak-
terien eine lineare Beziehung zur KBE ge-
zeigt hat (9). ICC wird mit einem bereits 
etablierten Verfahren der Doppelfärbung 
quantifiziert. Dieses Verfahren verwendet 
die fluoreszierenden DNS-Farbstoffe 
SYBR Green I (SGI) und Propidiumiodid 
(PI) (10). Die Beurteilung der bakteriellen 
Membranintegrität ist aufgrund der unter-
schiedlichen Penetrationseigenschaften Abbildung 1: AQU@Sense MB (Bilder: BWT) 
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der beiden Farbstoffe möglich. Während 
hydrophobe SGI-Moleküle bakterielle Zell-
membranen frei durchqueren können, ist 
PI ein membranundurchlässiger Farbstoff, 
der nur Zellmembranen von Bakterien mit 
beeinträchtigter Membranintegrität (z.B. 
nach Hitzeschock oder oxidativen Prozes-
sen) durchdringen kann (8) (Abbildung 2). 
Somit ist die Membranintegrität ein we-
sentliches Kriterium der bakteriellen Le-

bensfähigkeit. Diese Methode hat den 
zusätzlichen Vorteil, dass sie alle in einer 
Probe vorhandenen lebensfähigen Bakte-
rien nachweist, einschliesslich der so ge-
nannten Viable-But-Non-Culturable-Bak-
terien (VBNC) (11).

Typische Daten des AQU@Sense MB
Gemäss für die Pharmaindustrie relevan-
ter Leitfäden wie den Pharmakopöen und 

dem PDA TR-33 müssen alternative mik-
robiologische Methoden in der Lage sein, 
eine Auswahl pharmazeutisch relevanter 
Bakterien nachzuweisen (12;13;14). Diese 
Auswahl sollte die in den entsprechenden 
Kapiteln erwähnten Kultursammelstäm-
me enthalten und möglichst eine Vielzahl 
der Bakterien abdecken, die häufig in 
pharmazeutischen Wassersystemen vor-
kommen. Einige der relevanten Bakterien 
sind möglicherweise mit dem Standard-
Plattentest nicht nachweisbar (15). Wie in 
Abbildung 3 (A und B) dargestellt, weist 
der AQU@Sense MB die relevanten Bak-
terien in einer beimpften Suspension 
nach.
Die grösste Herausforderung für den Ein-
satz von OWBA, die auf der intrinsischen 
Fluoreszenz beruhen, ist die Neigung, Par-
tikel fälschlicherweise als Bakterien zu 
identifizieren (16). Falsch-positive Ergeb-
nisse werden oft durch Teflon- und Rou-
gingpartikel aus dem Wassersystem ver-
ursacht. Da die Durchflusszytometrie eine 
DNS-spezifische Anfärbung verwendet, 
kann der AQU@Sense MB zwischen den 
Signalen von Partikeln und gefärbten Zel-
len eindeutig unterscheiden (Abbildung 3 
C und D). Darüber hinaus stellt der oben 
beschriebene kontinuierliche Batch-Pro-
zess sicher, dass Schwankungen in Tem-
peratur und Durchflussrate des Mediums 
das Signal nicht beeinflussen.

Abbildung 2: (A) Die ICC-Auszählung basiert auf der Bewertung der bakteriellen Membran-
integrität mit den DNS-Farbstoffen SGI (grüne Fluoreszenz) und PI (rote Fluoreszenz). SGI 
färbt alle nukleinsäurehaltigen Bakterien, während das nicht durchdringungsfähige PI nur be-
schädigte Membranen durchqueren kann. (B) Typische Ergebnisse einer durchflusszytometri-
schen Messung. Jeder Punkt stellt ein vom Durchflusszytometer erfasstes Partikel dar.  
Intakte Bakterien sind grün und geschädigte Bakterien und anorganische Partikel sind rot  
dargestellt.
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Kontinuierliches Monitoring von  
gereinigtem Wasser
Kundentests konnten eindeutig nachwei-
sen, dass die kontinuierliche Überwa-
chung klare betriebliche Vorteile hat. Am 
22.10.2019 implementierte ein Kunde aus 
der pharmazeutischen Industrie den 
AQU@Sense MB in ein Verteilsystem von 
gereinigtem Wasser und analysierte kon-
tinuierlich alle 30 Minuten die mikrobio-
logische Qualität des Wassers (Abbil-
dung 4). Die Basislinie war stabil im sehr 
niedrigen Bereich, bis am 27.10.2019 Wer-
te von bis zu 4.500 ICC/ml festgestellt 
wurden.
Da der Kunde die konventionelle Platten-
tests nur auf monatlicher Basis durchführ-

te, konnte kein direkter Zusammenhang 
mit den erhöhten Messwerten des AQU@
Sense MB hergestellt werden. Als der 
routinemässige Plattentest am 05.11.2019 
durchgeführt wurde, wurden jedoch un-
gewöhnlich hohe KBE-Werte festgestellt. 
Daraufhin führte das Unternehmen eine 
interne Untersuchung durch und fand 
technische Probleme im Wasservertei-
lungssystem, die den Anstieg der Keim-
zahlen und der ICC erklärten. Der AQU@
Sense MB funktionierte erfolgreich als 
Frühwarnsystem, da er korrekt ein mikro-
biologisches Problem im Wasserverteils-
ystem erkannte. 
Wenn der AQU@Sense MB in ein Lager- 
und Verteilsystem oder einem Erzeuger 
eingesetzt wird, kann er die weitere Kon-
tamination in nachgelagerten Systemen 
und Produktionseinrichtungen verhindern. 
Als Frühwarnsystem eingesetzt kann er 
das Risiko für Patienten und Produkte 
minimieren. 

Schlussfolgerung
Die relevanten Behörden der Pharmain-
dustrie unterstützen den Einsatz von 
RMM zur Verbesserung der Produktsi-
cherheit. Die Durchflusszytometrie ver-
wendet einen DNS-spezifischen Farbstoff 
und vermeidet damit die Probleme ande-
rer OWBAs. Der AQU@Sense MB ist ein 
Frühwarnsystem, das es den Anwendern 
ermöglicht, die Wasserqualität jederzeit 
genau zu beurteilen und so einen sichere-
ren und effizienteren Anlagenbetrieb zu 
gewährleisten.
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Abbildung 4: Kontinuierliches Monitoring 
von gereinigtem Wasser. 

Abbildung 3: Beispiele für mit dem AQU@Sense MB gemessene Dotplots. (A) Ralstonia  
pickettii, (B) Pseudomonas aeruginosa, (C) 1 μm Polytetrafluorethylen (PTFE)-Partikel mit 
10 mg/ml in H2O und (D) 5 μm Fe3O4-Partikel mit 10 mg/ml in H2O.
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