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Aus dem Institut fiir Meereskunde an der Universitidt Kiel

Eine einfache Methode zur Auszihlung von Bakterien mit
aktivem Elektronentransportsystem in Wasser- und

Sedimentproben®)
Von Roporro ITurrIAGA und GERHARD RHEINHEIMER

Zusammenfassung: Es wird eine einfache Methode beschrieben, die das Erkennen und Auszihlen
von Bakterienzellen mit aktivem Elektronentransportsystem in Wasser- und Sedimentproben er-
moglicht. Sie beruht auf der Reduktion eines Tetrazoliumsalzes (INT) zu rotgefarbtem Formazan.
Anhand von 3 Beispielen werden die Anwendungsmoglichkeiten der Methode diskutiert.

A simple method for counting bacteria with active electron transport system in water and
sediment samples (Summary): A simple method is described whereby it is possible to recognize and
count bacteria cells with active electron transport system in samples of water and sediment. It is
based on the reduction of a tetrazolium salt (INT) to a red colored formazan. By means of 3 examples
the uses of the method are discussed.

Einleitung

Fir die Beurteilung der bakteriologischen Verhéltnisse von Gewdssern ist nicht so
sehr die Gesamtzahl der vorhandenen Bakterien von Bedeutung — wie sie durch direkte
mikroskopische Auszdhlung ermittelt werden kann — als vielmehr die Zahl der aktiven
Keime, die an den stofflichen Umsetzungsprozessen teilhaben. Dementsprechend sollte
bei mikrobiologischen Untersuchungen von Wasser, Detritus und Sedimenten eine
Differenzierung der aktiven und inaktiven Zellen angestrebt werden.

Ein Charakteristikum der atmenden Zelle ist ihr respiratorisches Elektronentransport-
system (ETS). Tetrazoliumsalze wie INT (2- (Iodophenyl 7-3- (p-Nitrophenyl)-5-Phe-
nyl-2H-Tetrazoliumchlorid) bieten die Mdoglichkeit, die Aktivitdt des in der Zelle vor-
handenen ETS zu bestimmen. Diese Salze dienen als H¥-Acceptoren und bilden stabile,
gefdarbte organische Verbindungen (Formazane), die in der Regel dort festgestellt
werden koénnen, wo sich aktive Dehydrogenasen befinden. Tetrazolium-Salze werden
dementsprechend auch bei histochemischen Praparaten benutzt, um die Dehydroge-
naseaktivitidt zu beobachten (Ganam und Karina, 1968).

Zur Bestimmung des respiratorischen Potentials im Plankton wurde von CurrL und
SANDBERG (1961) eine spektrophotometrische Methode fiir die Messung der Aktivitat
von Dehydrogenasen entwickelt. Die Tetrazolium-Reduktionsmethode wurde mit Erfolg
fir die Bestimmung der respirativen Elektronentransport-Aktivitdit des Planktons in
Binnenseen und im Meer sowie in Sedimenten und Béden verwendet (Packarp, HEALY
und RicHArDs 1972, Packarp 1971, MaLIicky-ScHLATTE 1973 und Skujins 1973).

Die Reduktion des INT-Salzes kann aber auch zur Bestimmung der einzelnen aktiven
Organismen dienen (siehe auch KabpLecova 1965) und zwar sowohl von Phyto- und
Zooplankton — als auch von Aufwuchsbakterien. Im folgenden wird eine Methode
beschrieben, die sich besonders auch fur die Ermittlung der Zahl der aktiven Bakterien
in Wasser- und Sedimentproben eignet.

*) Der Erstautor ist Stipendiat der Alexander von Humboldt-Stiftung.
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Methodik

Zur Darstellung des Elektronentransport-Systems in aktiven Zellen aus Wasser- und
Sedimentproben wird durch Zusatz von INT die Bildung eines roten Formazans be-
wirkt. Als Elektronendonatoren dienen Natriumsuccinat, NADH und NADPH.

Es werden folgende mit Aqua bidest. hergestellte und durch Membranfilter mit 0,2 p.
Porenweite filtrierte Losungen benotigt:

a) 0,4 M Di-Natriumsuccinat
b) 0,88 mM reduziertes Nikotinamid-Adenin-Dinucleotid (NADH)
c) 0,25 mM reduziertes Nikotinamid-Adenin-Dinucletotidphosphat (NADPH)

d) 0,2 9%iges 2-(Iodophenyl)-3-(p-Nitrophenyl)-5-phenyl-2 H-tetrazolium chlorid (INT).
J. T. Baker Chem. B. V. Holland.

Die Losungen sollten tdglich frisch angesetzt und bis zum Gebrauch im Kihlschrank
aufbewahrt werden.

Zu jeweils 10 ml des zu untersuchenden Wassers oder einer Sedimentaufschwemmung
wird die gleiche Menge entsprechendes zuvor sterilisiertes Wasser zugegeben und mit
folgenden Substanzen versetzt: 0,5 ml Succinat-Losung, 0,5 ml NADH-NADPH-Lésung,
1 ml INT-Lésung. Reaktion auf pH 7,7 einstellen. Sodann wird 30 Minuten lang bei
einer Temperatur von 20 °C bebriitet und danach mit 0,15 ml Formaldehyd fixiert.
1 oder 2 ml dieser Proben werden durch Nuclepore Filter (Shandon) mit 0,2 p. Poren-
weite filtriert. Anschliefend werden die Filter nachgewaschen.

Auf den Filtern kann noch eine Differentialfarbung der Zellwand erfolgen. Dazu sind
folgende Losungen herzustellen:

1. Molybdatphosphorsdure 1%, in Aqua dest. Diese Stammlésung ist vor Benutzung
1 : 10 mit Aqua dest. zu verdiinnen.

2. Methylgrin 19, in Aqua dest. Die Stammlgsung wird vor Benutzung mit Formal-
dehyd und Aqua dest. im Verhiltnis 1 : 5 : 5 verdinnt.

Auf die bebriteten und mit 2 ml Aqua dest. nachgewaschenen Filter wird 1 ml Molyb-
datphosphorsdurelosung gegeben, 1 Minute stehengelassen, dann bei 0,5 ati filtriert und
mit 3 ml Aqua dest. nachgespiilt, danach 1 ml der Methylgriin-Loésung dazugeben und
3 Minuten stehenlassen, durchfiltrieren, nachspiilen mit 3—4 ml Aqua dest., an der
Luft trocknen.

Zur mikroskopischen Untersuchung werden kleine Filterstiicke herausgeschnitten und
auf Objekttrager gelegt, mit Immersionstl aufgehellt und mit einem Deckglas bedeckt.
Zum Mikroskopieren werden blaue Lichtfilter zur besseren Unterscheidung benutzt.

Organismen mit aktivem Elektronentransport-System sind in den aktiven Zellberei-
chen rot gefiarbt. Die rote Farbe des Formazans bleibt in den fixierten Zellen stabil.
Die Zellwand hingegen hat eine hellgrine Farbung angenommen. Man kann die roten
aktiven und die grinen nichtaktiven Bakterienzellen gut unterscheiden und getrennt
auszdhlen. Bei gréBeren Zellen lassen sich meist mehrere Stellen mit aktivem Elektro-
nentransportsystem erkennen. Besonders eindrucksvoll ist dieses bei Planktonalgen, Pro-
tozoen und kleinen Metazoen.

Anwendungsbeispiele

In Wasserproben aus der Kieler Forde wurde der Anteil der aktiven Keime an der
Gesamtzahl der Bakterien ermittelt, wobei fiir die letztere die fluoreszenzmikroskopische
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Tafel 1 (zuR.Iturriacaund G. RHEINHEIMER)
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Abb. 1: Gesamtzahl der Bakterien (A), Zahl der Bakterien mit aktivem Elektronentransportsystem (B)
und Saprophytenzahl (C) in einer Wasserprobe aus der Kieler Forde.
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Abb. 2: Prozentualer Anteil der Bakterien mit aktivem ETS in mit Leitungswasser (A) und mit
Ostseewasser (B) im Verhiltnis 1 : 10 verdiinntem Abwasser der Stadt Kiel.



Tafel 2 (zuR.ITurriAGA und G. RHEINHEIMER)
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Abb. 3: Wachstumskurven eines Photobacterium-Stammes (oben und mitte) sowie prozentualer
Anteil der Bakterien mit aktivem ETS (unten).



Methode nach ZiMmMERMANN und MEYER-REIL (1974) Anwendung fand, mit der auch
die kleinsten Zellen erfait werden kénnen. Zu Vergleichszwecken erfolgte auch die
Bestimmung der Saprophytenzahl auf Hefeextrakt-Pepton-Agar nach ZoseLL. Ein Bei-
spiel gibt Abbildung 1. Danach liegt der Anteil der aktiven Bakterien bei 33%, und der
der Saprophyten bei 1,69, der Bakteriengesamtzahl. Bei einer anderen Probe belief er
sich auf 19,39, bzw. 2,8%,.

Ein interessantes Ergebnis brachte auch der Vergleich einer Abwasserprobe aus dem
Hauptsammler der Stadt Kiel, die mit Stiwasser und parallel dazu mit Ostseewasser
mit einem Salzgehalt von 20°/,, (jeweils im Verhéiltnis 1 : 10) verdiinnt wurde. Wie
Abbildung 2 zeigt, belief sich der Anteil der aktiven Bakterien in dem mit Stu3wasser
verdiinnten Abwasser auf 339, — in dem mit Ostseewasser verdinnten dagegen auf
nur 23%, der gesamten Bakterienzahl.

Mit einigen Reinkulturen mariner Bakterien wurde die Verdnderung des Anteils der
aktiven Zellen an der Gesamtzahl in den verschiedenen Wachstumsphasen untersucht.
In der Regel betrug der Anteil der aktiven Bakterien in der logarithmischen Phase
etwa 1009, und begann nach Erreichen der stationdren Phase zunichst langsam und
dann rascher zurtickzugehen. Ein gutes Beispiel geben die in Abbildung 3 dargestellten
Wachstumskurven eines Leuchtbakteriums (Stamm 147), das aus dem Persischen Golf
isoliert wurde. Die Geschwindigkeit des Riickgangs der Zellen mit aktivem Elektronen-
transportsystem hdngt von Art und Kulturbedingungen des gepriiften Bakterienstammes
ab.

Schon diese wenigen Beispiele zeigen die vielseitigen Anwendungsmoglichkeiten der
beschriebenen Methode. Ein gewisses Problem stellen jedoch die sehr kleinen meist
kokkoiden Bakterien mit einem Zelldurchmesser von weniger als 0,2 . dar. Denn bei
diesen kann die Farbung auch bei Verwendung eines sehr leistungsfahigen Mikroskops
oft nicht mehr eindeutig festgestellt werden. Sie lassen sich nur mit Hilfe der oben
erwdhnten fluoreszenzmikroskopischen Methode erkennen, bei der eine sichere Unter-
scheidung von aktiven und inaktiven Zellen nicht méglich ist. Daher ist bei Betrachtung
der Zellzahl in Wasser- und Sedimentproben (s. Abb. 1) der Anteil der aktiven Formen
wahrscheinlich in Wirklichkeit etwas grofBer. Betrachtet man dagegen die bakterielle
Biomasse, so ist dieser Fehler im Hinblick auf die geringe Gréf3e der nicht mehr sicher
erfaBbaren aktiven Bakterien kaum von Bedeutung.
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