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Anforderungen =

an die mikrobiolegisch-hygienische
Trinkwasseruntersuchung:
neue Verfahren

Der Beitrag gibt einen Uberblick iiber Neuerungen und Anderungen bei mikrobiologischen Verfahren im Trinkwasser-
bereich. Anderungen in den bestehenden Normen werden ebenso wie Probleme der Legionellenanalytik dargestellt.
Weitere Punkte sind die Anforderungen an die Qualitatssicherung im akkreditierten Labor, inshesondere die neue
Norm DIN EN IS0 11133 zur Uberpriifung der Nihrmedien, sowie ein kurzer Uberblick iiber molekularbiologische und
chemische Identifizierungsmethoden und ihre Einsatzbereiche.

von: Dr. Regine Fischeder et al.

Seit Inkrafttreten der Trinkwasser-
verordnung (TrinkwV 2001) am
¢ verlédssig sind wie die mit den vor- :

1. Januar 2003 sind ausschliefilich

quantitative Analyseverfahren fur :
die Bestimmung der mikrobiologi- :
schen Parameter vorgeschrieben. Es :
handelt sich bei den in Anlage 5 auf-
gelisteten Verfahren um internatio-
nal genormte Methoden, bisher mit :
Ausnahme der Methode zum Nach- :
weis von Clostridium perfringens. An- :
dere als die aufgefithrten Untersu-
chungsverfahren konnen verwendet
werden, ,wenn das Umweltbundes-
amt auf Antrag allgemein festgestellt :

hat, dass die mit ihnen erzielten Er-

gebnisse im Sinne der allgemein an- :

erkannten Regeln der Technik gleich-
wertig und mindestens genauso zu- :

gegebenen Verfahren ermittelten :
Ergebnisse, und nachdem sie vom :
Umweltbundesamt in einer Liste al-

ternativer Verfahren im Internet ver-
offentlicht worden sind*.

Mittlerweile gab es eine Aktualisie- :
rung der DIN EN ISO 9308-1 zum
Nachweis von E. coli sowie coliformen
Bakterien und die neue Norm ISO
14189 fiir Clostridium perfringens. Letz- :
tere wird bei der 4. Anderung der :
Trinkwasserverordnung in Anlage 5
: wurde iiber den Nachweis von Phagen

aufgenommen werden.

Dies wurde vom DVGW-Projektkreis
Mikrobiologie zum Anlass genommen,
eine Informationsveranstaltung zu or-
ganisieren, die einen Uberblick iiber
die Neuerungen und Verdnderungen
bei mikrobiologischen Verfahren im

Trinkwasserbereich gab. Es wurden An-
¢ derungen in den bestehenden Normen
i ebenso dargestellt wie Probleme bei der

Legionellenanalytik. Weitere Punkte
waren Aspekte der Qualitdtssicherung
im mikrobiologischen Labor wie z. B.
die neue DIN EN ISO 11133 zur Uber-
prifung der Nahrmedien sowie aktu-
elle Anforderungen der Deutsche Ak-
kreditierungsstelle (DAKKS). Aulerdem
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als Indikator fir das Vorkommen von :
Viren berichtet und ein Uberblick tiber :
molekularbiologische und chemische :
Identifizierungsmethoden und ihre
Enzyms 3-D-Galactosidase, das fiir die
Laktose-Vergidrung verantwortlich ist. :
Im Folgenden werden die Vortrige :
kurz zusammengefasst und die wich- :
tigsten Diskussionspunkte aus den ins- :
gesamt vier Veranstaltungen (Bonn,
Hannover, Leipzig, Karlsruhe) erortert.
¢ Mit Inkrafttreten der TrinkwV 2001 :
. fiihrten die unterschiedlichen Colifor- :

Einsatzbereiche gegeben.

E. colilcoliforme Bakterien: Die
Neufassung der DIN EN IS0 9308-1

Umwelt vorkommen.

In Abhingigkeit von den Nachweisver- :
fahren werden unterschiedliche Arten :
als coliforme Bakterien erfasst. Nach
dem Verfahren der Trinkwasserverord- :
nung 1990 wurden coliforme Bakterien
iiber das Merkmal ,, Sdure- und Gasbil-
dung aus Laktose” definiert. Hierbei :
wurden laut DIN 38411, Teil 6, tiberwie-
gend Bakterien der Gattungen Escheri-
chia, Citrobacter, Enterobacter und Kleb-

siella als coliforme Bakterien erfasst.

zum fritheren Verfahren ebenfalls den

coliformen Bakterien zugeordnet.
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und coliforme Bakterien zugelassen. :
Die Bestimmung der coliformen Bak- :
terien erfolgt bei dem Colilert®- :
Verfahren durch den Nachweis des :

Durch die Anwendung dieses Verfah- :
rens wird das Spektrum der erfassten :
coliformen Bakterien auf etwa fiinf-
: Grundsitzlich muss der Befund ,coli-
forme Bakterien” weiterhin fiir jeden

zehn Gattungen erweitert.

men-Nachweise, die man durch die
mogliche Anwendung dieser beiden
Bei dem in der Trinkwasseranalytik
verwendeten Begriff ,coliforme Bak-
terien” handelt es sich nicht um eine :
taxonomisch eindeutig definierte :
Gruppe, sondern um eine Zusammen-
fassung von Bakterien aus der Familie
der Enterobakterien mit bestimmten
biochemischen Eigenschaften. Coli- :
forme Bakterien gelten nicht als reine :
Fakalindikatoren, da sie je nach Art
auch oder sogar ausschlief3lich in der :
* E. coli: Bakterien der Familie der En- :
terobacteriaceae, die die beiden Enzy- :
me R-D-Galactosidase und 8-D-Glu- :
violett gefdrbte Kolonie) liegt bereits
: nach 24 Stunden vor (Abb. 1). Auch

Verfahren erhilt, zu kontroversen Dis-
kussionen. Daher war es hilfreich, dass
von der ISO-Arbeitsgruppe ,Colifor- :
me“ im Jahre 2006 die Definition fiir :
coliforme Bakterien und E. coli folgen-
© DIN ENISO 9308-1 beschriebenen Ver-
fahren handelt es sich um ein Memb-

dermafien festgelegt wurde:

e Coliforme Bakterien: Bakterien der :
Familie der Enterobacteriaceae, die das
Enzym {3-D-Galactosidase exprimie- :

ren

curonidase exprimieren

Diese Definition wurde bei der Uberar-
beitung der DIN EN ISO 9308-1 beriick- :
sichtigt. Die Neufassung dieser Norm :
ist im Dezember 2014 in Kraft getreten :
und beschreibt nun ein Membranfitra-
tionsverfahren mit einem chromoge-
nen Medium, auf dem diese beiden
: Enzymaktivititen abgelesen werden :
: konnen. Somit sind die Nachweisreak-
Bei Anwendung des Verfahrens nach :
der DIN EN ISO 9308-1 aus dem Jahre
2001, das gemaf TrinkwV 2001 in !
Deutschland seit dem Jahr 2003 als
Referenzverfahren diente, wurde nur :
noch die ,Siurebildung aus Laktose” :
zum Nachweis der coliformen Bakteri-
en verwendet. Die nicht gasbildenden
Biotypen wurden hierbei im Gegensatz

tionen fiir coliforme Bakterien und E.

coli in den beiden fiir das Trinkwasser
zugelassenen Verfahren identisch.

Durch die Verlagerung der Definition
der coliformen Bakterien von der Lak-
tose-Vergarung auf die Enzymaktivitit
werden mit den jetzt giiltigen Verfah-
ren auch solche Bakterienarten erfasst,
die vorwiegend in der Umwelt (Boden

: und Wasser) vorkommen und nicht
aus Fikalien stammen. Dies schrankt
Gleichzeitig mit diesem Referenzver-
fahren wurde das Colilert®-Verfahren :
als gleichwertiges Verfahren fiir die
Trinkwasseruntersuchungen auf E. coli

die ohnehin nicht eindeutige Indika-
torfunktion des Parameters coliforme
Bakterien weiter ein. Diesem Umstand
wurde bereits bei der Anderung der

TrinkwV im Jahr 2012 durch die Ver-
schiebung der coliformen Bakterien
von den mikrobiologischen Parame-
tern (Anlage 1) zu den Indikatorpara-
metern (Anlage 3) Rechnung getragen
und der damit verbundenen Mdoglich-
keit fiir die Gesundheitsamter, Aus-
nahmegenehmigungen zuzulassen.

Einzelfall bewertet und die hygieni-
sche Relevanz hinterfragt werden. Un-
abhédngig davon gilt nach wie vor, dass
das Vorkommen von coliformen Bak-
terien ein Indikator fiir Mdngel bei der
Aufbereitung, Desinfektion und Ver-
teilung von Trinkwasser ist.

Bei dem in der aktuellen Fassung der

ranfiltrationsverfahren auf einem
chromogenen Nahrmedium (Chromo-
gener Coliformen Agar, CCA).

Ein Vorteil dieses Verfahrens liegt in
der kiirzeren Analysendauer. Das Er-
gebnis des Nachweises fiir E. coli (blau-

die Ergebnisse fiir die anderen colifor-
men Bakterien liegen im Normalfall
bereits nach einem Tag vor. Nur falls
die Begleitflora die Durchfiihrung des
zur Bestdtigung notwendigen Oxida-
se-Tests behindert oder die verddchti-
gen Kolonien sehr klein sind, verldn-
gert sich die Untersuchungszeit wegen
der erforderlichen Subkultivierung auf
zwei Tage.

Abb. 1: Ausstriche von Reinkulturen von E. coli auf
dem chromogenen Agar CCA

Quelle: Fischeder
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Erfahrungen mit dem Chromogenen :
Coliformen Agar (CCA) haben gezeigt, :
dass die ,Rosafarbung” der als fiir coli- :
forme Bakterien ,verdachtig” angese-
henen Kolonien in Abhdngigkeit von
verschiedenen Ndhrbodenqualititen
stark variieren kann. Auferdem kann :
es, gerade bei desinfizierten Wissern, :
zu elr.ler verzogerten Galac‘fomdase- . Clostridium perfringens
Reaktion kommen. Daher wird emp- @ , . . o

) . . =+ (einschlieBlich Sporen)
fohlen, eine Bebriitungszeit von min- :
destens 21 Stunden einzuhalten. Der- :
zeit wird die Norm dahingehend tiber- :

arbeitet, dass die Bebriitungszeit :

zukinftig von ,,21 £ 3 Stunden” auf ,21
bis 24 Stunden” gedndert werden soll.

Die Auswertung des Oxidase-Tests der :
bereits rosa gefirbten Kolonien, die :
direkt vom CCA abgenommen wer- :
den, erfordert von den Labormitarbei-
tern Erfahrung, um eine eventuelle
Veranderung von Rosa nach Blau/Vio- :

lett eindeutig zu erkennen. In vielen

des Oxidase-Tests.

Aeromonaden wachsen ebenfalls als :
deutlich rosa gefirbte Kolonie auf dem :
CCA, konnen aber durch die positive
Oxidase-Reaktion eindeutig von colifor-

men Bakterien unterschieden werden.

Wie schon bei der Vorgiangermethode :
mit Laktose-TTC-Agar konnen auch auf
dem CCA grampositive Kokken falsch
positive Befunde verursachen. Diese :
erschienen auf dem Laktose-TTC-Agar :
als sehr kleine, gelb gefarbte Kolonien. :
Auf dem CCA wachsen sie als sehr Kklei-

ne, schwach rosa gefarbte Kolonien.

Zusammen mit einer negativen Oxida-
se-Reaktion konnten sie als falsch po- :
sitive coliforme Bakterien gewertet wer- :
den. In der Regel zeigen diese Bakterien :
bei einer Subkultivierung auf CCA al-
lerdings kein Wachstum mehr, auf3er-
dem kann der Verdacht auf gramposi- :
tive Kokken auch mithilfe der Mikros- :
kopie (Gramfirbung) bestatigt werden. :

Wie bei allen anderen Membranfilt-
rationsverfahren ist es auch beim
Nachweis von E. coli und coliformen

Bakterien wichtig, eine geeignete :
Kombination aus Membranfilter und :
Nédhrboden zu finden, die chargen- :
weise Uberpriift werden sollte, da
deutliche Unterschiede bei den Nihr-
boden- und Membranfilterqualititen
¢ der sauren Phosphatase iibrig.

existieren.

diese Parameter [...]“vorgeschrieben.

Die Normungsarbeit fiir das TSC-Ver-
fahren speziell fiir Clostridium perfrin-
¢ gens wurde bereits mehrmals gestartet, :
Fillen vereinfacht eine Subkultivie-
rung der roten und rosafarbenen Ko-
lonien z. B. auf DEV-Agar das Ablesen

zuletzt unter dem Vorsitz von Oster- :
reich. Am 1. November 2013 wurde
© dann die ISO 14189 (Nachweis von Clos-
¢ tridium perfringens aus Wasserproben) :
. beim Beuth-Verlag verdffentlicht. Eine :
deutsche Ubersetzung und Ubernahme :
der Norm als EN und DIN ist vorgese-
hen. Aber ab wann soll bzw. muss die

neue Norm angewendet werden?

. Da es keine eindeutige Ubergangsre- :
gelung gibt, wurde seitens des Um- :
weltbundesamtes vorgeschlagen, ,bis
zu einer neuen Entscheidung des Ver-
ordnungsgebers sowohl das m-CP-Ver- :
fahren als auch das Verfahren nach :
ISO 14189 als zuléssige mikrobiologi- :
sche Analyseverfahren fiir Clostridium
perfringens (einschlieflich Sporen) zu
behandeln.” Dennoch wird empfoh-
len, sich rechtzeitig mit der neuen Me- :
thode vertraut zu machen und an den :
vom Niedersichsischen Landesge- :
sundheitsamt (NLGA) angebotenen
tasetests gemacht, z. B. die Umgehung
¢ der Subkultivierung durch Einlegen
Das Verfahren an sich ist nicht neu,
Tryptose-Sulfit-Cycloserin(TSC)-Agar :
war bereits Bestandteil der ISO 6461-2
(1986) zum Nachweis anaerober sul-
fitreduzierender Sporenbildner (Clos- :

. !personliche Mitteilung von Dr. Luden vom
tridien). Fir den Nachweis von Clos- :

Ringversuchen teilzunehmen.

tridium perfringens wurden zu Beginn
der Normung neben der Sulfitreduk-
tion vier Differenzierungstests vorge-
schlagen, im Lauf der Normung blieb
der Nachweis der Sulfitreduktion
(Schwarzfirbung der Kolonien) und

Auch wenn die Produktivitit im Ver-
gleich zum m-cp-Agar hoher ist!, gibt
es verschiedene (erhebliche) Nachteile
Fiir den Nachweis von Clostridium per- :
fringens gab es bisher, im Gegensatz zu :
den iibrigen (mikrobiologischen) Para- :
metern, kein CEN/ISO-Verfahren. Das
‘in Anlage 5 der TrinkwV 2001 aufge-
fithrte Analyseverfahren ist ,[...] bis zur
etwaigen kiinftigen Annahme weiterer :
internationaler CEN/ISO-Verfahren fiir :

des Verfahrens:

e Die Stédrke der Sulfitreduktion und
somit die Schwarzfarbung der Kolo-
nie ist abhdngig von Alter und La-
gerung der TSC-Platten.

e Bei nicht-vorreduzierten TSC-Plat-
ten besteht die Moglichkeit, dass
kein Nachweis der Sulfitreduktion
moglich ist. Grundsétzlich miissen
alle Kolonien von beige tiber grau
nach schwarz als verddchtig ange-
sehen werden.

e Es gibt deutliche Qualititsunter-
schiede bei TSC-Fertigplatten. Es
sollten verschiedene Hersteller-
chargen getestet werden, immer in
Verbindung mit dem Membranfil-
ter, um die optimale Kombination
herauszufinden. Selbst hergestellte
Medien, die anaerob gelagert wer-
den, ergaben bisher die besten Er-
gebnisse.

e Das Phosphatase-Reagenz enthdlt die
giftige (und teure) Komponente Fast
Blue B Salt (toxisch und mutagen)
und ist nur zwei Wochen haltbar.

e Die erforderliche Subkultivierung
fiir den Bestdtigungstest bedeutet
eine Verldngerung der Analysen-
dauer auf mindestens zwei Tage bei
positivem Befund.

Bereits wahrend der Normung haben
verschiedene Laboratorien (Mitglieder
des Projektkreises Mikrobiologie) Ver-
suche zur Vereinfachung des Phospha-

des bewachsenen Membranfilters in
eine ,Pfiitze” des Phosphatasereagenz.
Dies funktioniert allerdings nur bei

Niedersdchsischen Landesgesundheitsamt
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schwach gefarbten Kolonien und das :
Reagenz muss weiterhin hergestellt :
werden. Um Letzteres zu umgehen, :
wurde vorgeschlagen, den m-cp-Agar
fiir die Bestdtigungsreaktion einzuset-
zen - dies fand dann auch Eingang in
ein nationales Vorwort zur Norm :
(Empfehlung des NA 119-01-03-03 UA :
»Mikrobiologie“): ,Das Reagenz fir
saure Phosphatase beinhaltet eine gif-
tige und Krebs erzeugende Komponen-
te (Echtblausalz B), ist aufwandig in der :
Herstellung und verfiigt iiber eine ge- :
ringe Haltbarkeit. Daher wird [...] auf
eine alternative Nachweisreaktion der
sauren Phosphatase hingewiesen. Die-
se beinhaltet anaerobes Subkultivieren :
der zu tiberpriifenden Kolonien iiber :
Nacht auf m-CP-Agar bei (44 + 1) °C :
und anschlieRendes Bedampfen mit :
Ammoniumhydroxid tiber eine Dauer
von 20 bis 30 Sekunden. Eine Rosa- bis
Rotfirbung zunichst dunkelgelber Ko- :
lonien gilt als bestitigter Nachweis der :

sauren Phosphatase.”

Trotz all der beschriebenen negati-
ven Begleitumstinde - die TSC-Me- :
thode ist nur fiir saubere Wisser :
(Trinkwisser) geeignet und bei Trink- :
wissern ist in der Regel nicht mit :
einem positiven Befund zu rechnen,
sodass die Anzahl der verddachtigen
Kolonien (und die Anzahl der anzu-
legenden Subkulturen) fiir die Besta- :
tigung vermutlich gering ist. Aus die- :
sem Grund werden keine grofieren
Probleme bei der Umstellung der Me-
¢ Labor durchfiihrt bzw. durchfiihren
¢ lasst und dies dem Kaufer mit einem
Fiir belastete Rohwisser (z. B. Oberfli- :
chenwasser, Uferfiltrat) ist das m-CP-
Verfahren weiterhin anwendbar, da
das m-CP-Medium weiterhin benétigt
. rolle beschranken.

thoden erwartet.

wird und somit verfiigbar ist.

Trinkwasser und
Qualitétssicherung

in der Lebensmittel- und Wassermikro-
biologie erstellt — entsprechend umfang- :
reich und ausfiihrlich ist der Text der :

Norm, zuziiglich der Anhédnge A bis J.
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Grundsatzlich ist die Forderung zur
Qualitédtssicherung von Ndahrmedien
nicht neu: Mindestens qualitative Po-
sitiv- und Negativkontrollen sowie Ste-
rilkontrollen waren schon lange Be-
standteil der guten Laborpraxis (oder
sollten es gewesen sein!).

Die wichtigsten Aspekte der neuen
Norm sind:

e Welche Testungen miissen die Her-
steller von Nahrmedien und welche
muss der Anwender bzw. das Priif-
labor durchfithren?

e Alle Bakterienstaimme aus veroffent-
lichten ISO-Normen, die als Positiv-
und Negativkontrollen eingesetzt
werden sollen, sind mit WDCM-
Nummern aufgelistet. In Anhang F
sind die Mikroorganismen fiir die
Wassermikrobiologie erfasst.

e Ndhrmedien, die fiir quantitative
Methoden vorgesehen sind, miissen
auch quantitativ tiberpriift werden.
Bei Verwendung von Membranfilt-
rationsverfahren muss die Kombina-
tion Filter/Medium getestet werden
- sowohl bei Chargendnderung der
Membranfilter als auch der Medien.

e FEsgibt genaue Angaben zur Herstel-
lung von Gebrauchskulturen der
Referenzstdimme und zur Durch-
fiithrung von Priifungen.

Wenn ein Hersteller von Nahrmedien
selbst die Priifungen gemafl DIN EN
ISO 11133 in (s)einem akkreditierten

entsprechenden Zertifikat bestétigt,
kann der Kadufer seine Qualitdtssiche-
rung auf qualitative Positiv- und Ne-
gativkontrollen und eine Sterilkont-

Nach Beschluss des Sektorkomitees
,Gesundheitlicher Verbraucherschutz”
der DAKKS und des zugehorigen Fach-
Mit der DIN ENISO 11133 zum Thema :
Qualitdtssicherung von Nihrmedien :
wurde der erste gemeinsame Standard :

beirats haben die Labore noch bis Ende
2016 Zeit, die entsprechenden Vorga-
ben der Norm umzusetzen.

Die DAkkS-Regel 71 SD 4 011 , Anfor-
derungen bei der Akkreditierung von

: Untersuchungsstellen fiir Trinkwasser” 4
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wurde innerhalb der DAKKS-Gremien :
unter Mitarbeit von Behoérden und In- :
stitutionen erstellt und wird standig :
uiberarbeitet. Aktuelle Papiere fiir Labo-
ratorien (und Begutachter) sind auf der

Webseite der DAKKS zu finden.

den muss.

nen Anspruch auf Vollstandigkeit:

tiert.

e Dokumente sind nicht aktuell (z. B.
: bei allen Arten von Umweltproben, :
eingeschlossen Trinkwasser, Prozess- :
wisser und natiirliche Wisser sowie :
Vorgehen der Mitarbeiter im Labor zu
: te, Ablagerungen und Biofilme, An-
: wendung findet, beschreibt die DIN :
EN ISO 11731-2 das Membranfiltrati- :

Arbeitsanweisungen).

e Interne Audits, Schulungen u. 4. :
fehlen oder sind nicht (ausreichend) :

dokumentiert.

e Proben, Stimme und Reagenzien

werden nicht getrennt gelagert.

e Es wird mit Tipp-Ex iibermalt oder :

mit einem Stift unleserlich durch- :
¢ niedriger Bakterienzahl geeignet ist.
e Es werden ,alte“ Methoden im Ak- :
kreditierungsumfang belassen, ohne
dass QS-Maflnahmen oder Ringver-

: ordnung in den §§ 14 und 15, wann
i e Es fehlt eine Regelung zur Raum- :

In dem Papier 71 SD 4 011 finden sich :
u. a. Hinweise zu externen Probeneh- :
mern (Einbindung, Schulung, Begut-
achtung usw.), Definitionen von Unter-
auftrags- und Fremdvergabe, Mindest- :
zahl zu bestehender Ringversuche und :
eine Erlauterung zu den Anforderungen :
an Priifberichte. Ein weiterer wichtiger
Punkt im Rahmen der Akkreditierung
ist die Flexibilisierung (DAkkS-Doku-
ment 71 SD 0 002), d. h., neue Verfah- :
ren im flexiblen Geltungsbereich kon- :
nen ohne Benachrichtigung der DAKKS :
(und vor allem ohne erneute Begutach-
tung) eingesetzt werden. Fir die Ver-
fahren der TrinkwV 2001 (es gilt die :
jeweils aktuelle Liste der Verfahren des :
Umweltbundesamtes) ist lediglich eine :
Flexibilisierung der Stufe III moglich,
d. h., es konnen - ohne Benachrichti-
gung der DAKKS — neue Ausgabestinde :
einer Norm eingesetzt werden. Dies ist :
z. B. wichtig fiir die Umstellung auf die :
tiberarbeitete Norm 9308-1 (coliforme
Bakterien und E. coli), wihrend es sich
beim Nachweisverfahren fiir C. perfrin-
gens um eine neue Norm handelt, die :
vom Labor bei der DAKKS gemeldet wer- :

gestrichen.

suche durchgefiithrt werden.

luftiiberwachung.

wachung.

Labor beurteilen.

fiillen von Formblittern beurteilen

ben. Der Fall kann dann im Sektorko- :
mitee besprochen und gegebenenfalls
¢ bzw. unmdoglich machen. Von den ein-
¢ zelnen Laboratorien werden deshalb
verschiedene Mafinahmen zur Unter-
driickung der Begleitflora durchge-
fihrt (z. B. Hitzebehandlung, Saure-
Legionellen sind weit verbreitete Bak- :
terien, die in allen Wissern vorkom-
men konnen. Die Kultivierung von :
Legionellen ist nur auf speziellen Néhr-
bdden unter bestimmten Bedingungen

entschieden werden.

Probleme bei der

: Legionellenanalytik
Bei Begutachtungen der DAKKS in : g y

Trinkwasserlaboratorien gibt es be- :
stimmte Abweichungen, die immer wie- :
der auftreten, in der Regel aber nicht :
kritisch sind. Die folgende Liste gibt ei-
nige wenige Beispiele, erhebt aber kei-
moglich, da sie fiir die Vermehrung
i Cystein und Eisensalze benétigen.
e Priifungen oder Kontrollen werden :

durchgefiihrt, aber nicht dokumen- :
das Verfahren fiir den Nachweis von

Verschiedene Normen beschreiben :

Legionellen. Wihrend die ISO 11731

. verwandte Materialien, wie Sedimen-

onsverfahren, welches fiir Wasser mit

Fiir den Nachweis von Legionellen im
Trinkwasser regelt die Trinkwasserver-

und wo Legionellen in Trinkwasser zu

¢ untersuchen sind. In Anlage 5, Teil 1,
. Buchstabe f der TrinkwV 2001 ist fest-
Zu den deutlich seltener vorkommen-
den kritischen Abweichungen gehéren
z. B. fehlende Positiv- und Negativkon- :
trollen oder fehlende Priifmitteliiber- :
. Beriicksichtigung gegebenenfalls vor-
liegender Empfehlungen des Umwelt-
Bei der sehr lebhaften Diskussion zum
Thema Abweichungen zeigte sich
(wieder), wie unterschiedlich Begut- :
achter bestimmte Vorgehensweisen im :
. Legionellen eine Empfehlung des Um-
: weltbundesamtes aus dem August
Bei der Begutachtung geht es in erster
Linie um die Kompetenz eines Labors, :
die sich nicht ausschlieflich durch das :
Abhaken eines Fragekatalogs und Aus- :
: Probleme bei der Legionellenanalytik
lasst. Grundsatzlich gilt: Wenn ein
Labor nicht mit der vom Begutachter :
gefundenen Abweichung einverstan- :
den ist, sollte es mit einer guten Be- :
griindung dagegen Einspruch erhe- :

gelegt, dass die Untersuchung auf Le-
gionellen entsprechend den oben ge-
nannten Normen, der ISO 11731 sowie
der DIN EN ISO 11731 Teil 2, unter

bundesamtes, durchzufiihren ist.

Derzeit liegt zur Untersuchung von
Trink- und Schwimmbadwasser auf

2012 vor, welche ein Untersuchungs-
verfahren, basierend auf den beiden
genannten Normen, beschreibt.

ergeben sich in der Regel bei Wissern
mit hoher Begleitflora (z. B. Kithlwés-
ser, Oberflichenwdsser, Abwasser). So
kann beispielsweise das Wachstum
von Pilzen, schwdrmenden Bakterien
sowie von Pseudomonas aeruginosa die
Auswertung der Ansitze erschweren

behandlung, Verdiinnung der Probe).
Diese unterschiedlichen Vorgehens-
weisen konnen in Einzelfillen zu un-
terschiedlichen Ergebnissen fiihren,
sodass empfohlen wird, die Verfah-
rensweise auf dem Priifbericht zu do-

¢ kumentieren.

Grundsétzlich kann festgehalten wer-
den, dass die Legionellenanalytik, ge-

rade bei Wasserproben mit hoher Be-

gleitflora, nur von erfahrenen und
geschulten Mitarbeitern durchgefiihrt
werden sollte. Um ein einheitliches

gewdhrleisten, werden interne Quali-
tatssicherungsmafinahmen empfoh-
len (z. B. Parallelzéhlungen).
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Zurzeit wird die ISO 11731 tberarbei- :
tet und liegt als 4th Draft ISO/DIS :
11731 vor. Als Anlass der Uberarbei- :
tung koénnen folgende Griinde ge- :
! rielle Krankheitserreger und auch fir
Parasiten festgelegte Indikatoren (z. B.
e Der GVPC-Agar, der in Deutschland :
. sewird, anstatt der eigentlichen Krank- :
heitserreger, untersucht. Bei Viren als :
dritter Gruppe potenzieller Krankheits-
erreger gibt es hierfiir keine konkreten
i Vorgaben in der TrinkwV 2001. Die
* Es ist bekannt, dass die Behand- :
lungsmethoden zur Unterdrii- :
ckung der Begleitflora (Hitze- und/ :
oder Sdurebehandlung) sowie das
Untersuchungsverfahren (Direk- :
tansatz, Membranfiltration mit/ :
ohne Resuspendierung der Bakte- :
rien) sich auf die Wiederfindung :
verschiedener Legionellenarten

nannt werden:

verwendet wird, ist fiir den Nach-

weis von Legionella pneumophila gut
geeignet, das Koloniewachstum an- :
derer Legionellenarten wird aller- :

dings gehemmt.

auswirken konnen.

e In anderen Lindern, z. B. in den
Niederlanden, erfolgt der Nachweis :
von Legionellen auf anderen Nahr- :

: ein geeigneter Indikator zur Priifung :

der Wasseraufbereitung, einschliefdlich

medien. Die Lander haben insofern

das Interesse, die bei ihnen etablier- :
ten Nahrmedien weiterhin zu ver-

wenden.

Zukiinftig wird die Art und Beschaf-

fenheit der Wasserprobe die Proben- :
behandlung zur Unterdriickung der
Begleitflora (z. B. Sdurebehandlung, :
Hitzebehandlung, Verdiinnung der :
Probe), die Wahl des Nihrmediums :
(z. B. BCYE, BCYE + AB, MWY, GVPC) :
sowie das Untersuchungsverfahren
(Direktansatz, Membranfiltration) be- :
¢ ihr Rohwasser und die Aufbereitungs-
. stufen (teilweise nachgestellt in Ver-
suchsanlagen) auf diesen Parameter.
© Dariiber hinaus wurden in beiden La-

stimmen.

Phagen

Zur Gewdhrleistung der Abgabe von
hygienisch einwandfreiem Trinkwas- :
ser an den Konsumenten ist eine Risi-
kobewertung fiir die Gewinnung, Auf- :
bereitung und Verteilung der zu die-
sem Zweck genutzten Wasser unab-
dingbar. Exph.zn empfohler.1 wird dies Identifizierung von Bakterien —
von der WHO“1m.Rahrr.1e.n eines Water . Welche Verfahren gibt es und
Safety Plan. Fiir diese Risikobewertung : . L
L , : ...+ wann sind sie sinnvoll?
ist nicht nur die Kenntnis der Qualitat :
des Rohwassers notwendig, sondern
auch der Leistungsfahigkeit der ein- :

: Hinsicht bestehen ausschlieRlich aus

zelnen Aufbereitungsstufen.
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Innerhalb des fir die Untersuchung :
und Bewertung der mikrobiologischen :
Qualitit von Trinkwasser angewende- :
ten Indikatorprinzips gibt es fiir bakte- :

E. coli, Clostridium perfringens). Auf die- :

Analytik der verschiedenen, potenziell :
durch Wisser tibertragbaren enteropa- :
thogenen Viren ist methodisch schwie- :
rig, teilweise unmoglich, aufwendig
und daher fiir Wasserversorgungslabo-
re innerhalb der Routineuntersuchung :
nicht machbar. Phagen sind Viren, die :
Bakterien infizieren. Deren Analyse ist :
im Vergleich einfach, robust und kos-
tengiinstig. Phagen dhneln in Grofle,
Aufbau, Struktur sowie Widerstandsfa-
higkeit den relevanten in Rohwissern :
vorkommenden Viren und sind daher :

der Desinfektion.

Nachweis der somatischen Coliphagen
ist einfacher und robuster und die bei-
den Wasserversorger Bodensee-Was-
serversorgung und Stadtwerke Diissel-
dorf AG untersuchen z. B. regelmafiig

boren, in Anlehnung an die Norm,
weitergehende Methoden entwickelt,
um das zu untersuchende Volumen zu
vergroflern und damit eine grofiere
Aussagekraft zu erreichen.

Die Uberwachungsparameter nach
TrinkwV 2001 in mikrobiologischer

Indikatorparametern. Dabei sollen
nicht bestimmte einzelne Bakterien-
spezies als Krankheitserreger detek-
tiert werden, sondern solche Gattun-
gen und Arten, die in fakalen Verun-
reinigungen vorhanden sind und da-
mit die potenzielle Anwesenheit von
fakalen Krankheitserregern anzeigen.
Solche Nachweise fiithren zu entspre-
chenden Mafinahmen wie z. B. Inbe-
triebnahme von Desinfektionsmaf3-
nahmen oder Abkochverfiigungen.

Allerdings ist die Indikatorfunktion von
coliformen Bakterien eingeschrankt, da
diese sowohl fakale Verunreinigungen
als auch Verunreinigungen nichtfakaler
Herkunft anzeigen koénnen (Empfeh-
lung des Umweltbundesamtes von
2009). Insofern ist gerade bei Nachwei-
sen von coliformen Bakterien unter Um-
standen eine Identifizierung sinnvoll,
um zu priifen, ob es sich um eine Spezi-
es handelt, die ausschliefSlich in der Um-
welt vorkommt, oder um eine, die faka-
len Ursprungs sein kann. Auch bei dem
Nachweis von Enterokokken gibt es ein-

© zelne Spezies, die mit dem Referenzver-
: fahren erfasst werden, aber nicht fika-
. Der Nachweis ist in DIN EN ISO 10705
genormt und beschreibt in Teil 1 die :
: Analyse von F-spezifischen Bakterio- :
phagen und in Teil 2 den Nachweis
von somatischen Coliphagen. Der :

len Ursprungs sind [2].

Wenn daher systemische Kontamina-
tionen von coliformen Bakterien oder
Enterokokken in Trinkwasserversor-
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gungssystemen nachgewiesen werden, :
kann die Identifizierung der vorkom- :
menden Spezies sinnvoll sein. Auch :
fiir die Ursachenforschung kann die :
Identifizierung hilfreich sein, da be-
stimmte Arten unter Umstdnden nur
in bestimmten Habitaten vorkommen. :
Eine Identifizierung der autochthonen :
Bakterien, die z. B. bei der Kolonie-
zahlbestimmung erfasst werden, ist

dagegen nicht sinnvoll.

ren sind zu nennen:

mischen Eigenschaften (z. B. API®)

2. Identifizierung mithilfe der Flug- :
zeit-Massenspektrometrie MALDI- :
: vielfaltigt und anschlieRend dessen
3. PCRiiber die Analyse des 16S-rRNA-
Gens oder funktioneller Gene mit
Sequenzierung und Sequenzanalyse :
4. Fluoreszenz-in-Situ-Hybridisierung :
(Gensonden) verfiigbar fiir Famili-
en, Gattungen, Arten und einzelne
te Bakteriengruppen beschrankt und
¢ erlaubt auch die Einordnung bisher

TOF-MS

Stamme

Fiir die ersten drei Verfahren ist der
Ausgangspunkt jeweils eine Kolonie :
: beschrankt.

als Reinkultur.

Der FISH-Nachweis (4.) ist theoretisch
auch fiir Einzelzellen anwendbar (mi- :
kroskopischer Nachweis). Dieses Ver- :
fahren kann dementsprechend auch :
fir nicht kulturell verfiigbare Bakteri-
engruppen angewendet werden. Die
kéduflichen Kits, die fiir manche Bak-
teriengruppen verfiigbar sind, sind :
teurer als Materialien fiir Kulturver- :
fahren. Fir die Auswertung muss in Fazit
dem anwendenden Labor immer ein :
Epifluoreszenz-Mikroskop vorhanden
sein und die Anwendung erfordert er- :

fahrenes Personal.

entwickelt und stoffen daher bei Um- :
weltisolaten hiufig an ihre Grenzen. :
Die Identifizierungen sind hier nur fiir :
solche Isolate moglich, die auch in der
jeweiligen Datenbank bereits enthal-
ten sind, was bei Umweltisolaten bis-
her in der Regel nicht der Fall ist. Die :

biochemischen Nachweisreaktionen :
z. B. iiber API® sind relativ einfach und :
¢ fachlicher Austausch, z. B. in Form einer
© solchen Veranstaltung, im Bereich der
Der Nachweis tiber MALDI-TOF-MS
geht sehr schnell, erfordert jedoch teu-
re Instrumente, die in der Regel aber
bei medizinischen Laboratorien vor- [1] Korth, Petzoldt, Nitsche, Hambsch, Hiigler: Enterokok-

handen sind. Die Differenzierung von :

kostengtinstig durchzufiihren.

Isolaten kann dort beauftragt werden.

Die Methode 3 stellt den Gold-Stan-
Als mogliche Identifizierungsverfah- :
. der Regel auch Umweltisolate eindeu-
tig identifiziert werden konnen. Aus-
1. Identifizierung aufgrund der bioche-

dard dar, da mit diesem Verfahren in

gehend von einer Bakterienkolonie

wird ein charakteristischer Genab-

schnitt (das 16S-rRNA-Gen oder ein
funktionelles Gen) tiber eine PCR ver-

DNA-Sequenz bestimmt. Durch den
Vergleich dieser Sequenz mit den ver-
figbaren umfangreichen Datenban-
ken ist die Identifizierung bis auf Gat-
tungs- oder Speziesebene moglich.
Diese Methodik ist nicht auf bestimm-

noch unbekannter Isolate. Auch diese
Methodik ist auf Speziallaboratorien

Die verschiedenen Verfahren sollten
der jeweiligen Problemstellung ange-
passt sein. Eine Identifizierung ist nur
dann sinnvoll, wenn sie fiir die Ursa-
chenforschung Erkenntnisse bringt.
Eine generelle Identifizierung bei al-
len Positivnachweisen sollte nicht ge-
fordert werden.

Es hat sich gezeigt, dass die Themen-
auswahl der eingangs erwdhnten In-

: formationsveranstaltung des DVGW
: auf groRes Interesse gestofien ist, was
Die Methoden 1 und 2 wurden vor
allem fiir medizinische Anwendungen

auch durch die Nachfrage nach weite-
ren Veranstaltungen im Jahr 2016 be-
legt wird.

Es gab viele Fragen und interessante Dis-
kussionen zu den Vortragen und leider
reichte die Zeit nicht aus, alle Aspekte
zu beleuchten. Vor dem Hintergrund
stindiger Verdanderungen der gesetzli-

chen und normativen Regelungen zeigt
sich daher, wie wichtig ein regelmaf3iger

Wassermikrobiologie ist. m
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