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Die hygienisch relevanten Methoden fur die mikrobiologische Routineanalyse von Trinkwasser (En-
terokokken, E. coli) sind in den letzten Jahren zwar etwas schneller geworden, sind aber noch weit
davon entfernt, innert Stundenfrist ein Resultat zu liefern. Wesentliche Fortschritte wurden in der
schnellen (<15 Minuten bis zu online) Detektion der Zahl und Aktivitat von Mikroorganismen mittels
Durchflusszytometrie gemacht. Diese Methoden erlauben es, den mikrobiologischen Zustand von
der Aufbereitung liber die Verteilung bis ins Haus zum Hahn des Konsumenten schnell und zuver-

lassig zu erfassen.

Thomas Egli, Eawag

EVOLUTION DES TESTS MICROBIOLOGIQUES

DEVELOPPEMENTS, ETAT, PERSPECTIVES

Depuis plus de cent ans, le contréle microbiologique de I'eau pota-
ble repose sur la recherche d’'organismes indicateurs révélant une
contamination fécale éventuelle (Escherichia coli et entérocoques)
ainsi que sur |'évaluation de |'état microbiologique général de I'eau
(nombre de germes aérobies mésophiles). Ces procédés se basant
sur la prolifération des organismes cibles sur des milieux de cul-
ture sont lents (> 1 jour), d'oli le besoin urgent de disposer de mé-
thodes plus rapides. Certes, des progrés ont été faits au cours des
dix derniéres années dans le domaine des méthodes classiques
basées sur la prolifération, si bien qu’aujourd’hui la détection de
E. coli est parfois possible en I'espace de 3-4 heures si les con-
centrations sont élevées. Le temps requis par les méthodes de
biologie moléculaire non basées sur la prolifération se situe éga-
lement dans cette fourchette. Malheureusement, nous sommes
encore loin de pouvoir détecter les E. colf faiblement concentrés,
c’est-a-dire de 0 a 10 cellules/ 100 ml, en I'espace d'une heure.
Par contre, d’énormes progrés ont été faits dans le domaine de la
mesure rapide de cellules microbiennes au moyen de la cytométrie
en flux. Celle-ci permet de déterminer le nombre total de cellules
et d’'autres caractéristiques cellulaires en moins de 15 minutes;
d'ores et déja, il est possible de faire les mesures en ligne. Les
méthodes de cytométrie en flux fournissent rapidement une vue

EINLEITUNG

Viele unterschiedliche Ansitze und Techniken werden gegen-
wirtig neben den klassisch etablierten und routinemissig ein-
gesetzten Methoden verfolgt. Es ist wohl nicht moglich, auf die-
sem begrenzten Raum einen umfassenden Uberblick iiber den
aktuellen Stand und alle laufenden Entwicklungen in der mik-
robiologischen Analyse von Trinkwasser zu pridsentieren. Statt-
dessen wird nachfolgend ausgelotet, wo im gegenwiértigen Kon-
zept Schwachstellen vorhanden sind, welcher Handlungsbedarf
besteht, wie diese Liicken abgedeckt werden kénnten und wie
die Zukunft der mikrobiologischen Trinkwasseruntersuchun-
gen aussehen konnte. Dieser Beitrag basiert auf einer Aktivitit
der OECD und WHO [1] und fiihrt sie auch weiter.

Das damals gezogene Fazit, dass die heute eingesetzten etablier-
ten mikrobiologischen Methoden veraltet sind, ist immer noch
giiltig. Genauso wie die Tatsache, dass iiber Wasser verbreitete
Krankheiten und das Ausmass ihrer Gefihrdung nicht immer
verlisslich erkennbar sind. Es existiert zwar eine grosse Anzahl
von neuen, vor allem molekularbiologischen Methoden; dieses
Potenzial wird jedoch erst fiir Forschungszwecke und in speziel-
len Situationen, aber nicht in der téglichen Praxis genutzt. Das
klassische Indikator-Konzept der Trinkwasserhygiene - die Su-
che nach Index-Organismen, um eine mdgliche Kontamination
des Wassers mit Krankheitserregern festzustellen - bleibt als



Grundpfeiler. Allerdings weiss man heu-
te, dass die etablierten mikrobiologischen
Indikatoren nicht ausreichen, um die ver-
schiedenen Schritte der Wasseraufberei-
tung und Verteilung zu {iberwachen und
zu beschreiben. Dazu braucht es zusitzli-
che, auch neue Analyseparameter.

In den vergangenen zehn Jahren seit Er-
stellung der OECD/WHO-Ubersicht der
potenziell verfiigharen Methoden [2] sind
keine wesentlichen Neuerungen zu sehen
[3], abgesehen von durchflusszytomet-
rischen Methoden, die weiterentwickelt
wurden. Da sie schnell und einfach sind,
konnten sie helfen, einige der oben ange-
sprochenen Liicken zu fiillen.

HISTORISCHER HINTERGRUND

Die heute fiir die mikrobiologische Rou-
tineanalyse von Wasser verwendeten
Detektionsmethoden iiber die Kultivie-
rung auf festen Nihrstoffboden wurden
vor mehr als hundert Jahren im Umfeld
von Robert Koch entwickelt [4]. Mit einem
durch Gelatine gefestigten Nahrmedium
aus Rindfleischextrakt, Pepton und Koch-
salz setzte er diese Methode zur Bestim-
mung der Gesamtzahl der kultivierbaren
Keime in Wasser, Luft und Bodenproben
ein. Auch das Konzept, bei der hygieni-
schen Untersuchung von Wasser nicht
nach Krankheitserregern per se, sondern
nach harmlosen, gut und schnell nach-
weisbaren Bakterien zu suchen, die eine
mogliche fikale Verschmutzung anzei-
gen, das sogenannte Indikatorkonzept,
stammt aus dieser Zeit [5, 6]. Koch selbst
verwendete die sog. «aerob mesophile
Keim(Kolonie)zahly (AMK)-Methode als
hygienischen Parameter (Fig. I); nach
seiner Erfahrung wies ein einwandfrei-
es Wasser weniger als 100 Keime pro ml
auf, was durch eine Bodenpassage oder
ein gut funktionierendes Langsamsand-
filter erreicht werden konnte [7]. Das
Darmbakterium Bacterium coli communis
(heute Escherichia coli) konnte damals re-
gelmissig und einfach aus mit Fikalien
verschmutztem Wasser isoliert werden
[5] und wurde deshalb als Hygienein-
dikator vorgeschlagen. Dieses Konzept
hat sich bis heute gehalten [8]. Auch die
Bestimmung der generellen mikrobiolo-
gischen Qualitit von Wasser wird heute
noch praktisch unverdndert iiber die «Ge-
samt-Lebendkeimzahly, AMK-Methode
(im englischen Sprachraum ¢heterotro-
phic plate county, HPC), in der Routine-
analyse angewendet.

In der Praxis hat dieses Suchkonzept
nach E coli aber seine Tiicken: Eine Reihe
anderer Bakterien mit dhnlichen Eigen-
schaften (u.A. Laktoseverwertung) kon-
nen ebenfalls auf den fiir die Isolation von
E. coli bestimmten Selektivmedien wach-
sen. So wurde z. B. (und wird z. T. immer
noch) zuerst die einfacher zu bestimmen-
de Gruppe von E.-coli-ahnlichen Bakterien
(sog. «Coliformes) als Fékal-Indikatoren
verwendet. Viele «Coliformer sind je-
doch harmlose, in der Natur vorkommen-
de Bakterien und zeigen keine fikale
Kontamination an. Eine Verbesserung
brachte die Einfiihrung der Kultivierung
bei erhéhter Temperatur (ca. 45 °C) das
Testen auf sog. «thermophile Coliformep
durch Ejjkman 1904 [9]; dies erlaubt das
Wachstum von E. coli, schrinkt aber die
Gruppe der wachstumsfahigen «Colifor-
meny stark ein. Damit war die Sache der
hygienischen Sicherheit von Trinkwasser
sowohl konzeptuell als auch hbeziiglich
mikrobieller Analytik schon kurz nach
1900 weitgehend ahgeschlossen.

In der Folge wurden neben E. coli noch
eine Reihe anderer Mikroorganismen als
Indikatoren vorgeschlagen, z.B. Entero-
kokken, sulfitreduzierende Clostridien
oder Clostridium perfringens, und teilwei-
se auch verwendet. Heute ist man allge-
mein der Meinung, dass die Anwesenheit
von Escherichia coli (nicht Coliforme oder
thermotolerante Coliforme) der geeig-
netste Index fiir fikale Verschmutzungen
ist [10-12]. In der letzten Zeit gewin-
nen auch die Enterokokken, die in der
Schweiz zusammen mit E. coli seit langer
Zeit als gute Fikalindikatoren gelten und
als Routineparameter gemessen werden,
auch in der EU wieder zunehmend an Be-
deutung [12, 3). Clostridium perfringens
hingegen hat sich als Indikator fiir eine
mogliche Kontamination mit Kryptospori-
dien offenbar nicht bewéhrt [3].

NEUE ENTWICKLUNGEN BEI DER
SUCHE NACH E. COLI

Die grosse Bedeutung von E. coli als Fi-
kalindikator hat natiirlich die Suche nach
schnelleren und verbesserten Nachweis-
techniken stimuliert [2]. Dabei werden
unterschiedliche Richtungen verfolgt:

Kultivierungen

Die Palette der Variationen des Nachwei-
ses von E. coli nach Kultivierung wird ste-
tig erweitert; meist erfolgt dies in Kombi-
nation mit einem Nachweis der Aktivitat

des fiir E coli (ziemlich) spezifischen
Enzyms B-D-Glucuronidase (oder B-D-
Galactosidase fiir Coliforme). Dabei bietet
man diesem Enzym ein Substrat an, das
in ein fluoreszierendes und/oder farbiges
Produkt gespalten wird. Die neusten Pro-
dukte erlauben einen Nachweis und die
Semi-Quantifizierung von E coli inner-
halb von ca. acht Stunden .
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Fig. 1 Beispiele von Bakterienkultivierungen
auf Néhrstoffplatten. Gebildete Kolonien
werden ausgezahlt, effektiv erfasst
werden so hdchstens 1% der in einer
Wasserprobe enthaltenen Keime
Oben: AMK-Bestimmung nach Abfiftrie-
ren und Inkubation des Filters
Unten: AMK-Bestimmung durch direktes
Ausplattieren auf Nahrstoffplatte

Exemples de cultures bacteriennes sur des mi-
lieux de culture solides. En dénombrant
les colonies formées, on ne décélera
avec efficacité que 1% des germes au
maximum

Direkte Detektion

Auch die direkte Detektion eines durch
B-D-Glucuronidase produzierten fluores-
zierenden Produkts ohne vorherige An-
reicherung von E. coli wird praktiziert.
Dabei wird in einer Probe der Konzent-
rationsanstieg des Produkts als Funktion
der Zeit und des Probevolumens gemes-



sen und die erhaltene Hydrolyserate in E.-
coli-Aquivalente umgerechnet. Es werden
Resultate bereits nach zwei Stunden er-
halten. Diese Technik scheint sich vor al-
lem fiir die «Quasi-online»-Uberwachung
von Oberflichen/Badegewassern zu eig-
nen, in denen die Konzentrationen von E.
coliim Bereich von 10-100 Zellen/100 ml
oder hoher liegen.

Filter und Markierung

Der direkte Nachweis einzelner Zellen
von E. coli (oder auch von ausgewdhlten
Krankheitserregern) ist nach Sammeln
auf einem Filter und nachfolgender
Markierung mithilfe von fluoreszieren-
den spezifischen Antikorpern oder mit
FISH-Sonden mdoglich. Die Detektion der
markierten Zellen kann mit klassischer
Epifluoreszenzmikroskopie erfolgen, was
mithsam und zeitaufwendig ist, oder der
Filter kann automatisch mit einem La-
serstrahl abgesucht werden (sog. Fest-
phasenzytometrie, die teure Variante);
eine quantitative Analyse ist innerhalb
von 3-4 Stunden mdglich. Auch Durch-
flusszytometrie kann fiir die Detektion
der markierten Zellen eingesetzt werden
(siehe unten).

Molekularbiologische Methoden

Die Moglichkeiten von molekularbio-
logischen Methoden fiir den diagnos-
tischen Nachweis von Zielorganismen
nach Amplifikation von aussagekrafti-
gen Nukleinsdure-Regionen mithilfe der
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wur-
den in den letzten 25 Jahren intensiv
untersucht. Wohl keine Methode hat in
der Trinkwassermikrobiologie mehr Er-
wartungen geweckt als die auf PCR-basie-
renden Techniken. Das heutige Fazit fiir
die Routineanalyse ist erniichternd: Ein
Hauptproblem scheint das Aufkonzent-
rieren der Zellen zu sein, bei dem auch
die PCR-hemmenden (Humin-)Stoffe aus
dem Wasser mit angereichert werden. Die
zuverlassige Detektion von E. coli mittels
quantitativer (real-time) PCR unterhalb ei-
ner Konzentration von 100-1000 Zellen
erwies sich als schwierig; das bedeutet,
dass fiir eine realistische Detektion im
trinkwasserrelevanten Bereich (1-10 E.
coli Zellen/100 ml) grosse Probemen-
gen (11 und mehr) notwendig sind. Jetzt
scheint die Amplifizierung von ribosoma-
ler RNA, ein Molekiil, das in einer Zelle
in grosser Zahl vorhanden ist, mit NASBA
(Nucleic Acid Sequence Based Amplifica-
tion, eine erweiterte PCR-Technik) eine

verbesserte und relativ schnelle (3-4 h)
Detektion zu erlauben. So kommt man
mittels Realtime-NASBA endlich in den
notwendigen Bereich der Empfindlich-
keit [13], und auch eine Quantifizierung
scheint moglich [14]. Dennoch, die PCR-
Technik wird heute und wohl auch in der
naheren Zukunft vor allem fiir die direkte
Detektion von Krankheitserregern, deren
Nachweis mit anderen Methoden sehr
aufwendig und zeitraubend ist, angewen-
det werden. Vielleicht bringt die Automa-
tisierung der PCR-Technik, wie sie in der
Medizin jetzt entwickelt wird, den Durch-
bruch zur Routineanalytik auch im Trink-
wassergebiet.

Sequenzierungstechniken

In der Zukunft konnten vielleicht die neu-
en, ultraschnellen Sequenzierungstechni-
ken einen Fortschritt bringen [15]. Dabei
wird die gesamte DNA aus einer Probe
isoliert, in kleine Stiicke zerschnitten und
jedes Stiick wird separat an ein Kiigel-
chen gebunden und darauf amplifiziert;
danach konnen die Sequenzen der vielen
einzelnen Teilstliicke parallel ermittelt
werden. Aus den vielen Teilsequenzen
konnte dann in einer in silico-Analyse
nach bestimmten Zielsequenzen, z.B.
nach bestimmten Genen eines Krank-
heitserregers, gesucht werden. Diese
Technik wiirde es ermoglichen, in einer
Probe gleichzeitig nach vielen moglichen
Zielorganismen zu suchen. Das Gebiet
entwickelt sich rasant; ob der Einsatz
einer solchen Technik fiir die Routineana-
lytik geeignet ist, wird sich zeigen, wohl
zuerst im medizinischen Sektor.

Gesamthaft kann man feststellen, dass
der Nachweis des wichtigsten Indikator-
Organismuses, E. coli, in der Routine-
analyse zwar etwas schneller moglich
ist, dass aber das etablierte Plattierungs-
verfahren noch nicht wegzudenken ist.
Teurere und spezialisierte Methoden,
wie Festphasenzytometrie, automati-
sierte Epifluoreszenzmikroskopie oder
neuerdings auch Realtime-NASBA, er-
lauben einen Nachweis in 3-4 Stunden.
Bei erhohten Konzentrationen (10-1000
Zellen/100 ml) ist die Detektion inner-
halb 2-3 Stunden iiber die Messung der
Aktivitat der B-D-Glucuronidase moglich.
Eine Methode, die den Nachweis von E.
coli innerhalb einer Stunde im tiefen Kon-
zentrationsbereich von 0-10 Zellen/100
ml sicher erlaubt und online-fahig ware,
ist jedoch noch nicht in Sichtweite.

SUCHE NACH
KRANKHEITSERREGERN

Das Indikatorkonzept impliziert, dass
die Suche nach pathogenen Mikroorga-
nismen und Viren nicht Teil der mikro-
biologischen Routinewasseranalytik ist.
Dennoch wurden in den vergangenen
Jahren viele Methoden fiir die direkte
Detektion von spezifischen Krankheits-
erregern in (Trink-)Wasser entwickelt (s.
Artikel D. Diston S. 40 und H.-A. Keserue
S. 34). Die meisten davon basieren auf der
PCR-Methode, aber auch die Markierung
der Zielorganismen mit (magnetischen)
fluoreszierenden Antikorpern, mit denen
sie zuerst angereichert und nachfolgend
mittels Mikroskopie, Festphasenzytomet-
rie oder Durchflusszytometrie detektiert
und quantifiziert werden konnen, ist ver-
breitet [2, 3]. Analytische Knackpunkte in
diesem Gebiet sind fehlende Empfindlich-
keit, Selektivitdt oder Geschwindigkeit.

Legionellen (insbesondere Legionella
pneumophila) sollen hier als Beispiel he-
rausgegriffen werden. Sie gehoren nicht
zu den klassischen, trinkwasserrelevan-
ten Durchfallerregern, sie verbreiten sich
vor allem in den héduslichen Warmwas-
serleitungssytemen, Whirlpools, Klima-
anlagen, aber auch in Kiihltirmen und
werden liber Aerosole, wie sie z.B. beim
Duschen entstehen, in die Lunge einge-
atmet; dort konnen sie zu mildem Fieber
bis zu einer Lungenentziindung ahnli-
chen Erkrankung fiihren. Gefahrdet sind
vor allem Personen in Krankenhédusern
und Altersheimen. Die Legionellen sind
erst kiirzlich durch eine Gesetzesdnde-
rung in Deutschland [16] ins Rampen-
licht geraten: Seit dem 1. November 2011
sollen ndmlich in Deutschland alle Warm-
wasserinstallationen mit mehr als 400
Litern Inhalt oder Warmwasserleitungen
mit mehr als drei Litern Inhalt zwischen
Boiler und Hahn jahrlich einmal auf Le-
gionellen tberpriift werden. Standard
fiir die Detektion von Legionellen ist die
Kultivierung auf Selektivnahrstoffplatten
(ISO 11371); diese Methode ist langsam,
das Resultat liegt erst nach zehn Tagen
vor. In diesem Fall wére also eine schnel-
le Detektion von Legionellen in Wasser-
proben dusserst wiinschenswert. Die
meisten alternativen Schnellmethoden
bedienen sich der PCR, sind aber mit den
oben bereits erwdhnten Schwierigkeiten
behaftet [17]. Schon in den 1980er-Jahren
versuchte man, Legionellen nach Immu-
nomarkierung mit fluoreszierenden Anti-



korpern mittels Durchflusszytometrie zu
detektieren, doch die Empfindlichkeit war
schlecht; sie lag im Bereich von 10*-10°
Zellen/ml. Es existiert jedoch eine auf
Festphasenzytometrie beruhende Metho-
de, die eine niedrige Detektionslimite von
10-100 Zellen/ml aufweist [18].

An der Eawag wurde kiirzlich eine schnel-
le Methode basierend auf Durchflusszyto-
metrie fiir die Detektion von Legionellen
entwickelt. Innerhalb von drei Stunden
ermiglicht sie eine Quantifizierung [16].
Eine verhesserte und schnellere Version
dieser Methode ist im Artikel von H.-A.
Keserue (S. 34) beschrieben. Sie wurde
auch schon in Spitélern erfolgreich ein-
gesetzt.

NATURLICHE MIKROBIELLE FLORA

Mit der Fokussierung der Trinkwas-
serhygiene auf die Anwesenheit von
Krankheitserregern und  ¢Anzeiger-
Mikroorganismen» fiir mogliche Fikal-
verschmutzungen erhielt die natiirliche
mikrobielle Flora, die in jedem gesunden
Wasser vorhanden ist, wenig Beachtung.
Die AMK ist noch heute die einzige rou-
tinemissig eingesetzte Analysemethode
zur Bestimmung der generellen bakte-
riologischen Wasserqualitit. Die damit
z.B. in «Ziiri-Wassem gefundenen 0-20
AMKs/ml und der empfohlene Hochst-
wert von 300 koloniebildenden Keimen
pro ml suggerieren die Anwesenheit von
sehr wenigen Mikroorganismen in Trink-
wasser und ein praktisch mikrobenfreies
(¢sterilesy) Trinkwasser. Die AMK-Metho-
de steht jedoch seit Langem in der Kritik,
denn es hat sich schon in den 1940er-
Jahren gezeigt, dass wohl nur ein sehr
kleiner Teil der in der Natur anwesenden
Bakterienzellen (meist nicht mehr als
0,1-1%) unter diesen Bedingungen zum
Wachstum und Bildung einer Kolonie fa-
hig ist. Insofern reflektieren die Resultate
bei Weitem nicht den wirklichen mikrobi-
ellen Zustand des Wassers. Seit mehr als
30 Jahren weiss man, dass die meisten
dieser «nicht kultivierbaren» Zellen aktiv
und lebendig sind und in ihrem Habitat
per se wachsen konnen [19]. Diese Prob-
lematik hat dazu gefiihrt, dass die AMK-
Methode heute, anders als noch von Koch
verwendet, nicht mehr als relevanter hy-
gienischer Trinkwasser-Parameter gilt,
und sie wurde vor ca. zehn Jahren von
der WHO, der EU und den USA, nicht aber
von der Schweiz von dieser Liste ersatzlos
gestrichen. So wird in der EU die Priifung
auf AMKs nur noch fiir Trinkwasser in

Behéltnissen verlangt (colony count bei
20°C sollte < 100, oder bei 37 °C < 20
Kolonien pro ml sein). In Ermangelung
alternativer Methoden wird aber die Be-
stimmung der AMK immer noch fiir viele
Zwecke eingesetzt (Tab. 1).

Eine taugliche Routinemethode fiir die
Bestimmung der Zellzahl von Mikroorga-
nismen in (Trink-)Wasser fehlt, man lebt
damit, dass die hislang verwendete (in
der Schweiz gesetzlich vorgegebene) Rou-
tinemethode zweifelhafte Resultate lie-
fert. Anders gesagt, die bisherige «Trink-
wassermikrobiologien deckte nur ein
ausgewihltes Gebiet ab, da wegen metho-
dischen Schwierigkeiten eine (wichtige?)
biologische Komponente dieses Systems
gar nicht richtig erfasst und untersucht
werden kann.

PRINZIP DER DURCHFLUSSZYTOMETRIE

Soll denn dieser zum Grossteil nicht
kultivierbaren Bakterienflora iiberhaupt
Beachtung geschenkt werden? Ja, denn
die Schweiz gehort zu einer Reihe von
mitteleuropdischen Lindern, welche
die Strategie verfolgen, ein qualitativ
so hochstehendes Trinkwasser ins Netz
einzuspeisen, dass es sich erlibrigt, ein
chemisches Desinfektionsmittel beizu-
geben [20]. Ein zentraler Punkt dieser
Aufbereitungs- und Verteilstrategie ist
das Verhindern einer mikrobiologischen
Wiederverkeimung des Wassers nach
erfolgter Aufbereitung und Abgabe ins
Netz (in andern Landern soll die Zugabe
eines Netzschutzmittels das Aufwachsen
von Mikroorganismen verhindern). Diese
«Biostabilitdt» wird bewusst in den Nie-
derlanden von Dick van der Kooij und Kol-

Die Zellen werden, nach entsprechender Verdiinnung und meist auch Anférbung
mit fluoreszierenden Farbstoffen, vereinzelt durch eine Glaskapillare geschleust und
mittels eines Lichtstrahls (meist Laserlicht) detektiert. Jedes vom Strahl erfasste
Partikel fiihrt zur Streuung des Lichts, und allféllig vorhandene Fluoreszenzfarbstof-
fe werden zur Lichtemission angeregt. Das entstehende Streulicht, resp. Fluores-
zenzsignal, wird Uber Filter und Spiegel auf Detektoren geleitet und dort erfasst.
Durch elektronische Datenverarbeitung kénnen auf diese Art Tausende von Zellen
pro Sekunde detektiert und jedem einzelnen Partikel sein Streu- und/oder Fluo-
reszenzsignal zugeordnet werden. Das erforderliche Probenvolumen ist dabei sehr
klein, normalerweise liegt es im Rahmen von weniger als einem Milliliter. Diese Me-
thode erlaubt es, Information Uber eine grosse Zahl von Partikeln, seien dies Bakte-
rien, Protozoen oder sogar Viren, in sehr kurzer Zeit zu erhalten.

Fluoreszierende
Farbstoffe oder
Markermolekiile

Durchfiuss-
zelle

Detektor 1:
Streulicht vorwarts
488 nm

Glaskapillare

Filter 2

Detektor 3:
Fluoraszenzsignal
520 nm

Detektor 2:
Streulicht seitlich
488 nm

Argonlaser

(Zellsortierung)

Abfall

Prinzip der durchflusszytometrischen Messung von mikrobiellen Zellen
Principe de la cytométrie en flux pour mesurer les cellules microbiennes



legen seit den 1980erJahren untersucht.
Sie konnten zeigen, dass die Menge an
verwertbaren Nihrstoffen, sog. «assi-
milierbarem organischem Kohlenstoffs
(AOC), die Verkeimung des Wassers be-
einflusst [21, 22]. Schon kleinste Mengen
von AOC fiihren zur Verkeimung; so ent-
stehen z.B. aus 1 ug AOC 10 Mio. mikro-
bielle Zellen [21, 23]!

Untersuchungen durch die Eawag und
die Wasserversorgung Ziirich haben jetzt
gezeigt, dass fiir die Produktion und Ein-
speisung eines ¢biostabilen» Trinkwas-
sers ein moglichst tiefer AOC-Gehalt aber
nur eine Seite des Problems darstellt.
Gleichzeitig muss auch ein Uberschuss
an mikrobiellen Zellen prisent sein, da-
mit das «Fressen» des verfiigharen AOCs
zu keiner signifikanten Zunahme der
Zellzahl fiihren kann. Biologisch nennt
man diesen Zustand «eine besetzte Ni-
schep; das wenige vorhandene Futter lasst
die Anwesenden hungern und fiir weitere
Konkurrenten hat es keinen Platz. Die na-
tiirliche mikrobielle Flora in einem Trink-
wassersystem ist also ein wesentlicher
Teil der «Biostabilitity, nur mit ihrer Hil-
fe bleibt das System stabil. Obwohl man
noch wenig dariiber weiss, kann man ver-
muten, dass in einer solchen Umgebhung
auch das Aufwachsen von mikrobiellen
Krankheitserregern weitgehend verhin-
dert wird.

Aus diesen Griinden ist die Quantifizie-
rung und das Verstehen der Rolle der
natiirlich vorhandenen Bakterienflora
im Aufbereitungs- und Verteilsystem des
Trinkwassers zentral. Wie oben erlautert,
kionnen die etablierten Plattierungsme-
thoden hier nicht weiterhelfen; es miis-
sen Methoden zum Einsatz kommen,
welche die Gesamtheit der mikrobiellen
Flora zu erfassen vermdgen.

NEUE METHODE IN DER
TRINKWASSERANALYTIK

Die in den letzten Jahren an der Eawag
entwickelten Methoden basierend auf
Durchflusszytometrie (DFZ) und der Mes-
sung von ATP (Adenosin-Tri-Phosphat,
ein Energietriger, der in allen lebenden
Zellen vorkommt) zur schnellen und zu-
verldssigen Bestimmung der Zellzahl,
aktiver Biomasse und von verschiedenen
Aktivititen und Eigenschaften mikrobi-
eller Zellen in Wasser eriffnen eine voll-
stindig neue Sicht auf und in das System
[24, 25]. Auf die eingehende Beschrei-
bung der beiden Methoden wird hier ver-
zichtet; der Leser wird auf die kiirzlich er-

schienenen Artikel [24-26] verwiesen. Es
reicht zu erwéhnen, dass Zellen aufgrund
ihres Streulicht- und, falls mit einem flu-
oreszierenden Farbstoff angeférbt, ihres
Fluoreszenzsignals detektiert werden
kénnen (Fig 2 und 3).

Die DFZ ist in der Medizin seit den 1980er-
Jahren etabliert (Fig. 4). Die grundlegen-
den Methoden fiir ihre Anwendung in
der aquatischen Mikrobiologie wurden
in den letzten zwei Jahrzehnten entwi-
ckelt [27, 28]; fiir die Fragestellungen
und Anwendungen im Trinkwassergebiet
mussten diese adaptiert und modifiziert
werden [25, 26]. Im Nachhinein erstaun-
lich, dass dies nicht schon frither gesche-
hen ist, denn eine erste Anwendung der
DFZ fiir die Detektion von Legionellen,
leider mit unzureichender Empfindlich-
keit, ist schon aus den 1980erJahren be-
kannt [29]. Auch ATP als Parameter fiir
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die Menge an aktiver Biomasse in einem
System wird seit lingerer Zeit verwendet,
allerdings wurden die kommerziell er-
héltlichen Testkits und Gerite beziiglich
Handhabung und Schnelligkeit in den
letzten Jahren enorm verbessert [30, 31].

Bestimmung der Totalzellzahl

Als Basismethode hat sich die DFZ-Be-
stimmung der Totalzellzahl (TZZ) von
(frei schwimmenden, planktonischen)
Mikroorganismen nach Anfirben der Zel-
len mit einem fluoreszierenden Farbstoff
erwiesen [32]. Der verwendete Farbstoff
(SYBR Green [) dringt in alle Zellen ein
und bindet an Nukleinséuren, vor allem
die doppelstringige DNA. Die TZZ einer
Wasserprobe kann innerhalb von weniger
als 15 Minuten bestimmt werden. Diese
Methode hat sich als &dusserst robust
erwiesen, und ihre Tauglichkeit wurde
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Fig. 2 Die Intensitét des Streulichts vom Laser gegen die Griin-Fluoreszenz von SYBR Green |

ermdglicht, grosse (HNA) von kieinen (LNA) Zellen zu unterscheiden

Lintensité de la lumiére diffusée du laser contre la fluorescence verte de SYBR Green | permet de
faire la différence entre les grandes (HNA) et petites (LNA) cellules

Fig. 3 Bei der Durchflusszytometrie kénnen Zellen aufgrund ihres Streulicht- und, falls mit einem

fluoreszierenden Farbstoff angeférbt, ihres Fluoreszenzsignals detektiert werden kénnen

Links: kleine, weniger gut anfédrbbare Zellen (LNA, Low Nucleic Acid)

Rechts: grosse, gut farbende Zellen (HNA, High Nucleic Acid)

(Bilder: Y. Wang, Eawag)

La cytométrie en flux de détecter les cellules au moyen de la lumiére diffusée, et en cas de colo-

ration avec une substance fluorescente, aussi au moyen du signal de fluorescence

A gauche: petites cellules, moins bien colorables (LA, Low Nucleic Acid)

A droite: grandes cellules, bien colorables (HNA, High Nucleic Acid)



in Zusammenarbeit mit Wasserwerken
im Praxiseinsatz nachgewiesen. Es hat
sich gezeigt, dass die TZZ sehr empfind-
lich auf Anderungen in Temperatur oder
AOC-Verfiigharkeit reagiert. Die Methode
erlaubt es, schnelle Information iiber den
allgemeinen Zustand der mikrobiellen
Flora und ihr Verhalten in Wasserauf-
bereitungsprozessen und in Verteilsys-
temen, sowohl in grossen stidtischen
Netzen als auch in Hausinstallationen,
zu erhalten [32-35]. Die Verfiigharkeit
von kleinen, transportablen Zytometern
macht den Einsatz vor Ort, ob im Feld
oder in Gebduden, moglich.

In all diesen Untersuchungen zeigte es
sich, dass die TZZ mittels DFZ in nicht
chloriertem Trinkwasser (und auch stil-
len Mineralwissern) wie erwartet im Be-
reich von 50000-150000 Zellen pro ml
liegt, obwohl der festgesetzte empfohlene
AMK-Grenzwert von 300 Kolonien pro
ml nicht {iberschritten wird [24]. In den
meisten Fillen zeigte sich keine Korrela-
tion zwischen den beiden Methoden [31],
sodass ein Vergleich nicht gezogen wer-
den sollte.

Gegeben durch die breite Einsetzharkeit
der TZZ-Methode lduft gegenwirtig un-
ter dem Schirm des SVGW ein Projekt,
in dem 18 Forschungsinstitute, Wasser-
versorger, kantonale Laboratorien, das
BAG und private Firmen daran sind, die
Methode zu standardisieren, sodass sie
als akzeptierte, alternative Methode fiir
die Bestimmung der totalen Zellzahl von
Mikroorganismen in Trinkwasser ins
Schweizerische Lebensmittelbuch auf
genommen werden kann. Auch an der
Online-Messung der TZZ wird gearbeitet
[36], die mit einem Prototypen erhaltenen
Daten werden an der SVGW-Tagung «Mik-
robiologische Trinkwasseruntersuchungy
vom 4. Mai 2012 prisentiert (s. Artikel .
Helbing, S. 28).

Die Messung der TZZ bildet die Grundla-
ge fiir eine Vielzahl anderer Methoden,
wie fiir die AOC-Bestimmung [23], Bio-
filmbildung auf Oberfldchen (s. Artikel St.
Kotzsch, S. 54), Quantifizierung der Filtra-
tionseffizienz [37] oder Bestimmung des
Wachstumspotenzials von Krankheitser-
regern in einem Wasser [38].

Anteil «lebende/tote» Zellen

Die Bestimmung des Anteils an ¢leben-
deny und «toteny Zellen ist eine gut eta-
blierte Methode, die seit Langem in der
mikrobiellen Okologie eingesetzt wird.
Dabei wird ein rot fluoreszierender Farb-

Fig. 4 Das Prinzip der Durchflusszytometrie wird seit 30 Jahren genutzt. In den 1980er-/ahren

allerdings vornehmiich in der Medizin. Im Bild: Glaskapillare mit Laser und seitlichem

Streulicht

Le principe de la cytométrie en flux est employe depuis 30 ans, dans les années 80 surtout en

médecine. Image: capillaires de verre avec laser et lumiére diffusée latérale

stoff (Propidium-Iodid, PI) eingesetzt, der
nur in die Zelle eindringen kann, wenn
die Zellmembran beschidigt ist. In Kom-
bination mit SYTO9 (dhnlich wie SYBR
Green I) konnen Zellen nun so angefarbt
werden, dass sie griin fluoreszieren, wenn
die Membran intakt ist, und rot erschei-
nen, wenn ihre Membran beschéidigt ist.
Nimmt man an, dass eine Zelle mit defek-
ter Membran nicht mehr lebensfihig ist,
so ist eine rot fluoreszierende Zelle mit
grosser Wahrscheinlichkeit «toty. Die «le-
bend/totr-Firbung ist einfach und schnell
zu machen und ist in der Trinkwasserauf-
bereitung z.B. fiir das Verfolgen von Des-
infektionsvorgidngen interessant [39, 40].

Muster der natirlichen mikrobiellen Flora

In der bunt zusammengesetzten mikro-
biellen Wasserflora sind nicht alle Zellen
gleich gross, und auch ihre Zusammen-
setzung und ihr physiologischer Zustand
ist verschieden. Durch die unterschiedli-
che Grisse streuen sie den Lichtstrahl im
DFZ nicht gleich, und ihre unterschiedli-
che Zusammensetzung und ihr Zustand
bewirken, dass sie Farbstoffe nicht gleich
aufnehmen. Dies fiihrt dazu, dass man im
DFZ unterschiedliche Zellpopulationen
beobachtet. Praktisch in jedem Wasser
findet man eine Population von grossen,
stark lichtstreuenden Zellen, die meist
auch viel DNA-bindenden Fluoreszenz-



farbstoff aufnehmen, sog. High-Nucleic
Acid-(HNA)-Zellen, und daneben eine
zweite grosse Population von kleinen,
schwach lichtstreuenden und wenig Farb-
stoff aufnehmenden, sog. Low-Nucleic
Acid-(LNA)-Zellen. Die Anteile und Po-
sitionen der HNA- und LNA-Zellen sind
oft fiir ein Wasser charakteristisch. Auch
hat es sich gezeigt, dass bei Wiederver-
keimungsprozessen im Trinkwasser die
HNA-Zellen in der Regel hevorzugt wach-
sen und dabei die LNA-Zellpopulation

verdringen. Bel Desinfektionsprozessen
hingegen scheinen die LNA-Zellen resis-
tenter zu sein als die HNA-Zellen [40].

Diese Muster kionnen als charakteristi-
scher ¢Fingerabdrucks» ausgewertet wer-
den. Hier wird noch Neuland beschritten.
Vielleicht lassen sich z.B. durch die An-
wendung anderer Farbstoffe noch wei-
tere «Fingerabdriicke» erzeugen. Auch
lisst sich durch eine mathematische
Auswertung der Daten eine objektivere
Einteilung und Quantifizierung der «Fin-

gerabdriickey erreichen, die dann fiir die
Friiherkennung von Anderungen der Zu-
sammensetzung oder der Eigenschaften
der mikrobiellen Flora in der Wasserauf-
bereitung und -verteilung eingesetzt wer-
den kinnten.

Detektion von Krankheitserregern

Die Konzentration von Krankheitserre-
gern in Roh- oder Trinkwasser ist in der
Regel so niedrig, dass das Verhiltnis von
TZZ zu Erregern meist in der Griossen-

Stufe

[hygienischer Zustand)
[Charakterisierung)
[Charakterisie rung)
Behandlungseffizienz
[Eliminie rung, Filtration)
Behandlungseffizienz
|Desinfektion)

Behandeltes Wasser
Hausinstallation
Ausbruchsuntersuchungen

|Eintritt)
Hausinstallation

Zeitbedarf [*]
Online-Betrieb
Einzugsgebiet
Rohwasser
Grundwasser
Verteilsystern
[Einspeisung)
Verteilsystem
[Aufwuchs)
(Aufwuchs)

Fakal-Index

Parameter

Gesamt-Coliforme

Thermotolerant Coliforme

Escherichia coli

Enterokokken [fakale Streptokokken)
Totale Bakterienzahl [mikroskopisch)
Lebende Zellen [mikroskopisch)

Aerob mesophile Keime [AMK]

Aerobe Sporenbildner

Humane Enteroviren

Sematische Coliphagen

F-spezifische RMNA-Coliphagen
Bacterocides-Phagen

Sulfitreduzierende Clostridien
Clostridiumn perfringens

Pseudomonas, Aeromonas

Legionella spp. [Kultivierung)

Giardia, Krypto-[0o)Zysten [mikroskopisch)
DFZ schnelle Pathogenen-Detektion
DFZ Totalzellzahl [meist in Kombination)
DFZ Live/Dead

DFZ LNA/ HNA-Zellen

ATP [frei und zellular)

Geeignet [*] sehr schnell [< 30min) Kaum / sehr aufwendig [*] langsam [> 2 Tage]

Geeignete Alternative [*] schnell [1-3h] Nicht anwendbar [*) sehr langsam (7 Tage <)

Nicht empfohlen [*) mittel (1-2 Tage) Allg. mikrobiologischer Zustand | [*) variabel

Keine Angaben oder wenig Information vorhanden # In Verteilsystemen ohne chemische MNetzschutzmittel

Tab. 1 Ubersicht iiber etablierte und neue mikrobielle Parameter und ihre Eignung fiir den Einsatz auf den unterschiedlichen Stufen der Trinkwasseraufbereitung
und Verteilung. Die Tabelle beruht auf einer Zusammenstellung von Payment und Mitautoren (grau unterlegte Parameter und Stufen [42]); sie wurde durch
eine Auswahl neuer Methoden und Stufen erweitert (weiss unterlegt)

Vue d'ensemble des anciens et nouveaux paramétres microbiens et de leur aptitude a I'emploi & différents niveaux du traitement et de la distribution de I'eau

potable. Le tableau se base sur une synthése de Payment et d’autres co-auteurs (paramétres et niveaux marques de gris [42]); elle a éte complétée par
un choix de nouvelles méthodes et de nouveaux niveaux (marqués de blanc)



ordnung von einer Million zu Eins liegt.
Deshalb ist die direkte Detektion von
Erregerzellen ohne vorangehende Auf-
konzentrierung und Aufreinigung kaum
moglich. Meistens erfolgt die Aufkonzen-
trierung durch Sammeln der Zellen auf
einem Membranfilter. Nach Ablosen vom
Filter werden die Zielorganismen mit Ma-
gnetkiigelchen, an die ein erregerspezifi-
scher Antikorper gebunden ist, markiert
und mithilfe eines starken Magneten
herausgefischt. Dies fiihrt gleichzeitig
zu einer Aufreinigung der Probe. Die De-
tektion der so herausgefischten Erreger
erfolgt im DFZ meist nach einer zusitz-
lichen Anfiarbung mit einem fluoreszie-
renden Antikorper. Die Detektion kann
kombiniert werden mit einer «lebend/
toty-Farbung, um zusiatzliche Informati-
onen iiber den physiologischen Zustand
der Krankheitserreger zu erhalten. In
der Eawag-Arbeitsgruppe konnte mit die-
sem Verfahren eine schnelle Detektion
von Legionella pneumophila und Giardia-
lamblia-Zysten innerhalb von ca. zwei
Sunden erreicht werden [17, 41]. Erfah-
rungsgemass liegt der Erfolg dieser Me-
thode zum Grossteil in der Qualitit des/r
verwendeten Antikorper beziiglich Spezi-
fitat und Bindevermogen nach erfolgter
Kopplung an die Magnetkiigelchen und/
oder den fluoreszierenden Farbstoff. Fir
weitere Information wird auf den Beitrag
von H.A. Keserue, S. 34 verwiesen.

UBERWACHUNG UND
QUALITATSKONTROLLE

Wie oben gezeigt, haben die letzten Jahre
zwar Verbesserungen in der Analyse der
Indikatororganismen und Krankheits-
erreger gebracht, doch sind eigentliche
Quantenspriinge ausgeblieben. Die meis-
ten Fortschritte wurden auf dem Gebiet
der schnellen Detektion und Quantifizie-
rung der natiirlichen mikrobiellen Flora
in Roh- und Trinkwasser mittels DFZ
gemacht. Vor allem die TZZ-Bestimmung,
obwohl sie nicht die «gewohnteny AMK-
Resultate liefert, hat sich in der Praxis
bereits einen Platz erobert. In Kombina-
tion mit anderen DFZ-Methoden und der
ATP-Messung kann die TZZ-Bestimmung
einen neuen Blick auf die Aufbereitungs-
und Verteilsysteme bieten.

ETABLIERTE UND NEUE PARAMETER

Wirft man einen Blick auf die ganze Ket-
te der Trinkwasserversorgung von den
Ressourcen bis zum Konsumenten, so ist

offensichtlich, dass mit nur einem resp.
zwei offiziell hygienerelevanten Indikato-
ren (E. coli und Enterokokken) und der of-
fenbar nicht sehr aussagekraftigen AMK-
Methode keine ausreichende Beurteilung
und Uberwachung der einzelnen Stufen
des Systems beziiglich hygienischer Si-
cherheit moglich ist. Diese Problematik
ist nicht neu. Erste mogliche Losungsan-
sdtze, und auf welcher Stufe die verfligha-
ren Indikatoren sinnvoll eingesetzt wer-
den konnen, wurden erstmals anlasslich
der OECD/WHO-Tagung in Kiisnacht im
Oktober 2000 diskutiert [42].

Die damals vorgeschlagenen Indexorga-
nismen und ihre Bewertung (grau unter-
legt in Tab. 1) zeigen, dass nur mithilfe
einer sinnvollen Kombination von mikro-
biologischen Parametern die ganze Kette
iiberwacht und beurteilt werden kann.
Sucht man in Tabelle 1 nach Methoden,
die damals tiber den ganzen Bereich der
Aufbereitung und Verteilung empfohlen
wurden, so beschranken sich diese einzig
auf E. coli und thermotolerante Coliforme.
Aber auch diese beiden Parameter sind
bekanntermassen keine idealen Indika-
toren fiir z. B. Desinfektionsmassnahmen.
Die damalige Bewertung der Enterokok-
ken (aus angelsdchsischer Sicht) wiir-
de heute wohl wesentlich positiver und
dhnlich wie diejenige fiir E. coli und die
thermotoleranten Coliformen ausfallen,
nachdem sie von der EU kiirzlich in die
Liste der hygienerelevanten Indikatoren
aufgenommen wurden.

Die Tabelle 1 wurde mit den neu verfilig-
baren DFZ-Methoden und ATP-Messung
als Analyseparameter erweitert, die Kette
wurde durch den Einbezug der Hausins-
tallationen bis zum Konsumenten fort-
gefiihrt. Dabei wird offensichtlich, dass
diese neuen Methoden dusserst breit ein-
gesetzt werden konnen. Die Schnelligkeit
und tiefen Probekosten der DFZ-Analyse
machen es moglich, sich innerhalb kur-
zer Zeit einen Uberblick iiber das gesam-
te System mithilfe der TZZ, «lebend/toty,
dem «LNA/HNA»-Verhéltnis und ATP zu
verschaffen (s. Artikel von J. Helbing, S.
28, und O. Késter, S. 24). Es muss aber
betont werden, dass es sich hier nicht
um hygienerelevante Parameter handelt,
sondern dass damit Information {iber den
allgemeinen mikrobiologischen Zustand
des Systems erhalten wird. Die bisherige
Kontrolle auf E. coli als Fikalindex und
das Indikatorkonzept konnen und sollen
diese neuen Analysemethoden nicht er-
setzen.

Im praktischen Einsatz haben sich die
DFZ-Methoden in allen Bereichen schon
bewdhrt [30, 31]. Sie ermoglichen vor
allem die schnelle Beurteilung der Bio-
stabilitat des abgegebenen Trinkwassers
in den Trinkwasserverteilnetzen, was
weder mit den etablierten kultivierungs-
abhéngigen noch mit den neuen mole-
kularbiologischen Methoden erreicht
werden kann. So konnte gezeigt werden,
dass das im Seewasserwerk Lengg aufbe-
reitete «Ziiri-Wasser» beim Konsumenten
im gleichen mikrobiologischen Zustand
ankommt, wie es vom Werk ins Netz ein-
gespeist wird [43].

ANWENDUNG BEI HAUSINSTALLATIONEN
Eine breite Anwendung darf man auch fiir
die Untersuchung von Hausinstallationen
erwarten. Da rechtlich die Verantwortung
fiir die Wasserqualitat beim Eintritt des
Trinkwassers vom offentlichen Netz ins
Haussystem vom Wasserproduzenten an
den Hauseigentiimer tibergeht, entziehen
sich diese Installationen weitgehend der
Uberwachung. Durch nachfolgende Fak-
toren konnen Installationen das Wieder-
aufwachsen massgebend beeinflussen:
erhohte Wassertemperaturen, Wasser-
stagnation, vermehrter Einsatz von Kunst-
stoffmaterialien, die wachstumsfordernde
Stoffe abgeben konnen (s. Artikel von S.
Kotzsch, S. 54). Die DFZ-Methoden erlau-
ben hier eine schnelle Quantifizierung
der Verkeimungsvorgange [35] und sogar
die Identifizierung von Verkeimungsher-
den wie Filter oder Armaturen. Besonders
hier bietet der Einsatz eines transportab-
len DFZ-Geréts enorme Vorteile und Mog-
lichkeiten.

STANDARDISIERUNG

Die Standardisierung der TZZ-Bestim-
mung mittels DFZ und die Aufnahme
ins Schweizerische Lebensmittelbuch als
Alternative zur AMK-Methode wird hof-
fentlich nicht mehr lange auf sich warten
lassen. Damit ware die Schweiz im inter-
nationalen Vergleich methodisch wohl ei-
nen wichtigen Schritt voraus.
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