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Kapitel 1
Das Indikatorprinzip

Trinkwasser muss so beschaffen sein, dass durch seinen Genuss oder Gebrauch eine
Schadigung der menschlichen Gesundheit insbesondere durch Krankheitserreger nicht zu
besorgen ist (TrinkwV 2001, Abschnitt 1l, 84). Diese Festlegung geht auf die Erfahrungen
friherer Generationen zurtick, die immer wieder mit durch kontaminiertes Wasser
verursachte Epidemien und Seuchen zu kampfen hatten. So kam es selbst in Deutschland
noch bis Mitte des 20. Jahrhunderts mehrfach zu Ausbriichen von Cholera und Typhus mit
tausenden von Todesfallen (Schindler 2004). Neben den fur diese Krankheiten
verantwortlichen Mikroorganismen existieren zahlreiche andere durch Wasser tbertragbare
Krankheitserreger. Nicht nur Bakterien kdnnen hierbei von kritischer Bedeutung sein. Es gibt
auch zahlreiche Viren, Protozoen und Parasiten, die ebenso durch verunreinigtes Wasser
Ubertragen werden kdnnen.

Bisher ist es nicht mdglich, alle diese Krankheitserreger mit wirtschaftlich vertretbarem
Aufwand sicher im Wasser nachzuweisen. Da jedoch die weitaus Uberwiegende Zahl Uber
fédkale Verunreinigungen ins Wasser gelangen, sollte Wasser, das nicht mit menschlichen
oder tierischen Exkrementen in Kontakt gekommen ist, auch keine fékal Ubertragbaren
Pathogene enthalten. Bei der mikrobiologischen Trinkwasseruntersuchung hat sich daher
das sogenannte ,Indikatorprinzip“ durchgesetzt, bei dem man gezielt spezifische
Indikatorkeime nachweist, die stellvertretend fir andere Mikroorganismen eine fakale
Verunreinigung des Wassers anzeigen kénnen.

Die Anforderungen an Indikatorkeime sind zahlreich (Feuerpfeil und Botzenhart 2008). So
sollten sie ein Teil der normalen Darmflora sein und idealerweise auch nur im menschlichen
Darm vorkommen und dabei selbst nicht pathogen sein.

AuBerhalb des Verdauungstraktes sollten sie nicht vermehrungsfahig, aber in der Natur und
gegenuber DesinfektionsmalRnahmen widerstandsfahiger als pathogene Mikroorganismen
sein. Auch sollten sie stets in groRerer Anzahl zu finden sein als die pathogenen Keime, die
sie anzeigen, mit diesen in Relation stehen und dabei einfach zu identifizieren und zu
guantifizieren sein.

Bisher konnten keine Indikatoren gefunden werden, die all diese Bedingungen optimal
erfillen. Einige Organismen kdnnen diese Kriterien jedoch zumindest ausreichend erfillen
und wurden in der Trinkwasserverordnung als Indikatoren aufgenommen. Dieses Prinzip hat
sich jahrzehntelang bewéhrt und wird auch zukiinftig eine wichtige Rolle spielen, solange
keine effektiveren Nachweismethoden existieren.

1.1 Escherichia coli und Enterokokken

Als sehr verlassliche Indikatoren fir fakale Verunreinigungen haben sich insbesondere
Escherichia coli (E.coli) und Enterokokken bewahrt. Ihr in der TrinkwV 2001 Anlage 1 Teil |
festgelegter Grenzwert (jeweils 0 in 100 ml) darf keinesfalls Giberschritten werden.

E.coli kommt im Darm von Warmblitern mit einem Anteil von 1 — 2 % vor und ist gegenuber
Umwelteinflissen widerstandsfahiger als viele Darmpathogene (z.B. Salmonella sp.)
(Winfield und Groisman 2004). Die in der TrinkwV 2001 erfasste Gruppe der Enterokokken
beinhaltet im Wesentlichen die Arten E.faecalis, E.faecium, E.durans und E.hirae.

1.2 Coliforme Bakterien

Das bereits eingangs erwahnte intestinale (im Darm lebende) Bakterium E.coli ist ein
spezieller Vertreter einer groBeren Gruppe von Indikatorbakterien, den sogenannten
coliformen Bakterien. Sie stellen keine taxonomische Gruppe dar, sondern sind durch ihre
Stoffwechseleigenschaften charakterisiert.



Coliforme Bakterien sind stdbchenférmige Bakterien, die vor allem im Darm von
Warmblitern vorkommen. Sie kénnen allerdings auch einige Zeit aufRerhalb ihrer natlrlichen
Umgebung Uberleben und sind damit gut zur Untersuchung von Wasserproben auf fakale
Verunreinigungen geeignet. Einige coliforme Bakterien kommen jedoch natirlicherweise
auch im Boden und in Oberflachenwéssern vor, so dass ihr Nachweis im Trinkwasser auch
einen Hinweis auf Fehler bei der Wasseraufbereitung darstellen kann.

Beim Auftreten coliformer Bakterien bei der Trinkwasseruntersuchung ist zwischen
Einzelbefunden (einmaliger Nachweis an einer Trinkwasserentnahmestelle) und
sogenannten systemischen Kontaminationen (Nachweis in engem zeitlichem Kontext an
mehreren Probenahmestellen im Verteilungsnetz) zu unterscheiden. Eine systemische
Kontamination ist ein Hinweis, dass ausgehend von einer spezifischen Stelle (z.B. einem
Brunnen, einem Biofilm oder einer Leckage im Verteilungsnetz) weite Teile des Netzes
kontaminiert worden sind (Umweltbundesamt 2009).

1.3 Grenzen des Indikatorsystems

Da sowohl mit den klassischen Kulturverfahren (DIN EN ISO 9308-1, den Referenzverfahren
nach TrinkwV 2001) als auch mit alternativen Nachweisverfahren (ISO 9308-2, 2012) auch
so genannte ,Umweltcoliforme® nachgewiesen werden, ist der Nachweis von coliformen
Bakterien im Wasser nicht immer als ein Hinweis auf eine direkte fakale Verunreinigung zu
werten. Jedoch ist den Empfehlungen des Umweltbundesamtes zu entnehmen, dass das
Vorkommen coliformer Bakterien ,unabhangig vom Nachweisverfahren entsprechend der
Trinkwasserverordnung (TrinkwV 2001) immer eine unerwinschte Belastung des
Trinkwassers darstellt* und ,im Trinkwasser deutlich kritischer einzuschatzen ist als zum
Beispiel der alleinige Nachweis erhdhter Koloniezahlen ohne Hinweis auf andere
mikrobiologische Grenzwertlberschreitungen nach TrinkwV 2001“ (Umweltbundesamt
2009). Daher ist immer eine differenziertere Betrachtung coliformer Befunde
empfehlenswert.

Durch Spezifizierung der Nachweisverfahren wurde versucht, das erfasste Artenspektrum
aller Indikatorbakterien auf solche Arten einzuengen, die spezifisch auf eine fékale
Verunreinigung hindeuten. In der Vergangenheit haben sich hier z.B. als Dichtmaterial
eingesetzte (nicht sterilisierte) Hanfstricke als Kontaminationsquelle erwiesen (Feuerpfeil
und Botzenhart 2008). Aber auch jingere Ergebnisse deuten z.B. auf Enterokokkenbefunde
aus nicht fakalen Quellen hin. So wurden in der Vergangenheit sowohl coliforme Bakterien,
als auch Enterokokken in Insekten nachgewiesen (Korth 2012).



Kapitel 2
Stand der Technik fur den Nachweis der Indikatorkeime in Wasserproben

Der Nachweis von Indikatorbakterien im Trinkwasser erfolgte in der Vergangenheit
vornehmlich mit Hilfe mikrobiologischer Verfahren. Die Reaktionszeit dieser Verfahren ist
jedoch vergleichsweise langsam, da. kultivierungsbasierte Ansétze generell vor allem durch
das Wachstumsverhalten der Bakterien beschrénkt sind.

Mit Hilfe molekularbiologischer Verfahren konnen Trinkwasserkontaminationen wesentlich
schneller detektiert werden. Jedoch sind viele dieser modernen Techniken noch nicht nach
TrinkwV zugelassen und konnen die klassischen Verfahren noch nicht ersetzen. Einige
Verfahren werden jedoch bereits erfolgreich eingesetzt und bieten sogar vielversprechende
Perspektiven fiir eine online Uberwachung.

2.1 Nachweis Uber Filtration und Kultivierung auf Selektivmedien

Das in der ISO 9308-1 beschriebene Referenzverfahren fur den Nachweis und die Zahlung
von Escherichia coli und coliformen Bakterien in Wasser fiir den menschlichen Gebrauch
basiert auf Membranfiltration, einer anschlieenden Subkultur auf einem Selektivagar
(Laktose-TTC-Agar mit Tergitol ) und der Berechnung der Anzahl der gesuchten Organismen
in der Probe (DIN EN ISO 9308-1 2001).

Coliforme Bakterien werden hier durch ,Saurebildung mittels Laktosefermentation, sowie
durch negative Oxidasereaktion“ definiert. Der Bakterienstamm E. coli ist zusétzlich in der
Lage, Indol aus Tryptophan (innerhalb von 21 h bei 44 °C) zu produzieren. Um eine weitere
Differenzierung zu erreichen, muss daher bei diesem Nachweisverfahren immer eine
zuséatzliche (zeitaufwandige) Subkultivierung erfolgen, bei der auf diese Reaktion getestet
wird.

In der TrinkwV 2001 fiel das in der TrinkwV 1990 fur coliforme Bakterien zusatzlich
definierende Merkmal ,Laktosefermentation unter Gasbildung® weg. In diesem
Zusammenhang wurde nach der Umstellung von verschiedenen Laboren ein Anstieg
positiver Nachweise bemerkt (Feuerpfeil et al. 2002). Ahnliche Beobachtungen wurden auch
nach Umstellung auf das weiter unten besprochene ,Colilert-18/Quanti-Tray* System
gemacht (Niemella et al. 2003). Dies wird auf die VergroRerung des erfassten
Artenspektrums zurtickgefuhrt (vgl. Tabellel).

Tab.1 Erfasste Bakteriengattungen in Abhéangigkeit des Nachweisverfahrens

Fett: coliforme Bakterien, die in der Umwelt und in menschlichen Faeces vorkommen kénnen;

Fett und kursiv: coliforme Bakterien, die als primare Umweltmikroorganismen angesehen werden.
(Quelle: Umweltbundesamt 2009)

Methode nach TrinkwV 1990 Methode nach DIN EN ISO 9308- | Alternativverfahren nach TrinkwV 2001,
Laktose zu Saure und Gas 1, TrinkwV 2001 ,»Colilert®-18/Quanti-Tray®“
Laktose zu Saure B-O-Galaktosidase
Escherichia Escherichia Escherichia
Klebsiella Klebsiella Klebsiella
Enterobacter Enterobacter Enterobacter
Citrobacter Citrobacter Citrobacter
Yersinia Yersinia
Serratia Serratia
Hafnia Hafnia
Pantoea Pantoea
Kluyvera Kluyvera
Cedecea
Ewingella
Moellerella
Leclercia
Rahnella
Yokenella




Das im Laktose-TTC-Agar enthaltene Natrumheptadecylsulfat (Tergitol 7) wurde bereits
1947 von Chapman erfolgreich eingesetzt, um gram-positive Bakterien und Proteus sp. zu
inhibieren (Chapman 1947). Durch Dehydrogenasen der Atmungskette in lebenden Zellen
wird das zugegebene Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) zu Formazan reduziert, was alle
Bakterienkolonien wahrend der Bebriitung zunéchst rot einfarbt.

Laktose-fermentierende Bakterien bilden durch die Fermentation Saure, die eine pH
Verringerung des Mediums bewirkt und vom pH-Indikator Bromthymolblau durch eine gelbe
Farbe des umgebenden Mediums angezeigt wird. Coliforme Bakterienkolonien (z. B.
Escherichia, Enterobacter, Klebsiella, Citrobacter) sind daher gelb oder orange gefarbt,
wahrend  nicht-Laktose-fermentierende  (B-Galactosidase-negative) Bakterien  (z.B.
Pseudomonas, Salmonella, Shigella, Proteus) dunkelrot auf blauem Medium bleiben (Carl
Roth 2012, Abb. 1).

Abb. 1

A) E. coli

B) Klebsiella spp.

C) nicht-Lactosefermentierende Spezies
D) nicht-inoculierter Lactose-TTC-Agar
(Quelle: Carl Roth 2012)

Bei starker Begleitflora kann es jedoch vorkommen, dass die gebildete Saure wieder
abgebaut wird und es zu einer Realkalisierung und somit zu einem erneuten Farbumschlag
kommt (Fricker et al. 2010). So kénnen falschnegative Ergebnisse entstehen. Daher ist das
TTC-Verfahren eher flr besonders reine Wasser und nur bedingt fir Rohwasser mit hoher
Hintergrundflora geeignet.

2.2 Nachweis uber selektive fluorogene Substrate

Das inzwischen auch nach ISO zertifizierte und nach TrinkwV als alternatives Verfahren zur
Bestimmung von E.coli und Coliformen zugelassene IDEXX Colilert-18-System funktioniert
nach einem enzymbasierten Nachweisprinzip. Da zunadchst ein spezifisches
Substratgemisch direkt in der Wasserprobe geldst wird, welches wéahrend der Bebritung
mdogliche Begleitflora unterdriickt, ist es robuster gegeniber Begleitbakterien. Die im
Substratgemisch enthaltenen fluorogenen Substrate ermdglichen eine schnelle Detektion der
in der Probe enthaltenen coliformen Bakterien Uber eine Farbreaktion nach 18-stindiger
Inkubation bei 36 °C.

Eine einfache Moglichkeit der Quantifizierung der in 100 ml enthaltenen coliformen Bakterien
bietet das von IDEXX entwickelten Quanti-Tray-System. Es basiert auf einem
Kunststofftrager, in dem sich Vertiefungen befinden, die das Colilert-18-Medium aufnehmen
kbénnen. Nach Verschweilen des Trays und anschlie@ender Bebritung kdnnen die
Einzelkompartimente gezahlt werden, in denen ein Farbumschlag stattgefunden hat und die
Anzahl der Coliformen Bakterien mittels ,most probable number® (MPN) bestimmt werden.
Je nach Anzahl der Vertiefungen im Tray kdnnen Z&hlungen bis 200 je 100 ml und bis 2.419
je 100 ml ohne Verdinnung ausgewertet werden.

Coliforme Bakterien bilden das Enzym R-Galaktosidase, welches das im "Substrat"
enthaltene ONPG (o-Nitrophenyl-B-D-galaktopyranosid) in das stark gelbe o-Nitrophenol und
einen R3-D-Galaktopyranosidrest spalten. Das zusétzlich im Medium enthaltene MUG (4-
Methylumbelliferyl-B-D-glukuronid) kann nur von in der Probe enthaltenen E.coli mittels 13-
Glukuronidase in 3-D-Glukuronid und das unter UV-Licht stark blau fluoreszierende 4-
methyl-umbelliferon gespalten werden (Abb. 2). Der Colilert-18/Quanti-Tray ermdglicht somit
die gleichzeitige Quantifizierung von E.coli und coliformen Bakterien.
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Abb. 2 Funktionsprinzip von Colilert-18 (Quelle: IDEXX 2011)

2.3 Nachweis von Indikatororganismen mit molekularbiologischen Methoden

Neben den oben beschriebenen so genannten "mikrobiologischen Nachweismethoden"
werden seit einiger Zeit auch molekularbiologische Nachweisverfahren zur Wasseranalyse
eingesetzt. Diese sind bisher nicht nach TrinkwV zugelassen. Im Gegensatz zu
mikrobiologischen Methoden sind molekularbiologische Verfahren jedoch hoch sensitiv und
sehr spezifisch. Es ist moglich, pathogene Keime deren Kultivierung hochproblematisch und
teuer ware, innerhalb weniger Stunden direkt nachzuweisen. So kdnnen neben Bakterien
auch Viren oder Protozoen detektiert und quantifiziert werden.

Das Funktionsprinzip der molekularbiologischen Analyse beruht auf dem direkten Nachweis
eines Zielorganismus Uber sein genetisches Material (DNA, RNA). Neben der Fluoreszenz-
in-situ-Hybridisierung (FISH), bei der die in den Zellen vorliegende ribosomale RNA direkt
angefarbt wird, ist die am haufigsten verwendete Methode die PCR (Polymerase
Kettenreaktion). Hierbei wird zunachst ein organismenspezifischer Bereich der Gesamt-DNA
vervielfaltigt, bis genug Kopien des Molekiils vorliegen, um es (z.B. mit fluoreszierenden
DNA-Farbstoffen) zu detektieren. Weiterentwicklungen der klassischen PCR-Methode wie
die digitale PCR oder gPCR ermdglichen heute bereits die exakte Quantifizierung der in
einer Probe enthaltenen Ziel-DNA. Inzwischen ist es mit molekularbiologischen Methoden
sogar mdglich, mehrere Organismen in einem einzigen Ansatz zu detektieren (Straub et al.
2005).

Dass die Zielorganismen hierzu nicht mehr vermehrungsfahig sein missen, kann je nach
Fragestellung von Vorteil aber auch von Nachteil sein. Denn auch z.B. nach Desinfektion
abgetotete und somit vollig harmlose pathogene Keime kdnnen mit molekularbiologischen
Methoden nachgewiesen werden, solange ihre DNA noch intakt ist. Andererseits kdnnen
physiologisch vorgeschéadigte oder unter Laborbedingungen nicht kultivierbare Bakterien
(»viable but not culturable®), die ihre Pathogenitat nicht verloren haben, sicherer als mit den
klassischen Kultivierungsmethoden erfasst werden. Eine eindeutige Unterscheidung
zwischen wirklich pathogen auf Wirtsorganismen wirkenden und harmlosen
(vorgeschadigten) Bakterien kann jedoch mit bisher etablierten Methoden nicht erreicht
werden. Um mit molekularbiologischen Methoden beispielsweise eine Lebend-Tot-
Differenzierung zu ermdglichen, werden zwar momentan verschiedene neue Methoden
erprobt (Nocker et al. 2007) allerdings sind auch die neuen Methoden noch nicht
ausreichend abgesichert.



Der klassische Verfahrensablauf einer molekularbiologischen Analyse beinhaltet in vielen
Fallen eine Aufkonzentrierung und eine anschlieende DNA-Extraktion. Bei der
Aufkonzentrierung kann es jedoch auch zur Anreicherung von Storstoffen kommen, die sich
inhibierend auf die nachfolgende DNA-Vervielfaltigung auswirken. Um dies zu Uberprifen,
sollten neben der Ublichen Positiv- und Negativkontrolle auch Inhibitionskontrollen mit
bekannten DNA-Mengen mitgefiihrt werden, die eine mdogliche Stérung der Reaktion
anzeigen (Girones et al. 2010).

Das grof3te Potential der molekularbiologischen Nachweisverfahren liegt sicherlich in der
direkten phylogenetischen Zuordnung der Organismen. Durch Analyse (Sequenzierung) der
DNA ist es moglich, die genetische Ahnlichkeit der Organismen mit bekannten Quellen zu
bestimmen und so Aussagen Uber die Herkunft und physiologischen Eigenschaften der
Bakterien abzuleiten (Lee 2011).



Kapitel 3
Moglichkeiten der Friherkennung und Online-Detektion

Die Detektion und Quantifizierung von Mikroorganismen ist seit einigen Jahren grol3en
Veranderungen unterworfen. Die klassischen mikrobiologischen Methoden der Kultivierung
werden immer haufiger durch Methoden, die auf biochemischen oder molekularbiologischen
Reaktionen beruhen, erganzt. So ist beispielsweise das IDEXX Colilert-18-System seit 2003
in die Liste alternativer Verfahren gemaR § 15 Abs. 1 TrinkwV 2001 des
Umweltbundesamtes aufgenommen und wird somit als gleichwertig gegentber dem
klassischen Verfahren nach DIN EN ISO 9308-1 angesehen. Weitere alternative Systeme
sind bereits auf dem Markt oder befinden sich in der Entwicklung.

Hinsichtlich einer Friherkennung (< 18 Stunden) sind bereits verschiedene Ansatze in der
Entwicklung.

e Das TECTA-System (Veolia Water) kombiniert die Vorteile des enzymbasierten
Nachweises (siehe MUG/ONPG in Kapitel 2) mit einer hochsensitiven Detektionsoptik
und ermdglicht so eine Reduktion der Nachweiszeit auf bis zu zwei Stunden (bei
hohen Befunden).

e Das Coliguard-System von mbOnline verfolgt einen &ahnlichen Ansatz zur semi-
kontinuierlichen, automatisierten Analyse von Trinkwasser. Hierbei werden alle 3 — 4
Stunden 1000 ml Wasser fluoreszenzoptisch auf ihren biochemischen Stoffumsatz hin
Uberpruft.

e Am Korea Research Institute of Chemical Technology konnten E.coli bereits
erfolgreich mit einem auf Nanoréhren basierenden System nachgewiesen werden (So
et al. 2006). Hierbei wurden spezifisch auf die Oberflachenstruktur von E.coli
abgestimmte Oligonukleotide (sogenannte Aptamere) eingesetzt, die das Bakterium in
der Nanorghre zurlickhalten und so eine sehr sensitive Detektion ermdglichen.

e Ein besonders kreativer Ansatz von Namura basiert auf fluoreszenzmarkierten Phagen
(bakterienspezifische Viren). Diese Phagen wurden genetisch so verandert, dass sie
Fluoreszenzmarker in E.coli einschleusen, so dass diese optisch detektiert werden
kénnen(Namura et al. 2008).

Viele der neuen Systeme mussen sich allerdings erst noch in der Praxis bewahren und es
liegen noch nicht geniigend Daten zur Verlasslichkeit und Vergleichbarkeit mit klassischen
Methoden vor. Da die Kosten flir molekularbiologische Untersuchungen in den kommenden
Jahren jedoch weiter stetig abnehmen werden, kdnnen viele der Vorteile dieser Methoden
zukunftig auch Eingang in die Routineanalytik finden.

Besonders die genetische Klassifizierung von Befunddaten birgt ein grof3es Potential.
Wahrend die klassische in der Routineanalytik eingesetzte Mikrobiologie meist lediglich eine
grobe Einteilung der Gattungen gestattet, ermdéglichen molekularbiologische Methoden viel
genauere Aussagen weit Uber die Klassifizierung der Art hinaus. Der direkte und gesicherte
Nachweis von Antibiotikaresistenzen oder Pathogenitatsfaktoren sowie Hinweise zur
Herkunft (Tier, Mensch oder Umwelt) der detektierten Indikatororganismen konnte bereits
experimentell gezeigt werden (Jung et al. 2012) und kénnte zuklnftig die Routineanalytik
erweitern.



Kapitel 4
Zusammenfassende Betrachtung der Untersuchungsergebnisse

Im Rahmen des Projektes RIKO-1 wurden umfangreiche mikro- und molekularbiologische
Untersuchungen durchgefuihrt. Hierzu wurden an den Standorten Tiefwerder und Spandau
mehr als 150 Wasser- und Bodenproben aus verschiedenen Tiefen entnommen. Von mehr
als 100 dieser Proben wurden DNA-Extrakte gewonnen. Zusatzlich wurden mit
unterschiedlichen Material- (z.B. Brunnenmanschetten) und Umweltproben (z.B. von
Insekten und Mollusken) Wachstumsversuche und mikroskopische Analysen durchgefihrt.

Neben klassischen mikrobiologischen Nachweisverfahren, wurde eine Vielzahl der Proben
auch molekularbiologisch untersucht. Da es sich bei diesen Untersuchungen zum
Uberwiegenden Teil nicht um Routineanalysen handelte, mussten die eingesetzten
Methoden auf den jeweiligen Einzelfall angepasst werden.

Um auch fur zukinftige Problemstellungen einfache Handlungsempfehlungen ableiten zu
kénnen, sollen die eingesetzten Methoden im Folgenden hinsichtlich ihrer praktischen
Umsetzung als auch ihrer Aussagekraft bewertet werden.

4.1 Nachweis von coliformen Bakterien in Bodenproben.

Der Nachweis von Bakterien in Bodenproben wird durch verschiedene Randbedingungen
erschwert. So haftet der Uberwiegende Teil der im Boden vorkommenden Bakterien an
Bodenpartikeln (Hattori 1973) und ihre horizontale Verteilung ist sehr inhomogen. Grade bei
fakalcoliformen Bakterien ist die Verteilung stark von der Verteilung der Eintragsquellen (z.B.
Kot oder Pflanzenmaterial) abhéngig.

Zusatzlich ist bei einer vertikalen Probenahme immer das Problem einer mdglichen
Verschleppung von Bakterien in tiefere Schichten zu bertcksichtigen. Eine mdgliche Losung
ware es, zunachst einen vertikalen Schacht anzulegen und diesen dann an verschiedenen
Stellen horizontal zu beproben. Gerade bei groReren Tiefen ist dies jedoch mit hohem
Aufwand und Kosten verbunden. Im Rahmen von RIKO-1 wurde daher der wesentlich
einfachere Ansatz der Beprobung mittel Bohrstock gewahlt. Um vertikale Verschleppungen
zu minimieren, wurde der Bohrstock vor jeder Bohrung mit Ethanol gereinigt und dann
flammensterilisiert (Hartel und Hagedorn 1983). Durch Abtrag der oberen bakterienreichen
Bodenschicht sollte die Verschleppungsgefahr zusatzlich minmiert werden. Die
Untersuchungen sind in den Teilberichten Spandau und Tiefwerder ausfuhrlich dokumentiert.

Auch wenn es nur relativ wenige Vergleichsuntersuchungen zur Tiefenverteilung coliformer
Bakterien in unbelasteten Bdden gibt (Entry et al. 2000, Carabin et al. 1998), erscheinen die
Ergebnisse der hier durchgeflihrten Untersuchungen plausibel und die gewahlte Methodik
als geeignet fur eine schnelle und unkomplizierte Standortbeurteilung.

4.2 Einsatz der quantitativen Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (QPCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion wird schon seit geraumer Zeit zum schnellen Nachweis
hygienisch relevanter Bakterien eingesetzt (Wilson et al. 2003, Tissier et al. 2012). Die
Methode ist sehr sensitiv und findet auch in der medizinischen Diagnostik breite Anwendung
(Joseph et al. 2012, Reddington 2013). In dieser Studie wurde die Methode der gPCR unter
anderem dazu verwendet, eine grof3e Anzahl von Proben schnell auf das Vorhandensein
eines spezifischen coliformen Bakteriums hin zu Uberprifen. Voraussetzung war die
Identifizierung der coliformen Keime in Positivbefunden durch Sequenzierung (vgl. Abschnitt
4.3) zur Erstellung eines entsprechenden "Primers" (spezifische, an die Ziel-DNA bindende
Oligonukleotide).



Bei der Anwendung der gPCR im Umweltbereich stellen sich jedoch eine Reihe von
Herausforderungen. So enthalten Grundwasserproben meist geltste Stoffe (z.B. Huminstoffe
und lonen), die bei unzureichender Probenaufbereitung die PCR-Reaktion stéren konnen.

Zusatzlich missen die fur die Detektion und Quantifizierung gewahlten Oligonukleotide
selektiv genug auf die zu detektierenden Zielorganismen abgestimmt werden, da in
Umweltproben meist eine Vielzahl unterschiedlicher Bakterienarten gleichzeitig vorliegen.

Bei den hier durchgefiihrten Untersuchungen ist nicht auszuschlieen, dass auch andere im
Grundwasser oder Boden vorkommende Bakterien ein positives Signal erzeugt haben
konnen. Neben der Uberpriifung der Spezifitait der verwendeten Oligonukleotide anhand
offentlich zugéanglicher Datenbanken wurden die Ergebnisse daher auch mit geeigneten
Negativ- (Grundwasser nachweislich unbelasteter Brunnen) und Positivkontrollen (Reinst-
DNA des Zielorganismus) abgesichert.

Ein weiterer wichtiger Aspekt bei Anwendung der PCR-Methodik besteht darin, dass keine
Unterscheidung zwischen vermehrungsfahigen, methabolisch aktiven oder toten und nicht
mehr aktiven Bakterien mdoglich ist. Hier existieren zwar bereits Ansatze diesen Nachteil
auszugleichen (Nocker et al. 2007), jedoch sind diese den kulturbasierten Ansétzen bisher
noch unterlegen. Andererseits ist es mit der PCR-Methodik mdéglich, bei ganz speziellen
Fragestellungen auch nicht mehr vermehrungsfahige Reste von Mikroorganismen gezielt
nachzuweisen, gerade dann, wenn klassische Kultivierungsmethoden bei der Spurensuche
versagen (z.B. nach DesinfektionsmalRnahmen).

Die im Projekt erarbeiteten Ergebnisse der qPCR-Untersuchungen stellten daher unter den
gegebenen Vorraussetzungen eine sinnvolle Erganzung der mikrobiologischen
Untersuchungen dar und es wurde die Grundlage geschaffen, die gPCR auch bei
zukunftigen Problemstellungen einzusetzen.

4.3 Verknipfung mikro- und molekularbiologischer Methoden

Um die Vorteile der kultivierungsbasierten (Nachweis lebender Zellen) und die der
molekularbiologischen Methoden (genaue Identifikation) zu kombinieren, wurde in RIKO-1
der bei den Berliner Wasserbetrieben bereits etablierte Ansatz der Sequenzierung positiver
Befunde angewendet. Dieser Ansatz hat sich als auferst effektiv bei der Befundanalyse
erwiesen, da er die Differenzierung der auftretenden hygienisch relevanten Mikroorganismen
ermoglichte. Durch den Abgleich mit &lteren Befunden und bereits vorhandenen
Datenbanken konnten genauere Hinweise auf die Art der Quelle gewonnen werden. Eine
Identifizierung der befundausléosenden Bakterien kann somit auch bei zukinftigen
Ereignissen helfen, Kausalketten zu plausibilisieren und bei der Wahl der ndtigen
Mal3nahmen zu unterstutzen.

Die kontinuierliche Sequenzierung ausgewdahlter Positivbefunde erscheint in diesem
Zusammenhang auch zukunftig sehr sinnvoll, um eine grofRere Datenbasis fur die
Ursachenanalyse zu erhalten und Ubergeordnete Zusammenhénge zu erkennen. Fir die
zweite Projektphase wird daher vorgeschlagen,

(i) weiterhin alle Positivbefunde zu sequenzieren,
(i) zusatzliche Umfeldproben zu entnehmen und zu bestimmen, und

(iif) die Ergebnisse in einer georeferenzierten Datenbank zu sammeln und fir die
raumlich-zeitliche Auswertung mit den Bewegungsdaten der Brunnen zu verknipfen.



Kapitel 5
Schlussfolgerungen

Die derzeit nach TrinkwV 2001 zugelassenen Verfahren zur mikrobiologischen Kontrolle von
Trinkwasser sind sensitiv genug, um klassische Indikatorkeime verlasslich zu erfassen.
Jedoch existieren auch weiterhin Unsicherheiten beziiglich der direkten Identifizierung von
Krankheitserregern, die bisher nicht mit vertretbarem Aufwand ausgerdumt werden koénnen.
Daher wurde das Indikatorprinzip auch in der Vergangenheit dem Stand der Technik
entsprechend standig angepasst und Uberarbeitet.

Fur Wasserversorger stellt vor allem die Erweiterung des erfassten Artenspektrums durch
die in der TrinkwV 2001 zugelassenen alternativen Verfahren eine wichtige Neuerung dar.
So werden nun potentiell auch Arten erfasst, die zuvor unbemerkt ins Trinkwasser gelangt
waren. Viele dieser zusatzlich detektierten Arten sind jedoch nicht auf fakale Verunreinigung
zurlckzufuhren, sondern zéhlen zu den Umweltkeimen, was eine differenzierte Betrachtung
der Befundereignisse empfehlenswert macht. Da auch eine Kontamination mit Keimen aus
anderen Quellen (Boden, Insekten oder Oberflachenwasser) im Einzelfall ein nicht zu
unterschatzendes hygienisches Risiko darstellen kann, ist ihre Erfassung fur eine sichere
Trinkwasserversorgung jedoch keinesfalls als Nachteil zu betrachten.

Die molekularbiologische Analyse kann hier beispielsweise bei der Bestimmung der
coliformen Bakterien erganzend eingesetzt werden und Defizite in der Befunddifferenzierung
optimal ausgleichen. Durch eine nachgelagerte Isolation und Sequenzierung der mit den
klassischen Methoden erfassten Einzelbefunde kann klar bestimmt werden, ob es sich um
Bakterien fakalen Ursprungs oder um sogenannte ,Umweltcoliforme® handelt.

Waren die Kosten fur eine Sequenzanalyse vor wenigen Jahren noch zu hoch, um sie in der
Routineuntersuchung von Trinkwasser einzusetzen, so sind derartige Analysen heute bereits
preislich mit den klassischen Verfahren vergleichbar. Auch wenn sie bisher nur als sinnvolle
Erganzung dienen und klassische Verfahren nicht ersetzen kénnen, kann eine Verknupfung
und Visualisierung der so gewonnenen neuen Daten Einblicke in bisher nicht sichtbare
Zusammenhéange ermdglichen. So kénnen Befundereignisse lber die Identifizierung der
beteiligten Bakterienstamme raumlich und zeitlich korreliert werden und direkt mit Befunden
aus Umweltproben verglichen werden, um mdgliche Quellen zu identifizieren. Um den
Kontext auftretender Befunde besser zu verstehen, ist es daher sinnvoll, jegliche Eingriffe in
das System zwischen Brunnen und Trinkwassernetz genau zu dokumentieren und an
zentraler Stelle in aufbereiteter Form zu aggregieren.

Der Fokus weiterer Forschung sollte auch auf der Friherkennung spezifischer Indikatoren
liegen. Hierflr bietet sich die Technik der multiplex quantitativen Polymerase-Kettenreaktion
(qPCR) an. Durch die Entwicklung geeigneter Protokolle kdnnten mit diesem Verfahren
mehrere Indikatorbakterien gleichzeitig Uber ihre DNA-Signatur quantifiziert werden. Eine
Wasserprobe kénnte somit nach der Probenahme innerhalb weniger Stunden gleichzeitig auf
eine Vielzahl méglicher Indikatorkeime hin getestet werden. Die Uberpriifung ist hierbei nicht
auf kultivierbare Indikatorkeime beschrénkt, sondern kann sogar direkt auf durch Kultivierung
nur schwer nachweisbare pathogene Keime zielen. Zum Nachweis gentgt die Anwesenheit
gezielt vermehrbarer DNA in der Probe.

Da bei der PCR jedoch nicht zwischen lebenden und toten Zellen unterschieden wird,
besteht auch hier noch Bedarf an Forschungs- und Entwicklungsarbeit. Ein derzeit
verbreiteter Ansatz des Ausschlusses toter Zellen bei der DNA-Vermehrung beruht auf der
Verwendung von Propidiumioditmonoazid (Nocker et al. 2007), welches durch die Membran
geschadigter Bakterien dringen und mit ihrer DNA eine irreversible Bindung eingehen kann.
Bei der folgenden DNA-Amplifikation wird dann nur die DNA nichtgeschadigter Zellen
erfasst.
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Ein weiteres Problem der PCR-Technik besteht in der mdéglichen Inhibition durch
Wasserinhaltsstoffe. Gerade die im Rohwasser weit verbreiteten Huminstoffe konnen hier
bei ungentgender DNA-Aufreinigung die Reaktion stéren. Diesem Problem kann in der
Praxis durch Inhibitionskontrollen, eine verbesserte Aufreinigung oder Verdinnung der
Probe begegnet werden.

Auch die Weiterentwicklung bestehender Systeme zur Onlineiiberwachung ist denkbar.
Systeme wie Coliguard und Tecta (siehe Kapitel 3), die auf einem Nachweis spezifischer
Enzymaktivitat basieren, konnen durch semikontinuierliche, automatisch beprobende
Systeme auf Basis molekularbiologischer Nachweisverfahren ergéanzt werden. Ein solches
System konnte direkt in Wasserwerken installiert werden und beim Auftreten von
Kontaminationen (ber eine Mobilfunkschnittstelle eine Benachrichtigung an die
verantwortliche Stelle versenden. Solche kontinuierlichen automatisierten Beprobungen von
Rohwéassern gestalten sich vermutlich jedoch vor allem wegen der Bildung von
Ablagerungen (z.B. Eisenhydroxide oder Biofilme) schwierig, kbnnten jedoch mit geeigneten
Reinigungsmechanismen realisiert werden.

Basierend auf den in diesem Bericht und den Teilberichten Spandau und Tiefwerder
dokumentierten  Ergebnissen  der Literaturrecherche und Feldversuche kann
zusammenfassend geschlussfolgert werden. dass eine Kombination aus

() Fraherkennung (Onlinesysteme),

(i) genauer Befundanalyse (Sequenzierung),

(iii) Datenerfassung (GMS/ LIMS) und

(iv)Datenanalyse (Kartierung, Korrelation, verkniipfte Darstellung)

einen wesentlichen Beitrag fur das zuklnftige Verstandnis und die Vermeidung von
Kontaminationsereignissen leisten kann.

Weitere Untersuchungen sollten auf den Bezug zwischen Kontaminationsereignissen und
Umfeldproben, die Uberlebensfahigkeit der identifizierten Keime unter sich &andernden
Randbedingungen (z.B. Zunahme Extremwetterperioden) und den Bezug zwischen der
Erfassung der vermehrungsfahigen Keime mit dem Colilert-18 und gPCR-Befunden
abzielen.
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