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Themenblatt Nr. 04

Durchflusszytometrie zur Analyse von 
Mikroorganismen (Hefen, Bakterien usw.)

Einführung:
Die Durchflusszytometrie ist in der medizinischen Forschung und Diagnostik weit verbreitet und bietet Lösungen zur 
Messung und detaillierten Analyse von Mikroorganismen, wie beispielsweise Hefen, marinen Mikroorganismen, Bakterien, 
Sporen usw.

Verfahrensablauf:
Mit Hilfe der Messparameter von Durchflusszytometern können Angaben über die Größe, die Granularität/Komplexität 
und verschiedene Fluoreszenzen der zu analysierenden Partikel gemacht werden. Letztere werden entweder intrinsisch 
(Autofluoreszenz) oder extrinsisch (Fluoreszenz durch Zugabe von Sonden oder Antikörpern, konjugiert mit Fluoreszenz-
farbstoffen) markiert.

Zählen der Mikroorganismen:
Das mit Start- und Stop-Elektroden arbeitende volumetrische Messsystem von Sysmex stellt eine einfache und überaus 
präzise durchflusszytometrische Zählmethode dar (Abbildung 1).  

Im folgenden Beispiel kann über das Definieren einer Region (hier: Isochrysis Tahiti in Abbildung 2C) die Anzahl der Mikro
algen bestimmt werden (Abbildung 2A bis 2C).

Abbildung 1: Ablaufschema der mit Start-/Stop-Elektroden arbeitenden volumetrischen mechanischen Zählmethode von Sysmex Partec
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Mengenbestimmung von Milchsäurebakterien:
Die Zählung von Milchsäurebakterien ist entscheidend für den Qualitätsnachweis von fermentierten Milchprodukten. 
Die Bakterienproben werden aufbereitet und gegebenenfalls mit einer peptonisierten Kochsalzlösung oder Färbepuffer-
lösung verdünnt.

Diese Bakterienproben können aus fermentierten Milchprodukten oder gefriergetrockneten Kulturen bzw. bei –20 °C 
gefrorenen Kulturen gewonnen werden, die folglich erneut suspendiert oder aufgetaut werden müssen.

Mit Hilfe einer 2-Farb-Fluoreszenzfärbung können tote und lebende Bakterien sichtbar gemacht und unterschieden  
werden (Abbildung 3A und 3B). Hier zu stehen verschiedene Protokolle zur Verfügung.

Regionen
Hintergrund 
Isochrysis tahiti 

Gesamtzahl
4 335 
64 993 

Zellen / mL
21 675 / mL
324 965 / mL
 

% »gate« 
6.00 
89.98 
 

x mean
11.45 
101.14 
 

CV-x% 
66.48 
34.07 

y mean 
8.24 
19.76 

CV-y% 
144.26 
48.87 

Abbildung 2A: Mikroskopisches Bild von Mikroalgen der Arten Isochrysis tahiti und Skeletonema costatum, aufgenommen mit dem CyScope®, 400-fache Vergrößerung. 
Abbildung 2B: Diagramm (Dot plot), in dem die Größe (FSC) gegen die Granularität/Komplexität (SSC) der Partikel aufgetragen ist. Die Analyse zeigt eine 
deutlich sichtbare Population oberhalb des Hintergrundrauschens. 
Abbildung 2C: In diesem Dot plot ist das Seitwärtsstreulicht (SSC) gegen die emittierte Fluoreszenzintensität (im Bereich 565 – 615 nm) aufgetragen. In der 
Region »Isochrysis tahiti« finden sich die gleichnamigen Mikroalgen: 324.962 Mikroalgen/mL.

C

Isochrysis tahiti
Skeletonema costatum

A

SS
C

 G
ra

nu
la

ri
té

C

FL2 autofluo. 590 nm

1000

100

10

1 10 100 1000
1

SS
C

 (G
ra

nu
la

ri
tä

t/
Ko

m
pl

ex
it

ät
) B

FSC (Größe)

1000

100

10

1 10 100 1000
1

Hintergrund

Isochrysis tahiti

Abbildung 3A: Auftragung der Größe (FSC) von Milchsäurebakterien gegen deren Granularität/Komplexität (SSC)
Abbildung 3B: Viabilitätsfärbung (cFDA: FL1) gegen die Mortalitätsfarbung (Propidiumiodid: FL3) von Milchsäurebakterien
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Analyse der Wasserqualität:
Die in Flowzytometern von Sysmex eingesetzte Technologie wurde speziell entwickelt, um die Einschränkungen, denen 
Standardzytometer gewöhnlich unterliegen, zu beseitigen und ein kompaktes, tragbares und bedienerfreundliches For-
mat zu schaffen.

Die Probe wird auf eine maximale Konzentration von 1 x 105 bis 5 x 105 Zellen/mL verdünnt und dann mit einer Fluores-
zenzsonde gefärbt, die zwischen den Doppelsträngen der Nukleinsäuren interkaliert (Abbildung 4 und 5).

Hefeanalyse: YeastControl™- Analysen
Sysmex bietet eine ganze Reihe von YeastControl™-Lösungen zur Überwachung der biotechnologischen Fermentations-
prozesse an. Diese gebrauchsfertigen und bedienerfreundlichen Reagenzien liefern schnelle direkte Ergebnisse: Proliferation, 
Wachstumskinetik und andere in der Brautechnik und Weinerzeugung eingesetzte physiologische Parameter, Zellkultur
überwachung in der Biomedizinforschung und Optimierung von Produktionsverfahren (Abbildung 6).

Abbildung 4: Mit SYBR® Green gefärbte Trinkwasserprobe: das Diagramm 
zeigt die grüne Fluoreszenz (SYBR® Green, FL1) gegenüber der roten Fluores- 
zenz (Propidiumiodid, FL3). Die im Wasser befindlichen Bakterien sind in dem 
Bereich der roten Region (polygon) zu finden. Die Signale über und links von 
diesem Bereich stammen von den ungefärbten Partikeln bzw. den unspezifisch 
mit SYBR® Green gefärbten Partikeln.
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Abbildung 5: Die gleiche mit SYBR® Green gefärbte Trinkwasserprobe: das 
Diagramm zeigt die grüne Fluoreszenz (FL1) aufgetragen gegen die Granu- 
larität (SSC). Die im Wasser befindlichen Bakterien, deren Chromosomen und 
Plasmide mit SYBR® Green gefärbt sind, zeigen typischerweise unterschiedliche  
DNA-Mengen. Die »LNA«-Bakterien in der blauen Region enthalten nur wenig 
DNA, während die »HNA«-Bakterien in der grünen Region mehr DNA enthalten.
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Abbildung 6: Kinetik der Zellzählung (blaue Kurve) im Vergleich zum Prozentanteil der Extraktmenge der Zellen (rote Kurve) für die Optimierung des 
Fermentationsverfahrens in der Brautechnik bei konstanter Temperatur (gelbe Kurve). Die eingefügten Diagramme zeigen die Verteilungsprofile der Zellzyklen 
mittels Durchflusszytometrie.
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Die YeastControl™ basierenden Reagenzien ermöglichen die Analyse des Zellzyklus, der Viabilität (Abbildung 7),  
des Glykogengehalts, des Trehalosegehalts, des Neutralfettgehalts, des Proteasegehalts und der Alterung (Nar- 
benbildung der Knospen auf der Oberfläche der Hefen).

Überwachung der Fermentation bei der Weinerzeugung: OenoYeast™:
Mit OenoYeast™ bietet Sysmex eine Lösung an, mit der indigene Hefen mit weißen und roséfarbenen Schimmelpilzen, 
bei Schaumweinen eingesetzte Tirage-Hefen, die Viabilität von Hefen bei langsamer Fermentation und unerwünschte 
Hefen der Art Brettanomyces bruxellensis während der Reifung überwacht werden können (Abbildung 8).

Spezifische Färbung von Mikroorganismen:
Bei der Untersuchung von Blutzellpopulationen mit Hilfe der Durchflusszytometrie werden häufig spezielle Farbstoffe 
verwendet und Antikörper eingesetzt, die gegen spezifische Epitope gerichtet sind und eine Zellpopulation charakteri-
sieren. Dieses Verfahren findet nun auch langsam Verwendung für den Nachweis von Mikroorganismen in Zellkulturen.

Weitere Analyseparameter: intrazellulärer pH-Wert, Membranpotential sowie Vitalität und Fluidität 
der Membran:
Intrazellulärer pH-Wert und Membranpotential
Der intrazelluläre pH-Wert (pHi) mit Sonden gemessen werden, deren Fluoreszenz auf den pH-Wert beruht. Im Laufe 
ihres Wachstums muss eine aktive Mikroorganismenzelle einen konstanten pHi-Wert aufrechterhalten. Durch diese Messung 
wird es somit möglich, den physiologischen Zustand von Zellen im Laufe der Fermentationsprozesse zu analysieren.

Das Transmembranpotential bestimmt die Austauschvorgänge zwischen der Zelle und der äußeren Umgebung. Die Ana-
lyse dieses Potentials ermöglicht die Charakterisierung des Zellzustands der Bakterienkultur. In der Durchflusszytometrie 
kann diese Analyse auf einfache Art und Weise mit Hilfe von anionischen und kationischen Fluoreszenzsonden durchge-
führt werden.

Vitalität
Der Parameter Vitalität kennzeichnet die metabolische Leistung einer Mikroorganismenkultur. Er wird üblicherweise 
unter Verwendung bestimmter Wachstums- bzw. Metabolitenproduktionsraten analysiert. Mit der Durchflusszytometrie 
können indirekte Messungen durchgeführt werden, die auf der abhängigen Energieausschüttung eines Fluoreszenz-
farbstoffs beruhen, so dass das entsprechende Ergebnis innerhalb von 30 Minuten vorliegt.

Abbildung 7: Analyse der Viabilität von Hefen der Art Saccharomyces cerevisiae mit dem YeastControl™-Kit. Im Quadranten Q1 wird die Menge der lebenden 
Hefepilze bestimmt, im Quadranten Q4 die der toten Hefepilze. Von links nach rechts wird die Viabilität der Hefepilze im Laufe der Zeit aufgetragen: die 
Mortalität steigt an.
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Membranfluidität
Die Membranfluidität von Mikroorganismen kann durch Fluoreszenzpolarisation nach Färben mit DPH (Diphenylhexatrien) 
gemessen werden. Auf diese Weise kann die Entwicklung der Membranfluidität im Laufe der Kultur in Korrelation zu den 
Veränderungen in der Zusammensetzung von Membranfettsäuren verfolgt werden. Die Fluidität kann mit der Durchfluss
zytometrie sehr viel einfacher und schneller gemessen werden, als dies für Membranfettsäuren der Fall ist. Der Vorteil 
der Durchflusszytometrie im Vergleich zu dem bei der Spektralfluorimetrie eingesetzten Referenzverfahren ist die Mög-
lichkeit, die Messung der Fluidität in lebenden und toten Zellen über eine Dreifach-Färbung (Vitalität, Mortalität, Fluidität) 
vorzunehmen.
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Änderungen des Designs sowie Spezifikationsänderungen basierend auf fortschreitender Produktentwicklung behalten wir uns vor.
Solche Änderungen werden bei Neuauflagenerscheinungen bestätigt und anhand des neuen Ausstellungsdatums verifiziert. © Copyright 2015 – Sysmex Europe GmbH
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Abbildung 8: Zählen der lebenden Hefepilze mit dem Flowzytometer 
Oenolyser® und dem OenoYeast™-Kit. Die Region »Yeast« erlaubt die 
Quantifizierung der lebenden Hefen. Diejeweiligen Konzentrationen sind  
im Feld »Results« dargestellt.
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