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Projektziel ist die Entwick-
lung eines modernen und
praxistauglichen Verfahrens
zum Hygienemonitoring von
Wasser. Dieses wird erstmals
bei den Berliner Wasserbe-
trieben erprobt.

I £ INLEITUNG

Die Bereitstellung sauberen und hygienisch einwandfreien Trinkwassers zahlt in den Industriestaaten
zu einer der groBten gesellschaftlichen Errungenschaften des letzten Jahrhunderts. Infolge eines hohen
Alters der Versorgungssysteme und Verdnderungen im Kontext von Klimawandel und demografischem
Wandel ergeben sich im 21. Jahrhundert allerdings auch neue Herausforderungen.

Das Projekt EDIT (Entwicklung und Implementierung eines Anreicherungs- und Detektionssystems fir
das Inline-Monitoring von wasserbirtigen Pathogenen in Trink- und Rohwasser) zielt auf die Entwicklung
und Erprobung eines praxistauglichen Schnellnachweisverfahrens fir Bakterien und Viren. Hierdurch
sollen Wasserversorger in die Lage versetzt werden, die hygienische Qualitat des eingesetzten Rohwassers
wie auch des bereitgestellten Trinkwassers mit deutlich geringerem Zeitverzug als bislang tblich zu
beurteilen. Perspektivisch bestehen fir ein solches Verfahren sowohl national wie auch international
umfassende Anwendungsmaglichkeiten, die von der Trinkwasseriiberwachung iiber das Gewasser-
monitoring (z.B. Badegewasser) bis zum Abwassermanagement reichen.

Das Projekt wird durch das Bundesministerium fiir Bildung und Forschung (BMBF) in der FordermaB-
nahme INIS (Intelligente und multifunktionelle Infrastruktursysteme fir eine zukunftsfahige Wasser-
versorgung und Abwasserentsorgung) gefordert, welche im Forderschwerpunkt NaWaM (Nachhaltiges

Wassermanagement) verankert ist.
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Extreme Starkniederschldge und Hochwasser — Infolge des demografischen Wandels kommt es zu Wohnungs-

auch eine Gefahr fir die Trinkwasserhygiene leerstdnden und zur Unterauslastung von Infrastrukturen

I HINTERGRUNDE

Die Trinkwasserversorgung gilt in Deutschland im weltweitem Vergleich als vorbildlich. Sowohl Versor-
gungsausfalle wie auch Qualitatsprobleme beim eingespeisten Trinkwasser stellen eine absolute Ausnahme
dar. Allerdings resultieren aus dem bereits vergleichsweise hohen Alter der Versorgungsinfrastrukturen

sowie aus Klimaveranderungen und dem demografischen Wandel neue Herausforderungen, welche auch
die Wasserwirtschaft betreffen.

AUSWIRKUNGEN DES KLIMAWANDELS

Die beobachteten bzw. zu erwartenden Klimaveranderungen in Deutschland haben erhebliche, aber regional
sehr unterschiedlich ausgepragte Auswirkungen auf die Hydrologie und damit auch die Wasserverfiigbarkeit.
Die prognostizierte Zunahme extremer Hochwasser und Trockenperioden kann dartiber hinaus auch zu
einer reduzierten Rohwasserqualitdt bzw. zu Schmutzwassereintragen in Trinkwasserversorgungssysteme
fihren. Zuletzt beglinstigen hohere Wassertemperaturen auch die Vermehrung einiger gesundheitsrele-
vanter Mikroorganismen. Die aus dem Klimawandel resultierenden Herausforderungen fir die Trinkwas-
serhygiene werden durch den demografischen Wandel in Deutschland tendenziell verstérkt und zumindest

regional sogar tibertroffen.

AUSWIRKUNGEN DES DEMOGRAFISCHEN WANDELS

Sehr deutliche Bevdlkerungsriickgange, wie sie in den letzten beiden Jahrzehnten in groBen Teilen der
neuen Bundesldnder verzeichnet wurden, sind bereits in naher Zukunft in groBen Teilen Deutschlands zu
erwarten. Resultierende Riickgange des Wasserverbrauchs, die durch Einsparungsbemiihungen noch
verstéarkt werden, fiihren tendenziell zu einer Unterauslastung der Versorgungssysteme und zumindest

zeitweiser Stagnation, was die Verkeimung von Verteilungsnetzen beglinstigen kann.



Gemeldete Ereignisse mikrobiologischer Kontamination

bei gréBeren Trinkwasserversorgern im Jahr 2010

WO 6 bis 10 M 21 bis 25
1 bis 2 M 11 bis 15 B 26 bis 50
3bis 5 H 16 bis 20 M iber 50

Berlicksichtigt sind Wasserversorger, die mehr als 5000
Einwohner beliefern oder mehr als 1000 m? pro Tag fur
den menschlichen Gebrauch liefern. Durch kleinere
Versorger bediente Gebiete sind weiss dargestellt, da

sie statistisch nicht erfasst wurden.

Kartographie: Niklas Rehkopp, Daniel Karthe
Datengrundlage: BMG & UBA 2011
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BEDARF AN INNOVATIVEN UBERWACHUNGSVERFAHREN
Innovative, schnelle und zuverldssige Verfahren zur Uberwachung
der Trinkwasserhygiene kdnnen nicht zuletzt vor dem Hintergrund
der bestehenden Herausforderungen dazu beitragen, auch zukiinf-
tig eine sichere Wasserversorgung zu gewahrleisten. Die aktuell
verwendeten Nachweisverfahren beruhen auf der Ankultivierung
von Indikatorbakterien. Der gréBte Nachteil hierbei ist der hohe
Zeitbedarf, der bei mindestens 18 Stunden liegt, bei einigen Erre-

gern aber auch mehrere Tage betrégt.

Das zeit- und arbeitsintensive Kultur-
verfahren ist noch immer Standard fir

wasserhygienische Untersuchungen



Ablaufschema des Hygiene-
Online-Monitoring

CUF: Cross-Flow-Ultrafiltration

MAF: Monolithische Affinitatsfiltration

PCR: Polymerase-Kettenreaktion

isoAmp: isotherme Amplifikation

MCR3:  Munich Chip Reader 3

SIMS:  systemtechnisch integrierbares System

OPC: OLE for Process Control
(standardisierte Software-Schnittstelle)
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I W TECHNISCHER ANSATZ UND WORKFLOW

Ziel des Projektes EDIT ist die Entwicklung eines Hygiene-Online-
Monitoring-Systems, das die Mdglichkeit einer kontinuierlichen
Uberwachung und schnellen Erkennung von Krankheitserregern in
Trink- und Rohwasser bietet.

DAZU SIND MEHRERE ARBEITSSCHRITTE ERFORDERLICH:

¢ Aufkonzentration der Probe in mehreren Schritten von
mehreren hundert bis tausend Litern auf ca. 5 pl

e Probenaufreinigung und Extraktion der Erreger

o (bergabe an ein Modul zur Lebend-Tot-Unterscheidung zur
Markierung abgestorbener und damit ungefahrlicher Erreger

e Erregernachweis iiber molekularbiologische Verfahren
(Nachweis der Erreger-DNA oder RNA)

¢ Datenerfassung und Ergebnisiibermittlung

Bild oben: Entwicklung des Lab-on-Chip-Systems
Bild unten: CUF-Entwicklung an der TU Miinchen
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Anlage zur kontinuierlichen

Wasserproben bis zu mehreren
tausend Litern

ANKONZENTRIERUNG UND ERREGEREXTRAKTION

Beim Hygienemonitoring von Wasser stellt die Tatsache, dass wenige pathogene Mikroorganismen und
Viren bereits gesundheitsgefahrdend sein konnen, eine groBe Herausforderung dar. Um eine zuverlassige
Risikobewertung zu ermdglichen, miissen Wasserproben von ausreichender GréBe analysiert werden, um
reprasentative Ergebnisse zu erzielen. Dazu ist es notwendig, Wasserproben von mehreren hundert bis
tausend Litern mit einem mehrstufigen Makroankonzentrierungsverfahren zunéchst auf wenige Milliliter
zu reduzieren. Durch eine anschlieBende Mikroankonzentration auf einem Lab-on-Chip-System wird ein
Volumen von einigen Mikrolitern erreicht. Im Weiteren wird die DNA/RNA der Zielpathogene mit Hilfe des
Lab-on-Chip-Systems extrahiert und nach interner Amplifikation auf der Mikroarray-Analyseplattform MCR3
nachgewiesen.

AUFKONZENTRIERUNG VON WASSERBURTIGEN PATHOGENEN AUS ROH- UND TRINKWASSER
Zur Aufkonzentrierung von Viren und Bakterien aus Trink- und Rohwasser wurden am Institut fir Wasser-
chemie und Chemische Balneologie der TU Miinchen verschiedene Aufkonzentrierungsverfahren entwickelt.
Aktuell werden in Kooperation mit der GWK Prazisionstechnik GmbH Geréte aufgebaut, mit denen mehrere
Aufkonzentrierungsschritte kombiniert werden kénnen. In der ersten Stufe werden Bakterien und Viren
tber Cross-Flow-Ultrafiltration (CUF) mit einer Filtrationsrate von ca. 1000 I/h von mehreren tausend Litern

Roh- oder Trinkwasser auf 20 | aufkonzentriert.



Lab-on-Chip-Gesamtsystem

Entwicklung und Produktion
des Lab-on-Chip-Systems im

Gelbraum

Je nach Trlibung kann in der zweiten Stufe entweder der Munich Microorganism Concentrator (MMC3)
oder eine groBe monolithische Affinitatsfiltrations (Big-MAF)-Kartusche eingesetzt werden. Fiir Trinkwasser
eignet sich der MMC3, bei dem zunachst eine zweite Ultrafiltration durchgefiihrt wird. Das Konzentrat
wird auf eine kleine MAF-Séule geleitet. Mit Hilfe eines Adsorptions-Elutionsverfahrens kénnen Mikroorga-
nismen und Viren auf ein Endvolumen von 1 ml aufkonzentriert werden. Fiir Rohwasser entfallt der zweite
Ultrafiltrationsprozess. Daflir wird eine Big-MAF-Kartusche verwendet, welche die Mikroorganismen und
Viren aus der 20-Liter-Probe auf 20 ml aufkonzentriert und die Matrixbestandteile groBtenteils entfernt.
Je nach verwendeter Zweitstufe kann der Gesamtprozess der Makroanreicherung in 90 bis 105 min durch-

geflihrt werden und an das Lab-on-Chip-System weitergeleitet werden.

LAB-ON-CHIP-MIKROKONZENTRIERUNG UND ERREGEREXTRAKTION

Die nachfolgende Mikrokonzentration und Extraktion der Nukleinséuren aus dem Probenkonzentrat werden
innerhalb eines einzigen Lab-on-Chip-Systems implementiert. Im Mikrokonzentrierungsmodul werden die
abgetrennten Partikel aus einer vorbeiflieBenden Fliissigkeit durch eine , Free-Flow"-Elektrophorese an
einer Gelfront mit einer sehr hohen Ausbeute ankonzentriert. Nachdem aus einem Probenvolumen mit ca.
1-2 ml die Mikroorganismen abgereichert wurden, kann der Fluss gestoppt werden. Das Volumen ist im
Chip auf ca. 5 pl reduziert und kann direkt weiter verwendet werden. Nach der Mikrokonzentrierung wird
innerhalb desselben Lab-on-Chip-Systems eine Lyse (Auflosung) der ankonzentrierten Mikroorganismen
durchgefiihrt. Im ndchsten Schritt werden die freigesetzen Nukleinsduren durch eine Gelelektrophorese
aufgereinigt. AnschlieBend werden die Extrakte an die automatisierte Mikroarray-Analyseplattform (MCR3)
iibergeben. Die Praxistauglichkeit des in EDIT entwickelten Lab-on-Chip-Systems soll durch eine Automati-
sierung der gesamten Probenprdparation erreicht werden.



DNA-Mikroarray

I £ RREGERDETEKTION

Die zurzeit in der Praxis angewendeten Verfahren zum Nachweis mikrobiologischer Parameter basieren auf
einer Erregeranzucht im Labor und sind dadurch zeitintensiv. Das im Projekt EDIT entwickelte HOLM-System
sieht die Integration von schnellen molekularbiologischen Multiplex-Methoden vor, so dass verschiedene

Erreger und Indikatorkeime simultan und zeitnah detektiert werden kdnnen.

Die im Verbundprojekt erforschten Verfahren fiir die spezifische Nukleinsaureamplifikation der gesuchten
Keime umfassen das klassische PCR-Verfahren (Polymerase-Kettenreaktion), aber auch die Evaluierung
isothermer Nukleinsdureamplifikationsverfahren, die in den letzten Jahren immer mehr an Bedeutung im
Diagnostik-Bereich gewonnen haben. Ein wesentlicher Vorteil solcher Methoden ist neben einer hohen

Erkennungsgeschwindigkeit die vergleichsweise kostengtinstige und weniger komplexe Technologie. Diese

ermdglicht eine einfache Integration in das HOLM-System. Aktuell stellt aber die Entwicklung einer simul-
tanen Amplifikation verschiedener DNA-Sequenzen, also ein Multiplex-Verfahren, bei beiden molekularbio-

logischen Verfahren noch eine Herausforderung dar.

Der eigentliche Nachweis der spezifischen Erreger- und Indikator-DNA soll mit einem speziell auf das
HOLM-System zugeschnittenen DNA-Mikroarray erfolgen. Die wahrend einer isotherm ablaufenden
Amplifikation generierten spezies-spezifischen DNA-Oligomere werden mittels Chemilumineszenz
ortsaufgelost auf der Mikroarray-Analysenplattform nachgewiesen, wodurch die gleichzeitige Identifizie-

rung verschiedener Erreger erméglicht wird.



Bakterien

Escherichia coli
Enterococcus faecalis
Pseudomonas aeruginosa
Campylobacter jejuni
Klebsiella pneumonia

und Klebsiella oxytoca

Tabelle 1: Zielorganismen fir das Hygienemonitoring

BERUCKSICHTIGTES ERREGERSPEKTRUM

Norovirus GGI-II o MS2
Adenovirus 40,41,52 e PhiX174

Enteroviren

Durch die oben beschriebene Entwicklung eines gleichzeitigen Nachweises verschiedener Mikroorganismen kann das HOLM-System

ein Uber die Anforderungen der aktuellen Trinkwasserverordnung hinausgehendes Spektrum an Bakterien, Viren und Phagen nachweisen

(Tabelle 1). Besondere Berticksichtigung sollen dabei Viren finden, da hohe Ausscheidungsmengen im Stuhl, niedrige Infektionsdosen

und eine hohe Umweltstabilitat enteral replizierender Viren deren Verbreitung tber Trinkwasser und mit Trinkwasser hergestellten

Lebensmitteln begiinstigen kénnen.
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Wasserprobe mit toten (rot, PMA) und Belichteter Chip zur Behandlung einer Probe mit PMA
lebenden (griin, SYBR Green) Zellen

LEBEND-TOT-UNTERSCHEIDUNG

In der Trinkwasseraufbereitung werden Desinfektionsverfahren zum Abtdten von Organismen einge-
setzt, um sauberes Trinkwasser zu gewahrleisten. Diese Behandlungen schadigen Organismen auf
unterschiedliche Weise. Wird beispielsweise die Hiille eines Bakteriums oder eines Virus geschadigt,
so kénnen sich diese nicht mehr vermehren oder einen Menschen infizieren. Das Erbmaterial kann
trotzdem unbeschadigt vorliegen und durch molekularbiologische Verfahren nachgewiesen werden.
Der positive Nachweis eines eigentlich nicht mehr infektiésen Bakteriums oder Virus stellt ein uner-

wiinschtes, falsch-positives Ergebnis dar.

MARKIERUNG BESCHADIGTER ZELLEN DURCH DEN FARBSTOFF PROPIDIUM MONOAZID
PMA lagert sich an die Nukleinsauren beschédigter Zellen an und verhindert deren molekular-
biologischen Nachwesis. In unbeschédigte Zellen gelangt PMA hingegen nicht. Tote Zellen werden
somit vom Nachweis ausgeschlossen und nur lebende Organismen vom System erfasst. Das Bild
links zeigt eine Wasserprobe mit toten (rot, PMA) und lebenden (grlin, SYBR Green) Zellen.
Bakterien und Viren sind sehr komplex aufgebaut und kdnnen auf unterschiedliche Weise gescha-
digt werden. Je nach Nachweismethode werden bestimmte Eigenschaften untersucht: Wachstum
(Kulturverfahren), Erbmaterial (PCR), Schaden an Hllen (PMA-PCR), DNA-Menge und GroBe der
Zellen (Durchflusszytometrie). Je nach Schadigung an den Zellen liefern die jeweiligen Methoden
unterschiedliche Ergebnisse. Die Definitionen von ,lebend” und ,tot” sind dabei nicht eindeutig
und stehen in der Fachwelt haufig zur Diskussion. Im Projekt EDIT werden deshalb mehrere Metho-

den verglichen, um ein breites Informationsspektrum tber die behandelten Zellen zu erhalten.

INTEGRATION INS HOLM SYSTEM
Die Behandlung mit PMA erfolgt, nachdem das zu untersuchende Wasser konzentriert wurde und
bevor die Zellen fir den molekularbiologischen Nachweis aufgeschlossen werden. Die Applikation

von PMA soll dabei ebenfalls durch ein Chip-basiertes System erfolgen.
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I DATENMANAGEMENT

Im Projekt EDIT wird von den Partnern ein Hygiene-Online-Monitoringsystem (HOLM) entwickelt, das aus

mehreren Komponenten fiir die einzelnen Probeverarbeitungsstufen besteht. Diese Teilsysteme missen so
miteinander vernetzt werden, dass flir den kompletten Workflow jeder einzelnen Probe eine liickenlose
Erfassung von Messdaten und Betriebsparametern gewahrleistet ist. Dies ist nicht nur die Grundlage einer

qualitdtsgesicherten Analytik, sondern ermdglicht auch eine systeminterne Plausibilitatspriifung.

DATENERFASSUNG

Zur Erfassung, Speicherung und Auswertung der in den einzelnen Prozessstufen anfallenden Daten hat
das Fraunhofer AST eine internetfahige Datenbank auf Basis von PostgreSQL erstellt. Die Erfassung der
Daten erfolgt diber eine smartphone- bzw. tablettaugliche App fir Android (weitere Betriebssysteme in
Planung). Zur Gewahrleistung der Datensicherheit werden alle Informationen verschliisselt iibertragen.
Einzelne Proben sind hierbei durch einen QR-Code am ProbengefaB, welcher mit der im Smartphone
integrierten Kamera gescannt werden kann, eindeutig identifizierbar. Positionsdaten konnen Uber die
GPS-Funktionalitdt des Smartphones erfasst werden. Fir die direkte automatisierte Erfassung gemessener
Daten zwischen dem Smartphone und den jeweiligen Gerdten soll zuk(inftig eine funkbasierte Schnittstelle
(NFC, Bluetooth) verwendet werden. Die Auswertung der Probendaten erfolgt ebenfalls automatisiert und
[6st im Falle einer Erregerdetektion Uber die standardisierte OPC-Schnittstelle zum Leitsystem des Wassernetz-
betreibers ein Alarmsignal aus. Uber ein nachgeschaltetes Netzsimulationsprogramm kann nun die Ausbrei-

tung des Erregers im Netz simuliert und hieraus Strategien fiir GegenmaBnahmen abgeleitet werden.

INTELLIGENTES DATENMANAGEMENT

Eine solche nahtlose Kommunikation vom Sensor bis zu einer endanwendertauglichen Online-Datenbank
ist ganz im Sinne der Industrie 4.0, die ein wichtiges Element der Hightech-Strategie der deutschen
Bundesregierung mit dem Ziel einer intelligenten Informatisierung in der Industrie darstellt.



CUF im Wasserwerk Friedrichshagen MMC 3 im Probebetrieb

N PRAXISERPROBUNG UND ZUKUNFTSPERSPEKTIVEN
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Im Projekt EDIT ist die Ubertragbarkeit von Forschungsergebnissen
auf den Praxiseinsatz von groBer Bedeutung. So fand bereits im

Sommer 2014 ein Probebetrieb des kontinuierlichen Cross-Flow-
Ultrafiltrations-Systems (Konti-CUF) in Verbindung mit dem Munich
Microorganism Concentrator (MMC3) im Berliner Wasserwerk

Friedrichshagen statt. Die Funktionalitdt des Makroanreicherungs-
Systems konnte unter Realbedingungen bestétigt und weiteres
Optimierungspotential, insbesondere in Hinblick auf die Anspriiche

der Anwender im Wasserversorgungswesen, ermittelt werden.

Ein Bedarf an schnellen und weitgehend automatisierten Verfahren

zum Nachweis von Krankheitserregern in Wasser besteht nicht nur

in Industriestaaten wie Deutschland, sondern auch in Entwick-
lungs- und Schwellenlédndern. Mit entsprechenden Anpassungen
ergeben sich weitere mégliche Einsatzfelder fir das Monitoring
spezieller Wasserkreislaufe wie z.B. in groBen Gebduden oder
auf Kreuzfahrtschiffen, oder in der Hygieneiiberwachung von
Oberflachengewdssern wie z.B. Badeseen. SchlieBlich sind konnen
Teilkomponenten des Verfahrens auch fiir die Lebensmitteltiber-

wachung eingesetzt werden.

Inbetriebnahme des Konti-CUF-Systems im Berliner

Wasserwerk Friedrichshagen
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