No.07 Dez 2011

dynaklim-Kompakt

Mikrobiologische Trinkwasser-
qualitat in der Wasserverteilung

bei veranderten Temperaturen
aufgrund des Klimawandels

Gefordert durch: kl °
% Bundesministerium lm
R fiir Bildung

H mzug 1Y “

Klimawandel in Regionen







—_—
=
=
=

Mikrobiologische Trinkwasserqualitat in der Wasserverteilung bei

veranderten Temperaturen aufgrund des Klimawandels

Susanne Grobe® und Jost Wingender®

WW Zentrum Wasser, Bereich Angewandte Mikrobiologie, Moritzstrasse 26, 45476 Miilheim a. d. Ruhr,
Deutschland, s.grobe@iww-online.de; “Biofilm Centre, Aquatische Mikrobiologie, Fakultat fiir Chemie,
Universitdt Duisburg-Essen, Universitatsstrasse 5, 45141 Essen Deutschland, jost.wingender@uni-due.de

Aufgrund des Klimawandels kann es zu einer Erwdarmung der oberen Bodenzonen und indirekt
dadurch auch zu einer Beeinflussung der Trinkwassertemperatur im Verteilungsnetz kommen. Es
ist bekannt, dass dies unter Umstianden zu mikrobiologischen Verdnderungen in Form einer
Aufkeimung (Erhohung der Koloniezahlen) fithren kann. Ob dies jedoch auch auf ein erhéhtes
Risiko der Einistung, des Verbleibs oder sogar der Vermehrung hygienisch relevanter Bakterien
zutrifft, wird im Rahmen des vom Bundesministerium fiir Bildung und Forschung (BMBF)

geforderten Projekts dynaklim (www.dynaklim.de) am IWW in Kooperation mit der Universitat

Duisburg-Essen in Feld- und Laborversuchen untersucht.

Trinkwasser ist nicht steril und enthalt immer Bakterien. In Trinkwassersystemen sind etwa 95 % der
gesamten Biomasse an den Innenoberflaichen von Rohrleitungen in Form von Biofilmen lokalisiert
und nur 5 % befinden sich in der Wasserphase. Trinkwasserbiofilme enthalten hauptsachlich
natirliche Mikroorganismen aus der Umwelt ohne gesundheitliche Bedeutung fiir den Menschen
(Band 36 IWW Schriftenreihe, 2002). Allerdings kdnnen Biofilme voribergehend oder auch
langerfristig hygienisch relevante Mikroorganismen beherbergen, darunter coliforme Bakterien
fakaler Herkunft und fakultativ pathogene Umweltbakterien wie z. B. Pseudomonas aeruginosa
(Grobe et al., 2010; Wingender, 2011). Diese Organismen konnen aus den Biofilmen in die
Wasserphase frei gesetzt werden und dann eine Kontaminationsquelle im Trinkwassernetz

darstellen.

In aquatischen Systemen ist die Wassertemperatur ein wichtiger Umweltfaktor, der das Uberleben
und das Wachstum von Bakterien bestimmt. Unter Kaltwasserbedingungen bei geringen
Nahrstoffgehalten, wie sie Ublicherweise in Trinkwasserverteilungssystemen vorherrschen, werden
die mikrobiologisch-hygienischen Anforderungen der Trinkwasserverordnung (TrinkwV) in der Regel

eingehalten.
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Es gibt aber einige Hinweise, dass erhdhte Trinkwassertemperaturen zum Vorkommen hygienisch
relevanter Bakterien beitragen konnen. In den USA, Kanada, und Frankreich wurden in
Trinkwasserverteilungssystemen erhohte Befundhaufigkeiten von coliformen Bakterien ab einer
Temperatur von 15 °C festgestellt. Die temperaturbedingten Vorgédnge, die zur Persistenz und
Vermehrung von hygienisch relevanten Bakterien unter Bedingungen realer
Trinkwasserverteilungssysteme fiihren, sind jedoch noch unbekannt und sollen im Projekt dynaklim
nadher beleuchtet werden.

Ziel ist es, die trinkwasserhygienischen Auswirkungen einer starkeren Erwarmung der oberen
Bodenzone und der damit verbundenen Erwdrmung von Trinkwasser-verteilungsnetzen zu
untersuchen. Ob damit eine verstarkte Aufkeimung (Erhohung der Koloniezahlen) bis hin zu einer
Vermehrung von hygienisch relevanten Mikroorganismen sowohl in der Wasserphase als auch in
Biofilmen zu beobachten ist, wirdin Feldversuchen (Abbildung 1) in einem realen Trinkwasser-

verteilungssystem sowie begleitend auch in Laborversuchen untersucht.

7 Rabes k. L AV -
Abbildung 1: Mikrobiologisch-hygienisches Monitoring im Feldversuch (Quelle: IWW)

Die Versuche erfolgen an Biofilmreaktorstrecken im Rohrnetz bzw. in temperierten
Durchflussreaktoren im Labor (Abbildung 2) unter Verwendung der Werkstoffe Ethylen-Propylen-
Dien-Monomer (EPDM), Polyethylen (PE) und Edelstahl als Aufwuchsoberflachen.
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Abbildung 2: Laboruntersuchung zur Einnistung, Persistenz und Vermehrung hygienisch relevanter
Mikroorganismen mit Hilfe eines temperierbaren Biofilmreaktors (Quelle: IWW)

Sowohl in den Feld- als auch in den Laborversuchen werden zusatzlich zu den konventionellen
Kulturverfahren weitergehende Untersuchungen des Wassers und der Biofiilme mit
kultivierungsunabhdngigen molekularbiologischen Methoden wie der Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung (FISH) durchgefiihrt. Damit lassen sich unter Umstédnden auch solche Bakterien
erkennen, die mit den Ublichen Kulturmethoden nicht nachweisbar sind, aber noch leben. Der
Nachweis von Bakterien in diesem so genannten ,viable but nonculturable” (VBNC)-Zustand ist von
hygienischer Bedeutung, da die Bakterien unter geeigneten Umweltbedingungen wie z. B. glinstiger

Wassertemperatur wieder kultivierbar und im Fall von Pathogenen infektios werden kénnen.

In Zusammenarbeit mit der Angewandten Klimatologie und Landschaftsékologie der Universitat
Duisburg-Essen und dem Kooperationspartner RWW (Rheinisch-Westfalische Wasserwerks-
gesellschaft mbH) wurden acht Standorte in einem Trinkwassernetz ausgewdhlt und an allen
Standorten ein bodenklimatisches und trinkwasserhygienisches Messnetz installiert. Tatsachlich
wurde eindeutig ein Einfluss der Bodentemperatur sowie der Durchflussmenge auf die Temperatur
des Trinkwassers im Netz festgestellt. Der jahreszeitliche Temperaturverlauf im Trinkwassernetz ist in

Abbildung 3 dargestellt. Die Schwankungen im Trinkwassernetz betrugen hier bis zu 10°C.
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Abbildung 3: Temperaturentwicklung im Trinkwasser an ausgewdhlten Standorten in einem

Trinkwasserverteilungssystem im Zeitraum Juli 2010 bis Januar 2011

Die im Zeitraum Juli 2010 bis September 2011 jeweils in den Jahreszeiten Sommer, Herbst und
Winter gewonnenen mikrobiologischen Daten des Trinkwassers zeigten bezlglich der nach TrinkwV
festgelegten Parameter keine temperaturabhdngige Verschlechterung der mikrobiologischen
Befunde (Tabelle 1). Die Koloniezahlen nach TrinkwV lagen durchweg im einstelligen und niedrigen
zweistelligen Bereich. Zwar wurden in Einzelfdllen hygienisch relevante Mikroorganismen in geringer
Konzentration im Trinkwasser detektiert, doch durchgefiihrte Nachproben wiesen immer negative
Befunde auf. Ein gehauftes Auftreten hygienisch relevanter Mikroorganismen durch
Temperaturerhéhung im Trinkwasser war nicht vorhanden. Stattdessen wurde Temperatur-
unabhangig ein mikrobiologisch stabiles Trinkwasser nachgewiesen. Die Situation im

Trinkwasserbiofilm stellte sich wie folgt dar.

Die Belegung der Oberflichen nahm leicht mit zunehmender Trinkwassertemperatur zu. Die
Belegung war zudem Materialabhangig. Zusatzlich wurden in einigen Fallen hygienisch relevante
Mikoorganismen in geringer Konzentration detektiert, wobei die Befundhaufigkeit Spezies-

unabhangig in Abhdngigkeit vom eingesetzten Priifmaterial war (EPDM > PE > Edelstahl).
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Auffallend war eine leichte Zunahme der Befundhaufigkeit von coliformen Bakterien bei erhéhten

Temperaturen (Sommer > Herbst > Winter; Tabelle 1).

Tabelle 1: Auswirkung einer Temperaturerhohung auf die mikrobiologisch-hygienische Qualitit des
Trinkwassers bzw. Biofilms in einem Trinkwasserverteilungssystem

Auswirkung einer Temperaturerh6hung
Trinkwasser Biofilm
Koloniezahl 20°C nach TrinkwV — ’
Koloniezahl 36°C nach TrinkwV — ”
Gesamtzellzahl — ”
E. coli — -
Coliforme Bakterien -—) ,
P. aeruginosa - -
Legionella spec. — -

g entss

Zusatzlich werden parallel die Resultate der Feldversuche durch Laborversuche mittels eines
temperierbaren Reaktorsystems untersucht. Dabei werden Temperaturbereiche von 6 °C bis 29 °C
beriicksichtigt. Bei den Testorganismen handelt es sich um den Fakalindikator Escherichia coli, das
coliforme Bakterium Klebsiella pneumoniae und die fakultativ pathogenen Umweltbakterien P.
aeruginosa und Legionella pneumophila. Diese Organismen werden in etablierte Trinkwasserbiofilme
eingenistet und ihr Verbleib im Biofilm sowie die Kontamination der Wasserphase danach lber
mehrere Wochen verfolgt.

Erste Ergebnisse weisen dabei auf die Moglichkeit der Persistenz solcher Mikroorganismen hin.
Zusatzlich scheint eine Vermehrung bei extrem fiir sie unglinstigen Situationen (Temperatur,
Nahrstoffgehalt) dabei nicht vollstdndig ausgeschlossen zu sein. Beispielhaft wurde fiir K.
pneumoniae gezeigt, dass sich das Bakterium sowohl unter nahrstoffarmen als auch —reichen
Bedingungen Temperatur-unabhiangig in den Trinkwasserbiofilm einnisten konnte. Unter
Verwendung der Ublichen kulturabhangigen Verfahren war eine dauerhafte Persistenz nur bei
Nahrstoffzugabe bis zum Ende des Versuches erkennbar. Unter nahrstoffarmen Bedingungen liel3

sich das coliforme Bakterium nur bis maximal zwei Wochen nach Animpfen nachweisen.
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Eine Vermehrung von K. pneumoniae fand nur in Anwesenheit von Nahrstoffen und Temperaturen
lber 27°C statt. Dabei wurden mittels FISH (siehe Informationsblock Fluoreszenz- in situ-
Hybridisierung) N&hrstoff- und Temperatur-unabhéngig nicht nur langer hygienisch relevante
Bakterien nachgewiesen, sondern auch im Vergleich zu den Kulturverfahren in deutlich hoheren
Konzentrationen, teilweise um mehrere Zehnerpotenzen. Eine hygienische Beurteilung dieser
molekularbiologischen Ergebnisse ist zurzeit noch nicht moglich. Weitere Untersuchungen zur

hygienischen Relevanz sind hier noch notwendig.

Die hier beschriebenen Untersuchungen sind noch nicht vollstandig abgeschlossen, so dass die
endglltige Auswertung und Bewertung der Befunde im Laufe des Jahres 2012 erfolgen wird. Unser
ganz besonderer Dank gilt den fleiRigen Handen unseres Dynaklim-Laborteams Janine Wagner
(Doktorandin Biofilm Centre, Universitat Duisburg/Essen), Danja Moschnitschka und Florian
Metzelder. Das Projektteam modchte sich beim RWW fir die sehr gute und kooperative
Zusammenarbeit sowie bei den zustandigen Stellen im fordernden Ministerium BMBF und beim

Projekttrager DLR fir die sachkundige Begleitung des Projekts bedanken.

Informationsblock

Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)

Der kulturelle Nachweis von Indikatororganismen wie z. B. coliformen Bakterien oder von fakultativ
Pathogenen wie Pseudomonas aeruginosa oder Legionellen im Trinkwasser ist ein wichtiges und
zentrales Mittel, um die hygienisch-mikrobiologische Qualitat zu Gberpriifen. Es ist jedoch bekannt,
dass unter unglinstigen Umgebungsbedingungen solche hygienisch relevanten Bakterien in einen
Zustand Ubergehen kénnen, in dem sie voriibergehend ihre Kultivierbarkeit verlieren, aber noch
lebensfahig sind. Es handelt sich um den sogenannten ,viable but nonculturable” (VBNC)-Zustand, in
dem die Bakterien auf den konventionellen Nahrmedien unter den liblichen Bebriitungsbedingungen
nicht mehr wachsen. Sie weisen noch einen Erhaltungsstoffwechsel auf und kdnnen unter glinstigen
Umweltbedingungen ihre Kultivierbarkeit und im Fall Pathogener ihre Infektiositdat wieder erlangen.
Wenn Bakterien ihre Kultivierbarkeit voriibergehend verlieren, werden Nachweismethoden benétigt,
die auf kulturunabhangigen, oft molekularbiologischen, Verfahren beruhen. Die Fluoreszenz- in-situ-
Hybridisierung (FISH) ist als spezifische und verlassliche Methode in der Umweltmikrobiologie bereits

fest etabliert (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Nachweis von P. aeruginosa in einem Trinkwasserbiofiim aus einem

Laborreaktorversuch mittels der Fluoreszenz-in-situ- Hybridisierung (FISH); (Quelle: IWW)

Sie ermdglicht den spezifischen Nachweis von Bakterien innerhalb von wenigen Stunden, ohne eine
Kultivierung zu bendétigen. Im Gegensatz zu Kulturverfahren kann die FISH auRerdem auch nicht mehr
wachstumsfahige Bakterien nachweisen, die sich z. B im VBNC-Zustand befinden. Der Nachweis von
Bakterienarten erfolgt bei der FISH durch Bindung einer artspezifischen fluoreszenzmarkierten
Gensonde an einen fur ein bestimmtes Bakterium charakteristischen Abschnitt der ribosomalen RNA
(rRNA) in der Zelle. Diese rRNA-Molekiile sind bei allen stoffwechselphysiologisch aktiven Bakterien
in groBer Zahl in jeder einzelnen Zelle vorhanden und kdnnen ohne Kultivierung der Bakterien
nachgewiesen werden. Durch Fluoreszenz-Markierung der Gensonden kann dabei eine unmittelbare
Untersuchung der Wasser- oder Biofilmprobe im herkémmlichen Fluoreszenzmikroskop erfolgen,
wobei die Bakterien als fluoreszierende Partikel gezdhlt werden und somit ihre Konzentration in
Wasser und Biofilmen bestimmt werden kann. Die Nachweisbarkeit eines Bakteriums hangt dabei
von der Anzahl der Ribosomen in der Zelle ab und in begrenztem Rahmen lassen sich durch die

Fluoreszenzintensitat Aussagen Uber die Aktivitat des Organismus treffen.
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