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Schnelle Messmethoden fur Mikrobiologie in der
Wasserwirtschaft aus Sicht der Messtechnik

ie mikrobiologische Wasseranalytik hat seit 2010 einen

Wandel erlebt: Wéhrend klassische Labormethoden oft
Tage brauchen und nur einen Bruchteil der Bakterien erfassen,
liefern moderne Verfahren sofortige Ergebnisse — prazise und
zuverlassig. Innerhalb weniger Minuten kdnnen Totalzellzahlen
bestimmt, lebende und tote Zellen unterschieden, der Stoff-
wechsel gemessen und spezifische Mikroorganismen wie E. Coli
detektiert werden. Zum Teil lassen Biosensoren sogar in Sekun-
denschnelle eine qualifizierte Aussage zu.
Studien wie das FlowDetect-Projekt, das Projekt TrinkControl der
DVGW-TZW, Studien der Uni Gent und viele weitere internati-
onale Studienprojekte zeigen, dass diese Technologien nicht
nur zuverldssig und sehr sensitiv sind, sondern auch ideal sind
fur die Echtzeit-Uberwachung der Wasserqualitit. Die Anfor-
derungen sind dabei dulBerst vielfaltig: Wahrend Ultra-Reinst-
wasser der Halbleiterindustrie am Point of Use mit
0 KBE/1.000 ml hochste Reinheit verlangt, darf Trinkwasser im
Verteilnetz 100 KBE/ml enthalten — 100.000mal so viel. In Ba-
degewadsser hingegen interessieren pathogene Keime, welche
durch Messung von Indikatorbakterien wie E.Coli detektiert
werden kdénnen. In anderen Anwendungen interessiert der
Eintrag von Oberflachenwasser oder die Effizienz von Desin-
fektionsmafBnahmen. Moderne Messmethoden meistern die-
se Herausforderungen effizienter denn je — schneller, genauer
und automatisierbar.
Als herstellerunabhangiger Dienstleister bewertet die Sagamo AG
die Wasseranalysen aus Sicht der Messtechnik: Die Frage ist
nicht mehr: ,Entspricht das Ergebnis der Laborkultur?”, sondern:
Wie reproduzierbar sind die Messergebnisse und wie gut passt
die Methode zur Anwendung?” Die Anwendung der passen-
den Messmethode ermdglicht schnellere Entscheidungen bei
Stérungen oder Kontaminationen, friihere Erkennung kritischer
Verunreinigungen sowie Kosteneinsparungen durch automati-
sierte Prozesse.

Bild 1: Bakterienkulturen in einer Petrischale

Grundlagen fiir reproduzierbare Ergebnisse
mikrobiologischer Wasserqualitatsmessungen
Die Verteilung der Mikroorganismen in flissigen Medien ist
nicht homogen und dndert sich fortlaufend in kurzen Zyklen.
Fur eine moglichst exakte Messung sind daher grof3e Probenvo-
lumen in moglichst kurzen Zeitabstdnden wichtig. Bei einigen
Messmethoden sind 3-fach Analysen derselben Messprobe not-
wendig. Wie kann die mikrobiologische Wasserqualitat gemes-
sen werden?

1. Die manuelle Normmethode

.KBE - Koloniebildende Einheiten”

Die klassische und als Norm bekannte Methode ist der Platten-
test auf welchem Kolonien gezahlt werden. Eine Kolonie ist eine
mit blofSem Auge sichtbare Ansammlung von Mikroorganismen
auf einem festen Nahrmedium, die typischerweise durch das
Wachstum und die Vermehrung aus einer einzelnen Zelle oder
einem Zellverband entsteht.

Aus den Studien rund um die FlowCytometrie ist bekannt, dass
in Trinkwasser leicht 50.000 lebende Zellen vorhanden sein kon-
nen, ohne dass sich Kolonien bilden. Studien z. B. von Bogosian
et al, Barer & Harwood, Oliver (zur Ubersicht der Studien sh. [1])
zeigten auf, dass auch bei E. Coli nur ein Bruchteil der Zellen (teil-
weise unter 3 %) kultivierbar sind. Bereits der Ersatz der Platten-
tests durch Flissigndhrmedien zeigt deutliche Unterschiede in
der Erkennungsrate zugunsten der Flissignahrmedien.

Konnen Koloniebildende Messsysteme falsch positive oder
falsch negative Messergebnisse liefern?

Ja. Falsch positive Messergebnisse kdnnen vielféltige Ursachen
beginnend bei der Probenahme und Probenvorbereitung ha-
ben. Auch falsch negative Messergebnisse sind maglich, wenn
Bakterien nicht in der spezifischen Zeit im jeweiligen Umfeld Ko-
lonien bilden.
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Bild 2: Typischer Lebenszyklus von Bakterien: Nur in der exponentiellen
Phase kdnnen Kolonien entstehen.
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Welchen besonderen Nutzen bieten die koloniebilden-
den Methoden?

Sie sind seit Uber 100 Jahren weltweit verbreitet und bieten so
einen gemeinsamen Standard. Selektive Nahrmedien sind in
der Lage einzelne Bakterien einer Gattung zu identifizieren.

2. Zellzahlende Online- und Offline Messsysteme
Zellzahlende Messsysteme erfassen die Anzahl lebender und
toter Zellen in einer Probe. Weit verbreitet sind Durchflusszyto-
meter. Hier werden der Probe zwei Farbstoffe zugegeben. Ein
Farbstoff z. B. SybrGreen ist in der Lage die Zellwand zu durch-
dringen, ein zweiter Farbstoff kann nur bereits zerstorte Zell-
wande passieren. Dadurch kann zwischen lebenden und toten
Zellen unterschieden werden. Durch weitergehende Analysen
sind auch Bakteriengro3en und ggf. auch Populationen er-
kennbar.

Ubliche Online-Durchlusszytometer kénnen alle 30 Minuten
eine Wassermenge von ca. 0,1 ml analysieren. Eine weitere
Messmethode ist die mikroskopische Kl-basierte Bildanalyse,
bei welcher neben der Zellzahl auch BakteriengréRe, Bakteri-
enpopulation und Mikropartikel analysiert werden konnen.
Diese Messmethode kann kontinuierlich messen und dabei bis
zu 100 ml/Minute analysieren.

Gemeinsamkeit der zellzahlenden Messmethoden

Zellzéhlende Messmethoden sind immer relative Messme-
thoden, die fir den jeweiligen Messort gelten. Eine Kontami-
nation kann immer nur durch eine Abweichung zu Ublichen
Messwerten erkannt werden. Auch werden bei zellzdhlenden
Messmethoden Bakterien so lange als lebend identifiziert, bis
ihre Zellwand zerstort ist. Die Anwendung zur Kontrolle von
UV-Desinfektionen ist beschrankt auf die Desinfektionsanla-
gen, welche in der Lage sind, die Zellwande der Bakterien zu
zerstoren. Das ist in Trinkwasseranlagen oftmals nicht der Fall.

Koénnen zellzdhlende Messsysteme falsch positive oder
falsch negative Messergebnisse liefern?

Fir die optischen Systeme liegen zu wenig Erfahrungen vor.
Durchflusszytometer kénnen falsch positive Messergebnisse
liefern, wenn sich Farbstoffe an Partikel binden, tote Zellen mit
intakter Membran vorhanden sind oder Zelltrimmer und an-
dere Bestandteile Fluoreszenzsignale erzeugen. Auch falsche
negative Ergebnisse sind moglich z. B. wenn Farbstoffe die
Zellwand nicht durchdringen kénnen oder Zellen bei der vor-
geschalteten Filterung im Filter hdngen bleiben und die ei-
gentliche Messzelle nicht erreichen.

Welchen speziellen Nutzen bieten zellzahlende
Messgerate?

Durchflusszytometer sind in der Wissenschaft und Laboren
sehr weit verbreitet und bieten den Spezialisten vielfaltige wei-
tergehende Analysen. Die optischen Systeme bieten eine kon-
tinuierliche Messung mit nahezu sekindlichen Messwertup-
dates und sind so in der Lage jegliche Anderungen zu detek-
tieren.
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Bild 3: Messwertanzeige der mikroskopischen Bildanalyse

3. Stoffwechselmessgerate

Der mikrobiologische Stoffwechsel kann grundsétzlich durch
zwei Messmethoden erfasst werden, den ATP-Stoffwechsel und
die Enzymaktivitat. ATP ist der universelle Energietrager aller Zel-
len, aus diesem Grund gibt die ATP-Konzentration in einer Was-
serprobe wichtige Hinweise auf mikrobiologische Aktivitat. Uber
den Anteil an intrazelluldrem ATP kann die Aktivitat von leben-
den Mikroorganismen sehr gut abgeschatzt werden.

Wird ATP zu einer Kombination von Lucieferin und dem Enzym
der Luciferase hinzugefligt so wird der Reaktionsprozess be-
schleunigt und Licht erzeugt. (Glihwirmchen Effekt) Die Leucht-
stérke ist vom ATP-Gehalt abhdngig und wird vom Messgerat
erfasst.

Damit ATP erzeugt werden kann mussen Nahrstoffe und bes-
tenfalls auch Sauerstoff vorhanden sein. Daher ist ATP fur die
Messung in destilliertem Wasser oder Pharmawasser weniger
geeignet.

Messung der Enzymaktivitat

Bakterien exprimieren Enzyme, um zu Uberleben, sich zu ver-
mehren und sich an ihre Umgebung anzupassen. Diese Enzym-
aktivitat ist Grundlage aller Stoffwechselprozesse und kann bei
Enzymen der Alkaline Phosphatase auch unabhangig von ATP
laufen. Die Enzyme Ubernehmen die Aufgabe ein vorhandenes
Substrat zu spalten. Als Produkt entsteht dann z. B. eine Farbung
oder eine Fluoreszenz, welche von der Enzymmenge abhdngig
ist und vom Messgerét gemessen werden kann.
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Bild 4: Funktionsschema der Enzymaktivitat — Enzyme spalten das pas-

Enzym-Substrat-Komplex
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sende Substrat ohne selbst verbraucht zu werden.
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Tabelle: Favere Studie der Uni Gent. Hier wurde Trinkwasser mit verunreinigtem Wasser kontaminiert. Sehr deutlich wird sichtbar, dass die automati-

schen Messgerate die Verunreinigungen deutlich sensitiver detektierten als die koloniebildenden Methoden. Besonders auffallig ist die Sensitivitat der

Stoffwechselmessgerate ENZymaktivitdt und ATP Stoffwechsel.

Regenwasser (v%)

0.1 % 1%

OPT (cells/ml

Grundwasser (V%)

FCM-C (cells/ml)

FCM-C fingerprint (Bray Curtis)

ENZ (WU ALP/100 ml)

ATP (pg ATP/ml)

FCM-H (cells/ml)

Coliform plate counts
(CFU/100 ml)

Enterococci plate counts
(CFU/100 ml)

Bild 5: Enzymaktivitdtsmessung im Wasserwerk Mérscher Wald der

Stadtwerke Karlsruhe. Hier wird zyklisch die mikrobiologische Aktivitat
am Ausgang des Wasserwerkes gemessen. Zusatzlich werden tber einen
MultiSampler manuelle Messungen an Proben aus dem Verteilnetz
durchgefihrt.

Die Enzymaktivitat der Alkalinen Phosphatase ist ideal fir Mes-
sungen von destilliertem oder Pharmawasser geeignet. Auch
bakterielle Sporulationen kénnen grundsatzlich gemessen wer-
den, da lysierte Sporen innerhalb weniger Minuten Enzyme der
Alkalinen Phosphatase exprimieren konnen. Eine weitere Beson-
derheit ist die Spezifitdt von Bakterien und deren Enzymen. So
kénnen spezifisch E.Coli, Choliforme Keime und Enterokokken
Uber passende Substrate gemessen werden.

Konnen Stoffwechselmessgerate falsch positive oder falsch
negative Messergebnisse liefern?

Bei ATP-Messungen ist extrazelluldres ATP der wesentliche Stor-
faktor fur falsch positive Ergebnisse. Manuelle ATP-Messgeréte,
welche fir die Wasseranalytik optimiert sind, konzentrieren sich
durch Filterung auf das intrazelluldre ATP und kdnnen so sehr

sensitiv den Stoffwechsel erfassen. Automatische Messgerate
messen das extrazelluldre ATP und nach mechanischen Auf-
schluss das Gesamt ATP bestehend aus extrazelluldrem und int-
razelluldrem ATP. Die nachfolgende Berechnung des intrazellula-
ren ATP funktioniert bei etwas héheren bakteriellem Stoffwech-
sel sehr prazise.

Falsch negative Werte sind mit der ATP dann mdglich, wenn
keine Nahrstoffe mehr im Wasser vorhanden sind. Z. B. destillier-
tes Wasser, Pharmawasser, Stagnationswasser nach langen
Standzeiten. Enzymaktivitdtsmessungen kennen weder falsch
positive noch falsch negative Messergebnisse.

Welchen besonderen Nutzen bieten Stoffwechselmessgerate?
Messgerate des mikrobiologischen Stoffwechsel ermdglichen
eine direkte Beurteilung der mikrobiologischen Aktivitdt und
bendtigen keine Baseline. Dies hangt unter anderem damit zu-
sammen, dass Bakterien ihren groSten Stoffwechsel in der expo-
nentiellen Wachstumsphase haben. Mit Beginn der stationdren
Phase wird der Stoffwechsel immer weiter reduziert, bis beim
Tod der Bakterienzelle kein Stoffwechsel mehr vorhanden ist. So
kénnen direkt Proben verglichen und deren Geféhrdungspoten-
tial identifiziert werden. Auch kédnnen UV-Desinfektionsleistun-
gen direkt Uberwacht werden.

4. Selektive Detektion durch Antikorper oder
Fluoreszenz

Fluoreszenz tritt auf, wenn ein Molekdl Lichtenergie bei einer
Wellenldnge absorbiert und dann diese Energie bei einer ande-
ren Wellenldnge aussendet. Fluorometrische Blaualgensensoren
z. B. senden blaues Licht aus. Blaualgen absorbieren diese Licht-
energie und emittieren rotes Licht, welches vom Sensor wieder
gemessen wird. Je mehr rotes Licht emittiert wird, desto mehr
Blaualgen sind vorhanden. So kénnen in sekundenschnelle Blau-
algenkonzentrationen detektiert werden. Fluoreszenzmessun-
gen kénnen manuell, online und inline verwendet eingesetzt
werden.
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Bild 6: Manuelle Blaualgenmessung an einem Badesee

Ein ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) beruht dar-
auf, dass Antikorper (die gezielt bestimmte Molekile erken-
nen) an ein Zielprotein binden — und dass diese Bindung durch
ein enzymatisches Farbsignal sichtbar gemacht wird. Bei dieser
manuellen Messmethode wird ein Fangantikdrper auf einer
Platte fixiert. Nach Zugabe der Probe koppelt ein zweiter Anti-
korper zusammen mit einem Enzym an das gesuchte Bakteri-
um der Probe. Wie bei der Enzymaktivitdtsmessung wird ein
Substrat zugegeben, welches vom gekoppelten Enzym ge-
spalten wird. Die dabei entstehende Farbung wird gemessen.
Je mehr Bakterienvorhanden sind, desto starker die Farbung.
Die Technologie ist heute so weit ausgereift, dass innerhalb
von 40 Minuten Legionellen in den einzelnen Serogruppen
gemessen werden kdnnen.

Schlussbemerkung

Die hier aufgeflihrten Messmethoden bieten Betreibern von An-
lagen der Wasserwirtschaft die Moglichkeit sehr schnell und sehr
prazise die mikrobiologische Qualitat ihres Wassers zu bestim-

Bild 7: ELISA Lesegerét z. B. fUr Legionellendetektion

men. Sie sind von der Handhabung und Prézision eine optimale
Ergénzung fur die koloniebildenden Methoden und erméglichen
es den Anlagenbetreibern, Kontaminationen frihzeitig zu detek-
tieren und eine Verkeimung ihrer Anlage zu verhindern.

In einem anderen Fall fUhrte in einem Mineralbrunnenbetrieb
eine kurzzeitige Verunreinigung an der Quelle zu einer Aufkei-
mung der ganzen Anlage. Die Messung der Stoffwechselaktivi-
tat hat diese Verunreinigung sofort deutlich angezeigt. Die
Kulturbasierende KBE-Methode erst nach mehreren Tagen.

Quelle:

[11 James D. Oliver, Recent findings on the viable but nonculturable state in
pathogenic bacteria, FEMS Microbiology Reviews, Volume 34, Issue 4,
July 2010, Pages 415-425, https://doi.org/10.1111/}.1574-6976.2009.00200.x
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