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Bakterien
Ein komplexer aber normaler Bestandteil des (Trink-)Wasserokosystems

+ Zurzeit sind 52 bakterielle Phyla bekannt
(geschatztes Total: 1‘000 Phyla).

+ Zurzeit sind 9°'000 bakterielle Spezies bekannt
(geschatztes Total: 100°'000°000 Spezies).

+ Bakterien kommen natirlicherweise in allen
aquatischen Systemen vor — also auch im Trinkwasser.
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Bakterien im (Trink-)Wasser
Mit Fokus auf Wasserleitungen in Gebauden
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*  Wasserleitungen in Gebauden weisen ideale
Wachstumsbedingungen fiir Bakterien auf.

+ Einige hygienische und technische Probleme
resultieren aus dem Wachstum von

Bakterien in Verteilersystemen.
Proctor & Hammes (2015)
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Einwirkungen des Materials

Bildung und Veranderung von

Gemeinschaften Substra‘tsausspijlung Biofilminhibition
Biofilmzellen (z. B. flexible Kunststoffe) (z. B. Kupferleitungen)
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99 % der Bakterien in allen Trinkwassersystemen befinden sich im Biofilm.
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25 verschiedene Phyla
Dominiert von Proteobacteria
Ungefahr 8'000 einzigartige Spezies

Konzentrationen von

104 —10% sus;’)endierten
Zellen/mL sind normal
flr Trinkwasser.

1. Steriles Wasser und sterile Verteilnetzwerke sind
komplett unrealistisch.

2. Das Ziel ist, die Menge an Mikroorganismen zu
begrenzen und die Abwesenheit von
Krankheitserregern zu gewahrleisten.

Wir brauchen zuverlassige Messmethoden, um gute Entscheidungen beim Planen,

Bauen und Betreiben von Trinkwassersystemen treffen zu kdnnen.

© Referent: Dr. Frederik Hammes



) SWKI Schweizerischer Verein von Geb&udetechnik-Ingenieuren i i
@ SICC Société suisse des ingénieurs en technique du batiment 4. Schweizer Hyglenetagung
SITC Societa svizzera degli ingegneri nella tecnica impiantistica 27. Januar 2017

RE

Messtechnik fur (Trink-)Wasserhygiene
Drei kritische Uberlegungen fir die Messmethodik

» Gesetzliche Anforderungen/Leitlinien

?

1. Warum? * Interne Qualitétskontrollen (z. B. HACCP Programme)
+ Besseres Systemverstandnis
* \Verteilnetz vs. Gebaude

2. Wo? + Kaltwasser vs. Warmwasser
* Wasserphase vs. Biofilme
« Bakterien, Viren, Protozoen, ...

3. Was?

* Allgemeine Populationsanalyse

+ Spezifische Organismen

Wo sollen wir messen?
Mit Fokus auf Wasserleitungen in Gebauden

Verteilnetzwerk Haushalt

A

d —
1. The parametric values set in accordance with Article
5 shall be complied with:

(a) in the case of water supplied from a distribution
network, at the point, within premises or an
establishment, at which it emerges from the taps that
are normally used for human consumption;

Die EU-Richtlinien besagen ganz klar, dass
die Wasserqualitat bis zum Austritt aus dem
Wasserhahn garantiert (und kontrolliert)

werden muss.
Proctor & Hammes (2015)
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Wo sollen wir messen?
Mit Fokus auf Wasserleitungen in Gebauden

Material:
Lange:

Oberflache:
Bakterien:

Durchmesser:

PVC-P

180 cm

0.8 cm

450 cm?

4.5 x 109 Zellen pro Schlauch

Methoden & Analytik

Allgemeine Methoden

Plattierung S ===
Aerobe mesophile Keime
Durchflusszytometrie «
Totalzellzahl (TZZ)
Intakte Zellzahl (12Z)

¢

Sequenzierung

Populationsanalyse

Die Wahl der analytischen Methode hangt vom Ziel der Messung ab

Spezifische Methoden

------- > Plattierung

Indikatoren (z. B. E. coli)

~~~~~ Pathogene (z. B. Legionella)
T~

qPCR

. Diverse Pathogene
\\.,\

Sequenzierung

Suche nach spezifischen Gruppen/Taxa
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Methode 1: Aerobe Mesophile Keimzahl (AMK)

Ermittelt die Zahl der «kultivierbaren» Bakterien in Wasserproben unter spezifischen
Nahrstoff- und Inkubationsbedingungen. Prinzip: Ein Bakterium wachst zu einer sichtbaren
Kolonie.

Probe Agar-Platte bakterielle Kolonien
Vorteile: Nachteile:
» Definitive Bestatigung der Lebens- + Detektiert weniger als 0.1 % aller
und Wachstumsfahigkeit Trinkwasserbakterien
« Daten von mehr als 100 Jahren als « Zeit- und arbeitsaufwandig
Vergleich + Resultate erst nach 3-7 Tagen

* Keine hygienische Relevanz

Methode 1: Aerobe Mesophile Keimzahl (AMK)
T

Plate Count Agar 35°C/48h < 500 KBE/mL
Kanada Plate Count Agar 35°C/48h K.A.V.
. . 22°C/72h
Grossbritannien Yeast Extract Agar 37°C /44 h K.A.V.
. 22°C/72h
Frankreich Plate Count Agar 36°C /48 h K.A.V.
Holland Plate Count Agar 22°C/72h < 100 KBE/mL
22°C/68h
Deutschland 37°C /44 h K.A.V.
Belgien Yeast Extract Agar 22°C/68h K.A.V.
< 20 KBE/mL
Schweiz Plate Count Agar 30°C/72h <100 KBE/mL

< 300 KBE/mL
K.A.V. : Keine abnormale Veranderung

Take Home: AMK ist in der Gesetzgebung verankert, aber nicht wirklich sinvoll.
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Methode 2: Durchflusszytometrie (DFZ)

lebenden und toten Zellen unterscheiden kann. Zusatzlich misst
mikrobiellen Artengemeinschaft.

‘/z:/

| D |

Durchflusszytometer

Messung

Probe Farbung

Eine Methode, welche die genaue Anzahl Bakterien in einer Wasserprobe misst und zwischen

sie einen Fingerabdruck der

5
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Datenanalyse

Methode 2: Durchflusszytometrie (DFZ)

mikrobiellen Artengemeinschaft.

1000

-.--- Geschadigte Zellen
(11 % der Totalzellzahl)

a0+ _.- Totalzellzahl

(90000 Zellen/mL)

=~~~ Grosse Bakterien
(40 % der intakten Zellen)

Rotfluoreszenz

—~ "~~~ Kleine Bakterien
1000

10 oo
Grinfluoreszenz (60 % der intakten Zellen)

Take Home:

Eine Methode, welche die genaue Anzahl Bakterien in einer Wasserprobe misst und zwischen
lebenden und toten Zellen unterscheiden kann. Zusatzlich misst sie einen Fingerabdruck der

Vorteile

Detektiert alle Bakterien
Schnell (< 10 min pro Probe)
Multi-parameter Informationen
Sinnvolle Prozessvariable

Standardisiert fur Trinkwasser

DFZ ist ideal fir schnelle und genaue Messungen der Konzentration aller Bakterien.
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Methode 2: Durchflusszytometrie (DFZ)

Schnell, exakt, sinvoll und einfach

Beispiel: Lokaler Regen flhrt zu einer Kontamination von Karstquellen
Mehrere grossere Regenfalle

6000 v \] N—V vV v 0
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g 40007 Niederschlag fuhrt t
2 . . + 20
3 zu Kontamination £
N 3000 -
>
c 1 30 %
Q 2 1 BB -
= 000 B %
g 14 2
=< 1000 1§ °
3 o
o Q

0 e — 50 =
2015-03-29 2015-04-12 2015-04-26 2015-05-10 2015-05-24 2015-06-07 2015-06-21 2015-07-05
3 Monate >

Besmer et al. (submitted)

Take Home: DFZ ist ideal fir schnelle und genaue Messungen der Konzentration aller Bakterien

16S rRNS Sequenzierung fiir Analysen der Vielfalt

Amplicon-Sequenzierung ist eine Methode, die individuelle Bakterien einer
mikrobiellen Artengemeinschaft identifiziert und gemass den genetischen Profilen
klassifiziert. Ausserdem ermoglicht sie eine relative Quantifizierung der Bakterien.

Methodeniiberblick:

. ST er= === === AACTGGCTCACTTCAGG
j. : . ! % ——— AACTGGCTCACTTCAGG

-t . - ‘ - ‘ e ‘ AACTGGCTCACTTCAGG

¥ A i e AACTGGCTCACTTCAGG

f _—_——— AACTGGCTCACTTCAGG ogion
Probe DNA Extraktion 16S rRNS Sequenzierung Vergleich mit
Amplifikation . Datenbank

Vorteile Nachteile
- Berlicksichtigt alle Bakterien in der Probe - Teuer und zeitintensiv
- Identifiziert individuelle Bakterien - Keine absolute Quantifizierung
- Gibt relative Anzahl der Bakterien - Nicht spezifisch bis auf Stufe Stamm

- Massiver Informationsiiberschuss
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16S rRNS Sequenzierung fiir Analysen der Vielfalt

Informationstiefe aus einer einzelnen Probe

Phyla Klasse Ordnung ’/
./A _

Proteobacteria Alpharoteobacteria Sphingomonadales
(45 %) (65 % /29 %) ‘ (2% /0.59 %)

oTU ' Familie ‘

\
\\ = =

12 einzigartige Sphingobium Sphingomonadaceae
OTU’s (80 % /0.42 %) (90 % / 0.53 %)

Take home: Sequenzierung bietet eine riesige Informationsfulle zur Zusammensetzung.

Perspektiven

+ Gebaudeverteilsysteme werden von diversen Mikroorganismen bewohnt.

* Inder (Trink-)Wasserhygiene ist das Ziel, die Menge von Mikroorganismen zu begrenzen
und die Abwesenheit von Krankheitserregern zu gewahrleisten.

*  Wo und was gemessen werden sollte, kommt auf den Verwendungszweck an.
+ Die AMK-Plattierung ist nicht mehr die beste verfligbare Messmethode flr Trinkwasser.
» Die DFZ ist ideal fiir schnelle und zuverlassige Daten.

+ Die Sequenzierung ist ideal fiir detaillierte Informationen der Zusammensetzung Vielfalt
der mikrobiologischen Gemeinschaften.

* Qualitativ gute Messungen verbessern das Systemverstandnis und fiihren zur besseren
Kontrolle bei der Planung, beim Bau und beim Betrieb von Trinkwassersystemen.
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