
FLOTTE ALTERNATIVE 
Mikrobiologische Schnellmethoden – wie gut sind sie? Der Einsatz 
von automatisierten Schnellmethoden bekommt im Umfeld der ana-
lytischen Mikrobiologie einen immer höheren Stellenwert. Der größte 
Vorteil von mikrobiologischen Schnellmethoden ist die Geschwindig-
keit, mit der Ergebnisse erzielt werden. Die Analysenzeit des Schnell-
tests beträgt rund 15 min. Die wichtigste Frage eines potentiellen Nut-
zers dieser Systeme ist: “Wie gut korreliert eine neue Schnellmethode 
mit meinen existierenden Nachweisverfahren?” 

D er folgende Beitrag untersucht da-
her die Empfindlichkeit und Kor-
relation einer solchen Schell-

methode. Die typische Probenmatrix im 
Produktionsprozess der pharmazeuti-
schen Industrie und Nahrungsmittel-
industrie ist Reinstwasser (Aqua purifica-
ta). Ein vollautomatisiertes Durchfluss-
zytometer bildet die zentrale Messeinheit 
der modernen mikrobiologischen Analy-
tik. Als typischer Repräsentant der mo-
dernen mikrobiologischen Analytik wur-
de ein vollautomatisiertes Durchfluss-
zytometer herangezogen. 

Zielsetzung der Tests ist die Unter-
suchung von Genauigkeit bzw. Wieder-
holbarkeit der Keimzählraten in Reinst-

wasser bei Einsatz eines schnellen Durch-
flusszytometers im 20-Minuten-Takt. Zu-
nächst soll die untere Nachweisgrenze 
des Instruments durch Bestimmen der 
Nullzählrate festgelegt werden. Anschlie-
ßend sollen Proben einer validierten 
Reinstwasser-Anlage analysiert und mit 
Messergebnissen der klassischen Metho-
den verglichen werden. 

Schnellmethode und klassische 
Inkubation im Paralleltest 
Alle Wasserproben wurden auf ein 
R2A-Nährmedium (Petrischale) auf-
gebracht. Dabei sind immer zwei Platten 
parallel inokuliert worden. Nach Inkuba-
tion bei Raumtemperatur erfolgte das 
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Auszählen der Agarplatten nach fünf und 
zehn Tagen. Danach wurden jeweils zwei 
Zählergebnisse in einem Mittelwert zu-
sammengefasst. 

Parallel zur klassischen Keimzählung 
wurde die Schnellmethode mit Hilfe des 
Durchflusszytometer RBD 3000 ange-
wendet. Das Zytometer wurde in einem 
20-minütigen Analysetakt betrieben. 

Alle relevanten Instrumentenparame-
ter wurden vorab durch den Einsatz rei-
ner Kulturen von Pseudomonas aerugi-
nosa ATCC 9027, Ralstonia pickettii 
ATCC 49129, Serratia marcescens ATCC 
13880, Escherichia coli ATCC 25922 und 
Staphylococcus aureus ATCC 6538 er-
mittelt bzw. eingestellt. Einer der wich-
tigsten Parameter war die Nullzählrate 
(Hintergrundzählrate) des automati-
schen Messgerätes. Diese wird naturge-
mäß ohne Referenzkeime ermittelt. Viel-
mehr wurden hierzu 96 Proben entioni-
sierten Referenzwassers (auf 0,2 µm ste-
rilfiltriert) im Zytometer analysiert. 

den in einem Mittelwert weiterverarbei-
tet. Eine mit 0,2 µm filtrierte Probe (Was-
ser Hintergrund) wurde ebenfalls bei je-
dem Probensatz vermessen. Die Testreihe 
verlief stets mit unveränderter Instru-
mentierung. 

Die Auswertung zeigt nur einen 
Ausreißer bei der Zählrate 
Die Nullzählraten (Hintergrundzählra-
ten) des sterilfiltrieretn, entionisierten 
Wassers ergab eine mittlere Zählrate von 
2 ± 2 mit einem Gesamtintervall zwi-
schen 0 und 8 Zählereignissen (pro 
0,25 ml). Die Statistik beruht auf n = 96 
Messungen. Lediglich eine dieser Hinter-
grundproben wies die Zählrate 8 auf, 
während die restlichen 95 Proben zwi-
schen 0 und 6 Zählereignisse (pro 
0,25 ml) auswiesen. Unterschiedliche 
Vorbehandlung der Nullproben (Abfül-
lung der Proben in Hepa-Filterkabine, 
Entgasung der Wasserprobe) ergaben 
keine weitere Absenkung der Nullzählra-
ten. Das System ist in der Lage, auch ge-
ringe Verunreinigungsmengen detektie-
ren zu können, aber es ist notwendig, ob-
jektive Akzeptanzkriterien für den Zähl-
hintergrund zu etablieren. 

Nach der Analyse oben genannter 96 
Nullproben wurden Nullzählraten ≤ 6 je 
0,25 ml als akzeptabel bewertet. Bei Null-
zählraten zwischen 7 und 8 müssen die 
Analyseproben wiederholt werden. Bei 
Nullzählraten ≥ 9 werden die Analyse-
ergebnisse verworfen. 

Bei der Vermessung des eigentlichen 
Probewassers in Reinstwasser-Qualität 
werden Zählraten zwischen 1 und 22 
Counts – jeweils bezogen auf 0,25 ml 
Probevolumen – beobachtet. Siebzehn 

Analyseergebnisse des Wassers – jede an 
einem anderen Produktionstag – sind in 
der Grafik dargestellt. Sie zeigt ebenfalls 
die Ergebnisse der klassischen Keimzahl-
bestimmung nach fünf und zehn Tagen 
Inkubation. Die Platten wurden erst-
malig nach fünf Tagen ausgezählt, aber 
Keimwachstum wurde bis zu zehn Tage 
lang beobachtet. Die Grafik zeigt auch, 
dass die 10-Tage-Zählraten durchwegs 
höher liegen als die korrespondierenden 
5-Tage-Zählraten. 

Mikrobiologische Methoden sind 
schnelle und gute Alternative 
Über die Gesamtheit der 17 Tests stimmt 
die Trendlinie des Durchflusszytometers 
in ihrem Verlauf gut mit den Plattenzähl-
raten überein. Die durchgängig höheren 
Zählbefunde verglichen mit der konven-
tionellen Plattenmethode beruhen auf 
dem Vermessen lebendiger Zellen der 
Wasserprobe, die anschließend auf den 
verwendeten Nährmedien keine Kultu-
ren bilden. 

Setzt man eine Warngrenze auf 
50 cfu/ml fest, zeigt das Zytometer inner-
halb seiner 20-minütigen Analysezeit ein 
Überschreiten bei der Messung 6, 7 und 
10. Auch die 10-Tage-Zählraten generie-
ren hier eine Warnung. Der Hauptunter-
schied liegt hier natürlich in dem Um-
stand, dass die Warnungen via Zyto-
metermessung zehn Tage eher vorliegen 
als diejenigen der Standardmethode mit 
R2A-Platte. 

ENTSCHEIDER-FACTS 
Für Anwender 

Automatisierte Schnellmethoden bekommen in der 
analytischen Mikrobiologie einen immer höheren Stel-
lenwert.  
Bei klassischen Inkubationsmethoden liegen die Ergeb-
nisse sehr viel später vor als bei Schnellmethoden. 
Über die Gesamtheit des Tests stimmte die Trendlinie 
des Durchflusszytometers gut mit den Plattenzählraten 
überein. 
Bei Abweichungen liegen die Warnungen via Zytometer 
zehn Tage eher vor als bei der Standardmethode. 
Mikrobiologische Methoden zur Schnellanalyse sind ei-
ne schnelle und effektive Nachweismethode für mikro-
biologische Verunreinigungen. 
Im Einsatzbereich Purified Water sind sie eine hocheffek-
tive Ergänzung konventioneller Methoden. 

Zytometerergebnisse und konventionelle Auszähl- 
ergebnisse der R2A-Platten für 17 Probenahmen
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Nach Vorabbestimmung der Hinter-
grundzählraten wurden Proben eines va-
lidierten Wassersystems (Culligan, 
18 MΩ) genommen. Die Entnahmestelle 
wurde geöffnet und das Probewasser vor 
Probenahme eine Minute lang gespült. 
Die Proben wurden sukzessive im Zyto-
meter analysiert, wobei jeweils zwei 
Messdurchgänge pro Probe durchgeführt 
und ein Mittelwert daraus gebildet wur-
de. Diese beiden Messdurchgänge wur-

Mikrobiologische Schnell- 
methoden sind so gut wie eine 
klassische Inkubation 
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