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der Trinkwasserqgualitat

Die mikrobiologische Trinkwasseranalytik mittels
Durchflusszytometrie entwickelt sich enorm.

INn Minuten kbnnen die Totalzellzahl und die Aktivitat
von Mikroorganismen erfasst werden.

eltweit wird seit bald 100 Jahren die

mikrobiologische Qualitit von
Trink- und Badewasser mit Hilfe zweier
Analysemethoden beurteilt /1/:
I Die allgemeine mikrobiologische Qualitit
des Wassers wird iiber die Anzahl aerober,
mesophiler Keime (AMK oder HPC-hete-
rotrophic plate count) bestimmt. Dabei
sollten in der Regel pro Milliliter Wasser je
nach Land nicht mehr als 300 bis 500 ko-
loniebildende Keime vorhanden sein.
Fiir die Beurteilung der hygienischen
Qualitit des Wassers, d.h. eine mogliche
Anwesenheit von Krankheitserregern,
wird das Darmbakterium Escherichia coli
herangezogen. Seine Anwesenheit soll die
Wahrscheinlichkeit eines fritheren Kon-
takts des Wassers mit Fikalien anzeigen.
Beide Methoden wurden um 1900 einge-
fiihrt, haben seither ihrem Zweck recht gut
gedient und wurden im Lauf der Jahre auch
verbessert /2/. Dennoch weisen sie grund-
legende Mingel auf: Beide Methoden basie-
ren auf Wachstum und sind deshalb lang-
sam, zudem ist die AMK-Methode nicht
sensitiv genug, und ihre Hygienerelevanz
wird zunehmend angezweifelt /3/. Obwohl
in den letzten zwanzig Jahren eine Reihe
von molekularbiologischen Methoden fiir
die Analyse von Krankheitserregern ent-
wickelt wurde, erlauben diese noch keine
Routineanwendung in der Wasseranalytik
12, 3.

Durchflusszytometrie

als Alternative?

Trotz einer Vielzahl von verfiigbaren (zum
Teil auch standardisierten) Methoden /2, 3/
besteht ein dringender Bedarf an Analytik,
die eine schnelle, verlissliche und kosten-
giinstige Beurteilung des hygienischen und
allgemeinen mikrobiologischen Zustands
von Trink-, Bade- und Rohwasser innerhalb
von 1 bis 2 Stunden oder schneller ermog-
licht. Die Durchflusszytometrie (DZ) ist
eine Methode, die es erlaubt, diese Liicke
weitgehend zu fiillen /4/. Die DZ wurde in
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den 1960er Jahren entwickelt und wird seit
mehr als 30 Jahren in der Medizin zum Bei-
spiel zur schnellen Auszihlung von Blutzel-
len eingesetzt. Innerhalb der letzten 20 Jahre
wurden die Instrumente stetig verbessert, so
dass mit den meisten Standardgeriten jetzt

i Farbstoff.
Grafik modifiziert
488 nm aus /2/.

auch sehr kleine Bakterienzellen detektiert
und vom Hintergrundrauschen abgetrennt
werden konnen. Dabei schleust man (meist
mit einem fluoreszierenden Farbstoff ange-
farbte) Zellen vereinzelt durch eine Glaska-
pillare, detektiert sie mittels eines Laser-
lichtstrahls und wertet die dabei entstehen-
den Streulicht- und Fluoreszenz-Signale
elektronisch aus (Bild 1). Je nach Gerét und
Anwendung kénnen pro Sekunde 1.000 bis
100.000 Zellen erfasst werden. Die von ei-
ner Zelle erhaltenen Signale werden iiber
Filter auf Detektoren geleitet, erfasst und
elektronisch ausgewertet. Mit Hilfe einer
Analysesoftware konnen jeder Zelle ein
oder mehrere spezifische Signale zugeord-
net werden. Diese Signale konnen beliebig
kombiniert werden. Typische Resultate ei-
ner solchen Messung sind in Bild 2 in Form
einer Punktewolke dargestellt. Jeder Punkt
entspricht dabei einer Zelle (genauer einen
DNA-enthaltenden Partikel).

Die mikroskopische und durchflusszytome-
trische Bestimmung der Anzahl mikrobiel-
ler Zellen in Meer- und Siisswasser mit Hilfe
von Fluoreszenzfarbstoffen wurde in den
letzten zwei Jahrzehnten von mehreren 6ko-
logisch ausgerichteten Arbeitsgruppen un-
tersucht und fiir 6kologische Forschungs-
zwecke eingesetzt /5, 6/.
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Die Trinkwassergruppe der Abteilung fiir
Umweltmikrobiologie der Eawag (Schweiz)
hat in den letzten zehn Jahren als erste die
Moglichkeiten der DZ und ihre potenziellen
Anwendungen in der mikrobiologischen
Trinkwasseranalytik ausgelotet. Heute er-
staunt es vielleicht, dass die DZ nicht schon
friither fiir die Trinkwasseranalytik ,.ent-
deckt” wurde. Erste Versuche, Legionellen
zu detektieren, sind schon aus den friihen
1980er Jahren bekannt, die Methode war je-
doch zu unempfindlich /2/. Wahrscheinlich
waren es die diffizile Handhabung, fehlende
Empfindlichkeit und auch der Geritepreis,
die dazu fiihrten, dass dieser Weg nicht wei-
ter verfolgt wurde.

Schnelle Bestimmung

der totalen Zellzahl (TZZ)
Basierend auf den friiheren 6kologischen
Arbeiten /5, 6/ wurde die durchflusszytome-
trische Zellzdhlung fiir die Detektion und
Auszdhlung von planktonischen Zellen in
einer Trinkwasserprobe modifiziert und op-
timiert /2, 6, 7/. Damit sollte die einfache
und grundlegende Frage ,,Wie viele Mikro-
organismen sind in meinem Trinkwasser?*
schnell (und auch richtig!) beantwortet wer-
den. Fiir das Anfirben von Zellen steht eine
Vielzahl von (fluoreszierenden) Farbstoffen
zu Verfiigung, die meist auch in der Mikro-
skopie seit langem verwendet werden /5/.
Ublich ist zum Beispiel das Anfirben mit
einem in alle Zellen eindringenden DNA-
bindenden Farbstoff, wie DAPI, HOECHST
33342, PicoGreen, SYTOX oder SYBR
Green /5, 7/. Die Wahl fiel auf SYBR Green I,
das in alle Zellen eindringt und bevorzugt
an doppelstringige DNA bindet.

In der in Wasser vorhandenen mikrobiellen
Flora nehmen nicht alle Zellen gleich gut
und gleich viel Farbstoff auf (Bild 2). Man
findet auch Populationen, die besser (high
nucleic acid [HNA] content) und solche, die
weniger gut anfirbbar sind (low nucleic acid
[LNA] content). In der Regel sind LNA-Zel-
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len kleiner als HNA-Zellen. Die Griinde fiir
diese unterschiedliche Farbecharakteristik
werden erst teilweise verstanden. Unter-
schiedliche Wisser zeigen dabei einen typi-
schen ,,Fingerabdruck® /8/, der sich, wie
nachfolgend gezeigt, auch dndern kann.
Die Bestimmung der totalen Zellzahl (TZZ)
und ihrer Grosse sowie Anféarbecharakte-
ristik erwiesen sich als besonders interes-
sant fiir die Routineanalytik. Die DZ-Be-
stimmung der Totalzellzahl (TZZ) ldsst sich
durch Anfidrbung mit SYBR Green ,,off-
line* innerhalb von 15 Minuten /4, 6/ oder
als ,,quasi online*-Variante durchfiihren /8/.
Die Methode erlaubt es, gleichzeitig zwei
wichtige mikrobielle Parameter schnell und
einfach zu erfassen. Die Empfindlichkeit
liegt bei ca. 200 Zellen/ml. Die meisten Was-
serproben konnen so direkt unverdiinnt
gemessen werden. Die Konzentration der
mikrobiellen Flora schwankt in der aquati-
schen Umwelt iiber einen groBen Bereich
von einigen Tausend bis zu 10 Millionen
Zellen/ml in verschmutztem Oberfldchen-
wasser (Bild 3).

Eine erste praktische

Anwendung der TZZ-Methode
In Zusammenarbeit mit der Wasserversor-
gung Ziirich /7/ wurde vor einigen Jahren

ein erster Vergleich der etablierten AMK-
Methode und der TZZ iiber die verschiede-
nen Stufen der Trinkwasseraufbereitung aus
Seewasser durchgefiihrt (Bild 4, Seite 10).
Generell lag die Zahl der durchflusszytome-
trisch bestimmten GZZ im Bereich von 10°
bis 10° Zellen/ml, wihrend die mit der
AMK-Methode bestimmte Zellzahl immer
im gesetzlich vorgeschriebenen Bereich von
0bis 200 Zellen/ml lag. Wie erwartet, war
die TZZ im Rohwasser am hochsten (ca. 1.2
x 10° Zellen/ml). Sie sank im Verlauf der
Aufbereitung auf ca. 105 Zellen/ml. Diese
Abnahme der TZZ wurde durch den Verlauf
der totalen ATP-Konzentration in den Pro-
ben bestitigt.

Er wurde jedoch von den AMK-Resultaten
nicht angezeigt, und es konnte keine Korre-
lation zwischen den beiden Methoden be-
obachtet werden. Die Resultate zeigen, dass
die DZ es erlaubt, die totale Zahl von mikro-
biellen Zellen wihrend der Trinkwasserauf-
bereitung und -verteilung wesentlich schnel-
ler und realistischer zu bestimmen als die
traditionelle und bisher gesetzlich etablierte
Plattierungsmethode. Die Gegenwart von
solch hohen Zahlen von mikrobiellen Zellen
in Trinkwasser steht natiirlich im Gegensatz
zu den gegenwirtigen AMK-Standards, die
nicht mehr als 300 bis 500 Keime/ml Was-
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Die Konzentration von Bakterienzellen gemessen als Bild 4
Gesamtzellzahl (TZZ), bestimmt mittels Durchflusszytometer oder

als aerob, mesophile Keimzahl (AMK) wahrend der Trinkwasseraufbereitung
und Verteilung der Stadt Zurich. Die etablierte Kultivierungsmethode (AMK)
unterschatzt die Bakterienzahl um ca. zwei Grossenordnungen. Die Anwesen-
heit von 100.000 bis 200.000 Zellen/ml im Zuricher Trinkwasser ist normal.

Mit der AMK-Methode liegt die Zahl in der Regel zwischen O und nicht

mehr als 100 AMKs pro ml /15/. Quelle: Angepasst aus Egli T. et al. 2008,

Eawag news, 65d, 20-23.
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Stagnation die HNA-Zellen zunehmen im Verhaltnis zu den LNA-Zellen

und sich damit der ,Fingerabdruck®“ im Vergleich zum Frischwasser

klar verandert. Quelle: /12/ Handbuch.

ser vorschreiben. Genauer betrachtet ist dies
aber keine Uberraschung, denn schon seit
den 1980er Jahren ist in der mikrobiellen
Okologie aus mikroskopischen Studien be-
kannt, dass die total vorhandene Zahl an mi-
krobiellen Zellen in allen Okosystemen um
das 100- bis 1000-fache grosser ist als die
Zahl der auf Nihrmedien kultivierbaren
Keime. Diese Beobachtung wird in der mi-
krobiellen Okologie als , the great plate count
anomaly* bezeichnet /5, 6/.

Mit Hilfe von Aktivititsfarbstoffen konnte
gezeigt werden, dass die meisten anwesen-
den Zellen eine noch intakte Membran und
enzymatische Aktivititen aufweisen /9/.
Diese Tatsache bedeutet, dass der Einsatz
von kultivierungsabhingigen Methoden fiir

die Beurteilung der allgemeinen mikrobio-
logischen Qualitit von Trink- und Badewas-
ser oder fiir Desinfektions- und andere Was-
seraufbereitungsprozesse mit Vorsicht inter-
pretiert werden muss.

Sensitivitat der beiden

Parameter TZZ und LNA/ HNA
Die Konzentration der Totalzellzahl und das
LNA-/ HNA-Verhiltnis erwiesen sich in den
letzten Jahren in der Praxis als duferst sen-
sitive und schnell reagierende Parameter fiir
die mikrobiologische Trinkwasseranalytik.
Die TZZ reagiert bereits auf kleinste Ver-
unreinigungen durch Nihrstoffe, vor allem
von Kohlenstoffverbindungen. Der Grund
dafiir liegt in der enormen Féhigkeit der na-

tiirlichen, heterotrophen bakteriellen Flora,
selbst kleinste Spuren von verfiigbarem
Kohlenstoff aufzunehmen und in Zell-
wachstum umzusetzen. Aus einer Vielzahl
von Messungen durch unterschiedliche Ar-
beitsgruppen konnte bestimmt werden, dass
1 (ein!) Mikrogramm mikrobiologisch ver-
fiigbarer Kohlenstoff im Durchschnitt zur
Bildung von 10 Millionen Zellen fiihrt /7,
10, 9/. Selbst kleinste Mengen an Verunrei-
nigungen fiihren in kurzer Zeit, manchmal
innerhalb von Stunden, zu einem mittels DZ
leicht feststellbarem Ansteigen der Zell-
konzentration /10/. Die offensichtlichsten
Griinde dafiir sind von Auflen eingebrachte
Nibhrstoffe, aber auch aus Kunststoffrohren
oder Beschichtungsmaterialien heraus-
geloste Kohlenstoffverbindungen. Sie fiihren
in vielen Fillen zum sogenannten ,,Wieder-
aufwuchs® /11/. Auch eine Erhohung der
Wassertemperatur um wenige Grad Celsius
bringt offenbar eine erhohte Verfiigbarkeit
von Nihrstoffen mit sich und fiihrt zu einem
Wiederaufwuchs.

Mikrobielles Aufwachsen nach der Generie-
rung von biologisch verfiigbaren Kohlen-
stoffverbindungen konnte in unterschied-
lichsten Wasseraufbereitungs- und Verteil-
systemen gezeigt werden. So wurde zum
Beispiel bei der Aufbereitung von Seewas-
ser der Wasserwerke Ziirich nach den beiden
Ozonungsschritten ein massives Ansteigen
der TZZ-Konzentration bei gleichzeitiger
Abnahme der gelosten organischen Kohlen-
stoffkonzentration in den nachfolgenden
Schnellsand- und Aktivkohlefiltern beobach-
tet /7, 10/.

Am offensichtlichsten war dies bei Unter-
suchungen in Wasserverteilsystemen von
Gebiduden (Bild 5). Hier stieg die TZZ nach
Stagnation des Wassers in den Leitungen
iiber Nacht deutlich an /9, 10/. Das Anstei-
gen war bis jetzt immer mit einer Verschie-
bung des LNA/ HNA-Verhiltnisses zuguns-
ten der grossen Zellen verbunden /7, 11, 12/.

Standardisierung, Validierung
und Aufnahme ins ,Schweize-
rische Lebensmittelbuch*

Die TZZ-Methode wurde in der Folge eine
Basismethode und ,,Arbeitspferd” fiir unter-
schiedlichste grundlegende und praktische
Aspekte der mikrobiologischen Trinkwas-
seranalytik /2, 6, 11, 13/.

Sie bewihrte sich auch im Rahmen des EU-
Projektes ,,TECHNEAU* /14/ und erwies
sich dabei als dusserst robust und aussage-
kréftig in der tdglichen Anwendung durch
einige der grofiten Wasserversorger der
Schweiz und der Niederlande. Fiir den er-
folgreichen Transfer der DZ-TZZ-Methode
vom Labor in die Praxis wurden deshalb
die Projektmitarbeiter der Eawag und der
Wasserversorgung Ziirich im Jahr 2010 mit
dem Miilheimer Wasser-Preis ausgezeich-
net.
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Die Robustheit, Geschwindigkeit, Aussage-
kraft sowie ihre tidgliche Anwendung fiir die
routinemaissigen Qualitétsiiberwachungen
bei den beiden grof3en Wasserversorgern in
Ziirich und Basel /17/ haben dazu gefiihrt,
dass die durchflusszytometrische TZZ-Me-
thode in der Schweiz im letzten Jahr unter
Fiihrung der Trinkwassergruppe der Eawag,
des SVGW und des Bundesamtes fiir Ge-
sundheit (BAG) standardisiert und validiert
wurde. Beteiligt an diesem anderthalb Jahre
dauernden Prozess waren mehr als 20 aktive
Institutionen und tiber 30 Probanden aus der
Wasserindustrie und (inter)nationalen For-
schungslaboratorien.

Im Vorfeld und im Verlauf der Standardisie-
rung und Validierung wurde beobachtet,
dass nicht nur der mikrobiologische Sum-
menparameter ,,IZZ", sondern auch die Be-
stimmung des Verhiltnisses der ,,LNA* zu
L HNA"“-Zellen /5, 6/ in allen untersuchten
Wasserproben reproduzierbar war. Kon-
sequenterweise wurde im Verlauf des Pro-
zesses neben der TZZ auch die Bestimmung
des LNA/HNA-Verhiltnisses standardisiert
und validiert /12/.

Beide hier beschriebenen Methoden wurden
in der Schweiz Ende 2012 in der Sammlung
offizieller Analysemethoden fiir Lebensmit-
tel, das ,,Schweizerische Lebensmittelbuch
(SLMB), verankert /12/. Beide Parameter
sind heute staatlich anerkannte und empfoh-
lene Methoden zur Detektion und Quantifi-
zierung von Zellen in Trinkwasser. Damit
ist die Schweiz Vorreiter fiir durchflusszyto-
metrische, schnelle Bestimmungen von mi-
krobiologischen Parametern in Siisswasser.
Kiinftig werden sicher nicht nur weitere
Lander, sondern auch zusitzliche DZ-Metho-
den der TZZ und dem LNA/ HNA-Verhilt-
nis folgen.

Ein Blick in die nahe Zukunft
Die entwickelten Methoden zeigen ein gros-
ses Potenzial fiir eine breitere Anwendung
in der Wasser- und Lebensmittelindustrie.
Die nichsten Jahre werden eine weitere Ent-
wicklung von Methoden und technische
Verbesserungen der Durchflusszytometrie
bringen. Die online-Uberwachung der TZZ
und des LNA/ HNA-Verhiltnisses ist bereits
moglich /8/. Die Entwicklung von kosten-
giinstigen, fiir die Wasseranalytik geeig-
neten off- und online DZ-Geriten zur Be-
stimmung dieser zwei Parameter wird so-
wohl von der universitdren Forschung als
auch von DZ-Herstellern vorangetrieben.
Erste Gerite werden voraussichtlich in 2 bis
3 Jahren auf dem Markt angeboten werden.
Naheliegend ist auch die Weiterentwicklung
der sogenannten ,,lebend/ tot“-Féarbung /9/,
vor allem fiir Desinfektionsprozesse /16/
und die Anwendung von Farbstoffen, die es
erlauben, physiologische Aktivititen wie
Zellatmung, Glukosetransport, Membran-
integritdt, Membranpotential oder enzyma-
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in einem Trinkwasserverteilsystem eines neu erstellten Gebaudes
(insgesamt 62 Probestellen). In der oberen Grafik sind die TZZ, im unteren
der prozentuale Anteil der LNA/HNA-Zellen nach einer 15stindigen
Stagnationsphase und nach 15minttiger Spulung abgebildet. Die mit
rotem x markierten Probenahmestellen wiesen auch nach der Spulung
eine stark erhéhte TZZ-Konzentration auf und wichen deutlich vom

Eingangswert ab.

tische Aktivitét in der Zelle zu erfassen. Sie
wurden nicht nur fiir Reinkulturen sondern
auch fiir natiirliche mikrobielle Flora be-
schrieben /6/.

Ausserst interessant ist die verlissliche
durchflusszytometrische Quantifizierung
von Krankheitserregern im Siiwasser in-
nerhalb von 1 bis 2 Stunden (Legionellen,
Giardien, Kryptosporidien, E. coli O157)
nach Immunoanreicherung und -anfirbung,
teilweise sogar kombiniert mit einer ,,lebend/

Quelle: /11/ vereinfacht.

tot*“-Farbung /15/. Auch diese Methode
wurde an der Eawag entwickelt und im Feld
erfolgreich getestet /15/.

Die Autoren sind iiberzeugt, dass die durch-
flusszytometrische Technik fiir die mikro-
biologische Trinkwasseranalytik ein riesi-
ges, noch weitgehend unausgeschopftes Po-
tenzial fiir eine schnelle und realistische
Erfassung und Beurteilung von mikrobiolo-
gischen Parametern birgt.
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