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I. Einleitung 1

. EINLEITUNG

Zur Beurteilung der hygienischen Wasserqualitat werden normalerweise
bakteriologische Untersuchungen durchgeflhrt. Sind im Trink- oder
Trankwasser keine Indikatorbakterien (coliforme Bakterien, Escherichia
coli, intestinale Enterokokken) vorhanden, geht man davon aus, dass
keine Infektionsgefahr durch fakal ausgeschiedene Krankheitserreger
besteht. Viren sind jedoch widerstandsfahiger gegentber Umwelt-
einflissen und Desinfektionsmalinahmen als Bakterien. In einer fakal
belasteten Wasserprobe konnten also zum Zeitpunkt der Probenahme die
Indikatorbakterien schon inaktiviert, pathogene Viren aber noch vorhanden

sein.

Es ist weitgehend unbekannt, ob verunreinigtes Trankwasser bei der
Ubertragung von Viruserkrankungen auf Nutztiere in Deutschland eine
Rolle spielt. Auch zur Virusbelastung von Trink- und Oberflachenwasser
gibt es in Deutschland kaum Untersuchungen. Ein Grund daflr ist das
Fehlen von standardisierten Methoden zum Virusnachweis aus grof3en
Wasservolumina. Wegen der bei Viren haufig sehr geringen
Infektionsdosis ist eine Verunreinigung von Trank- und Trinkwasser mit
pathogenen Viren in einer krankmachenden Konzentration durchaus
denkbar.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde am Bayerischen Landesamt fur
Gesundheit und Lebensmittelsicherheit (LGL) eine Methode zum
Nachweis von Indikatorviren aus Trink- und Trankwasser etabliert. Als
virale Indikatoren wurden humane und porzine Adenoviren sowie bovine
Polyomaviren  ausgewahlt. Die Methode bestand aus der
Aufkonzentrierung der Wasserprobe und der molekularbiologischen

Detektion der Viren.

Zur Uberpriifung der Praxistauglichkeit der Methoden wurden zehn
bayerische Wasserversorgungen virologisch untersucht. Zur besseren
Charakterisierung der Wasserproben erfolgte parallel dazu die

Bestimmung bakteriologischer und chemisch-physikalischer Parameter.
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Il. LITERATURUBERSICHT

1. Mikrobiologische Trink- und Trankwasserqualitat

Im Trink- und Trankwasser mussen festgelegte physikalische (z. B. pH-
Wert) und chemische Parameter (z. B. geringe Schwermetallbelastung)
eingehalten werden, damit die Aufnahme des Wassers fur Menschen bzw.
Tiere vertraglich ist. Daneben ist die mikrobiologisch-hygienische Qualitat

von entscheidender Bedeutung.

1.1. Rechtliche Bestimmungen
Fir die hygienische Qualitat von Trinkwasser gibt es rechtliche Vorgaben.
Far Trankwasser sind zwar die Rahmenbedingungen rechtlich festgelegt,

fur Detailfragen liegen derzeit jedoch nur Empfehlungen vor.

1.1.1. Trinkwasser

Fur Trinkwasser gilt die Richtlinie 98/83/EG des Rates vom 3. November
1998 Uber die Qualitat von Wasser fur den menschlichen Gebrauch (EG
1998). Diese EG-Richtlinie wurde in Deutschland durch die Verordnung
uber die Qualitdt von Wasser fir den menschlichen Gebrauch
(Trinkwasserverordnung — TrinkwV 2001) vom 21. Mai 2001
(Bundesministerium fur Gesundheit und Bundesministerium fur
Verbraucherschutz, Ernahrung und Landwirtschaft 2001) in nationales
Recht umgesetzt. In § 3 wird definiert, dass unter ,Wasser fir den
menschlichen Gebrauch® ,Trinkwasser® und ,Wasser fur Lebensmittel-
betriebe“ zu verstehen ist. ,Trinkwasser” wird nicht nur zum Trinken und
Kochen, sondern beispielsweise auch zur Korperpflege benutzt. Mit
.Wasser fur Lebensmittelbetriebe werden Lebensmittel hergestellt,
daneben werden damit Gegenstande gereinigt, die mit Lebensmitteln in
Kontakt kommen kénnen. Wasser fur den menschlichen Gebrauch muss
laut § 4 .frei von Krankheitserregern, genusstauglich und rein“ sein. § 5
prazisiert die mikrobiologischen Anforderungen. So ,durfen Krankheits-
erreger im Sinne des § 2 Nr. 1 des Infektionsschutzgesetzes nicht in
Konzentrationen enthalten sein, die eine Schadigung der menschlichen

Gesundheit besorgen lassen®. Daruber hinaus muissen bestimmte
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Grenzwerte fur mikrobiologische Parameter eingehalten werden: Gemalf}
Anlage 1, Teil I, durfen E. coli, Enterokokken und coliforme Bakterien in
100 ml Wasser flr den menschlichen Gebrauch nicht nachweisbar sein.
FUr Wasser, das in Flaschen abgefullt werden soll, gelten noch strengere
Anforderungen (Anlage 1, Teil IlI). Daneben gibt es auch unter den
Indikatorparametern (Anlage 3 zu § 7) mikrobiologische Parameter, die
eingehalten werden mussen: Die Koloniezahlen bei 22 und 36 °C durfen
keine anormalen Veranderungen aufweisen und Clostridium perfringens
darf in 100 ml nicht detektiert werden. Die Untersuchung auf C.
perfringens muss aber nur stattfinden, wenn Trinkwasser aus
Oberflachengewassern oder aus von Oberflachenwasser beeinflussten

Quellen gewonnen wird.

1.1.2. Trankwasser

In der Verordnung (EG) Nr. 178/2002 des Europaischen Parlaments und
des Rates vom 28. Januar 2002 zur Festlegung der allgemeinen
Grundsatze und Anforderungen des Lebensmittelrechts, zur Errichtung
der Europaischen Behorde fur Lebensmittelsicherheit und zur Festlegung
von Verfahren zur Lebensmittelsicherheit (,Basisverordnung“; EG 2002)
werden die Rahmenbedingungen fir die Lebens- und Futtermittel-
sicherheit festgelegt. Gemal Artikel 3 sind Futtermittel ,Stoffe oder
Erzeugnisse, auch Zusatzstoffe, verarbeitet, teilweise verarbeitet oder
unverarbeitet, die zur oralen Tierfltterung bestimmt sind“. Damit ist
Trankwasser EG-rechtlich ein Futtermittel. Auch fur das Gesetz zur
Neuordnung des Lebensmittel- und Futtermittelrechts vom 1. September
2005 (N. N. 2005) wurde diese Definition Ubernommen. Zur Umsetzung
der Schutzziele aus der Basisverordnung wurde die Futtermittelhygiene-
Verordnung erstellt (Verordnung (EG) Nr. 183/2005 des Europaischen
Parlaments und des Rates vom 12. Januar 2005 mit Vorschriften fur die
Futtermittelhygiene (EG 2005)). Die wichtigste Aussage zum Trankwasser
wird in Anhang Il ,Gute Tierfltterungspraxis® getroffen: ,Trankwasser und
in der Aquakultur verwendetes Wasser muss so beschaffen sein, dass es
fur die betreffenden Tiere geeignet ist“. Diese Anforderung findet man
auch im Codex Alimentarius (Code of Practice on Good Animal Feeding;

Codex Alimentarius Commission 2004). Derzeit gibt es zur Trankwasser-



Il. Literaturibersicht 4

qualitat nur diese relativ allgemein gehaltenen rechtlichen Rahmen-
bedingungen, jedoch keine detaillierten Vorschriften. Deshalb erstellte das
Bundesministerium fur Ernahrung, Landwirtschaft und Verbraucherschutz
(BMELV) einen  Orientierungsrahmen  zur  futtermittelrechtlichen
Beurteilung der hygienischen Qualitdt von Trankwasser (Bundes-
ministerium flr Erndhrung, Landwirtschaft und Verbraucherschutz 2007).
Die darin enthaltenen Empfehlungen basieren im Wesentlichen auf einer
vom BMELV in Auftrag gegebenen Studie (Kamphues et al. 2007). Als
Trankwasser geeignetes Wasser soll demnach schmackhaft, vertraglich
und verwendbar sein. Die Schmackhaftigkeit garantiert eine ausreichende
Wasseraufnahme der Tiere. Vertragliches Trankwasser enthalt
Inhaltsstoffe und/oder unerwunschte Stoffe nur in einer fur die Tiere bzw.
die von ihnen gewonnenen Lebensmittel nicht schadlichen bzw.
nachteiligen Konzentration. Der Begriff der Verwendbarkeit beinhaltet
schliel3lich, dass das Wasser keine nachteiligen Effekte auf die bauliche
Substanz hat und mit dem Trankwasser Futter zubereitet werden kann.
Fir die biologische Qualitat wird empfohlen, dass das ins Tranksystem
eingespeiste Wasser frei von Bakterien der Gattungen Salmonella und
Campylobacter (in 100 ml) und mdglichst weitgehend frei von E. coli sein
sollte. Die aerobe Gesamtkeimzahl sollte 1.000 koloniebildende Einheiten
(KBE) pro ml bei 37 °C und 10.000 KBE pro ml bei 20 °C nicht
Uberschreiten. Auch zum Zeitpunkt der Wasseraufnahme sollte das
Trankwasser noch eine geeignete Qualitat aufweisen. Werden erhohte
Keimgehalte nachgewiesen, kann entweder das eingespeiste Wasser
oder das Trankwassersystem kontaminiert sein. Insgesamt wird es nicht
fur angemessen erachtet, dass Trankwasser die strengen Anforderungen
aus der TrinkwV 2001 einhalten muss. Uberschreitungen der Grenzwerte
aus der TrinkwV 2001 haben nicht notwendigerweise nachteilige
Wirkungen auf das Tier bzw. auf die davon gewonnenen Lebensmittel.
Wird das Trankwasser nicht aus dem Offentlichen Leitungsnetz
entnommen, was in der Nutztierhaltung durchaus ublich ist, wird jedoch

eine regelmafige Kontrolle der Trankwasserqualitat empfohlen.
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1.2. Eintragspfade von Verunreinigungen und
Wasseraufbereitung

Trinkwasser wird in Bayern hauptsachlich aus Grundwasservorkommen
gewonnen, entweder aus Brunnen oder Quellfassungen. Angereichertes
Grundwasser und Uferfiltrat sowie Oberflachenwasser haben nur einen
sehr geringen Anteil (Bayerisches Landesamt fur Umwelt 2010). Fur
letztere Bereiche sind die Eintragspfade von Verunreinigungen
offensichtlich. Fakalien von Mensch und Tier gelangen zum einen Uber
punktuelle Einleitungen wie Klaranlagenablaufe oder Regenuberlaufe in
die Oberflachengewasser, zum anderen durch diffuse Eintrage wie
Abschwemmungen tierischer Ausscheidungen aus ufernahen Bereichen
(Bbhm  2000). Grundwasser ist durch die unterschiedlichen
Bodenschichten, die Uber dem Grundwasserleiter liegen und durch ihre
Filterwirkung Verunreinigungen zurlckhalten, in Abhangigkeit von den
Bodenverhaltnissen mehr oder weniger gut geschutzt. Allerdings gibt es
grolle Unterschiede bezuglich der Schutzwirkung des Bodens.
Oberflachennahe Grundwasservorkommen und Karstgebiete bieten
beispielsweise sehr schlechte Voraussetzungen. Aber auch unter
gunstigen hydrogeologischen Bedingungen konnen Verunreinigungen ins
Grundwasser gelangen, vor allem bei intensiver landwirtschaftlicher
Bodenbearbeitung. Daneben gefahrden undichte Abwasserkanale,
Deponien, Altlasten und Unféalle mit giftigen Stoffen das Grundwasser
(Bannik et al. 2008).

Wird Trinkwasser aus geschitzten Grundwasservorkommen gewonnen,
muss es haufig nicht aufbereitet werden, da es die mikrobiologischen und
chemisch-physikalischen Grenzwerte der TrinkwV 2001 einhalt. In diesen
Fallen entspricht das Rohwasser dem an den Verbraucher abgegebenen
Trinkwasser. Ansonsten wird das Rohwasser mit Hilfe unterschiedlicher
Aufbereitungsverfahren behandelt. Welche Verfahren angewandt werden,
hangt von der Art und Qualitdt des Rohwassers und dem
verunreinigenden Agens ab. Haufig werden zunachst Partikel durch
Flockung und Filtration (Szewzyk et al. 2006) entfernt. Alternativ werden
seit einigen Jahren zunehmend Ultrafiltrationsanlagen installiert. Zur

Entfernung geldster Stoffe kommen Aktivkohlefilter oder lonenaustauscher
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zum Einsatz (Umweltbundesamt 2008). Mikrobiell belastetes Wasser wird

desinfiziert, z. B. mit Ozon, UV-Strahlung und/oder Chlor.

Als Trankwasser wird entweder Trinkwasser aus dem kommunalen Netz
eingesetzt oder der landwirtschaftliche Betrieb hat eine eigene
Wasserversorgung, meist einen eigenen Grundwasserbrunnen. Die
mikrobiologische Qualitat des betriebseigenen Trankwassers hangt zum
einen — wie oben beschrieben — von den hydrogeologischen Verhaltnissen
ab. Verunreinigungen konnen von aulen eingetragen werden, z. B. durch
Oberflachenwasser, Ausscheidungen von Wildtieren oder Abwasser-
kanale, oder aus dem jeweiligen Betrieb selbst stammen, z. B. aus der
Gullegrube. Andererseits kommt noch hinzu, dass nicht nur das ins
Trankwassersystem eingespeiste Wasser verunreinigt sein kann, sondern
innerhalb des Systems noch zusatzliche Belastungen auftreten kénnen.
Es kénnen beispielsweise Krankheitserreger aus dem eigenen Bestand
oder Mikroorganismen aus der Umgebung ins Trankwassersystem

gelangen (Kamphues et al. 2007).

1.3. Krankheitserreger im Wasser

Es gibt eine Vielzahl von Erregern, die ins Trink- bzw. Trankwasser
gelangen und so bei Mensch und Tier Krankheiten ausloésen konnen. Im
folgenden Abschnitt sollen solche Krankheitserreger, die fakal-oral
ubertragen werden, im Mittelpunkt stehen. Opportunistische Pathogene,
die sich in Trinkwassersystemen vermehren konnen, wie z. B. Legionellen

oder Pseudomonaden werden hier nicht betrachtet.

In Tabelle 1 sind wichtige human- und tierpathogene Erreger aufgeflthrt.
Die meisten von ihnen sind Zoonoseerreger, sie sind also vom Tier auf
den Menschen bzw. umgekehrt Ubertragbar. Typische bakterielle Vertreter
sind Campylobacter spp., Salmonella spp., pathogene E. coli und Yersinia
enterocolitica, die vor allem durch Lebensmittel tierischen Ursprungs oder
durch Tierkontakte auf den Menschen Ubertragen werden konnen.
Gelangen tierische Ausscheidungen ins Trinkwasser, sind wasserburtige
Infektionen maoglich. Eine der haufigsten parasitaren Zoonosen weltweit ist
die Toxoplasmose. Gut dokumentiert wurde ein Ausbruch in Kanada in

den 1990er Jahren, bei dem Toxoplasma-Oozysten im Trinkwasser
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nachgewiesen wurden (Karanis 2000). Daneben sind Cryptosporidiose
und Giardiose haufig Trinkwasser-assoziiert. Als Erregerreservoir dienen
hier sowohl Wild- als auch Nutztiere (Exner und Gornik 2004). Auf virale

Zoonoseerreger wird in Kapitel Il. 2.1. noch genauer eingegangen.

Tabelle 1: Einige Krankheitserreger, die mit Trink- und Trankwasser
ubertragen werden konnen.

Bakterien:

Campylobacter spp.

Pathogene Escherichia coli

Mycobacterium spp.

Salmonella spp.

Shigella spp.

Vibrio cholerae

Yersinia enterocolitica

Protozoen:

Cryptosporidium spp.

Giardia spp.

Kokzidien

Toxoplasma gondii

Viren:

Adenoviren

Astroviren

Coronaviren

Enteroviren

Flaviviren

Hepatitisviren Aund E

Noroviren

Rotaviren

Viele Infektionen mit den oben genannten Erregern bleiben beim
Menschen asymptomatisch oder duf3ern sich in Durchfallerkrankungen mit
relativ milden Symptomen. Jedoch gehoéren Durchfallerkrankungen laut
WHO zu den haufigsten Todesursachen bei Kindern in
Entwicklungslandern. Aber auch in den Industriestaaten konnen durch
Wasser Ubertragene Krankheiten durchaus lebensbedrohlich sein, vor
allem bei Risikogruppen, wie z. B. Kindern, alteren Menschen, HIV-

Infizierten und anderen chronisch Kranken.
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Wasserassoziierte Infektionen wurden in Deutschland bisher selten
erfasst. Dies kann auf eine tatsachliche niedrige Inzidenz aufgrund der
hohen Qualitdt des Rohwassers und/oder der Wasseraufbereitungs-
verfahren hindeuten. Eine andere Erklarungsmoglichkeit ware, dass
wasserbedingte Ausbriche nicht als solche erkannt werden (Alpers et al.
2004). Wenn die Konzentration von Krankheitserregern im Trinkwasser
gering ist, besteht die Gefahr, dass dieses nicht als Quelle des
krankmachenden Agens identifiziert wird. Es infizieren sich
Einzelpersonen durch Wasser, aber die Weitergabe des Krankheits-

erregers von Mensch zu Mensch kann wesentlich effektiver verlaufen.

Die Problematik der Identifizierung trankwasser-assoziierter Infektionen
besteht auch bei Tieren. Bei der Intensivtierhaltung, aber auch in
extensiven Haltungsformen stehen Individuen in engem Kontakt. Dadurch
breiten sich Infektionen schnell in einem Bestand aus. In vielen Fallen
werden die tierpathogenen Erreger Uber Zukaufe oder Uber das Futter
eingeschleppt (Hinton 1993; Kharenko 2006; Okelo et al. 2008). Wie
haufig wasserassoziierte Infektionen vorkommen, ist weitgehend
unbekannt. Aufgrund fehlender Daten Uber die Konzentrationen von
Krankheitserregern im Trankwasser und Uber tatsachlich stattgefundene
Infektionen sind Risikobewertungen haufig die einzige Moglichkeit,
Aussagen Uber die Wahrscheinlichkeit zu treffen, dass sich Tiere Uber
Trankwasser infizieren. Gelangen z. B. Maul- und Klauenseuche (MKS)-
Viren dber Milch von an MKS erkrankten Rindern ins Abwasser und somit
ins Oberflachenwasser, kann die Krankheit Uber Trankwasser, das aus
Oberflachenwasser gewonnen wird, ubertragen werden. In Abhangigkeit
verschiedener variierender Faktoren, wie z. B. der Konzentration der Viren
in der Milch, Reduzierung der Viren durch die Abwasserbehandlung in der
Klaranlage und Verdinnung des Klaranlagenablaufs im Oberflachen-
wasser, ist das Infektionsrisiko uber den Wasserweg mehr oder weniger
hoch (Schijven et al. 2005a). Auch eine Infektion von Gefligel mit aviaren
Influenzaviren Uber Trankwasser ist denkbar. Gemal} einer nieder-
landischen Studie besteht fir Gefligelfarmen mit mehr als 10.000 Tieren
ein hohes tagliches Infektionsrisiko (mehr als 1 %), wenn das Roh-

Trankwasser mit einem hochinfektiosen aviaren Influenzavirus belastet
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und die Aufbereitung des Trankwassers nicht effizient ist (Schijven et al.
2005b). Obwohl Daten zu tatsachlichen Infektionen Uber Trankwasser
fehlen, kénnen aufgrund ihrer fakal-oralen Ubertragungsweise
tierpathogene Erreger identifiziert werden, die im Trankwasser relevant

sein konnen (s. Tab. 1).

14. Indikatorkonzept

Es ist nicht moglich, Trink- und Trankwasser routinemafig auf eine
Vielzahl verschiedener Krankheitserreger zu tUberprufen. Deshalb bedient
man sich sogenannter Indikatororganismen, die eine Verunreinigung

anzeigen.

1.4.1. Indikatorbakterien

Ende des 19. Jahrhunderts war es auflerst schwierig, Typhusbakterien
direkt im Wasser nachzuweisen. Damals wurde begonnen, E. coli als
Indikatorbakterium zu verwenden (Botzenhart und Feuerpfeil 2008). Da E.
coli im Darm von Menschen und warmblatigen Tieren vorkommt, beweist
das Vorhandensein dieser Bakterien im Wasser eine Verschmutzung mit
menschlichen oder tierischen Fakalien. In diesem Fall ist davon
auszugehen, dass neben den in der Regel apathogenen E. coli auch
Krankheitserreger im Wasser zu finden sind. Aullerdem werden die
,coliformen Bakterien, zu denen E. coli gehort, als Indikatorbakterien
verwendet. Die coliformen Bakterien stellen eine heterogene Gruppe dar,
die auf Grund ihrer Wachstumseigenschaften in dieser Gruppe
zusammengefasst werden. Nach alterer Definition sind dies
Enterobakterien, die Laktose aerob und anaerob abbauen kdnnen. Heute
versteht man unter coliformen Bakterien zur Familie der
Enterobacteriaceae gehorende Arten, die das Enzym [(-Galaktosidase
besitzen (Schindler 2008). Coliforme Bakterien kdnnen zwar auch einen
Hinweis auf fakale Verunreinigungen geben, allerdings kommen einige zu
dieser Gruppe gehoérende Arten Uberwiegend oder ausschlieBlich in der
Umwelt vor und konnen sich — im Gegensatz zu E. coli — auch im
nahrstoffarmen Trinkwasser vermehren. Dennoch ist das Vorhandensein
von Umwelt-Coliformen in Grund- bzw. Trinkwasser nicht erwunscht, da

dies auf eine ungenugende Filterwirkung des Bodens, das Eindringen von
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Oberflachenwasser oder eine Stagnation im Wassersystem hindeuten
kann. Intestinale Enterokokken (Enterococcus faecalis, E. faecium, E.
durans und E. hirae) sind dagegen wie E. coli echte
Fakalindikatorbakterien, sie sind Bestandteil der Darmflora von Menschen
und Tieren. Da sie widerstandsfahiger gegen Umwelteinflisse und
chemische Desinfektionsverfahren als E. coli sind, kann ihr Nachweis eine
langer zurlckliegende fakale Kontamination bedeuten (Feuerpfeil 2008a).
Werden Sporen von Clostridium perfringens detektiert, zeigt dies eine
noch langer zuruckliegende fakale Belastung an. Die Sporen kdnnen in
der Umwelt sehr lange Uberdauern und sind resistent gegenuber vielen
Desinfektionsverfahren. Werden nach der Trinkwasseraufbereitung
Sporen von C. perfringens nachgewiesen, kann davon ausgegangen
werden, dass ein Teil des Aufbereitungsprozesses, z. B. die Filtration,
fehlerhaft war (Hummel 2008). Laut TrinkwV 2001 muss nur Trinkwasser,
das aus Oberflachengewassern gewonnen wird oder von Oberflachen-
wasser beeinflusst wird, routinemalRig auf C. perfringens untersucht
werden (s. Il. 1.1.1). Die Koloniezahl, d. h. die Anzahl der kolonie-
bildenden Einheiten in 1 ml Wasser, die nach Zugabe eines
nahrstoffreichen Mediums bei einer festgelegten Bebritungstemperatur in
einer  bestimmten Zeitspanne  wachsen, ist ein  weiterer
Indikatorparameter. Steigt dieser Wert im Vergleich zu friheren
Bestimmungen stark an, so ist dies ein Hinweis auf ungenlgende
Wasseraufbereitung oder Wiederverkeimung im Rohrnetz (Feuerpfeil
2008b).

1.4.2. Bakteriophagen

Manche Krankheitserreger, z. B. parasitische Protozoen oder pathogene
Viren, sind gegenuber Umwelteinfluissen und Desinfektionsmallnahmen
widerstandsfahiger als die Fakalindikatorbakterien (Payment und Franco
1993; Bosch 1998; Exner und Gornik 2004; Botzenhart 2007). Neben
sporenbildenden Bakterien sind seit Jahrzehnten Bakteriophagen als
mogliche erganzende Indikatororganismen im Gesprach. Bakteriophagen
sind Viren, die Bakterien befallen. Haufig sind sie in verunreinigtem
Wasser in ahnlich hohen Konzentrationen wie Fakalindikatorbakterien zu

finden, und sie sind ebenfalls relativ einfach, schnell und kostengulnstig



Il. Literaturiibersicht 11

nachzuweisen  (Huber 2008). Bestimmte Eigenschaften  von
Bakteriophagen und human- bzw. tierpathogenen Viren sind durchaus
vergleichbar, z. B. GrofRe, Durchgangigkeit durch Bodenschichten und
teilweise die Resistenz gegenuber Desinfektionsverfahren (Leclerc et al.
2000). Besonders die F-spezifischen Ribonukleinsdure (RNA)-
Bakteriophagen werden haufig als mdgliche virale Indikatoren bezeichnet
(Havelaar et al. 1993; Carter 2005), da sie ahnlich gro® wie Picorna-,
Calici- und Astroviren sind. AuBerdem sind sie gegenuber
Umwelteinflissen und  DesinfektionsmalRnahmen resistenter als
Fakalindikatorbakterien und viele Viren, z. B. Polioviren (Tree et al. 1997).
Eine andere grolle Gruppe der Bakteriophagen, die somatischen
Coliphagen, werden bei wasserhygienischen Fragestellungen ebenfalls oft
herangezogen. Sie werden noch haufiger detektiert als F-spezifische
RNA-Bakteriophagen. Obwohl sie sensitiver als diese sind, ist ihre
Widerstandsfahigkeit gegenuber vielen Umweltfaktoren im Vergleich zu
Fakalbakterien erhoht (Contreras-Coll et al. 2002). Skraber et al. (2004)
fanden, dass in Flusswasser mit der Konzentration von somatischen
Coliphagen die Anzahl der Proben zunahm, in denen Norovirus- und
Enterovirus-Genome nachweisbar waren. Allerdings birgt die Nutzung von
Bakteriophagen als virale Indikatoren auch diverse Probleme. So infizieren
besonders die somatischen Coliphagen neben E. coli auch andere
Bakterien aus der Gruppe der coliformen Bakterien, d. h. sie kdnnen in
Wasser ohne fakale Verunreinigung vorkommen und sich unter
bestimmten Bedingungen dort sogar vermehren (Grabow 2001). Bei den
F-spezifischen Bakteriophagen gibt es ebenfalls Zweifel, ob sie
ausschlieflich fakalen Ursprungs sind. Hinzu kommt noch, dass ihre z. T.
geringen Konzentrationen die Eignung als Indikatoren fragwurdig
erscheinen lassen (Lewis 1995). Widersprichliche Ergebnisse bzgl. der
Konzentration von Bakteriophagen in Wasser und der moglichen Eignung
als virale Indikatoren kénnen teilweise auf verschiedene
Nachweismethoden und Wirtsstamme zurlckgefihrt werden (Huber
2008). Die konsequente Verwendung der DIN EN ISO-Normen (DIN
2001a; DIN 2001b) kdnnte hier Abhilfe schaffen.
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1.4.3. Starken und Schwachen der Indikatororganismen

Indikatororganismen sollten eine Reihe von Merkmalen aufweisen, um
ihrer Funktion gerecht zu werden. l|hre Konzentration sollte mit
Gesundheitsrisiken korreliert sein und sie sollten ahnlich widerstandsfahig
oder widerstandsfahiger sein als Pathogene. Auflerdem sollten sie in
grollerer Zahl als die Krankheitserreger vorkommen und spezifisch fur
eine fakale Quelle sein (Committee on Indicators for Waterborne
Pathogens 2004). Zudem mussen die Nachweismethoden fur die

Indikatororganismen bestimmten Kriterien entsprechen (s. Tab. 2)

Tabelle 2: Merkmale geeigneter Methoden zum Nachweis von
Indikatororganismen (Committee on Indicators for Waterborne
Pathogens 2004).

e Spezifitat fur den Zielorganismus

e Breite Anwendbarkeit

e Prazision

e Sensitivitat

o Schnelligkeit

¢ Quantifizierung moglich

e Nachweis der Lebensfahigkeit oder Infektiositat

e Logistische Durchfiihrbarkeit

Betrachtet man die Fakalindikatorbakterien E. coli und intestinale
Enterokokken, kann man feststellen, dass deren Merkmale den
Anforderungen grofdtenteils entsprechen. Sie sind spezifisch fur eine
fakale Quelle und im Wasser in hoherer Konzentration vorhanden als
Pathogene. Epidemiologische Studien, die eine Korrelation zwischen
Erkrankungsfallen und Bakterienkonzentration aufdecken, sind sehr
aufwandig und schwierig durchfuhrbar. Einzelne Studien im
Badegewasserbereich konnten allerdings einen Zusammenhang belegen
(Kay et al. 1994; Wiedenmann et al. 2006). Auch wenn es zu diesem
Thema nur sehr wenige Daten gibt, ist die Tatsache, dass diese Bakterien
ausschlieBlich im Darm von Menschen und warmblatigen Tieren

vorkommen, eigentlich allein schon ausreichend dafur, dass sie als
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Indikatorbakterien geeignet sind. Sind fakale Verunreinigungen im Wasser
vorhanden, besteht ein Gesundheitsrisiko. Es ist umso groRer, je starker
die Verunreinigung ist, da die Wahrscheinlichkeit zunimmt, dass mit den
harmlosen Fakalbakterien auch Krankheitserreger ausgeschieden wurden.
Die Nachweismethoden fur E. coli und intestinale Enterokokken erfullen im
GrolRen und Ganzen die Kriterien aus Tabelle 2. Da es sich aber in der
Regel um Anzuchtverfahren handelt, liegen mindestens 18 Stunden

zwischen Probenahme und Ergebnis.

Somit bleibt als einziger gewichtiger Nachteil, dass E. coli und intestinale
Enterokokken weniger widerstandsfahig gegen Umwelteinflisse und
DesinfektionsmalRnahmen sind als bestimmte Krankheitserreger,
besonders parasitische Protozoen und Viren (s. Il. 1.4.1.). Einige Bakterio-
phagen sind in dieser Hinsicht den Indikatorbakterien Uberlegen (Tree et
al. 1997; Leclerc et al. 2000). Allerdings weisen Bakteriophagen meist
geringere Konzentrationen im Wasser auf als Indikatorbakterien, und ihr
Nachweis ist weniger gut mit Gesundheitsrisiken assoziiert (s. Il. 1.4.2.).
Daruber hinaus gibt es Viren, die noch widerstandsfahiger sind als
Bakteriophagen, z. B. Adenoviren (Thurston-Enriquez et al. 2003). Aus
diesen Uberlegungen kann man folgern, dass mit den bisherigen
Indikatororganismen und Nachweismethoden Gesundheitsrisiken durch

Krankheitserreger im Wasser nicht luickenlos erfasst werden.

2. Viren in Trink- und Trankwasser

Es gibt eine Reihe von Viren, die fakal-oral Ubertragen werden. Diese
enterischen Viren konnen in verschmutztem Trink- oder Trankwasser
vorkommen und vor allem Durchfallerkrankungen, bei Mensch und Tier

auslosen.

21. Enterische Viren bei Mensch und/oder Tier

Im folgenden Kapitel werden Viren beschrieben, die evtl. in Trink- oder
Trankwasser zu finden sind. Nicht fur alle aufgefuhrten Viren wurden
bisher tatsachlich Infektionen Uber Wasser nachgewiesen. Aufgrund fakal-
oraler Ubertragungsweise und teilweise hohen Konzentrationen von Viren

in Stuhl bzw. Kot kdnnen diese jedoch trotzdem relevant sein.
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21.1. Adenoviren

Adenoviren (Familie Adenoviridae) sind unbehlllte isometrische
Viruspartikel mit einem Durchmesser von 70 bis 90 nm und einem linearen
doppelstrangigen Desoxyribonukleinsaure (DNA)-Genom (Frey et al.
2003). Der Mensch und die meisten Vertebraten, darunter Vogel,
Schweine, Rinder und Schafe, werden von Adenoviren infiziert (Maluquer
de Motes et al. 2004).

Es gibt 51 Serotypen von humanen Adenoviren, die in sechs Subgenera
(A — F) unterteilt werden (Allard et al. 2001). Viele Infektionen verlaufen
asymptomatisch, ein Drittel der Serotypen wird jedoch mit Krankheiten wie
Gastroenteritiden,  Atemwegserkrankungen,  Augeninfektionen  und
Meningoenzephalitiden in Verbindung gebracht (Mena und Gerba 2009).
In den USA sind die enterischen Serotypen 40 und 41 fur 5 bis 20 % der
wegen Durchfall ins Krankenhaus eingewiesenen Patienten verantwortlich
(Carter 2005). Humane Adenoviren sind sehr haufig in Abwasser und
Oberflachengewassern zu finden (Puig et al. 1994; Sedmak et al. 2005;
van Heerden et al. 2005; Bofill-Mas et al. 2006). Aber auch in Trinkwasser,
sowohl in Rohwasser als auch in aufbereitetem Trinkwasser, wurde das
Vorkommen von humanen Adenoviren mehrfach beschrieben (Lee und
Kim 2002; van Heerden et al. 2003; Verheyen et al. 2009). Crabtree et al.
(1997) errechneten in ihrer Risikoabschatzung fur Adenoviren in
Trinkwasser, dass in den USA das jahrliche Infektionsrisiko hoher ist als
10™*. In Deutschland kénnte dieses Risiko jedoch aufgrund der anderen
Form der Wasseraufbereitung durchaus niedriger sein. Ein Wert von 10,
d. h. weniger als eine Infektion unter 10.000 Exponierten pro Jahr, wurde
von der amerikanischen Umwelt- und Gesundheitsbehdrde US EPA
(United States Environmental Protection Agency) und der WHO als
akzeptables Risiko flur trinkwasserburtige Infektionen festgelegt (Szewzyk
et al. 2006).

Neben den 51 humanen gibt es sechs porzine und zehn bovine Subtypen
von Adenoviren (Hundesa et al. 2006). Normalerweise verursacht eine
Infektion mit porzinen Adenoviren bei Schweinen keine schweren
Krankheitsverlaufe, obwohl dber Falle von Pneumoenteritis und

Enzephalitis berichtet wurde (Maluquer de Motes et al. 2004). Porzine
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Adenoviren werden haufig in Schweinekot und in Abwasser von
Schlachthoéfen detektiert (Hundesa et al. 2009). Bei Rindern, die an
Keratokonjunktivitis, fiebrigen Erkrankungen oder Pneumoenteritis
erkrankt waren, wurden Adenoviren nachgewiesen (Maluquer de Motes et
al. 2004). Sogar todliche Durchfallerkrankungen bei Kalbern werden mit

bovinen Adenoviren in Verbindung gebracht (Smyth et al. 1996).

21.2. Enteroviren

Die zur Familie Picornaviridae gehdérenden Enteroviren sind unbehdllt, ihr
Durchmesser betragt nur ca. 25 nm und sie besitzen ein einzelstrangiges
RNA-Genom. Die menschlichen Enteroviren stellen eine heterogene
Gruppe mit derzeit 64 Serotypen dar (Bendig und Earl 2005). Zu ihnen
zahlen Coxsackieviren A und B, Echoviren, Polioviren und die Enteroviren
68-71. Sie verursachen zahlreiche verschiedene Krankheitsbilder, die
wichtigsten sind Atemwegserkrankungen (,Sommergrippe®), Gastro-
enteritis, Kinderlahmung und Meningitis. Enteroviren sind der Ausloser fur
mehr als 85 % der aseptischen Meningitiden (Lee und Kim 2002). Der
Nachweis von Enteroviren gelang bereits aus Roh- und Trinkwasser (Lee
und Kim 2002; Ehlers et al. 2005), aus Oberflachenwasser (Chapron et al.
2000; Hot et al. 2003; Lee et al. 2005) und Abwasser (Puig et al. 1994;
Gantzer et al. 1997).

Die Gruppe der tierischen Enteroviren ist ebenfalls sehr vielfaltig. Haufig
verlaufen Infektionen mild oder asymptomatisch (Hughes und Ryan 2008).
Von bovinen Enteroviren sind derzeit funf Geno- bzw. Serotypen bekannt
(Zell et al. 2006), infizierte Tiere zeigen meist keine Krankheitssymptome
(Jimenez-Clavero et al. 2005). Porzine Enteroviren (13 Serotypen) werden
dagegen mit enterischen bzw. respiratorischen Krankheiten und
Fruchtbarkeitsstorungen sowie bei Ferkeln mit Polioenzephalomyelitis in
Verbindung gebracht (Pogranichniy et al. 2003). Das zu den porzinen
Enteroviren gehdérende Swine Vesicular Disease (SVD)-Virus verursacht
die Vesikulare Schweinekrankheit, eine anzeigepflichtige Tierseuche,
deren Symptome denen der Maul- und Klauenseuche sehr ahnlich sind.
Es ist nah mit dem humanen Coxsackievirus B5 verwandt (Martin-Acebes
et al. 2009). Sowohl das SVD-Virus als auch andere Enteroviren kommen

als Zoonoseerreger in Betracht (Hughes und Ryan 2008).
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2.1.3. Hepatitisviren

Betrachtet man Wasser als Ubertragungsmedium, sind Hepatitis A- und
Hepatitis E-Viren relevant. Das zur Familie der Picornaviridae gehorende
Hepatitis A-Virus (Genus Hepatovirus) hat einen Durchmesser von 27 bis
32 nm, ist unbehullt und sein RNA-Genom ist einzelstrangig. Infiziert sich
ein Mensch mit Hepatitis A-Viren, ist der Krankheitsverlauf normalerweise
relativ mild. Infektionen kdnnen auch asymptomatisch verlaufen. Schwere
Komplikationen sind aulerst selten, chronische Verlaufe sind nicht
bekannt (Nainan et al. 2006). Hepatitis A-Viren wurden schon haufig in
Wasser detektiert, z. B. in Quellwasser (Bloch et al. 1990), Flusswasser
und Abwasser (Pina et al. 2001). Uber verschmutztes Abwasser gelangen
Hepatitis A-Viren auch in Kistengewasser und somit in Meeresfruchte (Le
Guyader et al. 1994).

Hepatitis E-Viren (Familie Hepeviridae) besitzen ebenfalls ein einzel-
strangiges RNA-Genom, sind nicht behullt und der Durchmesser des
Virions betragt ca. 32 bis 34 nm (Meng 2010). Die Krankheitssymptome
beim Menschen sind in der Regel nicht wesentlich schwerwiegender als
bei Hepatitis A. Eine Ausnahme bilden hier Schwangere, bei denen die
Sterblichkeitsrate bei bis zu 25 % liegen kann (Khuroo und Khuroo 2008).
Wahrend seit langer Zeit bekannt ist, dass Hepatitis E-Viren in
Entwicklungslandern durch Trinkwasser Ubertragen werden, werden seit
einigen Jahren auch autochthone Erkrankungen in den Industriestaaten
registriert (Dalton et al. 2008). Hepatitis E-Viren kommen bei Menschen,
Schweinen, Gefligel und anderen Tieren vor. Mittlerweile wird Hepatitis E
als Zoonose eingestuft, Haus- und Wildschweine gelten als Reservoir der
Erreger (Meng 2010). Hepatitis E-Viren sind in vielen Landern im
Wasserkreislauf vorhanden, in Trink-, Ab- und Flusswasser (Jothikumar et
al. 1995; Albinana-Gimenez et al. 2006; Kitajima et al. 2009).

21.4. Noroviren

Noroviren gehéren zur Familie der Caliciviridae. Sie sind unbehilillt, haben
einen Durchmesser von 27 bis 35 nm und ihr Genom besteht aus
einzelstrangiger RNA. Sie wurden bei Menschen, Schweinen, Rindern und
Mausen gefunden. Im Moment werden sie in finf Genogruppen unterteilt,

wobei humane Viren zu den Gruppen |, Il und IV, porzine Viren zur
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Gruppe Il und bovine Viren zur Gruppe Ill gehdren (Wolf et al. 2007).
Humane Noroviren sind vermutlich die Hauptausléser von Durchfall-
erkrankungen in den Industriestaaten (Carter 2005) bzw. weltweit, wenn

nur virale Erreger betrachtet werden (Wolf et al. 2009).

Schweine, die positiv auf Noroviren getestet wurden, zeigten oft keine
klinischen Symptome (Wang et al. 2006). Bovine Noroviren wurden
sowohl bei gesunden Kalbern als auch bei Tieren mit Durchfall
nachgewiesen (van der Poel et al. 2003). Molekularbiologische Unter-
suchungen machten deutlich, dass von Mensch und Tier stammende
Noroviren zum Teil nah verwandt sind und eine Rekombination mdglich
erscheint (Wang et al. 2005b; Wolf et al. 2009). Somit besteht fir
Noroviren ein potentielles Risiko einer zoonotischen Ubertragung. Lange
Zeit galten humane Noroviren als nicht kultivierbar in Zellkulturen, erst vor
wenigen Jahren gelang die Vermehrung in einem komplizierten
dreidimensionalen Modell des menschlichen Darmepithels (Straub et al.
2007).

Der molekularbiologische Nachweis von menschlichen Noroviren erfolgte
bereits aus Grundwasser von Einzelwasserversorgungen (Borchardt et al.
2003), aus Rohtrinkwasser (Borchardt et al. 2004), aus Oberflachen-
gewassern (Haramoto et al. 2005; Rutjes et al. 2006) sowie aus Abwasser
(Lodder und de Roda Husman 2005; Pusch et al. 2005).

21.5. Polyomaviren

Polyomaviren (Familie Polyomaviridae) sind unbehullt, haben einen
Durchmesser von 40 nm und ein zirkulares doppelstrangiges DNA-Genom
(Frey et al. 2003). Lange Zeit waren nur zwei Typen von humanen
Polyomaviren bekannt, das BK- und das JC-Virus. Seit 2007 wurden noch
weitere Typen identifiziert (Allander et al. 2007; Dalianis et al. 2009). Die
meisten Menschen infizieren sich im Kindesalter mit humanen
Polyomaviren. Die Infektion bleibt normalerweise symptomlos, Viren
werden jedoch oft lebenslang ausgeschieden. Bei immunsupprimierten
bzw. -geschwachten Patienten konnen BK- und JC-Viren schwere

Krankheiten auslosen (Bofil-Mas et al. 2000). Beide Typen zeigen
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aulRerdem ein hohes onkogenes Potenzial in Versuchstieren (Allander et
al. 2007).

Dartber hinaus wurden Polyomaviren bei vielen Vertebraten gefunden,
z. B. bei Affen, Nagetieren, Rindern und Vogeln (Hundesa et al. 2006).
Bovine Polyomaviren wurden ursprunglich aus kontaminierten Zellkulturen
isoliert. Es stellte sich heraus, das fakales Kalberserum, das als Zusatz zu
Nahrmedien fur Zellkulturen verwendet wird, sehr haufig mit Polyomaviren
verunreinigt ist (Schuurman et al. 1991; Wang et al. 2005a). Obwohl bei
Rindern oft Antikérper gegen Polyomaviren nachgewiesen werden,
wurden Infektionen mit bovinen Polyomaviren bisher nicht mit Krankheiten
in Verbindung gebracht (Mayr und Kaaden 2007). Im Gegensatz zu den
meist subklinisch verlaufenden Infektionen bei Menschen und Saugetieren
verursachen aviare Polyomaviren todliche Krankheiten, z. B. die Nest-
lingskrankheit der Wellensittiche (Budgerigar fledgling disease) (Johne et
al. 2006).

Humane JC-Viren wurden aus Abwasser, Flusswasser und Roh-
trinkwasser isoliert (Bofill-Mas et al. 2006; Albinana-Gimenez et al. 2009b;
Haramoto et al. 2010). In Abwassern von Schlachthéfen und in
Flusswasser konnten bovine Polyomaviren detektiert werden (Hundesa et
al. 2006; Hundesa et al. 2010).

21.6. Rotaviren

Rotaviren (Familie Reoviridae) besitzen ein doppelstrangiges RNA-
Genom, das aus elf Segmenten besteht. Die Viruspartikel sind unbehullt
und haben einen Durchmesser von 75 nm. Rotaviren werden in sieben
Serogruppen (A — G) unterteilt, wobei die meisten bei Menschen und
Tieren vorkommenden Rotaviren zur Gruppe A gehoéren (Steyer et al.
2008). Sie konnen schwere Gastroenteritiden auslosen, besonders bei
kleinen Kindern und bei Jungtieren. Fast alle Kinder infizieren sich bis zu
einem Alter von funf Jahren mit Rotaviren der Serogruppe A (Meleg et al.
2008). Sedmak et al. (2005) fanden Reoviren sehr haufig in Zu- und
Ablaufen von Klaranlagen und sogar in 9 % der untersuchten
Rohwasserproben aus zwei Trinkwasseraufbereitungsanlagen. Mehrere

Studien legen nahe, dass es zu einer zoonotischen Ubertragung von
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Rotaviren kommt (Adah et al. 2002; Steyer et al. 2008), wobei sowohl eine
direkte Ubertragung zwischen Mensch und Tier als auch eine indirekte
Ubertragung Uber Trink- bzw. Trankwasser denkbar ist. Aufgrund des
segmentierten Genoms kann es relativ einfach zu einem genetischem
.Reassortment’, d. h. einer Neukombination von Genomteilen verschie-
dener Rotaviren, kommen (Steyer et al. 2008). Daher kdnnen Viruspartikel
entstehen, deren Genome aus humanen und beispielsweise porzinen oder

bovinen Anteilen zusammengesetzt sind.

21.7. Weitere Viren
Neben den in den letzten Abschnitten genauer beschriebenen
Virusgruppen gibt es noch einige weitere, die in Trink- oder Trankwasser

vorkommen konnten.

Zunachst sind hier die Astroviren zu nennen, die bei Menschen in den
Industriestaaten meist recht mild verlaufende Gastroenteritiden auslésen.
Sie wurden schon haufig aus der Umwelt isoliert (Chapron et al. 2000;
Leclerc et al. 2002). Astroviren gibt es auch bei verschiedenen Tierarten,
eine zoonotische Ubertragung erscheint durchaus denkbar (Kapoor et al.
2009).

Wahrend Coronaviren beim Menschen vor allem als Ausloser von
Atemwegserkrankungen bekannt sind, verursachen sie bei Tieren auch
enterale Infektionen, z. B. die Ubertragbare Gastroenteritis bei Schweinen
und die Coronavirusdiarrhd beim Kalb (Mayr und Kaaden 2007; Zhang et
al. 2007; Vemulapalli et al. 2009). Coronaviren Uberspringen Artgrenzen,
sowohl zwischen verschiedenen Tierarten als auch zwischen Tier und
Mensch (Woo et al. 2009).

Parvoviren sind sehr kleine, hoch infektiose und sehr widerstandsfahige
DNA-Viren ohne Hulle. Parvoviren der Gattung Bocavirus wurden bei
Kindern mit respiratorischen und gastrointestinalen Krankheiten gefunden
(Lau et al. 2008). Bovine Parvoviren sind ebenfalls mit respiratorischen
Symptomen und Gastroenteritis assoziiert (Johnson et al. 2004). Bei
trachtigen Schweinen verursachen Parvoviren das Absterben der Feten
(Antonis et al. 2006).
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Zur Gattung Pestivirus (Familie Flaviviridae) gehoren die Erreger von drei
wichtigen Tierkrankheiten, der Europaischen Schweinepest, der Border
Disease und der Bovinen Virusdiarrh6/Mucosal Disease (Mayr und
Kaaden 2007; Hornberg et al. 2009). Auch bei den Pestiviren werden
Artgrenzen problemlos Ubersprungen, die Infektionen verlaufen in anderen

Wirten jedoch meist milder (Leyssen et al. 2000).

2.2 Mogliche Indikatorviren

Aufgrund ihrer im Vergleich zu Bakterien hoheren Resistenz gegenuber
Umwelteinflissen und DesinfektionsmalRnahmen koénnen Viren auch in
bakteriologisch einwandfreiem Wasser vorhanden sein. Es ware
wunschenswert, geeignete Indikatorviren zu finden, die eine
Verunreinigung mit stabilen Krankheitserregern wie Viren und Parasiten

anzeigen.

Adenoviren erscheinen in vielfacher Hinsicht als Indikatorviren geeignet.
Als unbehllte Viren mit doppelstrangigem DNA-Genom sind sie sehr
widerstandsfahig. Adenoviren Uberleben im Wasser langer als Hepatitis A-
Viren und Polioviren (Enriquez et al. 1995). AuRerdem sind Adenoviren
resistenter gegen UV-Strahlung als Caliciviren und Bakteriophagen
(Thurston-Enriquez et al. 2003). Der Mensch und sehr viele Tierarten
werden von Adenoviren infiziert, daher sind Adenoviren in Abwasser und
Oberflachengewassern ubiquitar vorhanden, oft in relativ hoher
Konzentration. Werden in Oberflachengewassern Adeno- und Enteroviren
detektiert, ist die Konzentration an Adenoviren normalerweise hoher
(Mena und Gerba 2009). Verschiedene Autoren bezeichneten Adenoviren
bereits als geeignete virale Indikatoren (Puig et al. 1994; Pina et al. 1998;
Albinana-Gimenez et al. 2006). Der Nachweis von Adenoviren kénnte
sogar dazu verwendet werden, die Quellen fakaler Verunreinigungen zu
identifizieren (,Microbial Source Tracking®“), indem tierische und humane
Adenoviren unterschieden werden (Hundesa et al. 2006; Hundesa et al.
2009).

Humane und bovine Polyomaviren werden ebenfalls als virale Indikatoren
vorgeschlagen (Albinana-Gimenez et al. 2006; Hundesa et al. 2006;

McQuaig et al. 2006). Wie Adenoviren besitzen die unbehillten
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Polyomaviren ein doppelstrangiges DNA-Genom und sind daher ebenfalls
widerstandsfahig gegenuber Umwelteinflissen und Desinfektions-
malnahmen. Sie werden in hoher Konzentration ausgeschieden und
deshalb oft in Abwasser und Oberflachenwasser detektiert (Bofill-Mas et
al. 2000; Haramoto et al. 2010).

In der Vergangenheit waren meist Enteroviren die Zielorganismen
virologischer Untersuchungen von Umweltproben. Aufgrund haufiger
Nachweise galten sie als geeignete Indikatorviren (Hot et al. 2003). Einen
grollen Anteil an den in der Umwelt vorkommenden Enteroviren hatten
jedoch die Polio-Impfviren. Seit in Europa und Amerika der orale
Polioimpfstoff nicht mehr empfohlen wird, haben die Enteroviren in der

Umweltvirologie an Bedeutung verloren.

23. Ausbruchsgeschehen verursacht durch Trank- bzw.
Trinkwasser

Bei Ausbruchen viraler Gastroenteritiden ist es nicht einfach, Trink- bzw.
Trankwasser als Infektionsquelle zu identifizieren. Zum einen liegt dies an
den methodischen Schwierigkeiten bei der virologischen Wasser-
untersuchung. Zum anderen sind Verunreinigungen im Wasser teilweise
nur temporar vorhanden, so dass der Nachweis des infektidsen Agens oft
nicht mehr moglich ist, wenn ein Ausbruch als solcher erkannt wird.
Ausbriche viraler Gastroenteritiden bei Tieren in Zusammenhang mit
Trankwasser wurden bisher nicht dokumentiert. Trinkwasser-assoziierte
virale Infektionen beim Menschen werden dagegen immer wieder
publiziert, jedoch gelingt der Nachweis der Erreger meist nur aus dem
Stuhl der Infizierten (Kukkula et al. 1997; Divizia et al. 2004). Gesicherte
Zusammenhange zwischen der Infektionsquelle Trinkwasser und den
Erkrankungen konnen nur in Einzelfallen hergestellt werden, wenn die
Erreger tatsachlich in Wasserproben nachgewiesen werden. Bei drei
Norovirus-Ausbrichen in Europa wurden tatsachlich Noroviren im
Trinkwasser detektiert: In einer finnischen Ortschaft infizierten sich
geschatzte 1700 bis 3000 der 4860 Einwohner (Kukkula et al. 1999), in
einem schweizer Dorf war mehr als die Halfte der 3500 Einwohner
betroffen (Hafliger et al. 2000). Wahrend der Sanierung der

Trinkwasserleitung in einer sachsischen Ortschaft erkrankten 88 von 95
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Anwohnern eines Strallenzuges (Robert-Koch-Institut 2004). In allen drei
Fallen wurden Ubereinstimmende Norovirus-Stamme im Trinkwasser und

in Stuhlproben erkrankter Personen identifiziert.

3. Wasservirologische Methoden

Im Gegensatz zu diagnostischen Proben im medizinischen Bereich, wo
beispielsweise Kot- bzw. Stuhlproben auf Viren untersucht werden,
enthalten Umweltproben in der Regel sehr geringe Konzentrationen an
Krankheitserregern. Daher besteht ein umwelt- bzw. wasservirologischer
Nachweis aus zwei Teilen, der Aufkonzentrierung der Probe und der
eigentlichen Detektion der Viren. Im Trinkwasserbereich werden
Probenvolumina von 100 bis dber 1.000 Litern als sinnvoll erachtet
(Payment und Franco 1993; Grabow et al. 2001).

3.1. Aufkonzentrierung

Es gibt verschiedene Methoden, mit denen Viren aus Wasserproben
aufkonzentriert werden kénnen. Aufgrund ihres geringen Durchmessers
von 15 bis 400 nm (Buttner 2007) wird ein Grofteil der Viren von
Membranfiltern mit PorengroRen von 0,2 ym, die bei bakteriologischen
Untersuchungen Ublich sind, nicht zurickgehalten. Allerdings konnen
Viren aufgrund von Ladungsunterschieden zwischen Virusoberflache und
Filtermaterial an bestimmte Filter adsorbieren und Uber diesen
Mechanismus aufkonzentriert werden. Bei der Ultrafiltration werden
dagegen Membranen mit geringeren PorengroRen eingesetzt, so dass
Viren zurickgehalten werden. Daneben kénnen Zentrifugationsverfahren
eingesetzt werden. Es sind sehr hohe Geschwindigkeiten von mindestens
40.000 bis uber 200.000 x g (Ultrazentrifugation) erforderlich (Puig et al.
1994; Pina et al. 1998), um Viren zu pelletieren.

In Tabelle 3 sind Kriterien aufgeflhrt, die Methoden zur Aufkonzentrierung
von Viren aus Wasserproben erflullen sollten. Bisher gibt es keine

Methode, die allen Anforderungen genugt.
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Tabelle 3: Merkmale geeigneter Methoden zur Aufkonzentrierung von
Viren aus Wasserproben (nach Wyn-Jones und Sellwood 2001).

e technisch einfach

e schnell

e kostengiinstig

e anwendbar fur unterschiedliche Viren

e Ausgangsvolumina hoch

e Volumen des erhaltenen Konzentrats gering
o Wiederfindungsrate hoch

e reproduzierbar

Wasservirologische  Untersuchungen  werden  seit  Jahrzehnten
durchgefuhrt. Bei den Methoden der Aufkonzentrierung gab es trotzdem
nur eher geringe Fortschritte. Die grof3te Bedeutung haben nach wie vor
Adsorptions-/Elutionsverfahren. Andere Verfahren wie Ultrafiltration und

Ultrazentrifugation spielen eine untergeordnete Rolle.

3.1.1. Adsorptions-/Elutionsverfahren

Beim ersten Schritt eines Adsorptions-/Elutionsverfahrens werden
Wasserproben Uber geeignete Materialien filtriert. Nach Adsorption der
Viruspartikel an die Filter erfolgt die Elution mit Hilfe von autoklavierten
Pufferlosungen (121 °C, 2 bar, 20 min), die die elektrostatische Bindung
zwischen Viren und Filtermaterial aufldsen. Die erhaltenen Eluate werden
durch einen sekundaren Konzentrierungsschritt weiter eingeengt (s. Il
3.1.1.4.). Adsorptions-/Elutionsverfahren zeichnen sich dadurch aus, dass
sie auch in einem mikrobiologischen Routinelabor angewandt werden
konnen, da keine speziellen Gerate wie z. B. Ultrazentrifugen bendtigt

werden.

3.1.1.1. Negativ geladenes Filtermaterial

Es wurden zahlreiche Methoden zur Aufkonzentrierung von Viren
beschrieben, bei denen negativ geladene Filtermaterialien verwendet
wurden. Zum Einsatz kamen beispielsweise Filter aus

glasfaserverstarktem Kunststoff (Fiberglas) (Morris und Waite 1980;
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Sobsey et al. 1985) oder Membranfilter aus Zellulosenitrat (Wallis et al.
1972; Papageorgiou et al. 2000) bzw. gemischten Zelluloseestern (Hamza
et al. 2009; Victoria et al. 2009). Bei verschmutzten Wassern sind Vorfilter
erforderlich, um einem Verstopfen der Membran entgegenzuwirken.
Ublicherweise bestehen diese Vorfilter aus Glasfasern (Wyn-Jones et al.
2000). Auf den ersten Blick erscheinen negativ geladene Filter zur
Bindung von Viren nicht geeignet zu sein, da die Oberflache von
enterischen Viren bei neutralem pH-Wert ebenfalls negativ geladen ist
(Fong und Lipp 2005). Die Ladung der Virusoberflache wird jedoch durch
Absenkung des pH-Werts der Wasserprobe vor der Filtration verandert, so
dass die nun positiv geladenen Viren an die Membran binden konnen.
Zum Teil werden vor der pH-Wert-Absenkung Kationen zugegeben, meist
in Form von Magnesium- oder Aluminiumsalzen (Sobsey et al. 1985). Es
bilden sich Komplexe aus Kationen und Viren, die an die Membran
adsorbieren (Rutjes et al. 2005). Victoria et al. (2009) testeten
unterschiedliche Magnesiumchlorid-Konzentrationen und fanden heraus,
dass die optimale Konzentration von Virustyp und Beschaffenheit der
Wasserprobe abhangt. Die Elution der Viruspartikel vom Filter erfolgt mit
Hilfe alkalischer Pufferldsungen mit hohem Proteingehalt. Gangige
Pufferlosungen sind sterilisierte  Fleischextrakt- bzw. Magermilch-
Glycinpuffer mit einem pH-Wert von 9,5 (Morris und Waite 1980; Pallin et
al. 1997).

3.1.1.2. Positiv geladenes Filtermaterial

Seit mehr als 30 Jahren werden auch Methoden mit positiv geladenem
Filtermaterial zur Aufkonzentrierung von Viren verwendet, vor allem in den
USA (United States Environmental Protection Agency 2001a). Die bei
weitem am haufigsten eingesetzten Filter bestehen aus Glas und Zellulose
und weisen durch eine Vorbehandlung positive Ladungen auf. Sie werden
als ,Zeta-plus-“ bzw. ,1MDS-Filter* bezeichnet und hauptsachlich fir die
Untersuchung von Trinkwasser (Sobsey und Jones 1979; Abbaszadegan
et al. 1999; Borchardt et al. 2003), aber auch von Oberflachengewassern
eingesetzt (Chapron et al. 2000; Shieh et al. 2008). Positiv geladene Filter
haben den Vorteil, dass der urspringliche pH-Wert der Wasserprobe nicht

verandert werden muss und keine Salze zugegeben werden mussen. Die
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negativ geladenen Viren werden elektrostatisch an das Filtermaterial
gebunden. So kénnen auch Viren, die empfindlich auf niedrige pH-Werte
reagieren wie z. B. Influenzaviren, mit dieser Methode aufkonzentriert
werden (Goyal et al. 1980). Ahnlich wie bei negativ geladenen Filtern
werden die adsorbierten Viren mit Hilfe sterilisierter alkalischer Puffer mit
pH-Werten Uber 9 eluiert, beispielsweise Glycin-NaOH- oder
Fleischextrakt-Glycin-Puffer (Sobsey und Jones 1979; Schwab et al. 1996;
Borchardt et al. 2004).

3.1.1.3. Glaswolle

Mit Bindemittel und Mineraldl behandelte Glaswolle ist an ihrer Oberflache
zumindest stellenweise hydrophob und elektropositiv geladen (Lambertini
et al. 2008). Deshalb adsorbieren Viren bei neutralen pH-Werten an
Glaswolle (Vilagines et al. 1993). Wasserproben koénnen also ohne
Vorbehandlung mit Saure oder Salzen direkt filtriert werden. Andere
Autoren beschrieben erfolgreiche Aufkonzentrierungen von Proben, in
denen der pH-Wert vor der Filtration auf 3,5 gesenkt wurde (Huber und
Holler 2007; Albinana-Gimenez et al. 2009a). In den 1990er Jahren wurde
eine Konzentrierungsmethode mit Glaswolle flr den Enterovirusnachweis
aus Wasser als franzosische Standardmethode genormt und eine
Vergleichsstudie mit 13 Laboratorien durchgefuhrt (Vilagines et al. 1997a).
Es zeigte sich, dass es sich um eine effektive, kostenglinstige und relativ
einfache Methode handelt. Sie wird hauptsachlich in Europa (Gantzer et
al. 1997; Albinana-Gimenez et al. 2009b) angewandt, aber auch in
Sudafrika (Ehlers et al. 2005; van Heerden et al. 2005) und den USA
(Lambertini et al. 2008). Die Elution der Viren wird wiederum zum grof3en
Teil mit Fleischextrakt-Glycin-Puffern mit pH-Werten zwischen 9,0 und 9,5
durchgefuhrt (Vilagines et al. 1993; van Heerden et al. 2003; Albinana-
Gimenez et al. 2009a).

3.1.1.4. Sekundadre Konzentrierung

Unabhangig davon, mit welchem Material die Filtration und mit welchem
Puffer die Elution erfolgt, ist das Volumen des Eluats in der Regel immer
noch zu grol3, um daraus direkt Viren nachzuweisen. Deshalb muss das

Volumen durch einen sekundaren Konzentrierungsschritt weiter eingeengt
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werden. Haufig kommt der Prozess der organischen Flockung zum
Einsatz. Durch Absenkung des pH-Werts auf unter 3,5 bilden sich
Proteinflocken, in die die Viren eingebettet sind. Die Flocken kénnen mit
einer Geschwindigkeit von 3.000 bis 10.000 x g abzentrifugiert und das
Pellet in einem geringen Volumen eines neutralen Puffers resuspendiert
werden (Katzenelson et al. 1976; Vilagines et al. 1993; United States
Environmental Protection Agency 2001a; Albinana-Gimenez et al. 2009b).
Ein anderer Ansatz besteht darin, die Viren im Eluat mit Hilfe von
Polyethylenglykol (PEG) zu prazipitieren. Die Viren werden hier keiner
weiteren starken pH-Wert-Schwankung ausgesetzt, da die Fallung im
neutralen Bereich erfolgt. Die prazipitierten Partikel werden bei 10.000 x g
abzentrifugiert. Die meisten Autoren beschreiben zweistufige PEG-
Verfahren mit einem dazwischen liegenden Zentrifugationsschritt (Lewis
und Metcalf 1988; Vilagines et al. 1997b), aber eine einmalige Fallung und
Zentrifugation scheinen ebenfalls effektiv zu sein (Huang et al. 2000).
Daneben ist es maoglich, Ultrafiltration zur weiteren Einengung der Eluate
einzusetzen (Rutjes et al. 2005; Dubois et al. 2007). Die mit einer der drei
Methoden erzielten Konzentrate kdnnen entweder sofort weiter untersucht

oder fUr spaterere Analysen eingefroren werden.

3.1.2.  Ultrafiltration

Ultrafiltration kann sowohl zur sekundaren Konzentrierung innerhalb eines
Adsorptions-/Elutionsverfahrens (s. Il. 3.1.1.4) als auch zur primaren
Konzentrierung von Wasserproben verwendet werden. Es werden
Membranen mit PorengroRen gewahlt, die Viren zurickhalten.
Normalerweise wird jedoch keine Porengréle angegeben, sondern die
sogenannte molekulare Ausschlussgrenze (,molecular weight cut-off). Sie
gibt das geringste Molekulargewicht an, fir das die Membran einen
Ruckhalt aufweist. Im Gegensatz zu den Adsorptions-/Elutionsverfahren
sollten die Viren bei der Ultrafiltration nicht an die Membran binden,
sondern in einem geringen Wasservolumen (,Retentat) vor der Membran
verbleiben. Man unterscheidet Tangential- und Vortex-Fluss-Filtration
(Wyn-Jones und Sellwood 2001). Bei ersterer Methode zirkuliert die Probe
unter Druck in einem System aus mehreren Membranen und wird dabei

allmahlich aufkonzentriert. Bei schmutzigen Wassern ist eine Vorfiltration
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notig, um ein Verstopfen der Membran zu verhindern (Fong und Lipp
2005). Die Retentate werden einem sekundaren Konzentrierungsschritt
unterzogen, z. B. Ultrazentrifugation (Soule et al. 2000) oder einer
weiteren Ultrafiltration (Rajal et al. 2007a). Bei der Vortex-Fluss-Filtration
rotiert ein zylindrischer Filter in einem zweiten Filter. Die Probe wird unter
Druck zwischen die beiden Zylinderoberflachen gepresst, wodurch das
Retentat vom Filtrat getrennt wird und die Filteroberflache immer frei von
Ablagerungen gehalten wird (Paul et al. 1991). Daher ist keine Vorfiltration
erforderlich (Jiang et al. 2001).

3.1.3. Ultrazentrifugation

Ultrazentrifugation zur Aufkonzentrierung von Wasserproben ist in der
Regel nur anwendbar, wenn die Konzentration der Viren hoch ist und ein
geringes Untersuchungsvolumen ausreicht. Dies ist bei Abwasserproben
oft der Fall. Hier kdnnen durch Zentrifugation bzw. Ultrazentrifugation
zunachst Schwebstoffe und Viren pelletiert werden. Nach Elution der Viren
aus dem Pellet mit Hilfe alkalischer Pufferlosungen werden die Feststoffe
erneut abzentrifugiert und schlieRlich die Viren aus dem Uberstand durch
Ultrazentrifugation endgultig abgetrennt (Puig et al. 1994; Pina et al.
1998).

Walter und Rudiger (1981) beschrieben eine Methode, die auch fur
Wasser mit geringer Viruskonzentration geeignet ist. Nach
Aluminiumsulfat-Flockung und Sedimentation der Prazipitate wird
mehrmals zentrifugiert und resuspendiert, bevor im letzten Schritt die

Ultrazentrifugation zum Einsatz kommt (Pusch et al. 2005).

3.2. Virusnachweis

Nach Aufkonzentrierung der Wasserproben kann mit der eigentlichen
Detektion der Viren begonnen werden. Da im Vergleich zu diagnostischen
Proben in umweltvirologischen Probenkonzentraten immer noch relativ
wenige Viren zu finden sind, werden immunologische Methoden wie
Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) hier &auRerst selten
verwendet. Die Detektion der Viren erfolgt daher fast ausschlieBlich

entweder mit Zellkultur-Tests oder molekularbiologischen Methoden.
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3.21. Zellkultur-Tests

Bevor sich in den 1990er Jahren molekularbiologische Methoden
durchsetzten, war man in der Umweltvirologie auf Zellkultursysteme
angewiesen. Nach Beimpfung einer geeigneten Zellkultur mit
Virussuspension kommt es zur Infektion der Zellen und zur
Virusvermehrung. Im Zellrasen sind dann sogenannte cytopathische
Effekte (CPE), d. h. Veranderungen in der Zellmorphologie, licht-
mikroskopisch sichtbar. Infektionen mit bestimmten Virustypen fuhren zu
einer vollstandigen Lyse der infizierten Zellen. In solchen Fallen kdnnen
Plaque-Tests durchgeflihrt werden. Hier wird Agar zur Zellkultur gegeben,
um den Viren lediglich eine Ausbreitung von Zelle zu Zelle zu
ermoglichen. Somit entstehen definierte Plaques, die zur Quantifizierung
verwendet werden kdnnen. Es wird entweder eine Zell-Monolayer mit Agar
Uberschichtet oder Zellen werden in Agar suspendiert (Wyn-Jones und
Sellwood 2001). Statt Plaque-Tests kdnnen auch Tests in Flissigmedium
durchgefiihrt werden. Ublicherweise werden hier ebenfalls Zell-Monolayer
eingesetzt. Eine semiquantitative Auswertung ist mdglich, indem

verschiedene Verdinnungsstufen auf CPE untersucht werden.

Fir den Nachweis der Gesamtzahl kultivierbarer Viren aus Wasserproben
werden haufig Buffalo Green Monkey Kidney (BGM)-Zellen verwendet
(United States Environmental Protection Agency 2001b; Lee und Jeong
2004; Sedmak et al. 2005). Mit diesen Ansatzen werden hauptsachlich
Adeno-, Entero- und Reoviren detektiert. Dariber hinaus werden fir
wasservirologische Nachweise noch verschiedene andere Zelllinien
eingesetzt, z. B. Human Adenocarcinoma of the Lung (A549)-, Human
Adenocarcinoma of the Colon (CaCo-2)-, Human Epidermoid Carcinoma
of the Larynx (HEp-2)-, Madin-Darby Bovine Kidney (MDBK)- und Human
Rhabdomyosarcoma (RD)-Zellen (Fong und Lipp 2005; Pusch et al. 2005;
Sedmak et al. 2005).

3.2.2. Molekularbiologischer Nachweis

Anfang der 1990er Jahre wurden Viren verbreitet mit Hilfe von Gensonden
nachgewiesen (Dubrou et al. 1991; Enriquez et al. 1993). Aufgrund
mangelnder Sensitivitat konnte sich diese Methode jedoch nicht

durchsetzen. Seitdem wird die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) als
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nahezu einziges molekularbiologisches Verfahren in der Umweltvirologie

verwendet.

Zunachst muss das Erbmaterial der Viren aus dem Probenkonzentrat
extrahiert werden. Viren besitzen als Erbmaterial entweder DNA oder
RNA. Zielt der Nachweis sowohl auf DNA- als auch auf RNA-Viren, muss
das Extraktionsverfahren fur DNA und RNA geeignet sein. Die immer noch
relativ grof3en Volumina der Probenkonzentrate stellen darliber hinaus ein
Problem dar. Bei Standardmethoden zur Nukleinsaureextraktion und bei
kommerziell erhaltlichen Systemen werden meist Ausgangsvolumina von
weit unter einem Milliliter eingesetzt. Bei umweltvirologischen Nachweisen
reichen solch geringe Volumina haufig nicht aus, um Zielorganismen zu
detektieren. Mit der Aufkonzentrierung groRer Wasservolumina geht
aullerdem eine Aufkonzentrierung von Schmutzstoffen und moglichen
PCR-Inhibitoren einher (Bosch 1998). Die Extraktionsmethode sollte diese
entfernen bzw. zumindest verringern. Basierend auf einer Arbeit von
Boom et al. (1990) werden haufig Verfahren angewandt, bei denen
Guanidinthiocyanat und Silikapartikel zugegeben werden (Puig et al. 1994;
Bofill-Mas et al. 2000; Hundesa et al. 2006). Es werden drei Eigenschaften
des chaotropen Salzes Guanidinthiocyanat ausgenutzt. Zum einen flhrt
es zur Lyse der Virionen durch Denaturierung der Kapsidproteine
(Maluquer de Motes et al. 2004) und somit zum Freiwerden der
Nukleinsauren, zum anderen werden Nukleasen inaktiviert. Schlief3lich
binden die Nukleinsauren in Anwesenheit des Salzes an zugegebene
Silikapartikel. Nach mehreren Waschschritten werden die Nukleinsauren
mit Hilfe eines wassrigen Puffers mit niedrigem Salzgehalt von den
Silikapartikeln eluiert. Nach diesem Prinzip kdnnen auch groRere
Probenvolumina (10 ml) extrahiert werden (Rajal et al. 2007a). Mit
magnetischen Silikapartikeln kann die Effizienz der Extraktion noch
gesteigert werden (Rutjes et al. 2005). Dartuber hinaus werden auch
klassische Phenol-Chloroform-Extraktionen durchgefuhrt, z. B. nach
Proteinase K-Behandlung (Carducci et al. 2003). Auch die Trizol®-
Methode beinhaltet die Reagenzien Guanidinthiocyanat, Phenol und
Chloroform (Vilagines et al. 1997b; Huang et al. 2000).
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Es wurden einige konventionelle Reverse Transkriptase (RT)-PCR-
Verfahren flir den Nachweis von RNA-Viren aus Wasserproben
beschrieben (Schwab et al. 1996; Abbaszadegan et al. 1999). Bei
konventionellen PCR-Verfahren ist immer eine Bestatigungsreaktion
erforderlich, z. B. Hybridisierung. Haufiger wurde in der Umweltvirologie
allerdings die nested PCR fur DNA-Viren bzw. nested RT-PCR fir RNA-
Viren verwendet (Pina et al. 1998; Bofill-Mas und Girones 2001; van
Heerden et al. 2005; McQuaig et al. 2006), bei der das Endprodukt der
ersten PCR-Runde als Template der zweiten Runde dient. Diese Methode
hat den Vorteil, dass auch sehr geringe Nukleinsduremengen nach zwei
PCR-Runden zu sichtbaren Signalen flihren. Aul3erdem fungiert die zweite
PCR-Runde als Bestatigungsreaktion. In den letzten Jahren setzen sich
(quantitative) Real-Time PCR-Verfahren durch, sowohl fur DNA- als auch
fur RNA-Viren (He und Jiang 2005; Jimenez-Clavero et al. 2005; Gregory
et al. 2006; Haramoto et al. 2010). Auch hier ist die Bestatigungsreaktion
bereits im Verfahren enthalten. Werden definierte Virus-Standards in den
PCR-Laufen mitgefuhrt, kdbnnen die Ergebnisse quantitativ ausgewertet
werden. Sowohl fur konventionelle als auch fur nested und Real-Time
PCR-Verfahren wurden diverse Multiplex-Varianten entwickelt, mit deren
Hilfe mehrere Virusspezies gleichzeitig detektiert werden konnen (Fout et
al. 2003; Formiga-Cruz et al. 2005; Wolf et al. 2010)

3.2.3. Vor-und Nachteile der Nachweismethoden

Der wichtigste Vorteil von Detektionsverfahren mit Zellkulturen besteht
darin, dass zugleich die Infektiositat der Viren bestatigt wird. Hinzu kommt
noch, dass mit bestimmten Zelllinien gleichzeitig eine Vielzahl
verschiedener Viren nachgewiesen werden kann. Zellkulturen zu pflegen
und Tests mit ihnen durchzufuhren ist allerdings zeitlich sehr aufwandig.
Aulerdem gibt es Viren wie z. B. Noroviren, die sich nur sehr schwer oder
uberhaupt nicht in Zellkulturen anzichten lassen. Solche Viren kénnen nur
molekularbiologisch erfasst werden. Weiter fuhren molekularbiologische
Methoden sehr schnell zu Ergebnissen, daneben ist ihre Sensitivitat
gerade in der Umweltvirologie von gro3em Vorteil. Durch die Verwendung
spezifischer Primer in den PCR-Reaktionen werden die Viren identifiziert,

abhangig vom Primer-Design auf Spezies-, Serotyp- oder Genotypniveau
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(Le Guyader et al. 1994; Haramoto et al. 2005; Jothikumar et al. 2005). Mit
Hilfe der PCR kann jedoch nicht entschieden werden, ob die detektierten
Genomabschnitte von infektiosen oder nicht infektidsen Viren stammten.
Die Tatsache, dass in Folge der notigen Aufkonzentrierung der
Wasserproben neben den Viren auch organische Substanzen in erhdhter
Konzentration vorliegen, fuhrt zu einem Sensitivitatsverlust des
molekularbiologischen Nachweises durch Inhibition der PCR-Reaktionen.
Vor allem Humin- und Fulvinsduren hemmen die Aktivitat von reversen
Transkriptasen und Polymerasen (Wilson 1997; Wyn-Jones und Sellwood
2001). Trotzdem werden mit PCR-Verfahren meist mehr positive Befunde
ermittelt als mit Zellkulturtests, wenn beide Methoden parallel angewandt
werden (Abbaszadegan et al. 1999; Pusch et al. 2005). Um eine mogliche
Inhibition der PCR-Reaktionen sichtbar zu machen, sollten
Amplifikationskontrollen mitgeflhrt werden (Gregory et al. 2006; Hoffmann
et al. 2006). SchlieRlich sind PCR-Methoden im Allgemeinen recht anfallig
fur Kontaminationen und somit fur falsch positive Ergebnisse. Dies gilt
besonders fur nested PCR-Verfahren, da hier die amplifizierten Produkte
der ersten in eine zweite PCR-Runde eingesetzt werden. Deshalb sollten
die einzelnen Nachweisschritte (Nukleinsdureextraktion, Herstellung des
Mastermix, Zugabe der Nukleinsduren, Gelelektrophorese) in
verschiedenen Raumen oder zumindest an verschiedenen Arbeitsplatzen
durchgefuhrt werden (Aslanzadeh 2004). Etwaige trotzdem auftretende
falsch positive Ergebnisse werden mit Hilfe von Negativkontrollen als

solche erkannt.

Um die Vorteile beider Methoden auszunutzen, konnen Zellkultur- und
PCR-Verfahren als sogenannte Integrated Cell Culture (ICC)-PCR
kombiniert werden. Zunachst wird eine Zellkultur mit Probenkonzentrat
beimpft. Nach Vermehrung der Viren erfolgen Nukleinsaureextraktion aus
den Zelllysaten und PCR. So wird sichergestellt, dass nur infektiose Viren
detektiert werden. Auch sehr geringe Konzentrationen von Viren kdnnen
aufgrund der Vermehrung in Zellkultur so weit erhéht werden, dass sie mit
PCR nachweisbar werden. Aulerdem werden im Probenkonzentrat
vorhandene PCR-Inhibitoren durch Zugabe von Nahrmedium verdunnt.

Reine Kulturnachweise dauern oft deutlich langer als ICC-PCR-Verfahren,
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da sich manche Viren zwar relativ schnell vermehren, CPE jedoch erst mit
Verzdgerung sichtbar werden (Reynolds et al. 1996; Greening et al. 2002).
Mit ICC-PCR werden mehr Proben als Virus-positiv erkannt als mit
konventionellen Zellkultur-Tests (Lee und Jeong 2004; Lee et al. 2005),
dies gilt auch fur desinfizierte Wasser (Blackmer et al. 2000). Dagegen
wird die Konzentration von infektiosen Viren in Wasserproben durch die
Anwendung von reinen PCR-Verfahren im Vergleich zu ICC-PCR-
Methoden haufig stark Uberschatzt (Shieh et al. 2008).
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M. MATERIAL UND METHODEN

1. Viren

Als Indikatoren fur virale Verunreinigungen in Trink- und Trankwasser
wurden humane und porzine Adenoviren sowie bovine Polyomaviren
ausgewahlt. Fur diese Indikatorviren und fur Influenzaviren wurden
Nachweismethoden entwickelt. Zur Etablierung der PCR-Nachweise und
zur kunstlichen Kontamination der Wasserproben wurden Viren von
verschiedenen Quellen bezogen und zum Teil im Rahmen dieser Arbeit

vermehrt.

1.1. Eingesetzte Virustypen

Humane Adenoviren 2 (Health Protection Agency, Grolbritannien),
porzine Adenoviren A (Friedrich-Loeffler-Institut (FLI), Insel Riems), aviare
Influenzaviren H10N7 (LGL), porzine Influenzaviren H3N2 (Impfviren,
Firma idt, Dessau-Roflau) sowie aviare Polyomaviren (Universitat Leipzig)
wurden verwendet. Bei den Polyomaviren waren bovine die
Zielorganismen. Da die Polyomavirus-PCR (s. Ill. 3.2.3.) sowohl aviare als
auch bovine Viren detektiert, konnten aviare Polyomaviren als
Positivkontrollen eingesetzt werden. Hochkonzentrierte Suspensionen der
Influenzaviren H10N7 und H3N2 sowie der aviaren Polyomaviren wurden
vom Fachlabor Veterinarwesen des LGL zur Verfligung gestellt.
Suspensionen von porzinen Adenoviren wurden hergestellt, indem der
lyophilisierte Inhalt eines vom FLI erhaltenen Rdéhrchens in 2 ml PBS
(Phosphate Buffered Saline; s. Anhang: IX. 1.1.3.1) gelost wurde. Mit
humanen Adenoviren wurden die meisten Versuche durchgefuhrt. Die

hierfir bendtigten Viren wurden in Zellkultur vermehrt.

1.2. Vermehrung von humanen Adenoviren

Zur Vermehrung von humanen Adenoviren 2 wurden Ab549-Zellen
(European Collection of Cell Cultures, Grol3britannien) — robuste, schnell
wachsende Zellen — verwendet. Das Wachstumsmedium der Zellen
bestand aus Minimal Essential Medium mit Earle’s Salzen (MEM,;
Biochrom, Berlin) und 10 % Fdétalem Kalberserum (FKS; PAA, Cdlbe). Die
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Zellen wurden bei 37 °C bebritet. Einmal wochentlich wurde ein Sechstel
der Zellen nach Trypsinisierung in eine neue Kulturflasche mit frischem
Medium uberflhrt. Zur Vermehrung der Viren wurde von einer eine Woche
gewachsenen Zellkultur das Medium abgesaugt und die Zellen mit einigen
Millilitern Virussuspension uberschichtet. Nach 1 h Inkubation bei 37 °C
wurde die Virussuspension abgesaugt, die Zellen mit PBS gewaschen und
frisches MEM mit 2 % FKS zugegeben. Nach siebentagiger Bebritung
wurde die Zellkulturflasche bei -20 °C eingefroren, je zweimal aufgetaut
und wieder eingefroren. Nach dem dritten Auftauen konnten die geplatzten
Zellbestandteile bei 175 x g in 5 min abzentrifugiert werden. Die
Uberstande, die die vermehrten Adenoviren enthielten, wurden portioniert

und bei -20 °C gelagert.

2. Aufkonzentrierung der Wasserproben

Die Aufkonzentrierung der Wasserproben erfolgte mit Hilfe von
»+Adsorptions-/Elutionsmethoden“ mit Glaswolle (Ouest Isol, Alizay,
Frankreich) als Filtermaterial bzw. der Virosorb® 1MDS-Filterkartusche
(3M, Neuss). Die Viren wurden =zunachst elektrostatisch an das
Filtermaterial gebunden. Durch Zugabe einer alkalischen proteinhaltigen
Pufferlosung wurde diese Bindung geldst. Die Viren befanden sich dann in
der Pufferlédsung. Durch Absenkung des pH-Wertes in der Pufferlosung
kam es zu einer Protein-Fallung, wobei die Viren in den Protein-Flocken
enthalten waren. Nach Zentrifugation sammelten sich die Viren im Pellet,
das mit Hilfe eines geringen Volumens an Phosphatpuffer resuspendiert
werden konnte.

Um sicher zu stellen, dass die mehrfach verwendeten Materialien
(Glasgefalde, Filtrationssaulen, Schlauche, pH-Elektroden, Zentrifugations-
gefalde) nach Desinfektion und Reinigung (s. Anhang: IX. 1.1.2.1.) keine
DNA-Reste mehr enthielten, wurde regelmaRig eine negative
Prozesskontrolle mitgeflhrt. Dazu wurden 10 | Wasser (5 | Leitungswasser
+ 5 | destilliertes Wasser) als normale Probe behandelt und die erhaltenen
Konzentrate mit Hilfe der verschiedenen PCR-Reaktionen (s. Ill. 3.2.)

untersucht.
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21. Aufkonzentrierung mit Glaswollfilter
Fast alle Wasserproben wurden Uber Glaswolle filtriert. Es werden die
hauptsachlich verwendete Methode und Variationen von Einzelschritten

innerhalb dieser Methode beschrieben.

10 I|-Wasserproben wurden entweder nur mit humanen Adenoviren
(HAdAV), mit HAdV sowie Influenzaviren oder mit HAdV, Influenza-,
Polyoma- und porzinen Adenoviren versetzt. Bei einem Groldteil der
Versuche wurden ca. 10* bis 10° HAdV-Viruspartikel zu 10 | Wasser
gegeben, dies entsprach einer Ausgangskonzentration von 1 bis 10
Viruspartikel pro ml Wasserprobe. Diese Ausgangskonzentration wurde
erreicht, indem die selbst vermehrten Viren (s. Ill. 1.2.) 1:100 bis 1:1000 in
PBS verdunnt wurden und 1 ml dieser Verdlinnung eingesetzt wurde. Von
den anderen Viren wurde ebenfalls je 1 ml der 1:100- bzw. 1:1000-
Verdlinnungen verwendet. Hier konnte die Ausgangskonzentration nicht
festgelegt werden, da eine Virus-Quantifizierung dber (RT-)PCR aufgrund
fehlender DNA- bzw. RNA-Standards nicht moglich war.

2.1.1. Hauptmethode

Die Aufkonzentrierung erfolgte in der Regel nach folgendem Schema: Fur
die Etablierung der Nachweismethoden wurde mit Probenvolumina von
101 (5 | Leitungswasser + 5 | destilliertes Wasser) gearbeitet, die mit Viren
kUnstlich kontaminiert wurden. Zur Filtration wurde das Wasser Uber einen
autoklavierbaren Silikonschlauch in eine Kunststoffsaule (s. Abb. 1)
gepumpt (Filtrationsgeschwindigkeit: 1 Liter pro Minute), die als

Filtermaterial 10 g Glaswolle enthielt.
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F
Abb. 1: Filtrationssaule mit Glaswollfilter

Bei den gezielt mit Testviren versetzten Proben wurde das Filtrat
aufgefangen und anschliefend autoklaviert (121 °C, 2 bar, 20 min), um
die nicht an die Glaswolle gebundenen Viren zu inaktivieren. Nach der
Filtration wurde der wuntere Ausgang der Saule verschlossen
(Quetschhahn am Schlauch) und die Saule mit 200 ml 3 %igem
sterilisierten Fleischextrakt-Glycin-Puffer (pH 9,5; s. Anhang: 1X. 1.1.3.2.)
geflllt. Nach einer Wartezeit von 10 min wurde der Quetschhahn leicht
geoffnet, so dass in 30 bis 45 min die gesamte Puffermenge in ein
Becherglas tropfte. Die in der Glaswolle verbliebene Pufferlosung wurde
mit Hilfe einer Glaspipette ausgepresst. Danach wurde zur Protein-Fallung
der pH-Wert im Eluat mit Hilfe von 1 N Salzsaure auf ca. 3,3 abgesenkt
und das Eluat bei 4.400 x g und 5 °C fur 30 bis 60 min zentrifugiert. Es
folgte das vorsichtige AbgieRen des Uberstands und sein Autoklavieren
vor der Entsorgung. Nach Loésen des Pellets in 10 ml PBS wurde das
erhaltene Probenkonzentrat in zwei 5 ml-Portionen aufgeteilt. Diese
konnten sofort fur die Nukleinsaureextraktion oder das Beimpfen von

Zellkulturen eingesetzt werden oder bei -20 °C gelagert werden.
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10 Liter-Probe

Filtrat wird
a:,tz,ak@cirert und ————— Filtration Uber Glaswolle
verworfen.
Viren an Glaswolle gebunden
Zugabe des alkalischen Puffers,
Elution der Viren
Viren in 200 ml Eluat
Uberstand wird Fallung, Zentrifugation, Losen
autoklaviertund ~————— des Pellets in Phosphatpuffer
verworfen.
Viren in 10 ml Konzentrat
molekularbiologischer Nachweis mit
Nachweis: ICC-PCR:
Nukleinsaureextraktion Zellkultur
PCR Nukleinsaureextraktion
PCR

Abb. 2: Schema der Aufkonzentrierung von Wasserproben

2.1.2. Variationen der Hauptmethode
Zum Teil wurden einzelne Parameter in der obigen Beschreibung der
Aufkonzentrierung variiert, um Faktoren zu identifizieren, die die

Wiederfindungsrate beeinflussen (s. Tab. 4).
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Tabelle 4: Variationen der Glasswolle-Hauptmethode

Hauptmethode Varianten
pH-Wert der keine Veranderung Einstellung auf ca. 3,5
Wasserprobe
Filtrationsge- 1 I/min a) 0,5 I/min
schwindigkeit b) 1,5 I/min

Filtrationssaule

Standard-Saule (g 3,2 cm),
10 g Glaswolle

a) grolere Saule (g 6,0 cm),
40 bis 50 g Glaswolle
b) Standard-Saule,
15 g Glaswolle (3 Fraktionen)
c¢) Standard-Saule,
15 g Glaswolle (3 Fraktionen
+ Moskitonetz)
d) Standard-Saule,
10 g Glaswolle anderer
Hersteller

Elutionspuffer

3 %iger Fleischextrakt-Glycin-
Puffer

a) 0,5 %iger Fleischextrakt-
Glycin-Puffer

b) Magermilch-Glycin-Puffer

Fallung und
Zentrifugation

pH-Wert-Absenkung auf 3,3
+ einmalige Zentrifugation bei
4400xg

a) pH-Wert-Absenkung auf 3,2
+ einmalige Zentrifugation bei
4400 xg

b) pH-Wert-Absenkung auf 3,4
+ einmalige Zentrifugation bei
4400 xg

c) pH-Wert-Absenkung auf 3,3
+ zweimalige Zentrifugation
bei 4.400 x g

d) pH-Wert-Absenkung auf 3,3
+ Ultrazentrifugation bei
40.000 x g

e) PEG-Zugabe + einmalige
Zentrifugation bei 4.400 x g

f) pH-Wert-Absenkung auf 3,3
+ einmalige Zentrifugation bei
4.400 x g + Ultrafiltration

2.1.2.1. pH-Wert der Wasserprobe
Normalerweise wurde der Ausgangs-pH-Wert der Wasserprobe nicht

verandert. Bei einigen Proben wurde der pH-Wert vor der Filtration in den

sauren Bereich (etwa 3,5) verschoben.

2.1.2.2. Filtrationsgeschwindigkeit

Durch

verschiedene

Einstellungen an

der

Pumpe wurde eine

Filtrationsgeschwindigkeit zwischen 0,5 und 1,5 Litern pro Minute erreicht.
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So konnte uUberpruft werden, ob die Filtrationsgeschwindigkeit einen

Einfluss auf die Wiederfindungsrate hatte.

2.1.2.3. Filtrationssaulen, Glaswolle und Elutionspuffer

Neben den Standard-Filtrationssdulen wurden auch grof3ere Saulen mit
fast doppeltem Durchmesser verwendet (s. Anhang: IX. 1.1.1.), die 40 bis
50 g Glaswolle enthielten, damit eine groRere Oberflache fir die
Virusadsorption zur Verfugung stand. Die Elution erfolgte hier mit dem im
Vergleich zur Standard-Saule doppelten Volumen Fleischextrakt-Glycin-
Puffer (400 ml).

Zur Vergrolerung der Oberflache des Glaswollfilters im Vergleich zur
Hauptmethode wurden noch andere Malinahmen ergriffen. Zunachst
wurden in die Standard-Filtrationssaule statt 10 g 15 g Glaswolle gegeben.
Die Glaswolle wurde dabei vor dem Beflllen in drei Fraktionen aufgeteilt,
die nacheinander in die Saule eingeflllt wurden (Vilagines et al. 1993).
Eine weitere Variante bestand darin, kleine Stliicke Moskitonetz zwischen
die Fraktionen zu legen, was zu einer Verbesserung der
Wiederfindungsraten fuhren sollte (persodnliche Mitteilung: M. B. Taylor,
University of Pretoria, Stdafrika). Neben der Glaswolle der Firma Ouest-
Isol wurden drei verschiedene andere Produkte eingesetzt: langfaserige
DMCS-behandelte Glaswolle (Macherey-Nagel, Dduren), feinstfaserige
silanisierte Glasfaserwatte (Macherey-Nagel) und Steinwolle (BayWa,

Unterschleil3heim).

Um zu prufen, ob mit anderen Elutionspuffern bessere Ergebnisse erzielt
werden konnten als mit 3 %igem Fleischextrakt-Glycin-Puffer, wurde mit
0,5 %igem Fleischextrakt-Glycin-Puffer bzw. mit Magermilch-Glycin-Puffer
(s. Anhang: IX. 1.1.3.2.) eluiert.

2.1.2.4. Fallung und Zentrifugation

Der pH-Wert der Eluate wurde auf Werte zwischen 3,2 und 3,4 abgesenkt.
In einigen Experimenten wurden die Uberstande der zentrifugierten Eluate
erneut zentrifugiert und die erhaltenen Pellets ebenfalls untersucht, um
festzustellen, ob ein nennenswerter Anteil der Viren im Uberstand

zuruckblieb. Statt der Zentrifugation bei 4.400 x g wurden einige Eluate bei
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40.000 x g (2 h; 4 °C) ultrazentrifugiert. Davor wurde der pH-Wert

ebenfalls auf ca. 3,3 abgesenkt.

Statt Fallung durch pH-Absenkung wurden in einigen Versuchen 20 g
Polyethylenglykol (PEG 8000, Sigma-Aldrich, Taufkirchen) und 2,4 g
Natriumchlorid zu 200 ml Eluat gegeben. Davor wurde das Eluat auf einen
pH-Wert von 7,2 eingestellt. Nach der Zugabe von PEG und
Natriumchlorid wurde das Eluat 1 bis 18 h bei 4 °C geruhrt (Vilagines et al.
1997b; Huang et al. 2000; van Heerden et al. 2005). Danach wurden die

Suspensionen zentrifugiert und wie Ublich weiter verfahren.

2.1.2.5. Weitere Konzentrierung durch Ultrafiltration

Ein weiterer Ansatz war, mit Hilfe der Ultrafiltration eine starkere
Aufkonzentrierung zu erreichen. Die mit der oben beschriebenen
Adsorptions-/Elutionsmethode erhaltenen Konzentrate wurden in
Ultrafiltrationsrohrchen (Vivaspin 20, Sartorius Stedim, Goéttingen) bei
4.400 x g 30 min zentrifugiert und die Nukleinsauren aus dem Retentat mit
dem QlAamp® Viral RNA Mini (s. Ill. 3.1.) extrahiert.

2.2, Aufkonzentrierung mit der Virosorb® 1MDS-Filterkartusche

Zur Aufkonzentrierung wurde hier statt Glaswolle ein System mit positiv
geladenem Filtermaterial, die Virosorb® 1MDS-Filterkartusche verwendet
(United States Environmental Protection Agency 2001a). Der Ablauf war
mit der Glaswolle-Methode vergleichbar. Die Probe wurde durch die
Kartusche gepumpt und anschlieBend mit 3 %igem Fleischextrakt-Glycin-
Puffer (Volumen: 1 1) eluiert. Die Aufkonzentrierung wurde mit organischer

Flockung durch pH-Wert-Absenkung und Zentrifugation abgeschlossen.

3. Molekularbiologischer Virusnachweis

FUr den molekularbiologischen Virusnachweis mussten zunachst die
Nukleinsauren von DNA- und RNA-Viren extrahiert werden. Die
Nukleinsaureextrakte wurden dann in verschiedene PCR-Reaktionen
eingesetzt. Bei jeder Extraktion und jeder PCR-Reaktion wurden Positiv-

und Negativkontrollen mitgefuhrt.
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3.1. Nukleinsaureextraktion

Die Nukleinsguren aus 5 ml Konzentrat wurden mit Hilfe eines
Guanidinthiocyanat-haltigen Lysepuffers und magnetischen Silikapartikeln
extrahiert. Das Prinzip dieser Extraktionsmethode wurde von Boom et al.
(1990) beschrieben, die Methode musste allerdings auf die grof3en
Ausgangsvolumina von 5 ml angepasst werden. Zur Lyse der Virionen
wurden zu 5 ml Probenkonzentrat 10 ml NucliSENS® easyMAG®
Lysispuffer (Biomérieux, Nurtingen) gegeben und 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert. FUr die weitere Extraktion wurden magnetische
Silikapartikel sowie Wasch- und Elutionspuffer der Firma Biomérieux
verwendet (NucliSENS® Magnetic Extraction Reagents). Nach der Lyse
wurden 50 pl Silikasuspension zupipettiert und die Probe gemischt. Nach
10 min bei Raumtemperatur, in denen die Nukleinsduren an die
Silikapartikel gebunden wurden, wurde das Rohrchen in einen
Magnetstander (Novagen® Magnetight Separation Stand, VWR
International, Darmstadt) gestellt und der Uberstand mit Pasteurpipetten
abgesaugt. Nach Entfernen des Magnets wurden die Silikapartikel in
400 pl Waschpuffer 1 resuspendiert und in ein 1,5 ml-Reaktionsgefal®
uberfihrt. Die Suspension wurde zum Waschen 30 s im Vortex
aufgeschuttelt, das Reaktionsgefald wieder in den Magnetstander gestellt
und der Uberstand erneut abpipettiert. Der Waschschritt wurde mit 400 pl
Waschpuffer 1 wiederholt. Dann folgten zwei Waschschritte mit 500 ul
Waschpuffer 2, wobei nach dem ersten Schritt die gesamte Probe in ein
neues Reaktionsgefald Ubertragen wurde. Nach einem letzten
Waschschritt mit 500 yl Waschpuffer 3 (15 s vortexen) wurden 50 pl
Elutionspuffer zu den Silikapartikeln gegeben und die Reaktionsgefalle
5min bei 60 °C mit 1400 Umdrehungen pro Minute geschittelt
(Thermomixer comfort, Fa. Eppendorf, Hamburg), um die gereinigten
Nukleinsauren von den Silikapartikeln zu I6sen. Danach wurden die
Reaktionsgefalie wieder im Magnetstander platziert und der Uberstand in
ein sauberes Gefal} Uberflhrt. Eine zweite Elution erfolgte mit weiteren
50 yl Elutionspuffer, so dass sich ein Endvolumen von 100 pl
Nukleinsaure-Extrakt ergab. Die Extrakte wurden bei -80 °C gelagert und

jeweils 5 bis 10 yl davon pro PCR-Reaktion eingesetzt.
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In mehreren Versuchsreihen wurde daran gearbeitet, die Effizienz der
Nukleinsaureextraktion durch Zerstérung der in den Konzentraten
enthaltenen Partikel zu steigern. Dafir wurden die Konzentrate vor der
Extraktion fur 10 min in ein Ultraschall-Reinigungsbad gestellt bzw. einmal

oder mehrmals eingefroren und wieder aufgetaut (s. Tab. 5).

Tabelle 5: Varianten bei der Nukleinsaureextraktion

Hauptmethode Varianten
Extraktion mit NucliSENS®- a) Ultraschallbehandlung des
Reagenzien Konzentrats + Extraktion mit

NucliSENS®-Reagenzien

b) Einfrieren und Auftauen des
Konzentrats + Extraktion mit
NucliSENS®-Reagenzien

c) Extraktion mit NucleoSpin® RNA
Virus F Kit

Aus einigen Konzentraten wurden die Nukleinsdauren mit dem
NucleoSpin® RNA Virus F Kit (Macherey-Nagel, Diren) nach
Herstellerangaben extrahiert, das Ausgangsvolumen betrug 1 ml.
Aullerdem wurde fur Suspensionen, in denen eine hohe Virus-
konzentration zu erwarten war, das QlAamp® Viral RNA Mini Kit (Qiagen,
Hilden) verwendet, beispielsweise flr die zur kinstlichen Kontamination
der Proben verwendeten Virussuspensionen oder Zellkulturiberstande.
Das eingesetzte Probenvolumen war hier 140 pl, zur Elution wurden 80 pl
(zweimal hintereinander 40 ul) Puffer zugegeben (s. Anhang: IX. 1.2.).
Sowohl mit diesen beiden Kits als auch mit der zuvor beschriebenen
Extraktionsmethode mit magnetischen Silikapartikeln koénnen die

Nukleinsauren von RNA- und DNA-Viren extrahiert werden.

Die Lyse- und Waschpuffer aller verwendeten Verfahren enthielten
Guanidinsalze. Sinkt der pH-Wert von Lésungen mit Guanidinsalzen in
den sauren Bereich, konnen toxische Gase entstehen. Daher wurden
wahrend der Extraktion die Abfallldsungen gesammelt und ca. 1 g
Natriumhydroxid-Platzchen pro 50 ml Losung zugegeben. Die alkalische

Lésung wurde als Sondermiill entsorgt.
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3.2 PCR-Verfahren

Die fur die PCR-Nachweise bendtigten Primer und Sonden (s. Tab. 6)
stammten von den Firmen MWG-Biotech (Ebersberg) und Tib Molbiol
(Berlin), Nuklease-freies Wasser von Promega (Mannheim) und
Magnesiumchlorid (MgCl,)-Losung von Invitrogen (Karlsruhe) bzw.
Promega. Fur die konventionelle PCR wurden der MasterCycler® 5333
(Eppendorf, Hamburg), fir die Real-Time PCR die Gerate Stratagene
Mx3000P® und Mx3005P® (Agilent Technologies, Waldbronn) verwendet.
Die Elektrophorese erfolgte in einem 2 %igen Agarose-Gel (peqGOLD
Universal Agarose; Peqlab Biotechnologie, Erlangen), als DNA-Farbstoff

diente Ethidiumbromid.

In den folgenden Abschnitten werden die Protokolle der PCR-Ansatze
aufgefuhrt. Um die hemmende Wirkung organischer Substanzen in den
Probenkonzentraten auf die PCR-Reaktionen zu verringern, wurden ab
den Sommerproben 2008 (s. Ill. 7.2.) zusatzlich 2 pg bovines
Serumalbumin (BSA; Sigma-Aldrich, Taufkirchen) pro pl Mastermix

zugegeben.

3.2.1. Nested und Real-Time PCR fir humane Adenoviren

Die nested PCR zum Nachweis humaner Adenoviren (degenerierte
Primer: Allard et al. 2001) wurde bereits im Rahmen des EU-Projektes
,Virobathe“ am LGL etabliert (www.virobathe.org). Die Zielsequenz liegt in
einem konservierten Bereich des Hexon-Gens. In der ersten PCR-Runde
enthielt ein 50 pl-Ansatz 19,8 ul Nuklease-freies Wasser, 5 pyl 10 x
Platinum® Taq Puffer (Invitrogen), 3 pl 25 mM MgCl,-Loésung, 5 pl
Nukleotid-Mix (2,5 mM dATP, 2,5 mM dCTP, 2,5 mM dGTP, 5 mM dUTP;
Promega), je 0,5 pl 50 pM Primer Hex1 und Hex2, 5 ul interne
Amplifikationskontrolle (10 pg/ ml) (Adenoiac, Yorkshire Bioscience, York,
Grol3britannien), 1 ul Uracil-N-Glycosylase (1 U/ pl, Invitrogen), 0,2 ul
Platinum® Taq (5 U/ ul, Invitrogen) und 10 ul Nukleinsaureextrakt. Der
50 ul-Ansatz fur die zweite Runde bestand aus 36,8 ul Wasser, 5 pl 10 x
Platinum® Taq Puffer, 3 pyl 25 mM MgCl,-Lésung, 2 pl Nukleotid-Mix (s.o0.),
je 0,5 yl 50 yM Primer Hex3 und Hex4, 0,2 ul Platinum® Taq (5 U/ yl) und
2 ul PCR-Produkt der ersten Runde. In der ersten PCR-Runde wurden

zunachst Kontaminationen durch die Aktivierung der Uracil-N-Glycosylase
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zerstort (50 °C, 10 min), dann diese wieder inaktiviert und die Polymerase
aktiviert (95 °C, 10 min). Nach 45 PCR-Zyklen (94 °C, 30 s; 55 °C, 30 s
und 72 °C, 1 min) erfolgte ein letzter Extensionsschritt (72 °C, 5 min). Das
Thermoprotokoll der zweiten Runde hatte die folgenden Komponenten:
Denaturierung (94 °C, 3 min), 45 Zyklen (94 °C, 30 s; 55 °C, 30 s und 72
°C, 1 min) und Extension (72 °C, 5 min).

Um eine Quantifizierung der in den Proben vorhandenen DNA-Mengen zu
ermoglichen und um die Wiederfindungsraten der Aufkonzentrierungs-
methode zu bestimmen, war zusatzlich zur nested PCR- eine Real-Time
PCR-Methode ndétig. Bei dieser TagMan®-Methode wurden zwei
degenerierte Primer (AdF und AdR) und eine Sonde (AdP1) verwendet,
deren Sequenzen ebenfalls in einem Fragment des Hexon-Gens von
humanen Adenoviren liegen (Hernroth et al. 2002; Calgua et al. 2008). Die
Amplifikation wurde in einem 25 pul-Ansatz durchgefuhrt, der 12,5 ul
TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Darmstadt), je
1 yl 22,5 yM Primer AdF bzw. AdR und 0,5 pl 11,25 yM Sonde AdP1
sowie 10 pl Nukleinsaureextrakt enthielt. Nach der Aktivierung der im
TagMan® Universal PCR Master Mix enthaltenen Uracil-N-Glycosylase
(50 °C, 2 min) und der Tag-Polymerase (95 °C, 10 min) folgten 45 PCR-
Zyklen (95 °C, 15 s und 60 °C, 1 min). Zum Erstellen von Standardkurven
und somit zur Quantifizierung wurde Adenovirus 5-DNA (Tebu-Bio,
Offenbach) verwendet. Aulderdem wurde die quantifizierte Adenovirus 5-
DNA zur Inhibitionskontrolle bei der Untersuchung der Trinkwasserproben
eingesetzt. Fur die Kontrollreaktion wurden 5 pl Nukleinsaureextrakt der
Probe und 5 pyl Wasser, das 500 Adenovirus 5-Genomkopien enthielt, in
der PCR untersucht. Dieses Ergebnis wurde mit dem Wert fur 500
Genomkopien in 10 pyl Wasser (ohne Proben-DNA-Extrakt) verglichen.

Hemmstoffe im Probenextrakt fiihren zu schwacheren PCR-Signalen.



Il. Material und Methoden 45

Tabelle 6: Sequenzen der eingesetzten Primer und Sonden

Primer
Zielviren PCR bzw. Sequenz (5- 3’) Literatur
Sonde
Humane nested | Hex1 GCCSCARTGGKCWTACATGCACATC Allard et al.
Adeno- PCR 2001

viren Hex2 CAGCACSCCICGRATGTCAAA

Hex3 GCCCGYGCMACIGAIACSTACTTC

Hex4 CCYACRGCCAGIGTRWAICGMRCYTTGTA

Real- AdF CWTACATGCACATCKCSGG Hernroth et
Time al. 2002
PCR AdR CRCGGGCRAAYTGCACCAG

AdP1 6FAM-CCGGGCTCAGGTACTCCGAGGCGTCCT-TAMRA

Porzine nested | PAV1 GATGTCATGGAYAACGTCAAC Maluquer

Adeno- PCR de Motes
) PAV2 CACGGAGGAGTCRAACTGGATG

viren et al. 2004

PAV3 TACTGCMAGTTYCACATCCAGGT

PAV4 GGAATGGAGATGGGCAGGTT

Polyoma- | PCR BPV1 TGCTTATGTGGGARGCTGT nicht
viren veroffent-
BPV2 TCTGGRCACCAACACTCAA licht
i
Influenza | Real- IVA1-f | AGATGAGTCTTCTAACCGAGGTCG Spackman
A-Viren Time et al. 2002

RT IVA1-r | TGCAAAAACATCTTCAAGTYTCTG

PCR IVA1-S | 6FAM-TCAGGCCCCCTCAAAGCCGA-BHQ1

IVA2-f | TCGAGGGCGACACCCTG

IVA2-r | CTTGTACAGCTCGTCCATGC

IVA2-S | HEX-AGCACCCAGTCCGCCCTGAGCA-BHQ1

degenerierte Primer:

K=GoderT;M=AoderC;R=GoderA; S=CoderG;W=AoderT;Y=CoderT,;
| = Inosin

Farbstoffe bei Sonden:

6FAM: 6-Carboxy-Fluorescein

TAMRA: 6-Carboxy-Tetramethylrhodamin

BHQ1: 2,5-Di-tert-Butylhydroquinon-1

HEX: Hexachlorfluorescein
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3.2.2. Nested PCR fiir porzine Adenoviren

Fir Adenoviren des Schweins wurde eine nested PCR mit degenerierten
Primern nach Maluquer de Motes et al. (2004) durchgeftihrt. Auch hier war
ein Bereich des Hexon-Gens die Zielsequenz. In der ersten PCR-Runde
bestand ein 50 pl-Ansatz aus 30,1 pyl Wasser, 5 pyl 10 x Platinum® Taq
Puffer, 3 pul 25 mM MgCl,, 0,5 pul 10 mM dNTPs, je 0,5 yl 50 pM Primer
PAV1 und PAV2, 0,4 pl Platinum® Taq (5 U/ pl) und 10 pyl DNA-Extrakt.
Fur die zweite Runde wurden folgende Komponenten bendtigt: 39,3 ul
Wasser, 5 ul 10 x Platinum® Taq Puffer, 3 yl 25 mM MgCl,, 0,5 yl 10 mM
dNTPs, je 0,4 ul 20 yM Primer PAV3 und PAV4, 0,4 pl Platinum® Taq (5
U/ pl) und 1 pl PCR-Produkt der ersten Runde. Das Thermoprotokoll der
ersten Runde lautet wie folgt: 94 °C, 4 min; 30 Zyklen (92 °C, 1 min; 54
°C, 1 min und 72 °C, 1 min 15 s); 72 °C, 7 min. Das Protokoll fur die
zweite Runde entsprach mit einer Ausnahme dem der ersten: Die

Annealing-Temperatur wurde von 54 °C auf 57 °C erhoht.

3.2.3. PCR fir Polyomaviren

Die degenerierten Primer und das PCR-Protokoll fir aviare und bovine
Polyomaviren wurden am LGL entwickelt (Fachlabor Veterinarwesen,
Prof. M. Buttner, nicht verodffentlicht). Durch ,Wobbles“ innerhalb der
Primer-Sequenzen, d. h. durch die Mischung verschiedener Basen an
einer Position (R = A oder G; s. Tab. 6), kdbnnen sowohl aviare als auch
bovine Polyomaviren mit dieser PCR detektiert werden. Ein 50 pl-Ansatz
enthielt 31 pl Wasser, 5 pyl 10 x Platinum® Taq Puffer, 1,5 pyl 50 mM
MgClz, 1 pl 10 mM dNTPs, je 0,5 pl 50 uM Primer BPV1 und BPV2), 0,5 pl
Platinum® Taq (5 U/ pl) und 10 pl DNA-Extrakt. Das Thermoprotokoll
bestand aus folgenden Einzelschritten: 94 °C, 2 min; 35 Zyklen (94 °C,
1 min; 50 °C, 1 min 15 sund 72 °C, 1 min 15 s); 72 °C, 5 min.

3.2.4. Real-Time RT (Reverse Transkriptase)-PCR fiir
Influenzaviren

Zur Detektion von Influenza A-Viren wurde eine Real-Time RT-PCR nach

Spackman et al. (2002) verwendet. Die Methode kam am LGL auch bei

der Untersuchung von Voégeln auf aviare Influenza zum Einsatz, mit ihr

kénnen jedoch auch Influenza A-Viren des Menschen und von anderen
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Tieren nachgewiesen werden. Die Zielsequenz liegt in einer konservierten
Region des Matrix-Gens des Virus. Um zu Uberprifen, ob bestimmte
Inhaltsstoffe der Probe die PCR-Reaktion hemmen, wurde eine interne
Amplifikationskontrolle (Hoffmann et al. 2006) eingesetzt (Intype IC-RNA,
Labor Diagnostik Leipzig). Ein 25 pl-Ansatz enthielt 12,5 ul Reaction Mix
und 1 pl Enzymmix aus dem Kit ,Super Script™ Il One-Step RT-PCR
System*“ (Invitrogen), dazu jeweils 2 pl Primer-Mischungen (IVA1-Mix zur
Detektion der Ziel-RNA und IVA2-Mix zur Detektion der Kontroll-RNA),
2l Wasser, 0,5 pl Kontrol-RNA (2 x 10° Kopien/ul) und 5
Nukleinsaure-Extrakt. 200 pl des IVA1-Mix bestanden aus 20 ul Primer
IVA1-f (100 pM), 30 pl IVA1-r (100 uM), 2,5 ul Sonde IVA1-S (100 uM)
und 147,5 ul Wasser. 200 ul des IVA2-Mix setzten sich aus 5 pl Primer
IVA2-f (100 uM), 5 pl IVA2-r (100 uM), 2,5 pl Sonde IVA2-S (100 uM) und
187,5 yl Wasser zusammen. Nach der Reversen Transkription (50 °C,
30 min) und der Aktivierung der Tag-Polymerase (94 °C, 2 min) folgten 50
PCR-Zyklen (94 °C, 30 s; 57 °C, 30 s und 68 °C, 30 s).

4. Bestimmung der Wiederfindungsraten beim

Virusnachweis

Um die Effizienz der Gesamtmethode zum Virusnachweis bewerten zu
konnen, wurden Wiederfindungsraten ermittelt. Dabei handelte sich um
quantitative Wiederfindundungsraten. Eine zehnprozentige Wieder-
findungsrate bedeutet also nicht, dass von zehn kinstlich kontaminierten
Proben nur eine als positiv erkannt wurde. Vielmehr wird bei einer Zugabe
von z. B. 1.000 Viren zur Wasserprobe vor der Aufkonzentrierung ein
PCR-Ergebnis erzielt, aus dem sich eine Zugabe von nur 100 Viren
berechnen lasst. Wiederfindungsraten konnten fur HAdV und
Influenzaviren relativ einfach bestimmt werden, da Real-Time PCR-
Nachweise verwendet wurden. Die meisten Versuche wurden mit
humanen Adenoviren durchgefuhrt, da sie im Rahmen dieser Arbeit je
nach Bedarf vermehrt wurden und somit unbegrenzt zur Verflgung

standen.

Bei jeder Nukleinsaureextraktion aus den 5 ml-Konzentraten kunstlich

kontaminierter Proben wurde eine zusatzliche Probe mitgefihrt. Diese
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fungierte sowohl als Positivkontrolle fur die Extraktion, sie diente aber
auch zur Bestimmung der urspringlichen Viruskonzentration in der
Wasserprobe. Sie bestand aus 4,5 ml PBS und 05 ml der
Virussuspension, die zur kunstlichen Kontamination der jeweiligen
Wasserprobe verwendet worden war. Bei HAdV konnte mit Hilfe des Real-
Time PCR-Ergebnisses dann die Genomanzahl berechnet werden, die in
1 ml Virussuspension und somit in 10 | Wasserprobe vor der
Aufkonzentrierung enthalten war (,Ausgangswert®). Aus dem Real-Time
PCR-Ergebnis einer kunstlich kontaminierten Probe wurde ebenfalls die
Genomanzahl bestimmt, die sich flr die betreffende 10 I-Wasserprobe
ergab. Der Quotient aus dieser Anzahl und dem ,Ausgangswert® lieferte
die Wiederfindungsrate. Fur Influenzaviren konnten Wiederfindungsraten
nur geschatzt werden, da in dieser Real-Time RT-PCR kein quantifizierter
RNA-Standard mitgefuhrt wurde. Die Schatzung erfolgte mit Hilfe der
Faustformel, die besagt, dass in einer Real-Time PCR mit der Erhéhung
der Ziel-DNA- bzw. -RNA-Menge im PCR-Ansatz um eine Zehnerpotenz
der Ct (Cycle Threshold)-Wert um ca. 3,3 abnimmt. So konnte aus den
Unterschieden in den Ct-Werten zwischen ,Ausgangswert® (s. 0.) und dem
Wert einer kinstlich kontaminierten Probe die Wiederfindungsrate

abgeschatzt werden.

5. Nachweis infektioser Adenoviren mit ICC-PCR

Ob Probenkonzentrate, die in einer Adenovirus-PCR positiv getestet
wurden, auch infektiése Viren enthielten, wurde mit Hilfe der ICC-PCR
uberpruft. Da fur den rein molekularbiologischen Nachweis nur die Halfte
des Konzentrats jeder Probe verwendet wurde, stand fur die ICC-PCR
noch genugend Material zur Verfugung. Pro Probe wurden sieben 50 ml-
Zellkulturflaschen (Greiner Bio-One, Frickenhausen) mit je ca. 5 x 10°
A549-Zellen in 5 ml MEM mit 10 % FKS (s. Ill. 1.2.) beflllt. In vier Tagen
Bebritung bei 37 °C entstand ein Zell-Monolayer. Nach dem Abgielien
des Wachstumsmediums wurden vier Flaschen mit je 1 ml
Probenkonzentrat, zwei Flaschen mit je 1 ml Adenovirus 2-PBS-
Suspension (Positivkontrollen, 100 Viruspartikel pro ml) und eine Flasche
mit 1 ml PBS (Negativkontrolle) beimpft. Nach einstindiger Inkubation bei
37 °C wurde das Inokulum abgegossen. Die Zellen wurden mit PBS
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zweimal gewaschen und anschlieBend mit je 4 ml MEM mit 2 % FKS
uberschichtet. Eine Flasche mit Probenkonzentrat und eine Positiv-
kontrolle wurden sofort bei -20 °C eingefroren (Kontrolle zum Zeitpunkt
t = 0). Die restlichen Flaschen wurden funf Tage bei 37 °C bebrutet und
dann bei -20 °C gelagert. Anschliellend wurden alle Flaschen je zweimal
aufgetaut und wieder eingefroren. Nach dem dritten Auftauen wurde der
gesamte Inhalt einer Flasche in ein Zentrifugenrohrchen tberflhrt und bei
175 x g 5 min zentrifugiert. Aus den Uberstéanden wurde entweder sofort
oder nach Lagerung bei -20 °C die DNA mit Hilfe des QIAamp® Viral RNA
Mini Kit (s. lll. 3.1; Anhang: IX. 1.2.) extrahiert. Die DNA-Extrakte wurden

in eine nested oder Real-Time PCR fir humane Adenoviren eingesetzt.

6. Bakteriophagen-Nachweis aus groRen

Wasservolumina

Fir die Detektion F-spezifischer RNA-Bakteriophagen und somatischer
Coliphagen gibt es die Normen DIN EN ISO 10705-1 und 10705-2 (DIN
2001a, DIN 2001b). Das eingesetzte Probenvolumen betragt jedoch
jeweils nur 1 bis 100 ml. Fur Grundwasserproben werden Probenvolumina
von 500 ml empfohlen (Grabow 2001). DIN EN ISO 10705-2 enthalt eine
Anmerkung, dass ein Test auf An- bzw. Abwesenheit von somatischen
Coliphagen auch fur gro3ere Probenvolumina verwendet werden kann.
Wie man dabei genau vorgeht, wird nicht beschrieben. Deshalb wurde ein
eigenes Protokoll entwickelt, wobei aber die Medien der DIN-Normen
eingesetzt wurden. Fur den Nachweis von somatischen Coliphagen
wurden zu 500 ml auf Raumtemperatur erwarmte Probe 50 ml 10fach
konzentrierte Modifizierte Scholtens Bouillon, 3 ml Calciumchlorid-Losung
und 5 ml Wirtskultur (E. coli DSM 13127; DSMZ, Braunschweig), die sich
in exponentieller Wachstumsphase befand, gegeben (s. Anhang: IX.
1.3.1.). Nach der Bebrutung bei 37 °C fur 18 + 2 h auf einem Schuttler
wurde 1 ml der Kultur enthommen, 400 ul Chloroform zupipettiert und
gemischt. Nach 1 h bei 4 °C wurde die Suspension 5 min bei 3.000 x g
zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Pro Probe wurden 5
Tropfen des Uberstandes auf vorbereitete Agarplatten (Modifizierter

Scholtens’ Agar mit einer Schicht aus Modifiziertem Scholtens’ Weichagar
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und eingemischter Impfkultur) aufgebracht. Die Platten wurden bei 37 °C
18 £ 2 h inkubiert und anschlieBend auf klare Zonen innerhalb der
betropften Flachen untersucht. Klare Zonen bedeuteten die Lyse der
Wirtsbakterien und somit die Anwesenheit von somatischen Coliphagen in
500 ml Wasserprobe. Fur den Nachweis von F-spezifischen
Bakteriophagen wurde die gleiche Methode verwendet, nur die Medien
und der Wirtsstamm unterschieden sich. Die Medien waren 10fach
konzentrierte Trypton-Hefeextrakt-Bouillon, Trypton-Hefeextrakt-Glucose
(TYG)-Agar und TYG-Weichagar (s. Anhang: IX. 1.3.2.). Als Wirtsstamm
diente Salmonella Typhimurium WG49 (ATCC 700730; LGC Standards,
Wesel). Neben 50 ml 10fach konzentrierter Trypton-Hefeextrakt-Bouillon
und 5 ml Wirtskultur wurden 5 ml Calcium-Glucose-Losung zu 500 ml
Probe gegeben. Als Positivkontrollen und zur kinstlichen Kontamination
der Proben bei der Methodenetablierung wurden der somatische
Coliphage Phi X174 (DSM 4497; DSMZ) und der F-spezifische
Bakteriophage MS2 (DSM 13767; DSMZ) verwendet.

7. Untersuchung bayerischer Wasserversorgungen

Die im Labor etablierten Methoden zum Nachweis von Indikatorviren aus
Trink- und Trankwasser wurden anschlieRend fur die Untersuchung von
zehn bayerischen Wasserversorgungen eingesetzt. Parallel wurden
bakteriologische und chemisch-physikalische Parameter erhoben und die

Anwesenheit von Bakteriophagen Uberpruft.

71. Wasserversorgungen

Mit Unterstutzung durch Dr. Stefan Herb vom Bayerischen Landesamt fur
Umwelt und die Gesundheitsamter wurden zehn Wasserversorgungen in
Bayern ausgewahlt (s. Tab. 7). Diese wiesen hygienisch problematische
Charakteristika auf, wie ungunstige geologische Gegebenheiten (z. B.
Karstgebiete), flache Brunnen und/oder intensive landwirtschaftliche
Nutzung in der Umgebung. Dann wurde bei den Versorgern angefragt, ob
sie bereit waren, am Untersuchungsprogramm teilzunehmen. Bei der
Halfte der Versorgungen wurde das gewonnene Wasser nicht aufbereitet,
das Rohwasser entsprach also dem Trinkwasser. Von den

Wasserversorgungen mit Aufbereitung wurde in der Regel nur das
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Rohwasser untersucht, von Versorgung 8 zusatzlich aufbereitetes Wasser
(nach Ultrafiltration, vor UV-Desinfektion). Es handelte sich um relativ
kleine Versorgungen mit Wasserabgabemengen von knapp 4.000 bis
300.000 m® pro Jahr.

Tabelle 7: Charakterisierung der Wasserversorgungen

Jahrl.

Wasser- Zustandiges ) ) Wasserab-

versorgung Gesundheitsamt Aufbereitung Gewinnung gabemenge in
m3

1 Ebersberg Chlorung Quellfassung 10.000

2 Ostallgéu Ultrafiltration Quellfassung 175.000

3 Muhldorf am Inn keine Quellfassung 15.000

4 Schwandorf keine Brunnen k. A*

5 Schwandorf keine Brunnen 180.000

6 Muihldorf am Inn keine Brunnen 3.800

7 Ansbach Chlorung Quellfassung 31.500

8 Neumarkt Ultrafiltration Quellfassung 160.000

9 Kelheim keine Brunnen 80.000

10 Neumarkt Ultrafiltration Quellfassung 300.000

*: Keine Angabe, da es sich um einen Notbrunnen handelte. Die Proben wurden wéhrend
der Spulung des Brunnens entnommen.

7.2. Probenahmen

Insgesamt erfolgten 39 Probenahmen bei zehn Wasserversorgern. Bei
neun Wasserversorgern wurden je vier Proben genommen, bei einem
(Nr.3) nur drei Proben, da der Betreiber die Genehmigung fur die
Untersuchung im Sommer 2008 zurickzog. Der Abstand zwischen den
einzelnen Probenahmen betrug etwa drei Monaten, so dass an jeder

Wasserversorgung zu jeder Jahreszeit eine Probe untersucht wurde.

Die Filtration der Proben uber Glaswolle erfolgte vor Ort an einer
geeigneten Entnahmestelle des Brunnens, im Quellschacht bzw. im
Wasserwerk. Bei jeder Probenahme wurden 300 bis 500 Liter Wasser in
vier bis funf Stunden filtriert. Zusatzlich wurde eine 10 Liter-Probe, die am
folgenden Tag im Labor als Positivkontrolle mit Viren versetzt wurde, und
weitere Proben fur die bakteriologische und chemisch-physikalische

Untersuchung sowie den Phagennachweis entnommen. Die Saule mit
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Glaswolle und die Wasserproben wurden gekuhlt ins Labor transportiert

und uUber Nacht im Kuhlschrank aufbewahrt.

7.3. Virologische, bakteriologische und chemisch-physikalische
Untersuchung

Am Tag nach der Probenahme wurde zur Saule Fleischextrakt-Glycin-
Puffer zugegeben und wie in Kapitel 1ll. 2.1.1. beschrieben weiter
verfahren. Die 10 Liter-Probe wurde mit Viren beimpft und aufkonzentriert
(1. 2.1.1.). AnschlieBend wurden die Konzentrate der Probe und der
Positivkontrolle mit (RT-)PCR auf humane und porzine Adenoviren,
Polyomaviren und Influenza A-Viren untersucht (s. Ill. 3.2.). Sowohl bei
den 10 |-Prozesskontrollen als auch den Proben wurden die unverdiunnten
Nukleinsaure-Extrakte und die 1:2-, 1:10- und teilweise die 1:100-
Verdlinnungen getestet. Inhibitionskontrollen (s. |Ill. 3.2.1.) wurden
ebenfalls flir die unverdinnten und verdinnten Prozesskontrollen und
Proben durchgefuhrt. Bei Proben, die in der PCR fur humane Adenoviren
positiv waren, wurde mit ICC-PCR (s. Ill. 5.) Uberprift, ob infektiose
Adenoviren vorhanden waren. Somatische Coliphagen und F-spezifische
RNA-Bakteriophagen wurden nach dem Protokoll aus Kapitel Ill. 6.
nachgewiesen. Die bakteriologischen und chemisch-physikalischen
Untersuchungen erfolgten im mikrobiologischen (Dr. Peter Schindler) bzw.
im chemischen Wasserlabor (Dr. Werner Hobel) des LGL. Es wurden die
Parameter Coliforme, E. coli, enterohamorrhagische E. coli, Koloniezahl
(bei 22 und bei 36 °C), intestinale Enterokokken, Clostridium perfringens
und Flexibacter-/Sporocytophaga-Gruppe sowie pH-Wert, Leitfahigkeit,
Oxidierbarkeit, Tribung, Farbung, UV-Absorption, Ammonium, Nitrat,
Nitrit, Eisen und Mangan bestimmt. Die Wassertemperatur wurde wahrend

der Probenahme gemessen.
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IV. ERGEBNISSE

1. Etablierung des Bakteriophagennachweises

Mit Hilfe der Phagen MS2 und Phi X174 konnte der Test auf An- bzw.
Abwesenheit von F-spezifischen RNA-Bakteriophagen und somatischen
Coliphagen in 500 ml erfolgreich etabliert werden. In verschiedenen
Versuchen wurden 500 ml Pepton-Salzlésung mit Phagensuspensionen,
die 1 bis 50 Phagenpartikel enthielten, beimpft. Die Anzahl der
Phagenpartikel war zuvor gemaf DIN EN ISO 10705-1 und 10705-2 (DIN
2001a, DIN 2001b) bestimmt worden. Bei allen Tests konnte die
Anwesenheit der Bakteriophagen bestatigt werden, die Nachweisgrenze

lag bei einem Phagenpartikel in 500 ml.

2. Etablierung der PCR-Nachweise

Bevor mit der Etablierung der Gesamtmethode zum Virusnachweis
begonnen werden konnte, mussten zunachst die PCR-Reaktionen fur die
verschiedenen Viren eingefiihrt werden. Es wurde auf eine Uberpriifung
der Spezifitat der einzelnen PCR-Reaktionen verzichtet, da hauptsachlich
Primer und Sonden verwendet wurden, deren Spezifitat schon von
mehreren Autoren bestatigt worden war. AulRerdem lag der Schwerpunkt
der Arbeit auf der Etablierung der Aufkonzentrierungsmethode. Falsch
positive Ergebnisse der Trinkwasser wurden dadurch verhindert, dass

positive Befunde durch Sequenzierung bestatigt wurden.

Es wurden Nukleinsauren, die aus Suspensionen der zur kinstlichen
Kontamination der Proben verwendeten Viren (s. Ill. 1.1.) mit dem
QlIAamp® Viral RNA Mini Kit extrahiert wurden, bei der Einfuhrung der
PCR-Reaktionen eingesetzt. Bei humanen Adenoviren wurde eine
quantitative Nachweisgrenze der PCR-Reaktion bestimmt. Die Sensitivitat
der anderen PCR-Nachweise konnte nicht quantitativ Uberprift werden, da
keine DNA- bzw. RNA-Standards zur Verfugung standen.
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21. Etablierung der PCR-Nachweise fir humane Adenoviren

Humane Adenoviren Typ 2 wurden in Zellkultur vermehrt. Unverdinnte
DNA-Extrakte und Verdiinnungen in Nuklease-freiem Wasser von 107" bis
10* wurden in die PCR eingesetzt. Ubereinstimmend lag die
Nachweisgrenze sowohl bei der nested als auch bei der Real-Time PCR
im Bereich der 10°-Verdiinnung. Dies bedeutet, dass die DNA aus ca.
0,02 ul Zellkulturiiberstand fur ein positives PCR-Ergebnis ausreichte (140
Ml Zellkulturiberstand in der Extraktion, 80 pl Elutionsvolumen in der
Extraktion, 10 pul DNA in der PCR). Abbildung 3 zeigt das Ergebnis einer
nested PCR, es wurden je zwei Parallelen der einzelnen
Verdiinnungsstufen (10* bis unverdiinnt) und der Negativkontrolle
eingesetzt. Die Zielsequenz ist 171, die interne Amplifikationskontrolle
(IAC) 337 Basenpaare (bp) lang. Fiir die Verdiinnungen bis 102 sind die
Banden der Zielsequenz deutlich ausgebildet, eine Parallele der 107-
Verdiinnung ist nur schwach zu sehen. Fiir die 10™*-Verdiinnung und die
Negativkontrolle bestatigen die deutlichen |IAC-Banden eine erfolgreiche
PCR-Reaktion, Zielsequenzen sind aber nicht nachweisbar. Bei hdheren
Viruskonzentrationen ist die |IAC-Bande meist schwach ausgebildet.
Zwischen den Banden der IAC und der Zielsequenz ist haufig noch eine

weitere Bande erkennbar.
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Zielsequenz (171 bp)

interne Amplifikations-
kontrolle (337 bp)

Abb. 3: Ergebnis einer nested PCR fur humane Adenoviren

-4: Verdiinnungsstufe 10, -3: Verdiinnungsstufe 10 usw.
unv: unverdinnter DNA-Extrakt; NK: Negativkontrolle; bp: Basenpaare

In Abb. 4 sieht man das Ergebnis einer Real-Time PCR, in die die
gleichen DNA-Extrakte eingesetzt wurden wie in die obige nested PCR.
Nur eine der beiden Parallelen der 10°-Verdiinnung lieferte ein positives

Signal, die 10™*-Verdiinnungen waren negativ.

Zum Erstellen von Standardkurven wurde in der Real-Time PCR
quantifizierte Adenovirus 5-DNA verwendet (s. Ill. 3.2.1.). Abbildung 5
zeigt ein typisches Ergebnis: Es wurden drei Parallelen fur jede Anzahl
von Genomkopien (10* bis 10° Kopien) angesetzt. 10* bis 10
Genomkopien zeigten immer positive Ergebnisse mit recht geringer bzw.
bei 10" Kopien etwas groBerer Streuung. Bei einer Genomkopie (10°)
waren ein bis drei (meist zwei) Parallelen positiv, d. h. die
Nachweisgrenze der Real-Time PCR und somit auch der nested PCR (s.

0.) lag im Bereich von einer Genomkopie.
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Abb. 4: Ergebnis einer Real-Time PCR fiur humane Adenoviren

-4: Verdiinnungsstufe 10, -3: Verdiinnungsstufe 10 usw.
unv: unverdinnter DNA-Extrakt; NK: Negativkontrolle
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Abb. 5: Ergebnis einer Real-Time PCR fiur humane Adenoviren mit
quantifizierten Adenovirus-Genomen
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2.2. Etablierung des PCR-Nachweises fiir porzine Adenoviren
Verdinnungen der DNA-Extrakte von porzinen Adenoviren A in Nuklease-
freiem Wasser bis 102 waren in dieser nested PCR immer positiv (s.
Abb. 6, jeweils drei Parallelen), die 10°-Verdiinnung nur teilweise (nicht
dargestellt). Die Lange der Zielsequenz betragt 344 Basenpaare.

Wurden DNA-Extrakte von bovinen Adenoviren 1 (FLI, Insel Riems)

untersucht, kam es zu keiner Amplifikation.

Zielsequenz (344 bp)

404 bp

331 bp
\

24

unv

NG "\_/\

Abb. 6: Ergebnis einer nested PCR fiir porzine Adenoviren

-2: Verdiinnungsstufe 107%, -1: Verdiinnungsstufe 10™
unv: unverdunnter DNA-Extrakt; NK: Negativkontrolle

2.3. Etablierung des PCR-Nachweises fiir aviare und bovine
Polyomaviren

Bei der Polyomavirus-PCR lag die Nachweisgrenze im Bereich der 107-
Verdinnung der DNA-Extrakte. In Abb. 7 ist das Ergebnis einer PCR-
Reaktion dargestellt, in die Verdinnungen (je zwei Parallelen) von zwei
verschiedenen DNA-Extrakten von aviaren Polyomaviren eingesetzt
wurden. Beim ersten Extrakt (s. Abb. 7 linke Seite) war bei der 107°-
Verdlinnung eine Bande stark und die andere schwach ausgebildet, beim
zweiten Extrakt war bei dieser Verdlinnungsstufe nur eine Bande
vorhanden (s. Abb. 7 rechte Seite).
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Diese PCR wurde am LGL entwickelt. Es stand nur ein
Polyomavirusstamm zur Verfigung, eine Spezifitatsprifung konnte daher
nicht durchgefihrt werden. Wahrend der Etablierungszeit wurde jedoch
ein PCR-Produkt sequenziert. Die Auswertung Uber das Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST, http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi)
ergab bei einer 301 Basenpaare langen Sequenz eine Ubereinstimmung

von 100 % mit dem Budgerigar Fledgling Disease Polyomavirus.

Zielsequenz (326 bp)

Abb. 7: Ergebnis einer PCR fuir Polyomaviren

-3: Verdiinnungsstufe 107, -2: Verdiinnungsstufe 10 usw.
unv: unverdunnter DNA-Extrakt; NK: Negativkontrolle

24, Etablierung des RT-PCR-Nachweises fiir Influenzaviren

Influenzavirus-RNA konnte mit Hilfe dieser Real-Time RT-PCR in allen
Verdunnungen der RNA-Extrakte (je zwei Parallelen) von porzinen
Influenza A-Viren H3N2 bis 10 nachgewiesen werden (s. Abb. 8). In
Abb. 9 sieht man das zugehorige Ergebnis fur die Kontroll-RNA. Bei
geringeren Konzentrationen an Influenzavirus-RNA (Verdinnungsstufen
107 bis 10'5) sind klar positive, bei hoheren Konzentrationen schwach

positive oder negative Signale erkennbar

RNA-Extrakte von humanen Influenza A-Viren (aus Patientenisolaten) und
von aviaren Influenzaviren H10N1 wurden mit dieser RT-PCR ebenfalls

erfolgreich getestet.
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Abb. 8: Ergebnis einer Real-Time RT-PCR fiir Influenza A-Viren
(Ziel-RNA)

Fluorescence (dR)

Cycles

Abb. 9: Ergebnis einer Real-Time RT-PCR fiir Influenza A-Viren
(Kontroll-RNA)

-5: Verdlinnungsstufe 10°, -4: Verdinnungsstufe 10™ usw.
unv: unverdinnter RNA-Extrakt; NK: Negativkontrolle
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3. Etablierung des ICC-PCR-Nachweises

Zunachst wurden zur Etablierung des |ICC-PCR-Nachweises
Suspensionen von humanen Adenoviren, spater auch Probenkonzentrate
zum Beimpfen der Zellkulturen verwendet. Die Konzentration der
Adenovirus-Genomkopien wurde zuvor mit Hilfe der Real-Time PCR
bestimmt. Eine Adenovirussuspension musste ca. 100, ein Konzentrat
einer kunstlich kontaminierten Probe ca. 500 Genomkopien pro ml
enthalten, um nach 5 Tagen Bebrutung positive PCR-Signale zu liefern.
Fir die Zellkultur-Flaschen, die unmittelbar nach der Infektion eingefroren
wurden und in denen die Viren somit keine Moglichkeit zur Vermehrung
hatten (Kontrollen zum Zeitpunkt t = 0), waren nur negative PCR-

Ergebnisse zu verzeichnen.

4. Etablierung des Gesamt-Virusnachweises

Nachdem alle PCR-Nachweise eingefuhrt waren, wurde mit der
Etablierung der Gesamtmethode begonnen. Sie beinhaltete die
Aufkonzentrierung der Wasserprobe, die Nukleinsaureextraktion und die
Detektion der Virusgenome mit (ICC-)PCR.

41. Aufkonzentrierung mit Glaswolle

Fir alle verwendeten Virustypen konnte die Glaswolle-Methode erfolgreich
eingefuhrt werden, d. h. die vorher etablierten (RT-)PCR-Nachweise
funktionierten auch mit RNA- bzw. DNA-Extrakten aus Proben-
konzentraten. Wiederfindungsraten wurden nur bei HAdV und
Influenzaviren bestimmt (s. lll. 4.). Zahlreiche Faktoren innerhalb des
Aufkonzentrierungsprozesses wurden variiert mit dem Ziel, bessere

Wiederfindungsraten zu erzielen.

4.1.1. Durchschnittliche Wiederfindungsraten

Die durchschnittliche Wiederfindungsrate flur humane Adenoviren in
kinstlich kontaminierten 10 [|-Wasserproben betrug 2,9 % (53
Experimente; Minimum: 0,7 %, Maximum: 8,8 %). Fur Influenzaviren lag
die Rate bei 6,0 % (8 Experimente; Minimum: 1,6 %, Maximum: 10,0 %).
Die Einengung des Probenvolumens von 10 | auf 10 ml entsprach einer

Aufkonzentrierung um den Faktor 1.000. Die Nukleinsauren wurden aus
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der Halfte des Konzentrats extrahiert, wobei das Endvolumen der
Extraktion 100 pl betrug. In der PCR wurden 10 ul Nukleinsaureextrakt
untersucht. In diesem Volumen sind die Nukleinsauren aus einem
Zwanzigstel der ursprunglichen Probe, also aus 0,5 |, enthalten. Bei der
HAdV-PCR lag die Nachweisgrenze bei einer Genomkopie. Wurde die
Wiederfindungsrate des Gesamtnachweises bei 100 % liegen, kdnnten 20
Viruspartikel in 10 | nachgewiesen werden. Geht man von einer
Wiederfindungsrate von mindestens 2 % aus, sind mit dieser Methode
1.000 HAdV-Partikel in 10 I, d. h. 10 Partikel in 100 ml, sicher

nachweisbar.

4.1.2. Veranderung des pH-Werts der Wasserprobe

Zwolf 10 I-Wasserproben wurden mit HAdV-Suspensionen gleicher
Konzentration versetzt. Bei sechs Proben blieb der pH-Wert unverandert,
bei den sechs anderen wurde der pH-Wert auf 3,5 abgesenkt.
Durchschnittlich lag die Wiederfindungsrate bei ersteren Proben bei 1,7 %,

bei letzteren bei 8,0 %.

4.1.3. Veranderung der Filtrationsgeschwindigkeit

Vier mit HAdV gezielt versetzte Proben wurden mit einer Geschwindigkeit
von 0,5, vier mit 1 und vier mit 1,5 Litern pro Minute filtriert. Die
Wiederfindungsraten unterschieden sich nicht signifikant, sie lagen im
Mittel bei 2,1 %.

4.1.4. Variationen bei Filtrationssaulen, Glaswolle und
Elutionspuffern

Die Standard-Saulen wurden in zwei Experimenten statt mit 10 mit 15 g
Glaswolle bestuckt und in zwei anderen wurden kleine Sticke Moskitonetz
zwischen die Glaswolle-Fraktionen gelegt (s. Ill. 2.1.2.3). Hier wurden
Wiederfindungsraten von 2,2 bzw. 1,4 % berechnet. Bei den zwolf
Versuchen mit grélReren Filtrationssaulen ergaben sich fir HAdV
Wiederfindungsraten von durchschnittlich 2,3 %. Die elf Filtrationen mit
DMCS-behandelter Glaswolle, Glasfaserwatte bzw. Steinwolle fuhrten zu
etwas niedrigeren Ergebnissen (Wiederfindungsraten: Mittelwert 1,8 %).
Die Verwendung von Magermilch- statt Fleischextrakt-Glycin-Puffer als

Elutionsmittel bedingte deutlich schlechtere Wiederfindungsraten (1,1 %).
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4.1.5. Varianten bei Fallung und Zentrifugation

Es sollte zunachst Uberpriuft werden, ob ein pH-Wert von ca. 3,3 fur die
Effizienz der organischen Flockung optimal ist. Dafir wurden drei Kolben,
die jeweils 200 ml 3 %igen Fleischextrakt-Glycin-Puffer enthielten, mit
HAdV beimpft. Anschliefend wurden die pH-Werte auf 3,2, 3,3 bzw. 3,4
abgesenkt, die Flocken abzentrifugiert und die Konzentrate
molekularbiologisch untersucht. Die Ausbeuten nach Fallung und
30minutiger Zentrifugation betrugen 14, 14 und 11 %. In einem weiteren
Versuch wurde ebenfalls mit beimpften Fleischextrakt-Glycin-Puffern
gearbeitet. Nach der Fallung bei einem pH-Wert von 3,3 wurde ein Teil der
beimpften Puffer 30 min, der andere Teil 60 min zentrifugiert. Die
Anhebung der Zentrifugationszeit fuhrte zu einer Steigerung der
Ausbeuten von 14 auf 27 % (HAdV).

Statt normaler Zentrifugation bei 4.400 x g wurde auch bei 40.000 x g
ultrazentrifugiert. Bei HAdV ergaben die ersten vier Versuche dabei
Ausbeuten nach Flockung und Zentrifugation von um die 100 %. In den
folgenden elf Experimenten konnte dies jedoch nicht reproduziert werden,
die Ausbeute lag im Mittel bei 21 % (Minimum: 3 %, Maximum 64 %). Far

Influenzaviren wurden in zwei Tests Ausbeuten von 16 und 44 % erzielt.

Der Einsatz von 0,5 %igem Fleischextrakt-Glycin-Puffer bzw. von PEG
lieferte Ausbeuten von 21 bzw. 23 % nach Fallung und Zentrifugation. Bei
der Aufkonzentrierung einer 10 Liter-Probe, die die Ubliche Konzentration
von HAdV enthielt, wurde ebenfalls PEG zur Fallung verwendet. Hier

waren mit Hilfe der PCR keine Viren nachweisbar.

4.1.6. Ultrafiltration

Probenkonzentrate sollten mit Hilfe der Ultrafiltration (s. Ill. 2.1.2.5.) weiter
aufkonzentriert werden, um die Wiederfindungsrate der Gesamtmethode
zu erhdhen. Nach Ultrafiltration und Nukleinsaureextraktion wurden jedoch
keine HAdV detektiert, obwohl die jeweiligen Konzentrate nach direkter
Nukleinsaureextration positiv getestet worden waren. Als Positivkontrolle
fur die Ultrafiltration wurde eine Virussuspension in PBS verwendet. Hier

wurden HAdV nachgewiesen.
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4.1.7. Versuche zur Identifizierung des Virusverlusts

Keine der bisher beschriebenen Variationen fuhrte zu einer wesentlichen
Verbesserung der Wiederfindungsraten. Deshalb wurden Versuche
unternommen, diejenigen Schritte innerhalb des Aufkonzentrierungs- und

Nachweisprozesses zu identifizieren, die den Virusverlust verursachten.

4.1.7.1. Organische Flockung und Zentrifugation

Um die Ausbeute nach Fallung und Zentrifugation zu bestimmen, wurden
jeweils 200 ml Fleischextrakt-Glycin-Puffer mit 10* bis 10° HAdV-Partikeln
beimpft (s. auch IV. 4.1.5.). In neun Tests wurden nach pH-Absenkung
und Zentrifugation Ausbeuten von durchschnittlich 23 % (11 bis 54 %)
ermittelt. In finf Fallen wurde nach der Zentrifugation in den Uberstanden
erneut der pH-Wert abgesenkt und eine weitere Zentrifugation
durchgefuhrt. Dies flhrte zur Steigerung der Gesamtausbeute von im
Mittel 23 auf 30 %.

4.1.7.2. Gesamte Aufkonzentrierung

In fiinf Experimenten wurden jeweils 10 | Wasser mit ca. 5 x 10* HAdV-
Partikeln versetzt und mit Hilfe der Glaswolle-Methode aufkonzentriert.
Zusatzlich zu den normalen Konzentraten wurden die Filtrate untersucht,
um herauszufinden, wie viele Viren nicht an die Glaswolle gebunden
wurden. Um Verluste wahrend Elution und Fallung zu identifizieren, wurde
zum einen eine zweite Elution mit 200 ml Fleischextrakt-Glycin-Puffer
durchgefiihrt. Zum anderen wurde der Uberstand, der sich nach
Zentrifugation des ersten Eluats ergab, durch organische Flockung
konzentriert und zentrifugiert, um die Effizienz der ersten Fallung und
Zentrifugation zu Uberprifen. In Tabelle 8 sieht man die
Wiederfindungsraten der Standardmethode und der Zusatzschritte sowie
die Wiederfindungsraten im Filtrat. Die Ergebnisse waren teilweise sehr
heterogen, so wurden im Filtrat O bis ca. 86 % der zugegebenen Viren
gefunden. Die gesamte Wiederfindungsrate konnte durch eine zweite
Elution und eine weitere Fallung des Uberstands des ersten Eluats meist
nur um 10 bis 20 % gesteigert werden, in einem Fall jedoch um 150 %

(Experiment 1).
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Tabelle 8: Wiederfindungsraten

_ _ Standard- Uberstand
Experiment Filtrat 2. Eluat Gesamt
methode 1. Eluat
1 0,1 % 3,2% 2,6 % 22 % 8,0 %
2 17,8 % 4,9 % 0,3 % 0,2 % 5,4 %
3 0,0 % 1,7% 0,3 % 0,1 % 21 %
4 33,5 % 3,3% 0,4 % 0,1% 3,8 %
5 85,7 % 4,0 % 0,7 % 0,1% 4,8 %

4.1.7.3. DNA-Extraktion

Neben Verlusten bei Filtration und Fallung konnen Probleme bei der
Nukleinsaureextraktion zu geringen Wiederfindungsraten fuhren, z. B.
wenn im ersten Schritt der Extraktion nur ein Teil der Virionen lysiert wird.
In den Probenkonzentraten liegen die Viren nicht frei im PBS-Puffer vor,
sondern sind zumindest teilweise an organische Substanzen gebunden
und somit evtl. vor der Lyse geschutzt. Um herauszufinden, welchen
Einfluss das Einfrieren und Auftauen der Konzentrate auf die
Wiederfindungsraten hatte, wurde aus der ersten Halfte eines
Probenkonzentrats einer mit HAdV versetzten 10 |-Probe direkt nach der
Aufkonzentrierung die DNA extrahiert, aus der zweiten Halfte nach
einmaligem Einfrieren und Auftauen. Bei einem Versuch verdoppelte sich
die Wiederfindungsrate von 1,7 auf 3,4 %. Dies konnte aber bei drei
weiteren Versuchen nicht reproduziert werden, die Raten der zweiten
Extraktion veranderten sich entweder kaum gegenuber der ersten bzw.
lagen sogar darunter. Bei vier weiteren Proben wurde die jeweils zweite
Portion des Konzentrats dreimal hintereinander eingefroren und aufgetaut.

Die Wiederfindungsraten sanken sehr stark um 77 bis 99 %.

Ein weiterer Ansatz war, die Effizienz der Nukleinsdureextraktion durch die
Behandlung der Konzentrate mit Ultraschall zu erhéhen. In nur einem von
funf Versuchen erhohten sich die Wiederfindungsraten, ansonsten

nahmen sie um 44 bis 65 % ab.

Aus einigen Konzentraten wurden die Nukleinsauren parallel mit Hilfe

magnetischer Silikapartikel und mit dem NucleoSpin® RNA Virus F Kit
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extrahiert (s. lll. 3.1.). Fur letztere Methode zeigte die HAdV-PCR keine

positiven Signale.

4.2. Aufkonzentrierung mit positiv geladenem Filtermaterial

Eine Wasserprobe, die mit humanen Adenoviren versetzt worden war,
wurde mit der Virosorb® 1MDS-Kartusche filtriert und mit organischer
Flockung weiter aufkonzentriert (s. Ill. 2.2.). Im Verlauf der Filtration und
Elution trat wiederholt Wasser aus einem Entliftungsventil der Kartusche
aus. Im Konzentrat wurden mit Hilfe der PCR keine Viren nachgewiesen.
Aufgrund der Infektionsgefahr wurden keine weiteren Versuche mit

diesem System unternommen.

5. Untersuchung der Wasserversorgungen

Bei zehn ausgewahlten Wasserversorgungen wurden im Jahr 2008 39
Proben entnommen. Die Ergebnisse der bakteriologischen, chemisch-
physikalischen und virologischen Untersuchungen sowie der

Untersuchung auf Bakteriophagen werden im Folgenden dargestellt.

51. Bakteriologische und chemisch-physikalische Untersuchung
In fast der Halfte der Proben (48,7 %) wurden die mikrobiologischen
Grenzwerte der TrinkwV 2001 (berschritten. Sechs weitere Proben
(15,4 %) waren auffallig, weil sie Bakterien der Flexibacter-/
Sporocytophaga-Gruppe enthielten. Nur 14 Proben (35,9 %) waren
bakteriologisch nicht zu beanstanden (s. Abb. 10). In allen 19 Proben mit
Grenzwertlberschreitung wurden coliforme Bakterien nachgewiesen.
Dabei ergab in elf dieser 19 Proben ausschliellich der Nachweis von
coliformen Bakterien eine Uberschreitung. In zwei Proben wurden
zusatzlich E. coli und in zwei weiteren intestinale Enterokokken detektiert.
Eine Probe war auch flr Enterokokken und Clostridium perfringens positiv,
eine fur E. coli, Enterokokken und C. perfringens sowie eine fur E. coli,
EHEC und Enterokokken. In einer Probe wurden Coliforme und
Enterokokken gefunden, daneben Uberschritt die Koloniezahl bei 22 °C
den Grenzwert. Neben den oben erwadhnten sechs Proben, die die
Grenzwerte der TrinkwV 2001 einhielten und trotzdem Bakterien der

Flexibacter-/ISporocytophaga-Gruppe aufwiesen, wurden in 13 der 19
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Proben mit Grenzwertliberschreitungen Bakterien dieser Gruppe detektiert
(s. Tab. 9, Anhang: IX. 2.).

B einwandfrei
O Flexibacter-positiv

B Grenzwert-
Uberschreitung

Abb. 10: Ergebnis der bakteriologischen Untersuchung von 39
Rohwasserproben

Die chemisch-physikalische Untersuchung (s. Abb. 11) ergab 23
einwandfreie Proben (59,0 %) und acht Proben mit Grenzwert-
uberschreitungen (20,5 %) nach TrinkwV 2001. Daneben lieferten acht
weitere Proben auffallige Teilergebnisse. Diese lagen entweder nahe am
Grenzwert (z. B. bei Nitrat und Tribung) oder galten allgemein als erhoht
(z. B. bei Oxidierbarkeit und UV-Absorption). Bei den acht Proben mit
Grenzwertlberschreitungen war der Wert fur die Tribung bei zwei Proben
uberschritten, die anderen sechs Proben hatten lediglich einen zu
niedrigen pH-Wert. Allerdings zeigten diese sechs Proben auch andere
auffallige Teilergebnisse (erhdhte Werte fur Nitrat, Oxidierbarkeit bzw. UV-

Absorption, teilweise Spuren von Eisen; s. Tab. 10, Anhang: IX. 2.).

Insgesamt waren nur die Versorgungen 5 und 9 in der bakteriologischen
bzw. die Versorgungen 1, 6 und 9 in der chemisch-physikalischen

Untersuchung ohne auffallige Befunde.
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mE einwandfrei
O auffallige Werte

B Grenzwert-
Uberschreitung

Abb. 11: Ergebnis der chemisch-physikalischen Untersuchung von
39 Rohwasserproben

5.2. Untersuchung auf Bakteriophagen

Fir den Nachweis von somatischen Coliphagen und F-spezifischen RNA-
Bakteriophagen wurde mit der neu etablierten Methode (s. Ill. 6.) jeweils
ein Liter Wasser untersucht (je zwei 500 ml-Proben). Nur zwei Proben
waren positiv, und zwar die Fruhlings- und die Sommerprobe des
Rohwassers von Versorgung 8. In beiden Proben wurden sowohl
somatische Coliphagen als auch F-spezifische Bakteriophagen detektiert.
Bei dieser Versorgung wurden auch Proben des teilweise aufbereiteten
Wassers entnommen (nach Ultrafiltration, vor UV-Bestrahlung). In den

ultrafiltrierten Proben waren keine Bakteriophagen enthalten.

5.3. Virologische Untersuchung

In vier bis funf Stunden wurden 300 bis 500 | Wasser mit einer
Geschwindigkeit von 1 bis 1,5 I/min Uber Glaswolle filtriert. Bei einigen
Versorgungen musste die Probenahme mehrmals unterbrochen werden,
weil Schmutzpartikel aus dem Wasser den Glaswollfilter zu verstopfen
drohten. War das Wasser, das sich Uber der Glaswolle in der Saule
angesammelt hatte, durch den Filter abgelaufen, konnte die Probenahme

fortgeflhrt werden.

In allen 39 Proben wurden weder Influenza-, humane und porzine Adeno-

noch Polyomaviren nachgewiesen. Bei jeder Probe wurde eine
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Prozesskontrolle (10 I-Probe der jeweiligen Versorgung, versetzt mit den
zuvor genannten Viren), eine positive Extraktionskontrolle, PCR-
Positivkontrollen und diverse Negativkontrollen mitgeflihrt. Auflerdem
wurden bei den PCR-Nachweisen von Influenza- und humanen
Adenoviren Amplifikations- bzw. Inhibitionskontrollen eingesetzt, um falsch
negative  Ergebnisse  durch Hemmung der PCR-Reaktionen

auszuschliefRen.

5.3.1. Inhibition der PCR-Reaktionen

In den unverdinnten Nukleinsaure-Extrakten von Prozesskontrollen und
Proben waren teilweise Stoffe enthalten, die zu einer vollstandigen oder
teilweisen Hemmung der PCR-Reaktionen fuhrten. Dies konnte zum einen
qualitativ Uber die interne Amplifikationskontrolle in der Influenza-PCR (s.
lll. 3.2.4), zum anderen quantitativ Uber die Inhibitionskontrollen in der
HAdV-Real-Time PCR (s. lll. 3.2.1) sichtbar gemacht werden. Bei den
meisten Proben reichte eine 1:2 oder 1:10-Verdunnung der Nukleinsaure-
Extrakte aus, um die Hemmstoffe zu eliminieren, bei manchen Proben

musste 1:100 verdiinnt werden.

Nach Literaturrecherchen wurde ab Sommer 2008 BSA (s. Ill. 3.2.) zu den
PCR-Ansatzen gegeben. Es zeigte sich, dass BSA einen Teil der
Hemmstoffe neutralisierte. So war bei vielen Proben die Untersuchung der

unverdinnten Extrakte mdglich.

5.3.2. Untersuchung auf humane Adenoviren

Abbildung 12 zeigt beispielhaft fur andere Proben das HAdV-Real-Time
PCR-Ergebnis der Sommerprobe von Wasserversorgung 10. Obwohl in
der Probe keine humanen Adenoviren nachgewiesen wurden, sind
zahlreiche positive PCR-Signale zu erkennen. Diese sind auf den Einsatz
von Extraktions-, PCR-, Prozess- und Inhibitionskontrollen sowie von
quantifizierter Adenovirus-DNA zurtickzufihren. Zur Quantifizierung der in
den eingesetzten DNA-Extrakten enthaltenen Genomkopien wurde bei
jedem Real-Time PCR-Lauf mit Hilfe der quantifizierten DNA eine
Standardkurve erstellt. Die Standardkurve zur Sommerprobe von

Versorgung 10 ist in Abb. 13 dargestellt.
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Abb. 12: Real-Time PCR-Ergebnis der Sommerprobe von
Wasserversorgung 10 fiir HAdV

Ct (@Rn)
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n +
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Intinl Quanalty (sopses)

Abb. 13: Standardkurve zum Real-Time PCR-Ergebnis der
Sommerprobe von Wasserversorgung 10
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Fur die Sommerprobe von Versorgung 3 war in der Real-Time PCR ein
sehr schwaches Signal (Ct-Wert: 39,8) erkennbar (nicht dargestellt). Die
daraufhin durchgeflihrte Sequenzierung des PCR-Produkts ergab, dass es
sich um eine Sequenz des humanen Adenovirus 2 handelte. Dieses
Ergebnis deutet darauf hin, dass in der Probe nicht wirklich HAdV
enthalten waren, sondern Labormaterialien mit einer geringen Menge
Adenovirus-DNA kontaminiert waren. Humanes Adenovirus 2 wurde zur
kunstlichen Kontamination der Wasserproben verwendet. Weiter wurde

mit ICC-PCR ein negatives Resultat flr diese Probe erzielt.

5.3.3. Untersuchung auf porzine Adenoviren

Ein beispielhaftes Ergebnis (Sommerprobe, Probenahmestelle 8) der
nested PCR fur Adenoviren des Schweins zeigt Abb. 14. Nur bei den
Prozess-, Extraktions- und PCR-Kontrollen (linker und rechter Rand des
Gels) sind Banden zu sehen, bei der auf dem Gel dazwischen liegenden

Wasserprobe und deren Verdinnungen kam es zu keiner Amplifikation.

Zielsequenz (344 bp)

bl b

b
Kontrollen ' / Kontrollen

Sommerprobe
Versorgung 8

Abb. 14: Nested PCR-Ergebnis der Sommerprobe von
Wasserversorgung 8 fiir porzine Adenoviren
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5.3.4. Untersuchung auf Polyomaviren

Aviare und bovine Polyomaviren wurden ebenfalls in keiner Wasserprobe
nachgewiesen. Abbildung 15 zeigt die positiven Kontrollreaktionen und die
fehlenden Signale der Sommerproben von Versorgung 4 und 5 in der
Polyomavirus-PCR.

Zielsequenz (326 bp)

R

Kontrollen / Kontrollen

Sommerprobe Sommerprobe
Versorgung 4 Versorgung 5

Abb. 15: PCR-Ergebnis der Sommerproben von Wasserversorgung 4
und 5 fur aviare und bovine Polyomaviren

5.3.5. Untersuchung auf Influenzaviren

In Abb. 16 ist ein typisches Ergebnis der Real-Time RT-PCR fir Influenza
A-Viren dargestellt. Die Winterprobe von Wasserversorgung 3 war
negativ, die Extraktions-, PCR- und der Prozesskontrollen waren dagegen
positiv. Die Amplifiktionskontrollen (Kontroll-RNA) bestatigten erfolgreiche
PCR-Reaktionen auch fur die (verdinnten) Probenextrakte (nicht
dargestellt).
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- PCR-Kontrolle
Extraktlonskontroll

Winterprobe
Versorgung 3

Fluorescence (dR)

wel ... Prozesskontrolle
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Abb. 16: Real-Time RT-PCR-Ergebnis der Winterprobe von
Wasserversorgung 3 fiir Influenza A-Viren
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V. DISKUSSION

Ziel dieser Arbeit war die Etablierung von Nachweismethoden flr virale
Indikatoren in Trink- und Trankwasser. DarlUber hinaus sollte gepruift

werden, ob diese Methoden in der Praxis anwendbar sind.

1. Auswahl der Viren und der Methoden

Als Anzeiger fur fakale Verunreinigungen im Wasser dienen ublicherweise
die bakteriellen Indikatoren coliforme Bakterien, E. coli und intestinale
Enterokokken. Viren kdnnen jedoch auch in bakteriologisch einwandfreiem
Wasser vorkommen, da sie in der Regel widerstandsfahiger gegen
Umwelteinflisse und DesinfektionsmalRnahmen sind als Bakterien. Bisher
gibt es keinen allgemein anerkannten viralen Indikatororganismus, zumal
auch Bakteriophagen als Indikatoren Schwachen aufweisen (s. Il. 1.4.2.).
Adeno- und Polyomaviren erschienen allerdings aus mehreren Grinden
als Indikatorviren geeignet (Puig et al. 1994; Pina et al. 1998; Albinana-
Gimenez 2006; McQuaig et al. 2006). Zum einen gehodren sie zu den
widerstandsfahigsten Viren, da sie nicht behtllt sind und ein
doppelstrangiges DNA-Genom besitzen. Zum anderen werden sie von
einer Vielzahl von gesunden sowie kranken Menschen und Tieren
ausgeschieden. Fur diese Arbeit wurden deshalb humane und porzine
Adenoviren sowie bovine Polyomaviren als Indikatorviren ausgewanhlt.
Adenoviren kénnen relativ einfach in Zellkultur vermehrt werden. Daher
war bei humanen Adenoviren ein Nachweis auf Infektiositat durchfihrbar.
Zusatzlich wurden die Wasserproben auf Influenzaviren untersucht, da
immer wieder die Frage aufkommt, ob Influenzaviren im Wasserkreislauf
ein Infektionsrisiko fur Mensch und Tier darstellen. Im Rahmen einer
Risikoabschatzung wurde fur Gefligel ein hohes Risiko gesehen, wenn
hochinfektiose aviare Influenzaviren ins Trankwasser gelangen (Schijven
et al. 2005b).

Fir die bei Virusuntersuchungen im Trinkwasserbereich Ublichen
Probenvolumina von 100 bis 1.000 Litern (Grabow et al. 2001) erschienen
Adsorptions-/Elutionsverfahren (s. Il. 3.1.1.) zur Aufkonzentrierung am

besten geeignet. Negativ geladene Filtermaterialien erfordern vor der
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Filtration die Absenkung des pH-Werts in der Wasserprobe auf ca. 3,5. Da
Influenzaviren als behlllite Viren sensitiv auf saure pH-Werte reagieren
(Goyal et al. 1980), bestiinde die Gefahr, dass die Viruspartikel zerstort
wurden und nicht mehr an die Filter binden konnten. Filtrationen Uber
Glaswolle oder positiv geladene Filter sind dagegen auch bei neutralem
pH-Wert erfolgreich (Vilagines et al. 1993; Wyn-Jones und Sellwood
2001). Daher wurden diese Materialien fir die vorliegenden
Untersuchungen verwendet. Die Detektion der Viren erfolgte
hauptsachlich Uber molekularbiologische Verfahren (s. V. 4.). Fur den
Nachweis infektioser humaner Adenoviren erwies sich eine kombinierte
Methode aus Zellkultur und PCR (ICC-PCR) als erfolgreich. Um die fir die
Untersuchung ausgewahlten Wasserversorgungen besser charak-
terisieren zu konnen, wurden neben dem Virusnachweis bakteriologische
und chemisch-physikalische Parameter erhoben sowie Bakteriophagen
detektiert. Standardmethoden erlauben bei Bakteriophagen die
Untersuchung eines Ausgangsvolumens von nur 1 ml. Daher wurde ein

Verfahren fur gro3ere Volumina entwickelt.

2. Methodenetablierung

Die Etablierung der Nachweismethoden gliederte sich im Wesentlichen in
vier Teile. Es wurde zunachst ein Verfahren zur Detektion von
Bakteriophagen in grolien Wasservolumina entwickelt. Dann wurden die
PCR-Methoden fur die Indikatorviren und das Verfahren zum Nachweis
infektioser Adenoviren und schlie3lich der Gesamt-Virusnachweis

eingefihrt.

21. Bakteriophagennachweis

Bakteriophagen ahneln in GréRe und Struktur sowie zum Teil sogar in
ihrer Resistenz  gegeniber bestimmten Umwelteinflissen  und
Desinfektionsverfahren human- und tierpathogenen Viren (Leclerc et al.
2000). Allerdings sind Bakteriophagen in der Regel wesentlich weniger
resistent gegen pH-Wert-Extreme als enteropathogene Viren (Grabow
2001). Daher sind Adsorptions-/Elutionsverfahren zur Aufkonzentrierung
groller Wasservolumina, wie die Glaswolle-Methode, fir den

Bakteriophagennachweis nur schlecht geeignet. Aufgrund des hohen pH-
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Werts des Elutionspuffers und des niedrigen Werts bei der Fallung wirden
vermutlich viele Phagen abgetdtet oder geschadigt werden, so dass sie in
Plaque-Tests nicht mehr detektierbar waren. Daher wurde ein Verfahren
entwickelt, das eine Aufkonzentrierung nicht erforderlich machte, sondern
die direkte Untersuchung von 500 ml Wasser auf F-spezifische RNA-
Bakteriophagen und somatische Coliphagen ermdglichte. Die Methode
erwies sich als sehr empfindlich, ein Phagenpartikel in 1 | (zweimal

500 ml) Probe konnte erfasst werden.

2.2 PCR-Nachweise

Es wurden nur wenige eigene Untersuchungen zur Spezifitat und
Sensitivitat der eingesetzten PCR-Methoden unternommen. Sind
Bakterien die Zielorganismen, ist die Spezifitats- und Sensitivitatspriufung
normalerweise wesentlich weniger aufwandig als bei Viren. Haufig stehen
in den Stammsammlungen der Institute eine Reihe von Bakterienstammen
als Positiv- und Negativkontrollen zur Verfugung. So kann die Spezifitat
eines neuen PCR-Verfahrens relativ einfach Uberprift werden. Sind die
nachzuweisenden Bakterien gut kultivierbar, ist auch die Sensitivitat
problemlos bestimmbar. Verdunnungsreihen der Bakterienkulturen kdnnen
ausplattiert und die DNA aus den Verdunnungen in die PCR eingesetzt
werden. Fur diese Arbeit standen nur wenige Virusisolate zur Verfugung
und nur humane Adenoviren wurden im Rahmen der Arbeit in Zellkultur
vermehrt. Allerdings wurde hauptsachlich auf Primer und Sonden
zuruckgegriffen, die schon in mehreren Veroffentlichungen verwendet

worden waren.

Die Nachweisgrenze der PCR-Methoden (nested und Real-Time PCR) fur
humane Adenoviren lag im Bereich von einer Genomkopie pro PCR-
Ansatz. Dies wurde mit quantifizierter Adenovirus 5-DNA bestimmt. Die
Primer fur die nested PCR werden schon seit vielen Jahren erfolgreich
eingesetzt (Allard et al. 2001; Hundesa et al. 2006; Albinana-Gimenez et
al. 2009b). Am LGL wurden mit dieser Methode abwasserbelastete
Flusswasserproben im Rahmen des EU-Projekts ,Virobathe® untersucht.
80 % der Proben waren positiv fur humane Adenoviren (Huber und Holler
2007), was ebenfalls auf die Eignung der Methode fir im Wasser

vorkommende humane Adenoviren hindeutet. Diese nested PCR
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beinhaltet eine interne Amplifikationskontrolle (IAC), um falsch negative
Ergebnisse auszuschlieRen. Enthalt eine Probe z. B. Hemmstoffe, die zu
einer vollstandigen Inhibition der DNA-Amplifikation flhren, wird dies
durch ein Fehlen der IAC-Bande angezeigt. Sind Zielsequenzen
nachweisbar, muss keine IAC-Bande ausgebildet sein. Bei hoheren
Viruskonzentrationen sind die IAC-Banden haufig schwach (s. Abb. 3)
oder nicht vorhanden. Auf die Glltigkeit des Ergebnisses hat dies keinen
Einfluss. Es bedeutet lediglich, dass der Mastermix nicht genigend Primer
oder andere Bestandteile enthielt, um sowohl die Zielsequenzen als auch
die Kontrollen zu amplifizieren. Haufig war zwischen der IAC- und der
Zielsequenz-Bande noch eine weitere Bande zu sehen (s. Abb. 3), der
aber keine spezielle Bedeutung beigemessen werden konnte. Mit der
vergleichbar empfindlichen Real-Time PCR-Methode (s. 0.) kdnnen die in
einer Probe enthaltenen Adenovirus-Genomkopien quantifiziert werden
(Hernroth et al. 2002; Bofill-Mas et al. 2006; Albinana-Gimenez et al.
2009b). Fur die Erstellung von Standardkurven und somit die
Quantifizierung unbekannter Proben wurden je drei Parallelen fur jede
Anzahl von Genomkopien (10° bis 10*) angesetzt (s. Abb. 5). Bei 10? bis
10* Kopien wurden sehr homogene Ergebnisse erzielt, bei einer und zehn
Kopien (10° und 10") wurde die Streuung breiter. Hinzu kommt noch, dass
bei einer Kopie meist nicht alle drei Parallelansatze Signale zeigten. Man
kann also davon ausgehen, dass die Quantifizierung in diesem Bereich

nur mehr die Angabe ungefahrer Werte ermaéglicht.

Die nested PCR fir Adenoviren des Schweins (Maluquer de Motes et al.
2004; Hundesa et al. 2006) wurde mit porzinen Adenoviren A etabliert. Mit
DNA-Extrakten von bovinen Adenoviren kam es — wie erwartet — zu keiner

Amplifikation.

Mit der am LGL entwickelten PCR fir Polyomaviren konnten sowohl
bovine als auch aviare Polyomaviren erfasst werden. Obwohl bovine
Polyomaviren die Zielorganismen bei der Untersuchung der
Wasserversorgungen waren, konnten daher aviare Polyomaviren, die fur
diese Arbeit zur Verfligung standen, als Positivkontrollen verwendet
werden. Zur Spezifitatsprufung wurde ein PCR-Produkt sequenziert. Die

Sequenzierung bestatigte durch eine 100 %ige Ubereinstimmung mit dem
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Budgerigar Fledgling Disease Polyomavirus die spezifische Amplifikation
der Ziel-DNA.

Mit der Real-Time RT-PCR fir Influenza A-Viren (Spackman et al. 2002)
konnten porzine, aviare und humane Influenzaviren detektiert werden. In
Abb. 8 fallt auf, dass die Kurven der starksten Verdiinnung (10™°) einen
sehr flachen Verlauf zeigen. Dies macht es schwer, solche Kurven von
negativen Signalen abzugrenzen. Weiterhin sieht man, dass die
Ergebnisse der Parallelproben des unverdunnten RNA-Extrakts und der
107"-Verdiinnung relativ stark streuen. Dies kdnnte auf die Limitierung von
Primer, Sonden, Nukleotiden etc. zurlckzufuhren sein. Bei der Influenza-
RT-PCR kam eine Amplifikationskontrolle zum Einsatz (Kontroll-RNA). Bei
Vorhandensein groRer Mengen des Zielorganismus (unverdiinnt, 107'-
Verdinnung) bleibt das Signal fur die Kontroll-RNA aus oder wird sehr
schwach (s. Abb. 9).

Insgesamt gelang die Etablierung der PCR-Nachweise ohne
Schwierigkeiten. Die teilweise fehlenden Spezifitats- und Sensitivitats-
prufungen werden nicht als problematisch angesehen, weil zum einen der
Schwerpunkt dieser Arbeit auf der Etablierung von Nachweismethoden fir
Viren aus groflen Wasservolumina lag. Dies bedeutet, dass Tests mit
kunstlich kontaminierten Proben einen Grofdteil der durchgefuhrten
Untersuchungen darstellten. Hierfur waren die PCR-Nachweise auf jeden
Fall geeignet. Zum anderen kamen flir humane Adenoviren gut
charakterisierte PCR-Nachweise zum Einsatz, mit der Real-Time PCR war

hier sogar eine Quantifizierung der Virusgenome mdglich.

2.3. ICC-PCR-Nachweis

Zur Detektion infektioser humaner Adenoviren wurde eine Integrated Cell
Culture (ICC)-PCR-Methode angewandt. Reine Zellkultur-Tests sind bei
Adenoviren schwierig, da cytopathische Effekte schwer zu erkennen sind
und die mikroskopische Untersuchung der Zellkultur daher keine sicheren
Ergebnisse liefert. Im Vergleich zum reinen Zellkultur-Nachweis wird
daneben deutlich Zeit eingespart (Reynolds et al. 1996; Greening et al.
2002). In den vorliegenden Untersuchungen konnten die Ergebnisse

schon nach funf Tagen Virusvermehrung erzielt werden. Die verwendeten
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A549-Zellen wachsen schnell im wochentlichen Zyklus. Sie sind sensitiv
fur viele Adenovirus-Serotypen und fir den Nachweis von Adenoviren
besser geeignet als die sonst in der Umweltvirologie Ublicheren BGM-
Zellen (Lee et al. 2004). Es mussten 500 Adenoviren in 1 ml Konzentrat
von kunstlich kontaminierten Proben enthalten sein, dass die ICC-PCR
positive Signale gab, d. h. die Nachweisgrenze betrug 5.000 Viren in 10 |
im Vergleich zu 1.000 Viren in 10 | Probe bei der rein
molekularbiologischen Methode (s. IV. 4.1.1.). Grund fur diese Abnahme
konnte sein, dass ein Teil der Viren seine Infektiositdt im Lauf des
Aufkonzentrierungsprozesses verliert, z. B. in Folge der hohen bzw.
niedrigen pH-Werte bei Elution und Fallung. Die Kontrollen zum Zeitpunkt
t =0 (s. IV. 3.) wurden mitgefuhrt, um sicher zu stellen, dass es sich bei
den detektierten Viren um infektidse Viren handelte, die sich vermehrt
hatten. Ware eine Kontrolle positiv, wirde dies bedeuten, dass Viren aus

dem Inokulum nachgewiesen werden.

24, Gesamt-Virusnachweis

Zunachst stellte sich die Frage, mit welchen Probenvolumina Versuche
zur Etablierung der Methode durchgefihrt werden sollten. Probenvolumina
von 100 bis 1.000 Litern, wie sie fur eine virologische Untersuchung von
relativ. sauberem Wasser sinnvoll sind (s. 0.), sind im Labor nicht
handhabbar. Da zur kinstlichen Kontamination der Proben menschliche
und tierische Krankheitserreger verwendet wurden, musste das Filtrat
aufgefangen und autoklaviert werden, da nicht alle Viren an das
Filtermaterial gebunden werden. Es wurde mit 10 I-Proben (5 |
Leitungswasser + 5 | destilliertes Wasser) gearbeitet, die mit den
verschiedenen Virustypen versetzt wurden. Diese Probenvolumina
machten zum einen eine echte Aufkonzentrierung notig, zum anderen

waren sie im Labormalstab noch einsetzbar.

Positiv geladenes Filtermaterial (Virosorb® 1MDS-Filterkartusche) wurde
nur far eine Aufkonzentrierung verwendet. Der Hauptgrund dafir war,
dass wahrend der Filtration Wasser aus einem Entluftungsventil austrat,
obwohl keine Fehlfunktion erkennbar war. Dies stellte eine
Infektionsgefahr dar, da die Probe mit humanen Adenoviren versetzt

worden war. Fur Versuche mit menschlichen wund tierischen
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Krankheitserregern erwiesen sich diese Filter daher als nicht geeignet. Es
ist allerdings vorstellbar, sie bei der Aufkonzentrierung von Trinkwasser
einzusetzen, wie es in den USA haufig geschieht (Sobsey und Jones
1979; Abbaszadegan et al. 1999; Borchardt et al. 2003), da im
Trinkwasser normalerweise mit sehr geringen Viruskonzentrationen zu
rechnen ist. Weiter ergaben sich Zweifel bzgl. der Effizienz des Systems.
Beim beschriebenen Experiment war das Konzentrat in der Adenovirus-
PCR negativ. Andere Untersuchungen, in denen dieses System ebenfalls
Uberpraft  wurde, wiesen darauf hin, dass es schlechte
Wiederfindungsraten lieferte (personliche Mitteilungen: Dr. Jane Sellwood,
Health Protection Agency, Grolibritannien und Prof. Rosina Girones,
Universitat Barcelona, Spanien). Viren wurden zwar gut an das
Filtermaterial gebunden, lieen sich aber schlecht wieder ablosen.
Albinana-Gimenez et al. (2009a) ermittelten Wiederfindungsraten von nur

0,016 % flr elektropositive Filter.

Mit Glaswolle als Filtrationsmaterial zeigte sich schon in den ersten
Versuchen, dass die Wiederfindungsraten fur humane Adenoviren und
Influenzaviren unter 10 % lagen. Daher wurden verschiedene Schritte im
Aufkonzentrierungsprozess variiert, um eine Steigerung der Raten zu
erzielen. Aullerdem wurde in einigen Experimenten versucht
herauszufinden, in welchen Stufen der Aufkonzentrierung und des

Virusnachweises es zu Verlusten kam.

Viren binden sowohl bei neutralem als auch bei saurem pH-Wert an
Glaswolle (Vilagines et al. 1993; Albinana-Gimenez et al. 2009a). In den
durchgefuhrten Vergleichsuntersuchungen stiegen die Wiederfindungs-
raten bei einer pH-Wert-Absenkung auf 3,5 von 1,7 % auf 8,0 % (s. IV.
4.1.2.). Albinana-Gimenez et al. (2009a) berichten ebenfalls von ungefahr
viermal héheren Raten (4,2 gegenuber 0,95 %), wenn die Proben vor der
Filtration angesauert wurden. Die eingesetzte Glaswolle schien also
neben den positiv geladenen (Lambertini et al. 2008) mehr negativ
geladene Bereiche aufzuweisen. Daher wurden die Viren besser
gebunden, wenn ihre Oberflache durch pH-Wert-Absenkung im Wasser
positiv geladen war. Aus zwei Grinden wurde die Methodenentwicklung

trotzdem mit neutralem pH-Wert fortgefihrt. Zum einen sollten mit dieser
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Methode auch saureempfindliche Influenzaviren aufkonzentriert werden.
Zum anderen sollte das Verfahren in der Praxis eingesetzt werden, wo
mehrere hundert Liter Wasser direkt aus einem Brunnen oder einer Quelle
filtriert werden. Hier ware eine pH-Wert-Absenkung auf 3,5 schwer

machbar.

Bei Filtrationsgeschwindigkeiten zwischen 0,5 und 1,5 Litern pro Minute
waren keine signifikanten Anderungen in den Wiederfindungsraten
auszumachen. Eine Unabhangigkeit der Raten von der Filtrations-
geschwindigkeit (0,5 bis 4 Liter pro Minute) wurde auch von Lambertini et
al. (2008) beschrieben. Daher wurde die urspringlich gewahlte
Geschwindigkeit von ca. 1 Liter pro Minute, die auch in anderen Studien
verwendet wurde (Huber und Holler 2007; Albinana-Gimenez et al.
2009a), beibehalten.

In den Versuchen, in denen eine grélkere Menge Glaswolle pro Saule
eingesetzt wurde — entweder in den Standard-Saulen oder in Saulen mit
groRerem Durchmesser — blieben die Wiederfindungsraten im Mittel
unverandert (s. IV. 4.1.4). Ein Grund dafur konnte sein, dass den Viren
zwar mehr Oberflache zur Verfligung stand, um elektrostatisch gebunden
zu werden, dass sie aber gleichzeitig aus dieser groReren Oberflache
auch schlechter eluiert werden konnten. Die Beobachtung, dass durch
kleine Stucke Moskitonetz zwischen den Glaswolle-Fraktionen die
Wiederfindungsraten erhoht wurden (personliche Mitteilung: Prof.
Maureen Taylor, University of Pretoria, Sudafrika), konnte in den
vorliegenden Untersuchungen nicht bestatigt werden. Hier konnte
ebenfalls eine verbesserte Bindung aufgrund der langeren Verweildauer
innerhalb der Glaswolle durch eine schlechtere Ablésung der Viren

aufgehoben worden sein.

Es wurde Glaswolle verschiedener Hersteller Uberprift. Das schon
mehrfach beschriebene Produkt der Firma Ouest Isol (Vilagines et al.
1993; van Heerden et al. 2005; Lambertini et al. 2008) erwies sich dabei

als das effektivste.

Statt Fleischextrakt- kann auch Magermilch-Glycin-Puffer (Pallin et al.
1997) zur Elution der Viren verwendet werden. In der vorliegenden Arbeit

fuhrte dies jedoch zu schlechteren Wiederfindungsraten.
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Zur sekundaren Konzentrierung mit Hilfe organischer Flockung wurden die
pH-Werte der Eluate auf 3,3 eingestellt, da eine weitere Senkung auf 3,2
zu keiner Verbesserung und eine Erhdéhung auf 3,4 zur Verschlechterung

der Ausbeuten fuhrte.

Bei der Zentrifugationszeit erwies sich eine Verdopplung auf 60 min als
geeignet, die Ausbeuten zu steigern (s. IV. 4.1.5.). Dies beruht vermutlich
darauf, dass einige Proteinflocken langer zum Absetzen brauchten. Die

langere Zentrifugationszeit wurde anschliel3end beibehalten.

Durch Ultrazentrifugation statt normaler Zentrifugation wurden die
Ausbeuten zunachst deutlich verbessert. Die Reproduktion dieser
Ergebnisse gelang allerdings nicht, in den weiteren Versuchen lagen die
Ausbeuten in der gleichen GroRenordnung wie bei normaler
Zentrifugation. Die pH-Absenkung im Eluat fuhrt zur Ausfallung von
Proteinflocken, in die auch die meisten Viruspartikel eingebunden sind.
Offenbar sind diese Flocken schwer genug, dass eine Zentrifugation bei

4.400 x g ahnlich gute Ergebnisse liefert wie eine Ultrazentrifugation.

Neben 3 %igem (Katzenelson et al. 1976; Lambertini et al. 2008) kann
auch 0,5 %iger (Vilagines et al. 1993; Ehlers et al. 2005) Fleischextrakt-
Glycin-Puffer zur Elution der Viren verwendet werden. Die Ausbeuten
nach organischer Flockung und Zentrifugation waren fur beide
Moglichkeiten ahnlich grofd. Statt mit Hilfe organischer Flockung kdnnen
Eluate mit Polyethylenglykol (PEG) sekundar konzentriert werden
(Vilagines et al. 1997b; Huang et al. 2000; van Heerden et al. 2005). Bei
Verwendung von PEG wurden nach Fallung und Zentrifugation Ausbeuten
erzielt, die ahnlich hoch waren wie diejenigen fur organische Flockung. In
einem Experiment, in dem eine kunstlich kontaminierte Probe filtriert und
das Eluat zur Fallung mit PEG versetzt wurde, konnten allerdings keine
Viren nachgewiesen werden. Aufgrund fehlender Verbesserungen der
Ausbeuten durch ein anderes Elutionsmittel (0,5 %iger Fleischextrakt-
Glycin-Puffer) oder eine andere Art der Fallung (PEG) wurde das
urspringliche Protokoll (3 %iger Fleischextrakt-Glycin-Puffer und

organische Flockung) beibehalten.

Ultrafiltration stellt eine Moglichkeit zur weiteren Konzentrierung von
Wasserproben dar (Rutjes et al. 2005; Dubois et al. 2007). In der
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vorliegenden Arbeit wurden Probenkonzentrate ultrafiltriert, im Retentat
waren jedoch keine Viren detektierbar. Wahrscheinlich adsorbierten die
Viren fest an die Membran statt nur von ihr zuriickgehalten zu werden
(Wyn-Jones und Sellwood 2001). Ein weiterer Elutionsschritt konnte die
adsorbierten Viren wieder von der Membran I6sen (Rajal et al. 2007b).

Dies wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit jedoch nicht Gberprift.

Da alle hier aufgeflhrten Variationen innerhalb des Aufkonzentrierungs-
prozesses nicht zu deutlichen Verbesserungen der Wiederfindungsraten
fuhrten, wurde zu ergrinden versucht, wo die grof3ten Virusverluste
auftraten. Bei organischer Flockung und Zentrifugation allein wurden
Ausbeuten von lediglich 23 % im Mittel erzielt. Wurden die Ubersténde ein
weiteres Mal gefallt und zentrifugiert, lie3 sich die Gesamtausbeute auf
30 % steigern. In vier der funf Experimente zur Identifizierung des
Virusverlusts bei der gesamten Aufkonzentrierung (s. IV. 6.1.7.2.) konnte
diese relativ geringe Erhdhung der Ausbeuten durch eine weitere Fallung
und Zentrifugation der Uberstande der ersten Eluate bestatigt werden. In
den gleichen vier Tests waren auch durch eine zweite Elution der Viren
von der Glaswolle nur geringfigig hohere Ausbeuten zu verzeichnen. Bei
der Filtration kam es zu vollig unterschiedlichen Virusverlusten von 0 bis
86 %. Erstaunlicherweise lagen dagegen die Wiederfindungsraten mit ca.
2 bis 5 % in der Standardmethode bzw. mit ca. 2 bis 8 % bei Einrechnung
des zweiten Eluats und des Uberstands des ersten Eluats in der gleichen
GrolRenordnung. Der nur moderate Anstieg der Wiederfindungsraten
durch eine zweite Elution und die erneute Fallung und Zentrifugation des
ersten Eluats rechtfertigte nicht den wesentlich hoheren Arbeits- und
Zeitaufwand. Daher wurde bei den weiteren Versuchen wieder auf diese

Zusatzschritte verzichtet.

Dass Fallung und Zentrifugation alleine schon ineffizient erscheinen,
konnte auch auf Probleme bei der Nukleinsaureextraktion hindeuten. So
konnte ein Grolteil der Viren durchaus im Prazipitat vorliegen, eine
unvollstandige Extraktion wirde allerdings das Ergebnis verfalschen. So
konnten beispielsweise die Viren im Probenkonzentrat durch organische
Substanzen aus dem Elutionspuffer geschutzt sein. Der Lysepuffer in der

Extraktion konnte somit seine volle Wirksamkeit nicht entfalten. Durch ein-
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oder mehrmaliges Einfrieren und Auftauen sowie durch den Einsatz von
Ultraschall (van Heerden et al. 2005) wurde versucht, die Proteinflocken
aufzubrechen und die Viren dem Lysevorgang besser zuganglich zu
machen. Dadurch konnten jedoch nur in 2zwei Fallen die
Wiederfindungsraten erhoht werden, bei den uUbrigen Experimenten
nahmen sie ab. Vermutlich wurde ein Teil der Viren oder sogar ihre
Nukleinsduren  durch  Einfrieren und  Auftauen  bzw. durch
Ultraschallbehandlung zerstort. Die Verwendung eines kommerziellen Kits
(Nucleo Spin® RNA Virus F Kit) zur Nukleinsaureextraktion (Calgua et al.
2008) statt der sonst durchgefihrten Methode mit magnetischen
Silikapartikeln erbrachte nur negative PCR-Ergebnisse. Dies kann
wahrscheinlich unter anderem damit begrindet werden, dass bei diesem
Kit nur ein Funftel des sonst Ublichen Ausgangsvolumens von 5 ml

eingesetzt werden kann.

Insgesamt lagen die durschnittlichen Wiederfindungsraten in kinstlich
kontaminierten 10 I-Wasserproben fur humane Adenoviren bei 2,9 % und
fur Influenzaviren bei 6,0 % (s. IV. 4.1.1.). Diese Raten konnten nicht
weiter gesteigert werden, obwohl verschiedenste Schritte im
Aufkonzentrierungsprozess variiert wurden (s. o0.). Aufeinanderfolgende
Ergebnisse waren zum Teil widersprichlich. So zeichnete sich haufig in
einem Experiment ab, dass eine bestimmte Veranderung des Protokolls
die Wiederfindungsrate erhdhte, beim nachsten Experiment war dieser
Effekt nicht mehr nachweisbar. Ein Grund flr die Schwankungen konnte
sein, dass der gesamte Nachweis sehr viele Schritte umfasste und mit
relativ geringen Viruskonzentrationen in groRen Wassermengen gearbeitet
wurde. So kann schon jede kleine Veranderung in der Effizienz eines
Einzelschrittes bedeutende Auswirkungen auf das Gesamtergebnis
haben. Girones et al. (2010) beschrieben gro3e Schwankungen der
Wiederfindungsraten innerhalb eines Labors. Auch bei den Experimenten,
in denen versucht wurde, die Schritte mit den grofdten Virusverlusten zu
identifizieren, waren die Ergebnisse nicht eindeutig. Besonders die
Filtrationsverluste schwankten stark, woflr jedoch keine Ursache zu
erkennen war. Trotzdem konnen mit der beschriebenen Methode geringe

Viruskonzentrationen in grof3en Wasservolumina detektiert werden. Bei
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Wiederfindungsraten von mindestens 2 % werden 1.000 Partikel von
humanen Adenoviren in 10 |, d. h. 10 Partikel in 100 ml Wasser,

nachgewiesen.

3. Erprobung der Methoden in der Praxis

Es wurden zehn Wasserversorgungen fur das Untersuchungsprogramm
ausgewahlt. Die untersuchten Rohtrinkwasser konnten auch als
reprasentativ fur Trankwasser angesehen werden. Als Trankwasser wird
in einem landwirtschaftlichen Betrieb entweder Trinkwasser aus dem
offentlichen System oder Wasser aus einem eigenen Brunnen verwendet.
Da alle Versorgungen relativ schlecht geschiutzte Wasservorkommen
nutzten, war die hygienische Wasserqualitat vermutlich nicht besser als
die Qualitdt Ublicherweise genutzter Trankwasser. Es wurden
.problematische” Wasserversorgungen gewahlt und schwerpunktmafig
die Rohwasser untersucht, um die Chancen zu erhdhen, Viren

nachzuweisen.

Wie erwartet ergab sich eine Reihe von Auffalligkeiten in der
bakteriologischen und chemisch-physikalischen Untersuchung. In fast der
Halfte der 39 Proben waren sogar die mikrobiologischen Grenzwerte der
TrinkwV 2001 Uberschritten. In acht Proben konnte eine fakale Belastung
durch den Nachweis von E. coli und/oder intestinalen Enterokokken
bewiesen werden. Die in elf Proben detektierten coliformen Bakterien
konnen allerdings auch von sich zersetzendem Pflanzenmaterial
stammen. Ihre Anwesenheit im Trinkwasser ist trotzdem nicht erwinscht
und nach TrinkwV 2001 nicht zulassig, da sie auf einen nicht
ausreichenden Schutz des Wasservorkommens hindeutet. Bakterien der
Flexibacter-/ISporocytophaga-Gruppe wurden in einem Grof3teil der
Proben mit Grenzwertiberschreitungen und dartber hinaus in sechs
weiteren Proben gefunden. Dieser Nachweis kann ebenfalls einen Hinweis
auf mangelhafte Bodenfilterwirkung geben (Schindler und Metz 1989). Bei
der chemisch-physikalischen Untersuchung waren knapp 60 % der
Proben einwandfrei. Die Nichteinhaltung der Grenzwerte war
hauptsachlich auf zu niedrige pH-Werte zurtickzufihren (sechs Proben),

zwei Proben Uberschritten jedoch die Grenzwerte fir die Trabung. Die
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sechs Proben mit zu niedrigen pH-Werten und acht weitere Proben
lieferten auffallige Teilergebnisse, vor allem hohe Werte bei Tribung,
Nitrat, Oxidierbarkeit und UV-Absorption. Grenzwertliberschreitungen
bzw. erhohte Werte bei diesen Parametern konnen schlechte Boden-
filterwirkung anzeigen. An hohen Nitratkonzentrationen kann man
landwirtschaftliche Einflisse erkennen. Nur bei Versorgung 9 waren alle
bakteriologischen und chemisch-physikalischen Untersuchungen einwand-
frei. Allerdings hatte auch diese Versorgung in der Vergangenheit
Probleme mit erhdhten Pflanzenschutzmittel-Konzentrationen (personliche

Mitteilung des Wasserwarts).

Insgesamt waren nur zwei Proben fur F-spezifische RNA-Bakteriophagen
und somatische Coliphagen positiv, beide von Wasserversorgung 8. Es
wurden also nicht in allen eindeutig fakal belasteten Proben (s. o.)
Bakteriophagen gefunden, obwohl die Methode mit einer Nachweisgrenze
von einem Phagenpartikel in einem Liter Wasser sehr sensitiv war. Damit
bestatigt sich auch hier der Einwand von Lewis (1995), dass die relativ
geringe Haufigkeit von F-spezifischen Bakteriophagen es fragwurdig
erscheinen lasst, ob sie als Indikatoren flr virale Verunreinigungen

geeignet sind.

Bei allen 39 virologischen Probenahmen konnten 300 bis 500 Liter Gber je
eine Saule mit Glaswolle filtriert werden (s. IV. 5.3.). Es wurden keine
humanen und porzinen Adeno-, keine Polyoma- und keine Influenzaviren
detektiert. Falsch negative Ergebnisse wurden durch Prozess-,
Extraktions-, Amplifikations-, Inhibitions- und PCR-Kontrollen verhindert.
Die Amplifikations- und Inhibitionskontrollen, die bei den Real-Time (RT-)
PCR-Nachweisen fur humane Adeno- und Influenzaviren mitgefuhrt
wurden, zeigten an, dass in den Nukleinsaureextrakten haufig PCR-
Hemmestoffe enthalten waren. Diese Inhibitoren waren zusammen mit den
Viren aufkonzentriert worden. Die Hemmung der PCR kann durch
Verdinnung der Nukleinsaureextrakte abgeschwacht oder aufgehoben
werden (Gregory et al. 2006). Fur eine erfolgreiche PCR wurden die
Nukleinsaureextrakte daher meist 1:2 oder 1:10 verdinnt, in einigen
Fallen sogar 1:100. Die Verduinnung verringerte naturlich die Sensitivitat

der Gesamtmethode. Besser war es daher, im Mastermix bovines
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Serumalbumin (BSA) zuzugeben, wie von verschiedenen Autoren
vorgeschlagen (Kreader 1996; Wilson 1997; Abu Al-Soud und Radstrom
2000). Durch BSA wurden Hemmstoffe neutralisiert, so dass haufig die

unverdunnten Extrakte analysiert werden konnten.

Der Nachweis humaner Adenoviren (HAdV) erfolgte nur mit Real-Time
PCR, da die Voruntersuchungen zeigten, dass die nested PCR nicht
empfindlicher war (s. IV. 2.1.). Alle Proben wurden als negativ angesehen,
obwohl bei der Sommerprobe von Wasserversorgung 3 in der PCR ein
sehr schwaches Signal erkennbar war. Das Ergebnis der Sequenzierung
des PCR-Produkts (HAdV 2) machte es sehr wahrscheinlich, dass es sich
um eine Kontamination handelte. HAdV 2 wurde namlich sowohl in der
Phase der Methodenentwicklung als auch wahrend des Zeitraums der
Probenahmen zur kinstlichen Kontamination der (Kontroll-)Wasserproben
eingesetzt. Wahrend der Methodenentwicklung war es ebenfalls ganz
vereinzelt vorgekommen, dass die negative Prozesskontrolle in der PCR
schwach positiv getestet wurde. Probengefalle, Schlauche, Filtrations-
saulen, Zentrifugationsgefal’e oder die pH-Elektroden kdnnten mit HAdV-
DNA kontaminiert gewesen sein. Gebrauchte Probengefale und
Schlauche wurden autoklaviert, gereinigt und erneut autoklaviert. Saulen,
Zentrifugationsgefalle und pH-Elektroden wurden chemisch desinfiziert
und gespult (s. Anhang: IX. 1.1.2.1). In beiden Fallen konnten unter
Umstanden DNA-Reste zurlckgeblieben sein. Normalerweise war dies
allerdings nicht der Fall, was durch Prozess-Negativkontrollen (nicht mit
Viren versetzte 10 I-Proben aus destilliertem Wasser und Leitungswasser)
bestatigt wurde. Die mit der zweiten Halfte des Konzentrats der
Sommerprobe von Versorgung 3 durchgefihrte ICC-PCR war negativ.
Hatte die Probe wirklich HAdV enthalten, ware ein negatives Resultat hier
zwar auch mdoglich. Ein Grund daflr ware, dass die Konzentration der
Viren nicht ausgereicht hatte, da die Nachweisgrenze fur die ICC-PCR
funfmal hoher lag als fur den rein molekularbiologischen Nachweis (s. V.
2.3.). Weiter kénnten die Viren durch den Aufkonzentrierungsprozess ihre
Infektiositat verloren haben. Die weitaus wahrscheinlichere Begriindung ist
jedoch, dass es sich um eine Kontamination mit HADV 2-DNA handelte

und deshalb keine infektiosen Viren vorhanden waren. Zur Verhinderung
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falsch negativer Ergebnisse wurden Prozess-, Extraktions-, Inhibitions-
und PCR-Kontrollen verwendet. Flir die zur Quantifizierung erstellten
Standardkurven wurden die Ct-Werte fiir 102, 10% und 10* Genomkopien
eingesetzt (s. Abb. 13). Die Werte fir 10° und 10" Kopien wurden
zuséatzlich erhoben. Sie dienten aber nur zur Uberpriing der Sensitivitat
des PCR-Laufs, fur die Standardkurve waren sie nicht geeignet, da sie zu

sehr schwankten (s. V. 2.2.).

Auch fur die Nachweise von porzinen Adeno-, aviaren und bovinen
Polyoma- und Influenzaviren wurden falsch negative Resultate durch
diverse Kontrollreaktionen ausgeschlossen. Die PCR-Nachweise fur
porzine Adeno- und fir Polyomaviren beinhalteten jedoch keine
Amplifikations- oder Inhibitionskontrollen. Es ist zwar moglich, dass
verschiedene PCR-Methoden unterschiedlich auf Hemmstoffe reagieren.
Diese Moglichkeit wurde hier ausgeschlossen. Es wurde hingegen
angenommen, dass die Verdinnungsstufen der Nukleinsaureextrakte, bei
denen mit Hilfe der Amplifikations- bzw. Inhibitionskontrollen in der
Influenzavirus- und der HAdV-PCR keine Inhibition mehr feststellbar war,
auch fur die beiden anderen PCR-Nachweise keine Hemmstoffe mehr

aufwiesen.

4. Bewertung der etablierten Methode zum

Virusnachweis

Ein groRRer Vorteil der in dieser Arbeit etablierten Aufkonzentrierungs-
methode ist, dass sie flir verschiedene Viren angewendet werden kann,
sowohl fur behullte und unbehllte, fur RNA- und DNA-Viren als auch fur
Viren unterschiedlicher Grdole. Das Filtrationsmaterial Glaswolle ist
kostengunstig und die meisten Geratschaften, die bendtigt werden, sind in
einem mikrobiologischen Labor vorhanden. Glaswolle als Filtrations-
material machte es aullerdem maoglich, mehrere hundert Liter Wasser
ohne Vorbehandlung zu filtrieren. Bei Verwendung von negativ geladenen
Membranfiltern hatte zum einen der pH-Wert im Wasser auf ca. 3,5
abgesenkt werden mussen (Fong und Lipp 2005). Zum anderen waren
hier Vorfilter erforderlich (Wyn-Jones et al. 2000). Beim Einsatz von
Vorfiltern besteht die Gefahr, dass die Ausbeute sinkt, da an Partikel
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gebundene Viren von den Vorfiltern zurlickgehalten werden kénnten. Die
Viren wurden grofdtenteils nur molekularbiologisch detektiert. Bei der
verwendeten Methode zur Nukleinsdureextraktion konnte ein flr
molekularbiologische Tests aullergewohnlich grof3es Ausgangsvolumen
von 5 ml eingesetzt werden. Dies war bei den zu erwartenden geringen
Viruskonzentrationen in den Probenkonzentraten sehr vorteilhaft. Die
PCR-Nachweise waren unproblematisch und durch Kontrollen
abgesichert. Der gesamte Virusnachweis konnte also in der Regel von
einem nicht auf Viren spezialisierten mikrobiologischen Labor durchgefthrt
werden. Nur fur den Nachweis infektidser HAdV durch ICC-PCR waren in
dieser Arbeit Zellkulturen erforderlich. Dass zumindest ein Teil der
Adenoviren die Aufkonzentrierung ohne Verlust der Infektiositat Uberstand,
wurde wahrend der Methodenetablierung bestatigt (s. IV. 3.). In einer
Studie, in der Oberflachenwasserproben mit einer ahnlichen Methode
aufkonzentriert wurden, waren in 16 % der HAdV-PCR-positiven Proben
auch infektiose Viren zu finden (Huber und Holler 2007). Fur porzine
Adeno-, Polyoma- und Influenzaviren wurde die Infektiositat nach
Aufkonzentrierung nicht Uberpruft. Allerdings sind fir porzine Adeno- und
fur Polyomaviren ahnliche Ergebnisse wie fir HAdV zu erwarten, da es
sich ebenfalls um unbehullte, widerstandsfahige Viren handelt (Frey et al.
2003). Influenzaviren sind dagegen behdllt und empfindlich gegenuber
pH-Wert-Extremen (Goyal et al. 1980). Molekularbiologisch waren sie
zwar problemlos nachweisbar, ihre Infektiositat hatten sie vermutlich
jedoch verloren, da sie bei Elution und organischer Fallung hohen und
niedrigen pH-Werten ausgesetzt waren. Mit Hilfe von Zellkultur-
Nachweisen oder kombinierten Methoden wie ICC-PCR kénnen Aussagen
Uber das Infektionsrisiko getroffen werden. Mit rein molekularbiologischen
Nachweisen ist dies nicht moglich. Nukleinsauren im Wasser weisen aber
auf eine Verunreinigung hin, die generell im Trinkwasser nicht erwinscht
ist (Abbaszadegan et al. 1999). PCR-Nachweise haben den Vorteil, dass
sie rasch Ergebnisse liefern, sensitiv sind und eine ldentifizierung der
Zielorganismen auf Spezies-, Serotyp- oder Genotyp-Ebene ermdoglichen.
Manche Viren sind zudem ausschlieBlich molekularbiologisch erfassbar,
weil sie in Zellkulturen nicht vermehrt werden koénnen (Girones et al.
2010).
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Obwohl die etablierte Methode zum Virusnachweis diverse Vorteile
beinhaltet, erscheinen die durchschnittlichen Wiederfindungsraten von
knapp 3 % und 6 % fur HAdV bzw. Influenzaviren verbesserungswirdig. In
den zahlreichen Experimenten, in denen Einzelschritte der
Aufkonzentrierung variiert wurden, gelang dies jedoch nicht (s. V. 2.4.).
Besonders in alteren Studien wurden Wiederfindungsraten von Uber 60 %
fur Entero- bzw. Polioviren bestimmt, wenn Glaswolle zur Filtration
verwendet wurde (Vilagines et al. 1993; Vilagines et al. 1997a). Aber auch
in einer neueren Untersuchung (Lambertini et al. 2008) wird eine
durchschnittliche Wiederfindungsrate von 21 % fur Adenovirus 41
angegeben. Albinana-Gimenez et al. (2009a) fanden dagegen Raten von
im Mittel 0,95 % fur 10 I- und 1,21 % fur 50 I-Proben. Es handelte sich
dabei um Proben, die mit denen in dieser Arbeit verwendeten vergleichbar
waren, da sie ebenfalls aus Leitungswasser und destilliertem Wasser
bestanden und mit HAdV 2 gezielt versetzt worden waren. Die sehr
unterschiedlichen Raten konnen mit den Methoden begrindet werden, die
fur die Bestimmung der Ausgangskonzentrationen in den Wasserproben
angewandt wurden. Man kann davon ausgehen, dass Werte von weit
unter 10 % fur die Wiederfindungsraten am ehesten der Realitat
entsprechen. In alteren Untersuchungen wurden die Ausgangs-
konzentrationen der zur kinstlichen Kontamination der Proben
verwendeten Virussuspensionen vermutlich meist stark unterschatzt, da
die Quantifizierung damals mit Plaquetests erfolgte. Die Anzahl der dabei
ermittelten ,Plaque bildenden Einheiten® entsprach normalerweise nicht
der Anzahl der Viruspartikel. Erst durch die Zugabe zur Wasserprobe
|6sten sich die Einheiten in einzelne Partikel auf (Albinana-Gimenez et al.
2009a). So konnte es zur Berechnung der hohen Wiederfindungsraten von
uber 60 % kommen. Bei Verwendung quantitativer PCR-Methoden sollte
es jedoch nicht zu derartigen Effekten kommen, da hier die Anzahl der
Genomkopien bestimmt wird. Dabei kommt es nicht darauf an, ob
verklumpte oder einzeln vorliegende Viruspartikel analysiert werden,
vorausgesetzt die Verklumpung beeinflusst nicht die Effizienz der Lyse bei
der Nukleinsaureextraktion. Auf ineffiziente Nukleinsaureextraktion
und/oder PCR kdnnte man bei der oben zitierten Arbeit von Lambertini et

al. (2008) schlieBen. Hier wurde vermutlich ebenfalls die
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Ausgangskonzentration klar unterschatzt. Die Konzentration wurde zwar
mit quantitativer PCR ermittelt, aber nicht direkt aus der Virussuspension.
Vielmehr wurde das Konzentrat einer Negativkontrolle mit Viren gezielt
versetzt und daraus die Ausgangskonzentration bestimmt. Diese
Vorgehensweise erscheint nicht nachvollziehbar. Sie birgt die Gefahr,
dass die Viruspartikel durch Inhaltsstoffe des Elutionspuffers vor der Lyse
bei der Extraktion geschitzt werden und/oder PCR-Inhibitoren zu
geringeren Ergebnissen fuhren. Vermutlich lagen daher die vermeintlichen
Wiederfindungsraten bei uber 20 %. In der vorliegenden Arbeit und in der
Studie von Albinana-Gimenez et al. (2009a) wurden die Ausgangs-
konzentrationen direkt aus den Virussuspensionen, mit denen die Proben
versetzt worden waren, bestimmt. Zusammenfassend ergibt sich also,
dass die erzielten Wiederfindungsraten von ca. 3 und 6 % durchaus
zufriedenstellend sind, da sie in der gleichen GréRenordnung wie in der

neuesten Literatur beschriebene Werte liegen.

Anzumerken ist noch, dass im Allgemeinen Wiederfindungsraten aus
verschiedenen Untersuchungen schwer zu vergleichen sind, selbst wenn
die gleiche oder zumindest eine ahnliche Methode verwendet wird. Zum
einen kommt es schon zu betrachtlichen Schwankungen zwischen
verschiedenen Experimenten innerhalb eines Labors (Girones et al. 2010).
Zum anderen hangen die Raten von der Zusammensetzung des
verwendeten Wassers ab (Lambertini et al. 2008). Die darin enthaltenen
Salze und multivalenten Kationen sowie der pH-Wert beeinflussen die
Adsorption der Viren an das Filtermaterial (Hsu et al. 2007). Sogar die
Wahl des Virus-Serotyps kann Auswirkungen auf die Ergebnisse haben
(Lambertini et al. 2008). So kann die Effizienz der organischen Flockung je

nach Serotyp variieren (Morris und Waite 1980).

Bei der Untersuchung von zehn Wasserversorgungen wurden weder
Indikatorviren noch Influenzaviren detektiert, obwohl ein betrachtlicher Teil
der Proben bakteriologisch und chemisch-physikalisch auffallig war. Die
Proben waren entweder virusfrei oder die Konzentration an Viren war zu
gering, um sie nachzuweisen. Bei sehr geringen Konzentrationen ist die
Sensitivitat der angewandten Methode von entscheidender Bedeutung.

Die Wiederfindungsraten von ca. 3 und 6 % fur HAdV und Influenzaviren
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wurden mit Hilfe kunstlich kontaminierter 10 I-Proben ermittelt. 1.000
Viruspartikel in 10 | sind mit dieser Methode sicher nachweisbar (s. V.
2.4.). Bei den Probenahmen wurden 300 bis 500 Liter filtriert. Hier stellt
sich die Frage, ob sich die Nachweisgrenze extrapolieren lasst, d. h. ob
auch 1.000 Viruspartikel in 300 bis 500 Litern, also 10 Partikel in drei bis
funf Litern, detektierbar sind. Maoglich ware auch eine geringere
Nachweisgrenze, wenn bereits an die Glaswolle gebundene Viren durch
neu hindurchstromendes Wasser wieder abgelost wiarden. Eine direke
Uberprifung dieser Fragestellung, d. h. die Bestimmung der Wieder-
findungsraten mit Hilfe klnstlich kontaminierter Proben, die mehrere
hundert Liter umfassten, war im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht
moglich. Vilagines et al. (1993) fanden eine Verschlechterung der
Wiederfindungsraten, wenn sie 400 bis 1.000 | statt 100 | untersuchten.
Diese Verschlechterung war jedoch nicht signifikant. In einer weiteren
Untersuchung wurden keine signifikanten Anderungen der Raten bei
Probenvolumina zwischen 10 und 1.597 | verzeichnet (Lambertini et al.
2008). Diese Beobachtungen weisen darauf hin, dass die hier angewandte
Methode sensitiv. war und wahrscheinlich schon eine geringe
Kontamination mit Viren in den Wasserversorgungen nachweisbar
gewesen ware. Dies gilt vor allem fur HAdV, da die Real-Time PCR mit
ihrer Nachweisgrenze von einer Genomkopie pro Ansatz sehr empfindlich
war. Anderen Autoren gelang der Nachweis von HAdV aus (Roh-)
Trinkwasser, hauptsachlich auerhalb Europas (Lee und Kim 2002; van
Heerden et al. 2003; Verheyen et al. 2009). Aber auch aus Spanien sind
HAdV-Funde im Trinkwasser bekannt (Albinana-Gimenez et al. 2009b).
Oberflachengewasser sind in Deutschland sehr haufig mit HAdV belastet
(Huber und Haller 2007; Hamza et al. 2009). Dies legt nahe, dass diese
Viren auch in den Trinkwasserkreislauf geraten kénnten. Einige der hier
untersuchten Wasserproben konnten aufgrund der Nachweise von E. coli
und/oder intestinalen Enterokokken als eindeutig fakal belastet bewertet
werden. Ob die fakale Belastung menschlicher oder tierischer Natur war,
kann mit den Indikatorbakterien nicht entschieden werden. In ersterem
Fall sollten auch HAdV ins Grundwasser gelangt sein. Ilhre Konzentration
konnte jedoch so gering gewesen sein, dass ein Nachweis nicht mdglich

war. Ware die Kontamination tierischer Natur, konnte die Konzentration
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von porzinen Adenoviren und bovinen Polyomaviren ebenfalls zu gering
fir einen Nachweis gewesen sein. Uber die Sensitivitdt der hier
verwendeten Methoden flir diese Viren kdnnen keine genaueren Angaben
gemacht werden. Bisher gibt es auch keine Untersuchungen zu deren
Vorkommen in Umweltproben in Deutschland. In Spanien wurden sowohl
porzine Adenoviren als auch bovine Polyomaviren in Flusswasser
gefunden (Hundesa et al. 2006; Hundesa et al. 2010).

Insgesamt kann man feststellen, dass im Fall der hier untersuchten zehn
Wasserversorgungen die  bakteriologische  Untersuchung  mehr
Aussagekraft bezlglich des hygienischen Zustands des Wassers hatte als
die virologische Untersuchung und der Nachweis von Bakteriophagen.
Trotzdem sind Fragestellungen denkbar, bei denen die etablierten
Methoden sinnvoll verwendet werden konnten. Gibt es z. B. bei
bakteriologisch und chemisch-physikalisch einwandfreiem Trink- oder
Trankwasser Hinweise auf wasserblrtige Infektionen, koénnte eine
Untersuchung auf virale Indikatoren angezeigt sein. Auch Schwachen in
der Wasseraufbereitung sind pradestiniert dafur, Uber virale Indikatoren

erkannt zu werden, da Viren widerstandsfahiger sind als Bakterien.

In der Umweltvirologie wird es nicht als sinnvoll angesehen, das an den
Konsumenten abgegebene (aufbereitete) Wasser auf Viren zu
untersuchen, da die Untersuchungsvolumina zu gro® waren. Es sollen
vielmehr Risikoanalysen und -bewertungen durchgeflhrt werden. Daflr
werden jedoch zuverlassige Daten zur Viruskonzentration in Rohwassern
und gegebenenfalls zur Aufbereitungseffizienz bendtigt. Wie sich aber in
vielen friheren Untersuchungen weltweit und auch in der vorliegenden
Arbeit zeigte, bedeutet schon der Virusnachweis in (wenig belasteten)
Rohwassern eine groRe Herausforderung. Es besteht noch ein grolder
Forschungsbedarf, besonders da es trotz jahrzehntelanger
umweltvirologischer  Untersuchungen bisher keine standardisierten
Methoden fur die Aufkonzentrierung grofler Wasservolumina und fur
Virusnachweise gibt. Die molekularbiologischen Methoden haben zwar in
den letzten zwei Jahrzehnten grol’e Fortschritte  gebracht,

Standardisierungen sind trotzdem unerlasslich.
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VL. ZUSAMMENFASSUNG

Die hygienische Qualitat von Trink- und Trankwasser wird durch den
Nachweis von Indikatorbakterien bestimmt. Bakteriologisch einwandfreies
Wasser kann jedoch Viren enthalten und somit eine Gesundheitsgefahr fur
Mensch und Tier darstellen, weil Viren resistenter gegen Umwelteinflisse
und Desinfektionsmallnhahmen sind als Bakterien. Da es keine
standardisierten Verfahren gibt, sollten im Rahmen dieser Arbeit
Methoden zum Nachweis von viralen Indikatoren in Trink- und

Trankwasser etabliert und ihre Praxistauglichkeit Uberpruft werden.

Aufgrund ihrer Widerstandsfahigkeit und weiten Verbreitung wurden als
Indikatoren flr menschliche und tierische virale Belastungen humane und
porzine Adenoviren sowie bovine Polyomaviren ausgewahit. Die etablierte
Methode sollte auch fur Influenzaviren als empfindlichere Viren geeignet
sein. Da im Trink- und Trankwasser geringe Konzentrationen an Viren zu
erwarten waren, mussten die Proben zunachst aufkonzentriert werden.
Hauptsachlich wurde ein Adsorptions-/Elutionsverfahren mit Glaswolle als
Filtrationsmaterial angewandt. Die Konzentrate wurden in der Regel nur
molekularbiologisch untersucht. Die Methoden konnten fur alle
ausgewahlten Viren erfolgreich etabliert werden. In zahlreichen
Versuchsansatzen wurden Stufen des Aufkonzentrierungsprozesses
verandert und solche identifiziert, die fur die groften Virusverluste
verantwortlich waren. Die Ergebnisse wiesen hierbei eine hohe
Schwankungsbreite auf. Dies lasst sich mit der Komplexitat des
Verfahrens und den geringen Viruskonzentrationen in grofRen
Wasservolumina begrinden. Die Wiederfindungsraten in zehn Litern
betrugen im Mittel ca. 3 bzw. 6 % fur humane Adenoviren und
Influenzaviren. Die ermittelten Raten lagen etwas hoher als die Werte

einer aktuellen Studie.

In 39 Proben von zehn bayerischen Wasserversorgungen wurden keine
Viren detektiert, obwohl eine Mehrzahl der Proben bakteriologisch und
chemisch-physikalisch nicht einwandfrei war. Es wurden zwar mehrere
Hundert Liter Wasser filtriert, trotzdem war die Konzentration an Viren fur

einen Nachweis zu gering.
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Die entwickelten Methoden kdnnen zum Nachweis vieler verschiedener
Viren verwendet werden und sind sehr sensitiv. Da sie aber recht
aufwandig sind, eignen sie sich nicht fir Routineuntersuchungen. Fur
spezielle Fragestellungen, z. B. zur Ursachenforschung bei Ausbruchs-

geschehen, kdnnen sie jedoch sinnvoll angewandt werden.



VII. Summary 95

VII. SUMMARY

Development of methods for the detection of viral indicators in

human and animal drinking water

The hygienic quality of human and animal drinking water is assessed by
detecting indicator bacteria. Viruses are more resistant against
environmental stress and disinfection procedures. Therefore water free of
indicator bacteria may contain viruses and constitute a health risk for
humans and animals. As standardised procedures are not yet available
the aim of this work was to establish reliable detection methods for viral

indicators. Moreover their applicability in the field was to be tested.

Due to their resistance and widespread occurrence human and porcine
adenoviruses as well as bovine polyomaviruses were chosen as indicators
for human and animal viral contamination. The method to be established
should also be capable of detecting influenza viruses as examples for
more sensitive viruses. As only small levels of viral contamination are to
be expected in human and animal drinking water the samples had to be
concentrated first. Essentially an adsorption/elution technique with
glasswool filters was applied. The concentrates were generally analysed
by molecular means only. The methods were successfully established for
all chosen viruses. In numerous experiments several single steps of the
concentration process were varied. Furthermore the sites of major virus
losses were to be localised. The respective results showed a wide range
of fluctuation. This may be due to the complexity of the method and to low
virus concentrations being present in large water volumes. Average
recovery rates of 3 and 6% for human adenoviruses and influenza viruses
were obtained, respectively. The rates were somewhat higher as

compared to a current study where a similar method was used.

In 39 samples of ten Bavarian water supplies viruses could not be
detected although a majority of these samples was bacteriologically and
physico-chemically not acceptable. Even though several hundreds of litres
of water were filtered the virus concentrations were nonetheless to low to

be revealed.



VII. Summary 96

With the very sensitive methods developed here many different viruses
can be detected. As they are quite laborious they are not suitable for
routine investigations, though. However, special questions like identifying

the source of outbreaks make them reasonable to be applied.
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IX. ANHANG

1. Material und Methoden

1.1. Aufkonzentrierung der Wasserproben

1.1.1. Gerate und Materialien

Pumpe

Schlauchpumpe Typ 620R (Watson-Marlow, Rommerskirchen)

Filtermaterialien

Glaswolle ,Bourre 725 QN* (Ouest Isol, Alizay, Frankreich)
Glaswolle, langfaserige DMCS-behandelt (Macherey-Nagel, Diren)
Glasfaserwatte silanisiert, feinstfaserig (Macherey-Nagel, Duren)
Steinwolle Isover (BayWa, Unterschleil3heim)

Virosorb® 1MDS-Filterkartusche (3M, Neuss)

Kunststoffsaulen

Transparente Filtrationssaulen mit Schraubkappen und Schlaucholiven
Grolke 1 (Standard-Saule): Hohe: 29,5 cm; Durchmesser: 3,2 cm
Grole 2 : Hohe: 29,5 cm; Durchmesser: 6,0 cm

Spezialanfertigungen der Firma Kunz (Owen/Teck)

1.1.2. Reinigung und Vorbereitung der Geratschaften

1.1.2.1. Reinigung der Kunststoffsaulen, ZentrifugationsgefaBe und
der pH-Elektrode

Die Kunststoffsaulen und die Zentrifugationsgefalle konnten nicht
autoklaviert werden. Deshalb wurden sie mit einer Desinfektionsmittel-
Losung behandelt (3 %ige Korsolex® AF-Losung; Bode Chemie,
Hamburg). Die Losung wurde wochentlich frisch hergestellt. Die Saulen
wurden eine Stunde im Desinfektonsmittelbad belassen, anschlieRend mit
warmem Wasser, Haushaltsspulmittel und einer Flaschenburste gereinigt

und mit entionisiertem Wasser gespult. Die Zentrifugationsgefal3e wurden
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uber Nacht mit der Korsolex®-Losung desinfiziert und dann in der

Spulmaschine gewaschen.

Nach der Einstellung des pH-Werts im Eluat auf ca. 3,3 (s. lll. 2.1.1)
wurde die pH-Elektrode 30 min in einer arbeitstaglich frisch hergestellten 1
%igen Natrium-Hypochloritldsung desinfiziert und anschlief3end grindlich
mit entionisietem Wasser abgespult. Da die Desinfektion nach jeder
Probe erforderlich war, wurden zwei Elektroden verwendet, damit eine
immer einsatzfahig war. Nach der Desinfektion wurden die Elektroden neu

geeicht.

1.1.2.2. Vorbereitung der Kunststoffsaulen fiir die Konzentrierung

Far die Befullung der Saulen GroRe 1 wurden 10 bzw. 15 g Glaswolle, fur
die Saulen der Grole 2 40 bzw. 50 g abgewogen. Um zu vermeiden, dass
Fasern der Glaswolle eingeatmet wurden, erfolgte die Einwaage in einem
Unterdruckabzug fur Wiegearbeiten von Pulvern (Unterdruckabzug 870 P;

Cruma, El Prat de Llobregat, Spanien) in der Nahrbodenkuche des LGL.

Die Glaswolle wurde in der Saule, an die die untere Kappe schon
angeschraubt war, mit Hilfe einer Metallstange zusammengepresst (Grolde
1, 10 g Glaswolle: auf eine Héhe von 6 bis 8 cm; Grolke 1, 15 g Glaswolle:
auf eine Hohe von 8 bis 10 cm; Grole 2, 40 g Glaswolle: auf eine Hohe
von 8 bis 10 cm; GrofRe 2, 50 g Glaswolle: auf eine Hohe von 10 bis 12
cm). Die Saule wurde an einem Laborstativ befestigt und die Glaswolle
gewaschen. Dazu wurden zuerst 50 ml 1 N Salzsaure, dann 50 ml
Leitungswasser sowie 50 ml 1 N Natronlauge und zuletzt mindestens 1 |
Leitungswasser zugegeben. Der pH-Wert des Filtrats musste danach im

neutralen Bereich liegen.
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1.1.3. Pufferléosungen
Die Losungen wurden nach der Herstellung 20 min bei 121 °C und 2 bar

autoklaviert. Die Lagerung erfolgte im Kuhlschrank.

1.1.3.1. Phosphatpuffer

PBS-Puffer

Zwei Stuck Gibco® PBS-Tabletten (Invitrogen, Karlsruhe) wurden in 1000
ml Wasser aufgelost. Die Pufferlosung enthielt laut Herstellerangaben
0,14 M NaCl, 0,01 M PO4-Puffer und 0,003 M KCI.

1.1.3.2. Elutionspuffer

3 Y%iger Fleischextrakt-Glycin-Puffer
30,0 g Fleischextrakt

3,75g Glycin

1000 ml destilliertes Wasser

0,5 %iger Fleischextrakt-Glycin-Puffer
5,0 g Fleischextrakt

3,75g Glycin

1000 ml destilliertes Wasser

Magermilch-Glycin-Puffer

1,0 g Magermilchpulver
3,75g Glycin

1000 ml destilliertes Wasser

Fleischextrakt bzw. Magermilch und Glycin wurden jeweils in Wasser

geldst und die pH-Werte mit 1 N Natronlauge auf 9,5 + 0,1 eingestellt.

Nach dem Autoklavieren wurde bei jeder Charge uberpruft, ob es bei
einem pH-Wert uber 3,0 zu einer Protein-Fallung kam. Dazu wurden 10 ml
Puffer in ein steriles Plastikréohrchen pipettiert und 0,1 N Salzsaure wurde
zugegeben, bis der pH-Wert bei ca. 3,5 lag. Dann erfolgte die weitere
Zugabe von 0,1 N Salzsaure nur noch tropfenweise. Der pH-Wert, bei
dem sich eine deutliche Flockenbildung zeigte, wurde dokumentiert. Die
jeweilige Charge wurde nur verwendet, wenn die Flockenbildung bei

einem pH-Wert tber 3,0 auftrat.
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1.2. Nukleinsaureextraktion
NucleoSpin® RNA Virus F Kit (Macherey-Nagel, Duren)
Zu 1 ml Probenkonzentrat wurden 4 ml Puffer RAV1, der Carrier-RNA

enthielt, und bei einigen Proben zusatzlich 133 pl Proteinase K-Losung

gegeben. Die LOosung wurde zunachst mit der Pipette gemischt und
anschlieRend 15 s gevortext. Nach einer funfminttigen Inkubation bei
70 °C wurden 4 ml Ethanol (96-100 Vol.-%) zupipettiert. Die Mischung
wurde 15 s gevortext, die Saule damit beladen und bei 3.000 x g 5 min
zentrifugiert. Das Filtrat wurde verworfen und das 50 ml-
Zentrifugationsrohrchen, in dem das Filtrat aufgefangen wurde, durch ein
neues ersetzt. Danach folgten drei Waschschritte mit den Puffern RAW
(5 ml) und RAV3 (8 ml und 2 ml). Zentrifugiert wurde jeweils bei 3.000 x g
fur 3, 3 und 10 min. Nach jedem Waschschritt wurde ein neues
Zentrifugationsrohrchen verwendet. Um letzte Spuren von Ethanol zu
entfernen, wurde schliel3lich ein weiteres Mal in einem neuen Rdhrchen
10 min zentrifugiert. Vor der Elution wurde ein 0,5 ml-Reaktionsgefald am
unteren Ende der Saule Dbefestigt und beide in einem
Zentrifugationsrohrchen platziert. Dann wurden 50 uyl auf 70 °C
vorgewarmtes RNase-freies Wasser auf die Saulenoberflache pipettiert,
bei Raumtemperatur 2 min inkubiert und 3 min bei 3000 x g zentrifugiert.
Der Elutionsschritt wurde mit weiteren 50 pl Wasser wiederholt, so dass
man insgesamt 100 ul Nukleinsdureextrakt erhielt, die bei -80 °C gelagert

wurden.

QlAamp® Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Hilden)
140 pl Probe (Virussuspension, Zellkulturiberstand etc.) und 560 ul Puffer

AVL (mit Carrier RNA) wurden mit Hilfe des Vortexers 15 s pulsierend
gemischt und anschlielend bei Raumtemperatur 10 min inkubiert. Zur
Entfernung von Tropfen auf der Innenseite des Deckels wurden die
ReaktionsgefaRe fur ca. 10 s zentrifugiert. Nach Zugabe von 560 pl
Ethanol (96-100 Vol.-%) wurde erneut 15 s pulsierend gevortext und ca.
10 s zentrifugiert. Dann wurde eine Saule, die sich in einem 2 ml-
Auffanggefaly befand, mit 630 yl des Gemisches beladen und 1 min bei
6.000 x g zentrifugiert. Die Saule wurde in ein neues Auffanggefal}

gesteckt, der Rest des Probengemisches zupipettiert und wieder wie oben
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zentrifugiert. Dann folgten Waschschritte, bei denen jeweils ein neues
Auffanggefall verwendet wurde. Es wurden 500 pl Puffer AW1, dann
500 yl AW2 zugegeben (Zentrifugation flir 1 min bei 6.000 x g, dann fir
3 min bei 20.000 x g). AnschlieRend wurde die Saule in einem neuen
Gefal fur 1 min bei 20.000 x g zentrifugiert, um alle Reste von Puffer AW2
zu entfernen. Zur Elution wurden 40 pl Puffer AVE verwendet, 1 min bei
Raumtemperatur inkubiert und 1 min bei 6.000 x g zentrifugiert. Zur
Verbesserung der Ausbeute wurde dieser letzte Schritt zweimal
durchgefuhrt. Das Endvolumen der extrahierten Nukleinsauren betrug hier

also 80 ul pro Probe. Die Extrakte wurden ebenfalls bei -80 °C gelagert.

1.3. Bakteriophagen-Nachweis
Fir den Bakteriophagen-Nachweis wurde eine Reihe von Nahrmedien und
Lésungen bendtigt. Nach der Sterilisation wurden alle Medien im

Kuhlschrank aufbewahrt.

1.3.1. Medien fiir den Nachweis somatischer Coliphagen
Calciumchlorid-Lésung
14,6 g CaC|2 -2 HQO

100 ml destilliertes Wasser

Calciumchlorid wurde unter vorsichtigem Erhitzen in Wasser geldst. Nach
dem Abklhlen wurde die Losung mit Hilfe eines 0,2 pm-Membranfilters

sterilisiert.

Modifizierte Scholtens’ Bouillon, 10fach konzentriert
100 g Pepton

30 g Hefeextrakt

120 g Fleischextrakt

30 g NaCl

50 ml Na;COs3-Lésung (150 g/ 1)

3 ml MgClz-Lésung (2 g MgCl, - 6 HO/ ml)

1000 ml destilliertes Wasser

Nach dem Loésen der Substanzen in Wasser und der Zugabe der

Lésungen wurde der pH-Wert mit 1 N Natronlauge oder 1 N Salzsaure auf

7,2 £ 0,2 eingestellt. Die Bouillon wurde 20 min bei 121°C autoklaviert.
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Modifizierter Scholtens’ Agar

10 g Pepton

3 g Hefeextrakt

12 g Fleischextrakt

3 g NaCl

5 ml Na,COs3-Lésung (150 g/ 1)

0,3 ml MgCl,-Lésung (2 g MgCl, - 6 H,O/ ml)

16 g Agar

1000 ml destilliertes Wasser

Wie oben beschrieben wurden die Substanzen in Wasser gelost, der pH-
Wert eingestellt und die Losung autoklaviert. Nach dem Abkuhlen auf 45

bis 50 °C wurden 6 ml Calciumchlorid-LOosung zugegeben und jeweils ca.

20 ml Medium in eine Petrischale gegossen.

Modifizierter Scholtens’ Weichagar

Im Unterschied zum Modifizierten Scholtens’ Agar wurden hier nur 8 g
Agar eingesetzt. Ansonsten waren alle Herstellungsschritte identisch.
Calciumchloridlésung wurde nicht zugegeben.

Vor einem  Bakteriophagen-Nachweis  wurde der  Weichagar
aufgeschmolzen, in 2,5 ml-Portionen aufgeteilt und in einem Wasserbad
bei 45 °C flussig gehalten. Zu 2,5 ml Weichagar wurden 1 ml Wirtskultur
und 1 ml Pepton-Salzlésung (1 g Pepton und 8,5 g NaCl in 1000 ml
destilliertem Wasser, pH-Wert 7,2 + 0,2) gegeben, vermischt und auf eine

Modifizierte Scholtens’ Agarplatte aufgebracht.

1.3.2. Medien fiir den Nachweis F-spezifischer RNA-
Bakteriophagen

Calcium-Glucose-Ldsung:

3 gCaCl,-2H,0

10 g Glucose, wasserfrei

100 ml destilliertes Wasser
Die Substanzen wurden unter vorsichtigem Erhitzen gelost, die

Sterilisation erfolgte mit einem 0,2 ul-Membranfilter.
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Trypton-Hefeextrakt-Bouillon, 10fach konzentriert

100 g Trypton (pankreatisch verdautes Casein)

10 g Hefeextrakt

80 g NaCl

1000 ml destilliertes Wasser

Die Substanzen wurden geldst, der pH-Wert auf 7,2 £ 0,2 eingestellt und

die Bouillon wie oben autoklaviert.

Trypton-Hefeextrakt-Glucose (TYG)-Agar:

10 g Trypton

1 g Hefeextrakt

8 g NaCl

16 g Agar

1000 ml destilliertes Wasser

Nach Losung der Substanzen, pH-Wert-Einstellung und Autoklavieren
wurden bei 45 bis 50 °C 10 ml Calcium-Glucose-L6sung zugegeben und

Agarplatten wie oben hergestelit.

TYG-Weichagar:

Im Unterschied zum TYG-Agar wurden hier nur 8 g Agar eingesetzt.

Ansonsten waren alle Herstellungsschritte identisch. Calcium-Glucose-

L6sung wurde nicht zugegeben.

Wie beim Modifizierten Scholtens’ Weichagar dargestellt, wurde auf TYG-
Agarplatten eine Schicht aus Weichagar, Wirtskultur und Pepton-

Salzlésung aufgebracht.
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2.

Ergebnisse

Tabelle 9: Ergebnisse der bakteriologischen Untersuchungen von
zehn Wasserversorgungen im Detail

colif. B.

E. coli

Enterok.

C. p.

Kol.

EHEC

Flexib.

X X X X

X X X X

x

x X

vV 8*
8w
8F
8S
8H

X X X X

X X X X

V9
A
9F
9S8
9H

V10
10w
10F
10S
10 H

X X X X

*: Von Versorgung 8 wurden zusatzlich Proben nach Ultrafiltration entnommen. Hier
werden jedoch nur die Ergebnisse des Rohwassers dargestellt. Das aufbereitete Wasser

war bakteriologisch einwandfrei.
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colif. B.: coliforme Bakterien

E. coli: Escherichia coli

Enterok.: Intestinale Enterokokken
C. p.: Clostridium perfringens

Kol.: Koloniezahl

EHEC: enterohamorrhagische E. coli

Flexib.: Flexibacter-/ Sporocytophaga-Gruppe

V: Versorgung
W: Winterprobe
F: Frihlingsprobe
S: Sommerprobe

H: Herbstprobe

x: Nachweis (bzw. bei Koloniezahl: Uberschreitung des Grenzwerts)
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Tabelle 10: Ergebnisse der chemisch-physikalischen
Untersuchungen von zehn Wasserversorgungen im Detail

pH | Lf Oxi | NHs | NO3 | NO, | Far |UV | Trab | Fe | Mn

N
M
[OREGREG RN G]
oo

OO OO
oL

9H

V10
10w
10F a
10S
10 H

*: Von Versorgung 8 wurden zusatzlich Proben nach Ultrafiltration entnommen. Hier
werden jedoch nur die Ergebnisse des Rohwassers dargestellt. Das aufbereitete Wasser

wies keine Auffalligkeiten auf.
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pH: pH-Wert

Lf: Leitfahigkeit bei 20 °C

Oxi: Oxidierbarkeit

NH4: Ammonium

NOg: Nitrat

NO.,: Nitrit

Far: Farbung bei 436 nm

UV: UV-Absorption bei 254 nm
Trib: Tribung

Fe: Eisen, gesamt

Mn: Mangan, gesamt

V: Versorgung
W: Winterprobe
F: Fruhlingsprobe
S: Sommerprobe

H: Herbstprobe

G: Grenzwert der TrinkwV 2001 nicht eingehalten
a: auffalliger Wert
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