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Zusammenfassung

Die routineméaRige und akkreditierte Uberwachung der mikrobiologisch-hygienischen Wasser-
qualitat von Trinkwassern, Brauchwassern und Badegewassern erfolgt mit kultivierungsbasier-
ten Standardmethoden. Sie stellen den Goldstandard der mikrobiologischen Wasserqualitats-
analytik dar. Dennoch kdnnen viele weitergehende Fragestellungen im Wasserbereich durch
die alleinige Anwendung dieser Standardmethoden nur unzureichend beantwortet werden. In
den letzten Jahrzehnten sind Moéglichkeiten in der kultivierungsunabhangigen und molekularen
Diagnostik entstanden, die viele Fragestellungen in der mikrobiologischen Wasseranalytik zu-
ganglich gemacht haben, die noch vor wenigen Jahren unlésbar waren.

Im Projekt MoVe wurden diese molekulardiagnostischen Werkzeuge fiir das mikrobiologische
Monitoring evaluiert. Insgesamt wird ein umfassender Uberblick tber diese neuartigen Metho-
den gegeben, der sowohl Nukleinsdure-basierte Amplifikationsmethoden, Durchflusszytomet-
rie, Sequenzierungsansatze, spektroskopische Verfahren als auch Online-Sensorik umfasst.
Basierend auf der verfugbaren Literatur und eigenen Erfahrungen konnten Anwendungsfelder
identifiziert werden, fur die der Einsatz bestimmter Verfahren bereits heute einen deutlichen
Mehrwert bietet:

o PCR-basierter quantitativer Nachweis von Krankheitserregern wie Legionellen oder en-
teralen Viren sowie von Antibiotikaresistenzgenen.

e Next Generation Sequencing zur Aufklarung von Krankheitserregern, der Struktur und
Funktionsweise mikrobieller Gemeinschaften und der Gesamtheit von Antibiotikaresis-
tenzgenen (Resistom).

o Durchflusszytometrie zur schnellen Bestimmung von Bakterienkonzentrationen und
bestimmten Eigenschaften dieser Bakterien (lebend/tot und hoher/niedriger Nuklein-
sauregehalt).

e Online-Systeme zur Bestimmung der Biomasse durch Messung der Enzymaktivitat,
des ATP-Gehalts oder durchflusszytometrische Bakterienzahlung.

¢ Identifizierung von fakalen Eintragsquellen durch PCR-basierte Methoden zum Nach-
weis von wirtsspezifischen mikrobiellen Quellenverfolgungsmarkern.

¢ Identifizierung von Bakterienisolaten mittels MALDI-TOF-MS.

¢ PCR-basierter Nachweis von Stoffwechselleistungen wie z. B. Abbau organischer
Schadstoffe (Rohwasserschutz), Nitrifikation (Ammoniumoxidation) und Denitrifikation
(Nitratreduktion) oder Bildung von Algentoxinen.

Die Anwendung neuer, sich ergdnzender mikrobiologischer, biochemischer und molekularbio-
logischer Untersuchungsmethoden im Wasserbereich steht erst am Anfang. Um diese neuen
Moglichkeiten adaquat nutzen zu kbénnen, ist eine enge Zusammenarbeit zwischen Wasser-
wirtschaft, DVGW-Instituten und universitarer Forschung notwendig. Dabei wird eines deutlich:
Jede Methode hat ihre Starken und Schwachen. Es gibt keine allgemein gultigen Untersu-
chungsmethoden, sondern nur geeignete ,Werkzeuge* fur klar definierte Fragestellungen.
Aber auch die Nutzung der Daten aus den neuen Verfahren stellt eine Herausforderung dar.
Die neuen Methoden liefern Konzentrationen und Einheiten, die ein neues Denken erfordern.
Aufgrund der fehlenden Standardisierung missen die Ergebnisse von methodisch versierten
Fachleuten mit Augenmal’ interpretiert werden. Dennoch kdnnen diese neuen Verfahren zu-
satzliche Informationen liefern, die wesentlich zur Klarung wichtiger Fragen der mikrobiologi-
schen Wasserqualitat beitragen.
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1 Einleitung

In den letzten Jahren hat im Bereich der Analytik von mikrobiologischen Indikatorparametern
und Krankheitserregern eine rasante Entwicklung stattgefunden. Gleichzeitig basiert die amt-
liche Uberwachung derzeit in der Routine noch immer nahezu exklusiv auf den klassischen
Kulturverfahren. Daher stellt sich die Frage, wie die Zukunft der Trinkwassertiberwachung auf
mikrobiologische Parameter aussieht. Vor diesem Hintergrund wurden die aktuell verfigbaren
Analysetechniken und -verfahren fir mikrobiologische Parameter unter Einbeziehung der Er-
fahrungen aus anderen Bereichen (z. B. Medizin, Lebensmitteliberwachung) zusammenge-
stellt. Die Verfahren wurden hinsichtlich ihrer Anwendungsmoglichkeiten fur die Trinkwasser-
versorger (Einsatzbereiche, Vor- und Nachteile, Aufwand, Feldtauglichkeit, Kosten, Standar-
disierbarkeit) beurteilt. Ziel des Projektes war es Aussagen zur zukunftigen Entwicklung der
Analytik mikrobiologischer Parameter zu machen, Handlungsempfehlungen flir Wasserversor-
ger zu geben und diese bei der Kommunikation mit den Gesundheitsamtern/-behérden und
der Vermittlung von methodischem Fachwissen zu untersttitzen.
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2 Ergebnisse der Studie

Die routinemaRige und akkreditierte Uberwachung der mikrobiologisch-hygienischen Wasser-
qualitat von Trink-, Brauch- und Badewasser erfolgt mit Hilfe von kultivierungsbasierten Stan-
dardmethoden. Diese Methoden sind ein wesentlicher Bestandteil des bewahrten Wasserqua-
litdtsmanagements zum Schutz der menschlichen Gesundheit und stellen den Goldstandard
in der mikrobiologischen Wasserqualitatsanalytik dar. Sie haben jedoch ihre Grenzen, wenn
es um weitergehende Fragestellungen geht, z. B. bei der Ursachensuche von Verschmutzun-
gen. Die sichere Identifizierung von Mikroorganismen und Eintragsquellen ist ein essentielles
Werkzeug fir die Ursachenforschung und Kontaminationsvermeidung und damit fiir das Risi-
komanagement und eine sichere Wasserversorgung. Die rasante Entwicklung der Life Sci-
ences, der Bio- und Informationstechnologie sowie der Automatisierungstechnik in den letzten
Jahrzehnten fihrte zu neuen molekularbiologischen Verfahren in der Wasseranalytik. Dadurch
sind viele Fragestellungen, die noch vor wenigen Jahren in der mikrobiologischen Wasserana-
Iytik unlésbar erschienen, durch moderne Analyseverfahren zugénglich geworden.

Die sich weiterentwickelnden molekularen Technologien bieten eine wachsende Anzahl von
technischen Optionen fir die qualitative und quantitative Erfassung von mikrobiologischen
Schlisselparametern, wie z. B. wasserburtiger Krankheitserreger, Antibiotikaresistenzgene
und der Dynamik mikrobieller Gemeinschaften. Das Projekt MoVe hat diese molekularen Di-
agnoseinstrumente fur die Erfassung von mikrobiologischen Parametern im Wasser in Hinblick
auf Durchfuhrbarkeit und Aussagekraft der Verfahren betrachtet. Insgesamt wird mit dieser
Studie ein Uberblick uiber diese neuartigen Methoden gegeben, der sowohl Nukleinsaure-ba-
sierte Amplifikationsmethoden, Sequenzierungsansatze, spektroskopische Verfahren als auch
online-Sensorik umfasst.

In der Praxis kénnen verschiedene Methoden je nach Fragestellung synergetisch eingesetzt
werden. Bislang werden diese neuen Methoden noch nicht umfangreich genutzt. Griinde hier-
fur sind u. a. die Kosten fur die Anschaffung der Geréte und die Weiterbildung des Personals,
die teilweise hoheren Kosten der spezifischen Analysen sowie die noch fehlenden Erfahrun-
gen der Wasserversorgungsunternehmen, der Gesundheitsbehérden und der Analyselabora-
torien. Durch die rasche Entwicklung auf diesem Gebiet fehlt oftmals das Wissen, welche Ver-
fahren zur Verfigung stehen und fur welche Fragestellungen diese Verfahren sinnvoll einge-
setzt werden kdnnen. Zudem erschwert das Fehlen von Grenzwerten die standardisierte Be-
wertung der Ergebnisse. Um aus den Daten richtige und aussagekraftige Schliisse ziehen zu
koénnen, ist daher die Interpretation der Ergebnisse durch Personen mit guten methodischen
Kenntnissen erforderlich.

Die molekularen Methoden werden standig weiterentwickelt, um den verschiedenen Anwen-
dungen und Anforderungen gerecht zu werden. Zum jetzigen Zeitpunkt weisen die betrachte-
ten Verfahren sehr unterschiedliche Reifegrade auf. Wahrend beispielsweise die Durch-
flusszytometrie bereits von Wasserversorgungsunternehmen zur Erfassung der Gesamtzell-
zahl eingesetzt wird, sind Biosensoren noch der akademischen Forschung zuzuordnen.
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Abbildung 1: Reifegrad der Analyseverfahren

Auf Basis der verflgbaren Literatur und eigener Erfahrungen konnten Anwendungsfelder iden-
tifiziert werden, fur die der Einsatz bestimmter Verfahren bereits heute einen deutlichen Mehr-
wert bietet:

¢ Die guantitative real-time PCR (qPCR) ermdglicht den quantitativen Nachweis von
Mikroorganismen, wie z. B. Wasserpathogenen. Dies betrifft u. a. pathogene Viren,
deren kultureller Nachweis sehr aufwandig ist oder fur die kein kultureller Nachweis zur
Verfligung steht. Sind Bakterien nicht kultivierbar oder haben stressbedingt ihre Kulti-
vierbarkeit zeitweilig verloren (viable but not culturable, VBNC), stellen molekularbiolo-
gische Verfahren zurzeit die einzige Mdglichkeit dar, diese Bakterien zu erfassen. Die
Kombination einer Vorbehandlung mit Propidiummonoazid (PMA) oder Ethidiummo-
noazid (EMA) mit der gPCR kann eine Unterscheidung zwischen intakten und nicht
intakten Bakterien oder Viren ermdglichen. Aktive Bakterien kbnnen Uber ihre messen-
ger RNA mit Hilfe der Reverse Transkriptase-gPCR nachgewiesen werden. Beim Ein-
satz der gPCR in der Wasseranalytik ist zu beachten, dass die Bakterien oder Viren in
einem ersten Schritt immer konzentriert bzw. angereichert und die Nukleinsduren ex-
trahiert und aufgereinigt werden mussen. Diese Vorbehandlung hat einen grof3en Ein-
fluss auf die Nachweisempfindlichkeit.

e Als Alternative zur gPCR kann die digitale PCR (dPCR) zum Nachweis von Krank-
heitserregern eingesetzt werden. Sie hat gegenliber der gPCR noch einige Vorteile.
So ermdglicht sie eine genaue Quantifizierung ohne Kalibrierung des Systems und eine
hohere Sensitivitat, Prazision und Reproduzierbarkeit. Aul3erdem ist die Quantifizie-
rung mittels dPCR in der Regel unempfindlicher gegeniiber Inhibitionseffekten.

e Die gPCR und dPCR werden seit einigen Jahren auch zur Bestimmung der Préavalenz
ausgewahlter Antibiotikaresistenzgene (ARG) in verschiedenen Umweltreservoiren
eingesetzt. Es handelt sich um Verfahren, die das Screening spezifischer Gene ermdg-
lichen. Hierfir werden spezifische Oligonukleotide als Primer verwendet. Die gPCR
bzw. dPCR ist ein geeigneter Ansatz firr spezifische Uberwachungsprogramme. Fiir
die Betreiber vor Ort kann die Quantifizierung mittels PCR von Vorteil sein, da sie
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schnell durchfuhrbar ist. Um zuverlassige Daten fir eine Risikobewertung zu erhalten,
kann der Nachweis vollstandiger ARG mittels Long Amplicon-PCR anstelle kurzer
ARG-Fragmente wichtige zuséatzliche Informationen liefern.

Neben der gPCR ist die Metagenomik Giber Next Generation Sequencing (NGS) der
am weitesten verbreitete kulturunabhéngige Ansatz zum Nachweis von Bakterien und
Antibiotikaresistenzen. Die Metagenomik ist eine nicht zielgerichtete Methode, die
einen breiten Uberblick Gber genetische Determinanten ermdglicht. Dies wird durch die
Verknipfung von DNA-Sequenzanalysen mit Datenbanken, die alle bekannten Gene
enthalten, erreicht. Es ist hervorzuheben, dass die gqPCR-Methode empfindlicher und
fur die absolute Quantifizierung von Zielgenen geeignet ist, wahrend die Metagenomik
das Potential hat, einen Uberblick iber die Gene und ihre jeweilige relative Haufigkeit
z. B. von Antibiotikaresistenzgenen zu liefern.

Die Durchflusszytometrie hat sich in den letzten Jahren zu einem wichtigen diagnos-
tischen Werkzeug entwickelt. In Kombination mit Fluoreszenzfarbstoffen erméglicht die
Methode eine schnelle Erfassung von Bakterienzahlen und charakteristischen Po-
pulationsmustern im Wasser. Obwohl der unspezifische Charakter der Fluoreszenz-
farbstoffe keine Aussagen Uber hygienisch relevante Bakterien zuléasst, kbnnen Veran-
derungen der Bakterienkonzentrationen, mikrobiologische Fingerabdriicke und Aufkei-
mungspotentiale wichtige Hinweise auf Verdnderungen und technische Einflussfakto-
ren liefern. Der Nutzen liegt in der Moglichkeit einer schnellen Prozesskontrolle.

Generell besteht ein grolRer Bedarf an mikrobiologischen Online-Analyseverfahren.
Fur Online-Verfahren kommen verschiedene Messprinzipien in Frage. Dies sind die
Durchflusszytometrie, die eine Quantifizierung der Gesamtzellzahl im Wasser erlaubt,
sowie Methoden, die die mikrobielle Aktivitéat Gber die Messung der Enzymaktivitat oder
die Messung von ATP, dem universellen Energietrager aller biologischen Zellen, erfas-
sen. Erfahrungen mit entsprechenden Messsystemen werden derzeit im Rahmen des
DVGW-Forschungsprojektes TRINKcontrol gesammelt. Erste Ergebnisse deuten da-
rauf hin, dass diese mikrobiellen Parameter eine sinnvolle und schnell messbare Er-
ganzung zu den bisher vorgeschriebenen Indikatorparametern darstellen kénnen.

Die derzeit in der Qualitatskontrolle eingesetzten mikrobiologischen Methoden sind ge-
eignet, eine Beeintrachtigung durch fékale Eintrage nachzuweisen, geben aber keine
Auskunft Gber die Herkunft der Kontamination. Diese Information ist jedoch fir gezielte
SchutzmafRnahmen unerlasslich. Mit Hilfe sogenannter Microbial Source Tracking
(MST)-Methoden ist es mdglich, die Herkunft solcher Verunreinigungen zu ermitteln.
Dabei werden in Wasserproben aus Einzugsgebieten definierte DNA-Abschnitte, die
spezifisch fir menschliche oder tierische Exkremente sind, mittels PCR-basierter Ver-
fahren quantitativ erfasst.

Mit der MALDI-TOF-MS wurde in den letzten Jahren eine neue Methode zur schnellen
Identifizierung von Mikroorganismen entwickelt. Die Methode hat sich im klinischen
Bereich etabliert und besitzt auch fur den Trinkwasserbereich ein erhebliches Potential.
Der grof3e Vorteil liegt in der Schnelligkeit der Methode. Liegen Bakterienisolate vor,
ist die ldentifizierung vieler Isolate in kurzer Zeit (Stunden) mdglich. Bei Nachweis von
Indikatorbakterien kann die schnelle Speziesbestimmung noch am Tag des Befundes
wichtige Hinweise auf die Eintragsquelle und die Bewertung liefern. So kénnen Ab-
kochgebote und damit eine negative AuRenwirkung vermieden und das Vertrauen der
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Verbraucher in die Trinkwasserqualitat gestarkt werden. Die Bewertung der Ergebnisse
muss jedoch immer im fachlichen Kontext erfolgen, da Isolate aus Trinkwasserproben
in der Regel anders zu bewerten sind als z. B. Isolate aus medizinischen Proben.

Durch den Einsatz von NGS-basierten Hochdurchsatzverfahren kann die mikrobielle
Gemeinschaft von Wasserproben entschlisselt werden. Dies erleichtert die Bewer-
tung der mikrobiellen Wasserqualitat und die Identifizierung der wichtigsten anthropo-
genen oder umweltbedingten Faktoren, die fir Schwankungen im Okosystem verant-
wortlich sind.

Im Rahmen der Wasseraufbereitung oder auch bei SanierungsmalRnahmen in Grund-
wasserleitern ist die Kenntnis tber das Vorkommen und die Aktivitdt bestimmter Bak-
teriengruppen essentiell, um die gewtiinschte biologische Aufbereitung zu erreichen.
Fur diese Gruppen stehen oft keine geeigneten oder schnell anwendbaren kulturellen
Nachweisverfahren zur Verfigung. Hier kann ein qualitativer oder quantitativer PCR-
Nachweis von funktionellen Genen fir spezifische Stoffwechselleistungen wichtige
Informationen liefern. Beispiele fir solche Stoffwechselleistungen sind: Abbau organi-
scher Schadstoffe (Rohwasserschutz), Nitrifikation (Ammoniumoxidation) und Denitri-
fikation (Nitratreduktion) oder die Bildung von Algentoxinen. Durch den Nachweis spe-
zifischer messenger RNA ist auch ein direkter Aktivitatsnachweis maglich.
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3 Schlussfolgerungen und Ausblick

Das Projekt MoVe hat die Durchfuhrbarkeit und Vielseitigkeit molekularer Diagnoseinstru-
mente fir die Uberwachung von Mikroorganismen im Wasser, die eine Gefahr fiir die mensch-
liche Gesundheit und die Umwelt darstellen kdnnen, aufgezeigt. Die sich standig weiterentwi-
ckelnden molekularen Technologien bieten eine wachsende Anzahl von technischen Optionen
fur die qualitative und quantitative Erfassung von mikrobiologischen Schliisselparametern, wie
z. B. wasserburtige Krankheitserreger, Antibiotikaresistenzgene und die Dynamik mikrobieller
Gemeinschaften.

Jede Methode hat ihre Starken und Grenzen, was zu Kombinationen bei der Methodenwahl
fuhrt, die von den zu lésenden Forschungsfragen abhangen. In der Praxis kénnen verschie-
dene Methoden synergetisch eingesetzt werden. In der Praxis kénnen verschiedene Metho-
den je nach Fragestellung synergetisch eingesetzt werden. Die zunehmende Erfahrung von
Wasserversorgungsunternehmen, Gesundheitsbehdérden und Analyselaboratorien mit den
Analyseverfahren werden eine haufigere und breitere Anwendung dieser Werkzeuge fordern.
Um die diese neuen Méglichkeiten moglichst schnell adéquat zu nutzen, ist eine enge Zusam-
menarbeit zwischen wasserwirtschaftlicher Praxis, praxisorientierten Instituten und universita-
rer Forschung notwendig. Die neuen Verfahren ergdnzen die klassischen Verfahren und liefern
wichtige Zusatzinformationen.
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