Neue Wege bei der Analyse
der Trinkwasserqualitat

Die langwierige Suche nach der schnellen Alternativmethode

Trinkwasser wird routinemassig auf das Vorkommen von Bakterien
mit der Kultivierungsmethode untersucht. Problematisch bei dieser
Methode ist der grosse Zeitbedarf. Die Ergebnisse liegen friihes-
tens nach einem Tag vor. An der EAWAG wird deshalb momentan
eine schnellere Methode entwickelt. Der Einsatz neuer, molekularer
Techniken scheint dabei viel versprechend, die Ausarbeitung der
Methode ist jedoch eine knifflige Angelegenheit.

Bereits seit vielen Jahrzehnten werden
routineméssig bakterielle Parameter be-
stimmt, um die hygienische Qualitdt von
Trinkwasser zu Uberprifen. Dabei werden
so genannte Indikatororganismen nachge-
wiesen, z.B. die Darmbakterien Escherichia
coli [1]. Man geht davon aus, dass diese
harmlosen Bakterien gemeinsam mit even-
tuellen Krankheitserregern ausgeschieden
werden und ins Trinkwasser gelangen kon-
nen. Fur den Nachweis von E. coli bewéhrt
sich seit Jahrzehnten die einfache und kos-
tenglinstige Kultivierungsmethode. Aller-
dings ist diese Methode sehr zeitaufwéandig:
Im allerglinstigsten Fall dauert es 24 Stun-
den, bis ein Resultat vorliegt. Es gibt aber
Situationen, in denen der Wasserversorger
schneller wissen musste, ob das abgege-
bene Trinkwasser tatsachlich hygienisch
einwandfrei ist. Beispielsweise kdnnte es
bei tagelangem heftigem Regen vorkom-
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men, dass eine oder mehrere Quellen einer
Wasserversorgung schlecht filtriertes und
fakal kontaminiertes Wasser liefern, das
unter ungunstigen Umsténden ins Trink-
wasser gelangen koénnte. In diesem Fall
musste der Wasserversorger sofort die noti-
gen Massnahmen fir die Dekontamination
des Trinkwassersystems  (Desinfektion,
Spiilung) einleiten und dartber hinaus die
Bevdlkerung alarmieren, das Wasser ab-
zukochen. Kommt das Analyseergebnis je-
doch erst nach 24 Stunden, kann es bereits
zu spat sein. Aus diesem Grund wird derzeit
an der EAWAG eine schnellere Nachweis-
methode entwickelt, die auf neueren mole-
kularbiologischen Techniken basiert.

Die E.-coli-Referenzmethode

Trinkwasser wird zu den Lebensmitteln ge-
rechnet und unterliegt daher der Schweize-
rischen Hygieneverordnung [2]. Darin ist
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festgehalten, dass zum Qualitatsnachweis
die Referenzmethoden aus dem Schwei-
zerischen Lebensmittelbuch heranzuziehen
sind [3]. Andere Untersuchungsmethoden
sind dann zuldssig, «wenn sie nachweislich
zu gleichen Beurteilungen fihren wie die Re-
ferenzmethoden» [2]. Als Referenzmethode
zum Nachweis von E. coli in Trinkwasser
gilt die Kultivierungsmethode (Abb. 1 oben).
Die Hygieneverordnung gibt fiir E. coli den
Toleranzwert «nicht nachweisbar in 100 ml
Wasserprobe» vor. Deshalb werden bei der
Kultivierungsmethode 100 ml Wasserprobe
durch einen Filter filtriert, auf dem E. coli
und andere Bakterien zurlickbehalten wer-
den. Der Filter wird anschliessend auf eine
Agarplatte gelegt, wobei die einzelnen Bak-
terienzellen zu z&hlbaren Kolonien heran-
wachsen kénnen. Ob eine Kolonie tatsach-
lich aus E.-coli-Bakterien besteht, wird Uber
eine Enzymreaktion bestétigt, bei der die
E.-coli-Kolonien blau angeférbt werden (sie-
he Titelseite).

Die neu entwickelte
Alternativmethode

Bei der Suche nach einer schnelleren Alter-
nativmethode bieten sich Techniken aus der
Molekularbiologie an. Besonders viel ver-
sprechend erschien uns der Einsatz der
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Abb. 1: Arbeitsschritte und Zeitbedarf der Kultivierungsmethode (oben) und der neu entwickelten Alternativmethode, basierend auf der PCR-Technologie (unten).
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«Polymerase Chain Reaction» (PCR, Poly-
merase-Ketten-Reaktion, Abb. 1 unten). Da-
bei werden Kkurze, flir E.coli definierte
Abschnitte der Erbsubstanz (DNA) in sich
wiederholenden Temperaturzyklen verviel-
faltigt. Mittels eines fluoreszierenden Farb-
stoffs, der sich in die doppelstrangige DNA
einlagert, kdnnen die synthetisierten DNA-
Fragmente anschliessend sichtbar gemacht
werden. Bei der von uns eingesetzten
«Real-Time-PCR-Methode» wird die Fluo-
reszenz direkt gemessen und auf den Com-
puter Ubertragen. Das Resultat ist die An-
zahl der Temperaturzyklen, die durchlaufen
werden mussen, damit das Nachweisniveau
fur die Fluoreszenz erreicht wird. Bezogen
auf eine zu analysierende Wasserprobe be-
deutet dies: je mehr E.-coli-Zellen (d.h. je
mehr DNA) in der Probe vorhanden sind,
desto weniger Temperaturzyklen sind not-
wendig, um die synthetisierten DNA-Frag-
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Abb. 2: Resultate der E.-coli-Bestimmung von kiinst-
lich kontaminiertem Trinkwasser mit der Kultivie-
rungsmethode (A) und der PCR-Methode (B). Es wur-
den stets Kontrollen mit nicht kontaminiertem Wasser
durchgefihrt; Kultivierungsmethode: = 0 Kolonien,
PCR-Methode: innerhalb von 40 Temperaturzyklen
wurde das Nachweisniveau nicht erreicht.
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mente nachzuweisen. Ein wichtiger Punkt in
unserem PCR-Protokoll ist die Vorbehand-
lung der Probe mit dem Enzym DNase, das
eventuell vorhandene freie DNA von toten
Bakterien abbaut. Damit sollten falsche Po-
sitivresultate ausgeschlossen werden.

Der Unterschied wird deutlich
Um nun die Ubereinstimmung der neu
entwickelten PCR-Methode mit der Kultivie-
rungsmethode zu testen, wurde Trinkwas-
ser im Labor mit E.-coli-Zellen kontaminiert
und bei 4 °C gelagert. Wahrend eines Mo-
nats wurden davon immer wieder Proben
entnommen und mit beiden Methoden ana-
lysiert. Am Anfang des Experiments (Zeit-
punkt 0) konnten mit beiden Methoden Bak-
terien nachgewiesen werden (Abb. 2A+B).
Dann aber nahm die Zahl der Bakterien,
die mit der Kultivierungsmethode erfasst
wurden, rapide ab. Wir erwarteten deshalb
fir die PCR-Methode, dass die Fluoreszenz
erst nach einer grésseren Anzahl Tempera-
turzyklen nachweisbar ist. Dies war jedoch
nicht der Fall. Selbst nach einem Monat
wurden mit der PCR-Methode immer noch
E.-coli-Zellen nachgewiesen. Diese Zellen
waren offenbar nicht mehr fahig, auf dem
Kulturmedium zu wachsen.

Solche Bakterienzellen, die nicht mehr kul-
tiviert werden koénnen, aber mit anderen
Methoden noch identifizierbar sind, werden
oft als «viable but not culturable» (VBNC,
lebensféhig aber nicht kultivierbar) bezeich-
net. Unter den Mikrobiologen sind kontro-
verse Diskussionen im Gange, ob im Falle
von Indikatoren wie E. coli oder von krank
machenden Bakterien die Detektion von
VBNC-Stadien relevant ist oder nicht. Es
gibt Hinweise, dass solche Bakterien wieder
«zum Leben erweckt» bzw. infektiés werden
koénnen [4], andere Untersuchungen bewei-
sen das Gegenteil [5, 6]. Wahrscheinlicher
scheint uns in unserem Experiment ein kon-
tinuierliches Absterben, das je nach «Vorge-
schichte» der E.-coli-Zelle unterschiedlich
lange dauern kann.

Was sich bewahrt hat,

ist schwer zu ersetzen

Aus diesem einfachen Experiment geht
hervor, dass die beiden Methoden nicht zu
gleichen Beurteilungen fiihren und daher
die PCR-Methode keine Alternative zur
Kultivierungsmethode ist. Die Prinzipien,
auf denen die beiden Methoden basieren,
namlich Vermehrungsfahigkeit im Fall der
Kultivierungsmethode und Nachweis spe-
zifischer DNA-Abschnitte bei der PCR-Me-
thode, sind vermutlich zu unterschiedlich,
als dass eine geniigende Ubereinstimmung
der Resultate erzielt werden kdnnte. Dies

macht bewusst, wie sehr die Festlegung
von bakteriologischen Toleranzwerten von
der Analysemethode abhangt.

In der Literatur gibt es Vorschlage, bei der
PCR-Methode eine kurze Vorkultivierung
der Bakterien von einigen Stunden einzu-
fuhren. Mit dieser Massnahme stimmen die
Ergebnisse besser mit jenen der Referenz-
methode Uberein [7]. Generell sind Diskus-
sionen im Gange und Normierungsvor-
schlage publiziert oder in Bearbeitung, die
es erlauben, die Validierung von Alternativ-
methoden zukinftig zu vereinheitlichen [8].
Isoliert betrachtet, kénnte die hier vorge-
stellte PCR-Methode als «neue» Methode
etabliert werden. Dazu musste aber genau
herausgefunden werden, in welchen phy-
siologischen Zustanden eine E.-coli-Zelle
erfasst wird. Die Anwendungspalette fir
unsere neu entwickelte PCR-Methode
scheint daher momentan eher im For-
schungsbereich als bei der routineméssigen
Trinkwassertberwachung zu liegen.
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