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Coliforme Bakterien

Indikatorparameter nach TrinkwV (2001)
m Coliforme Bakterien gehoren zur Familie der Enterobacteriaceae

B gram-negative, nicht sporenbildende, cytochromoxidasenegative
Stabchen

m Arten fakalen Ursprungs sowie Umweltcoliforme

m neue Methoden erfassen mehr Umweltcoliforme — nicht unbedingt
hygienische Relevanz und oft kein Indikator fur fakale Verunreinigung

Aber:

m Der Nachweis coliformer Bakterien ist ein Hinweis auf einen nicht
ordnungsgemalen Zustand im Versorgungssystem— technische
Relevanz (Mangel in Gewinnung, Aufbereitung, Verteilung)
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Beurteilung von Coliformen

m Eine Gefahrdung der menschlichen Gesundheit ist bei alleinigem Nachweis
von coliformen Bakterien fur die Normalbevolkerung in der Regel nicht zu

besorgen.
m Ausnahme — sensible Einrichtungen, pradisponierten oder
abwehrgeschwachten Patienten

Abkochgebot in der Regel nur wenn Hinweis auf fakale Verunreinigung

Bei systemischer Kontamination, E. coli/Enterokokken auch in grof3eren
Volumen untersuchen um fakalen Eintrag auszuschliel3en.

« Leitlinien zum Vollzug der 88 9 und 10 der Trinkwasserverordnung

« UBA-Empfehlung - Coliforme Bakterien im Trinkwasser
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Nachweismethoden coliforme Bakterien
(TrinkwV)

ISO 9308-1(2014) (CCA) ISO 9308-2 (Colilert)

Quelle: Idexx

Nachweisprinzip:

* [-Galactosidase (Colif.): rosa/rot-pink
(CCA); gelb (Colilert)

* [R-Glucuronidase (E.coli):blau/violett
(CCA); fluoreszierend (Colilert)

Niedersachsen
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fahren und -prinzip

Methoden zum Nachweis coliformer Bakterien

Tab. 1 Einteilung coliformer Bakterien (Gattungen) in Abhangigkeit von Nachweisver-

Methode nach TrinkwV Methode nachDINEN ISO  Alternativverfahren nach TrinkwV
1990 9308-1, TrinkwV 2001 2001, ,Colilert®-18/Quanti-Tray*”
Laktose zu Sdureund Gas  Laktose zu Saure B-O-Galaktosidase
Escherichia Escherichia Escherichia
Klebsiella Klebsiella Klebsiella
Enterobacter Enterobacter Enterobacter
Citrobacter Citrobacter Citrobacter
Yersinia Yersinia
Serratia Serratia
Hafnia Hafnia
Pantoea Pantoea
Kluyvera Kluyvera
Cedecea
Ewingella
Moellerella
Leclercia
Rahnella
Yokenella
Fett: coliforme Bakterien, die in der Umwelt und in menschlichen Faeces vorkommen kénnen;
Fett und kursiv: coliforme Bakterien, die als primare Umweltmikroorganismen angesehen werden.

Empfehlung des Umweltbundesamtes: Coliforme Bakterien im Trinkwasser
Bundesgesundheitsbl 2009- 52:474-482 DOI110.1007/s00103-009-0823-7
Online publiziert: 28. Mérz 2009 © Springer Medizin Verlag 2009
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Coliforme Bakterien mit nachgewiesener fakul-
tativ pathogener Bedeutung und mit haufigem
Nachweis in klinischem Untersuchungsmaterial
und im Zusammenhang mit Ausbriichen

Genus Spezies
Klebsiella - pneumoniae
- oxytoca
Enterobacter - cloacae
- aerogenes
Serratia —marcescens
- liquefaciens
Citrobacter — freundii

Vollstandigkeit und bedarf der hygienisch-medizinischen Bewertung)*

Coliforme Bakterien mit maglicher fakultativ
pathogener bzw. opportunistischer Bedeutung
und seltenem Nachweis in klinischem Unter-
suchungsmaterial bei sporadischen Infektionen

Genus Spezies (Beispiele)
Entero- amnigenus

bacter

Serratia plymuthica
Citrobacter  koseri

Spezies weiterer Gattungen wie Edwardsiella,
Erwinia, Hafnia, Leclercia, Kluyvera, Pantoea,
Rahnella, Yersinia

*Im Literaturverzeichnis ist spezielle Literatur zur @ Tab. 2 angegeben.

Beurtellung verschiedener Spezies (UBA-Empfehlung)

Tab.2 Beispiele fiir coliforme Bakterien in Abhdngigkeit von ihrer gesundheitlichen Bewertung (die Tabelle erhebt keinen Anspruch auf

Coliforme Bakterien, die nach bisherigem
Kenntnisstand von ungesicherter opportu-
nistischer Bedeutung sind

Genus Spezies (Beispiele)
Enterobacter  asburiae
Serratia fonticola

Spezies weiterer Gattungen Buttiauxella,
Budvicia, Leminorella, Moellerella, Raoultella,
Yersinia, Yokenella

Empfehlung des Umweltbundesamtes: Coliforme Bakterien im Trinkwasser
Bundesgesundheitsbl 2009 52:474-482 DOI10.1007/s00103-009-0823-7
Online publiziert: 28. Mérz 2009 © Springer Medizin Verlag 2009

Bei Nachweis coliformer Bakterien,
die nach bisheriger Kenntnis von un-
gesicherter opportunistischer Bedeu-
tung sind, werden diese Befunde wie
das Auftreten einer Koloniezahlerho-
hung ohne Hinweis fiir tibrige Auffil-
ligkeiten gewertet.
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Differenzierung Coliforme

Wann/Warum differenzieren?
m Bei Hinweisen auf systemische Kontamination

Einzelfallentscheidungen

Gangige Differenzierungsmethoden:

m  16S rRNA Sequenzierung (genotypische Diff.)

spectrometry)

m FUr die hygienisch-medizinische Beurteilung, Risikoeinschatzung— Immer

m Zur Ursachenforschung: Spezies/Diversitat kann bei Quellensuche hilfreich sein

m Biochemische (phanotypische) Differenzierung-> z. B. AP| 20E, VITEK

m MALDI-TOF MS (matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass

www.nlga.niedersachsen.de 8
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f

API 20E- biochemische Differenzierung
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API 20E- biochemische Differenzierung

 Dauer ca. 18-24 Stunden
« Fur klinische Diagnostik entwickelt
* Viele Umweltcoliforme sind in den Datenbanken nicht erfasst

« Die zugrundeliegenden Datenbanken sind begrenzt (klinische
|solate)

» Variabilitat einzelner Stoffwechseleigenschaften
Nicht alle Stamme einer Spezies zeigen unbedingt die
gleichen Reaktionen
Unterschiedliche Arten zeigen gleiche biochemische
Reaktionen

Variation zwischen verschiedenen Anwendern

www.nlga.niedersachsen.de 10 Gy Niedersachsen
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16S rRNA Sequenzierung

PCR

; e L ] l i l l I “ ABI Chromatogram: C:\Users\KATHAR~1.KOH\AppData\Local\Temp\20165577_2 II-GM3.a
- e |wo-smsme 1. Denatring T acted none | Sample: 27733607 |File: C:Users KATHAR~1 KOH AppData Local Temp 20!
DNA Sample Primers Nucleotides mﬂ“
= 60 70 80 90
1 TTGCACTCAATT G GAAAGAGGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACA
. i] lis“c-anE!s bind templale 2. Annealing
Tag polymerase Mix Buffer PCR Tube W

—

l T2°C - Synthesise new strand 3. Extension

PCR Cycle

Thermal Cycler

http://www.ib.bioninja.com.au/_Media/pcr-components_med.jpeg

>FR832379.1 Serratia fonticola partial 16S rRNA gene, strain ST2
GCTAGAGCGTTGTAGTCGTGCAGATGTCCCGCGCAAGCGGTGAGAGAAAGCCATTGACGCTCTGGACGTT
GGCACACCGCCCGTCAGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCTTCGGACCA
AAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCACACCATCGGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGAGGTAATG
. GCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCC
San ger Seq uenzierung AGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGT
GTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAGGGTTCAGTGTTAATAGCACTGT
TCATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGC
AAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCG
AGCTTAACTTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTG
TAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACG
CTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGA
CTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGG
CCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATG
CAACGCGAAGAACCGTAACCTACTCTTGACTCCACAGAACTTTCCACAGATGGATGGTGCCGTCCTGGAA
CTGTCGANACAGGTGCTGCATGCTGTCGTCAGCTCC

www.nlga.niedersachsen.de 11 Niedersachsen
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16S rRNA Sequenzierung

BLAST (basic local alignment search tool)

H Alignments - i 0

Max | Total |Query| E

Description R W Gl Pl ldent = Accession :

I_ Sematis sp. UIWRFD113 185 nbosomal RMA gene, partial sequence 1594 1594 100% 0.0 100% KRIESET31
[ Sematia sp. UIWRFD102 185 ribosomsl RNA gene, parfisl sequence 1504 15894 100% 0.0 100% KRIBSEET.
[T =emstiz sp. UIWRFD101 165 ribosomsal RMA gene, partisl seguence 1594 1594 100% 0.0 100% KRI1ESEFS 1
[T Serstis sp. UIWRFO100 188 ribesomsl RMA gens, partisl ssguence 504 1594 100% OO0 100% KRIBGBSS.1
[T serstis sp. UNWRFOOS4 185 ribosomsl RMA gens, partisl ssgusnce 1504 15094 100% 0.0 100% KRIBESE25.1
|_ Sermratis sp. UIWRF1125 185 ribpsomal BNA gene partis| seguence 1594 1594 100% 0.0 100% KR1E9429.1
[ Semstis fonticols strain DSM 4575, complets genome 1594 11124 100% 0.0 100% CPO11254.1
[T serstis glossinzs strain DUCCET4S 165 ribosomsl RMA gens, partisl sequence 1504 504 100% 0.0 100% KPI12498 1
[ Uncuttured bacterium clone TM1B310F05 165 ribosomal RNA gene, partisl sequence 1594 1594 100% 0.0 100% JNG157E5.1
[T Uncultured bacterium partis) 185 rAMA sens_isolsts EFOD01A055 1504 1594 100% OO0 100% 1
[T Uncultured bacterium parfisl 165 rANA gene_isolate BEBO01AD4S 1584 15594 100% 0.0 100% i
[ Uncuttursd bacterum partial 165 rRNA gene. isolsts BEGD01AD43 1594 1594 100% 0.0 100% 1
[T Uncultured bacteriom partisl 185 rRNA gene, isolste BEDO0IADZD 1584 1554 100% 0.0 100%

[ Uncuttured bacterivm partial 185 rANA gene,_isolste BEO001ADED 1584 504 100% 0.0 100% i
[T Uncuttured bacterism partizl 165 rRNA gene, isolste BEOO01ADSE 3894 1594 100% 0.0 100% 1
r Uncuttured bacterium partisl 185 rRMA gene, isolate BFOD01ADES 1504 1594 100% OO0 100% 1
[T Uncuttured bacterium partil 165 rANA gene, icolate BEO001ADES 1584 1594 100% 0.0 100% AMSSSTSE.1

www.nlga.niedersachsen.de 12 Gy Niedersachsen
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16S rRNA Sequenzierung

Phylogenetischer Baum

GPO04142, Racultella ornithinohtica BB
AYP23BRE02, Serratia fonticola
HCA07251, Serratia fonticola
P.HB E?EEEEBE

AHE f‘J«BBEEEFE
erratia fonticola AU-P3(3)

AVAHGT 000293, Serraha fonticola LMG 7BB2
AUSVB1000110, Serratia fonticola UTADSS

— KJ147084, Serratia quinivorans
KJ147071, Serratia liqusfaciens

GPOOOB2E, Serratia prﬂteamaa:ulans RER

[ CPOOESEE, Serratia plymuthica 513

www.nlga.niedersachsen.de
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16S rRNA Sequenzierung

Dauer: ca. 24-48 Stunden (bei Fremdvergabe Sequenzierung,
Optimierungen in Einzelfallen naotig)

Groldte mikrobiologische Datenbanken (viele Isolate aus der Umwelt)

Know-how erforderlich (PCR, Umgang mit Sequenzen und
Datenbanken)

Probleme bei Artidentifizierung bei einigen Gattungen, z.B
Enterobacter sp.

www.nlga.niedersachsen.de 14 Gy Niedersachsen
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MALDI-TOF

Quelle: https://www.aacc.org/publications/cIn/articles/2014/september/regulatory-roundup.aspx

http://www.chemie.de/produkte/127780/hygienemonitoring-maldi-tof-bruker-biotyper.html

www.nlga.niedersachsen.de 1 Niedersachsen
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MALDI-TOF

lineares Flugrohr

| | . Detektor
—_— ——]

Driftstrecke

Beschleunigungs-
elektroden

z”

strecke

%

Beschleunigungs- T

Targetplatte

zum
Flugrohr /
Driftstrecke

Fokussierungs-

-~ linse

Laserstrahl ’)mhmn
A eloktrisches
’..' & Kallnmn Feld .

.’. _Analyt / Matrix
:.p.. *@ Komplex

Targetplatte

Quelle: BIOspektrum|07.10/16. Jahrgang :

www.nlga.niedersachsen.de

ntens (au) T
A

Rang
Qualitat)

FL{CEEE)
2( %)
3(++)
4(+++)
6/(+)
B (++)
7(-)
8(-)
9(-)
10(-)

| Pseudomonas aeruginosa AQ7_08_Pudu FLR

‘ Pseudomonas aeruginosa ATCC 278563 CHB
 Pseudomonas aeruginosa DSM 50071T HAM
 Pseudomonas jinjuensis LMG 21316T HAM

‘ Pseudomonas citronellolis DSM 50332T HAM
 Pseudomonas antarctica DSM 15318T HAM

' Flavobacterium flevense DSM 1076T HAM

T
aco 000

X

Resultat des Mustervergleichs

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 THL

Pseudomonas aeruginosa 8147_2 CHB

Pseudomonas aeruginosa 19955_1 CHB
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MALDI-TOF

Dauer: wenige Minuten
Schnell wachsende Datenbanken
Gute Vergleichbarkeit mit 16S rRNA Sequenzierung

Problem bei einigen Gattungen, ahnlich zu 16S rRNA
Sequenzierung

www.nlga.niedersachsen.de 17 Gy Niedersachsen
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Praxisbeispiel: Wasserwerk

Ausgang Wasserwerk Netzprobe

n-

—) 99 9% Raoultella ornithinolytica e} 99,3% Serratia fonticola

18 Niedersachsen
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PraX|sbe|sp|eI Wasserwerk

" ‘f '__“‘ 5
[

8' 3@8 | ‘ ol i 99,3% Serratia fonticola
I A & : Sehr gute Identifizierung

|— 99,9% Raoultella ornithinolytica

Sehr gute Identifizierung

— 86,9% Raoultella ornithinolytica

Gute Identifizierung

— 02,0 % Enterobacter aerogenes

41,5 % Enterobacter cloacae
Gute Ildentifizierung auf Genusebene

—) 81,3% Serratia liquefaciens

www.nlga.niedersachsen.de 19 Niedersachsen
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Praxisbeispiel: Wasserwerk

Tab. 2 Beispiele fiir coliforme Bakterien in Abhangigkeit von ihrer gesundheitlichen Bewertung (die Tabelle erhebt keinen Anspruch auf

Vollstandigkeit und bedarf der hygienisch-medizinischen Bewertung)*

Coliforme Bakterien mit nachgewiesener fakul-  Coliforme Bakterien mit maglicher fakultativ Coliforme Bakterien, die nach bisherigem
tativ pathogener Bedeutung und mit haufigem  pathogener bzw. opportunistischer Bedeutung  Kenntnisstand von ungesicherter opportu-
Nachweis in klinischem Untersuchungsmaterial  und seltenem Nachweis in klinischem Unter- nistischer Bedeutung sind
und im Zusammenhang mit Ausbriichen suchungsmaterial bei sporadischen Infektionen
Genus Spezies Genus Spezies (Beispiele) Genus Spezies (Beispiele)
Klebsiella — pneumoniae
— oxytoca
Enterobacter - cloacae Entero- amnigenus Enterobacter  asburiae
— aerogenes bacter
Serratia — marcescens Serratia plymuthica Serratia fonticola
| — liquefaciens |
Citrobacter — freundii Citrobacter  koseri
Spezies weiterer Gattungen wie Edwardsiella, Spezies weiterer Gattungen Buttiauxella,
Erwinia, Hafnia, Leclercia, Kluyvera, Pantoea, Budvicia, Leminorella, Moellerellf; Raoultella, ]
Rahnella, Yersinia Yersinia, Yokenella
*Im Literaturverzeichnis ist spezielle Literatur zur @ Tab. 2 angegeben.
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Praxisbeispiel: Wasserwerk

Probenkennzeichnung API 20E
1 Serratia fonticola 99.3%
2 Raoultella ornithinolytica 99.9%
3 Raoultella ornithinolytica 86.9%
4 Serratia liquefaciens 81,3 %
5 Enterobacter aerogenes 52,5%
Enterobacter cloacae 41,5%

Fir die Differenzierung zur hygienisch-medizinischen Bewertung sind
16S rRNA Sequenzierung und/oder MALDI-TOF zu empfehlen

165 rRNA Sequenzierung =415 MALDI-TOF Analyse #2427 @

AniCon Labor GmbH

www.nlga.niedersachsen.de Niedersachsen
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FAZIT/Zusammenfassung

m Bei Hinweisen auf systemische Kontamination
Speziesdifferenzierung wichtig fur hygienische Bewertung und
Ursachenforschung

m Hygienisch-medizinische Bewertung immer
Einzelfallentscheidung, u.a. abhangig von der/den Spezies, und
der Gesamtsituation (sensible Bereiche, Konzentration, weitere
Auffalligkeiten...)

m Fur die Differenzierung zur hygienisch-medizinischen
Bewertung sind 16S rRNA Sequenzierung und/oder MALDI-
TOF zu empfehlen.
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VIELEN DANK fur Ihre Aufmerksamkeit!
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