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4 Entwicklung und implementierung eines Anreicherungs- und Detektionssystems     

die bereitstellung sauberen und hygienisch einwandfreien trinkwassers zählt in den industriestaaten 

zu einer der größten gesellschaftlichen errungenschaften des letzten Jahrhunderts. infolge eines hohen 

Alters der versorgungssysteme und veränderungen 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 für 

das inline-Monitoring von wasserbürtigen pathogenen in trink- und rohwasser) zielt auf die entwicklung 

und erprobung eines praxistauglichen schnellnachweisverfahrens für bakterien und viren. hierdurch 

sollen wasserversorger in die lage versetzt werden, die hygienische Qualität des eingesetzten rohwassers 

wie auch des bereitgestellten trinkwassers mit deutlich geringerem Zeitverzug als bislang üblich zu 

beurteilen. perspektivisch bestehen für ein solches verfahren sowohl national wie auch international 

umfassende Anwendungsmöglichkeiten, die von der trinkwasserüberwachung über das gewässer-

monitoring (z.b. badegewässer) bis zum Abwassermanagement reichen.

das projekt wird durch das bundesministerium für bildung und forschung (bMbf) in der fördermaß-

nahme inis (intelligente und multifunktionelle infrastruktursysteme für eine zukunftsfähige wasser-

versorgung und Abwasserentsorgung) gefördert, welche im förderschwerpunkt nawaM (nachhaltiges 

wassermanagement) verankert ist.

1 einleitung

Projektziel ist die Entwick-

lung eines modernen und 

praxistauglichen Verfahrens 

zum Hygienemonitoring von 

Wasser. Dieses wird erstmals 

bei den Berliner Wasserbe-

trieben erprobt.

© silver-john, fotalia



 5         für das Inline-Monitoring von wasserbürtigen Pathogenen in Trink- und rohwasser

lehrstuhl für Analytische chemie und institut für wasserchemie und chemische balneologie (iwc),  

tu München

institut für Mikrosystemtechnik, universität freiburg

dvgw deutscher verein des gas- und wasserfaches e. v. – technologiezentrum wasser

fraunhofer iosb – institutsteil Angewandte systemtechnik (Ast)

helmholtz-Zentrum für umweltforschung gmbh – ufZ

berliner wasserbetriebe

gwk präzisionstechnik gmbh München

r-biopharm gmbh

Assoziierte PArtner ___________________________________________________________________________

trinkwasserversorgung Magdeburg gmbh | stadtwerke Marburg gmbh | bAdenovA gmbh & co kg

stadtwerke waldkirch gmbh

2 proJektkonsortiuM
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die trinkwasserversorgung gilt in deutschland im weltweitem vergleich als vorbildlich. sowohl versor-

gungsausfälle wie auch Qualitätsprobleme beim eingespeisten trinkwasser stellen eine absolute Ausnahme 

dar. Allerdings resultieren aus dem bereits vergleichsweise hohen Alter der versorgungsinfrastrukturen 

sowie aus klimaveränderungen und dem demografischen wandel neue herausforderungen, welche auch 

die wasserwirtschaft betreffen. 

AusWirkungen des kLimAWAndeLs 

die beobachteten bzw. zu erwartenden klimaveränderungen in deutschland haben erhebliche, aber regional 

sehr unterschiedlich ausgeprägte Auswirkungen auf die hydrologie und damit auch die wasserverfügbarkeit. 

die prognostizierte Zunahme extremer hochwässer und trockenperioden kann darüber hinaus auch zu 

einer reduzierten rohwasserqualität bzw. zu schmutzwassereinträgen in trinkwasserversorgungssysteme 

führen. Zuletzt begünstigen höhere wassertemperaturen auch die vermehrung einiger gesundheitsrele-

vanter Mikroorganismen. die aus dem klimawandel resultierenden herausforderungen für die trinkwas-

serhygiene werden durch den demografischen wandel in deutschland tendenziell verstärkt und zumindest 

regional sogar übertroffen. 

AusWirkungen des demogrAFiscHen WAndeLs

sehr deutliche bevölkerungsrückgänge, wie sie in den letzten beiden Jahrzehnten in großen teilen der 

neuen bundesländer verzeichnet wurden, sind bereits in naher Zukunft in großen teilen deutschlands zu 

erwarten. resultierende rückgänge des wasserverbrauchs, die durch einsparungsbemühungen noch 

verstärkt werden, führen tendenziell zu einer unterauslastung der versorgungssysteme und zumindest 

zeitweiser stagnation, was die verkeimung von verteilungsnetzen begünstigen kann.

Infolge des demografischen Wandels kommt es zu Wohnungs-

leerständen und zur Unterauslastung von Infrastrukturen

Extreme Starkniederschläge und Hochwasser – 

auch eine Gefahr für die Trinkwasserhygiene

3 hintergründe
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Das zeit- und arbeitsintensive Kultur-

verfahren ist noch immer Standard für 

wasserhygienische Untersuchungen

bedArF An innovAtiven überWAcHungsverFAHren 

innovative, schnelle und zuverlässige verfahren zur überwachung 

der trinkwasserhygiene können nicht zuletzt vor dem hintergrund 

der bestehenden herausforderungen dazu beitragen, auch zukünf-

tig eine sichere wasserversorgung zu gewährleisten. die aktuell 

verwendeten nachweisverfahren beruhen auf der Ankultivierung 

von indikatorbakterien. der größte nachteil hierbei ist der hohe 

Zeitbedarf, der bei mindestens 18 stunden liegt, bei einigen erre-

gern aber auch mehrere tage beträgt. 

Gemeldete Ereignisse mikrobiologischer Kontamination 

bei größeren Trinkwasserversorgern im Jahr 2010

Kartographie: Niklas Rehkopp, Daniel Karthe

Datengrundlage: BMG & UBA 2011

Berücksichtigt sind Wasserversorger, die mehr als 5000 
Einwohner beliefern oder mehr als 1000 m3 pro Tag für 
den menschlichen Gebrauch liefern. Durch kleinere 
Versorger bediente Gebiete sind weiss dargestellt, da 
sie statistisch nicht erfasst wurden. 
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Ziel des projektes edit ist die entwicklung eines hygiene-online-

Monitoring-systems, das die Möglichkeit einer kontinuierlichen 

überwachung 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 μl

•	 Probenaufreinigung	und	Extraktion	der	Erreger

•	 Übergabe	an	ein	Modul	zur	Lebend-Tot-Unterscheidung	zur	

 Markierung abgestorbener und damit ungefährlicher erreger

•	 Erregernachweis	über	molekularbiologische	Verfahren	

 (nachweis der erreger-dnA oder rnA)

•	 Datenerfassung	und	Ergebnisübermittlung

4 technischer AnsAtZ und workflow 

Bild unten: CUF-Entwicklung an der TU München

Bild oben: Entwicklung des Lab-on-Chip-Systems
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CUF: Cross-Flow-Ultrafiltration
MAF: Monolithische Affinitätsfiltration
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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5 AnkonZentrierung und erregerextrAktion

Anlage zur kontinuierlichen 

Cross-Flow-Ultrafiltration für 

Wasserproben bis zu mehreren 

tausend Litern

beim hygienemonitoring von wasser stellt die tatsache, dass wenige pathogene Mikroorganismen und 

viren bereits gesundheitsgefährdend sein können, eine große herausforderung dar. um eine zuverlässige 

risikobewertung zu ermöglichen, müssen wasserproben von ausreichender größe analysiert werden, um 

repräsentative ergebnisse zu erzielen. dazu ist es notwendig, wasserproben von mehreren hundert bis 

tausend litern mit einem mehrstufigen Makroankonzentrierungsverfahren zunächst auf wenige Milliliter 

zu reduzieren. durch eine anschließende 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 WAsserbürtigen PAtHogenen Aus roH- und trinkWAsser

Zur Aufkonzentrierung von viren und bakterien aus trink- und rohwasser wurden am institut für wasser-

chemie und chemische balneologie der tu München verschiedene Aufkonzentrierungsverfahren entwickelt. 

Aktuell werden in kooperation mit der gwk präzisionstechnik gmbh geräte aufgebaut, mit denen mehrere 

Aufkonzentrierungsschritte kombiniert werden können. in der ersten stufe werden bakterien und viren 

über cross-flow-ultrafiltration (cuf) mit einer filtrationsrate von ca. 1000 l/h von mehreren tausend litern

roh- oder trinkwasser auf 20 l aufkonzentriert.
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Je nach trübung kann in der zweiten stufe entweder der Munich Microorganism concentrator (MMc3) 

oder eine große monolithische Affi nitätsfi ltrations (big-MAf)-kartusche eingesetzt werden. für trinkwasser 

eignet sich der MMc3, bei dem zunächst eine zweite ultrafi ltration durchgeführt wird. das konzentrat

wird auf eine kleine MAf-säule geleitet. Mit hilfe eines Adsorptions-elutionsverfahrens können Mikroorga-

nismen und viren auf ein endvolumen von 1 ml aufkonzentriert werden. für rohwasser entfällt der zweite 

ultrafi ltrationsprozess. dafür wird eine big-MAf-kartusche verwendet, welche die Mikroorganismen und 

viren aus der 20-liter-probe auf 20 ml aufkonzentriert und die Matrixbestandteile größtenteils entfernt. 

Je nach verwendeter Zweitstufe kann der gesamtprozess der Makroanreicherung in 90 bis 105 min durch-

geführt werden und an das lab-on-chip-system weitergeleitet werden. 

LAb-on-cHiP-mikrokonzentrierung und erregereXtrAktion 

die nachfolgende Mikrokonzentration und extraktion der nukleinsäuren aus dem probenkonzentrat werden 

innerhalb eines einzigen lab-on-chip-systems implementiert. im Mikrokonzentrierungsmodul werden die 

abgetrennten partikel aus einer vorbeifl ießenden flüssigkeit 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 μl reduziert und kann direkt weiter verwendet werden. nach der Mikrokonzentrierung wird 

innerhalb desselben lab-on-chip-systems eine lyse (Aufl ösung) der ankonzentrierten Mikroorganismen 

durchgeführt. im nächsten schritt werden die freigesetzen nukleinsäuren durch eine gelelektrophorese 

aufgereinigt. Anschließend werden die extrakte an die automatisierte Mikroarray-Analyseplattform (Mcr3) 

übergeben. die praxistauglichkeit des in edit entwickelten lab-on-chip-systems soll durch eine Automati-

sierung der gesamten probenpräparation erreicht werden.

Lab-on-Chip-Gesamtsystem

Entwicklung und Produktion 

des Lab-on-Chip-Systems im 

Gelbraum
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6 erregerdetektion

DNA-Mikroarray

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 können. 

die im verbundprojekt erforschten verfahren für die spezifische nukleinsäureamplifikation der gesuchten 

keime umfassen das klassische pcr-verfahren (polymerase-kettenreaktion), aber auch die evaluierung 

isothermer nukleinsäureamplifikationsverfahren, 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 kostengünstige und weniger komplexe technologie. diese 

ermöglicht 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 während einer isotherm ablaufenden 

Amplifikation generierten spezies-spezifischen dnA-oligomere werden mittels chemilumineszenz 

ortsaufgelöst auf der Mikroarray-Analysenplattform nachgewiesen, wodurch die gleichzeitige identifizie-

rung verschiedener erreger ermöglicht wird.
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Funktionsprinzip der Lebend-Tot-Unterscheidung

kein signal

Pcr-signal

extraktionFotoaktivierungPmA

tote
zelle

Lebende 
zelle

Tabelle 1: Zielorganismen für das Hygienemonitoring

bakterien 

•	 Escherichia	coli

•	 Enterococcus	faecalis

•	 Pseudomonas	aeruginosa

•	 Campylobacter	jejuni

•	 Klebsiella	pneumonia	

 und klebsiella oxytoca

viren 

•	 Norovirus	GGI-II

•	 Adenovirus	40,41,52

•	 Enteroviren

phagen

•	 MS2

•	 PhiX174

berücksicHtigtes erregersPektrum

durch die oben beschriebene entwicklung eines gleichzeitigen nachweises verschiedener Mikroorganismen kann das holM-system 

ein über die Anforderungen der aktuellen trinkwasserverordnung hinausgehendes spektrum an bakterien, viren und phagen nachweisen 

(tabelle 1). besondere berücksichtigung sollen dabei viren finden, da hohe Ausscheidungsmengen im stuhl, niedrige infektionsdosen 

und eine hohe umweltstabilität enteral replizierender viren deren verbreitung über trinkwasser und mit trinkwasser hergestellten 

lebensmitteln begünstigen können.
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7 lebend-tot-unterscheidung

Belichteter Chip zur Behandlung einer Probe mit PMAWasserprobe mit toten (rot, PMA) und 

lebenden (grün, SYBR Green) Zellen

in der trinkwasseraufbereitung werden desinfektionsverfahren zum Abtöten von organismen einge-

setzt, um sauberes trinkwasser zu gewährleisten. diese behandlungen schädigen organismen auf 

unterschiedliche weise. wird beispielsweise die hülle eines bakteriums oder eines virus geschädigt, 

so können sich diese nicht mehr vermehren oder einen Menschen infizieren. das erbmaterial kann 

trotzdem unbeschädigt vorliegen und durch molekularbiologische verfahren nachgewiesen werden. 

der positive nachweis eines eigentlich nicht mehr infektiösen bakteriums oder virus stellt ein uner-

wünschtes, falsch-positives ergebnis dar. 

mArkierung bescHädigter zeLLen durcH den FArbstoFF ProPidium monoAzid

pMA lagert sich an die nukleinsäuren beschädigter Zellen an und verhindert deren molekular-

biologischen nachweis. in unbeschädigte 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 (grün, sybr green) Zellen.

bakterien und viren sind sehr komplex aufgebaut und können auf unterschiedliche weise geschä-

digt werden. Je nach nachweismethode werden bestimmte eigenschaften untersucht: wachstum 

(kulturverfahren), erbmaterial (pcr), schäden an hüllen (pMA-pcr), dnA-Menge und größe der 

Zellen (durchflusszytometrie). Je nach schädigung an den Zellen liefern die jeweiligen Methoden 

unterschiedliche ergebnisse. die definitionen von „lebend“ und „tot“ sind dabei nicht eindeutig 

und stehen in der fachwelt häufig zur diskussion. im projekt edit werden deshalb mehrere Metho-

den verglichen, um ein breites informationsspektrum über 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 für den molekularbiologischen nachweis aufgeschlossen werden. die Applikation 

von pMA soll dabei ebenfalls durch ein chip-basiertes system erfolgen.
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8 dAtenMAnAgeMent

Bild links:

Datenerfassung bei der 

Probenankonzentration

Bild rechts:

Automatische Positionserfassung

einer Probenahme

im projekt edit wird von den partnern ein hygiene-online-Monitoringsystem (holM) entwickelt, das aus 

mehreren komponenten für die einzelnen probeverarbeitungsstufen besteht. diese teilsysteme müssen so 

miteinander vernetzt werden, dass für den kompletten workfl ow jeder einzelnen probe eine lückenlose 

erfassung von Messdaten und betriebsparametern gewährleistet ist. dies ist nicht nur die grundlage einer 

qualitätsgesicherten Analytik, sondern ermöglicht auch eine systeminterne plausibilitätsprüfung.

dAtenerFAssung 

Zur erfassung, speicherung und Auswertung der in den einzelnen prozessstufen anfallenden daten hat 

das fraunhofer Ast eine internetfähige datenbank auf basis von postgresQl erstellt. die erfassung der 

daten erfolgt über eine smartphone- bzw. tablettaugliche App für Android (weitere betriebssysteme in 

planung). Zur gewährleistung der datensicherheit werden alle informationen verschlüsselt übertragen. 

einzelne proben sind hierbei durch einen Qr-code am probengefäß, welcher mit der im smartphone 

integrierten kamera gescannt werden kann, eindeutig identifi zierbar. positionsdaten können über die

gps-funktionalität des smartphones erfasst werden. für die direkte automatisierte erfassung gemessener 

daten zwischen dem smartphone und den jeweiligen geräten soll zukünftig eine funkbasierte schnittstelle 

(nfc, bluetooth) verwendet werden. die Auswertung der probendaten erfolgt ebenfalls automatisiert und 

löst im falle einer erregerdetektion über die standardisierte opc-schnittstelle zum leitsystem des wassernetz-

betreibers ein Alarmsignal aus. über ein nachgeschaltetes netzsimulationsprogramm kann nun die Ausbrei-

tung des erregers im netz simuliert und hieraus strategien für gegenmaßnahmen 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.
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9 prAxiserprobung und Zukunftsperspektiven

Inbetriebnahme des Konti-CUF-Systems im Berliner

Wasserwerk Friedrichshagen

CUF im Wasserwerk Friedrichshagen MMC 3 im Probebetrieb

im projekt edit ist die übertragbarkeit von forschungsergebnissen 

auf den praxiseinsatz von großer 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 funktionalität des Makroanreicherungs-

systems konnte unter realbedingungen bestätigt und weiteres 

optimierungspotential, insbesondere in hinblick auf die Ansprüche 

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 schwellenländern. Mit entsprechenden Anpassungen 

ergeben sich weitere mögliche einsatzfelder für das Monitoring 

spezieller wasserkreisläufe wie z.b. in großen gebäuden oder 

auf kreuzfahrtschiffen, oder in der hygieneüberwachung von 

oberflächengewässern wie z.b. badeseen. schließlich sind können 

teilkomponenten des verfahrens auch für die lebensmittelüber-

wachung eingesetzt werden.
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