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Microbial Source Tracking -

ein neuer Ansatz, um fakale Eintragsquellen zu identifizieren

Der Nachweis von Indikatorbakterien wie z. B. E. coli zeigt zwar eine fikale Belastung im Gewdsser an,
erlaubt jedoch keinen Riickschluss auf den Ursprung dieser Belastung. Mithilfe sogenannter Microbial-
Source-Tracking-Methoden (MST) ist es maglich, der Herkunft solcher Verunreinigungen auf die Spur
zu kommen. Der Beitrag erldutert die Funktionsweise dieser Methoden und stellt anhand von ausge-
waéhlten Einzugsgebieten dar, welche Erfahrungen damit gemacht werden konnten.

von: Claudia Stange & Prof. Dr. Andreas Tiehm (beide: TZW: DVGW-Technologiezentrum Wasser)

Abb. 1: Prinzip des Microbial
Source Trackings. Sowoh!

E. coli-Bakterien (ovale
Symbole) als auch
Bacteroides-Bakterien (runde
Symbole) werden durch alle
Warmbliiter ausgeschieden.
Bacteroides-Bakterien weisen
eindeutige Unterschiede in
ihrer genetischen Information
auf (dargestellt durch die
unterschiedlichen Farben), die
eine Herkunftsbestimmung
von fékalen Eintrdgen in
Gewdésser ermaglichen.

Die Wasserqualitit von Seen, Fliissen, Grund-
wassern und anderen Wasserkorpern kann :
durch fikale Kontaminationen beeintrichtigt :

werden; mogliche Kontaminationsquellen sind

beruht auf dem Nachweis von Indikatorbak-

Enterokokken bewidhrt.

Die klassischen mikrobiologischen Methoden :
erlauben es zwar, den fikalen Einfluss auf das
Wasser nachzuweisen, geben jedoch keinen :

Aufschluss tiber die Herkunft dieser Kontami-

@ Ecoli
O@® wirtsspezifische Bacteroides-Bakterien

nation, d. h., ob diese menschlichen oder tieri-
schen Ursprungs sind. Detaillierte Informatio-
nen iiber die fdkalen Verunreinigungsquellen

: sind fiir Managementstrategien gleichwohl von
wildlebende und domestizierte Tiere sowie
hiusliches Abwasser. Die derzeitige Uberwa-
chung der mikrobiologischen Wasserqualitat :

entscheidender Bedeutung. Neue und vorwie-
gend molekularbiologische Methoden (Abb. 1)
haben in diesem Zusammenhang das Potenzi-

i al, die Herkunft von Fikaleintrigen moglichen
terien. Fikalindikatorbakterien werden von :
Menschen und Tieren (Warmbliitern) in hohen
Konzentr'atlonen ausgeschleden‘ und uberleben : Methoden
in aquatischen Systemen, abhdngig von den :
Umweltbedingungen, eine bestimmte Zeit :
(Tage bis Monate). Als verlissliche Indikatoren :
fiir fikale Verunreinigungen im Rohwasser ha- :
ben sich insbesondere E. coli und intestinale :

Quellen zuzuordnen [1, 2].

Zum Zwecke des sogenannten ,Microbial Sour-
ce Tracking“ (MST) werden verschiedene mik-
ro- bzw. molekularbiologische Untersuchungs-
methoden angewendet. Man unterscheidet

diese ,,Source Tracking“-Verfahren in daten-
¢ bankabhingige und datenbankunabhingige

Methoden [1]. Die datenbankabhédngigen Me-
thoden basieren meist auf der Kultivierung von
tdkalen Bakterien und dem Nachweis phédno-

typischer bzw. biochemischer oder genotypi-

Quelle: TZW

scher bzw. molekularer Eigenschaften einzelner
Isolate. Die entstandenen ,Muster“ werden
dann mit Datenbanken verglichen.

Die neueren datenbankunabhédngigen Metho-
den sind bis auf einzelne Ausnahmen auch kul-
turunabhdngige Methoden. Diese Verfahren
beruhen auf dem molekularen Nachweis von
wirtsspezifischen genetischen Markern. Dabei
werden Umweltproben auf definierte bakteri-
elle DNA-Abschnitte hin untersucht, die spezi-
ell nur aus menschlichem oder tierischem Kot
stammen. Die gesuchten DNA-Abschnitte kon-
nen dann mittels Real-Time-PCR-Analytik
quantifiziert werden. Zu den wirtsspezifischen
genetischen Markern gehoren u. a.:
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Abb. 2: Schematischer Ablauf der molekularbiologischen Analytik

- spezifische Gene von anaeroben : vorangetrieben. Wichtige Vorteiledie- : ¢ Dermolekularbiologische Nachweis

Bakterien, insbesondere Bacteroida- ser Methoden sind: kann sehr schnell erfolgen (inner-
les und Bifidobakterien, halb eines Arbeitstages).

¢ Sequenzen von fékalen Viren wie ¢ Es sind keine Kultivierungsschritte » Eswird keine grof3e Datenbank zum
z. B. humane Adenoviren, Entero- ;:  notwendig. i Vergleich benétigt. >

viren, Polyomaviren sowie Adeno-

viren oder Enteroviren vom Rind,
* Toxin-bzw. Virulenzgene sowie
* Antibiotika-Resistenzgene.

Alle aufgezdhlten Marker konnen mit-
hilfe von Real-Time-PCR-Verfahren VV " VV r—t
nachgewiesen und quantifiziert werden. e n I g e r a u n g
Die Polymerase-Kettenreaktion (engl.: \ .
polymerase chain reaction, PCR) ist eine I\/l e h r Eﬁl Z I e n Z
Technik, mit der gezielt DNA-Abschnit-

te, die von zwei bekannten DNA-Se-
quenzen flankiert werden, vervielfaltigt
werden konnen. Sie stellt ein zyklisches
Verfahren dar, bei dem die Anzahl der
DNA-Kopien in jeder Runde verdoppelt
wird. Bei Zugabe entsprechender Fluo-
rochrome zu der PCR-Reaktion kann der
Amplifikationserfolg tiber die Messung
von laserinduzierten Fluoreszenzsigna-
len in Echtzeit ermittelt werden (Real-
Time-PCR). Die Stédrke der beim Ampli-
fikationsprozess entstehenden Fluores-
zenz ist dabei proportional zur gebilde-
ten DNA-Menge. Der Einsatz der Real- :
Time-PCRerlaubt eine schnelle und un- Ch|ork0nzentratlon
ter Einsatz von DNA-Standards auch im Produkt >9.g/l
quantitative Analyse [3-5].

In den letzten Jahren hat sich gezeigt,
dass vor allem der molekulare Nach-
weis von wirtsspezifischen geneti-
schen Markern vielversprechend ist [6], =

m Einfache Verfahrensfiihrung und

und der Einsatz dieser Methoden ge- geringer Wartungsaufwand o fo)

i h Popularitat. Zur- . .
winntzunehmendan Popularitdt. Zur m Hohe Anlagensicherheit dank

zeit wird vor allem in den USA, aber integrierter Be- und Entliftung

auch in Australien, Spanien, Portugal
und Osterreich die Entwicklung der
datenbankunabhédngigen Verfahren

m Kompakt und platzsparend

m Chloratgehalt liegt deutlich unter
dem EN 901-Grenzwert

ProMinent®

Mehr unter www.prominent.com/elektrolyse
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Abb. 3: Uberflutung eines
Regenriickhaltebeckens: &%

Abb. 4: Ergebnisse der
Untersuchungen im
Einzugsgebiet einer
Karstquelle nach einem
Starkregenereignis

e Die Proben kdonnen nach einer einfachen
Aufbereitung tiber einen lingeren Zeitraum
gelagert werden.

* DieMethoden zeichnen sich durch eine hohe
Spezifitat aus.

* Es ist eine Unterscheidung von humanen
und tierischen Eintrdgen moglich. Zusétzlich
konnen tierische Eintrage noch weiter diffe-
renziert werden.

Im Rahmen von Forschungsvorhaben wurden
in der Abteilung Mikrobiologie und Moleku-
larbiologie des TZW: DVGW-Technologiezen-
trums Wasser verschiedene Werkzeuge zur
Identifizierung von fikalen Eintrdgen im Ein-
zugsgebietsmafistab entwickelt und auf ihre

Gens der Bakteriengattung Bacteroides. Bei die-
ser Gattung handelt es sich um die dominie-
rende Spezies in der Bakterienflora des Intes-
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tinaltraktes von Warmbliitern. Zum anderen
wird das Vorkommen von somatischen Zellen
iiber den Nachweis spezifischer mitochondri-
aler DNA (mtDNA) erfasst. Insgesamt wurden
Methoden zur spezifischen Detektion von
fakalen Eintrdgen durch Menschen, Rinder
(Wiederkauer), Schweine, Hunde, Schafe,
Hithner und Pferde fiir die Untersuchungen
genutzt.

Spezifitat und Sensitivitit der Methoden

Um die Spezifitédt (Vermeidung von falsch-po-
sitiven Ergebnissen) und die Sensitivitat (Ver-
meidung von falsch-negativen Ergebnisse) der
MST-Verfahren zu ermitteln, wurden Proben
moglicher Kontaminationsquellen (Pferde-
und Kuhdung, Hithnerkot, Fakalien von Wild-

: tieren, kommunales Abwasser etc.) in PCR-Ana-
¢ lysen mit den wirtsspezifischen Primer-Syste-
i men eingesetzt. Fir die Bacteroides-basierten
. Marker lag die Sensitivitit bei 85 bis 100 Prozent
. und die Spezifitit bei 73 bis 93 Prozent, fiir die
mtDNA wurde eine Sensitivitat von 100 Prozent
und eine Spezifitdt von > 93 Prozent ermittelt.
¢ Insgesamt zeigten die Untersuchungen, dass
. alle eingesetzten PCR-Assays eine hohe Sensi-
: tivititund Spezifitit aufweisen. Grundsitzlich
zeichnen sich die mtDNA-basierten Marker
: durch eine noch hohere Spezifitdt und Sensiti-
vitat aus als die Bacteroides-basierten MarKker,
. allerdingsistihre Anwendung durch das relativ
¢ geringe Ausscheiden von mtDNA durch den
. Wirt eingeschrinkt.

Praxistauglichkeit hin iberpriift. Diese Me- :
thoden basieren zum einen auf dem Nachweis :

: Einzugsgebiet 1

von spezifischen Sequenzen des 16S-tRNA- :

Als erster Modellstandort wurde das Einzugs-
i gebiet einer Karstquelle ausgewdhlt, die fir die
. Trinkwassergewinnung genutzt wird. Die vor-
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herrschende Form der Landnutzung
im Einzugsgebiet ist Wald (55 Pro-
zent), gefolgt von der landwirtschaft-
lichen Nutzung (27 Prozent) und
Griinland (15 Prozent). Auflerdem
sind zwei Gemeinden mit zusammen
ca. 4.000 Einwohnern im Einzugsge-
biet (3 Prozent der gesamten Landnut-
zung) gelegen. Ein Regenriickhaltebe-
cken (Regen und Abwasser) mit Uber-
lauf befindet sich etwa 9 km von der
Quelle entfernt und gehort zum kom-
binierten Abwasserentsorgungsystem
der beiden Gemeinden im Einzugsge-
biet (Abb. 3). Dieses Mischwasserbe-
cken entwdssert direkt in ein Trocken-
tal. Durch ein ereignisorientiertes
Monitoring an der Karstquelle wurde

das Regenriickhaltebecken als wich- :

. Einzugsgebiet 3

tigste Eintragsquelle fiir fakale Konta- :

minationen ermittelt (Abb. 4).

Einzugsgebiet 2

ren-Einzugsgebiet untersucht. Dieses

Einzugsgebiet besteht zum Grofteil aus :
Waldgebieten sowie Acker- und Griin- :
landwirtschaftsflichen. In der Vergan-
¢ Mischkanal-und Regenwasseriiberldufe :
¢ gepragt. Dariiber hinausbestehtein Ein- :
fluss durch nicht schutzzonengerecht :
ausgebaute Strafien, die tiber keine Ent-
nachgewiesen werden.

genheit wurden bereits mehrfach faka-
le Verunreinigungen nachgewiesen.

Proben konnten an verschiedenen Zu- :
ldufen der Stauseen entnommen wer- :
den. Insgesamt wurde eine mittlere
fakale Belastungvon 1,8-102bis 1,7-105
Kopien pro mldes unspezifischen Bac- :
teroides-Markers ermittelt. Durch die :
MST-Untersuchungen wurden Hunde,
:1,6:106 Kopien pro ml des unspezifi-
© schen Bacteroides-Markers ermittelt.

Rinder und menschliches Abwasser als
takale Eintragsquellen identifiziert.

Hundekat, ale Eintragsquellen in stadtischen Einzugsgebieten und Ta_/spenen?

andererseits aber auch damit assoziierte :

wasserungsanlagen verfiigen.

Insgesamt wurde fiir das Oberfldchen- Fazit
gewisser eine hohe fikale Belastung :

mit Konzentrationen von 1,0-10! bis
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: Sowohl Menschen als auch Hunde
¢ konnten als Kontaminationsquellen
¢ Neben denlindlich geprégten Gebieten :
. wurde auch ein urbanes Einzugsgebiet :
untersucht. Dabei wurden einerseits das
entsprechende Oberflichengewisser,
Als weiteres Gebiet wurde ein Talsper- :
¢ Brunnengalerien, die zur Trinkwasser- :
gewinnung genutzt werden, beprobt. :
Das Einzugsgebiet ist durch den Ablauf :
eines Kldrwerks und verschiedene

identifiziert werden (Abb. 5).

Neben den Schoépfwasserproben aus
dem Oberflichengewdsser wurden
auch Proben untersucht, die aus Brun-
nen stammen. Diese Uferfiltrate bein-
halten je nach Witterung unterschied-
liche Anteile an Fluss-/Seewasser und
Grundwasser. Durch die Versickerung
Richtung Brunnen wird das Oberfla-
chenwasser teilweise gereinigt. In die-
sen Proben konnten entsprechend we-
der E. coli-Bakterien noch MST-Marker

Der Schutz der Wassereinzugsgebiete
ist eine wesentliche Voraussetzung fiir

: eine sichere und qualitativhochwerti-

Die SHT, Sanitar- und Heizungstechnik Ausgabe 4-2019, enthalt Beitrdge.zu den Themen
Sanitar-, Heizungs- sowie Luftungstechnik und stellt Referenzobjekte sowie neue Produkte und
Normen aus diesen Bereichen vor. Lesen Sie dartber hinaus u.a. mehr zu den Themen:

papistersicke
dar innovaticn

¢ Kindertagesstatte
Sanitarausstattung: Waschtischrondelle fur Kinder

e Planung
FuBbodenheizung: System- und Kostenvergleich

¢ ISH Gesehen

Ruckschau: Highlights und neue Produkte (Teil 1)

Weitere Nachrichten, Termine und Informationen unter www.sht-online.de.
Kostenloses Probeheft unter vertrieb@krammerag.de.
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beeinflusst, n. a. = nicht analysiert)
unspezifischer
Nachweis von
Bacteroides Mensch
Einzugsgebiet 1 +++ +++
Einzugsgebiet 2 ++ +
Einzugsgebiet 3 +++ ++

Tabelle 1: Stéarke der fikalen Belastung der unterschiedlichen Einzugsgebiete, ermittelt iiber
Bacteroides-Marker (+++ stark beeinflusst, ++ beeinflusst, + schwach beeinflusst, - nicht

spezifischer
Nachweis
Hund Wiederkauer Schwein
n.a. - n.a.

++ -

ge Trinkwasserversorgung. Je geringer die ge- :
nutzten Gewasser belastet sind, desto sicherer
ist der Betrieb der Anlagen zur Gewinnungund :
Aufbereitung. Auch bei Badegewissern stellen
mikrobielle Kontaminationen ein Gesund- :
gefordert. Die Autoren danken den beteiligten
i Wasserversorgern fiir die Bereitstellung von
Um effiziente und gleichzeitig kostengiinstige :

heitsrisiko fiir den Menschen dar.

Mafnahmen zur Verbesserung der mikrobio- :
logischen Wasserqualitdt und zur Reduzierung :
gesundheitlicher Risiken umsetzen zu konnen, :

miissen sowohl die Herkunft als auch das Aus- [1] Hagedorn, C., Blanch, A. R., Harwood, V. J. (2011): Microbial

mafl fakaler Verunreinigungen bestimmt wer-

den. Je mehr Information {iber das Einzugsge- :
biet sowie die fikalen Verunreinigungen vor- :
liegt, um so gezielter konnen administrative : ) o i

. . + [3] PreuB, G., Tiehm, A. (2012): Mikrobiologische Methoden, in:
oder technische Mafinahmen ergriffen werden. :
Die Ergebnisse der Untersuchungen zeigen, dass : , ’
. . . : [4] Otto, J., Jurzik, L., Schneider, M., Stange, C., Hamza Ewess, I.,
mit den vorgestellten Microbial-Source-Tra- :
cking-Verfahren spezifische Werkzeuge fiir die :

Identifizierung von fikalen Eintrigen im Ein- :
: [5] Stange, C., Yin, D., Xu, T., Guo, X., Schéfer, C., Tiehm, A. (2019):

zugsgebietsmaflstab zur Verfiigung stehen.

Die quantitativen PCR-Methoden erméglichen
es, fakale Eintrdge auch in komplexen Einzugs- :
gebieten eindeutig zu identifizieren. Die entwi-

ckelten Analyseverfahren stehen nun fiir die
Untersuchung von weiteren Einzugsgebieten
zur Verfiigung. Durch die Erfassung von MST-
Markern ist es nun moglich, Aussagen iiber das
Auftreten und die Stirke von spezifischen fika-
len Belastungen in unterschiedlichen Einzugs-
gebieten treffen zu kdnnen (Tab. 1). Kontami-
nationsquellen wurden identifiziert und Vor-
schldge fiir gezielte Managementmafinahmen
im Einzugsgebiet abgeleitet. Insgesamt zeigen
die Ergebnisse sowohl die Praxistauglichkeit als
auch das Potenzial der molekularbiologischen
Microbial-Source-Tracking-Methoden.

Danksagung

Die Forschungsvorhaben wurden durch den
DVGW (Projekt ,,MicSource, Forder-Nr. W 07-
02-14, vormals W 201423) und das Bundesmi-

nisterium fiir Bildung und Forschung (Projekt
»AGRO“, 02WRS1277C, Fordermafinahme
»Nachhaltiges Wassermanagement - Risikoma-
nagement von neuen Schadstoffen und Krank-
heitserregern im Wasserkreislauf“) finanziell

Wasserproben, Informationen und die gute Zu-
sammenarbeit. m

Literatur

Source Tracking: Methods, Applications, and Case Studies.

* [2] Harwood, V. J., Staley, B. C., Badgley, B. D., Borges K., Korajkic A.

(2014): Microbial source tracking markers for detection of fecal
contamination in environmental waters: relationships between
pathogens and human health outcomes. FEMS Microbiology
Reviews, Vol. 38 (1): 11-40.

Grundwasserbiologie — Grundlagen und Anwendungen,
DVGW-Information Wasser Nr. 75.

PreuB, G., Tiehm, A. (2015): Entwicklung und Validierung von
molekularbiologischen PCR-Methoden zum quantitativen Nachweis
von hygienerelevanten Bakterien und Viren im Wasser, in: DVGW
energie | wasser-praxis, Heft 10/2015, 58—62.

Distribution of clinically relevant antibiotic resistance genes in Lake
Tai, China. Science of the Total Environment 655: 337-346.

[6] Stange, C., Tiehm, A. (2014): Molekularbiologische Identifizierung
fékaler Eintragsquellen in einem Karst-Einzugsgebiet. Veroffentli-
chungen aus dem Technologiezentrum Wasser Karlsruhe, ISSN
1434-5765, Band 65: 35-50.

Dipl.-Ing. (FH) Claudia Stange ist wissenschaftli-
che Mitarbeiterin in der Abteilung Mikrobiologie
und Molekularbiologie am TZW: DVGW-Technolo-
giezentrum Wasser in Karlsruhe.

Prof. Dr. Andreas Tiehm ist Leiter der Abteilung
Mikrobiologie und Molekularbiologie am TZW:
DVGW-Technologiezentrum Wasser in Karlsruhe.

Kontakt:

Claudia Stange

TZW: DVGW-Technologiezentrum Wasser
Karlsruher Str. 84, 76139 Karlsruhe

Tel.: 0721 9678-134

E-Mail: Claudia.Stange@tzw.de

Internet: www.tzw.de

energie | wasser-praxis  5/2019

Quelle: TZW



