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Zusammenfassung

Die Langsamsandfiltration wird seit etwa 200 Jahren zur Trinkwasseraufbereitung genutzt.
Sie wurde durch Modifikation der Betriebsparameter optimiert, ohne die biologischen Pro-
zesse im Filter zu untersuchen. Die am Anfang der Nahrungskette stehenden Bakterien sind
von essentieller Bedeutung fir die Reinigungsleistungen der Langsamsandfilter. Sie wurden
bisher aber nur im Ansatz mittels kultureller Methoden erfasst.

Ziel der vorliegen Arbeit war es, einen Einblick in die Diversitat und Zusammensetzung der
gesamten Bakterienpopulation in den oberen, aktiven Schichten von Langsamsandfiltern zu
erlangen. Die Stabilitat dieser Bakterienpopulationen sollte an Versuchsfiltern, die unter
nicht-optimalen Bedingungen (hohe Tribstoff-, DOC- und Bakterienkonzentrationen im Zu-
lauf, Wassertemperaturen von 20-30°C, Verwendung von Glasgranulat und Kokosfasern als
Filtermaterialien) betrieben wurden, untersucht werden.

Die molekularbiologischen Untersuchungen der Bakterienpopulationen zeigten, dass in den
Langsamsandfilter-Biofilmen Multispezies-Gemeinschaften vorliegen, die durch ihre Stoff-
wechselvielfalt zum sequenziellen Abbau der verfiigbaren Nahrstoffe fahig sind. Es dominie-
ren Bakterienklassen, die aus verwandten Habitaten bekannt sind. Als eine bedeutende
Bakterienklasse in Langsamsandfiltern wurden die Proteobacteria — insbesondere die beta-
Subklasse — nachgewiesen. Sowohl die qualitativen ARDR-Analysen als auch die quantitati-
ven FISH-Untersuchungen deuten darauf hin, dass die autochthonen Bakterienpopulationen
in ,reifen* Langsamsandfiltern relativ stabil sind und durch Veré&nderungen der Betriebspa-
rameter nur maRig beeinflusst werden. Obwohl sich bei Betriebstemperaturen von 20-30°C
und ausreichend mikrobiell verwertbarer Nahrstoffe die zurliickgehaltenen, hygienisch rele-
vanten Bakterien coliforme Bakterien und Escherichia coli im Filterbett vermehren, dominie-
ren stets Umweltbakterien ohne hygienische Relevanz. Die Schmutzdecke der Langsam-
sandfilter ist der Ort mit der hdchsten Bakteriendichte und der hdchsten biologischen Aktivi-
tat, wahrend ab ca. 5 cm Tiefe die Bakterienanzahl und —aktivitdt im gesamten Filterbett
konstant ist.

Durch die Ruckhalteleistung der Versuchsfilter fur hygienisch relevante Mikroorganismen
konnte gezeigt werden, dass sich aus hygienischer Sicht die Langsamsandfiltration auch
unter nicht-optimalen Betriebsbedingungen zur Trinkwasseraufbereitung eignet. Aul3er Sand
kénnen auch Glasgranulat und Kokosfasern als Filtermaterialien verwendet werden, wobei
eine Hitzebehandlung zur Abtotung potentiell im Rohmaterial enthaltener, hygienisch rele-
vanter Mikroorganismen empfohlen wird.

Der Nachweis von Indikatororganismen mit kulturellen Verfahren, entsprechend der Trink-
wasserverordnung 2001, ist zeitaufwendig und fuhrt nicht zur Erfassung aller vorhandenen
pathogenen Organismen. In der vorliegenden Arbeit konnte exemplarisch fir zwei Indikator-
parametern, Enterokokken und Enterobacteriaceae/coliforme Bakterien, ein schnelleres und
sensitiveres Verfahren optimiert werden, die sogenannte Fluoreszenz-Mikrokolonie-
Hybridisierung.
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1. Einleitung

11 Die Langsamsandfiltration: Ein biologisch-chemisch-physikalischer

Prozess der Trinkwasseraufbereitung

1.1.1 Geschichte der Langsamsandfiltration

Die Filtration ist eine der altesten Techniken der Trinkwasseraufbereitung. Der ur-
sprungliche Zweck der Filtration war die Entfernung von Partikeln aus Trinkwasser
und hatte rein asthetische Griinde. Unter sauberem Wasser verstand man urspriing-
lich klares, gut riechendes und schmeckendes Wasser. Ohne die modernen chemi-
schen und mikrobiellen Untersuchungsmethoden war eine Beurteilung der Sauber-
keit des Wassers nur anhand seines Aussehens, Geruchs und Geschmacks méglich.
Ein Zusammenhang zwischen der Trinkwasserqualitat und der Ausbreitung von Epi-
demien kam erst im 19. Jahrhundert mit der Entdeckung der ,Krankheitskeime* durch
Robert Koch ins Blickfeld. Seither ist das Hauptziel der Filtration die Ruckhaltung
mikrobieller Krankheitserreger.

Eine erste "Trinkwasserverordnung” enthélt eine 2000 Jahre v. Chr. geschriebene,
antike Sanskrit-Quelle. Darin werden die Leute angewiesen "faules Wasser", wahr-
scheinlich nach Geruch, Geschmack und Aussehen als faul beurteiltes Wasser, bis
zum Kochen zu erhitzen, dem Sonnenlicht auszusetzen, sieben Mal ein Stiick hei3es
Kupfer hineinzutauchen, dann tber groben Sand oder Holzkohle zu filtrieren und in
einem Tongefald abzukuhlen (Baker und Taras, 1981).

Jahrhunderte spater begann Hippocrates, der Vater der Medizin, Experimente zur
Wasseraufbereitung durchzufihren. Wie seine Vorgénger glaubte Hipprocrates, dass
guter Geschmack auf die Reinheit des Wasser schlie3en lasst. Er entwickelte seine
eigenen Filter, mit denen er das Wasser, das er fir die Behandlung seiner Patienten
bendtigte, reinigte. Diese Filter bestanden aus Stoffbeuteln, durch die Hippocrates
abgekochtes Wasser filtrierte (Baker und Taras, 1981). Der Stoffbeutel sollte alle
Trubstoffe zurtickhalten, die schlechten Geruch oder Geschmack verursachten.

Die antiken Zivilisationen der Griechen und Romer in Europa und der Maja in Ameri-
ka verfugten Uber erstaunlich gut durchdachte Wasserversorgungssysteme. Mit dem
Niedergang dieser Zivilisationen und dem Beginn des Mittelalters endeten auch Ent-

wicklung und Fortschritt der Wasseraufbereitung und -verteilung. Die ersten belegten
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Versuche der Wasserfiltration nach dem Mittelalter gehen auf Sir Francis Bacon im
Jahr 1627 zuriick (Baker und Taras, 1981). Aufgrund von Gerichten, dass das Salz-
wasser der Ozeane gereinigt und als Trinkwasser verwendet werden kann, begann
er mit Versuchen zur Entsalzung von Meerwasser. Bacon benutze eine Sandfilter-
methode: Er glaubte, wenn er ein Loch nahe der Kiste graben wirde, durch das
Meerwasser eindringen kénnte, dass das Salz bei Passage der Sandschicht zurlck-
gehalten wirde. Auf der Landseite des Loches erwartete Bacon entsprechend salz-
freies Wasser. Dies war zwar nicht der Fall, aber sein Experimentaufbau wurde als
Vorbild fur die weiteren Untersuchungen der Wasserfiltration genutzt.

Ein entscheidender Schritt fir die Wasserfiltration war die Entdeckung von Mikroor-
ganismen durch die Mikroskopie. Mitte des 19. Jahrhunderts nahmen die Epidemien
in den dicht bewohnten Arbeitervierteln Londons rapide zu. Stadtische Beamte be-
gannen eine Verbindung zwischen der Ausbreitung der Cholera und der schlechten
Trinkwasserqualitdt herzustellen. In Stadtgebieten, in denen Sandfilter zur Wasser-
aufbereitung verwendet wurden, nahm die Anzahl der Choleraausbriiche ab (Baker
und Taras, 1981). Diese Vermutung konnte durch John Snow untermauert werden,
der verschiedene Choleraausbriche mit einer Abwasserkontamination des Wassers
aus der Broad Street Pumpe in Verbindung bringen konnte. Unter dem Mikroskop
konnte er die todbringenden Bakterien im Wasser sehen. Ironischer Weise war ge-
nau das Wasser dieser Pumpe in ganz London wegen seines guten Geschmackes
und seiner guten Qualitdt bekannt (Baker und Taras, 1981). Damit war bewiesen,
dass der Geschmack und das klare Aussehen nicht auf die Reinheit des Wasser
schlieBen lassen. Aufgrund dieser Erkenntnis verordnete die Stadt London die Er-
richtung von Sandfiltern im ganzen Stadtgebiet. Durch ihren Einsatz konnten auf3er-
dem die Choleraepidemie in Altona (Deutschland) und die Typhusepidemie in Law-
rence, Massachusetts (USA), in den neunziger Jahren des 19. Jahrhunderts einge-
dammt werden (Bellamy et al., 1985). Die Rickhaltung der Epidemie auslésenden
Bakterien durch Sandfilter wurde 1886 von Frankland nachgewiesen.

Lange bevor Snow den Zusammenhang zwischen den Choleraausbriichen und der
schlechten Trinkwasserqualitat herstellte, begannen die Menschen im Zuge der Auf-
klarung des 16. bis 18. Jahrhunderts ihr Recht auf menschenwirdiges Leben und
damit auch auf sauberes, reines Wasser zu fordern. Die philosophischen Diskussio-
nen trieben den franzésische Wissenschaftler La Hire an, fur jeden Haushalt die In-

stallation eines Sandfilters zu verlangen, um die Versorgung mit sauberem Wasser
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sicherzustellen. Im Laufe der Zeit wurden Sandfilter die am weitesten verbreitete
Methode der Wasseraufbereitung in Europa.

Langsamsandfilter wurden nachweislich erstmals 1790 in Lancashire, England und
1804 in Paisley, Schottland zur asthetischen Verbesserung (Geruch, Geschmack
und Aussehen) von Trinkwasser eingesetzt. Die ersten Langsamsandfilter, die in den
Grundbestandteilen den heutigen Anlagen entsprechen, entwarfen Robert Thom im
Jahr 1827 und James Simpson im Jahr 1829 (Simpson, 1829). Bis Anfang des ver-
gangenen Jahrhunderts wurde die Langsamsandfiltration als ein Schritt der Trink-
wasseraufbereitung oder Grundwasseranreicherung haufig eingesetzt. Neue Tech-
nologien (Desinfektion, Schnellfiltration) verdrangten in der ersten Halfte des 20.
Jahrhunderts die Langsamsandfilter. Erst in den vergangenen 30 Jahren wurde diese
Technologie wieder vermehrt eingesetzt. Heute ist die Langsamsandfiltration ein es-
sentielles Element der Trinkwasseraufbereitung in vielen europaischen Stadten, z.B.
in London, Paris, Amsterdam und Zirich (Ellis, 1985; Rittmann und Huck, 1989;
Aeppli, 1990; Bonnet et al., 1992). In zahlreichen Landern Asiens, Afrikas, Sud- und
Mittelamerikas werden ebenfalls Langsamsandfilter zur Trinkwasseraufbereitung
eingesetzt (Graham, 1988; Graham und Collins, 1996; Urfer et al., 1997; Graham,
1999). Die Renaissance der Langsamsandfiltration ist auf die Erkenntnis zuriickzu-
fuhren, dass viele trinkwasserbirtige Epidemien der letzten Jahrzehnte durch die
pathogenen Protozoen Giardia spp. und Cryptosporidium spp. ausgeldst wurden
(MacKenzie et al., 1994; Lisle und Rose, 1995; Gornik et al., 2001). Die einzige ef-
fektive Methode zur Elimination pathogener Protozoen aus Trinkwasser ist die Filtra-
tion, da die Dauerformen der Protozoen so unempfindlich gegen Desinfektionsmittel
sind, dass Konzentrationen verwendet werden mussten, die in Trinkwassern nicht
realisierbar sind.

Obwohl die Langsamsandfiltration eine sehr alte und hoch effektive Technologie der
Trinkwasseraufbereitung ist, sind die biologischen Vorgange im Filter weitgehend

unbekannt.

1.1.2 Aufbau und Betriebsweise von Langsamsandfiltern

Langsamsandfilter zeichnen sich durch geringe Kosten sowie Einfachheit in Bau und
Betrieb aus. Die wichtigsten Kenngrol3en fir den Aufbau und Betrieb von Langsam-
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sandfiltern sind im schematischen Querschnitt eines Filters in der Abbildung 1.1 und
in der Tabelle 1.1 zusammengefasst. Abbildung 1.2 zeigt einen Langsamsandfilter
mit ausgepragter Schmutzdecke. Der Filter war zwei Monate im Betrieb und befand
sich zum Zeitpunkt der Aufnahme unmittelbar vor dem Abtragen der Schmutzdecke,

dem sogenannten Schélen.

Abdeckung (optional)

Schmutzdecke (ca. 0-3 cm) Uberlauf T—

Rohwasser-
einlauf

Sandschicht
—>

80 - 130 cm

—___p Auslauf

Abbildung 1.1: Schematischer Aufbau eines Langsamsandfilters (modifiziert nach
Collins et al., 1991).

g

Abbildung 1.2: Schmutzdecke eines Langsamsandfilters nach zweimonatigem Be-
trieb unmittelbar vor dem Schélen. Styrum-Ost RWW, Mulheim a.d. Ruhr.
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Tabelle 1.1: Aufbau und Betrieb von Langsamsandfiltern in Anlehnung an den Ent-
wurf des DVGW-Arbeitsblatts W213, Teil IV (2003)

Betonbecken (Trinkwassergewinnung) oder
Bauform offene Infiltrationsbecken (Grundwasseran-

reicherung)

Filterflache 100 — 10.000 m?
Uberstauhohe 0,3-15m
Machtigkeit der Filterschicht 0,8-1,3m
Machtigkeit der Stltzschicht 0,2-0,4m

Méachtigkeit der Drainageschicht 0,2-0,5m
Kornung des Filtermaterials 0,1-0,5mm
Filtergeschwindigkeit 0,05-0,3m/h

Reini Abschalen der obersten 1-3 cm;
einigun
Jung ggf. Waschen des Filtermaterials

Langsamsandfilter kdnnen kontinuierlich oder intermittierend betrieben werden. Beli
der kontinuierlichen Betriebsweise ist der Filter dauerhaft mit Wasser Uberstaut. Der
intermittierende Betrieb zeichnet sich durch regelmaflige Unterbrechungen des Zu-
laufs aus, wodurch der Filter zeitweise trocken fallt.

Wahrend des Filterbetriebs setzen sich auf der Oberflache partikulare Bestandteile
ab, die mit dem zu reinigenden Wasser eingetragen werden. Es bildet sich die so
genannte Schmutzdecke aus, die als biologisch aktivste Schicht des Filters bekannt
ist (Schmidt und Schwarz, 1989; Hendel et al.,, 2001, Calvo-Bado et al., 2003b).
Nach einigen Wochen bis Monaten verblockt der Filter (clogging). Es ist ein hoher
Druckverlust zu verzeichnen, so dass nicht mehr genigend Wasser den Filter pas-
siert. Durch Abtragen der Schmutzdecke (Schalen) wird der Filter gereinigt. An-
schlieBend kann der Filter weiter benutzt werden, bis die Sandschicht weniger als 80
cm Starke aufweist (Graham, 1988; Collins et al., 1991; Visscher, 1990; Hendircks,
1991; Letterman, 1991; Cleasby und Logsdon, 1999).
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1.1.3 Ruckhaltung hygienisch relevanter Mikroorganismen

1.1.3.1 Rickhalteleistungen von Langsamsandfiltern

Wahrend der Filterpassage verbessert sich die physikalisch-chemische und biologi-
sche Wasserqualitat. Partikulare Stoffe, einschlie3lich Mikroorganismen, werden e-
benso im Filterbett zurlickgehalten wie geloste Substanzen, die durch mikrobielle
Stoffwechselleistungen abgebaut werden. Das Hauptziel der LSF ist die Elimination
hygienisch relevanter Mikroorganismen aus dem aufzubereitenden Wasser. Wasser-
bedingte Infektionen durch hygienisch nicht einwandfreies Wasser sind weltweit von
groRer Bedeutung. Sie verursachen jahrlich rund eine Millarde Erkrankungen und
drei Millionen Tote (Ford, 1999). Insbesondere bei schlechter Sanitarhygiene treten
wasserbedingte Infektionen auf.

Ein Uberblick Uber die in der Literatur genannten Riickhalteleistungen fiir hygienisch
relevante Mikroorganismen durch Langsamsandfilter ist in Tabelle 1.2 zusammenge-
stellt. Die in der Literatur beschriebenen Rickhalteleistungen wurden von Langsam-
sandfiltern erzielt, die unter optimalen bis guten Rahmenbedingungen betrieben wur-
den. Zu diesen optimalen Rahmenbedingungen fur die LSF zahlen Rohwasser mit
geringem Tribstoff-Gehalt (< 50 FNU), Nahrstoff-, Licht- und Temperaturverhaltnis-
se, die Bakterien- und Algenmassenentwicklungen unterbinden und geeignete Sande
als Filtermaterialien. Fur optimale Rickhalteleistungen hygienisch relevanter Mikro-
organismen ist eine ausgereifte Biozonose notwendig (Stevik et al., 1999; van Cuyk
et al., 2003; Hijnen et al., 2004). Die biologischen Vorgange im Filterbett sind dem-

nach von immenser Bedeutung fir die Langsamsandfiltration.

Die Ruckhaltung der hygienisch relevanten Mikroorganismen erfolgt in Sandfiltern zu
90-99% in den oberen 0-10 cm des Filterbettes (Stevik et al., 1999; van Cyuk et al.,
2001). In diesem Bereich ist auch die Stoffwechselaktivitdt der Biozonose am
hochsten (Schmidt und Schwarz, 1989; Hendel et al., 2001, Calvo-Bado et al.,
2003b). Die oberen Schichten von Langsamsandfiltern werden daher auch als biolo-
gische oder aktive Schichten bezeichnet (Visscher, 1990; Weber-Shirk und Dick,
1997a).
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Tabelle 1.2: Ruckhalteleistungen von Langsamsandfiltern fir hygienisch relevante
Mikroorganismen

Ruckhalte- bzw.
Parameter

Betriebsort/-temperatur

Reinigungsleistung

MS2 Bakterio- 1,5-2 log-Stufen Niederlande Hijnen et al., 2004
phagen (Aul3enanlage)
coliforme UK :
Bakterien 1-4 log-Stufen (AuBenanlage) Ellis, 1987
E. coli 2-3 log-Stufen ( x&ggigi?;gee) Hijnen et al., 2004
Campylobacter spp. 3-4 log-Stufen ( ,g\\lljzgigﬁ?;gee) Hijnen et al., 2004
Cysten von ) ) Wassertemperatur
Giardia spp. 4-6 log-Stufen 3-20°C Bellamy et al., 1985
UK
Oocysten von D45 - 565 (Wasser der Themse);  Timms et al., 1995;
Cryptosporidium |oé-5tufe’n Laborversuch mit
SPPp- Wassertemperaturen von  Schuler etal., 1991
4,5 bis 16,5°C

Uber den Verbleib der im Filterbett zurlickgehaltenen hygienisch relevanten Mikroor-
ganismen ist wenig bekannt. Preul3 und Schwarz, 1995 berichten, dass coliforme
Bakterien und E. coli beim Eintrag in den Filter am Material der oberen Sandschich-
ten adsorbieren. Gleichzeitig verringert sich die Anzahl dieser Bakterien in der wass-
rigen Phase. Dies stimmt mit Beobachtungen von Preufd und Nehrkorn, 1994 uber-
ein, wonach in natirlichen aquatischen Systemen die Bakterienzahlen an der festen
Phase deutlich hoher sind als im Wasser. Die Uberlebensdauer hygienisch relevan-
ter Bakterien in Langsamsandfiltern ist ebenso wie in Wasser und Boden von Milieu-
bedingungen wie der Temperatur, Tribstoff- und DOC-Gehalt, Feuchtigkeit und UV-
Strahlung abhangig. Die Uberlebensdauer von E. coli O157:H7 ist in Sedimenten bei
einer Temperatur von 21°C drei Mal so hoch wie bei 5°C. Bei gutem Nahrstoffange-
bot und einer Temperatur von 5°C konnten E. coli-Zellen bis zu 77 Tage Uberleben,
wenn die bodeneigene Flora durch Autoklavieren abgetotet war (Jiang et al., 2002).
Der Temperatureinfluss scheint jedoch bei hygienisch relevanten Bakterien, die im
Wasser suspendiert sind, grof3er zu sein als bei solchen Organismen, die an Boden-
partikel adsorbiert vorliegen (Gantzer et al., 2001). Die hohere Uberlebensdauer von
pathogenen Organismen in Laborversuchen im Vergleich zu Freilandversuchen
deutet auf einen Einfluss des Wechsels zwischen Tag- und Nachttemperatur, der
UV-Strahlung und der Austrocknung durch vorbeistromende Luft hin (Hutchison et

al., 2000). Der Einfluss der Feuchtigkeit wurde ebenfalls von Gantzer et al., 2001
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untersucht. In dieser Studie war die Uberlebensdauer coliformer Bakterien bei 15%
Bodenfeuchtigkeit hoher als bei einer Bodenfeuchtigkeit von 35%. Die Uberlebens-
dauer hygienisch relevanter Mikroorganismen ist zudem vom Organismentyp abhan-
gig. Protozoen wie Cryptosporidium spp. sind nach dem Einbringen in Boden deutlich
langer nachweisbar als Bakterien wie E. coli und Salmonella spp. (Hutchison et al.,
2005). Die nicht erwiinschte Akkumulation und Vermehrung zurtickgehaltener hygie-
nisch relevanter Bakterien in Langsamsandfilter scheint aufgrund dieser Erkenntnis-

se maglich.

1.1.3.2 Nachweis hygienisch relevanter Mikroorganismen

Ein Ziel der Trinkwasseraufbereitung ist es, hygienisch relevante Mikroorganismen
aus dem Rohwasser zu entfernen. Nur so kann der fakal-oraler Kreislauf von Krank-
heitserregern unterbrochen und Epidemien verhindert werden. Die Beurteilung der
mikrobiologischen Wasserqualitat basiert auf Indikatorkeimen, deren Herkunft
menschliche und tierische Fakalien sind.

Zu den mikrobiologischen Krankheitserregern des Fékaloralen-Kreislaufs zahlen Vi-
ren, Bakterien und Protozoen. Die Empfindlichkeit dieser verschiedenen Typen von
Mikroorganismen gegenuber Umwelteinflissen und MalRnahmen der Trinkwasser-
aufbereitung ist sehr unterschiedlich. E. coli stirbt z.B. bereits bei deutlich geringeren
Desinfektionsmittelkonzentrationen ab als die Cysten von Cryptosporidium spp. und
die Oocysten von Giardia spp. (Botzenhart, 1994). Daher wird die mikrobiologische
Trinkwasserqualitdt am Vorkommen und der Anzahl mehrerer, verschiedenartiger
Indikatororganismen gemessen.

Coliforme Bakterien, E. coli und Enterokokken gelten als klassische, féakale Indikator-
organismen, die stellvertretend fir Gram-negative und Gram-positive Bakterien un-
tersucht werden. Clostridium perfringens wurde mit der Trinkwasserverordnung 2001
neu in die Liste der Indikatororganismen aufgenommen, da das Bakterium Sporen
bildet. Sporen Uberleben zum Einen in der Unwelt l&nger als vegetative Bakterien-
zellen, so dass Clostridien als Indikatoren fur zeitlich l&anger zuriickliegende oder ort-
lich weit entfernte Fékalkontaminationen dienen kdonnen (WHO, 1989). Die Sporen
der Clostridien weisen zum Anderen eine ahnliche Resistenz gegenuber Umweltein-

flissen auf wie die Cysten von Cryptosporidium spp. und die Oocysten von Giardia
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spp. und sollen entsprechende Verunreinigungen anzeigen (Payment und Franco,
1993). Die routinemallige Analyse der standorteigenen, so genannten autochthonen
Bakterien (KBE bei 22°C) und der nicht erwiinschten, allochthonen Bakterien (KBE
bei 36°C) dienen der Detektion anormaler Veranderungen.

Der Nachweis der Indikatororganismen erfolgt entsprechend der Trinkwasserverord-
nung 2001 mittels kultureller Verfahren. Mit den kulturellen Verfahren sollen alle ver-
mehrungsfahigen und damit virulenten Bakterien erfasst werden. Bakterienzellen
konnen sich jedoch in Zustanden befinden, in denen sie sich mit den klassisch-
mikrobiologischen Methoden nicht nachweisen lassen und dennoch Uber das Poten-
tial zur Vermehrung und Pathogenitat verfligen.

In Umwelthabitaten kénnen Bakterien in VBNC-Stadien (VBCN = viable but noncultu-
rable) vorliegen. VBNC-Zellen kdénnen sich auf Nahrbdden nicht teilen und sind somit
nicht kultivierbar (Owen, 1995). Die Lebensfahigkeit und Pathogenitat der VBNC-
Zellen bleibt potentiell erhalten (Gribbon und Barer, 1995; Oliver und Bockian, 1995;
Pommepuy et al., 1996; Barer et al., 1998; Waage et al., 1999).

Zum spezifischen Nachweis der Indikatororganismen wird die Begleitflora durch die
selektiven Bedingungen des kulturellen Verfahrens unterdriickt. Vorgeschadigte Zel-
len der Indikatororganismen sind haufig unter den selektiven Bedingungen nicht
vermehrungsfahig. Kamen diese vorgeschadigten Zellen jedoch in ein Milieu mit op-
timalen Bedingungen, wie z.B. den Darm, waren sie vermehrungsfahig und virulent.
Der Nachweis einzelner Bakterienarten, -gattungen oder —gruppen mittels kultureller
Methoden beruht auf spezifischen physiologischen Eigenschaften dieser Bakterien.
Diese Eigenschaften sind bei den meisten Stammen der Zielorganismen vorhanden,
bei einigen jedoch nicht. Zum Beispiel werden E. coli-Zellen in kulturellen Verfahren
durch die Aktivitat der B-Glucuronidase bestimmt. Es gibt jedoch E. coli-Stdmme, die
nicht Gber dieses Enzym verfiigen (Regnault et al., 2000).

VBNC-Zellen, vorgeschadigte Zellen und manche Stamme einer Zielgruppe werden
mit den kulturellen Methoden nicht erfasst, obwohl sie vorhanden und potentiell pa-
thogen sind. Die auf Gensondentechnik basierende Methode der Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung (FISH) ermdglicht dagegen die Erfassung auch dieser Bakterienzel-
len. FISH ist eine kultivierungsunabhéngige Methode, bei der phylogenetische Bakte-
riengruppen mittels 16S oder 23S rRNS-Sonden nachgewiesen werden. Durch Fluo-

reszenzmarkierung der Sonden kénnen die einzelnen Zellen der Zielorganismen un-
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ter dem Mikroskop identifiziert und quantifiziert werden (Amann et al., 1995). Eine
hohe Kopienzahl der 16S bzw. 23S rRNS liegt nur in intakten, stoffwechselaktiven
Zellen vor, die auch mit den klasssich-kulturellen Verfahren nachgewiesen werden
sollen. Diese hohe Kopienzahl ist Voraussetzung fur ein deutliches Fluoreszenzsig-
nal bei Verwendung einfach markierter Sonden (Moter und Gobel, 2000).

Fur den Nachweis vieler hygienisch relevanter und pathogener Mikroorganismen
sind geeignete FISH-Sonden vorhanden. Der Einsatz dieser Sonden im medizini-
schen Bereich sowie in der Lebensmittelkontrolle, einschlie3lich Trinkwasser, ist von
grof3em Interesse und wird erforscht (Meier et al., 1997; Franks et al., 1998; Krimmer
et al., 1999; Jansen et al., 2000; Kempf et al., 2000; Regnault et al., 2000; Fuchs et
al., 2001; Ootsubo et al., 2002).

Ein wichtiger Vorteil der in situ-Hybridisierung fur die Praxis ist die Zeitersparnis. Das
guantitative Endergebnis liegt bei Verwendung von FISH innerhalb eines Arbeitsta-
ges vor, wahrend fur den kulturellen Nachweis von Indikatororganismen zwei (z.B.
fur E. coli) bis zehn Tage (z.B. fur Legionella spp.) benotigt werden.

Bevor eine Technik fur die Trinkwasserkontrolle eingesetzt werden kann, muss sie
mit der nach Trinkwasserverordnung 2001 vorgeschriebenen Methode (Referenz-
verfahren), die in der Anlage 5, Nr. 1 der Trinkwasserverordnung 2001 fur die einzel-
nen Parameter festgelegt ist, verglichen werden. Mit der neuen Methode missen
mindestens genau so viele Zielorganismen nachgewiesen werden wie mit dem Refe-

renzverfahren (815, Abs.1 der Trinkwasserverordnung 2001).

1.1.4 Ruckhalte-, Eliminations- und Reinigungsmechanismen der Lang-

samsandfiltration

Die fur die Leistung der Langsamsandfilter verantwortlichen Vorgange im Filterbett
sind trotz der fast 200jahrigen Nutzung der Technologie bis heute nicht vollstandig
verstanden. Das Filterbett und die darin ablaufenden Prozesse wurden lange wie
eine ,Black-Box" behandelt. Die Elimination von Partikeln, einschliel3lich hygienisch
relevanter Mikroorganismen und geléster Substanzen aus dem Rohwasser wurde
durch Veranderung der Betriebsparameter optimiert, ohne die Vorgange im Filterbett

Zu untersuchen.
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Die Rickhalte-, Eliminations- und Reinigungsleistungen von Langsamsandfiltern be-
ruhen zum Einen auf den physikalischen und chemischen Mechanismen der Filtrati-
on und Adsorption (Matthess et al., 1991). Zum Anderen sind vielfaltige biologische
Prozesse an den effektiven Leistungen der Filter beteiligt. Als Mechanismen der
Bakterienrtickhaltung und —elimination sind antagonistische Effekte der filtereigenen,
so genannten autochthonen Population (Jiang et al., 2002) sowie der physikalisch-
chemischen Milieubedingungen (Weber-Shirk und Dick, 1997a) und Bakterienfrald
(Weber-Shirk und Dick, 1997b; Weber-Shirk und Dick, 1999) bekannt. Die Bakterien-
zerstorung durch Bakteriophagen und Bdellovibrio im Filterbett wird vermutet (Preuf3
und Schwarz, 1995).

Durch mikrobielle Stoffwechselleistungen erfolgen im Uberstau und Filterbett von
Langsamsandfiltern komplexe Reinigungsprozesse (z.B. Nitrifikation und Denitrifika-
tion). Diese Abbauprozesse werden von der autochthonen Biozénose, hauptsachlich
der Bakterienpopulation geleistet. Langsamsandfilter stellen ein offenes Okosystem
dar. Mit dem zu filtrierenden Wasser werden standig neue Nahrstoff ein- und Stoff-
wechselprodukte abtransportiert. Auf diese Weise kann sich ein biologisches Gleich-
gewicht einstellen, dass sich selbst regenerieren und an wechselnde Belastungen
anpassen kann (Schwarz, 1978; Schmidt und Schwarz, 1989).

1.2 Diversitat und Zusammensetzung von Bakterienpopulationen in

natdrlichen Biofilmen

1.2.1 Bakterienpopulationen in Langsamsandfiltern

Die mikrobiellen Populationen von Langsamsandfiltern sind essentiell an den Ruck-
halte-, Eliminations- und Reinigungsleistungen beteiligt. Filter, die neu befullt oder
geschalt wurden, erzielen deutlich schlechtere Leistungen als Filter, die bereits eini-
ge Tage bis Wochen in Betrieb sind. Dies wird auf die fehlenden Biofilme der frisch
beflllten oder geschalten Filter zurtickgefuhrt (Hijnen et al., 2004). In der ersten Zeit
nach der Inbetriebnahme etabliert sich die autochthone Biozdnose im Bereich der
Schmutzdecke und auf den Sandkornoberflachen im gesamten Filterbett in Form von
Biofilmen. Biofilme sind die bevorzugten Lebensformen von Bakterien, da sie in vie-

len Bereichen 6kologische Vorteile gegentuber der planktonischen Lebensweise be-
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sitzen. Zu diesen Vorteilen z&hlen der Schutz vor Umwelteinfliissen, die Akkumulati-
on von Nahrstoffen und die Ausbildung von Mikrokonsortien (Ubersicht in Flemming
und Wingender, 2003). Fur eine Biofilmbildung sind ausreichend Wasser, mikrobiell
verwertbare Né&hrstoffe und Mikroorganismen notwendig. Diese Voraussetzungen
sind in Langsamsandfiltern erfullt. Die Biozonose der Langsamsandfilter-Biofilme be-
steht neben Bakterien aus Pilzen, Algen, Protozoen und héheren Organismen; sie
entspricht der Sandlickenfauna (Husmann, 1978; Schminke et al., 1992). Die mit
dem Wasser eingetragenen Substanzen werden zum Teil von Organismen dieser
Biozonose abgebaut. Insbesondere die am Anfang der Nahrungskette stehenden
und durch ihre grofRe Stoffwechselvielfalt gekennzeichneten Bakterien sind verant-
wortlich fur die biologische Reinigungsleistung der Langsamsandfilter. Die
autochthone Bakterienpopulation tragt auf3erdem zur Elimination der hygienisch rele-
vanten, allochthonen Mikroorganismen bei (Preufl3 und Schwarz, 1995; Jiang et al.,
2002).

Fur das Verstandnis der biologischen Prozesse in Langsamsandfiltern ist die Kennt-
nis der bakteriellen Diversitat und Zusammensetzung notwendig. Das heutige Wis-
sen Uber die Bakterienpopulationen von Langsamsandfiltern basiert hauptsachlich
auf Untersuchungen, in denen kulturelle Methoden verwendet wurden (Calaway et
al., 1952; Calaway, 1957; Bruces und Hawkes, 1983; Bahgat et al., 1999). Durch die
Kultivierung entsteht allerdings in der Regel ein verzehrtes Bild von der Diversitat
und Zusammensetzung bakterieller Populationen in Umwelthabitaten, wie Smith et
al., 2001 anhand von Populationsanalysen Ammonium-oxiederender Bakterien na-
turlicher Habitate demonstrierten.

Durch die Kultivierung wird nur ein Bruchteil der in natiirlichen Okosystemen vor-
kommenden Bakterien erfasst. Bis heute sind trotz der enormen physiologischen,
metabolischen und genetischen Vielfalt natirlicher Okosysteme nur ca. 6.200 Bakte-
rienarten bekannt (Oren, 2004). Nach vorsichtigen Schatzungen entspricht dies we-
niger als 1% aller Bacteria und Archaea unserer Umwelt (Amann et al., 1995; Pace,
1997). Molekularbiologische, kultivierungsunabhangige Methoden ermoglichen die
Analyse aller vorhandenen Bakterien. In der vorliegenden Arbeit sollten molekular-
biologische Techniken genutzt werden, um eine Einblick in die bakterielle Diversitat
von Langsamsandfilter-Biofilmen zu erlangen. Dadurch sollte die ,Black-Box", die die

bakterielle Population von Langsamsandfiltern noch darstellt, beleuchtet werden.
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1.2.2 Molekularbiologische Methoden zur Untersuchung von Bakterienpo-

pulationen in nattrlichen Habitaten

Die molekularbiologischen Methoden zur Analyse von Bakterienpopulationen basie-
ren auf Sequenzunterschieden bzw. —gemeinsamkeiten. Die Zielstrukturen dieser
Analysen sind meist die 16S oder 23S rRNS bzw. rDNS. Die 16S rRNS ist in der
kleinen Untereinheit und die 23S rRNS in der groRen Untereinheit der Ribosomen
aller prokaryotischen Organismen lokalisiert. Aufgrund der einheitlichen Funktion der
Ribosomen in der Proteinbiosynthese ist die Sequenz der 16S rRNS bzw. 23S rRNS
und der entsprechenden Gene in manchen Bereichen stark konserviert. In den vari-
ablen Bereichen sind die Sequenzunterschiede um so groél3er, je geringer die phylo-
genetische Verwandtschaft zweier Organismen ist. Die Einteilung aller Lebewesen in
die drei Doménen Bacteria, Eucarya und Archaea basiert auf vergleichenden Analy-
sen der 16S rRNS von Prokaryoten und 18S rRNS von Eukaryoten (Woese, 1987,
Woese et al., 1990). Durch den Einsatz molekularbiologischer Methoden wurden
neue Phyla innerhalb der Bacteria und Archaea entdeckt, wobei einige dieser Phyla
ausschlief3lich durch die Sequenzen von Umweltproben bekannt sind (Hugenholtz et
al., 1998; Chelius et al., 2001; Derakshani et al., 2001). Mehr als die Halfte der tGber
70.000 rRNS-Sequenzen aus den Datenbanken stammen von bisher nicht kultivier-
baren Mikroorganismen (Cole et al., 2003).

Wichtige und héaufig verwendete molekularbiologische Methoden zur Erfassung der
bakteriellen Diversitdt und Zusammensetzung von Umwelthabitaten sind die Erstel-
lung von Clone Libraries, amplifizierte 16S rDNS Restriktionsanalyse (ARDRA), de-
naturierende Gradientengelelektrophorese (DGGE), Restriktionsfragmentlangenpo-
lymorphismus (RFLP) und Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) (Abb.1.3).

Zur Analyse der bakteriellen Diversitat in Flussbiofiimen wurde zum Beispiel die Me-
thode der 16S rDNS PCR-DGGE eingesetzt (Lyautey et al., 2005). Smith et al., 2001
untersuchte die Zusammensetzung der Ammoniumoxidierer von Ackerland und ma-
rinen Sedimenten durch das Erstellen von 16S Clone Libraries und Sequenzierung
der 16S-Gene. ARDRA wurde zur Untersuchung der mikrobiellen Diversitat von
landwirtschaftlich genutzten Boden und im marinen Bereich verwendet (@vreds und
Torsvik, 1998, Dang und Lovell, 2000). Egli et al., 2003 setzten die RFLP-Methode
zur Analyse der Ammonium- und Nitritoxidierer in einem Abwasseraufbereitungs-

schritt ein.
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Abbildung 1.3: Flussdiagramm der wichtigsten Charakterisierungsmaglichkeiten der
Population einer Umweltprobe durch vergleichende rRNS- bzw. rDNS-Analysen (mo-
difiziert nach Amann et al., 1995). ARDRA: amplifizierte rDNS Restriktionsanalyse,
DGGE: denaturierende Gradientengelelektrophorese, FISH: Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung; RFLP: Restriktionfragmentlangenpolymorphismus, RT: reverse

Transkriptase.

Die Untersuchungen der 16S rDNS geben einen qualitativen Einblick in die Diversitat
und Zusammensetzung naturlicher Habitate. Die gleichzeitige Identifizierung und

Quantifizierung - sowie im Idealfall Informationen Uber die in situ-Anordnung einzel-
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ner Bakterien innerhalb von Konsortien - sind mit der FISH-Methode méglich (Amann
et al., 1995). Zur Konstruktion der FISH-Sonden sind die rRNS-Sequenzen der Ziel-
organismen notwendig. Dementsprechend kénnen mit dieser Methode nur Organis-
men nachgewiesen werden, deren 16S- bzw. 23S-Sequenzen bekannt sind. FISH
diente vielfach der quantitativen Untersuchung der mikrobiellen Diversitat und Zu-
sammensetzung von Bdden und aquatischen Habitaten (Hahn et al., 1992; Manz et
al., 1993; Alfreider et al., 1996; Ramsing et al., 1996; Kalmbach et al., 1997a; 1997b;
Llobet-Brossa et al., 1998; Matthew und Kirchman, 2000; Gillan et al., 2005). In Ab-
bildung 1.4 sind die Sonden, mit denen Vertreter der wichtigsten Abstammungslinien
der Prokaryoten detektiert werden kénnen, zusammengestellt. Es handelt sich um
die am haufigsten flr Populationsanalysen mittels FISH verwendeten Sonden.

In den letzten Jahren wurde die Metagenom-Analyse entwickelt, die Gber die ldentifi-
zierung der nicht kultivierbaren Organismen hinaus die Untersuchung des gesamten
Genoms ermdoglicht. Die Durchmusterung metagenomischer DNS-Datenbanken na-
turlicher Habitate erméglicht die Isolierung neuartiger Gene und die ldentifizierung
funktioneller Gene. Zum Einen tragt dies zum Verstandnis der Funktionsweise nattir-
licher Okosysteme bei, zum Anderen kénnen dadurch neue Biokatalysatoren und
Wirkstoffe detektiert werden. Diese neuen Substanzen sind von grol3em Interesse flr
die chemische und pharmazeutische Industrie. Metagenom-Analysen von Biofilmen
in Trinkwasserverteilungssystemen und in Bdden heben die Vielfalt der Organismen
und deren physiologisches Potential hervor (Handelsman et al., 1998; Schmeisser et
al., 2003).
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Abbildung 1.4: Phylogenetischer Stammbaum (basierend auf den Daten von 1.800
16S rRNS-Sequenzen von Bacteria und Archaea; Amann et al., 1995). In Klammern
sind die FISH-Sonden angegeben, die den Nachweis wichtiger Gruppen der Haupt-
abstammungslinien ermdglichen. Der phylogenetische Zusammenhang der Haupt-
abstammungslinien wird angezeigt durch die Lange der Dreiecke. Der Mal3balken
entspricht einer etwa 10%igen Sequenzdivergenz.

1.3 Problemstellung

Die Leistungen und Betriebseigenschaften von Langsamsandfiltern wurden unter
Rahmenbedingungen optimiert, die fir die Langsamsandfiltration optimale Voraus-
setzungen darstellen. Ein wichtiger Parameter fur die Langsamsandfiltration ist das
Filtermaterial. Sande mit einer effektiven KorngréRe von 0,15-0,45 mm und einem
Inhomogenitatskoeffizienten kleiner 3-5 haben sich als geeignete Filtermaterialien
erwiesen (Visscher, 1990; Collins et al., 1991, Entwurf des DVGW-Arbeitsblattes
W213, Teil IV; 2003). Eine Voraussetzung fur 6konomische Filterlaufzeiten ist eine
gute Qualitat des Rohwassers. Von besonderer Bedeutung fur die Laufzeiten sind
die geringen Tribstoff-, DOC- (dissolved organic carbon), Phosphat- und Stickstoff-

Gehalte des Zulaufs. Der Trubstoffgehalt des Filterzulaufs sollte méglichst gering
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gehalten werden, um eine schnelle Verblockung des Filters zu vermeiden. Hohe
DOC-, Phosphat- und Stickstoff-Gehalte begiinstigen die unerwinschte Massenent-
wicklungen von Bakterien und Algen in den Rohwéssern, im Uberstau und im Filter-
bett. Einzelligen Algen und extrazellulare polymere Substanzen (EPS) der Langsam-
sanfilter-Biofilme kénnen zur Verblockung der Filterporen fuhren (McNair et al., 1987;
Collins et al., 1991; Mauclaire et al., 2004). Bei Algenbliten kann es zur Produktion
gesundheitsschadlicher Algentoxine kommen. Bakterien- und Algenmassenentwick-
lungen werden von hoheren Wassertemperaturen gefordert. Die Wassertemperatur
und die Temperatur im Filterbett liegen in den meisten untersuchten Anlagen zwi-
schen 5°C und 15°C (s. Tab. 1.2, S. 8). Im Filterbett entwickelt sich eine an die Be-
triebsbedingungen angepasste autochthone Biozénose. Bei dieser Biozénose han-
delt es sich unter den beschriebenen, optimalen Bedingungen um erwinschte Orga-
nismen, die an den biologischen Prozessen der Langsamsandfiltration beteiligt sind.
Unter diesen optimalen Bedingungen sind die Rickhalte- und Reinigungsleistungen
sowie die Betriebseigenschaften von Langsamsandfiltern gut untersucht. Modifikatio-
nen dieser Rahmenbedingungen, wie z.B. klimatisch bedingte Veranderungen oder
unterschiedliche Filtermaterialien, kbnnen die Leistungen und Betriebseigenschaften
der Langsamsandfilter verschlechtern (Collins et al., 1991). Signifikant andere, als
ungulnstiger fur die Langsamsandfiltration eingeschétzte klimatische Rahmenbedin-
gungen liegen in tropischen Regionen vor.

In den Tropen liegt die Wassertemperatur ganzjahrig zwischen 20°C und 30°C (Hill
und Rai, 1982; Jen und Bell, 1982; Oluwande et al., 1983; Wright, 1986). Die Dauer
und Intensitat der Sonneneinstrahlung ist von langerer Dauer und héherer Intensitat
als in den gemaéaRigten Klimazonen. Dies fuhrt - insbesondere in Verbindung mit der
hoheren Wassertemperatur - zu einem steigenden Anteil der Photosynthese und
damit zu einer verstarkten bakteriellen Produktivitdt und Algenvermehrung. In den
tropischen Gewasser korreliert der hohe organische Anteil mit geringen Mengen an
freien Phosphat- und Stickstoffverbindungen (Hill und Rai, 1982). Die intensive UV-
Strahlung kann zur Abt6tung hygienisch relevanter Bakterien an den Oberflachen
fuhren (Fujioka und Navikawa, 1982). In Biofilmen tropischer Gewassern finden coli-
forme Bakterien, E. coli und Salmonella spp. jedoch optimale Lebens- und Wachs-
tumsbedingungen vor (Hazen und Toranzos, 1990; Winfield und Groisman, 2003).
Der Trubstoffgehalt ist in tropischen Gewassern aufgrund starker, regelmaRiger Re-
genfalle ebenfalls hoch.
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Die Verwendung geeigneter Filtermaterialien ist fur die Langsamsandfiltration als es-
sentiell beschrieben (Visscher, 1990; Collins et al., 1991; DVGW-Arbeitsblatt W213,
Teil IV). In Gebieten, in denen geeignete Sande nicht vorliegen und deren Beschaf-
fung zu teuer ist, ist die Verwendung alternativer Filtermaterialien von Interesse. Die
in vielen dicht besiedelten Regionen der Erde verfiugbaren Materialien Glasgranulat
und Kokosfasernund haben sich in ersten Versuchen als geeignet fur die Langsam-
sandfiltration erwiesen (Frankel, 1981; CWC Cleaning Washinton Center, 1995;
1998; Mughal, 2000).

Fur die Leistungsfahigkeit von Langsamsandfiltern sind die biologischen Vorgange
im Filterbett von immenser Bedeutung. Unter geeigneten Rahmenbedingungen bildet
sich im Filterbett eine autochthone Bakterienpopulation aus, die an den biologischen
Abbau- und Rickhalteprozessen beteiligt ist und die Akkumulation und Vermehrung
allochthoner Mikroorganismen verhindert.

Die Bakterien der Langsamsandfilter-Biofilme werden mit dem Filtermaterial und dem
zu reinigenden Wasser eingetragen. Die Milieubedingungen im Filter beeinflussen
die Ansiedlung und Akkumulation und damit auch die Zusammensetzung der autoch-
thonen Bakterienpopulation. Bakterienpopulationen sind dynamische Gesellschaften,
deren Zusammensetzung und Diversitat sich wahrend der Biofilmreifung veréandern.
Modifikationen der Milieubedingungen kénnen zu Veranderungen der Bakterienpo-
pulationen fuhren, welche die Funktionalitat der entsprechenden Habitate beeinflus-
sen (Manz et al., 1999; Williams et al., 2004; Griffiths et al., 2004). Die Auswirkun-
gen, die Anderungen der Rahmenbedingungen von Langsamsandfiltern auf die
autochthone Population und damit auf die Filterleistungen und -funktion haben, sind

unbekannt.

1.4 Aufbau der Versuchsanlagen

Versuchsfilter wurden vom Institut fir Wasserforschung, Schwerte und dem Bereich
Wassertechnologie des IWW, Milheim betrieben.

Die Filter wurden mit Rohwéassern beaufschlagt, die fir den Aufbereitungsschritt der
Langsamsandfiltration normalerweise zu hohe Trubstoff-, DOC- und/oder Ammoni-
um-Gehalte aufwiesen. Um diese zu erreichen, musste das Oberflachenwasser bei
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Schwerte, das fur einen Teil der Versuchsanlagen als Zulauf diente, durch die Zuga-
be von Hefeextrakt und Ammoniumsulfat modifiziert werden (Endkonzentrationen:
DOC 5 mg/l und Ammonium 1-2 mg/l). Weitere Versuchsfilter wurden mit dem Ablauf
des Emscherklarwerks Dinslaken beaufschlagt. Der Ablauf des Emscherklarwerks
wies die gewtinschte, schlechtere Rohwasserqualitat auf (DOC 5-8,5 mg/l, Ammoni-
um und Nitrit 0,02-1 mg/I, Nitrat 10-55 mg/lI und Sulfat 90-430 mg/l). Der Tribstoffge-
halt des Wassers aus dem Emscherklarwerk war 17- bis 27mal hoher als der des
Oberflachenwassers der Ruhr bei Schwerte.

Die Filterzuldufe wurden auf 20-30°C erwarmt. Durch Pflanzenlampen wurde eine
der Versuchstemperatur angepasste Dauer von Sonneneinstrahlung nachgestellt.
Parallel wurden Versuchsfilter mit dem Standardfiltermaterial Sand und mit den alter-
nativen Filtermaterialien Glasgranulat und Kokosfasern betrieben. An Versuchsfiltern
mit dem Filtermaterial Sand wurden Untersuchungen zu den Fragestellungen der
kontinuierlichen und intermittierenden Betriebsweise, zu Auflageschichten und zu
Algenwachstum bearbeitet. Die Rickhalteleistungen fir hygienisch relevante Mikro-
organismen und die mikrobiellen Eigenschaften von Langsamsandfiltern wurden in

verschiedenen Versuchsphasen untersucht.

1.5 Ziel der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, einen Einblick in die Diversitdt und Zusammen-
setzung von Langsamsandfilter-Biofilmen zu erlangen und den Verbleib hygienisch
relevanter Bakterien zu untersuchen. Die Bakterienpopulationen von Langsamsand-
filtern, die unter verschiedenen Rahmenbedingungen betrieben wurden, sollten mit-
tels klassisch-mikrobiologischer, biochemischer und molekularbiologischer Methoden

untersucht werden.

Dazu wurden folgende Aspekte bearbeitet:

¢ Die Ruckhaltung hygienisch relevanter Mikroorganismen sowie deren Verbleib im
Filterbett sollten anhand von Versuchsfiltern untersucht werden.

e FUr den Nachweis von Indikatororganismen sollte ein auf der Gensondentechno-

logie basierendes Verfahren als Alternative zu den klassisch-kulturellen Metho-
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den fur die Probenmatrix der Langsamsandfilterzu- und —ablaufe optimiert und mit
dem Referenzverfahren nach Trinkwasserverordnung 2001 verglichen werden.

e Anhand von mikrobiologischen, biochemischen und molekularbiologischen Cha-
rakteristika sollten die Langsamsandfilter-Biofilme, die sich in den oberen, aktiven
Filterschichten unter verschiedenen Rahmenbedingungen bilden, miteinander
verglichen werden.

e Ein Einblick in die bakterielle Diversitdt und Zusammensetzung der Langsam-
sandfilter-Biofilme sollte durch molekularbiologische Analysen der 16S rDNS er-
langt werden.

e Bakteriengruppen, die aufgrund der 16S rDNS-Analysen als bedeutend fir die
LSF eingeordnet wurden, sollten mit Hilfe der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

guantitativ untersucht werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Bakterienstamme

Bei den verwendeten Bakterienstammen handelt es sich um Stamme aus der in-

stitutseigenen Stammsammlung (Tab. 2.1).

Tabelle 2.1: Verwendete Bakterienstimme aus der institutseigenen Stamm-

sammlung und der Deutschen Stammsammlung fiir Mikroorganismen und Zell-
kulturen (DSMZ2)

Gattung Spezies Herkunft Dauerkulturnr.
Acinetobacter johnsonii K3/H4
Acinetobacter juni K3/G4
Agrobacterium tumefaciens DSM 30147 K4/C1
Bacillus brevis K3/D1
Bacillus subtilis K3/A1
Burkholderia cepacia DSM 7288 K1/G4
Citrobacter freundii K3/E4
Comamonas acidovorans K1/E4
Cytophaga sp. R3 aus einem Ruhrbiofilm K3/34

isoliert von Dr. J. Wingender
Enterobacter aerogenes K3/B5
Enterococcus faecium K3/A3
Enterococcus faecalis DSM 20478 K3/C3
Escherichia coli DSM 787 K3/G3
Flavobacterium johnsoniae DSM 2064 K1/G5
Flexibacter aurantiacus DSM 6792 K1/H5
Pseudomonas aeruginosa K1/A2
Salmonella spp. WQ-MBA K1/35
Sphingobacterium  multivorum K3/C5
Xanthomonas maltophilia K1/B4
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2.1.2 Nahrmedien

In Tabelle 2.2 sind die verwendeten Nahrmedien aufgelistet. Diese wurden ent-
sprechend der Herstellerangaben eingewogen, in deionisiertem Wasser geldst
und 20 Min bei 121°C autoklaviert.

Tabelle 2.2: Verwendete Nahrmedien

Medium Hersteller

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,

Agar
Deutschland

Antibiotika-Nachweis-Bouillon Nr. 3 OXOID LTD, Basingstoke, England

Kanamycin-Asculin-Azid-Agar Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland
R2A-Agar OXOID LTD, Basingstoke, England
Standard-No.I-Nahragar Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland
2.1.3 Nukleins&uren

e Oligonukleotide
Die in dieser Arbeit als Amplifikationsprimer eingesetzten Desoxyoligonukleotide
sind in Tabelle 2.3 aufgefiihrt. Sie wurden von MWG Biotech, Ebersberg,

Deutschland hergestellt.

Tabelle 2.3: Oligonukleotide zur Amplifikation

Position

Bezeichnung _ Sequenz 5’'— 3'* Zielgruppe
(E. coli)?
27f° 7-27 AGAGTTTGATCMTGGCTCAG Bacteria
1492r° 1510-1492 GGYTACCTTGTTACGACTT Bacteria, Archaea

*Y=CIT, M= A/IC
% Position in E. coli 16S rRNS-Primarstruktur (Brosius et al., 1981)
® Medlin et al., 1998
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Die Oligonukleotide, die in dieser Arbeit als Sonden flr die in-situ-Hybridisierung
verwendet wurden, sind in Tabelle 2.4 zusammengestellt. Diese Oligonukleotide
tragen am 5 -Ende entweder einen Fluoreszenzfarbstoff (Cyaninfarbstoff CY3 o-
der Fluorescein) oder das Enzym Meerrettich-Peroxidase (horse-radish peroxida-
se = HRP). Die fluoreszenzmarkierten Sonden wurden von MWG Biotech,
Ebersberg, Deutschland hergestellt und die HRP-markierten Sonden von Biomers,

Ulm, Deutschland.

Tabelle 2.4: Fluoreszenzmarkierte Oligonukleotide fir FISH

Bezeich- - Ziel- .
Position® Sequenz 5" -3’ _ Markierung
nung organismen
b 16S, ) CY3, FLUOR
EUB338 GCTGCCTCCCGTAGG Bacteria
338-355 oder HRP
NONEUB Negativkon-
) ACTCCTACGGGAGGCAGC CY3
338 trolle
o 16S, GAGACTCAAGATTGCCAGT  Escherichia
Colinsitu® _ CY3
637-660 ATCAG coli
g 16S, TGCTCTCGCGAGGTCGCTT Entero-
ProbeD ) FLUOR
1251-1274 CTCTT bacteriaceae
16S, Entercoccus
Enc131° CCCCTTCTGATGGGCAGG FLUOR
131-147 sp.
16S,
Efs130° CCCTCTGATGGGTAGGTT E. faecalis CY3
131-147
16S, o-Proteo-
ALF968¢ GGTAAGGTTCTGCGCGTT _ FLUOR
968-986 bacteria
. 23S, 1027- -Proteo- CY3 oder
BET42a GCCTTCCCACTTTT
1043 bacteria FLUOR
. 23S, 1027- y-Proteo- CY3 oder
GAMA42a GCCTTCCCACATCGTTT
1043 bacteria FLUOR
grampositive
N 23S, 1901- Bacteria mit
HGC69a TATAGTTACCACCGCCGT HRP
1918 hohem GC-
Gehalt

2. Position in E. coli 16S rRNS-Primarstruktur (Brosius et al., 1981); ®: Amann et al., 1990 ;
°: Regnault et al., 2000; ®: Ootsubo et al., 2002 ; ®: Meier et al., 1997 ; : Manz et al., 1992 :
9: Neef, 1997; ": Roller et al., 1994

CY3: Cyaninfarbstoff; FLUOR: Fluorescein; HRP: horseradish peroxidase
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e DNS-GroRenmarker

In Tabelle 2.5 sind die in dieser Arbeit verwendeten DNS-Grél3enmarker aufgelis-
tet.

Tabelle 2.5: DNS-GroRenmarker

GroRenmarker Hersteller

50-bp-Leiter Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
100-bp-Leiter Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Smartladder Eurogentec, Seraing, Belgien

2.1.4 Puffer und Losungen

Die selbst hergestellten und in dieser Arbeit verwendten Puffer und Losungen sind
in Tabelle 2.6 aufgefuhrt.

Tabelle 2.6: Puffer und Lésungen

Lésung bzw. Puffer Zusammensetzung / Hersteller

60 U/ml Achromopeptidase, 10 mM NaCl, 10 mM
Tris/HCI (pH 7,5)
10%ige Blockingreagenzl6- 10% Blockingreagenz (w/v), 100 mM Maleinsaure,
sung 150 mM NaCl, pH 7,5
Extraktionspuffer 50 mM Tris, 1 mM EDTA, 100 mM NacCl, pH 8,0

500.000 U Lysozym /ml, 50 mM EDTA, 100 mM

Tris/HCI (pH 7,5)

PBS 137 mM NacCl, 2,68 mM KCI, 10 mM Na;HPOQO,, 1,76
mM KH,PO,4, pH 7,2

10x Polymerase Puffer mit 100 mM Tris-HCI (pH 8,3 bei 25°C), 500 mM KClI,

Achromopeptidaseldésung

Lysozymlosung

Mg?* 15 mM Mg(OAc), /

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
5x TagMaster Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
TBE-Puffer 90 mM Tris, 90 mM Borsaure, 1 mM EDTA
TE-Puffer 10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0

TAE-Puffer 40 mM Tris-Acetat, 1 mM EDTA, pH 8,0
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2.1.5 Enzyme

In Tabelle 2.7 sind die verwendeten Restriktionsendonukleasen und in Tabelle 2.8

alle weiteren verwendeten Enzyme aufgefihrt.

Tabelle 2.7: Verwendete Restriktionsendonukleasen

Enzym Hersteller Enzymsequenz (5—'3")
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutsch-

Cfol GCGlC
land

Ddel Biolabs®, New England, USA ClTNAG

EcoRl Biolabs®, New England, USA GLAATTC

Mspl Biolabs®, New England, USA clCGG

Sau3Al Biolabs®, New England, USA LGATC

Tabelle 2.8: Sonstige Enzyme

Achromopeptidase Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Lysozym Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Proteinase K Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland
RNase Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Taqg DNA Polymerase Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
2.1.6 Chemikalien und sonstige Materialien

Tabelle 2.9 zeigt die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und sonstigen
Materialien.
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Tabelle 2.9: Allgemeine Chemikalien und sonstige Materialien

Chemikalien/ Materialien

Hersteller

10% Blockingreagenz

Roche Diagnostics GmbH, Penzberg, Deutsch-

land

2-Propanol (Isopropanol)

Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland

5-Bromo-4-chloro-3-indoyl-p-D-

galactopyranosid (X-Gal)

Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,

Agarose
Deutschland
o Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Ampicillin
Deutschland
api® 20E BioMérieux, Lyon, Frankreich
Borsaure Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland

Cetyltrimethylammonium-
bromid (CTAB)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Chloroform

Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland

Citifluor AF2

Citifluor, London, UK

Colilert-System; QuantiTray
2000

IDEXX Laboratories, Westbrook, USA

CY3 Tyramid

PE Applied Biosystems, Foster City, USA

DAPI (4°,6-diamidino-2-
phenylindole)

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Dextransulfat

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Dimethylformamid

Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland

DNeasy® Tissue Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

dNTP

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Ethanol absolut

Riedel-deHaen, Seelze, Deutschland

Ethidiumbromid

Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland

Ethylendiamintetraessigsaure
(EDTA)

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Formamid

Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland

Gel loading solution

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Glycerol

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
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Chemikalien/ Materialien Hersteller

Isoamylalkohol Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland
B1Ozym Diagnostik GmbH, Hess. Oldendorf,

MetaPhor® Agarose
Deutschland

Natriumacatat Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland

Natriumchlorid Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland

Natriumdodecylsulfat (SDS) Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Nucleospin® Multi-8 Plasmid
Kit

One Shot TOP 10 chemically
competent E. coli

Macherey-Nagel, Duren, Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Paraformaldehyd Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland

Phenol (Rotiphenol) Roth, Karlsruhe, Deutschland

Polycarbonatfilter, 0,2 pm, o
Millipore, Bedford, MA, USA

GTBP02500
Polycarbonatfilter, 0,2 um, o
Millipore, Bedford, MA, USA

GTTP02500
Polyvinylpolypyrrolidone

YVINYIPOYpy Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
(PVPP)
Sequencer Kit Perkin Elmer, Forster City, USA
SOC-Medium Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Sterilfilter (Durchmesser: 0,2 _ _
Sartorius GmbH, Goéttingen, Deutschland

Hm)

Tris Roth, Karlsruhe, Deutschland
Tris-hydrochlorid Roth, Karlsruhe, Deutschland

Trizma® Base Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Wasser (fur Molekularbiologie,
DEPC-behandelt)
Wasser, HPLC rein Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Wasser, Rotipuran® p.a., ACS Roth, Karlsruhe, Deutschland

Wasserstoffperoxid Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland
Wizard® PCR Preps DNA Puri-

fication System

Promega, Madison, WI, USA
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2.1.7 Gerate

2.1.7.1 Mikroskope

e Epifluoreszenzmikroskop

Fur die epifluoreszenzmikroskopische Auswertung wurde ein Mikroskop des Typs
DMBL (Leica Microsystems AG, Wetzlar, Deutschland) verwendet. Das Mikroskop

verfuigte Uber die in Tabelle 2.10 genannten Filter sowie eine Photoeinrichtung
(Kamera DC200; Leica Microsystems AG, Wetzlar, Deutschland).

Tabelle 2.10: Filter des Epifluoreszenzmikroskops

Anregungs- Emissions- detektierbarer Farb-
wellenlange wellenlange stoff

A 350 nm 465 nm DAPI

13 490-502 nm 525-523 nm Fluorescein

Y3 535-550 nm 610-675 nm Carbocyanin CY3

e Rasterelektronenmikroskop

Die rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden an einem LEO
1530 Feldemissionsrasterelektronenmikroskop (LEO Electron Microscopy Group)
durchgefuhrt. Die Bildaufnahme erfolgte unter Verwendung des Sekundarelektro-
nendetektors sowie des InLens-Detektors bei einer Beschleunigungsspannung
von 10-15 kV. Die REM-Aufnahmen wurden an der Universitat Duisburg-Essen,
Standort Duisburg, Fakultat 5 im Fachbereich Werkstofftechnik angefertigt.

Das Besputtern der REM-Proben mit Gold wurde mit einem Balzers Union
SCDO040 durchgefihrt. Die Schichtdicke betrug 15-18 nm.
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2.1.7.2 Sonstige Geréate

Folgende weitere Gerate sind bei dieser Arbeit zum Einsatz gekommen (Tab.

2.11).

Tabelle 2.11: Allgemeine Gerate

Gerat Hersteller

ABI PRISM "™ 310 Genetic Analyser

Perkin Elmer, Foster City, USA

Analysenwaage

Sartorius GmbH, Goéttingen, Deutsch-
land

Biofuge fresco

Heraeus, Osterode, Deutschland

Brutschrank

Heraeus, Osterode, Deutschland

Electrophoresis Power Supply

Biometra, Gottingen, Deutschland

Gelelektrophorese-Apparatur

Auf Kundenwunsch von der Werkstatt
der Phillips-Universitat Marburg ange-

fertigt

Hybridisierungsofen

UVP, Upland, California, USA

Muffelofen

Heraeus, Hanau, Deutschland

PCR Thermocycler T3-Kombi

Biometra, Gottingen, Deutschland

Reagenzglasroller

Stuart Scientific, Watford Herts, UK

Schittelwasserbad

GFL, Burgwedel, Deutschland

Sicherheitswerkbank

Clean Air, Haan, Deutschland

Spektralphotometer Hitachi, Tokio, Japan
Trockenschrank GFL, Burgwedel, Deutschland
Ultraturax IKA-Labortechnik, Staufen, Deutschland

Ultraschalbad, Branson Typ 1200

G. Heinemann, Schwébisch Gmiind,

Deutschland

Vacuum manifold

Promega, Madison, W1, USA

Geldokumentationsanlage mit UV-Link

INTAS, Géttingen, Deutschland

Wasserbad

GFL, Burgwedel, Deutschland
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2.1.8 Software

e BioNumerics

Als Grundlage fir die Clusteranalyse dienten die ARDRA-Ergebnisse. Die Cluste-
ranalysen wurden mit der Software BioNumerics (Applied Maths, Austin, Texas,
USA) durchgefuhrt und ausgewertet. Fur den Vergleich der ARDRA-Muster wurde
die Methode UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) aus-
gewahlt. UPGMA ist eine einfache Methode der Stammbaumkonstruktion, die
Ahnlichkeiten zwischen OTUs (Operational Taxonomic Units) widerspiegelt.
UPGMA beruht auf einem sequentiellen Clusteralogorithmus, wobei lokale topolo-
gische Verhaltnisse beziiglich Ahnlichkeit identifiziert werden. Der phylogenetische
Stammbaum wird schrittweise aufgebaut: Zunachst werden von allen zu analysie-
renden OTUs die beiden mit der gréRten Ahnlichkeit identifiziert. Diese werden im
nachsten Schritt wie ein OTU behandelt. Zu diesem neuen OTU wird wiederum
das OTU mit der hoéchsten Ahnlichkeit gesucht. Die Analyse wird fortgesetzt bis
nur noch zwei OTUs verbleiben (Heyndrickx et al., 1996). In diesen Ahnlichkeits-

vergleich gingen nur die manuell ausgewdahlten Banden der ARDRA-Daten ein.

e V4.0api®20E

Die Ergebnisse des ldentifizierungssystems api® 20E wurden mit der Software

apiLAB Plus (Datenbankversion: V 4.0 api® 20E) ausgewertet.
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2.2. Methoden

2.2.1 Aufbau der Versuchsanlagen

2.2.1.1 Versuchsanlagen zur Untersuchung alternativer Filtermaterialien

Das Institut fir Wasserforschung (Schwerte) betrieb die Versuchsanlagen zur
Untersuchung alternativer Filtermaterialen (Hatter und Schulte-Ebbert, 2005). Als
alternative Filtermaterialien wurden Glasgranulat (Kérnung 0,2-5 mm) und Kokos-
fasern ausgewahlt. Als Referenzmaterial diente ein fir die Langsamsandfiltration
optimal geeigneter Sand (Kérnung 0,2-2 mm). Um den Temperatureinfluss zu
untersuchen, wurden vier- bis sechswdchige Versuchsphasen bei 5-10°C, 20°C
und 30°C mit Filterséaulen in einer Klimakammer durchgefihrt. Die Saulen wurden
6 h (5 - 10°C), 8 h (20°C) bzw. 12 h (30°C) am Tag durch Pflanzenlampen be-
leuchtet, um ein offenes Filtersystem nachzustellen. Der Durchmesser der Saulen
betrug 20 cm und die Filtermaterialien hatten eine Machtigkeit von 50 cm. Unter
der Filterschicht befand sich eine 8 cm méchtige Stitzdrainschicht aus Kies.

Die Filter wurden in der 5-10°C-Versuchsphase mit Oberflachenwasser der Ruhr
beaufschlagt, das Uber Kies vorgefiltert war. In den Versuchsphasen bei 20°C und
30°C wurden die Filter mit unbehandeltem Oberflachenwasser beaufschlagt. Die
Anordnung der Versuchssaulen ist der Abbildung 2.1 zu entnehmen.

Zur Erhéhung des DOC- und Ammoniumgehaltes wurde dem Uberstau der Ver-
suchsfilter Hefeextrakt- und Ammoniumsulfat-Losung zugesetzt.

Die alternativen Filtermaterialien Glasgranulat und Kokosfasern wurden im Ver-
gleich zum Sand auch im kleintechnischen Mal3stab in Freilandlysimetern unter-
sucht. Die Lysimeter hatten eine Oberflache von 4 m2 und die Filtermaterialien
eine Machtigkeit von 0,5 m. Das Aufschwimmen der Kokosfasern wurde durch
eine Kiesschicht in 15 cm Tiefe des Filterbettes sowie ein Gitternetz auf der Fil-
termaterialoberflache vermieden. Die Lysimeter wurden mit Oberflachenwasser
der Ruhr beaufschlagt, das auf 30°C erwarmt und dem ebenso wie den Filtersau-
len Hefeextrakt und Ammoniumsulfat zugesetzt wurde. Innerhalb der viermonati-
gen Laufzeit der Lysimeter wurden intermittierende und kontinuierliche

Betriebsweisen mit verschiedenen Filtergeschwindigkeiten getestet (Tab. 2.12).
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Abbildung 2.1: Anordnung der Filtersaulen in den Versuchsphasen bei 20°C und
30°C. VF = Vorfilter; HF = Hauptfilter; HF1: Kokosfasern, HF2: Glasgranulat; HF3:
Sand.

Tabelle 2.12: Betriebsparameter der Lysimeter

Betriebs- Filtergeschwindig- Betriebstage
weise keit [m/d] pro Woche
I kontinuierlich 2,2 7
Il intermittierend 2,2 4
1l intermittierend 3,8 4
v kontinuierlich 1,0 7

2.2.1.2 Versuchsanlagen zur Untersuchung verschiedener Betriebspara-
meter

Der Bereich Wassertechnologie des IWW (Mulheim a.d.R.) betrieb Versuchsfilter

(Durchmesser 0,5 m; Machtigkeit der Filtermaterialien 0,8 m; Machtigkeit der
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Stutzdrainschicht aus Kies 25 cm), um die Fragestellungen der Betriebsweise, der
Auflagematerialien und des Algenwuchses zu untersuchen. Als Filtermaterial wur-
de Sand der Kérnung 0,2—-2 mm verwendet (gleicher Sand wie in den unter 2.2.1.1
beschriebenen Filtern). Die Filter wurden mit dem Ablauf des Klarwerks Em-
schermindung in Dinslaken beaufschlagt. Um Temperaturschwankungen im Fil-
terbett moglichst zu vermeiden, wurde der Zulauf auf eine konstante Temperatur
von 20°C eingestellt. In den Tabellen 2.13 bis 2.15 sind die Betriebsweisen und

Unterschiede im Filteraufbau beziglich der Fragestellungen zusammengefasst.

Tabelle 2.13: Betriebsparameter der Versuchsfilter zur Untersuchung der Be-

triebsweise
Filter 1 Filter 2 Filter 3 Filter 4
IBetriebsweise intermittierend, | intermittierend, | kontinuierlich, | kontinuierlich,
kurzer Betrieb | langer Betrieb konstanter ansteigender
Trockenfilter Trockenfilter Uberstau Uberstau
|Filter-
geschwindigkeit m/d 2,0 L4 1 1
|IBetriebstage pro
Woche 3-4 5 ! !
mittlere Filter-
geschwindigkeit m/d 1 1 1 1
Uberstau 0,0/0,9 0,0/0,9 0,9/0,9 0,2/0,9
min/max in m

Tabelle 2.14: Betriebsparameter der Versuchsfilter zur Untersuchung der Aufla-

gematerialien

Filter 1 Filter 2 Filter 3 Filter 4
IBetriebsweise kontinuierlich, | kontinuierlich, | kontinuierlich, | kontinuierlich,
ansteigender | ansteigender | ansteigender | ansteigender
Uberstau Uberstau Uberstau Uberstau
Auflageschicht Kies Bims keine Kokosfaser
0,2 m 3-5mm 1-4 mm
|Filter-
geschwindigkeit m/d S S 5 S
|IBetriebstage pro
Woche 7 7 ! !
Uberstau tiber Auf-
lage bzw. Sand 0,2/0,7 0,2/0,7 0,2/0,9 0,2/0,7
min/max in m
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Tabelle 2.15: Betriebsparameter der Versuchsfilter zur Untersuchung des Algen-

wachstums
Filter 1 | Filter 2 | Filter 3
Betriebsweise kontinuierlich, ansteigender Uberstau
[Filter- 1
geschwindigkeit m/d
IBetriebstage pro 7
Woche
Ut')erstau'uber Sand 0.2/0,4
min/max in m
Lichteinstrahlung 4000 2000 0
Lux

2.2.1.3 Kommerziell betriebener Filter der Ruhr-Wasserwerke (RWW)

Als Vergleichsfilter wurde ein kommerziell betriebener Langsamsandfilter des
RWW-Wasserwerks Styrum-Ost, Milheim a.d. Ruhr untersucht. Dieser Filter wird
mit Oberflachenwasser der Ruhr beaufschlagt und dient der Grundwasseranrei-
cherung. Zum Zeitpunkt der Probenahme war der Filter drei Monate kontinuierlich
betrieben worden und sollte geschalt werden. Die Machtigkeit der Filterschicht

betrug ca. 0,8 m, die der Stitzdrainschicht aus Kies ca. 0,2 m.

2.2.1.4 Beprobung der Zu- und Ablaufe sowie der Filtermaterialien

e Beprobung der Zu- und Ablaufe von Versuchsfiltern

Alle Versuchsfilter besal3en Probenahmestellen fir die Zu- und Abléaufe. Die Pro-
benahmestellen der Filtersdulen und der Lysimter (s. 2.2.1.1) befanden sich je-
weils vor der Zugabestelle der Ammoniumsulfat- und Hefeextrakt-Lésungen.

Fur die Entnahme reprasentativer Proben, die auf Indikatororganismen untersucht
werden sollten, wurden nach dem Offnen der Probenahmestellen jeweils die ers-
ten 2-3 | Ablauf verworfen. Die Proben wurden in sterile Flaschen gefillt, wobei
der Kontakt zum Probenhahn vermieden wurde. Nach der Entnahme wurden die
Proben unmittelbar gekthlt (4°C) und spatestens nach 3-4 Stunden verarbeitet.
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e Beprobung der Filtermaterialien

Nach Beendigung einzelner Versuche wurden Proben der Filtermaterialien ent-
nommen. Es wurden jeweils die Schmutzdecken einschliel3lich der oberen Filter-
schicht und die Filterschichten in 5 cm Tiefe beprobt. Vom kommerziell
betriebenen RWW-Filter wurden zuséatzlich Proben aus 30 cm und 55 cm Tiefe
entnommen. In Anlehnung an die DIN 38414 wurden von den entnommenen Fil-
termaterialien Mischproben hergestellt. Die Proben wurden unmittelbar nach der
Entnahme gekihlt (4°C) und méglichst schnell verarbeitet. Bei den Versuchsfiltern
wurde, aufgrund der geringen Oberflache, die gesamte Schmutzdecke einschliel3-
lich der oberen Filterschicht entnommen. Bei den Lysimetern wurde zwischen dem
Einlauf-, Mittel- und Randbereich unterschieden. Die Probenahme erfolgte in allen
drei Bereichen. Fir die Filtermaterialbeprobung des RWW-Filters wurde ein cha-

rakteristischer Mittelbereich gewabhilt.
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2.2.2 Mikrobiologische und biochemische Methoden

2.2.2.1 Stammhaltung der Bakterien

e Institutseigene Stammsammlung

Die Bakterienstdamme der institutseigenen Stammsammlung lagen als Cryo-
Dauerkulturen bei —70°C vor. Sie wurden nach den von der DSMZ empfohlenen
Bedingungen kultiviert.

e Klone

Alle isolierten und als Reinkultur vorliegenden Klone wurden in Dauerkulturen U-
berfuhrt (Lagerung bei —70°C). Dazu wurde von einer Reinkultur eine Kolonie in
ampicillinhaltiger (50 pg/ml) Antibiotika-Nachweis-Bouillon Nr. 3 angeimpft und
uber Nacht bei 37°C auf dem Reagenzglasroller inkubiert. Ein Volumen der Uber-
nachtkultur wurde mit einem Volumen sterilen Glycerins vermischt.

Bei Bedarf wurde Material der Dauerkultur entnommen und auf Ampicillin- (50
pg/ml) und XGal-haltigem (80 pg/ml) Nahrboden ausgestrichen. Nach 12-24 stin-
diger Inkubation bei 36°C waren die Kolonien auf diesen Nahrbéden gut erkennbar

und konnten flr weitere Untersuchungen verwendet werden.

2.2.2.2 Homogenisieren der Zu- und Ablaufe

Die Zu- und Ablaufe der Versuchsfilter wurden unter sterilen Bedingungen 2 min

bei 9500 rpm mit dem Ultraturax homogenisiert, um Bakterien, die in Flocken und
Aggregaten in grof3er Anzahl vorkamen, zu vereinzeln (DIN 38402-30, 1997).
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2.2.2.3 Herstellung von Abschittelsuspensionen der Filtermaterialien

Fur die Bestimmung der Gesamtzellzahl, der Anzahl koloniebildender Einheiten,
der Esteraseaktivitdt sowie dem quantitativen Nachweis von coliformen Bakterien
und E. coli wurden Abschiittelsuspensionen der Filtermaterialien verwendet. Dazu
wurden 10 g bzw. 20 g Filtermaterial mit 200 ml bzw. 200 ml sterilem Wasser tber
einen Zeitraum von 30 min bei RT geschuttelt (Schittelwasserbad bei 90%iger
Einstellung). Der Uberstand wurde nach zweiminitiger Sedimentationszeit in ein
steriles Gefal3 uberfuhrt und fur die weiteren Analysen verwendet.

Durch diese Technik werden nicht alle Bakterien von den Filtermaterialien und
Biofilmen abgeldst. Durch den Einsatz der standardisierten Methode kann jedoch
davon ausgegangen werden, dass es sich um einen konstanten Anteil abgeldster
Bakterienpopulation handelt.

2.2.2.4 Bestimmung der Gesamtzellzahl (GZZ2)

Ein definiertes Volumen einer geeigneten Verdinnung der Abschuttelsuspension
von Filtermaterialien wurde filtriert. Der Polycarbonatfilter wurde mit 1 ml DAPI-
Losung (5 pg/ml) Gberschichtet und 20 min im Dunkeln bei RT inkubiert. Anschlie-
Rend wurde die DAPI-LOsung entfernt und mit 5 ml partikelfreiem Wasser gespuilt.
Der trockene Filter wurde mikroskopisch bei 1000facher Vergrol3erung ausge-
wertet. Dazu wurde die Anzahl der Bakterien in 20 zufallig ausgewéhlten Ge-

sichtsfeldern ausgezahlt.

2.2.25 Bestimmung der koloniebildenden Einheiten (KBE)

100 ul der Verdiinnungen 107 bis 10 der Abschiittelsuspensionen wurden auf
R2A-Agar als Dreifachbestimmung ausplattiert. Die Agarplatten wurden 7 Tage bei
20°C £ 2°C inkubiert. Nach 7 Tagen wurden alle mit dem blof3en Auge erkennba-
ren Kolonien ausgezahlt. R2A-Agar ist fur die Koloniezahlbestimmung hete-

rotropher Bakterien aus Wasser geeignet.
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2.2.2.6 Bestimmung der Trockenmassen und Gluhverluste

Zur Bestimmung des Wassergehalts und der organischen Masse der Filtermateri-
alproben wurden die Trockenverluste und Glihriickstande der Filtermaterialien
entsprechend der DIN EN 12879 und DIN EN 12880 ermittelt. Es wurde jeweils

eine Dreifachbestimmung durchgefihrt.

2.2.2.7 Quantitativer Nachweis von Indikatororganismen durch kulturelle
Methoden

In den Zu- und Ablaufen der Versuchsfilter wurden die koloniebildenden Einheiten
bei 22°C und bei 36°C, Escherichia coli, coliforme Bakterien, Enterokokken und
Clostridium perfringens quantitativ bestimmit.

Die klassisch-mikrobiologischen Nachweisverfahren wurden entsprechend der
TrinkwV 2001 von dem Bereich Wasserqualitat — Mikrobiologische Analytik des
IWW (Mualheim a.d.R.) durchgefuhrt.

2.2.2.8 Quantitativer Nachweis coliformer Bakterien und Escherichia coli

in Filtermaterialien

Der quantitative Nachweis coliformer Bakterien und E. coli in den Filtermaterialien
erfolgte mit Hilfe des Colilert-Systems. Dieses System beruht auf dem Nachweis
von R-Galactosidase als spezifisches Enzym flur coliforme Bakterien und dem
Nachweis von B-Glucuronidase als spezifischem Enzym fir E. coli. Die Enzymak-
tivitat und damit das Vorhandensein entsprechender Bakterien kann anhand einer
Farbreaktion abgelesen werden. Die Quantifizierung erfolgt nach dem MPN- (most
probable number) Verfahren.

Es wurden von jeder Probe drei unterschiedliche Volumina (z.B. 10 ml, 1 ml und
0,1 ml) der Abschittelsuspensionen auf coliforme Bakterien und E. coli untersucht.
Das Colilert-System QuantiTray 2000 wurde entsprechend der Herstellerangaben

verwendet. Nach Beendigung der Inkubationszeit wurden die gelben und die fluo-
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reszierenden Kavitaten ausgezahlt. Mit Hilfe der entsprechenden MPN-Tabelle
wurde die Anzahl der coliformen Bakterien und E. coli ermittelt.

2.2.2.9 Identifizierung coliformer Bakterien mittels api® 20E

Aus dem Filtermaterial Kokosfasern und den Ablaufen des Kokosfaserlysimeters
wurden exemplarisch coliforme Bakterien isoliert und charakterisiert. Dazu wurden
aus Kavitaten, die coliforme Bakterien enthielten, 50 pl der Anreicherungskultur
entnommen und auf Standard I-N&hragar ausplattiert. Von einigen reprasentativen
Kolonien wurden Reinkulturen hergestellt. Diese Reinkulturen wurden, entspre-
chend der Herstellerangaben, mit dem ldentifizierungssystem api® 20E charakteri-

siert.

2.2.2.10 Bestimmung der Esterase-Aktivitat in den Filtermaterialien

Die Methode wurde in Anlegung an Kipper et al., 1999 durchgeftihrt. 18 ml Ab-
schuttelsuspension wurden mit 2 ml 1 M Tris-HCI-Puffer (pH 7,5) und 20 ul Sub-
stratldsung (20 mmol Fluoresceindibutyrat in Aceton) versetzt. Der Ansatz wurde
24 h bei RT geschittelt. Nach Zentrifugation (4 min, 16060 g, RT) erfolgte die
photometrische Bestimmung der Absorption bei 490 nm. Da die Abschuttelsus-
pensionen eine starke Trubung aufwiesen, wurde jeweils ein Ansatz ohne Sub-
stratldsung mitgefuhrt (18 ml Abschuttelsuspension + 2 ml 1 M Tris-HCI-Puffer, pH
7,5). Zur Ermittlung der nicht-enzymatischen Hydrolyse des Substrats wurden je
zwei Ansétze hergestellt, die 18 ml A. dest. mit 2 ml 1 M Tris-HCI-Puffer (pH 7,5)

und 20 ul Substratldsung (20 mmol Fluoresceindibutyrat in Aceton) enthielten.
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2.2.3 Molekularbiologische Methoden

2.2.3.1 DNS-Isolierung

e |Isolierung der Gesamt-DNS aus den Filtermaterialien

Die Isolierung der Gesamt-DNS aus Langsamfiltermaterialien erfolgte durch eine
Kombination enzymatischer, chemischer und physikalischer Verfahren, modifiziert
nach Tsai und Olson, 1991.

0,3 g Probe wurden mit 480 ul Lysozymlésung (450.000 U Lysozym/ml, gel6st in
Extraktionspuffer) und einer Spatelspitzte PVPP vermischt und 1 Stunde bei 37°C
im Schuttelwasserbad inkubiert. Nach Zugabe von 120 ul 10%igem SDS erfolgte
eine Inkubation von 20 min bei 37°C im Schuittelwasserbad. Die Probe wurde da-
nach finfmal bei —70°C eingefroren und bei +70°C wieder aufgetaut. Nach Zuga-
be von 3 ul RNase (28,8 mg/ml) folgte eine 30minitige Inkubation bei 37°C im
Schiittelwasserbad. Die Probe wurde kurz anzentrifugiert und der Uberstand zur
DNS-Reinigung in das DNeasy Tissue Kit eingesetzt. Das DNeasy Tissue Kit wur-
de nach Herstellerangaben verwendet. Die anschlieRende DNS-Konzentrierung
erfolgte durch Ethanolfallung nach Maniatis et al., 1982: Nach Zugabe von zwei
Volumen eiskaltem Ethanol (absolut) und 1/10 Volumen Natriumacetat (3 M, pH
4,6) wurde die DNS lber Nacht bei -20°C gefallt. Die DNS wurde durch Zentrifu-
gation (45 min, 16060 g, 4°C) pelletiert und das Pellet mit 70%igem Ethanol ge-
waschen. Das trockene Pellet wurde in 30 pl 1x TE-Puffer aufgenommen.

e DNS-Isolierung aus Reinkulturen

Die Extraktion der DNS aus Reinkulturen erfolgte nach Anzucht der Stamme ent-

sprechend der DSMZ-Vorgaben. Es wurde die Phenol-Chloroform-Methode nach
Ausubel et al., 1990 angewandt.
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2.2.3.2 Amplifikation von 16S rRNS-Genen

Mit Hilfe der PCR wurden spezifische Abschnitte der 16S rDNS von Mikroorga-
nismen aus den Filtermaterialien sowie von Referenzstdmmen (Tab. 2.1) amplifi-
ziert.

Um in den PCR-Ansatzen, die parallel bearbeitet wurden, moglichst identische
und definierte Bedingungen zu erhalten, wurden die Anséatze vor jeder PCR in
Form eines Mastermixes hergestellt und anschliel3end in definierten Mengen auf
die einzelnen Reaktionsgefalde verteilt.

PCR-Ansatz:

PCR-Puffer (10x) 5ul
dNTPs (2mM) 5ul
Primer 1 (10 pmol/ul) 1l
Primer 2 (10 pmol/ul) 1l
Tag-Polymerase (5 U/ul) 0,5 ul
DNS-Template 0,1—10 pl
H,O (fir Molekularbiologie) ad 50 pl

Wourde isolierte Gesamt-DNS aus Filtermaterialproben als Template verwendet,
enthielt der PCR-Ansatzt zusatzlich 10 yl TagMaster.

Um Verunreinigungen des Pipettenkolbens durch Aerosole zu vermeiden, wurden
fur alle PCR-Anséatze Einmalspitzen mit Filtereinséatzen verwendet. In jedem PCR-
Experiment wurde eine Negativkontrolle (PCR-Ansatz ohne DNS) mitgefuhrt, um
maogliche Verunreinigungen in den Komponenten der PCR-Ansétze zu detektieren.
Zuséatzlich wurde jeweils eine Positivkontrolle (PCR-Ansatz mit isolierter E. coli-
DNS) mitgefuhrt, um Hinweise auf eventuell PCR-untaugliche Chemikalien bzw.

auf nicht richtig eingestellte Bedingungen zu erhalten.

Es wurde eine ,touch-down“-PCR durchgefihrt (Temperaturprofil s. Tab. 2.16).
Bei einer ,touch-down“-PCR wird in den Zyklen 2 bis 11 die Annealingtemperatur
um 1°C pro Zyklus gesenkt. Durch die hohe Annealingtemperatur in den ersten
Zyklen ist die Wahrscheinlichkeit, dass Fehlbindungen der Primer auftreten, ge-
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ring. Dadurch werden insgesamt wenige unspezifische Amplifikate gebildet und
die Spezifitéat der PCR erhoht.

Tabelle 2.16: Temperaturprofil der ,touch-down“-PCR

VA UVE 1. 2.-11. 12.-30. 31.
Denaturierung 94°C, 60 s 94°C, 60 s 94°C, 60 s
: 65°C — 56°C,
Annealing 55°C, 60 s
60 s
Extension 72°C, 90 s 72°C, 90 s 72°C, 7 min

2-10 pl der PCR-Produkte und 5 pl Smart Ladder wurden in einem 1,6 % Agar-
osegel aufgetrennt, um den Erfolg der PCR zu uberprufen.

2.2.3.3 Agarose-Gelelektrophorese

In dieser Arbeit wurden Horizontalapparaturen zur Gelelektrophorese verwendet.
Der Agaroseanteil der Gele betrug 1,6% - 2%. Die Agarose wurde durch Aufko-
chen in 0,5x TAE-Puffer bzw. 1x TBE-Puffer gel6ést und 0,3 pg Ethidiumbromid/ml
zugegeben. Ethidiumbromid interkaliert in DNS-Doppelstrdnge, wodurch diese
unter UV-Licht-Bestrahlung sichtbar werden.

Das polymerisierte Gel wurde mit 0,5x TAE-Puffer bzw. 1x TBE-Puffer tber-
schichtet. Die Proben wurden mit 1/5 Volumen Beschwererlésung versetzt und
aufgetragen. Zum Einlaufen der Proben in das Gel wurde eine Spannung von 40
Volt angelegt, die spater auf 60-80 Volt erhdht wurde. Nach beendeter Elektropho-
rese wurden die DNS-Banden durch UV-Licht sichtbar gemacht und dokumentiert.

2.2.3.4 Reinigung von PCR-Produkten

Die Aufreinigung der PCR-Produkte erfolgte mit dem Wizard® PCR Preps DNA
Purification Kit nach Herstellerangaben.
Zur Konzentrationsabschatzung wurden 2-5 pl des aufgereinigten PCR-Produkts

zusammen mit 5 yl Smart-Ladder in einem 1,6 % Agarosegel aufgetragen.
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2.2.3.5 Konstruktion von 16S-Clone Libraries

Die 16S-PCR-Produkte der Langsamfiltermaterialien wurden unmittelbar nach der
PCR unter Verwendung des TOPO TA Cloning Kits (Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland) mit dem pCR 2.1-TOPO-Vektor ligiert. Die Ligationsansatze ent-
hielten 0,5 bis 1,5 pl PCR-Produkt und wurden fur 5 Min bei Raumtemperatur in-
kubiert. Nach der Ligation folgte die Transformation in chemisch kompetente E.
coli-Zellen. Die Zellen wurden nach einstindiger Vorinkubation bei 37°C im SOC-
Medium auf einem Selektionsmedium ausplattiert und 18-24 h bei 37°C inkubiert.
Als Selektionsmedium wurde ein Nahragar, der Ampicillin (50 pg/ml) und X-Gal
(80 pg/ml) enthielt, gewahlt. Das Ampicillin ermdglichte nur den Zellen ein
Wachstum, die den Vektor, der ein Ampicillin-Resistenz-Gen tragt, aufgenommen
hatten. X-Gal diente dem Blau-Weis-Screening. Weil3e Kolonien auf dem Selekti-
vagar gehen demnach auf E. coli-Zellen zurtick, die einen Vektor mit Insert aufge-
nommen haben. 60-125 solcher weil3en, einzeln liegenden Kolonien wurden fiur

die ARDR-Analysen weiter bearbeitet.

¢ Nomenklatur der Klone

Die isolierten Klone wurden nummeriert (von 1 bis 125). Diese Klonnummer wurde

an die Bezeichnung der Clone Library angehangt (z.B. 1.a.1 = Klone 1 der Library

1.a). Das Material aller untersuchten Filter war Sand.

Tabelle 2.17: Bezeichnungen der Clone Libraries

Bezeich- beprobte Betriebs-  Wassertem-
) . Zulauf
nung Schicht weise peratur
la 5-10°C modifiziertes Oberfla-
1b Schmutzdecke kontinuierlich 20°C chenwasser der Ruhr
1l.c 30°C bei Schwerte

Oberflachenwasser
der Ruhr bei Milheim

3.a Schmutzdecke kontinuierlich 7-17°C
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2.2.3.6 Plasmidpraparation

3 ml flissige Ubernachtkultur einer Klon-Reinkultur wurden zur Pelletierung der
Zellen zentrifugiert (2 min, 16060 g, RT). Die Isolierung der Plasmide wurde mit-
hilfe des Nucleospin Multi-8 Plasmid Kits (Macherey-Nagel, Duren, Deutschland)
entsprechend der Herstellerangaben durchgefuhrt. Die isolierten Plasmide wurden

bei 4°C gelagert.

Um zu priufen, ob das isolierte Plasmid das richtige Insert enthélt, wurde ein Eco-
RI-Verdau durchgefuhrt. Der Restriktionsansatz enthielt 1 pl isoliertes Plasmid, 10
U EcoRI, 1 pl SL-Puffer und ad. 10 pl H,O. Der Ansatz wurde 2 ¥2 h bei 37°C in-
kubiert. Der gesamte Restriktionsansatz wurde zusammen mit 5 pl Smart-Ladder
in einem 1,6 % Agarosegel aufgetragen.

Um ausreichend 16S rDNS-Material fir die ARDR-Analyse zur Verfiigung zu ha-
ben, wurde das 16S-Insert mittels PCR amplifiziert (s. 2.2.3.2) und das PCR-
Produkt gereinigt (s. 2.2.3.4).

2.2.3.7 Amplifizierte 16S rDNS-Restriktionsanalyse (ARDRA)

ARDRA ist eine Methode zur Untersuchung des phylogenetischen Verhaltnis ver-
schiedener, unbekannter Bakterienstdmme. Die Methode beruht darauf, dass
Bakterien, die phylogenetisch miteinander verwandt sind, sehr &hnliche 16S-
Sequenzen aufweisen. Die 16S-Gene der zu untersuchenden Stamme werden mit
Restriktionsenzymen verdaut, die eine spezifische Abfolge von 4-6 Basen inner-
halb der DNS erkennen und an diesen Stellen die DNS schneiden. Verdaut man
die 16S-Gene phylogenetisch nah verwandter Stdmme mit Restriktionsenzymen,
erhalt man ahnliche Bandenmuster. Je geringer der phylogenetische Verwandt-
schaftsgrad zweier Bakterienstamme ist, um so unterschiedlicher sind die Ban-
denmuster der mit Restriktionsenzymen geschnittenen 16S-Gene.

Die gereinigten 16S-PCR-Produkte wurden mit den Restriktionsendonukleasen
verdaut. Ein Restriktionsverdau enthielt 8 pl PCR-Produkt, 8 U Enzym, 2 pl En-
zym-spezifischen Puffer und wurde auf ad. 20 pul H,O aufgefiillt. Der Ansatz fur
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Sau3Al enthielt zusatzlich 2 mg BSA. Der Restriktionsansatz wurde 3-18 h bei
37°C inkubiert.
Die Restriktionsprodukte wurden elektrophoretisch in einem 2%igen Metaphor

Agarose-Gel (geldst in 1x TBE-Puffer) getrennt.

2.2.3.8 Ahnlichkeitindizes der Clone Libraries

Die ARDRA-Daten von je zwei Libraries wurden miteinander verglichen und auf
Ahnlichkeiten untersucht. Es wurde zwischen identischen Klonen (Ahnlichkeit >
95%), gemeinsamen Gruppen (= 80%) und gemeinsamen Cluster (> 60%) der
beiden Libraries unterschieden. Die Anzahl der Gemeinsamkeiten ging in einen
Ahnlichkeitsindex ein, wobei fir die Gemeinsamkeiten entsprechend des Ahnlich-
keitsgrades Gewichtungen vergeben wurden. Identischen Klongruppen wurde eine
Gewichtung von 5 zugewiesen, gemeinsamen Gruppen eine Gewichtung von 3

und gemeinsamen Clustern eine Gewichtung von 1.

Ahnlichkeitsindex = (Anzahl identischen Klongruppen x 5)+ (Anzahl der @hnlichen

Klongruppen x 3) + (Anzahl der gemeinsamen Cluster x 1)

2.2.3.9 DNS-Sequenzierung

Die in dieser Arbeit verwendete Methode zur DNS-Sequenzierung beruht auf dem
Kettenabbruchverfahren nach Sanger et al., 1977. Dabei wurde der zu sequenzie-
rende DNS-Abschnitt in vitro durch eine PCR-Reaktion, das Cycle Sequencing,
vervielfaltigt. Neben dem DNS-Template, der DNS-Polymerase, einem geeigneten
Primer und den vier Desoxyribonukleosidtriphosphaten (dNTPs) enthielt der PCR-
Ansatz als zusatzliche Komponente 2°,3"-Didesoxyribonukleosid-Triphosphate
(ddNTPs). Diese sind, wegen des Fehlens der OH-Gruppe am Cs-Atom, nicht in
der Lage eine Phosphodiesterbindung auszubilden, so dass ihr Einbau zum Ket-
tenabbruch flihrt. Da dieser Syntheseabbruch statistisch auftritt, kommt es zur Bil-
dung von DNS-Fragmenten aller mdglichen Kettenlangen mit durch den Primer

definiertem 5 Ende.
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Im Folgenden wurden die DNS-Fragmente in einer Kapillare aufgetrennt. Die
ddNTPs waren mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert und konnten
mit Hilfe eines Lasers detektiert werden. Aus der Abfolge der auftretenden basen-
spezifischen Farbsignale ergab sich die Basensequenz der untersuchten DNS-
Probe. Die Umsetzung der Farbsignale in die Sequenz erfolgte mit Hilfe eines
Computers (Power MAC G3) und der entsprechenden Software (Sequence Analy-

sis).

Reaktionsansatz fur das Cycle Sequencing:

Ready Reaction Mix 3ul
DNS-Template (aufgereinigetes PCR-Produkt) 10-100 ng
Primer 27F (10 pmol/ul) 1 pl
H>O ad 20 ul

Das Temperaturprofil des Cycle Sequencing ist in Tabelle 2.18 dargestellt.

Tabelle 2.18: Temperaturprofil des Cycle Sequencing

VAL UVE 1. 2.-25.
Denaturierung 96°C, 2 min 96°C, 30s
Annealing 58°C, 15s
Extension 60°C, 4 min

Zur Reinigung der Proben wurde eine Ethanol Fallung durchgefuhrt. Zu dem An-
satz wurden 80 pl H,O, 10 ul Natriumacetat (3 M, pH 4,6) und 250 pl Ethanol ab-
solut gegeben. Darauf folgte eine erste dreiminitige Zentrifugation (16060 g, RT).
Das Pellet wurde mit 400 ul 70 % Ethanol gewaschen, erneut zentrifugiert (15 min,
16060 g, RT) und danach mindestens 10 min bei Raumtemperatur im Dunkeln
getrocknet. Die getrockneten Proben wurden an der Universitat Hamburg, Abtei-
lung Pharmazeutische Biologie und Mikrobiologie nach Aufnahme in 20 ul

Template Suppression Reagent auf die Kapillare des Sequenzers aufgetragen.
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2.2.3.10 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)

e Fixierung

Die Fixierung der zu untersuchenden Proben erfolgte mit 4%igem Paraformalde-
hyd nach Amman, 1995. Dazu wurde ein Volumen Flussigkultur oder Filtermaterial
mit drei Volumen 4%igem Paraformaldehyd fixiert und fur 3-4 h bei 4°C inkubiert.
Die Zellen wurden durch Zentrifugation pelletiert (5 min, 6082 g, 4°C) und mit PBS
gewaschen. Die fixierten Zellen wurden in einem Volumen PBS und einem Volu-

men eiskaltem absolutem Ethanol aufgenommen und bei —20°C gelagert.

e Hybridisierung

Fur die Populationsanalysen mittels der phylogenetischen Sonden EUB338,
NONEUB, ALF968, BET42a und GAM42a wurden fixierte Filtermaterialien einge-
setzt. Von den direkt fixierten Filtermaterialien wurden die Bakterien durch Vorte-
xen (30 sec bei maximaler Einstellung) abgeldst. Es wurde jeweils Probenmaterial
aus drei Fixierungsansatzen untersucht.

Wie bei Manz et al., 1994 beschrieben, wurde die Hybridisierungsreaktion in einer
feuchten Kammer bei 46°C fur mindestens 90 min durchgefuhrt. Der Hybridisie-
rungspuffer setzte sich aus 5 ng/pl Oligonukleotidsonde, 0,9 M NaCl, 20 mM
Tris/HCI (pH 8) und 20% Formamid (ALF 968, EUB338, NONEUB) bzw. 35%
Formamid (BET42a, GAM42a, EUB338) zusammen. Nach der Hybridisierungs-
reaktion wurden die Proben fur 10 min bei 46°C in einem Puffer gewaschen, der
88 mM NaCl (ALF 968, EUB338, NONEUB) bzw. 250 mM NaCl (BET42a,
GAMA42a, EUB338) und 20 mM Tris/HCI (pH 8) enthielt. Die Bakterien wurden ab-
schlieBend mit DAPI (1 pg/ml) gefarbt, getrocknet und in Citifluor AF2 zur Signal-

verstarkung und —stabilisierung fur die Fluoreszenzmikroskopie eingebettet.

Zur Untersuchung des Anteils Bakterien, die mit der Eubakteriensonde EUB338
hybridisieren, wurden die Bakterien von den fixierten Filtermaterialproben durch
Vortexen (30 sec bei maximaler Einstellung) und anschlieRender Ultraschallbe-

handlung (20 sec, 50 Hz) einer entsprechenden Verdinnungsstufe abgeldst (mo-
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difiziert nach Pernthaler et al., 2001). Diese Verdinnungsstufe wurde Uber einen
Polycarbonatfilter filtriert. Es wurde jeweils Probenmaterial aus drei Fixierungsan-
satzen untersucht.

Die Hybridisierungsreaktion wurde ebenfalls in einer feuchten Kammer bei 46°C
fur mindestens 90 min durchgefuhrt. Der Hybridisierungspuffer setzte sich aus 5
ng/ul Oligonukleotidsonde, 0,9 M NaCl, 20 mM Tris/HCI (pH 8), 0,01% SDS und
20% Formamid zusammen. Nach der Hybridisierungsreaktion wurden die Filter fur
15 min bei 46°C in einem Puffer gewaschen, der 70 mM NaCl und 20 mM Tris/HCI
(pH 8), 5 mM EDTA und 0,01% SDS enthielt. Die Bakterien wurden abschlie3end
mit DAPI (1 pg/ml) gefarbt, die Filter getrocknet und in Citifluor eingebettet.

2.2.3.11 Catalysed reporter deposition (CARD) -FISH

Die Eignung der modifizierten FISH-Methode, CARD-FISH, wurde flr die Proben-
matrix der Filtermaterialien getestet.

Die zu untersuchenden Proben, Reinkulturen von Referenzstdmmen und Ab-
schuittelsuspensionen von Filtermaterialien, wurden tber Polycarbonatfilter filtriert.
Der Filter wurden in Agarose eingebettet. Die Permeabilisierung erfolgte mittels
einer einstiindigen Lysozymbehandlung (500.000 U Lysozym/ml) bei 37°C. Mittels
Achromopeptidase (60 U Achromopeptidase/l) und 0,01 M HCI wurden endogene
Peroxidasen inaktiviert. Zur Hybridisierung wurden die Filter in Hybridisie-
rungspuffer Uberfihrt und 2 h bei 36°C unter leichtem Schitteln inkubiert. Der
Hybridisierungspuffer enthielt 0,5 ng/pl Oligonukleotidsonde (HRP markiert), 0,9 M
NaCl, 20 mM Tris/HCI (pH 7,5), 10% (w/v) Dextransulfat, 1/10 Volumen 10%iges
Blockingreagenzldésung und 35% Formamid. Das Waschen wurde fir 10 min bei
36°C in einem Puffer durchgefiihrt, der sich zusammensetzte aus 64 mM NacCl, 20
mM Tris/HCI (pH 7,5), 5 mM EDTA und 0,01% SDS. Die Amplifikation des Tyra-
midsignals erfolgte durch die Inkubation des Filters fir 10 min bei 36°C in einem
Amplifikationspuffer. Der Amplifikationspuffer enthielt 1% CY3 Tyramidldsung,
0,015% H,0,, 2 M NaCl, 10% (w/v) Dextransulfat und 1/100 Volumen 10%iger
Blocking-reagenzlésung in PBS. Die Bakterienzellen wurden mit DAPI (1 pg/ml)

gefarbt und die trockenen Filter in Citifluor AF2 eingebettet.
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2.2.3.12 Fluoreszenz-Mikrokolonie-Hybridisierung (FMH)

Die FMH-Methode wurde zum Nachweis der Indikatororganismen Enterobacteria-
ceae, E. coli und Enterokokken in Filterzulaufen und -ablaufen angewandt. Sie
wurde fir die vorliegende Probenmatrix modifiziert nach Ootsubu et al., 2003 ein-
gesetzt.

In einem ersten Schritt erfolgte die Konzentrierung der Indikatororganismen durch
Filtration mit anschlie3ender Mikrokoloniebildung unter ggf. selektiven Bedingun-
gen. FiUr den Nachweis von Enterobacteriaceae war eine vierstindige Inkubation
bei 37°C auf Standard I-Nahragar ausreichend. Dagegen musste fir den Nach-
weis von E. coli ein grél3eres Probenvolumen filtriert und selektive Bedingungen
durch eine erhdhte Inkubationstemperatur, 44°C fur 4 h, geschaffen werden. Fur
die Mikrokoloniebildung der Enterokokken und E. faecalis wurde das Selektiv-
nahrmedium Kanamycin-Asculin-Azid-Agar ausgewahlt. Die filtrierten Proben wur-
den auf diesem Nahrmedium 16 h bei 36°C inkubiert. Die Zellen der Mikrokolonien
wurden durch eine Ethanol-Behandlung permeabilisiert und durch Hitze (20 min
bei 80°C) fixiert. Die Hybridisierungsreaktion wurde in einer feuchten Kammer bei
46°C fur mindestens 90 min durchgefuhrt. Der Hybridisierungspuffer setzte sich
aus 5 ng/ul Oligonukleotidsonde, 0,9 M NaCl, 20 mM Tris/HCI (pH 8), 0,01% SDS
und 35% Formamid zusammen. Nach der Hybridisierungsreaktion wurden die Fil-
ter fir 5 Min bei 48°C in einem Puffer gewaschen, der 80 mM NaCl und 20 mM
Tris/HCI (pH 8), 5 mM EDTA und 0,01% SDS enthielt. Die Bakterien wurden ab-
schlieBend mit DAPI (1 pug/ml) gefarbt und die getrockneten Filter in Citifluor AF2

eingebettet.
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3. Ergebnisse

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurden an Versuchsfiltern durchgefihrt.
Die Versuchsfilter wurden unter Rahmenbedingungen betrieben, die als grenzwertig
fur den Betrieb von Langsamsandfiltern bekannt sind (Visscher, 1990; Collins et al.,
1991). Zu diesen grenzwertigen Betriebsbedingungen der Versuchsfilter zahlten
hohe DOC-Gehalte (= 5 mg/l), erhdhte Ammoniumgehalte (= 1 mg/l) und
Temperaturen von 20-30°C der Filterzuldufe. Die erhdhten DOC-Gehalte und
Temperaturen bilden die Grundlage fur eine erhdhte Bakterien- und
Algenproduktivitat, die in Langsamsandfiltern u.a. aufgrund der schnelleren
Kolmation der Filter nicht gewlnscht ist. Der erhohte Ammoniumgehalt des Zulaufs
diente der Foérderung der Nitrifikation in den Versuchsfiltern. Neben dem
Standardmaterial Sand (Kérnung 0,2-2 mm) sollten Glasgranulat (Kérnung 0,2-5
mm) und Kokosfasern auf ihre Eignung als alternative Filtermaterialien fur die
Langsamsandfiltration gepruft werden. Die Leistungen dieser Versuchsfilter, die
mikrobiologische Qualitat des Wassers wahrend der Filterpassage zu verbessern,
sowie die mikrobielle Populationsstruktur der Langsamsandfilter-Biofilme wurde unter
den veranderten Rahmenbedingungen untersucht. Die mikrobiellen Populationen der
Versuchsfilter sollten mit der Population eines kommerziell betriebenen

Langsamsandfilters verglichen werden.

3.1 Ruckhaltung hygienisch relevanter Mikroorganismen durch

Langsamsandfilter

3.1.1 Ruckhalteleistungen von Langsamsandfiltern unter extremen

Rahmenbedingungen

Die Ausbreitung von Krankheitserregern Uber den Fakaloralen-Kreislauf kann nur
durch hygienisch einwandfreies Trinkwasser unterbunden werden. Fakale
Verunreinigungen in Trinkwassern werden anhand von Indikatororganismen
nachgewiesen. Wichtige Indikatoren fur fakale Verunreinigungen nach der
Trinkwasserverordnung 2001 sind Escherichia coli, coliforme Bakterien,
Enterokokken und Clostridium perfringens. Die routinemallige Analyse der
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koloniebildenden Einheiten bei 22°C und bei 36°C dient der Detektion anormaler
Veranderungen der allgemeinen bakteriellen Belastung. Die Bakterien, die bei 22°C
zur Koloniebildung fahig sind, gehdren unter gemafigten Klimabedingungen der
naturlichen, so genannten autochthonen Bakterienpopulation an. Bei 36°C
vermehren sich dagegen hauptsachlich hygienisch relevante Bakterien, die im
Trinkwasser und Filterbett unerwinscht sind und als allochthon bezeichnet werden.

Die Menge der Indikatororganismen in den Zu- und Ablaufen der Versuchsfilter
wurde in regelmafigen Abstanden wahrend der gesamten Laufzeiten bestimmt. Die
angewendeten Verfahren zum Nachweis der Indikatororganismen entsprechen der

Trinkwasserverordnung 2001; sie beruhen auf klassisch-kulturellen Methoden.

e Riuckhalteleistungen alternativer Filtermaterialien bei verschiedenen

Temperaturen

Das Hauptziel der Langsamsandfiltration ist die Entfernung hygienisch relevanter
Mikroorganismen aus dem Zulauf. Filter, die unter gemaBigten klimatischen
Bedingungen und mit optimalen Sanden als Filtermaterialien betrieben werden,
konnen maximale Ruckhalteleistungen von 2 log-Stufen fur Phagen/Viren, 4 log-
Stufen fur coliforme Bakterien und 6 log-Stufen fur die Dauerformen pathogener
Protozoen erzielen (s. Tab. 1.2, S. 8).

Um die Effektivitdt der Ruckhaltung hygienisch relevanter Mikroorganismen durch
Langsamsandfilter mit alternativen Filtermaterialien zu untersuchen, wurden
Indikatororganismen in den Zu- und Ablaufen entsprechender Versuchsfilter
quantitativ bestimmt. Als alternative Filtermaterialien wurden Glasgranulat und
Kokosfasern untersucht, welche sich bereits in ersten Versuchen als geeignet
erwiesen hatten (Frankel, 1981; CWC Cleaning Washinton Center, 1995; CWC
Cleaning Washington Center, 1998; Mughal, 2000). Neben den Filtermaterialien war
der Einfluss der Temperatur als eine entscheidende klimatische Rahmenbedingung
auf die Filterbiozénose und deren Auswirkung auf die Rulckhalteleistungen von
Interesse.

Die Einsatzfahigkeit von Glasgranulat und Kokosfasern als alternative
Filtermaterialien wurde im Vergleich zu Sand in Versuchsfiltern untersucht. Als Zulauf

dieser Versuchsfilter wurde das Oberflachenwasser der Ruhr bei Schwerte gewahilt.
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Um den DOC- und Ammonium-Gehalt dieses Wassers auf 5 mg/l bzw. 0,2-2 mg/|
Endkonzentration zu erhdhen, wurden in den Uberstau der Filter Hefeextrakt- und

Ammoniumsulfat-Losungen dosiert.

In einem Vorversuch wurde Glasgranulat parallel zu dem Referenzmaterial Sand in
Hauptfiltern getestet. Diese Filter wurden mit Uber Kies vorfiltriertem
Oberflachenwasser der Ruhr beaufschlagt. Das Filtermaterial Kokosfasern wurde in
diesem Versuch in Form eines Vorfilters verwendet. Der Vorfilter hatte die gleiche
Machtigkeit (50 cm) wie der Hauptffilter, wurde aber direkt mit dem
Oberflachenwasser der Ruhr beschickt.

Die Luft- und Wassertemperatur im Vorversuch betrug 5-10°C, einem
Temperaturbereich, bei dem die Filterleistungen bekannt sind (s. Kapitel 1.1.3.1, S.
7f.).

Durch die Vorfiltration wurde die Anzahl der Indikatororganismen um 1-3 log-Stufen
verringert. Die Ruckhalteleistung der Kokosfasern fur hygienisch relevante Bakterien
entsprach mindestens der Ruckhalteleistung des klassischen Vorfiltermaterials Kies.
Aufgrund der guten Ruckhalteleistungen der Vorfilter waren im Zulauf der Hauptfilter
die Mengen an Indikatororganismen sehr gering (0-50 MPN/100 ml bzw. KBE/100 ml
fur E. coli, coliformen Bakterien, Enterokokken und C. perfringens). Diese geringen
Mengen hygienisch relevanter Mikroorganismen wurden - mit einer Ausnahme der
coliformen Bakterien — vom Glasgranulat- und Sandfilter wahrend der gesamten
Laufzeit vollstandig entfernt. Die Anzahl der autochthonen Bakterien (KBE bei 22°C)
wurde durch die Filter kaum bis gar nicht verringert. Dagegen wurden allochthone

Bakterien (KBE bei 36°C) um bis zu zwei log-Stufen zurtickgehalten.

In den Hauptversuchen wurden die Filter bei einer Luft- und Wassertemperaturen
von 20°C und 30°C betrieben. Als Zulauf wurde nicht-vorfiltriertes
Oberflachenwasser der Ruhr beaufschlagt, um die Anzahl der Indikatororganismen
im Zulauf zu erhdhen. In diesen Versuchslaufen wurden Glasgranulat, Kokosfasern
und das Referenzmaterial Sand in parallel betriebenen Filtern untersucht.

Die Mengen der Indikatororganismen in den Zu- und Ablaufen der Versuchsfilter, die
bei 20°C Luft- und Wassertemperatur betrieben wurden, sind in Abbildung 3.1
graphisch dargestellt.
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Die Sand- und Glasgranulatfilter hielten den Indikatororganismus E. coli mit gleicher
Effektivitat zurtick. Nach vierwdchiger Laufzeit erreichten diese Filter ihre maximale
Ruckhalteleistung (2 log-Stufen) fur E. coli. Im Filtrat des Kokosfaserfilters war die
Anzahl der E. coli in den ersten beiden Betriebswochen héher als im Zulauf. Dies
deutet darauf hin, dass in den Kokosfasern bereits vor Versuchsbeginn E. coli
vorhanden waren, die bei Inbetriebnahme der Filter mit dem Filtrat ausgespult
wurden. In den verbleibenden zwei Betriebswochen dieses Versuches erreichte der
Kokosfaserfilter Ruckhalteleistungen fur E. coli, die denen der Sand- und
Glasgranulatfilter entsprachen.

Alle drei Filter hielten coliforme Bakterien wahrend der gesamten Filterlaufzeiten
schlecht bis gar nicht zurlck, teilweise wurden coliforme Bakterien sogar aus den
Filtern ausgetragen. Die standortfremden, nicht erwidnschten, sogenannten
allochthonen Bakterien, die Uber den Parameter der KBE bei 36°C bestimmt werden,
wurden wahrend der gesamten Betriebszeit aus den Filtern ausgetragen. Die
Austragung nahm mit ansteigender Betriebsdauer der Filter ab.

Durch die Glasgranulat- und Sandfilter wurden alle im Zulauf enthaltenen
Enterokokken entfernt (max. 2 log-Stufen). In den ersten beiden Betriebswochen
waren keine Enterokokken im Zulauf nachweisbar, so dass eine Ruickhaltleistung
nicht bestimmt werden konnte. Der Kokosfaserfilter spllte Enterokokken Uber die
gesamte Filterlaufzeit aus.

Die Ruckhaltung des Indikatororganismus C. perfringens war fur alle drei
Filtermaterialien gleich. Die im Zulauf enthaltenen C. perfringens wurden — mit
Ausnahme des ersten Betriebstages — durch alle drei Filter zurlickgehalten; dies
entspricht einer maximalen Rickhaltung von 2,3 log-Stufen.

Die Anzahl der autochthonen Bakterien (KBE bei 22°C) war in den ersten beiden
Betriebswochen der drei Filter in den Ablaufen hoher als in den Zulaufen. In den
folgenden Betriebswochen lag die Ruckhaltung dieses Parameters bei 0-2 log-
Stufen.
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Abbildung 3.1: Anzahl der Indikatororganismen in den Zu- und Ablaufen (AL: Ablauf)
der Versuchsfilter zur Untersuchung verschiedener Filtermaterialien bei einer Luft-

und Wassertemperatur von 20°C.

Die Ruckhalteleistungen der Versuchsfilter, die bei 30°C Luft- und Wassertemperatur
betrieben wurden, kdnnen der Abbildung 3.2 entnommen werden: In der ersten
Betriebswoche wurde E. coli analog zu dem Versuchslauf bei 20°C aus dem
Kokosfaserfilter ausgetragen. Der Sandfilter hielt E. coli am ersten Betriebstag
ebenfalls noch nicht zurick, wahrend der Glasgranulatfilter unmittelbar nach
Inbetriebnahme schon fast alle E. coli aus dem Zulauf entfernte. Ab der zweiten
Betriebswoche hielten alle drei Filter die im Zulauf enthaltenen E. coli zurick. Dies
entspricht einer maximalen Ruckhaltung von 3 log-Stufen.

Coliforme Bakterien wurden aus allen drei Filtern Uber die gesamte Versuchszeit

ausgetragen.
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Die Glasgranulat- und Sandfilter entfernten vom ersten Betriebstag an alle im Zulauf
enthaltenen Enterokokken. Die entsprechende maximale Ruckhalteleistung betrug 3
log-Stufen. Der Kokosfaserfilter hielt nur in den ersten beiden Betriebswochen,
ebenso wie die beiden anderen Filter, alle im Zulauf enthaltenen Enterokokken
zuruck. Danach akkumulierten die Enterokokken in den Kokosfaserfiltern und wurden
zeitweise ausgetragen.

Die im Zulauf enthaltenen C. perfringens wurden — mit Ausnahme des ersten
Betriebstages — durch alle drei Filter vollstandig entfernt (maximale Ruckhalteleistung
1,5 log-Stufen).

Keine bzw. eine sehr geringe Rickhaltung wiesen alle drei Filter Gber die gesamten
Filterlaufzeiten fur die autochthonen und allochthonen Bakterien (KBE bei 22°C und
36°C) auf.

Die maximalen Rulckhalteleistungen hygienisch relevanter Indikatororganismen, die
in den Versuchsfiltern zur Untersuchung alternativer Filtermaterialien bei
verschiedenen Betriebstemperaturen erzielt wurden, sind in der Tabelle 3.1
zusammengestellt. Die ermittelten maximalen Ruckhalteleistungen beruhen meist auf
der vollstandigen Entfernung aller im Zulauf enthaltenen Indikatororganismen. In
diesen Fallen ist es wahrscheinlich, dass die Versuchsfilter —mehr
Indikatororganismen zurlckgehalten hatten, wenn diese im Zulauf enthalten
gewesen waren. Um dies deutlich zu machen, wurden entsprechende maximale
Ruckhalteleistungen mit dem GroRRer-Gleich-Zeichen (=) versehen.

Die maximalen Ruckhalteleistungen der alternativen Filtermaterialien entsprechen in
der Regel denen des Standardfiltermaterials Sand. Daher wurden die
Filtermaterialien bei dem Vergleich der maximalen Ruckhalteleistungen nicht
beachtet.

Die maximalen Ruickhalteleistungen von coliformen und allochthonen Bakterien (KBE
bei 36°C) betrugen bei einer Betriebstemperatur von 5-10°C = 1-2 log-Stufen. Bei
hoheren Betriebstemperaturen (20°C und 30°C) lag die maximale Ruckhaltung
dieser Indikatororganismen zwischen 1 und -2 log-Stufen, was einer geringen bis
keiner Ruckhaltung bzw. einer Austragung aus dem Filter wahrend der gesamten
Laufzeit entspricht. Fur die anderen Indikatororganismen scheint die Rickhaltung bei

allen untersuchten Temperaturen gleich effektiv zu sein.



Ergebnisse 57

6,00 6.00 | coliforme Bakterien

" 5 A" A
E. coli -GN oo

i . N e X
4,00 400 < xS e

log MPN/100 ml
1 L]
1
I
I
I
) ]
7
MPN/100 ml
L §
i
i
I
5
*.
VT
.,.
v
Xx
Ny
'\
p
L /
a

2,00 ® .
. W \/0/‘ 2,00 —& N—
~\)(\_ \\ 5 X~ -
0,00 4— gz A Taedg T g g ——
1 6 13 20 27 35 43 0,00
Betriebszeit (Tage) 1 6 13 20 27 35 43
—e—Zulauf --#—ALKokos ---a--ALGlas --%-—AL Sand Betriebszeit (Tage)
6,00 6,00
Enterokokken C. perfringens
£ 40 E 400
o o
b b
w w
g g
o 2,00 o 2,00
o o
0,00 : : 0,00 ; . :
1 13 27 43 1 13 27 43
Betriebszeit (Tage) Betriebszeit (Tage)
6,00 6,00
KBE bei 22°C KBE bei 36°C
E 4,00 T 4,00 -
| ]
o o
X X
& 2,00 S 2,00
0,00 ! 0,00 ! ! .
1 13 27 43 1 13 27 43
Betriebszeit (Tage) Betriebszeit (Tage)

Abbildung 3.2: Anzahl der Indikatororganismen in den Zu- und Ablaufen (AL: Ablauf)
der Versuchsfilter zur Untersuchung alternativer Filtermaterialien bei einer Luft- und

Wassertemperatur von 30°C.

Tabelle 3.1: Maximale Ruckhalteleistungen (in log-Stufen) der Versuchsfilter bei

verschiedenen Luft- und Wassertemperaturen

Parameter 5-10°C 20°C 30°C
E. coli 20,7 =215 >3
coliforme Bakterien 21 1 -2
Enterokokken 20 22 >3
C. perfringens 21,7 =223 =215
KBE (22°C) 1 1 0

KBE (36°C) 2 -1 0
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e Riuckhalteleistungen alternativer Filtermaterialien im kleintechnischen

Mal3stab bei einer Wassertemperatur von 30°C

An die Untersuchung der alternativen Filtermaterialien im Labormalistab schloss sich
die Untersuchung im kleintechnischen Mal3stab an. Dazu wurden Lysimeter mit
Glasgranulat und Kokosfasern parallel zu einem Sand-Lysimeter betrieben. Als
Betriebstemperatur der Lysimeter wurde 30°C gewahlt, weil sich diese Temperatur
fur die Ruckhaltung coliformer und allochthoner Bakterien im Labormalstab als
kritisch erwiesen hatte. Die Lysimeter wurden im Freiland betrieben, wodurch nur die
Wasser-, nicht aber die Lufttemperatur beeinflusst werden konnte.
Oberflachenwasser der Ruhr, dessen DOC- und Ammonium-Gehalt analog zu den
Versuchsfiltern kunstlich erhoht wurde, diente als Zulauf der Lysimeter. Die drei
Lysimeter wurden von Anfang Juni 2004 bis Mitte September 2004 betrieben. In
dieser dreieinhalbmonatigen Versuchszeit wurden die kontinuierliche und

intermittierende Betriebsweise in je zwei vierwochigen Phasen getestet (Tab. 3.2).

Tabelle 3.2: Betriebsparameter der Lysimeter in den vier Versuchsphasen

Betriebs- Filtergeschwindig- Betriebstage
Phase Weise keit [m/d] pro Woche
I kontinuierlich 2,2 7
[l intermittierend 2,2 4
1 intermittierend 3,8 4
vV kontinuierlich 1,0 7

Die Lysimeter wurden in der ersten und vierten Versuchsphase kontinuierlich
betrieben. Wahrend der gesamten ersten Phase waren die Ruckhaltungen aller
untersuchten Indikatororganismen fur die drei Lysimeter sehr schwankend.
Schwankungen der Rickhaltung aufgrund von Einarbeitung lassen fur die gesamte
erste Versuchsphase keine Schlisse auf die Ruckhalteleistung wahrend des
kontinuierlichen Betriebes zu.

In der vierten Versuchsphase wurden die Lysimeter ebenfalls kontinuierlich
betrieben, allerdings mit einer geringeren Filtergeschwindigkeit als in der ersten
Versuchsphase. Wegen zu hoher Druckverluste und anaerober Verhaltnisse im
Filtrat, musste der Kokosfaserfilter bereits am zehnten Betriebstag dieser
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Versuchsphase geschalt werden. Direkt nach Abschluss des Schalvorganges wurde
der Filter wieder in Betrieb genommen.

Die Rlckhalteleistungen aller drei Lysimeter waren zu Beginn (erster Betriebstag) der
vierten Versuchsphase fur die Parameter E. coli, Enterokokken und C. perfringens
sehr gering (0,5-1 log-Stufen; Abb. 3.3). Bei den Filtermaterialien Glasgranulat und
Sand war Uber die gesamte Laufzeit eine kontinuierliche Steigerung der
Ruckhaltleistung fur E. coli zu beobachten. Die maximale Ruckhaltung wurde hier
nach dreiwdchiger Betriebszeit erreicht und entsprach mit 3 log-Stufen der Menge E.
coli, die im Zulauf enthalten waren. Der Kokosfaserfilter erreichte diese maximale
Ruckhalteleistung bereits nach zweiwdchiger Betriebszeit und damit unmittelbar nach
dem Schalen des Filters. Enterokokken wurden nach einer Betriebswoche durch die
Filtermaterialien Glasgranulat und Sand vollstandig aus dem Zulauf entfernt
(maximale Ruckhaltung 2 log-Stufen), wahrend dies fur das Material Kokosfasern
erst nach zweiwodchiger Filterlaufzeit der Fall war. Die maximale Rickhalteleistung fur
C. perfringens wurde bei allen drei Filtermaterialien nach einer Woche erreicht
(maximale Ruckhaltung 2,3 log-Stufen).

Coliforme Bakterien wurden von allen drei Filtermaterialien in den ersten beiden
Betriebswochen sehr schlecht bis gar nicht zurlickgehalten. Am letzten Betriebstag
wies Sand die beste Rulckhalteleistung (3 log-Stufen) und Glasgranulat die
schlechteste Ruckhalteleistung (0,5 log-Stufen) flr coliforme Bakterien auf.

Die Anzahl der autochthonen und allochthonen Bakterien (KBE bei 22°C und 36°C)

wurde durch die Lysimeter gar nicht bis wenig verringert.

In zwei Versuchsphasen (Phase 2 und 3) wurden die Lysimeter bei unterschiedlichen
Filtergeschwindigkeiten intermittierend betrieben (jeweils vier Tage Beschickung und
drei Tage Pause im Wechsel). Wahrend der Beschickungspause der
intermittierenden Betriebsweise fallt der Filter trocken, was zum AufreiRen der
Schmutzdecke fuhrt. Der Anstieg des Druckverlustes erfolgt daher langsamer als bei
kontinuierlicher Betriebsweise und geschlossener Schmutzdecke. Die Filter missen
daher bei intermittierender Betriebsweise seltener geschalt werden, was ein
O0konomischer Vorteil ist.

Der Verlauf und die GrdélRenbereiche der RUckhalteleistungen dieser beiden
Versuchsphasen sind gleich, weshalb im Folgenden nur auf eine der

intermittierenden Phasen eingegangen wird.
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Abbildung 3.3: Anzahl der Indikatororganismen in den Zu- und Ablaufen der
Kokosfaser-, Glasgranulat- und Sand-Lysimeter bei kontinuierlichem Betrieb (Phase

4: Filtergeschwindigkeit 1 m/d, Wassertemperatur 30°C).

In der Abbildung 3.4 sind die Menge der Indikatororganismen in den Zu- und
Ablaufen der intermittierend betriebenen Versuchsfilter einer Phase graphisch
dargestellt. Die Ruckhaltungen von E. coli, Enterokokken und C. perfringens waren
an jedem ersten Betriebstag der Filter sehr gering. Am vierten Betriebstag wurden
dagegen in der Regel alle im Zulauf enthaltenen Indikatoren flr fakale
Verunreinigungen — mit Ausnahme der coliformen Bakterien - zurtickgehalten. Dies
entspricht einer maximalen Ruickhaltung von 2,5 log-Stufen fur E. coli, von 1,8 log-
Stufen fur Enterokokken und von 2,3 log-Stufen fur C. perfringens. Signifikante
Unterschiede zwischen den Filtermaterialien sind nicht zu erkennen.

Coliforme Bakterien wurden jeweils sowohl am ersten als auch am vierten

Betriebstag von allen drei Filtern nur gering zurtickgehalten. Am vierten Betriebstag
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lag die Ruckhaltung coliformer Bakterien durch den Sandfilter bis zu 1,5 log-Stufen
hoéher als durch die Filter mit den alternativen Materialien.
In der ersten Betriebswoche war die Anzahl der autochthonen Bakterien (KBE bei

22°C) im Ablauf aller Lysimeter hoher als im Zulauf. In den beiden darauf folgenden
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Abbildung 3.4: Anzahl der Indikatororganismen in den Zu- und Ablaufe der
Kokosfaser-, Glasgranulat- und Sand-Lysimeter bei intermittierendem Betrieb (Phase
2: Filtergeschwindigkeit 2,2 m/d, Wassertemperatur 30°C). Die Proben zur
Untersuchung der Ruckhalteleistungen wurden jeweils wenige Stunden nach dem
Beginn der Beschickung (erster Tag = 1) und vor Ende der Beschickung (vierter Tag
= 4) untersucht. Die Ruckhalteleistungen wurden in drei aufeinander folgenden
Wochen (a: erste Woche, b: zweite Woche, c: dritte Woche) analysiert.

Betriebswochen nahm die Differenz ab, bis sie in der dritten Woche der

Zulaufkonzentration entsprach. Eine analoge Einarbeitung war fur die allochthonen
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Bakterien (KBE bei 36°C) zu beobachten. Aus dem Kokosfaserlysimeter werden
jeweils am ersten Betriebstag deutlich mehr allochthone Bakterien ausgetragen als

aus den anderen beiden Lysimetern.

Die ermittelten maximalen Ruckhalteleistungen der kontinuierlich und intermittierend
betriebenen Lysimeter sind in Tabelle 3.3 zusammengestellt. Die maximalen
Ruckhalteleistungen der kontinuierlich und intermittierend betriebenen Lysimeter sind
zwar etwa gleich, aber die mittlere Ruckhalteleistung Uber die vierwdchigen
Versuchszeiten sind fur die kontinuierliche Betriebsweise deutlich besser als fur die
Intermittierende (Tab. 3.4).

Tabelle 3.3: Maximale Ruckhalteleistungen (in log-Stufen) kontinuierlich und

intermittierend betriebener Lysimeter

Indikatororaanismus kontinuierlicher Betrieb intermittierender Betrieb
9 (Phase 4) (Phase 2)
E. coli >3 =2
coliforme Bakterien 1 1
Enterokokken >1,8 215

C. perfringens 2272 22
KBE (22°C) 1 2

KBE (36°C) 1 2

Tabelle 3.4: Mittlere Rdulckhalteleistungen (in log-Stufen) kontinuierlich und

intermittierend betriebener Lysimeter

Indikatororganismus kontinu(is;]I;c;r;eArf)Betrieb intermitg:?rzzggzr) Betrieb
E. coli 1,9 1,0
coliforme Bakterien 0,8 0,2
Enterokokken 0,9 0,4
C. perfringens 2,1 1,5
KBE (22°C) 0,4 -0,4
KBE (36°C) 0,9 -1,7

An den Lysimetern wurde die kontinuierliche und intermittierende Betriebsweise in

aufeinander folgenden Versuchsphasen untersucht. Eine parallele Testung der
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beiden Betriebsarten wurde an Sandfiltern, die mit dem Ablauf des
Emscherklarwerks Dinslaken beaufschlagt wurden, durchgefihrt. Durch den
parallelen Lauf der beiden Betriebsarten wurde bestatigt, dass die Ruckhalteleistung
der Langsamsandfilter fur hygienisch relevante Bakterien nach jedem Trockenfallen
sehr gering ist.

e Versuchsfilter mit Auflageschichten

Ein wesentlicher Aspekt der 6konomischen Betriebsweise ist die Laufzeit der Filter,
da das Schalen der Filter die Hauptkosten in der Betriebsphase verursacht. Die
Laufzeit der Filter sollte moglichst lang sein, ohne dass die Ruckhalteleistungen der
Filter negativ beeinflusst werden. Durch die intermittierende Betriebsweise werden
zwar die Laufzeiten der Filter verlangert, aber auch die mittleren Rickhalteleistungen
verringert. Eine andere Moglichkeit die schnelle Verblockung der Schmutzdecken zu
vermeiden, ist das Aufbringen von Auflageschichten auf der eigentlichen
Filterschicht. Die Auflagematerialien muissen als Tiefenfilter fungieren, um die
Trubstoffe Uber eine groRere Strecke als die Schmutzdecke zurtickhalten zu kénnen.
Dadurch konnen mehr Trubstoffe aufgenommen werden und die Filterlaufzeiten
verlangern sich. Als Auflagematerien bieten sich grobkornige Materialien wie Kies
und Bims an. Zusatzlich sollte die Eignung von Kokosfasern als Auflageschicht
gepruft werden, da sich die mit Kokosfasern betriebenen Versuchsfilter und
Lysimeter als Tiefenfilter erwiesen hatten.

An Versuchsfiltern sollte untersucht werden, ob durch Auflageschichten die
Laufzeiten der Filter verlangert und gleichzeitig die Effektivitat der Rickhaltung fur
hygienisch relevante Mikroorganismen beibehalten oder gesteigert werden kann. Zur
Untersuchung von Auflageschichten auf der Filterschicht Sand wurden drei Filter mit
und ein Filter ohne Auflageschicht parallel betrieben. Als Auflagematerialien wurden
Kies, Bims und Kokosfaser verwendet. Die Filter wurden bis zum Eintreten eines
deutlichen Druckverlustes kontinuierlich betrieben. Durch die Auflageschichten Kies
und Bims wurden die Laufzeiten der Filter um etwa das 4fache und um etwa das
10fache durch die Auflageschicht aus Kokosfasern im Vergleich zu dem

Referenzfilter ohne Auflageschicht verlangert (Malzer, 2005).
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Die Ruckhalteleistungen der Filter fur hygienisch relevante Mikroorganismen sind mit
und ohne Auflageschichten etwa gleich. Die maximalen Ruckhalteleistungen dieser
Versuchsfilter (Tab. 3.5) entsprechen fur die Parameter E. coli, Enterokokken und C.
perfringens den maximalen Rickhalteleistungen der Versuchsfilter und Lysimeter zur
Testung alternativer Filtermaterialien (Tab. 3.1 und 3.2). Fur die Parameter coliforme
Bakterien sowie autochthone und allochthone Bakterien (KBE bei 22°C und 36°C)
sind die maximalen Ruckhalteleistungen der Versuchsfilter zur Untersuchung der
Auflageschichten 2-3 log-Stufen hoher als bei den Filtern zur Untersuchung

alternativer Filtermaterialien.

Tabelle 3.5: Maximale Ruckhalteleistungen (in log-Stufen) der Versuchsfilter zur

Untersuchung von Auflageschichten

Parameter Auflage Auflage Auflage keine
Kies Bims Kokosfasern Auflage
E. coli 4 4 4 4
coliforme Bakterien 4.5 4,5 4 5
Enterokokken 3 3 4 4
C. perfringens 4 4 4 4
KBE (22°C) 2,5 2 2 2,5
KBE (36°C) 2,5 2 2 3

Ein entscheidender Unterschied zwischen den Filtern, die zur Untersuchung der
Auflageschichten betrieben wurden, und den Filtern, die der Untersuchung
alternativer Filtermaterialien dienten, war die Qualitdt des Zulaufs. Die
mikrobiologische und chemische Qualitat des Zulaufs der Versuchsfilter (= Ablauf
des Emscherklarwerks Dinslaken), die der Untersuchung der Auflageschichten
dienten, war schlechter als die des Zulaufs der Versuchsfilter und Lysimeter zur
Untersuchung alternativer Filtermaterialien (= Oberflachenwasser der Ruhr bei
Schwerte; Tab. 3.6).
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Tabelle 3.6: Durchschnittliche mikrobiologische und chemisch-physikalische Qualitat

der Filterzulaufe

Ablauf Emscherklarwerk Oberflachenwasser der

SEELIEIED Dinslaken Ruhr bei Schwerte
E. coli [MPN/100ml] 1,6 * 10° 5,0*10
Coliforme Bakterien 4 3
95*10 >6,0 * 10
[MPN/100 ml]
Enterokokken 3 ]
96*10 45*10
[KBE/100 ml]
C. perfringens
P J 1,1 *10* 6,0 * 10°
[KBE/100 ml]
Tribung [FNU] 2,82 0,79
5,0
DOC [mg/l] 8,7 .
(nach Zudosierung)
pH 7,7 7.8

e Versuchsfilter zum Algenwachstum

Algen koénnen die Langsamsandfiltration sowohl positiv als auch negativ
beeinflussen. Positiv ist die Akkumulation und Vermehrung fadenférmiger Algen in
der Schmutzdecke, wodurch die Schmutzdecke stabilisiert wird und den Charakter
einer Auflageschicht erhalt. Einzellige Algen konnen dagegen die Porenraume
blockieren und zu einem vorzeitigen Anstieg des Druckverlustes fuhren (McNair et
al., 1987). Bei Algen- und Cyanobakterienbliiten im Zulauf und Uberstau kann es
zudem zur Produktion und Freisetzung von Algen- und Cyanotoxinen kommen. Diese
Toxine sind toxisch fur Mensch und Tier.

In diesem Versuch sollte Uberprift werden, ob es einen Zusammenhang zwischen
der Algenmenge im Uberstau sowie in der Schmutzdecke und der Riickhaltung
hygienisch relevanter Mikroorganismen gibt. Dazu wurden drei parallel betriebene
Versuchsfilter (Filtermaterial Sand) mit unterschiedlichen Lichtintensitaten bestrahlt,
um das Algenwachstum im Uberstau und in den Schmutzdecken unterschiedlich
anzuregen. Die Filter 1 und 2 wurden durch Pflanzenlampen mit 4000 lux und 2000

lux beleuchtet. Das Lichtspektrum der Pflanzenlampen entspricht dem Tageslicht mit
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einem geringen UV-Anteil (A = 380-780 nm). Der Filter F3 diente als Referenzfilter
und wurde nicht beleuchtet. Dies flhrte zu dem gewunschten unterschiedlich starken
Algenbewuchs (Malzer, 2005).

Alle drei Filter hielten nach einer Einarbeitungsphase etwa die gleichen Mengen
Indikatororganismen zurlck. Die Ruckhalteleistungen entsprachen denen der Filter

zur Untersuchung der Auflageschichten.

3.1.2 Vorbelastung der Filtermaterialien mit hygienisch relevanten Bakterien

Die Filtermaterialien sollten vor Versuchsbeginn frei von hygienisch relevanten
Mikroorganismen sein, um eine Austragung pathogener Organismen und
Indikatororganismen mit dem Filtrat insbesondere in der Einarbeitungsphase
ausschlieflen zu konnen. Coliforme und allochthone Bakterien wurden jedoch von
den Versuchsfiltern und Lysimetern, die zur Testung alternativer Filtermaterialien
betrieben wurden, nur gering bis gar nicht zurlickgehalten oder ausgetragen. Die
Austragung coliformer Bakterien war insbesondere in den ersten Betriebstagen und —
wochen bei den Filtern zu beobachten, in denen Kokosfasern als Filtermaterial
verwendet wurden. Die Kokosfasern zeigten in den ersten Tagen daruber hinaus
eine Austragung von E. coli nach der Inbetriebnahme neu beflllter Filter. Daher
wurden die Filtermaterialien auf coliforme Bakterien und E. coli untersucht.

Die Filtermaterialien wurden in dem Zustand beprobt, den sie bei der Inbetriebnahme
der Filter hatten. Das Filtermaterial Kokosfasern wurde unbehandelt verwendet. Der
Sand wurde gespult, um Tone und andere Verunreinigungen zu entfernen. Das
Glasgranulat wurde aufgrund von Inkrustierungen aus Lebensmittelresten, Etiketten
und Klebstoffen mehrmals heil® gespult und anschlieRend fur eine Stunde bei 180°C
getrocknet.

In den Filtermaterialien Glasgranulat und Sand waren keine coliformen Bakterien und
E. coli kulturell nachweisbar. Eine deutliche Belastung mit coliformen Bakterien
(5*10* coliforme Bakterien/g Trockenmasse) und eine geringe Belastung mit E. coli
(5*10° E. coli/g Trockenmasse) wiesen die Kokosfasern auf.

Die Bestimmung der Bakteriengattung bzw. -art von je drei coliformen
Bakterienstdmmen, die aus dem Filtermaterial Kokosfasern sowie aus dem Filtrat

des Kokosfaserfilters isoliert wurden, erfolgte mit Hilfe des API-Systems. Bei einem
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Stamm aus dem Fasermaterial handelte es sich zu 47,5% um Enterobacter sp. und
bei den beiden anderen Stammen um Enterobacter cloacae (99,4% und 94,3%). Die
aus dem Filtrat isolierten Stamme gehorten den Arten E. cloacae (95,1%) und E. coli
(98,6%) sowie der Gattung Citrobacter (57,5%) an.

Zur Abtotung der coliformen Bakterien und E. coli in den Kokosfasern wurden
verschiedene Methoden gepruft. Eine einwochige Trocknung bei Raumtemperatur
(20-22°C) sowie einstundige Hitzebehandlungen bei 40°C und 60°C fuhrten zu keiner
Verringerung der coliformen Bakterien und E. coli in den Kokosfasern. Erst nach
einer einstindigen Hitzebehandlung bei 70°C waren keine coliformen Bakterien und

E. coli mehr kulturell nachweisbar.

3.1.3 Elimination, Akkumulation oder Vermehrung hygienisch relevanter

Mikroorganismen im Filterbett

Die Ruckhaltung von Mikroorganismen erfolgt in Sandfiltern zu etwa 90-99% in den
oberen 5-10 cm, in den sogenannten ,aktiven Schichten (Stevik et al., 1999; van
Cuyk et al., 2001). Ob die hygienisch relevanten Mikroorganismen sich in diesen
Schichten akkumulieren und vermehren konnen oder aufgrund der antagonistischen
Effekte des Filters abgetotet und eliminiert werden, ist unklar.

Der Verbleib der im Filterbett zurickgehaltenen hygienisch relevanten
Mikroorganismen wurde exemplarisch an den Lysimetern zur Testung alternativer
Filtermaterialien und an den Versuchsfiltern zum Algenwachstum untersucht. Als
Indikatororganismen fur hygienisch relevante Mikroorganismen dienten coliforme
Bakterien und E. coli. Eine Aussage uber den Verbleib dieser zurlickgehaltenen
Indikatororganismen kann anhand des Vergleichs der Anzahlen der
Indikatororganismen, die wahrend der gesamten Betriebszeiten der Filter
zuruckgehalten wurden, und der in den aktiven Schichten nachweisbaren Anzahlen
an Indikatororganismen getroffen werden. Reprasentativ fur die aktiven Schichten
wurden die Schmutzdecken und die Schichten in 5 cm Tiefe untersucht. Bei der
Anzahl der Indikatororganismen, die wahrend der gesamten Betriebszeit
zurlckgehalten wurden, handelt es sich um berechnete Werte, die auf dem
Wasserdurchsatz wahrend der gesamten Filterlaufzeit und der durchschnittlichen
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zurlckgehaltenen Anzahl an Indikatororganismen beruhen. Die Anzahl der
Indikatororganismen, die in den reprasentativen Mischproben der Schmutzdecken
und Schichten in 5 cm Tiefe bestimmt wurden, dienten als Grundlage fur die
Berechung der Anzahlen dieser Organismen in den entsprechenden gesamten
Filterschichten. Fur Kokosfasern wurden zusatzlich die Anzahlen der coliformen
Bakterien und E. coli beachtet, die in dem Rohmaterial nachgewiesen wurden (s.
Kapitel 3.1.2, S. 66).

In den Lysimetern ist die Anzahl der E. coli, die wahrend der gesamten Betriebszeit
zuruckgehalten wurde, hoher als die Anzahl der E. coli, die zu Versuchsende in den
untersuchten Schichten der Filtermaterialien nachgewiesen wurden. Fir den
Parameter ,coliforme Bakterien® lie3 sich der gegenteilige Trend feststellen. Die
Anzahl der coliformen Bakterien, die wahrend der gesamten Filterlaufzeiten
zuruckgehalten wurde, ist geringer als die Anzahl der coliformen Bakterien, die bei
Versuchende in den Filtermaterialien enthalten waren. Coliforme Bakterien scheinen
sich im Gegensatz zu E. coli in den oberen Schichten der untersuchten Filterbetten
zu akkumulieren und zu vermehren (Tab. 3.7 und Tab. 3.8).

In den drei Filtern zur Untersuchung des Algenwachstums ist sowohl die Anzahl der
E. coli als auch der coliformen Bakterien in den Schmutzdecken und Schichten in 5
cm Tiefe um sieben log-Stufen hoher als die Anzahl dieser Indikatororganismen, die
wahrend der gesamten Filterlaufzeiten zurickgehalten wurden. Dies deutet auf eine
Akkumulation und Vermehrung von E. coli und auch coliforme Bakterien im Filterbett
hin (Tab. 3.7 und Tab. 3.8).
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Tabelle 3.7: Anzahl der wahrend der gesamten Filterlaufzeiten zurtickgehaltenen E.
coli und der zu Versuchsende in den oberen Filterschichten enthaltenen E. coli

Anzahl der E. coli
in den aktiven

Anzahl der E. coli

Zulauf  Ablauf Differenz Filterschichten zu
Versuchsende

'(-ggir(‘;?ter ’;g‘s‘gfn 31+10° 45%10° 2.7 *10° 8.2* 108
Oberflache 4, ot 307107 25°10° 28710° 1,8+ 10°
m<; Lautzelt:
Monate) Sand 3,0*10° 3,3*10®° 2,7*10° 1,0 *10°
Versuchsfilter |(:41000qu) 26*10° 3,1*10* 2,6*10° 5,5* 10"
(20°C;
Oberflache 0,4 (Fzzooom)o 25%10° 3.0%10° 2.5*10° 40*10"
m?; Laufzeit 4,5 F3 . . — .
Monate) (0 1) 27*10° 1,3*10° 2,7*10 5,0 * 10

Tabelle 3.8: Anzahl der wahrend der gesamten Filterlaufzeiten zurickgehaltenen
coliforme Bakterien und der zu Versuchende in den oberen Filterschichten
enthaltenen coliforme Bakterien

Anzahl der coliformen
Bakterien

Anzahl der
coliformen Bakterien

in den aktiven

Zulauf Ablauf Differenz Filterschichten zu
Versuchsende
'(-ggjg?ter g%‘;?ﬁ 2.2 %10 11'%‘1‘0 57 *10° 9.8*10"
Oberfl’éche4 Glas- * 410 * 410 % 49 % 411
m?: Laufzeit: 4 granulat 2,210 1,3*10 8,8*10 53*10
Monate) Sand 2,1%10"° 2,86*10° 1,8*10" 4,0*10"
Versuchsfilter '(:41000 w13 107 16*10° 1.3*10 4.4%10"
(20°C;
Oberflache 0,4 |(:22000 o 127107 117100 127107 2.8*10"
m?; Laufzeit 4,5 F3 - . - .
Monate) (0 lux) 1,3*10° 2,1*10 1,3*10 3,9*10
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3.2 Vergleich der klassisch-kulturellen Nachweisverfahren far
Indikatororganismen mit der Fluoreszenz-Mikrokolonie-
Hybridisierungs (FMH) - Methode

Der Nachweis von Indikatororgansimen erfolgt entsprechend der
Trinkwasserverordnung 2001 durch kulturelle Methoden. Diese klassisch-
mikrobiologischen Nachweisverfahren sind zeitaufwendig. Der Nachweis von E. coli
und coliformen Bakterien mit dem Colilert-System der Firma IDEXX dauert 18-20
Stunden und st die schnellste kulturelle Methode fur die in der
Trinkwasserverordnung 2001 genannten Indikatoren. Die meisten klassisch-
kulturellen Nachweisverfahren dauern mehrere Tage; bei Legionellen liegt das
Endergebnis sogar erst nach 10 Tagen vor. Schnellere Nachweisverfahren stehen
durch die molekularbiologischen Techniken, wie die Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung (FISH), zur Verfligung.

Fir den Nachweis der Indikatororganismen E. coli, coliforme Bakterien und
Enterokokken sollte an den Filterzu- und —ablaufen ein Nachweisverfahren entwickelt
und optimiert werden, das auf der FISH-Methode basiert. Die Nachweisbarkeit der
Indikatororganismen mit diesem Verfahren sollte mit den Verfahren, die in der
Trinkwasserverordnung 2001 angegeben sind verglichen werden.

Mit der auf Gensonden basierenden FISH-Methode konnen nur phylogenetische
Bakteriengruppen nachgewiesen werden. Einige Indikatorgruppe, wie z.B. die
coliformen Bakterien, zeichnen sich jedoch durch gemeinsame physiologische
Eigenschaften aus. Ein phylogenetischer Zusammenhang dieser Gruppen liegt nicht
vor, wodurch ein Nachweis mittels FISH nicht moglich ist. Konnen alle Arten einer
solchen physiologischen Gruppe einer Ubergeordneten taxonomischen Einheit
zugeordnet werden, ist der Nachweis dieser taxonomischen Einheit mittels FISH
modglich. Zum Beispiel zahlen alle coliformen Bakterien zu der Familie der
Enterobacteriaceae, die mittels FISH detektiert werden kann.

Zunachst wurde versucht die Indikatororganismen E. coli, Enterobacteriaceae und
Enterokokken in den Zu- und Ablaufen der Versuchsfilter direkt Uber FISH
nachzuweisen. Ein detektierbares Signal war jedoch entweder nur gering oder
uberhaupt nicht vorhanden, so dass eine quantitative Auswertung der Proben nicht
moglich war. Dies ist auf die geringe Anzahl der Indikatororganismen im Verhaltnis

zur Gesamtzellzahl und die hohe Menge an Partikeln zurtickzufihren. Flr ahnliche
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Probenmatrizes hatte sich die Fluoreszenz-Mikrokolonie-Hybridisierung (FMH) far
den Nachweis von Indikatororganismen als geeignet erwiesen (Ootsubo et al., 2003).
Bei der FMH-Methode werden die Indikatororganismen zunachst zur
Mikrokoloniebildung angeregt. Durch die Wahl selektiver Bedingungen in Form von
Medium und Temperatur kann die Begleitflora unterdrickt und die Vermehrung der
Indikatororganismen gefordert werden. Die Mikrokolonien werden in einem zweiten
Schritt mittels spezifischer Gensonden detektiert.

Die Mikrokolonien von E. coli, Enterobacteriaceae sowie Enterkokken waren sowonhl
in Reinkulturen als auch in Zu- und Ablaufproben der Versuchsanlagen nach den
angegebenen Inkubations- und Hybridisierungsbedingungen (s. Kapitel 2.2.3.12, S.
49) mikroskopisch gut erkenn- und differenzierbar. Die Fluoreszenzsignale waren
von hoher Intensitat und die Mikrokolonien aufgrund ihrer Morphologie deutlich
abgegrenzt, was eine schnelle und zuverlassige mikroskopische Auswertung
ermdglichte (Abb. 3.5).

Der DNS-Farbstoff DAPI, der alle Organismen anfarbt, wurde als Kontrollfarbung
verwendet. Als weitere Kontrolle wurde das Top-to-Bottom-Verfahren eingesetzt.
Nach dem Top-to-Bottom-Verfahren muss die ldentifikation eines Bakteriums bzw.
einer Mikrokolonie durch eine FISH-Sonde hdherer phylogenetischer Ordnung
bestatigt werden. Zum Beispiel muss eine Zelle oder Mikrokolonie, die mittels
Colinsitu-Sonde als E. coli identifiziert wurde, auch mit der Enterobacteriaceae-
Sonde ProbeD und der Bacteria-Sonde EUB338 markierbar sein.

Als Mikrokolonien wurden Ansammlungen von mehr als zehn Zellen des gleichen
Zelltyps definiert. Die Anzahl der fluoreszierenden Mikrokolonien wurde auf 100 ml
bezogen angegeben (FMK/100 ml), wie es auch fur die klassisch-kulturellen
Methoden Ublich ist (MPN/100 ml bzw. KBE/100 ml).

Zur Bestimmung der Wiederfindungsrate der FMH-Methode wurden Zulaufproben mit
Reinkulturen bekannter Konzentration versetzt. Die Proben wurden parallel mittels
klassisch-kultureller Verfahren und der FMH-Methode untersucht. Die Nahrmedien,
die fur die klassisch-kulturellen Verfahren der aufgestockten und nicht-aufgestockten
Proben verwendet wurden, unterschieden sich geringflugig. Es ist davon
auszugehen, dass die Selektivitat der Nahrmedien Ubereinstimmt und die ermittelten
Wiederfindungsraten auf die sonst verwendeten kulturellen Verfahren Ubertragbar
sind. In Tabelle 3.9 sind die Ergebnisse der Wiederfindung als Mittelwert aus drei

unabhangigen Versuchen zusammengefasst.
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.~ 1a: DAPI ‘- E-1brEUB338 ° W

4a: DAPI _ 4b: ENC131

Abbildung 3.5: Epifluorszenzmikroskopische Ansicht der mit DAPI und spezifischen
Gensonden markierten Mikrokolonien einer Zulaufprobe. Fluoreszenzmarkierte
Sonden wurden zum Nachweis von Bacteria (EUB338), Enterobacteriaceae
(ProbeD), E. coli (Colinsitu) und Enterokokken (Enc131) verwendet. Die Bilder einer
Zeile zeigen jeweils den gleichen Bildausschnitt. Vergrof3erung: 400x; Malbalken:50
pm.
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Mit der FMH-Methode wurde fur alle untersuchten Parameter mindestens dieselbe
Anzahl Organismen wie mit den kulturellen Verfahren nachgewiesen. Durch den
Einsatz der Sonde ProbeD (Zielgruppe Enterobacteriaceae) wurden bis zu 95 %
mehr Bakterien nachgewiesen als mit den kulturellen Methoden (coliforme
Bakterien). Die Wiederfindungsraten fur die E. coli und Enterokokken liegen um
100%.

Tabelle 3.9: Wiederfindung von Bakterien mittels FMH-Methode

Zulauf, kulturelles |

aufgestockt mit Verfahren / FMH-Sonde  Wiederfindung (%)
Zielorganismen

Escherichia coli Brila-Bouillon Colinsitu 112

Escherichia coli Brila-Bouillon ProbeD 195

Enterococcus faecalis Azid-Glukose-Bouillon Efs130 97

Enterococcus faecium Azid-Glukose-Bouillon Enc131 101

M: 100 % entspricht dem Konzentrationswert des kulturellen Verfahrens

Die FMH-Methode wurde zur Detektion der Indikatororganismen bzw.
Indikatorgruppen Escherichia coli, Enterobacteriaceae und Enterokokken in Zu- und
Ablaufen der Versuchsanlagen eingesetzt. Parallel wurden die Indikatororganismen
mit den klassisch-kulturellen Methoden nach TrinkwV 2001 nachgewiesen. Die
Ergebnisse der kulturellen Nachweisverfahren und der FMH-Methoden wurden
statistisch in Form von Box-Whisker-Plots ausgewertet (Abb. 3.6). Die verwendete

Darstellung enthalt folgende Informationen:

O <« AusreilRer

<4+ Maximum

1 < Anzahl der Messwerte
< 3. Quartil

< Median
<« 1. Quartil

—L— <« Minimum
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Abbildung 3.6: Statistische Auswertung (Box-Whiskers-Plots) der kulturellen
Verfahren und der FMH-Methode (kulturell: kulturelles Nachweisverfahren nach
TrinkwV 2001; FMH: Fluoreszenz-Mikrokolonie-Hybridisierung; Coliforme: coliforme
Bakterien).

Die Anzahl der mit der FMH-Methode nachgewiesenen Indikatororganismen war flr
die Enterobacteriaceae-Sonde (ProbeD) und die Enterokokken-Sonden (Enc131 und
Efs 130) hoher als die Anzahl der mit den klassisch-kulturellen Methoden
nachgewiesenen Organismen. Dies druckt sich in den insgesamt nach oben
verschobenen Box-Whiskers-Plots aus. Fur den Parameter E. coli ist dagegen der
Medianwert der kulturellen Methode 0,4 log-Stufen hoher als der Medianwert der
FMH-Methode. Insgesamt erstreckt sich der Box-Whiskers-Plot der FMH-Methode
Uber einen Bereich von 4,5 log-Stufen, wahrend der Box-Whiskers-Plot der
kulturellen Methoden mit 2 log-Stufen einen deutlich geringeren Bereich umfasst.

Diese grofRen Unterschiede in den GroRen der Box-Whiskers-Plots der kulturellen
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Nachweisverfahren und der FMH-Methoden flr den Parameter E. coli spiegeln sich
in der geringeren Korrelation dieser beiden Methoden wider (Tab. 3.10). Die
Korrelationen der kulturellen Verfahren und der FMH-Methoden flr die coliformen
Bakterien/Enterobacteriaceae und die Enterokokken liegen dagegen im hohen
Bereich (Tab. 3.10).

Tabelle 3.10: Korrelationskoeffizienten der Variablen "kulturelle Methode" und "FMH-
Methode"

Korrelations-  Bewertung des
koeffizient Korrelations-
nach Pearson koeffizienten!

kulturelle
Methode

Indikatororganismus

coliforme Bakterien /

Enterobacteriaceae Colilert ProbeD 0,731 hohe Korrelation
eringe
E. coll Colilert  Colinsitu 0,441 genng
Korrelation
Slanetz- Enc131+
Enterokokken Bartley- 0,755 hohe Korrelation

Agar  Efs130

M. Bewertung der Korrelationskoeffizienten entsprechend den Angaben von SPSS:
bis 0,5 geringe Korrelation; von 0,5 bis 0,7 mittlere Korrelation; von 0,7 bis 0,9

hohe Korrelation; ab 0,9 sehr hohe Korrelation
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3.3 Charakterisierung der bakteriellen Populationsstruktur der

Langsamsandfilter-Biofilme

Die Biozonose in Langsamsandfilter-Biofilmen ist wesentlich an der Ruckhalte- und
Reinigungsleistung der Filter beteiligt. Insbesondere die am Anfang der
Nahrungskette stehenden Bakterien sind von essentieller Bedeutung fur das
Okosystem. Bisher wurden fast ausschlieRlich kulturelle Methoden zur Untersuchung
der Bakterienpopulation in Langsamsandfiltern verwendet (Calaway et al., 1952;
Calaway, 1957; Bruces und Hawkes, 1983; Bahgat et al., 1999). Mit kulturellen
Methoden wird allerdings nur ein Bruchteil der tatsachlich vorhandenen Bakterien
erfasst. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit der Schwerpunkt auf die Erfassung
aller vorhandener Bakterien gelegt. Hierbei wurden zunachst die KBE/GZZ- und
EUB338/GZZ-Verhaltnisse bestimmt sowie die Esterase-Aktivitat als Mal} fur die
allgemeine Dbiologische Aktivitat. Um einen Einblick in die Diversitat und
Zusammensetzung von Biofilmen zu erlangen, die sich in Langsamsandfiltern unter
verschiedenen Betriebsbedingungen etablierten, wurden 16S-Clone Libraries erstellt.
Die 16S rRNS-Gene wurden mittels amplifizierter rDNS Restriktionsanalyse und
Sequenzvergleichen untersucht. Es wurden die Bakteriengruppen, die aufgrund der
16S-Analysen als bedeutend fiur die Langsamsandfilter-Biozénose eingeordnet
wurden, durch in situ-Hybridisierungen quantifiziert. Durch diesen enkaptischen, d.h.
ineinander geschachtelten, Ansatz erhalt man verschiedenartige Informationen Uber
das gleiche Okosystem, die sich erganzen und zum Gesamtverstandnis des Habitats
beitragen (Abb. 3.7).

Die Filtermaterialien (Schmutzdecken und tiefere Filterschichten) wurden jeweils am
Ende der Versuchslaufe beprobt, um maoglichst ausgereifte Biofilme und Biozénosen
zu untersuchen. Von den oberen, aktiven Schichten wurden reprasentativ die
Schmutzdecke und die Schicht in 5 cm Tiefe beprobt. In diesen Schichten wurde die
hochste Ruckhalte- und Reinigungsleistung bei Sandfiltern beobachtet (Stevik et al.,
1999; van Cuyk et al., 2003). Von dem kommerziell betriebenen RWW-Filter wurden
neben der Schmutzdecke die Schichten in 10 cm, 30 cm und 55 cm Tiefe des
Filterbettes beprobt, um die Biofilme tieferer Schichten an einem alteren,

ausgereiften Filter untersuchen zu kénnen.
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Filtermaterial mit Biofilm

Anzahl GZZ FISH Esterase- 16S Clone
KBE (DAPI) Bacteria- Aktivitat Libraries
| spezif. (ARDRA,
Sonde Sequenz-
L vergleiche)
KBE/GZZ- EUB/GZZ- ¢
Verhaltnis Verhaltnis
FISH

Anzahl der vorhandenen Aktivitat Zusammensetzung

und Anteil der und Diversitat der
kultivierbaren Bakterien Bakterienpopulation

Abbildung 3.7: Flussdiagramm des enkaptischen Ansatzes zur Charakterisierung
der bakteriellen Populationsstruktur der Langsamsandfilterbiofime. KBE:
koloniebildende Einheiten; GZZ: Gesamtzellzahl, FISH: Fluoreszenz-in-situ-

Hybridisierung; ARDRA: amplifizierte rDNS-Restriktionsanalyse.

3.3.1 Biochemische und mikrobiologische Charakterisierung der

Filtermaterialien

3.3.1.1 Makroskopische Beobachtungen der Schmutzdecken und Schichten

in 5 cm Tiefe der Filterbetten

Auf den Oberflachen aller untersuchten Langsamsandfilter haben sich wahrend der
vierwochigen bis dreieinhalbmonatigen Betriebszeiten Schmutzdecken gebildet, wie
sie exemplarisch in der Abbildung 3.8 zu sehen sind. Bei den kontinuierlich
betriebenen Filtern waren die Schmutzdecken geschlossen, wahrend die
Schmutzdecken der intermittierend betriebenen Filter rissig und nicht geschlossen
waren. Zur Schmutzdecke wurden die obere, dunkel verfarbte Filterschicht und die
darauf befindliche, aus abgesetzten Trubstoffen bestehende Schicht, gezahlt. Die
Verfarbung des Filtermaterials reichte im Sand und Glasgranulat nur in eine geringe

Tiefe des Filterbettes (ca. 0,5 cm); darunter hatte das Filtermaterial seine
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urspringliche Farbe (Abb. 3.8). Die Machtigkeit der Schmutzdecken betrug 0,5-1 cm.
Die Kokosfasern wiesen auch in 5 cm Tiefe des Filterbettes noch Verfarbungen auf

und der Eintrag von Trubstoffen in diese Schicht war deutlich erkennbar.

Abbildung 3.8: Anstich des Filtermaterials Sand nach dreieinhalbmonatiger
Betriebszeit des Lysimeters. Die Schmutzdecke grenzt sich farblich deutlich von dem

darunter befindlichem Filtermaterial ab.

3.3.1.2 Rasterelektronenmikroskopische Betrachtungen der Filtermaterialien

Die rasterelektronenmikroskopische Betrachtung der Filtermaterialien wurde
exemplarisch an den Proben der Lysimeter durchgefuhrt. Die Lysimeter wurden
ausgewahlt, weil sie zu den Versuchsfiltern mit der langsten Laufzeit zahlten und alle
drei verwendeten Filtermaterialien parallel im kleintechnischen Malistab enthielten.
Es wurden Proben von den Schmutzdecken und Schichten in 5 cm Tiefe aller drei
Filtermaterialien, Kokosfasern, Glasgranulat und Sand, mit dem

Rasterelektronenmikroskop analysiert.

Die Oberflachen der Sandkdrner aus der Schmutzdecke sind fast vollstandig mit
mehrschichtigen Biofilmen belegt. Benachbarte Sandkérner sind Uber Biofilme
verbunden (Abb. 3.9). Bakterien, Algen und extrazellulare polymere Substanzen
(EPS) konnten als Bestandteile der Biofilme mikroskopisch nachgewiesen werden. In
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der 5 cm-Schicht sind die Biofilme ein- bis zweischichtig und der Anteil der

Sandkornoberflachen, die mit Biofilmen belegt sind, ist deutlich geringer als in der
Schmutzdecke (Abb. 3.10).

100pm Hochsp. = 15.00 kv Si _ Datum :27 Sep 2004
" _ gnal A = SE2
Vergréerung = 200 X — Arbeitsabstand = 11 mm Photo Nr.=9141  Zeit :10:25:05

e 3

B

Biofilme zwischen den
Sandkornern

*

20pm Hochsp.= 15006V signal A= Datum :27 Sep 2004
. _ gnal A = InLens
Vergréferung= 1850KX || Arpeitcabstand = 11 mm Photo Nr. = 9142 Zeit :10:29:54

Abbildung 3.9: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von Sandkdrnern aus

der Schmutzdecke
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o

Hochsp. = 15.00KY gignal A= InLens Datum :27 Sep 2004 T
Arbeitsabstand = 10 mm Photo Nr. = 9153 Zeit :11:11:43

] Tum
Vergréferung = 15.00 KX |_|

Abbildung 3.10: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von Sandkdrnern aus
der 5 cm-Schicht.

Die Glasgranulate aus der Schmutzdecke weisen in den Vertiefungen mehrschichtige
Biofilme auf, wahrend die Reibflachen nahezu frei von Biofilmen sind (Abb. 3.11, A).
Die Biofilme bestehen - ebenso wie beim Filtermaterial Sand - aus Algen, Bakterien
und extrapolymeren Substanzen (Abb. 3.12). In der Schicht in 5 cm Tiefe ist der
Anteil der mit Biofilmen belegten Glasoberflache deutlich geringer als in der

Schmutzdecke und die vorhandenen Biofilme sind einschichtig (Abb. 3.11; B).
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Biofilm auf
Glasoberflache

100pm Hochsp. = 15.00 kv si _ Datum :27 Sep 2004 |
. _ gnal A= SE2
Vergrofterung = 300 X F——— Arbeitsabstand = 11 mm Photo Nr. = 9126 Zeit :9:35:36

Glasoberflache ohne
Biofilm

100pm Hochsp. = 15.00 kv Si _ Datum :27 Sep 2004
" _ ghal A = SE2
VergréBerung = 250 X ——  Arbeitsabstand = 12 mm Photo Nr. = 9131 Zeit :9:55:4

Abbildung 3.11: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von Glasgranulaten
aus der Schmutzdecke (A) und der Schicht in 5 cm Tiefe (B).
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e
Kieselalgen =

20um

Hochsp. = 15.00 kv i =
VergréRerung = 495 X |_| P Signal A = InLens

Datumn :27 Sep 2004
Arbeitsabstand = 11 mm Photo Nr. = 9121 Zeit :9:13:38

Bakterien =

-~

1pm Hochsp.= 15.00kY  Signal A = Datum :27 Sep 2004
. _ gnal A = InLens
Vergréfterung = 2000KX || Arbeitsabstand = 12 mm Photo Nr. = 9138 Zeit :10:13:30

Abbildung 3.12: Detailaufnahmen der mehrschichtigen Biofilme auf Glasgranulaten

aus der Schmutzdecke (A) und der einschichtigen Biofilme auf Glasgranulaten aus

der Schicht in 5 cm Tiefe.

Bei den Kokosfasern ist kein deutlicher Unterschied zwischen Proben aus der

Schmutzdecke und der Schicht in 5 cm Tiefe zu erkennen. In beiden Schichten sind
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nur Teilbereiche der Kokosfasern mit Biofilmen belegt. Die Hauptorganismen dieser
Biofilme stellen Kieselalgen dar (Abb. 3.14). Zwischen den Kokosfasern befindet sich

poroses, nicht faserférmiges Material, das pflanzlichen Ursprungs zu sein scheint

7

£ D A% T
100pm Hochsp. = 15.00 kv Si _ Datum :17 Sep 2004
. _ gnal A= SE2
Vergrofterung = 100 X H Arbeitsabstand = 9 mm Photo Nr. = 9105 Zeit :10:01:55

24 Hochsp.=1500kV g N Datum :17 Sep 2004
" - gnal A = InLens
Vergréferung = 450 KX || Arbeitsabstand = 9 mm Photo Nr.=9104  Zeit :9:57:13

Abbildung 3.13: Kokosfasern und poréses Zwischenmaterial. A: Ubersicht; B:

Detailaufnahme des Zwischenmaterials.
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und zu dem Ausgangsmaterial der Kokosfasern zugehdrig scheint (Abb. 3.13).

Dieses Material weist ebenso wie die Kokosfasern Belegungen mit Biofilmen auf.

~100pm
VergroRerung = 149 X |_|

Hochsp.=15.00KV  gignala=SE2  Datum:17 Sep20 G
Arbeitsabstand = 9 mm Photo Nr. = 8096  Zeit :9:33:24

Abbildung 3.14: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme einer reprasentativen
Kokosfaseroberflache, die teilweise mit Kieselalgen belegt ist.

3.3.1.3 Trockenmassen und Gluhverluste der Filtermaterialien

Von allen Filtermaterialien wurden die Trockenmassen und Gluhverluste bestimmt.
Die Trockenmassen aller Proben bestehen zum grdéfdten Teil aus Filtermaterialien,
die Biofilme haben nur einen geringen Anteil. Der Gluhverlust entspricht fur
Glasgranulat und Sand dem Anteil der organischen Masse, also des Biofilms auf den
Filtermaterialien. Dieser Anteil ist bei Kokosfasern nicht als Gluhverlust bestimmbar,
weil Kokosfasern selbst organischen Ursprungs sind und somit in den Gluhverlust

eingehen.
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Bei den Versuchsfiltern lag der prozentuale Anteil der organischen Masse am
Feuchtgewicht in den Schmutzdecken zwischen 0,40% und 3,07% und in den
Schichten in 5 cm Tiefe zwischen 0,04% und 0,71%. Die Anteile der organischen
Masse und der Wassergehalt waren in den Schmutzdecken aller Filter bis zu 10mal
hoher als in der Schichten in 5 cm Tiefe. Der Wassergehalt der Kokosfasern war mit
70-80% deutlich hdher als der Wasseranteil der anorganischen Filtermaterialien, der
bei 3-30% lag.

Aus dem kommerziell betriebenen Langsamsandfilter der RWW wurden zusatzlich zu
der Schmutzdecke und der Schicht in 10 cm Tiefe die Schichten aus 30 cm und 55
cm Tiefe untersucht. Die Anteile der organischen Masse der Schichten aus 10 cm, 30
cm und 55 cm Tiefe waren mit etwa 0,5% um das 10fache geringer als in der
Schmutzdecke (Abb. 3.15).

\
Schmutzdecke

10 cm -

30 cm I

55 cm .]
\ \

0 20 40 60 80 100 120
%

@ Trockemasse m Wassergehalt 0O Gluhverlust

Abbildung 3.15: Trockenmasse, Wassergehalt und GlUihverluste der
Filtermaterialproben aus verschiedenen Tiefen des RWW-Langsamsandfilters.
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3.3.1.4 Gesamtzellzahlen, Anzahl der koloniebildenden Einheiten und Anteil
EUB338-markierter Zellen

e Gesamtzellzahlen und koloniebildende Einheiten

Die Anzahl der vorhandenen Bakterien und deren kultivierbarer Anteil sind klassisch
mikrobiologische Parameter. Diese Parameter sind von Interesse, um einen ersten
Uberblick Uber die Menge der vorhandenen Bakterien in den aktiven Schichten von
Filtern zu erlangen, die unter verschiedensten Rahmenbedingungen betrieben
wurden. Fur alle Filtermaterialproben wurden daher die Gesamtzellzahlen (GZZ) und
die Anzahl der koloniebildenden Einheiten auf R2A-Agar bestimmt. Beide Parameter
wurden zur besseren Vergleichbarkeit der Ergebnisse auf die Oberflache der
Filtermaterialien (m?) bezogen. Die Oberflachen von Sand und Glasgranulat wurden
mit Hilfe der Siebkurven und der Annahme berechnet, dass es sich um kugelférmige
Korner bzw. Granulate handelt. Bei den Kokosfasern gingen die Dichte der
gequollenen, gepackten Fasern, der durchschnittliche Faserdurchmesser sowie die
durchschnittliche Faserlange in die Berechnung ein. Diesen Berechnungen zufolge
haben das Filtermaterial Sand eine Oberflache von 4,12 m?/kg (Trockengewicht),
Glasgranulat von 2 m?/kg (Trockengewicht) und die Kokosfasern mit 98,7 m#kg
(Trockengewicht) die mit Abstand grof3te Oberflache der verwendeten

Filtermaterialien.

Die Gesamtzellzahlen aller untersuchten Proben lagen zwischen 10%m?2 und 1013/m2,
die Anzahl der KBE zwischen 107/m? und 10""/m2. In den Schmutzdecken aller
untersuchten Filter waren die GZZ/m? und die Anzahl der KBE/m? 0,5-2 log-Stufen
hdéher als in den tieferen Filterschichten (5 cm-55 cm Tiefe).

Das Tiefenprofil des RWW-Filters zeigt, dass die Gesamtzellzahlen und die Anzahl
der KBE in den Tiefen von 10 cm, 30 cm und 55 cm etwa gleich waren (Abb 3.16).

In den meisten der untersuchten Proben zahlten 0,1% bis 10% der durch die
Gesamtzellzahl-Bestimmung eindeutig detektierten Bakterienzellen zu heterotrophen
Bakterien, die bei 20°C auf R2A-Agar Kolonien ausbildeten.
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Abbildung 3.16: GZZ und Anzahl der KBE der Filtermaterialproben aus dem RWW-

Langsamsandfilter.

e Anteil EUB338-markierter Zellen an der Gesamtzellzahl

Bei der Anzahl der KBE handelt es sich um die unter den gewahlten Bedingungen
kultivierbaren Bakterien. Dieser Parameter sagt jedoch nichts aus Uber die Aktivitat
der vorhandenen Bakterien. Zur Aktivitatsbestimmung der Bakterien wurde die FISH-
Technik genutzt. Eine Voraussetzung fur ein detektierbares Signal mit der FISH-
Technik ist eine hohe Anzahl an Zielstrukturen, die in den Ribosomen lokalisiert sind.
Stoffwechselaktive Zellen verfligen Uber hohe Kopienzahlen an Ribosomen. Bei
Verwendung der Bacteria-spezifischen Sonde (EUB338) stellen die markierten Zellen

somit eine Gruppe stoffwechselaktiver, permeabler Bacteria-Zellen dar.

In den Schmutzdecken aller untersuchten Filter war der Anteil EUB338-markierter
Zellen hoéher als in den Schichten in 5 cm bis 55 cm Tiefe (Abb. 3.17). Dieser Anteil
lag in den Schmutzdecken und Auflageschichten bei 50-90% und in den tieferen
Schichten (5 cm bis 55 cm Tiefe) bei 15-60% (Ausrei3erwerte bei 80%).
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Abbildung 3.17: Anteil der EUB338-markierten Zellen an der GZZ in den
Filtermaterialien der Versuchsfilter zur Untersuchung verschiedener Filtermaterialien

(Betriebstemperatur 30°C).

3.3.1.5 Esterase-Aktivitat

Esterasen werden von allen Lebewesen gebildet, um vorhandene Nahrstoffe
verfugbar zu machen. Die Esterase-Aktivitat lasst daher auf die Aktivitat der
gesamten Biozonose schliel3en.

Da die Anteile der KBE und der EUB338-markierter Zellen an der GZZ in allen
untersuchten Filtern die gleichen Tendenzen zeigten, wurde die Esterase-Aktivitat in
zwei reprasentativen Versuchsanlagen (Glasgranulat- und Sand-Lysimeter und
Versuchsfilter zur Untersuchung des Algenwachstums) bestimmt.

Die Esterase-Aktivitat wird indirekt durch die Produktmenge der von der Esterase
katalysierten Reaktion bestimmt. Die Menge des gebildeten Produktes Fluorescein
ist abhangig von der Menge und Aktivitat der vorhandenen Esterase. Die ermittelten
Fluoresceinwerte wurden — analog zu den GZZ und den Anzahlen der KBE — auf die
Oberflachen (m?) der Filtermaterialien bezogen, um einen Vergleich zu ermdglichen.
Als Substrat wurde Fluoresceindibutyrat verwendet, das sich nach Kupper et al.,
1999 am besten eignet, da es gegenuber abiotischen Einflissen eine hdhere

Stabilitat als Fluoresceindiacetat aufweist.
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In den Schmutzdecken ist die Esterase-Aktivitat 2- bis 20mal hoher als in den jeweils
entsprechenden Schichten in 5 cm Tiefe. Die mit Abstand hochste Esterase-Aktivitat

weist die Schmutzdecke des Glasgranulat-Lysimeters auf (Abb. 3.18).

©
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S & &© & & @
P »® S S RS R WD
Fluorescein [pmol/m?]

Abbildung 3.18: Esterase-Aktivitaten in den Filtermaterialien Sand und Glasgranulat

der Lysimeter (Wassertemperatur 30°C).
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3.3.2 Vergleich der Diversitdt und Zusammensetzung von
Bakterienpopulationen in unterschiedlich betriebenen

Langsamsandfiltern

Die Diversitat und Zusammensetzung von Bakterienpopulationen  der
Langsamsandfilter, die unter verschiedenen Rahmenbedingungen betrieben wurden,
sollten untersucht und verglichen werden. Um alle, auch die nicht-kultivierbaren
Bakterien zu erfassen, wurden fir diese Analysen molekularbiologische Methoden
gewahlt. Mittels amplifizierter rDNS Restriktionsanalyse (ARDRA) sollte ein Einblick
in die Diversitat und die Zusammensetzung der Bakterienpopulationen erlangt
werden. Zur Quantifizierung bedeutender Bakteriengruppen wurde die Fluoreszenz-

in-situ-Hybridisierung (FISH) verwendet.

3.3.2.1 Amplifizierte rDNS Restriktionsanalyse (ARDRA) von 16S-Klonen

ARDRA ermdglicht die Untersuchung der phylogenetischen Verwandtschaft
unbekannter Mikroorganismen anhand von Sequenzeigenschaften ihrer 16S rRNS-
Gene (Erlauterung der ARDRA-Methodik in Kapitel 2.2.3.7, S. 45). Damit die 16S
rRNS-Gene einzelner Bakterien einer Mischprobe fur die Untersuchungen zuganglich
waren, wurden sie zunachst durch den Schritt der Klonierung vereinzelt. Es entsteht
eine so genannte 16S Clone Library. Fur jede zu untersuchende Probe wurde eine
solche Clone Library angelegt.

Zunachst wurde die ARDR-Analyse mit Referenzstdmmen der institutseigenen
Stammsammlung und der DSMZ durchgefuhrt. In dieser Phase wurden vier
Restriktionsenzyme, Cfol, Ddel, Mspl und Sau3Al, eingesetzt (Vinuesa et al., 1998).
Es sollte gepruft werden, welche Enzyme geeignet und wie viele notwenig sind, um
Bakterien verschiedener taxonomischer bzw. phylogenetischer Gruppen anhand der
ARDRA-Ergebnisse unterscheiden zu kdnnen. Zusatzlich zu den ARDRA-Versuchen
wurden  Modellrestriktionen mit  Hilfe von Internetdatenbanken  (NCBI:
GenBank+EMBL+DDBJ+PDB sequences und Web-Cultter:
http://rna.lundberg.qu.se/cutter?2/) durchgefuhrt. Die Modellrestriktionen dienten der

Bestimmung der gattungsspezifischen Banden der Referenzstdmme. Nur die durch
Modellrestriktion bestatigten Banden gingen in die weitere Auswertung ein.
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Das sich daraus ergebende

Der Vergleich der ARDRA-Banden erfolgte mit der Software BioNumerics auf der

Grundlage von UPGMA (s. Kapitel 2.1.8, S. 31).
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Dendrogramm fur die Referenzstamme ist in Abbildung 3.19 zu sehen. In diesem
Dendrogramm bilden Bakterienstamme, die der gleichen taxonomischen bzw.

phylogenetischen Gruppe angehdren, ein Cluster mit einer Ahnlichkeit von > 60%.

Das Dendrogramm der Referenzstamme, das anhand der ARDRA-Daten aller vier
Restriktionsenzyme berechnet wurde, und das Dendrogramm, dessen Berechnung
auf den Bandenmuster von nur zwei Enzyme, Ddel und Mspl, basiert, zeigen eine
ahnliche Clusterbildung (Abb. 3.20). Fir die vergleichenden ARDR-Analysen dieser
Arbeit wurden daher zwei Endonukleasen als ausreichend eingestuft. Die Enzyme

Ddel und Mspl haben sich als geeignet flr die Analysen erwiesen.

Ddel + Mspl + Cfol

+ Sau3Al Ddel + Mspl
F...8. .8 . F ¥ g8,,.8, . . F
Firmicutes
| B | I:
‘{
Firmicutes b
CFB E
3 - |l e T —
— 1 s
y —— T
—|: —i Firmicutes
| B o
—_ B
o _| Y

Abbildung 3.20: Dendrogramme der Referenzstamme, die auf den ARDRA-Daten

von vier (links) und zwei Restriktionsendonukleasen beruhen (rechts)

Die 16S rRNS-Gene von mindestens 52 bis maximal 125 Klonen jeder Library
wurden mit den Enzymen Ddel und Mspl verdaut. Die Auswertung der
entsprechenden ARDRA-Daten erfolgte analog zu den Referenzstammen mit Hilfe

der Software BioNumerics.
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Klone einer Library, deren Restriktionsbanden eine sichtbar signifikante Ahnlichkeit
aufwiesen und deren Ahnlichkeit nach UPGMA-Berechnung bei >80% lag, wurden
als eine Gruppe definiert. Jeweils ein reprasentativer Klon einer Gruppe ging in die
weiteren Vergleichsanalysen ein. Die Bildung der Gruppen ist am Beispiel der Clone
Library 1.b in der Abbildung 3.21 dargestellt.

Entsprechend der Ergebnisse der Referenzstamme wurden die Klone einer Library,
die eine Ahnlichkeit > 60% aufwiesen, zu einem Cluster. Die Einteilung in Cluster und
Gruppen erfolgte in Anlehnung an Lagaceé et al., 2004.

Die Anzahl der untersuchten Klone pro Library war unterschiedlich. Um die Cluster-
und Gruppenanzahlen miteinander vergleichen zu kdnnen, wurden Cluster- und
Gruppen-Quotienten bestimmt. Der Cluster- bzw. Gruppenquotient einer Library
berechnet sich, indem man die Anzahl der Cluster bzw. der Gruppen durch die
Anzahl der untersuchten Klone teilt. Je groRer diese Quotienten sind, umso groRer
ist die phylogenetische Diversitat einer Library. Ein weiteres Charakteristikum der
Clone Libraries ist die Anzahl dominanter Cluster und Gruppen sowie deren
taxonomische Einordnung (Tab. 3.11).

Die Cluster- und Gruppenquotienten der Libraries nehmen mit ansteigender
Betriebstemperatur ab. Demnach nimmt mit ansteigender Betriebstemperatur die
bakterielle Diversitat in den aktiven Filterschichten ab. Die Schmutzdecke des RWW-
Filters hat einen kleinen Cluster-, aber einen hohen Gruppenquotienten. Dies deutet
darauf hin, dass eine hohe Anzahl verschiedener Arten vorkommt, die zu einer
geringen Anzahl an Klassen und Ordnungen zahlen.

Mit Ausnahme der Library der Schmutzdecke bei 20°C verfugen alle untersuchten
Libraries Uber ein bis vier dominante Cluster. Die Klone der meisten dieser Cluster
zahlen zu den Proteobacteria. Dominante Gruppen sind in allen Libraries mit
Ausnahme der Library des RWW-Filters vorhanden. Auch einige dieser Gruppen
konnten den Proteobacteria zugeordnet werden. Weitere dominante Gruppen zahlen
zu den grampositiven Bakterien sowohl mit niedrigem als auch mit hohem GC-
Gehalt, den Nitrospira sowie dem Reich TM6.
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Abbildung 3.21: Zusammenfassung von Klonen zu einer Gruppe am Beispiel der

Clone Librabry 1.b.
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Tabelle 3.11: Charakteristika der Cluster und Gruppen

dominante Cluster dominante Gruppen
Cluster- (Anzahl & Gruppen- (Anzahl &

HIEIE Quotient taxonomische Quotient taxonomische

Zuordnung) Zuordnung)
2.
1; ’

Schmutzdecke, 5-

10°C 0,24 1x B-Proteobacteria 0,52 2x B-Proteobacteria
4;
2x Gram-positive
Bacteria mit hohem
Schmutzdecke, g 54 0 0,44 GC-Gehatt,
20°C .
1x a-Proteobacteria,
1x Reich TM6
1; 2;
Schmutzdecke, 015 Gram-positive 039 1x Nitrospira,
30°C ’ Bacteria mit niedrigem ’ 1x n.b.
GC-Gehalt
4;
1x a-Proteobacteria,
1x B-Proteobacteria,
S?Vr{/lw%gmc;l;e, 0,20 1x Proteobacteria, 0,62 0

1x Gram-positive
Bacteria mit hohem
GC-Gehalt

n.b.= nicht bestimmt

Je zwei Libraries wurden miteinander verglichen und auf Ahnlichkeiten in Form
gemeinsamer Cluster, gemeinsamer Gruppen und identischer Klone untersucht. Der
Ahnlichkeitsgrad von zwei Libraries wurde in Ahnlichkeitsindizes ausgedriickt (Tab.
3.12). Die Berechnung der Ahnlichkeitsindizes ist in Kapitel 2.2.3.8, S. 46
beschrieben.

Die Ahnlichkeitsindizes der Libraries Schmutzdecke, 5-10°C/Schmutzdecke, 20°C
und Schmutzdecke, 5-10°C/Schmutzdecke, 30°C sind deutlich kleiner als der
Ahnlichkeitsindex der Libraries Schmutzdecke, 20°C/Schmutzdecke, 30°C (Tab.
3.12). Somit haben die Clone Libraries der Versuchsfilter, die bei 20°C und 30°C
betrieben wurden, mehr Gemeinsamkeiten miteinander als die der Clone Library des
Filters, dessen Betriebstemperatur bei 5-10°C lag.

Die Clone Library des kommerziell betriebenen RWW-Filters hat am meisten
Ahnlichkeit mit der Library des Versuchsfilters, der bei einer Temperatur von 5-10°C
betrieben wurde (Tab. 3.13).
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Tabelle 3.12: Ahnlichkeitsindizes der Clone Libraries: Vergleich der bakteriellen
Populationen in den Schmutzdecken von Sandfiltern, die bei verschiedenen

Temperaturen betrieben werden.

5-10°C 20°C 30°C
5-10°C / 13 18
20°C / 28
30°C /

Tabelle 3.13: Ahnlichkeitsindizes der Clone Libraries: Vergleich der bakteriellen
Populationen in den Schmutzdecken von Sandfiltern, die bei verschiedenen
Temperaturen betrieben werden, mit der Population in der Schmutzdecke des RWW-
Filters.

RWW-Filter 50 40 39

Zur taxonomischen Einordnung der Klone wurden die ARDRA-Daten der Clone
Libraries mit denen der Referenzstamme verglichen und auf Ahnlichkeiten
untersucht. Je nach Ahnlichkeitsgrad konnten Klone taxonomisch eingeordnet

werden, wie es am Beispiel der 1.c-Klone in der Abbildung 22 gezeigt ist.

Msp +Dde |
oM Dde | Msp |

T
) || )
11 1l |

| | 1.6.05
| 1.¢.50
| 1.¢.59
| | Bacillus subtillis (Firmicutes)
|

I | | Bacillus brevis (Firmicutes)

Abbildung 3.22: ARDRA-Banden und Dendrogramm der Referenzstdmmen Bacillus
subtilis und Bacillus brevis (Art-spezifische Banden markiert) und Klone der 1.c —
Library. Die abgebildeten 1.c-Klone kénnen aufgrund der signifikanten Ahnlichkeit zu

den Bacillus-Referenzstdmmen der Gattung Bacillus zugeordnet werden.
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Zur weiteren taxonomischen Einordnung wurde das erste Drittel (ca. 500 Basen) der
16S rRNS-Gene von Klonen, die fur Cluster oder Gruppen reprasentativ waren,
sequenziert. Die daraus erhaltenen Sequenzen wurden mit den Sequenzen der
NCBI-Datenbank unter Zuhilfenahme des BLAST-Programms (BLAST = Basic Local
Alignment Search Tool) verglichen (Tab. 3.14, 3.15).

die den

Tabelle 3.14: Ergebnisse der Sequenzvergleiche fiur die Klone,

Proteobacteria zugeordnet werden konnten

Klon

taxonomische

Einordnung

Zugangs-
nummer
NCBI

nachster

phylogenetischer

Verwandter

Ahnlich-
keit (%)

gefunden in

Comamonadaceae
1.2.02 g%":;?gg‘;g:ﬁzae AJ556799  bacterium MWH55 99 SiiRwasserplankton
partial 16S rRNA
Stenotrophomonas Stenotrophomonas
1211  sp., AJ495804 P 100 antarktischer Boden
: sp. P1A
y—Proteobacteria
. uncultured I .
1258 bProteobacteria,  ay1g7343  bacterium clone 99 Jlofilme i
cshio 160307
- Reaktor fur die
1b11  o-Proteobacteria  AJ300771  Aibia sp. LMG 100 Denitrifikation von
19832 X
Trinkwasser
. . Symbionten des
. . Rickettsiella .
1b15  Ricketsiellasp., AY447040 symbiont of Asellus 100  Sulwasser-lsopoden
v-Proteobacteria . Asellus aquaticus
aquaticus clone 7 .
(Crustacea: Asellota)
Rhodobacter sp., Rhodobacter sp.
1b.18 o-Protoebacteria ABO17796 TCRI 3 16S rRNA 96 /
Uncultured .
3.a.52  o-Proteobacteria AY820676  bacterium clone 100 HOCZdIiL.J.Ck Steine
CCSD_DF730 B1 uhd Losungen
Uncultured
3.a.54  o-Proteobacteria AF502216  bacterium clone 99 Aktivschlamm
HP1B39
Hepatopankreatische
: . Rickettsiella Symbiont im
3.a.67 Fillgrcigzlsgzt:ﬁ; AY447041  Symbiont of Asellus 99 SufRwasser-Isopoden
¥ aquaticus clone 10 Asellus aquaticus
(Crustacea: Asellota)
3.a.87  o-Proteobacteria ug7784 Afipia genosp. 13 98 /
neultured Biofilme eines
3.a.104 B-Proteobacteria AM21937  uhcuid B B 99 verunreinigten
Proteobacterium
Flusses
uncultured p- Biofilme eines
3.a.107 B-Proteobacteria AJA21936 Proteobacterium 97 verunreinigten
Flusses
Boden aus dem
Uncultured B- : . .
3.a.123 B-Proteobacteria AF431292  Proteobacterium 96 Rhlzosp.harenbereu.:h
des British Columbia
clone S37.42SM Forest
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Tabelle 3.15: Ergebnisse der Sequenzvergleiche fir die Klone, die nicht den
Proteobacteria zugeordnet werden konnten

. Zugangs- nachster L
Klon-  taxonomische . Ahnlich- _
nummer phylogenetischer gefunden in

Nr. Einordnung keit (%)
NCBI Verwandter

stehendes Wasser,
Aggregate und

Bacillus sp., Bacillus sp. GWS- = .
1.a.30 Firmicutes AY332220 TZ-H236 99 Oberflachensediment
e des Deutschen
Wattenmeeres
Uncultured Fischhaut und -
1.b.17  Actinobacteria AJ632133  bacterium clone 97 .
kiemen
65p27
Uncultured aerobes Becken
1.b.37  Planctomycetes planctomycete clone 100 einer stadtischen
CYOARAQ31EO01 Klaranlage
Nitrospira sp., Nitrospira sp. strain Nitrit-oxidierender
1.c13 Nitrospirae Y14644 GC86 99 Bioreaktor
Uncultured aerobes Becken
1.c.15  Planctomycetes BX294863 planctomycete clone 99 einer stadtischen
CYOARAQ32A03 Klaranlage
Planctomycetes Uncultured aerobez_s_ B_ecken
1.c.43 BX294719 planctomycete clone 97 einer stadtischen
CYOARAQ026B03 Klaranlage
uncultured alpiner Boden aus
3.a.25 Actinobacteria AY 192288  Actinobacterium 93 den Colorado Rocky
clone P2-1H Mountains
uncultured alpiner Boden aus
3.a.27  Actinobacteria AY192288  Actinobacterium 96 den Colorado Rocky
clone P2-1H Mountains
uncultured soil Boden aus dem
3.a.111 Chloroflexi AY 326634  bacterium clone 96
1067-1 Amazonas

In die weiteren Auswertungen gingen nur die Ergebnisse ein, bei denen die
Ubereinstimmung der 16S-Sequenzen des untersuchten Klons mit dem nachsten
verwandten Stamm der NCBI-Datenbanken gréRer als 90% war. In nur wenigen
Fallen stimmte die 16S rDNS-Sequenz der untersuchten Klone zu 100% mit bereits
bekannten Sequenzen Uberein.

Um zu Uberprifen, ob es sich bei dem sequenzierten Klon um die nach BLAST-
Angaben identifizierte Gattung, Familie oder Subklasse handelt, wurden - analog zu
den Analysen der Referenzstdmme - Modellrestriktionen durchgefiuhrt. Nur bei
Bestatigung des BLAST-Ergebnisses durch die Modellrestriktion wurde der Klon
entsprechend des BLAST-Ergebnisses zugeordnet.

Das Habitat des nachsten phylogenetischen Verwandten nach NCBI-Auswertung ist
fur alle untersuchten Klone ein Boden/Sediment oder ein aquatisches System. Es
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handelt sich bei den identifizierten Klonen also durchgangig um apathogene

Umweltorganismen.

Aufgrund der Vergleiche mit den Referenzstammen und der Sequenzergebnisse
konnten etwa ein Drittel der untersuchten 16S-Klone taxonomisch eingeordnet
werden. Diese Ergebnisse sollten einen Einblick in die Diversitdat und
Zusammensetzung der Bakterienpopulationen in den Langsamsandfilter-Biofilmen
geben. Um die Anzahl der taxonomisch eingeordneten Bakterien zu erh6hen, wurden
Libraries zusammengefasst. Eine sinnvolle Zusammenfassung war anhand der
Ahnlichkeitsindizes moglich: Die Ergebnisse des Versuchsfilters, der bei 5-10°C
betrieben wurde, und des RWW-Filters wurden zusammengefasst, ebenso wie die
Ergebnisse aller Versuchsfilter, deren Betrieb bei 20-30°C erfolgte (Tab. 3.16).

Tabelle 3.16: Prozentuale Anteile der Klone an Hauptabstammungslinien

Filter mit Filter mit
Betriebstemperatur Betriebstemperatur
5-10°C 20-30°C
Proteobacteria 27% 12%
Nitrospira 0% 6%
Gram-positive Bacteria
o 1% 5%
mit niedrigem GC-Gehalt
Gram-positive Bacteria
. 1% 4,5%
mit hohem GC-Gehalt
Cytophaga/Flavobacteria-Gruppe 1% 3%
Planctomyces 1,5% 2%
Bacteria Division TM6 0% 2%
Chloroflexus 1% 0%
nicht taxonomisch eingeordnet 67,5% 64,50%

Die meisten taxonomisch eingeordneten Bakterien zahlen zu den Proteobacteria,
wobei Vertreter der alpha-, beta- und gamma-Subklassen detektiert wurden. In den
Filtern, deren Betrieb bei 5-10°C erfolgte, stellten die Proteobacteria das einzige
Phylum dar, dem eine grof3ere Anzahl der taxonomisch eingeordneten Bakterien
angehorten. Eine grolere Anzahl der 16S-Klone aus Filtern, deren

Betriebstemperatur bei 20-30°C lag, konnte neben den Proteobacteria den Gram-
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positiven Bakterien - sowohl mit hohem als auch mit niedrigem GC-Gehalt - und der
Hauptabstammungslinie Nitrospira zugeordnet werden.

3.3.2.2 Populationsanalyse der Bakterien in Langsamsandfilter-Biofilmen

mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)

e Eignungsprufung von CARD-FISH fur die Probenmatrix der Filtermaterialien

Die Filtermaterialproben waren zur Bestimmung des Anteils EUB338-markierter
Zellen an der GZZ mit der klassischen FISH-Methode untersucht worden, wozu
einfach fluoreszenzmarkierte Sonden verwendet werden. Bei der mikroskopischen
Auswertung dieser Proben fiel auf, dass das Fluoreszenzsignal vieler Bakterien
schwach war. Dieses Problem ist fir Umweltproben bekannt. Daher wurde eine neue
FISH-Methode getestet, die bereits im aquatischen Bereich gute Ergebnisse lieferte
(Pernthaler et al., 2002; Sekar et al., 2003). Bei dieser Methode werden Sonden
verwendet, die mit der Meerrettich-Peroxidase (horse-radish peroxidase = HRP)
markiert sind. Durch die Peroxidase wird das Tyramidsignal verstarkt, so dass die
Fluoreszenzsignale einzelner Zellen starker sind (Bobrow et al., 1989). Diese
Methode wird als catalysed reporter deposition (CARD)-FISH bezeichnet.

Fir die Eignungsprufung von CARD-FISH wurden die Sonden EUB338 und HGC69a
ausgewahlt. Da mit der Sonde EUB338 ein Grofteil der Organismen der Doméane
Bacteria nachgewiesen werden, kann mit ihr gepruft werden, ob CARD-FISH fur die
vorliegende Probenmatrix der Filtermaterialien geeignet ist. Zusatzlich wurde die
Sonde HGC69a verwendet, die spezifisch fur Gram-positive Bakterien mit hohem
GC-Gehalt ist. Zu den Gram-positiven Bakterien mit hohem GC-Gehalt zahlen
wichtige Bodenorganismen, wie 2z.B. Actinomyces und Streptomyces. Viele
grampositive Bakterien mit hohem GC-Gehalt sind aufgrund ihrer geringen Grofke —
insbesondere bei der vorliegenden Hintergrundfluoreszenz und der Autofluoreszenz
partikularer Bestandteile des zu untersuchenden Probenmaterials — mit der

einfachen FISH-Technik nicht nachweisbar.

Zur Kontrolle wurden Reinkulturen mitgefuhrt. Sie zeigten die erwarteten Ergebnisse
(Abb. 3.23): Die Sonde EUB338 band sowohl an E. coli als auch an Micrococcus
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luteus. Die Sonde HGC69a markierte dagegen nur M. luteus und nicht E. coli. Der
Versuch war somit auswertbar.

Um die unspezifischen Fluoreszenzsignale so weit zu reduzieren, dass
Bakterienzellen eindeutig erkannt werden konnten, mussten die Proben stark
gebleicht werden. Dadurch konnten zwar die Fremdsignale im Wellenlangenbereich
des Tyramids so gut wie vollstandig eliminiert werden, aber die Signale der
Bakterienzellen wurden ebenfalls signifikant verringert (Abb. 3.24). EUB338-
markierte Zellen konnten in den Filtermaterialproben nur vereinzelt detektiert werden,
HGC69a-markierte Zellen gar nicht. Die Fluoreszenzsignale des Farbstoffes DAPI
waren sehr intensiv bei den nach CARD-FISH-Methodik behandelten Proben. Es war
nicht moglich, die mit DAPI angefarbten Zellen eindeutig von den nicht-bakteriellen
Bestandteilen der Probe zu unterscheiden.

Wie diese Versuche gezeigt haben, eignet sich CARD-FISH nicht fur die vorliegende

Probenmatrix der Filtermaterialien.
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1a: EUB338; E. coli 1b: DAPI; E. coli

2a: HCG69a; E. coli 2b: DAPI; E. coli

3a: EUB338; M. luteus 3b: DAPI; M. luteus

4b: DAPI, M. luteus

Abbildung 3.23: Epifluoreszenzmikroskopische Auswertung der Kontrollansatze fur
CARD-FISH. In einer Reihe ist jeweils der gleiche Bildausschnitt von E. coli- und M.
luteus-Reinkulturen mit den Sonden EUB338 bzw. HGC69a und DAPI
(Referenzfarbstoff) zu sehen. Vergroflerung: 1000x, MaRbalken: 20 um.
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1a: EUB338 1b: DAPI

2a: HCG69a 2l

Abbildung 3.24: Epifluoreszenzmikroskopische Bilder der Filtermaterialprobe nach
CARD-FISH. Einzelne Bakterien wurden weder durch die FISH-Sonden noch mit
DAPI deutlich angefarbt. Die Bilder einer Reihe zeigen jeweils den gleichen

Bildausschnitt. Vergroferung: 1000x; MaRbalken: 20 pm.

e Populationsanalyse der Proteobacteria mittels Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung (FISH)

Die Auswertungen der ARDR-Analysen zeigten, dass Proteobacteria die
bedeutendste Bakteriengruppe im Filterbett der Langsamsandfilter sind. Mit der
ARDRA-Methode wurden Vertreter dominierender Bakteriengruppen erfasst. Eine
quantitative Aussage ist aber allein durch diese Methode nicht moglich. Daher wurde
zur Quantifizierung die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) gewahilt.

In den Clone Libraries der Langsamsandfilter wurden Vertreter der alpha-, beta- und
gamma-Subklassen der Proteobacteria nachgewiesen. Diese drei Subklassen
wurden in reprasentativen Proben der Versuchsfilter quantifiziert. Bei den
reprasentativen Proben handelt es sich um die Schmutzdecken der Versuchsfilter,

die mit alternativen Filtermaterialien betrieben wurden, sowie die Schmutzdecken
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und Schichten in 5 cm Tiefe der Lysimeter, die zur Untersuchung verschiedener
Filtermaterialien im halbtechnischen Mafstab und der Versuchsfilter zur

Untersuchung des Algenwachstums.

Die direkte Analyse der Bakterienpopulationen der Filtermaterialien war nicht
mdglich, da die Bakterien an den Oberflachen der Filtermaterialien hafteten und in
Biofilmen integriert waren. Daher musste zunachst eine Methode angepasst werden,
die die Bakterien von den Oberflachen der Filtermaterialien und aus den Biofilmen
Iost. Dies gelang durch die Kombination eines Abschuittelvorgangs mit
anschlieBender Ultraschallbehandlung. Im nachsten Schritt wurden die
Bakterienzellen durch Filtration konzentriert (modifiziert nach Pernthaler et al., 2001).
AnschlieRend konnten die Bakterienzellen durch die FISH-Methode mit Sonden, die
spezifisch flr die alpha-, beta- und gamma-Subklassen der Proteobacteria waren,
markiert werden. Die quantitative Auswertung der FISH-Proben erfolgte am
Epifluoreszenzmikroskop. Abbildung 3.25 zeigt exemplarisch mikroskopische Bilder
einer Filtermaterialprobe. Zur Kontrolle entsprechend des Top-to-Bottom-Verfahrens
und als BezugsgroRe wurden in jeder Probe neben einer Subklasse der
Proteobacteria auch alle Zellen der Domaine Bacteria mit der Sonde EUB338

identifiziert und quantifiziert.

Die Anzahl der alpha-, beta- und gamma-Proteobacteria in den untersuchten
Filtermaterialien ist in den Abbildungen 3.26, 3.27 und 3.28 als prozentualer Anteil
der EUB338-markierten Zellen dargestellt.

Die prozentualen Anteile aller drei detektierten Proteobacteria-Subklassen an den
Bacteria-Zellen sind in den Schmutzdecken der Lysimeter mit 35-55% deutlich hdher
als diese Anteile in den Schichten in 5 cm Tiefe der entsprechenden Filter (17-22%).
Dieser Unterschied zwischen den Schmutzdecken und Schichten in 5 cm Tiefe ist
unabhangig vom Filtermaterial der Lysimeter (Abb. 3.26). In den Versuchsfiltern zur
Untersuchung des Algenwachstums sind dagegen die Anteile der Proteobacteria an
den Bacteria-Zellen in den Schmutzdecken und Schichten in 5 cm Tiefe etwa gleich
(22-25%; Abb. 3.28).

In den Schmutzdecken der Versuchsfilter, die bei 5-10°C betrieben wurden, sind die

Anteile der Proteobacteria an den EUB338-markierten Zellen hoher als in den
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Versuchsfiltern, die bei 20°C und 30°C betrieben wurden. Auch hier ist kein

signifikanter Unterschied zwischen den Filtermaterialien zu sehen.

1a: ALF968 1b: EUB338

2a: BET42a

3a: GAM42a 3b: EUB338

Abbildung 3.25: Epifluoreszenzmikroskopische Bilder der alpha- (ALF968), beta-
(BET42a) und gamma- (GAM42a) Proteobacteria aus der Schmutzdecke des
Kokosfaser-Lysimeters. Die Bilder einer Reihe zeigen jeweils den gleichen
Bildausschnitt. Das linke Bild zeigt die Markierung mit der Bacteria-spezifischen
Sonde, das rechte Bild die Markierung mit der Subklassen-spezifischen Sonde.
Durch Pfeile sind einzelne alpha- und gamma-Proteobacteria kenntlich gemacht; auf
eine Markierung der beta-Proteobacteria wurde aufgrund der hohen Anzahl

verzichtet. Vergrélierung: 1000x, MaRRbalken: 20 pm.
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Schmutz-
decke

Kokos B GAM42a
0O BET42a
Sand j m ALF968
£
S Glas ]
Kokos [ |

0,00 20,00 40,00 60,00 80,00
% an EUB338-markierten Zellen

Abbildung 3.26: Anteil der alpha-, beta- und gamma-Proteobacteria an EUB338-
markierten Zellen in den Schmutzdecken und Schichten in 5 cm Tiefe der
Kokosfaser-  (Kokos), Glasgranulat- (Glas) und Sand-Lysimeter nach

dreieinhalbmonatiger Filterlaufzeiten (Wassertemperatur: 30°C).

B GAM42a
O BET42a
B ALF968

0,00 20,00 40,00 60,00 80,00
%an EUB338-markierten Zellen

Abbildung 3.27: Prozentuale Anteile der alpha-, beta- und gamma-Proteobacteria
an EUB338-markierten Zellen in den Schmutzdecken der Filtermaterialien
Kokosfasern (Kokos), Glasgranulat (Glas) und Sand aus den Versuchsfilter, die fur
vier bis sechs Wochen bei 5-10°C, 20°C und 30°C betrieben wurden.



Ergebnisse 107

F1
N ¢
= ]
§§ F2 1
» © |
F3 I m GAM42a
0 BET42a
F1 | m ALF968
s rl____]
Yo}
F3 —FI

0,00 20,00 40,00 60,00 80,00
% an EUB338-markierten Zellen

Abbildung 3.28: Prozentuale Anteile der alpha-, beta- und gamma-Proteobacteria
an EUB338-markierten Zellen in den Schmutzdecken und Schichten in 5 cm Tiefe
der  Versuchsfilter  zur Untersuchung des  Algenwachstums nach

dreineinhalbmonatiger Betriebszeit (Wassertemperatur 20°C).

In allen untersuchten Proben ist der Anteil der Proteobacteria der beta-Subklasse
deutlich héher als die Anteile der Proteobacteria der alpha- und gamma-Subklassen.

Die Ergebnisse aller FISH-Analysen wurden zusammengefasst und als
durchschnittliche Anteile der alpha-, beta- und gamma-Proteobacteria in den oberen
Schichten der Versuchsfilter dargestellt (Abb. 3.29). In den oberen
Filtermaterialschichten der untersuchten Langsamsandfilter geh6ren durchschnittlich
31% der EUB338-markierten Zellen den alpha-, beta- und gamma-Proteobacteria an.
Die grofte Gruppe davon stellen mit durchschnittlich 25% die beta-Proteobacteria,
wogegen die alpha-Proteobacteria mit 2% und die gamma-Proteobacteria mit 4% nur

geringe Anteile ausmachen.
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Abbildung 3.29: Durchschnittliche Anteile der alpha-, beta- und gamma-
Proteobacteria an den Bacteria-Zellen in den Schmutzdecke und 5 cm-Schichten
Filterschichten der Versuchfilter.

Sowohl die ARDRA- als auch die FISH-Analysen haben gezeigt, dass die
Proteobacteria — insbesondere die beta-Subklasse - einen groRen Anteil an der
Bakterienpopulation aller untersuchten Filterschichten und Filtermaterialien

unabhangig von den Betriebsparametern haben.
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4. Diskussion

Die Langsamsandfiltration ist eine alte, effektive und weit verbreitete Methode der
Trinkwasseraufbereitung. Sie wurde aus Ingenieursicht durch Anderung der Be-
triebsparameter optimiert. Die optimalen Voraussetzungen fir die LSF sind: gering
belastete Rohwasser (geringe Trubstoff- und DOC-Gehalte), das Vorhandensein ge-
eigneter Sande als Filtermaterialien, geringe bis mittlere Temperaturen (5-15°C),
Sonneneinstrahlungen von durchschnittlich kurzer Dauer sowie geringer Intensitat
und geringe bis mittlere Nahrstoffgehalte in den Wassern. Unter diesen Bedingungen
erzielen die Langsamsandfilter 6konomische Laufzeiten und optimale Rulckhalte-
leistungen. Es treten in der Regel keine Algenbliten und keine hohen bakteriellen
Produktivitaten auf, die zur schnellen Kolmation der Filter fihren konnen. Die Be-
triebseigenschaften und Leistungen der Langsamsandfilter sind unter diesen opti-
malen Rahmenbedingungen bekannt. Anderungen dieser Bedingungen, wie
schlechtere Rohwasserqualitdten und Sonneneinstrahlung von langerer Dauer sowie
hoherer Intensitat, beeinflussen die Betriebseigenschaften und Leistungen der Filter
negativ (Visscher, 1990; Collins et al., 1991; DVGW-Arbeitsblatt W213, Teil IV).

Die fur die Leistungen der Filter grundlegenden biologischen Vorgange im Filterbett
sind nur im Ansatz untersucht. Bei der Optimierung der Langsamsandfiltration durch
Anderungen der Betriebsparameter wurden die Vorgange im Filterbett als ,Black-
Box“ behandelt. Daher ist Uber die Diversitat und Zusammensetzung der Biozdnose
in Langsamsandfiltern wenig bekannt. Von besonderer Bedeutung fur die biologi-
schen Mechanismen ist die autochthone Bakterienpopulation der Langsamsandfilter-
Biofilme. Es ist davon auszugehen, dass Anderungen in der autochthonen Bakteri-
enpopulation auch die Filtereigenschaften und -leistungen beeinflussen, wie es fur
andere natlrliche Habitate beschrieben ist (Griffiths et al., 2004). Zu Anderungen in
der autochthonen Population kann es durch Modifikation der auf3eren Einflisse, die
auf das offene System der Langsamsandfilter wirken, kommen.

Die Bakterienpopulationen von Langsamsandfiltern, die der Trinkwasseraufbereitung
dienen, wurden bisher nur mittels kultureller Methoden untersucht (Calaway et al.,
1952; Calaway, 1957; Bruces und Hawkes, 1983; Bahgat et al., 1999). Daher war
das Hauptziel der vorliegenden Arbeit, einen Einblick in die Diversitat und Zusam-
mensetzung der Bakterienpopulationen von Langsamsandfiltern mittels klassisch-

mikrobiologischer, biochemischer und molekularbiologischer Methoden zu erlangen.
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Dabei stand der Vergleich der Bakterienpopulationen von Langsamsandfiltern, die
unter verschiedenen grenzwertigen bzw. nicht-optimalen Bedingungen betrieben

wurden, im Fordergrund.

4.1 Ruckhaltung hygienisch relevanter Mikroorganismen durch Langsam-

sandfilter

4.1.1 Ruckhalteleistungen von Langsamsandfiltern unter verschiedenen,

nicht-optimalen Rahmenbedingungen

Das Hauptziel der Langsamsandfiltration ist die Ruckhaltung hygienisch relevanter
Mikroorganismen. Daher wurden die Versuchsfilter zunachst anhand der Ruckhalt-
leistungen charakterisiert.

Die Beurteilung der Ruckhalteleistungen erfolgt in Analogie zur Beurteilung der mik-
robiologischen Trinkwasserqualitat, welche sich auf den Nachweis von Indikatoror-
ganismen stutzt (s. Kapitel 1.1.3.2, S. 9). Coliforme Bakterien, E. coli, Enterokokken
und C. perfringens sind Indikatoren fur potentielle fakale Verunreinigungen. Die re-
gelmaliige Kontrolle der Anzahl heterotropher Bakterien, die bei 20°C und 36°C zur
Kolonienbildung fahig sind (KBE bei 20°C und KBE bei 36°C), soll Hinweise auf a-
normale Veranderungen der Bakterienzahlen geben.

e Abhéangigkeit der relativen Ruckhaltleistung von der Qualitat des Zulaufs

Es wurden Versuchsanlagen an zwei Standorten betrieben. Ein wesentlicher Unter-
schied der Versuchsanlagen war die Qualitat des Zulaufs (s. Tab. 3.6, S. 65). Der
Zulauf der Versuchsanlagen des IfW, Schwerte ist das gering belastete Oberfla-
chenwasser der Ruhr, das durch die Zugabe von Hefeextrakt und Ammonium modifi-
ziert wurde. Die Versuchsanlagen des IWW, Mulheim wurden mit dem anthropogen
stark belasteten Ablauf des Emscherklarwerks Dinslaken beaufschlagt.

Insgesamt sind die ermittelten, maximalen Ruckhalteleistungen der Filter, die mit
dem Ablauf des Emscherklarwerks betriebenen wurden, hoher als die der Versuchs-
anlagen, die mit Ruhrwasser beaufschlagten wurden (s. Tab. 3.1, S. 57, Tab. 3.3, S.
62 und Tab. 3.5, S. 64). Ein Vergleich der beiden Zulaufe zeigt, dass neben den
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Trubstoffen auch die Belastung mit Indikatororganismen fir das Wasser aus dem
Emscherklarwerk héher war als die des Oberflachenwassers der Ruhr. Der Anteil
zuruckgehaltener Bakterien nahm zu, wenn die Trubstoff- und Bakteriendichte im
Zulauf ebenfalls zunahm. Dieses Phanomen wurde bereits mehrfach fur Retentions-
bodenfilter beschrieben (Hagendorf et al., 2003; Grobe et al., 2005). Mit ansteigender
Bakteriendichte im Zulauf nimmt die Wahrscheinlichkeit zu, dass Bakterien auf Ober-
flachen treffen, an denen sie durch Adsorptionskrafte zurickgehalten werden. Zudem
tragen héhere Tribstoffgehalte zu einem Flockungseffekt im Uberstau bei, so dass
Bakterien haufiger in Aggregaten mit anderen partikularen Substanzen vorliegen. Die
Entfernung von Partikeln durch Filtrationsprozesse ist ein groéRenabhangiger Pro-
zess. GroRere Partikel, wie z.B. Aggregate, werden zu einem hdheren Anteil aus
dem Wasser entfernt als kleinere, frei vorkommende Partikel, einschliellich der
Bakterien.

Die unterschiedlichen Ruckhalteleistungen verschiedener Typen an Indikatororga-
nismen durch die Langsamsandfiltration sind auf die spezifischen Eigenschaften der
jeweiligen Organismen zurUckzufuhren. So werden Bakterien oder Viren gleicher
ZellgroRe, aber verschiedener Spezies, in unterschiedlichem Ausmal} eliminiert
(Herbold-Paschke et al., 1991; Matthess et al., 1991). Die Eigenschaften ihrer Zell-
oberflachen, ihre Mobilitat, ihr physiologischer Zustand, ihre Fahigkeit extrazellulare
polymere Substanzen (EPS) zu bilden und ihre Widerstandsfahigkeit im fremden Mi-
lieu entscheiden ebenso wie mdgliche Resistenzeigenschaften iber ihre Uberle-

bensdauer und ihren Transport durch den Filter.

Unabhangig von der Betriebstemperatur und dem Filtermaterial verringerten die mit
Oberflachenwasser der Ruhr beaufschlagten Versuchsfilter und Lysimeter die Anzahl
der autochthonen Bakterien im zu reinigenden Wasser nur gering bis gar nicht. Die
Versuchsfilter, die mit dem Ablauf des Emscherklarwerks betrieben wurden, hielten
dagegen 2-3 log-Stufen sowohl der autochthonen und allochthonen Bakterien zu-
ruck. Dies kann zum Einen — ebenso wie die hoheren Ruckhalteleistungen fur Indi-
katororganismen fur fakale Verunreinigungen — auf den hoheren Trubstoffgehalt und
die héhere mikrobielle Belastung des Wasser aus dem Emscherklarwerk zurtickzu-
fuhren sein. Zum Anderen ist das Hefeextrakt, das dem Ruhrwasser zur kinstlichen
DOC-Erhohung zugesetzt wurde, fur Bakterien wesentlich einfacher zu nutzen als
die Substanzen des naturlichen DOCs. Die Zugabe des Hefeextrakts in Kombination
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mit hohen Betriebstemperaturen (20°C und 30°C) kann zu einem erhdhten Wachs-

tum in und Austrag der Bakterien aus den Langsamsandfilter-Biofilmen fuhren.

e Temperaturabhangigkeit der Rickhalteleistungen

Die Ruckhalteleistungen von coliformen und allochthonen Bakterien nahm in den
Versuchsfiltern mit Anstieg der Betriebstemperatur ab (s. Tab. 3.1, S. §7). Die paral-
lele Abnahme der Ruckhaltung coliformer und allochthoner Bakterien ist darauf zu-
ruckzufihren, dass die coliformen Bakterien eine Teilgruppe der allochthonen Bakte-
rien darstellen. Auf die Rickhaltung der Ubrigen Indikatororganismen scheint die Be-
triebstemperatur keinen Einfluss zu haben.

Coliforme Bakterien fielen insbesondere bei Betriebstemperaturen von 30°C auf.
Wahrend der gesamten sechswdchigen Laufzeit der Versuchsfilter wurden coliforme
Bakterien durch alle drei Filtermaterialien, Sand, Glasgranulat und Kokosfasern nicht
zuruckgehalten, sondern ausgetragen. Diese Austragung deutet auf eine Akkumula-
tion und signifikante, unerwiinschte Vermehrung coliformer Bakterien im Uberstau
und Filterbett hin (s. Kapitel 4.1.3, S. 116). Die verbleibenden Indikatororganismen,
deren Ruckhaltung untersucht wurde, scheinen sich entweder nicht im Filterbett zu

vermehren oder werden nicht so leicht ausgetragen wie die coliformen Bakterien.

e Eignung alternativer Filtermaterialien fur die Rickhaltung hygienisch rele-

vanter Mikroorganismen

Die Versuchsfilter mit Glasgranulat hielten etwa so viele hygienisch relevante Bakte-
rien zurtick wie der parallel betriebene Versuchsfilter mit Sand. Die gleiche Rickhal-
teleistung von Glasgranulat mit einer Kérnung von 0,2-5 mm und Sand mit einer Kor-
nung von 0,2-2 mm scheint widersprichlich zu der zunehmenden Durchlassigkeit
eines Filterkdrpers mit ansteigender Korngrdéf3e. In grobkdrnigen Materialien oder bei
geringer Inhomogenitat kdnnen auch groliere Zellen leichter durch das Filtermaterial
gelangen (Baars, 1963; Herbold-Paschke et al., 1991). Die Eigenschaften des Glas-
granulats und des Sandes wurden jedoch durch die Bildung der Schmutzdecke und
den Biofilmen auf den Oberflachen der Filtermaterialien verandert (s. Kapitel 3.3, S.
76ff.). Die Grolde der Porenraume wurde durch die Biofilme verringert und die che-

misch-physikalischen Eigenschaften der Oberflachen der Filtermaterialien verander-
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ten sich (Mauclair et al., 2004). Den vorliegenden Ergebnissen zufolge fungieren die
Filtermaterialien als Trager der Biofilme und mit zunehmender Laufzeit des Filters
nimmt die Bedeutung der Biofilme zu- und die der Filtermaterialien ab.

Die Ruckhalteleistungen der Kokosfasern sind geringer als die der beiden anderen
Materialien. Es sind haufiger Austragungen hygienisch relevanter Bakterien zu beo-
bachten.

Nach vierzehnwdchiger Filterlaufzeit wies das Kokosfaserlysimeter zudem einen ho-
hen Druckverlust und anaerobe Verhaltnisse in den Filterablaufen auf. Die Schmutz-
decke dieses Lysimeters wurde daraufhin entfernt und der Filter sofort wieder in Be-
trieb genommen. Anschlie3end entsprachen die Rlckhalteleistungen des Kokosfa-
serlysimeters denen der Lysimeter mit den Filtermaterialien Sand und Glasgranulat,
die nicht geschalt wurden. Dies spricht dafur, dass fur Kokosfasern die Schmutzde-
cke von weniger grundlegender Bedeutung fur das Erzielen guter Ruckhalteleistun-
gen ist, als dies vom Filtermaterial Sand bekannt ist und auch flr das Filtermaterial
Glasgranulat zu gelten scheint (Burman, 1962; Hijnen et al., 2004). Der Kokosfaser-
filter scheint als Tiefenfilter zu fungieren, wahrend bei dem Sand- und Glasgranulat-
filter die Ruckhalteleistungen zu mehr als 90% in der Schmutzdecke und der direkt
daran anschlie3enden Filterschicht erfolgen.

Kokosfasern sind pflanzlichen Ursprungs und faserférmig, wahrend Glasgranulat und
Kokosfasern anorganische Materialien sind und in granuléser Form vorliegen. Aus
hygienischer Sicht scheinen anorganische, granulose Materialien besser fur die

Langsamsandfiltration geeignet zu sein als organische, faserférmige Stoffe.

e Einfluss von Auflageschichten und Algen auf die Rickhalteleistung

Auflageschichten aus Kies, Bims und Kokosfasern verlangerten zwar die Laufzeiten
von Langsamsandfiltern, beeinflussten aber nicht deren Ruckhalteleistungen. Durch
die Auflageschichten konnte das Ziel erreicht werden, die Filterlaufzeiten zu verlan-
gern, ohne die Riuckhalteleistungen negativ zu beeinflussen. Theoretisch ware sogar
eine Steigerung der Ruckhalteleistungen madglich gewesen, da sich die Filtrations-
strecke durch die Auflageschichten verlangerte.

Ebenfalls keinen Einfluss auf die Ruckhaltung hygienisch relevanter Mikroorganis-

men zeigte die Menge der Algen in der Schmutzdecke. Da fadige Algen die
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Schmutzdecken stabilisieren und zu einer Art Auflageschicht aufbauen konnen, hatte
sich auch hier die Ruckhalteleistung steigern konnen (McNair et al., 1987).

Die Versuchsfilter erzielten etwa die gleichen Ruckhalteleistungen wie die Langsam-
sandfilter, die unter optimalen Bedingungen betrieben wurden (s. Tab. 1.2, S. 8, Tab.
3.1, S. 57, Tab. 3.3, S. 62 und Tab. 3.5, S. 64). Eine schlechtere Rohwasserqualitat
in Form von hohen Trubstoff- und Bakterienkonzentrationen kann sogar zu einer
Steigerung der relativen RuUckhalteleistung flhren. Fir coliforme Bakterien ist die
Ruckhaltung durch die Versuchsfilter bei hoheren Temperaturen (30°C) verringert.
Aus hygienischer Sicht eignen sich Glasgranulat gut und Kokosfasern bedingt als

alternative Filtermaterialien flr die Langsamsandfiltration.

4.1.1.1 Bedeutung der Biofilme fur die Ruckhalteleistungen der Langsam-

sandfilter

Die Ruckhalteleistung der Lysimeter war in den ersten vier Versuchswochen gering
und unterlag starken Schwankungen. Die Ursache dafur sind die neu eingefullten
Filtermaterialien. Ein Langsamsandfilter muss zunachst ,reifen®, d.h. die Schmutzde-
cke und die Biofilme auf den Oberflachen der Filtermaterialien missen sich entwi-
ckeln. Nur reife Filter sind zu maximalen und konstanten Ruckhalteleistungen fahig
(Hijnen et al., 2004). Bei ganz neuen Filtern, in denen der Reifungsprozess das ge-
samte Filterbett betrifft, kann dieser Vorgang drei bis sechs Wochen dauern (Bahgat
et al., 1999; Calvo-Bado et al., 2003b).

Eine sehr geringe bis keine Ruckhaltung der Indikatoren lag nach jeder Betriebspau-
se vor. Nach viertagiger Betriebszeit erzielten die Filter, die bereits Uber Biofilme
verfugten, maximale Ruckhalteleistungen (s. Abb. 3.4; S. 61). In der dreitagigen Be-
triebspause fielen die Lysimeter trocken, wodurch die Schmutzdecken sichtbar auf-
rissen. Die erhdhte hydraulische Durchlassigkeit durch die aufgerissenen Schmutz-
decken kann eine Ursache fur die verringerte Ruckhalteleistung unmittelbar nach der
erneuten Inbetriebnahme sein. Die Bedeutung einer intakten Schmutzdecke zeigt
sich in der um 1-2 log-Stufen geringeren Rickhaltung von Bakterien durch Langsam-
sandfilter ohne Schmutzdecke als durch Filter mit Schmutzdecke (Hijnen et al.,
2004). Ein weiterer Faktor, der fur diese verringerte Ruckhaltung verantwortlich sein
konnte, ist die Veranderung der Filterbiozonose wahrend des Trockenfallens. In der
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Zeit, in welcher der Filter trocken gefallen ist, sind weniger Wasser und mehr Sauer-
stoff im Filterbett vorhanden. Diese Faktoren beeinflussen die Aktivitat der vorhande-

nen Mikroorganismen und die Beschaffenheit der Biofilme.

4.1.2 Vorbelastung der Filtermaterialien mit hygienisch relevanten Bakterien

Die drei als Filtermaterialien verwendeten Rohstoffe Sand, Glasgranulat und Kokos-
fasern wurden auf coliforme Bakterien und E. coli untersucht. Um Filtermaterialien in
dem Zustand zu untersuchen, wie sie zu Beginn der Filterlaufzeiten vorlagen, wurden
die Materialien unmittelbar vor Versuchsbeginn aus den Filtern entnommen. Die Ko-
kosfasern waren unbehandelt in die Filter gefullt worden. Der Sand lag gewaschen
vor und das Glasgranulat war mehrfach mit heiRem Wasser gewaschen sowie an-
schliefend 1 Stunde bei 180°C getrocknet worden.

Bei Glasgranulat und Sand waren keine coliformen Bakterien und E. coli kulturell
nachweisbar. Eine deutliche Belastung mit coliformen Bakterien und eine geringe
Belastung mit E. coli lag dagegen bei den Kokosfasern vor. Aufgrund dieser mikro-
biellen Vorbelastung der Kokosfasern kam es wahrscheinlich zur Vermehrung coli-
former Bakterien und E. coli in den ersten Betriebswochen neu beflllter Kokosfaser-
filter.

Alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Kokosfasern stammen aus einer Charge.
Eine allgemeine Aussage Uber die Belastung von Kokosfasern mit coliformen Bakte-
rien und E. coli ist daher nicht moglich. Die Kokosfasern stammen aus Sri Lanka.
Eine Kontamination der Kokosfasern mit coliformen Bakterien und E. coli ist bei der
Herstellung und dem Transport durch direkte oder indirekte fakale Verunreinigungen
moglich. Die Kokosnusse werden nach der Ernte zum Quellen in Lagunen gelegt. In
den Subtropen und Tropen zahlen hygienisch relevante Bakterien wie E. coli und
Salmonella spp. zur naturlichen Biozonose von Boden und Gewassern (Hardina und
Fujioka, 1991; Solo-Gabriele et al., 2000; Byappanahalli et al., 2003; Winfield und
Groisman, 2003) und damit auch potentiell zu der autochtonen Population von Lang-
samsandfilter-Biofilmen. Die Kokosfasern werden nach der Trennung von den Nus-
sen zwar an der Luft getrocknet, aber eine Restfeuchte bleibt in den Pflanzenfasern
zurlck. Wie Laborversuche zeigten, reichte ein Trocknen der Kokosfasern bei 20-

60°C nicht zur Abtétung der coliformen Bakterien und E. coli aus. Eine weitere po-
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tentielle Quelle fur fakale Verunreinigungen sind Tiere in den Containern, in denen
die Kokosfasern nach Europa verschifft werden. Aufgrund dieser Kontaminations-
quellen sollte generell mit einer Vorbelastung an hygienisch relevanten Mikroorga-
nismen gerechnet werden.

Fir die Kokosfasern wurden, in Analogie zu der Vorbehandlung des Glasgranulats,
Hitzebehandlungen zur Abtétung der im Rohmaterial enthaltenen coliformen Bakteri-
en und E. coli gepruft. Nach einer einstindigen Hitzebehandlung der Kokosfasern bei
70°C waren coliforme Bakterien und E. coli kulturell nicht mehr nachweisbar. Sollten
Kokosfasern als Filtermaterial verwendet werden, ist eine entsprechende Vorbe-
handlung empfehlenswert.

Bei den nachgewiesen coliformen Bakterien, die in den Kokosfasern und dem Filtrat
des Kokosfaserfilters nachgewiesen wurden, handelt es sich um fakultativ pathogene
Arten der Gattungen Enterobacter, Citrobacter und Escherichia. Diese Bakterien
kénnen fur Menschen mit einem schwachen Immunsystem, wie z.B. Kleinkinder, alte-
re sowie immunsupprimierte Menschen, ein Gesundheitsrisiko darstellen. Durch die-
se Bakterien werden jedoch keine Epidemien ausgelost. Die coliformen Bakterien
und E. coli sind Indikatororganismen, die auf fakale Verunreinigungen hinweisen
sollen. Fakale Verunreinigungen kdnnen die Quelle pathogener, Epidemie ausldsen-
der Mikroorganismen sein, die sich Uber das Trinkwasser ausbreiten. Da coliforme
Bakterien und E. coli zur natlrlichen Population in Béden und Gewassern der Tropen
zahlen, kann man von dem Vorhandensein dieser Indikatororganismen in tropischen
Regionen nicht auf fakale Verunreinigungen und die damit verbundenen hygieni-

schen Risiken schliel3en

4.1.3 Elimination, Akkumulation oder Vermehrung hygienisch relevanter Mik-

roorganismen im Filterbett

Wahrend der Passage des Rohwassers durch den Langsamsandfilter werden Bakte-
rien aus dem Rohwasser eliminiert und im Filterbett zuriickgehalten. Uber den
Verbleib der im Filterbett zuriickgehaltenen hygienisch relevanten Bakterien ist bis-
her wenig bekannt. Das Ziel ist eine Elimination pathogener Mikroorganismen. Nicht
erwunscht dagegen ist die Akkumulation und Vermehrung pathogener Mikroorga-

nismen im Filter.
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Das Uberleben und die Vermehrungsfahigkeit hygienisch relevanter Bakterien sind
abhangig von den Milieubedingungen. Die Indikatororganismen coliforme Bakterien
und E. coli konnten sich in den Versuchsfiltern bei Temperaturen von 20°C und 30°C
sowie hohem Nahrstoffangebot vermehren (s. Tab. 3.7, S. 69 und Tab. 3.8, S. 69).
Eine hohe Anzahl Legionella sp. wurde von Calvo-Bado et al., 2003a in den Filter-
materialien von Langsamsandfiltern, die der Wasseraufbereitung in Gewachshausern
dienten, nachgewiesen. Die Vermehrung der Legionellen wird ebenfalls auf die er-
hohte Temperatur im Gewachshaus zurtuckgefuhrt. Calvo-Bado und Kollegen emp-
fehlen den Betrieb der Langsamsandfilter aul3erhalb der Gewachshauser bei niedri-
geren Temperaturen, um die Vermehrung hygienisch relevanter Bakterien zu ver-
meiden. Das Potential der unerwiinschten Vermehrung hygienisch relevanter Mikro-
organismen im Langsamsandfilter muss bei dem Einsatz dieser Technologie in Ge-
bieten mit entsprechenden Rahmenbedingungen bedacht werden. Durch die starke
Belastung der Filtermaterialien mit hygienisch relevanten Mikroorganismen kann es
zu Ausspulungen oder Durchbrichen kommen, was zu einer erhdhten Belastung des
Filtrats fahrt. Daher sind der Langsamsandfiltration bei entsprechenden Temperatur-
und Nahrstoffbedingungen unbedingt weitere Aufbereitungsschritte, evtl. in Kombi-
nation mit einer Desinfektion, nachzuschalten.

Coliforme Bakterien und E. coli sind daher als Indikatororganismen fur fakale Verun-
reinigungen in tropischen Regionen nicht geeignet, da sie zur autochthonen Popula-
tion von Bdden und Gewassern zahlen und sich unter entsprechenden klimatischen
Bedingungen im Filter ansiedeln und vermehren kdénnen (Hazen und Toranzos,
1990; Winfield und Groisman, 2003; s. Kapitel 4.1.2, S. 115).

4.2  Fluoreszenz-Mikrokolonie-Hybridisierung (FMH) als alternatives Nach-

weisverfahren fur Indikatororganismen

Die Indikatororganismen E. coli, coliforme Bakterien und Enterokokken werden ent-
sprechend der Trinkwasserverordnung 2001 mittels kultureller Methoden nachgewie-
sen. Mit diesen klassisch-mikrobiologischen Verfahren werden nur die Bakterien er-
fasst, die unter den selektiven Bedingungen der kulturellen Verfahren zur Ausbildung
makroskopisch sichtbarer Kolonien fahig sind. Mit den zeitaufwendigen, kulturellen
Verfahren werden jedoch nicht alle vermehrungsfahigen und potentiell virulenten
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Bakterien erfasst. Eine schnellere und sensitivere Methode stellten die auf Genson-
den basierenden Hybridisierungsverfahren wie FISH dar. FISH ermdglicht die in situ-
Identifikation und Quantifikation von Bakterien. Je nach Wahl der Sondensequenz
konnen Bakterien, die zu einer phylogenetischen Gruppe zahlen, nachgewiesen
werden. Die Zielstrukturen von FISH, die 16S oder 23S rRNS in den Ribosomen, lie-
gen nur in stoffwechselaktiven Zellen in hoher Kopienzahl vor (Amann et al., 1995).
Bei der einfachen FISH-Methode ist eine hohe Kopienanzahl der Ribosomen not-
wendig, damit genugend Sonden binden konnen und ein entsprechend starkes Fluo-
reszenzsignal fur die Auswertung entsteht (Moter und Gobel, 2000). Somit werden
nur stoffwechselaktive Zellen detektiert, die — ahnlich wie bei dem kulturellen Nach-
weis — als potentiell virulent eingestuft werden. Zielorganismen, die durch Umwelt-
stress geschadigt sind oder sich im VBNC-Stadium befinden, wirden durch FISH im
Gegensatz zu den kulturellen Verfahren ebenfalls detektiert, vorausgesetzt die An-

zahl der Zielstrukturen ist hoch genug.

FUr den direkten Nachweis der Indikatororganismen in den Zu- und Ablaufproben der
Versuchsfilter erwies sich FISH als nicht geeignet. Aufgrund der niedrigen Anzahl an
Indikatororganismen im Verhaltnis zu der Gesamtzellzahl und der Vielzahl an Parti-
keln wurden keine eindeutigen Fluoreszenzsignale erzielt. Die Proben waren nicht
auswertbar.

In vergleichbaren komplexen Matrizes hatte sich bereits die sogenannte Fluores-
zenz-Mikrokolonie-Hybridisierung (FMH) zum Nachweis von Indikatororganismen als
geeignet erwiesen (Meier et al., 1997; Ootsubo et al., 2003). Bei dieser Methode
werden die Indikatororganismen zunachst unter geeigneten Bedingungen zur Mikro-
koloniebildung angeregt. Die Begleitflora wird je nach Selektionsgrad der Anzuchtbe-
dingungen reduziert. Dadurch wird das ungunstige Verhaltnis der Indikatororganis-
men zur Gesamtzellzahl aufgehoben. AulRerdem sind die Mikrokolonien durch ihre
Grolde und markante Morphologie eindeutig von Partikeln zu unterscheiden, wahrend
der Unterschied zwischen Partikeln und einzelnen Bakterienzellen oft schwierig ist.
Die Anzucht sowie Detektion von Enterobacteriaceae-, E. coli- und Enterokokken-
Reinkulturen und -Umweltisolaten war unter den angegebenen Bedingungen erfolg-
reich. Etwa 100% der E. coli- und Enterokokken-Zellen, die mit den kulturellen Me-
thoden in den aufgestockten Zulaufproben nachgewiesen wurden, wurden auch mit
der FMH-Methode detektiert (s. Tab. 3.9, S. 73). Fur die Familie der Enterobacteria-
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ceae lag die Wiederfindung dagegen bei fast 200%. Dies ist darauf zurtckzufuhren,
dass mit der kulturellen Methode die Gruppe der coliformen Bakterien und mit der
FMH-Methode die Familie der Enterobacteriaceae nachgewiesen wird. Coliforme
Bakterien zeichnen sich durch die physiologische Eigenschaft aus, Galactopyranosi-
de spalten zu koénnen. Diese Fahigkeit ist auf das Vorhandensein der B-D-
Galaktosidase zuruckzufuhren. 74 der 117 bekannten Enterobacteriaceae-Arten be-
sitzen dieses Enzym und zahlen zu den coliformen Bakterien (Holt et al., 1994). Die
Familie der Enterobacteriaceae umfasst neben den coliformen Bakterien weitere
Gattungen, die grofRtenteils ebenso wie die Gruppe der coliformen Bakterien fur den
Nachweis fakaler Verunreinigungen geeignet sind (Ootsubo et al., 2003). Da die Fa-
milie der Enterobacteriaceae mehr Arten umfasst als die coliformen Bakterien, wur-
den durch Einsatz der Enterobacteriaceae-Sonde ProbeD bei der FMH-Methode
mehr Bakterien in den aufgestockten Zulaufproben nachgewiesen als mit dem kultu-
rellen Nachweis der coliformen Bakterien.

Ein Vergleich der parallel durchgefuhrten kulturellen Verfahren und der FMH-
Methode anhand statistischer Auswertungen zeigt flr die drei untersuchten Indika-
tororganismen unterschiedliche Ergebnisse:

o coliforme Bakterien/Enterobacteriaceae

Wie schon die Wiederfindungsrate der aufgestockten Zulaufproben gezeigt hat, wer-
den auch in nicht-aufgestockten Zu- und Ablaufen mehr Enterobacteriaceae mit der
FMH-Methode detektiert als coliforme Bakterien mit der kulturellen Methode (s. Abb.
3.6, S. 74). Insgesamt ist der Box-Whiskers-Plot der FMH-Methode (Nachweis der
Enterobacteriaceae) etwa 1 log-Stufe nach oben verschoben im Vergleich zu dem
Box-Whiskers-Plot der kulturellen Methode (Nachweis der coliformen Bakterien). Die
Box-Whiskers-Plots beider Nachweisverfahren erstrecken sich jeweils Uber etwa eine
log-Stufe. Diese statistischen Auswertungen und die hohe Korrelation (s. Tab. 3.10,
S. 75) dieser beiden Verfahren sprechen fur die potentielle Einsetzbarkeit der FMH-
Methode zum Nachweis von Enterobacteriaceae als Alternative zum kulturellen
Nachweisverfahren fur coliforme Bakterien.

o E.coli

Der Box-Whiskers-Plot des kulturellen Nachweisverfahrens fur E. coli umfasst etwa
zwei log-Stufen, wahrend sich der Box-Whiskers-Plot des FMH-Nachweisverfahrens
fur E. coli Uber etwa 4,5 log-Stufen erstreckt (s. Abb. 3.6, S. 74). Demnach wurden

mit der FMH-Methode bis zu drei log-Stufen weniger oder mehr E. coli nachgewiesen
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als mit der kulturellen Methode. Diese geringe Ubereinstimmung der mit den beiden
Verfahren nachgewiesenen E. coli-Anzahlen spiegelt sich ebenfalls in der geringen
Korrelation der beiden Methoden wider (s. Tab. 3.10, S. 75). Ursache fur diese Diffe-
renzen konnen die unterschiedlichen Selektivitdtsgrade der Anzuchtbedingungen fur
die Mikrokolonie-Bildung der FMH-Methode und fur die MPN-Reihe der kulturellen
Methode sein. Die Mikrokoloniebildung erfolgte auf einem Vollimedium bei einer In-
kubationstemperatur von 44°C und aeroben Bedingungen. Der Nachweis von E. coli
mit dem kulturellen Verfahren erfolgt dagegen in einem flissigen Nahrmedium unter
anaeroben Verhaltnissen bei 36°C. E. coli-Zellen sind in dem kulturellen Verfahren
uber den Besitz der B-Glucuronidase definiert. Es sind jedoch auch B-Glucuronidase-
negative E. coli-Stamme bekannt (Regnault et al., 2000). Diese Stamme werden mit
dem kulturellen Verfahren nicht detektiert, wohl aber mit den auf Gensonden basie-
renden Technologien. Die Anzuchtbedingungen der FMH-Methode sind zudem we-
niger selektiv als die des klassisch mikrobiologischen Verfahrens. Dementsprechend
konnen sich bei der FMH-Methode mehr Bakterien der Begleitflora vermehren als bei
dem kulturellen Verfahren und die E. coli-Zellen an der Mikrokolonie-Bildung hindern.
Dies wurde dazu fuhren, dass mit dem kulturellen Verfahren mehr E. coli-Zellen
nachgewiesen wurden. Die weniger selektiven Anzuchtbedingungen der FMH-
Methode ermdglichen jedoch vorgeschadigten E. coli-Zellen und B-Glucuronidase-
negative E. coli-Stammen die Vermehrung, welche unter stark selektiven Bedingun-
gen nicht erfolgen kénnte. Dementsprechend kénnen mit der FMH-Methode auch
mehr E. coli-Zellen detektiert werden als mit dem kulturellen Verfahren.

Die in der vorliegenden Arbeit etablierte FMH-Methode ist fir den Nachweis von E.
coli noch nicht ausgereift. Eine Angleichung der Selektivitat der Anzuchtbedingungen
wirde wahrscheinlich zu einer héheren Korrelation der beiden Verfahren fuhren.

o Enterokokken

Fir den Nachweis der Enterokokken mittels FMH wurden zwei, sich erganzende
Sonden verwendet: die Sonde Enc131, mit der die meisten und in der Umwelt hau-
figsten Enterokokken mit Ausnahme von E. faecalis nachwiesen werden kénnen, und
die Sonde Efs130, die spezifisch fur E. faecalis ist (Meier et al., 1997). So konnten
alle in Wasserproben haufig vorkommenden Enterokokken, die auf fakale Verunrei-
nigungen hinweisen, erfasst werden.

Die Korrelation der FMH- und der kulturellen Methode fur den Indikatorparameter
Enterokokken ist hoch (s. Tab. 3.10, S. 75). Mit der FMH-Methode werden mehr En-
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terokokken nachgewiesen als mit der kulturellen Methode, was an dem um etwa 2
log-Stufen hdher liegenden Box-Whiskers-Plot der FMH-Methode im Vergleich zum
Box-Whiskers-Plot der kulturellen Methode zu erkennen ist (s. Abb. 3.6, S. 74). Die
Box und die Whiskers der kulturellen Methode erstrecken sich Uber einen grofReren
log-Stufenbereich als die der FMH-Methode. Dies spricht fur eine grof3ere Streuung
der Ergebnisse. Die genannten Unterschiede sind moéglicherweise auf den Nachweis
von Kolonien unterschiedlichen Alters durch die beiden Verfahren zurickzufiuhren.
Bei der FMH-Methode werden Mikrokolonien nachgewiesen. Aufgrund der stark se-
lektiven Anzuchtbedingungen bilden sich moglicherweise nicht alle Mikrokolonien zu
groflien, mit dem blofen Auge sichtbaren Kolonien aus. Die vorliegenden Ergebnisse
sprechen fur den Einsatz der FMH-Methode als alternatives Verfahren fir den

Nachweis von Enterokokken.

Nach den vorliegenden Ergebnissen ist die FMH-Methode durchaus geeignet als al-
ternatives Nachweisverfahren fur die Indikatorparameter Enterobacteriaceae und
Enterokokken. Fur den Parameter E. coli mussten die selektiven Anzuchtbedingun-
gen wahrscheinlich starker an das kulturelle Verfahren angeglichen werden.

Bei Verwendung der FMH-Methode liegt das Ergebnis fur E. coli und Enterobacteria-
ceae 10 Stunden friher und fur Enterokokken mindestens 24 Stunden fruher vor als
mit der kulturellen Methode. Diese Zeitersparnis kann in der Praxis von Bedeutung
sein, wenn der Nachweis hygienisch relevanter Mikroorganismen zu Auflagen durch
das Gesundheitsamt fihrt. Zudem ist die FMH-Methode sensitiver und genauer, weil

Kolonien eines sehr frihen Stadiums mittels spezifischer Sonden detektiert werden.

4.3 Charakteristika der bakteriellen Populationsstruktur von Langsamsand-

filter-Biofilme

4.3.1 Biochemische und mikrobiologische Charakteristika der Langsamsand-

filter-Biofilme

e Visualisierung der Langsamsandfilter-Biofilme

Die Filtermaterialien wurden jeweils zu Versuchsende beprobt. Dieser Zeitpunkt der
Probenahme wurde gewahlt, um ausgereifte, in stabilen Zustanden befindliche Bio-
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filme und Biozonosen im Filterbett vorzufinden. Diese Zustande werden nach etwa
ein bis sechs Wochen erreicht (Bahgat et al., 1999; Calvo-Bado et al., 2003b). Von
allen Filtern wurden Proben der oberen Schichten entnommen. Diese Schichten sind
von besonderem Interesse, da in den oberen Schichten die Hauptanteile der Reini-
gungsleistungen erfolgen (Stevik et al., 1999; van Cuyk et al., 2001). Exemplarisch
wurden von einem Filter Proben aus zwei tieferen Schichten (30 cm und 55 cm) ent-

nommen.

Auf allen untersuchten Filtern hatte sich eine Schmutzdecke gebildet. Fur die beiden
anorganischen, granuldsen Filtermaterialien, Sand und Glasgranulat, konnte der Be-
reich der Schmutzdecke aufgrund einer dunklen Verfarbung deutlich von den tieferen
Schichten abgegrenzt werden. Der Unterschied zwischen diesen Schichten zeigt sich
aber auch in den hoheren Anteilen der organischen Massen, hoheren Gesamtzell-
zahlen und hdheren Anzahlen koloniebildener Einheiten in den Schmutzdecken im
Vergleich zu den Schichten ab 5 cm Tiefe. Die unter dem Rasterelektronenmikroskop
sichtbaren starkeren Biofilmbelegungen der Sandkdérner und Glasgranulate aus den
Schmutzdecken im Vergleich zu den Proben aus den Schichten in 5 cm Filtertiefe
bestatigen den Unterschied der beiden Schichten. Diese Ergebnisse entsprechen der
,raditionellen Bakterienverteilung® in Sandfiltern, wie sie u.a. von Eighmy et al., 1992
sowie Ellis and Aydin, 1995 beschrieben wird. Demnach weisen die Schmutzdecken
hohe Gesamtzellzahlen und Anzahlen an KBE auf, wahrend diese Anzahlen in den
tieferen Schichten geringer sind. Die hohen Bakterienzahlen korrelieren mit den dun-
kelbraunen Verfarbungen der Schmutzdecken.

Die Kokosfasern unterscheiden sich von den beiden anderen Filtermaterialien. Die
Kokosfasern wiesen zwar auch eine Schmutzdecke auf, aber es lag keine klare Ab-
grenzung zwischen der Schmutzdecke und dem restlichen Filterbett vor. In der Tiefe
von 5 cm zeigten die Kokosfasern eine ahnliche Verfarbung wie im Schmutzdecken-
bereich. Auch die Biofilmbelegung der Fasern ist nach rasterelektronischen Beo-
bachtungen in den beiden Schichten gleich. Diese Beobachtungen deuten daraufhin,
dass die Kokosfaserfilter - im Gegensatz zu den beiden anderen Filtern - als Tiefen-
filter fungieren. Die Gesamtzellzahlen und die Anzahlen der KBE waren jedoch - in
Ubereinstimmung mit den beiden anderen Filtermaterialien - in den Schmutzdecken
hoher als in den Schichten in 5 cm Tiefe. Eine hohere Zellzahl in den Schmutzde-
cken im Vergleich zu den tieferen Schichten wird vielfach beschrieben (Ellis und Ay-
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din, 1995; Hendel et al., 2001; Calvo-Bado et al., 2003b). Dies ist mdglicherweise auf
die bessere Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung in der Schmutzdecke zurtckzufih-
ren, welche auch als ein Grund fur die allgemein héhere Aktivitat der Filterpopulation
in der Schmutzdecke angesehen wird (Hendel et al., 2001).

Die mittels Rasterelektronenmikroskopie auf den Filtermaterialien nachgewiesenen
Biofilme und Bakterien stimmen mit elektronenmikroskopischen Beobachtungen fru-
herer Studien Uberein (Esch und Nehrkorn, 1988; Brand und Wohanka, 2000).

e Charakterisierung der Filtermatrix

Die organische Masse, Gesamtzellzahlen und Anzahlen der KBE der Schichten in 30
cm und 55 cm Tiefe des Filterbettes stimmten etwa mit denen der Schichten in 10 cm
Tiefe des gleichen Filters und den Schichten in 5 cm Tiefe der anderen Filter Uberein
(s. Abb. 3.15, S. 85 und Abb. 3.16, S. 87). Ellis und Aydin, 1995 beschreiben eben-
falls eine konstante Anzahl der KBE in Schichten zwischen 5 cm und 30-40 cm Tiefe
des Filterbettes. Der Anteil der EUB338-markierten Zellen in diesen tiefen Filter-
schichten (30 cm, 55 cm) entsprach dem Anteil in den Schichten in 5 cm Tiefe eini-
ger anderer Filter. Demnach ist zwar die Aktivitat in den Schichten unterhalb der
Schmutzdecken geringer als in der Schmutzdecke selbst, aber die im gesamten Fil-
terbett vorhandenen Bakterien weisen eine relativ konstante Aktivitat auf. Dies wird
durch die von Hendel et al., 2001 beschriebene, relativ konstante Aktivitat an extra-

zelluldaren Enzymen im Filterbett unterhalb der Schmutzdecke bestatigt.

Der deutlich hohere Wassergehalt der Kokosfasern im Vergleich zu den beiden an-
deren Filtermaterialien ist auf den pflanzlichen Ursprung der Kokosfasern zurtickzu-
fuhren. Im wassergesattigten Filterbett quellen die Faser (s. Abb. 3.15, S. 85).

Die hoheren Wassergehalte der Schmutzdecken im Vergleich zu tieferen Filter-
schichten korrelieren mit den hoheren Anteilen an organischer Masse und Biofilmen
(s. Abb. 3.15, S. 85). FUr den Zusammenhalt von Biofilmen sind extrazellulare poly-
mere Substanzen verantwortlich, deren Hauptbestandteil Wasser ist (Flemming und
Wingender, 2001).

Die Anzahl der KBE machte in den meisten der untersuchten Filtermaterialproben

nur 1-10% der Gesamtzellzahlen aus. Dies stimmt mit dem Anteil kultivierbarer Bak-
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terien aus Sediment- und Bodenproben sowie Proben aus aquatischen Systemen
uberein, der bei 0,1-15% liegt (Jones, 1977; Wagner et al., 1993; Staley und Konop-
ka, 1985; Torsvik et al., 1990).

Dieser geringe Anteil kultivierbarer Bakterien verdeutlicht die Bedeutung molekular-
biologischer, kultivierungsunabhangiger Untersuchungen naturlicher Populationen,

um ein vollstandiges Bild der entsprechenden Okosysteme zu erhalten.

e Anteil aktiver Zellen

Bei Verwendung einfach markierter FISH-Sonden muss die Kopienzahl der Ziel-
struktur hoch sein, um eine fur die Detektion eines Fluoreszenzsignals ausreichende
Intensitat zu erhalten (Amann et al., 1995; Moter und Gobel, 2000). Eine entspre-
chend hohe Ribosomen-Kopienzahl liegt in Zellen mit aktivem Stoffwechsel vor.
Dementsprechend sind alle mit der FISH-Sonde markierten Zellen stoffwechselaktiv.
Umgekehrt kann man jedoch nicht sagen, dass alle Bakterienzellen der Probe, die
nicht mit der EUB338-Sonde markiert sind, nicht stoffwechselaktiv sind. Zum einen
werden, wie Daims et al., 1999 gezeigt hat, nicht alle Bakterien mit der EUB338-
Sonde erfasst. Ein weiterer Grund kann in der Inpermeabilitat der Zellen fur Sonden
liegen. Vor der Hybridisierung werden die Zellen durch chemische und eventuell en-
zymatische Behandlungen permeabilisiert, d.h. die Zellwand wird durchlassig fur die
Sonden gemacht, ohne dass die Zellen platzen. Es gibt jedoch keine Methode, die
alle Bakterienzellwandtypen permeabilisiert. Somit wurden mit der verwendeten Me-
thode alle Zellen erfasst, die durch die gewahlte Fixierungsmethode permeabilisiert
wurden, stoffwechselaktiv sind und deren 16S rRNS einen Sequenzbereich aufweist,
der kompatibel zur Sequenz der EUB338-Sonde ist. Zellen mit diesen Eigenschaften
wurden als EUB338-markierte Zellen bezeichnet.

Durch die Doppelfarbung von Langsamsandfilter-Biofimen mit der Bacteria-
spezifischen Sonde EUB338 und mit dem DNS-bindenden Farbstoff DAPI kann der
durch in situ-Hybridisierung identifizierte Anteil der Bakterien an der GZZ bestimmt
werden. Der Anteil der EUB338-markierten Zellen an der Gesamtzellzahl ist in den
Schmutzdecken aller Filter hoher als in den Schichten in 5 cm Tiefe. Dies spricht fur
einen hoheren Anteil stoffwechselaktiver Zellen in den Schmutzdecken im Vergleich
zu tieferen Filterschichten. In den Schmutzdecken wiesen 50-90% der mit DAPI an-

farbaren Zellen ein eindeutiges Hybridisierungssignal auf (s. Abb. 3.17, S. 88). In
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Belebtschlammproben liegt dieser Anteil mit 70-90% im gleichen GroRenbereich
(Wagner et al., 1993; 1994). Diese hohe Nachweiseffizienz belegt, dass die uberwie-
gende Mehrheit der in den Schmutzdecken der Langsamsandfilter vorkommenden
Zellen von fluoreszenzmarkierten Sonden penetrierbare Bakterien mit einem zur
Detektion ausreichend hohen rRNS-Gehalt pro Zelle sind. Demnach stellen mindes-
tens 50% aller in den Schmutzdecken vorkommenden Zellen physiologisch aktive
Bakterien dar.

Die prozentualen Anteile EUB338-markierter Zellen erstrecken sich mit 50-90% fur
die Schmutzdecken sowie Auflageschichten und 15-60% fur die Schichten ab 5 cm
Tiefe Uber sehr groe Bereiche. Eine Korrelation zu den Betriebsparametern konnte
nicht hergestellt werden. Der physiologische Zustand der Filterbiozénose scheint von
hoher Variabilitat zu sein, wie es auch fur die Biomasse der Schmutzdecken berichtet
wird (Campos et al., 2002). Die Biofilme in Langsamsandfiltern stellen also ein hoch-
komplexes Okosystem dar, dessen Zustand durch duBere Einfliisse, wie z.B. die

Nahrstoffzufuhr, bestimmt wird.

e Aktivitat der Filterbiozbnose

Carboxylesterasen sind Enzyme, die in allen Lebewesen vorkommen (Manafi et al.,
1991). Sie gehoren zu den Hydrolasen und katalysieren die Reaktion von Carboxy-
lestern mit Wasser zu Alkohol und einem Carboxylat. Als Substrat bevorzugen Car-
boxylester wasserlosliche und emulgierte Ester mit relativ kurzkettigen Fettsauren
(Jaeger und Wohlfahrt, 1993). Carboxylasen kdnnen zellgebunden oder extrazellular
vorkommen. In der vorliegenden Arbeit wurden nur die extrazellularen Carboxylasen
untersucht, die als Esterasen bezeichnet wurden.

Die Aktivitat extrazellularer Enzyme, wozu auch die Esterasen zahlen, ist bei Nahr-
stoffanwesenheit und somit bei stoffwechselaktiven Organismen hoher. Die hohere
Esterase-Aktivitat in den Schmutzdecken im Vergleich zu den Schichten in 5 cm
Tiefe spricht - analog zu den Ergebnissen der EUB338-markierten Bakterienzellen -
fur eine allgemein hohere Aktivitat der Filterbiozonose in den Schmutzdecken als in
den tieferen Filterschichten (s. Abb. 3.18, S. 89). Auch fur andere extrazellulare En-
zyme, wie die B-Glucosidase, ist eine groflere Menge in der oberen Schicht von
Langsamsandfiltern als in tieferen Filterschichten nachgewiesen (Hendel et al.,

2001). Ebenso wurden in Schmutzdecken von Langsamsandfiltern deutlich hohere
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ATP-Gehalte nachgewiesen als in tieferen Schichten (Calvo-Bado et al.,, 2003b).
Biochemische Analysen mit BIOLOG haben gezeigt, dass die mikrobiellen Gemein-
schaften in den obersten Schichten von Sandsaulen zur schnelleren Nutzung von
BDOC (biodegradable dissolved organic carbon) fahig sind als die Gemeinschaften
tieferer Schichten (Moll und Summer, 1996). Neben der hoheren Aktivitat in den
Schmutzdecken im Vergleich zu den tieferen Filterschichten weisen die Schmutzde-
cken assoziierte Bakterien auch eine hohere Aktivitat als die in der freien Wasser-

phase befindlichen Bakterien auf (Eighmy et al., 1992).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen in Ubereinstimmung mit den in der
Literatur beschriebenen Untersuchungen, dass in den Schmutzdecken von Lang-
samsandfiltern die Anzahl der Bakterien und der Anteil aktiver Organismen signifi-
kant hoher sind als in den Schichten ab 5 cm Tiefe. Ab 5 cm Tiefe scheinen die An-
zahl der Bakterien und der Anteil aktiver Organismen relativ konstant zu sein. Diese
Unterschiede zwischen Schmutzdecken und tieferen Filterschichten liegen eindeutig
fur die granularen Filtermaterialien, Sand und Glasgranulat, vor. Bei den Kokosfasern
deuten die makro- und mikroskopischen Betrachtungen auf geringere mikrobiologi-

sche Unterschiede zwischen der Schmutzdecke und der 5 cm-Schicht hin.

4.3.2 Diversitat und Zusammensetzung der Bakterienpopulation in Langsam-

sandfilter-Biofilmen

Die autochthone Bakterienpopulation der Langsamsandfilter-Biofilme setzt sich aus
den Bakterien zusammen, die der Sand mitbringt und die mit dem zulaufenden Was-
ser ins Filterbett eingetragen werden. Die Bakterienbesiedlung des Sandes vor Ein-
satz in Langsamsandfiltern ist relativ gering. Sobald der Filter in Betrieb genommen
ist, erfolgt eine schnelle Kolonisierung des Sandes, bis zur vollstandigen Belegung
der Sandkornoberflachen mit Biofilmen. Die signifikantesten Veranderungen der
mikrobiellen Population wurden wahrend der ersten Woche nach Inbetriebnahme
und in der Schmutzdecke beobachtet. Die Filterpopulation verandert sich wahrend
der gesamten Betriebszeit (Pell, 1991; Calvo-Bado et al., 2003b).

Ein Ziel dieser Arbeit war es, mittels molekularbiologischer, kultivierungsunabhangi-
ger Methoden einen Einblick in die Diversitat und Zusammensetzung der Bakterien-
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population von Langsamsandfiltern zu erhalten und die Populationen von Filtern, die
unter nicht-optimalen Bedingungen betrieben wurden, auf Shifts in den Bakterienpo-

pulationen zu untersuchen.

4.3.2.1 Diversitat und qualitative Zusammensetzung der Bakterienpopulatio-

nen in Langsamsandfiltern anhand von 16S rDNS-Analysen

Woese und seine Mitarbeiter lieferten durch die Erstellung des phylogenetischen
Stammbaumes, basierend auf Sequenzanalysen der rRNS-Gene, die Grundlagen fur
die molekularbiologischen Analysen der Diversitat und Zusammensetzung naturlicher
Habitate (Woese et al., 1987; 1990). Das ausgewogene Vorhandensein konservierter
und variabler Sequenzbereiche sowie das Vorkommen in jeder Zelle machen die 16S
rDNS bzw. rRNS zu optimalen phylogenetischen Chronometern. Eine Amplifikation
der 16S rDNS unbekannter Organismen ist aufgrund der konservierten Endbereiche
moglich. Die aus Umweltproben amplifizierten 16S-Gene werden mittels Klonierung
getrennt, um die Gene einzelner Organismen untersuchen zu konnen. Die ldentifizie-

rung der Mikroorganismen erfolgt Gber die variablen Bereiche der 16S-Gene.

Zur Untersuchung der bakteriellen Diversitat und Phylogenie sind die Techniken
Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus (RFLP), amplifizierter Fragmentlangen-
polymorphismus (AFLP), zufallig amplifizierter DNS-Polymorphismus (RAPD), dena-
turierende Gradientengelelektrophorese (DGGE) und amplifizierte rDNS Restrikti-
onsanalyse (ARDRA) weit verbreitete Techniken. Die meisten dieser Methoden um-
fassen neben der Amplifikation von rRNS-Genen mittels PCR die Spaltung mit Re-
striktionsenzymen und/oder die Sequenzierung von Teilbereichen der rDNS (Vanee-
choutte, 1996; Kilb et al., 1998; Jang et al., 2002, Bramucci et al., 2003; Buchan et
al., 2003; Calvo-Bado et al., 2003a; 2003b; Ntougias et al., 2004; Noll et al., 2005).
Die ARDRA-Methode, die in dieser Arbeit zur Fingerprint-Analyse verwendet wurde,
wurde erfolgreich zur Analyse der Bakteriengemeinschaften sehr unterschiedlicher
Habitate eingesetzt (Ross et al., 2000; Lagacé et al., 2004; Shamseldin et al., 2005;
Vite und Giovanetti, 2005). Zu diesen Habitaten zahlen auch solche, die dem Lang-
samsandfilter ahnlich sind, wie z.B. Frischwassersedimente (Lomans et al., 2001)
und landwirtschaftlich genutzte Béden (Dvreds und Torsvik, 1998). Die ARDR-
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Analyse ermdglicht eine Gruppierung der Organismen anhand von Restriktionsban-
den. Dieser Methode liegt zugrunde, dass phylogenetisch nah verwandte Organis-
men eine ahnliche 16S rDNS-Sequenz und dementsprechend auch ahnliche Restrik-
tionsbanden haben.

Fir ARDR-Analysen werden in der Regel ein bis drei verschiedene Endonukleasen
verwendet (Jvreas und Torsvik, 1998; Guan et al., 2003; Lagagé et al., 2004; Ntou-
gias et al., 2004). In der vorliegenden Arbeit wurden zunachst vier Endonukleasen an
Referenzstammen getestet, um die minimal notwendige Anzahl und die am bestge-
eigneten Restriktionsenzyme fur eine sinnvolle Gruppierung phylogenetisch ver-
wandter Stamme zu bestimmen. Eine Gruppierung der Referenzstamme, die den
phylogenetischen Zusammenhangen entspricht, war anhand der Restriktionsbanden
der Enzyme Ddel und Mspl mdéglich. Phylogenetisch nah verwandte Referenzstam-
me konnten zu Clustern zusammengefasst werden, deren Bandenmuster eine Ahn-
lichkeit von = 60% aufwiesen (s. Abb 3.19, S. 91 und Abb. 3.20, S. 92).

Ein Vergleich der bakteriellen Diversitat von Filtermaterialien, die aus unterschiedlich
betriebenen Langsamsandfiltern stammen, ist anhand der Cluster- und Gruppenquo-
tienten der entsprechenden Clone Libraries moglich (s. Tab. 3.11, S. 95). Mit anstei-
gender Wassertemperatur nimmt die Diversitat in den Filtermaterialien ab. Die Tem-
peratur scheint auf die Filterpopulation einen Selektionsdruck auszulben, so dass
sich bei hoheren Temperaturen (20°C und 30°C) moglicherweise Arten, die zu einer
geringeren Anzahl phylogenetischer Gruppen gehdren, im Filter ansiedeln kdnnen.
Die Temperatur scheint neben der Diversitat auch die Ahnlichkeiten der Bakterien-
populationen zu beeinflussen wie an den Ahnlichkeitsindizes der Clone Libraries ab-
zulesen ist (s. Tab. 3.12, S. 96 und Tab. 3.13, S. 96). Bei 20°C und 30°C entwickeln
sich anscheinend ahnliche Bakterienpopulationen, die sich von den Populationen in
Filtern mit niedrigeren Betriebstemperaturen (5-10°C) unterscheiden.

Alle in der vorliegenden Arbeit untersuchten Clone Libraries wiesen Ahnlichkeiten
untereinander auf, was auf das Vorkommen gleicher Bakteriengruppen in den
Schmutzdecken aller untersuchten Filter hindeutet. In anderen Studien unterschie-
den sich die Bakterienpopulationen in den oberen, mittleren und unteren Filter-
schichten von Langsamsandfiltern, zeigten aber - ebenso wie die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit - eine Dominanz gleicher Gruppen in allen Schichten (Moll et al.,

1998; Calvo-Bado et al., 2003b). Das Vorkommen gleicher Bakterien in verschiede-
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nen Filtern oder verschiedenen Filterschichten ist darauf zurickzufihren, dass sich
die Filterbiozénose aus den Organismen zusammensetzt, die mit dem Filtermaterial
und dem Wasser eingetragen werden. Bei allen in der vorliegenden Arbeit unter-
suchten Filtern wurde Sand als Filtermaterial verwendet. Aul3erdem wurden alle die-
se Filter mit Oberflachenwasser der Ruhr beaufschlagt, entweder mit dem Ruhrwas-
ser auf Hohe von Schwerte oder auf Hohe von Mulheim. Daher kann von einer gro-
Ren Ubereinstimmung der in die Filter eingetragenen Bakterien ausgegangen wer-
den. Welche der eingetragenen Bakterien sich ansiedeln und vermehren konnen,
scheint von vielen Faktoren abzuhangen. Die Temperatur konnte anhand der vorlie-
genden Ergebnisse als ein Faktor bestimmt werden, der Einfluss auf die Entwicklung

der Filterbiozonose hat.

Die ARDRA-Bandenmuster nur einzelner Klone zeigten Ahnlichkeiten zu denen der
Referenzstamme. Da die Referenzstamme zum Grofdteil hygienisch relevante Orga-
nismen waren, schien der Anteil solcher Organismen im Filterbett gering zu sein.
Auch durch die Sequenzvergleiche konnte kein Klon eindeutig einer hygienisch rele-
vanten oder pathogenen Art bzw. Gattung zugeordnet werden. Um diese Ergebnisse
einordnen zu konnen, ist eine nahere Betrachtung der Aussagekraft der ARDRA-
Untersuchungen notwendig: Fur die ARDRA-Untersuchungen wurden in der vorlie-
genden Arbeit jeweils 60 Klone der Libraries aus den Versuchsfiltern und 125 Klone
aus der Library des RWW-Filters ausgewahlt. Damit wird nur ein Teil der vorhande-
nen Bakterien erfasst. Man kann jedoch davon ausgehen, dass die meisten der auf
diesem Weg untersuchten Bakterien zu den mengenmalig bedeutenden Gruppen
zahlen. Die aulerst geringe Anzahl der Klone, die als hygienisch relevant oder pa-
thogen identifiziert wurden, deuten demnach darauf hin, dass in den Langsamsand-
filtern hygienisch relevante Arten in deutlich geringeren Mengen vorkommen als
Umweltorganismen ohne hygienische Bedeutung. Langsamsandfilter-Biofilme schei-
nen also ebenso wie Biofilme in Trinkwasserverteilungsnetzen nicht die bevorzugten
Habitate von pathogenen Arten zu sein (Wingender und Flemming, 2004). Dies gilt
sowohl fur Filter, die bei 5-10°C betrieben wurden, als auch fur Filter, deren Be-
triebstemperatur bei 20-30°C lag. Die Menge der coliformen Bakterien und E. coli,
die in den aktiven Schichten der bei 20-30°C betriebenen Filter nachgewiesen wur-
den, stellen demnach einen verschwindend geringen Anteil an der Gesamtpopulation

dar.
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Die Sequenzen der untersuchten Klone stimmten nur in wenigen Fallen zu 100% mit
16S rDNS-Sequenzen bekannter Mikroorganismen Uberein, d.h. diese Organismen
sind bisher nicht beschrieben worden. Viele der Sequenzen in den Internet-
Datenbanken, die die hdchste Ubereinstimmung mit den Sequenzen der hier unter-
suchten Klone aufweisen, stammen zudem von nicht-kultivierten Bakterien aus Se-
dimenten, Bdden oder aquatischen Okosystemen. Bei den Langsamsandfilter-
Biofilmen handelt es sich demnach um komplexe Konsortien, die zu einem grof3en
Teil aus nicht-kultivierbaren, bisher unbekannten Mikroorganismen bestehen. Calvo-
Bado et al., 2003b beobachteten, dass die meisten DGGE-Banden aus den direkt
(Uber PCR) untersuchten Langsamsandfiltermaterialien nicht mit den DGGE-Banden
Ubereinstimmen, die sich aus den gleichen Proben kultivierter Bakterien ergeben. Die
meisten Bakterien der Filterpopulation scheinen mit den bekannten Methoden nicht
kultivierbar zu sein. Die Nicht-Kultivierbarkeit, das Vorhandensein unbekannter, aber
taxonomisch einzuordnender Stdamme und die Identifizierung neuer Bakterienstam-
me sind ebenfalls fur Trinkwasser-Biofiime bekannt (Kalmbach et al., 1997b;
Schmeisser et al., 2003).

Ungewiss ist, ob man mit den molekularbiologischen Methoden alle vorhandenen
Bakterienzellen erfasst. Um eine moglichst hohe Anzahl der vorhandenen Bakterien
zu erfassen, wurde zur DNS-Isolierung in der vorliegenden Arbeit eine Kombination
enzymatischer, chemischer und physikalischer Verfahren gewahlt und die 16S rRNS-
Gene der isolierten DNS durch eine ,touch-down-PCR mit universellen Primern
amplifiziert” (s. Kapitel 2.2.3.1, S. 41 und Kapitel 2.2.3.2, S. 42f.).

Um einen Einblick in die Zusammensetzung der Bakterienpopulation in Langsam-
sandfilter-Biofilmen zu bekommen, wurden die Ergebnisse des Versuchsfilters, der
bei 5-10°C betrieben wurde und die des kommerziell betriebenen RWW-
Langsamsandfilters (Betriebstemperatur ca. 10°C) zusammengefasst und den Daten
der Versuchsfilter gegenubergestellt, die bei 20°C und 30°C betrieben wurden (s.
Tab. 3.16, S. 99). In allen untersuchten Filtermaterialien zahlen die meisten der phy-
logenetisch einzuordnenden Bakterien zu den Proteobacteria. Es wurden Vertreter
der alpha-, beta- und gamma-Subklassen der Proteobacteria nachgewiesen. Das
Phylum Proteobacteria zeichnet sich durch eine extrem grol3e Stoffwechselvielfalt
aus. So zahlen zu den Proteobacteria z.B. Bakterien, die anoxygene Photosynthese

betreiben, nitrifizierende Bakterien, sulfat-, schwefel- und eisenoxidierende Bakterien
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sowie methanotrophe und methylotrophe Arten. Proteobacteria dominieren allgemein
in heterotrophen Bakteriengemeinschaften von Oberflachenwassern wie Seen, Flis-
sen und Ozeanen (Glockner et al., 1999; Giovannoni und Rappé, 2000). In Lang-
samsandfiltern wurden auch in anderen Studien verschiedene Proteobacteria, wie
Pseudomonas spp. und Legionella spp., als wichtige Biofilm-Bewohner nachgewie-
sen (Bruces und Hawkes, 1983; Baghat et al., 1999; Calvo-Bado et al., 2003b).
Wahrend die Proteobacteria in den Filter, die bei 5-10°C betrieben wurden, die einzi-
ge grol3e Gruppe phylogenetisch zuzuordnender Bakterien darstellt, wurden in den
Filtern mit hoherer Betriebstemperatur auch mehrere Bakterienstamme detektiert, die
den Gram-positiven Bakterien sowohl mit niedrigem als auch mit hohem GC-Gehalt
und dem Phylum Nitrospira zuzuordnen sind. Die hohe Anzahl der Gram-positiven
Bakterien mit niedrigem und hohem GC-Gehalt geht jeweils auf eine groRer Anzahl
sehr ahnlicher Bakterienstamme innerhalb einer Clone Library zurtick. So konnten
Gram-positive Bakterien mit niedrigem GC-Gehalt fast alle als Bacillus spp. identifi-
ziert werden. Bacillus spp. wurde bereits mehrmals mittels kultureller Methoden in
Langsamsandfiltern detektiert (Calaway et al., 1952; Calawy, 1957; Baghat et al.,
1999). Dies deutet darauf hin, dass Bacillus spp. zur autochthonen Population von
Langsamsandfiltern zahlt. Zu den Gram-positiven Bakterien zahlen viele Bodenbe-
wohner, die zur autochthonen Besiedlung des Filtermaterials zahlen kdnnen. Zahlrei-
che Gram-positive Bakterien konnen Hitze und Trockenheit durch die Ausbildung von
Sporen uberstehen. Durch die Bildung antibakterieller Substanzen kdnnen viele
Gram-positive Bakterien andere Bakterien abtoten, was als ein biologischer Mecha-
nismus der Eliminination hygienisch relevanter Bakterien in Langsamsandfiltern be-
schrieben wird (Preufl und Schwarz, 1995).

Die Bakterienstamme, die zum Phylum Nitrospira zahlen, wurden nur in den
Schmutzdecken der bei 20°C und 30°C betriebenen Filter detektiert. Eine hohe An-
zahl der Nitrit-Oxidierer der Gattung Nitrobacter in den oberen Schichten ist fur
Langsamsandfilter bekannt und wird auf den Sauerstoffbedarf der Nitrit-Oxidierer
zuruckgefuhrt. Durch den Nachweis von Nitrit-Oxidieren ausschlieBlich in der
Schmutzdecke, wird die Bedeutung dieser Schicht fur die mikrobiellen Abbauprozes-
se hervorgehoben. Ein zeitlicher Zusammenhang zwischen der Nitrifikation und der
Entwicklung der Ammonium- und Nitrit-Oxidierer existiert in Langsamsandfiltern
(Bahgat et al., 1999). Nitrospira ist im Gegensatz zu Nitrobacter an niedrige Nitrit-

und Sauerstoffkonzentration adaptiert (Okabe et al., 1999; Schramm et al., 1999;
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2000). Bakterien des Phylums Nitrospira sind in der Natur weit verbreitet (Burrell et
al., 1998; Hovanec et al., 1998; Juretschko et al., 1998; Li et al., 1999; Marilley und
Aragno, 1999; Cho und Kim, 2000; Todorov et al., 2000; Gieseke et al., 2003) und
moglicherweise signifikant an den globalen Nitrit-Oxidationen beteiligt. Die dominante
Gruppe der Nitrit-Oxidierer in Abwasseranlagen sind Nitrospira-Arten und nicht — wie
man lange glaubte - Nitrobacter spp. (Juretschko et al., 1998; Schramm et al., 1998;
Okabe et al., 1999; Daims et al., 2001). Es ist denkbar, dass in Langsamsandfiltern
Nitrospira-Arten die dominanten Nitrit-Oxidierer sind und daher durch die ARDR-
Analysen nachgewiesen wurden.

In allen Filtermaterialien wurden Vertreter der Ordnung Planctomycetales und der
Cytophaga-Flavobacterium (CF)-Gruppe nachgewiesen. Die Ordnung Planctomyce-
tales ist eine der Hauptabstammungslinien der Domane Bacteria (Schlesner, 1986;
Stackebrandt et al., 1986; Woese, 1987; Liesack und Stackebrandt, 1992). Das Wis-
sen Uber diese Gruppe ist limitiert, da nur wenige Arten in Reinkulturen vorliegen. Die
Planctomyces-Arten zeichnen sich durch eine immense Stoffwechselvielfalt aus. Ne-
ben chemoorganotrophen und obligat sowie fakultativ aerobe Arten sind auch obligat
anaerobe, autotrophe und phototrophe Arten beschrieben (Fuerst, 1995; Miskin et
al., 1999). Mittels molekularbiologischer Methoden wurden Planctomyces-Arten in
den verschiedensten Umwelthabitaten, wie Bdden, Sedimenten, SuRwasser-
Biofilmen, marinen Habitaten und Klaranlagen detektiert (Liesack et al., 1992; De-
Long et al.,, 1993; Bond et al., 1995; Holmes et al., 2001; Chouari et al., 2003,
Brummer et al., 2004). Planctomyceten werden demnach mit dem Filtermaterial oder
dem Zulauf in den Filter eingetragen und finden dort Bedingungen vor, an die sie op-
timal angepasst sind.

Die CF-Gruppe ist eine komplexe Gruppe in der Ordnung Cytophaga-
Flavobacterium-Bacteroides (CFB). Bakterien der CFB-Ordnung kommen ubiquitar
vor, z.B. in Trinkwasserbiofiimern und Abwasseraufbereitungsanlagen (Roske et al.,
1998; Schmeisser et al., 2003; Berkenherg und Fischer, 2004). CFB sind von essen-
tieller Bedeutung fur den Nahrstoffumsatz in Flussen (Cottrel und Kirchman, 2000;
O’Sullivan et al., 2002). Cytophaga spp. verfigen uber Cellulase, Amylase und Chiti-
nase, die sie zum Abbau komplexer Polymere befahigen (van Hannen et al., 1999;
Casamayor et al., 2000; Laetitia et al., 2000). Bei dem Abbau der Polymere entste-
hen Produkte, die durch die anderen Bakterien der BiozOnosen verwertet werden

kénnen. Cytophaga spp. wurde in Langsamsandfilter nachgewiesen (Calvo-Bado et
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al., 2003b; Shokouhi, 2004). Flavobacteria sp. wurden bereits von Calaway et al.,
1952 und Calaway, 1957 mittels kultureller Methoden in Sandfiltern detektiert. Rod-
gers et al., 2003 zeigten, dass CFB Cysten hygienisch relevanter Protozoen wahrend
der Langsamsandfiltration abbauen und entfernen konnen. Aufgrund ihrer Fahigkeit
Polymere abzubauen und Cysten hygienisch relevanter Protozoen zu entfernen, sind
Bakterien der CFB-Ordnung wichtige Bestandteile der Biozonosen von Langsam-

sandfilter-Biofilmen.

Die Analysen der 16S rDNS-Klone zeigten, dass es sich um sehr diverse Bakterien-
gemeinschaften handelt. Die Daten deuten darauf hin, dass die meisten Bakterien-
stdmme der Langsamsandfilter-Biofilme nicht kultivierbar, bisher nicht bekannt und
ohne hygienische Relevanz sind. Die Dominanz einzelner Spezies scheint nicht vor-
zuliegen. Eine bedeutende Gruppe der autochthonen Filterpopulation unabhangig
von der Temperatur scheinen die Proteobacteria zu sein. Auf einen Shift der Bakteri-
enpopulation durch héhere Betriebstemperaturen deutet die abnehmende Diversitat
bzw. das vermehrte Vorkommen von Bakterien der Phyla Nitrospira und grampositive
Bakterien bei 20-30°C gegenuber 5-10°C hin. Alle taxonomisch zugeordneten Bakte-
rien gehoren stoffwechselphysiologisch vielseitigen und fir die biologischen Abbau-
prozesse im Filter bedeutenden Gruppen an. Die Langsamsandfilter-Biofilme stellen
eine Multispeziesgemeinschaft dar, die einen sequenziellen Abbau der vorhandenen
Nahrstoffe betreibt. Dies ist die Grundlage fur den Aufbau einer komplexen Biozono-

se und flr eine effektive Reinigungsleistung der Langsamsandfilter.

4.3.2.2 Quantitative Zusammensetzung der Proteobacteria in Langsamsand-
filter-Biofilmen

Das Wissen Uber die Diversitat und die qualitative Zusammensetzung der Bakterien-
populationen naturlicher Habitate ist durch den Einsatz molekularer Fingerprint-
Methoden im vergangen Jahrzehnt enorm gewachsen. Die bei Verwendung der Fin-
gerprint-Analysen offen bleibende Frage, welche Bakterien in welchen Mengen in
natlrlichen Okosystemen vorkommen, kann durch Oligonukleotidhybridisierungen,
insbesondere der in situ-Hybridisierung (ISH) beantwortet werden. Die gleichzeitige

Identifizierung und Quantifizierung einzelner Zellen ist durch den Einsatz fluores-
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zenz-markierter Sonden, die die 16S oder 23S rRNS als Zielstruktur haben, moglich
(Amann et al., 1995). Durch das Vorhandensein konservierter und variabler Bereiche
in den rRNS-Molekulen kdnnen Sonden flr alle phylogenetischen Bakteriengruppen
von der Domane bis zur Art gewahlt werden.

Die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) wurde und wird sehr haufig fur die A-
nalyse der Bakteriengemeinschaften in den verschiedensten Umwelthabitaten einge-
setzt (Glockner et al., 1996; Ramsing et al., 1996; Snaidr et al., 1997; Zarda et al.,
1997; Bockelmann et al., 2000). Neben der Hybridisierung mit einfach fluoreszenz-
markierten Sonden wurden mehrere FISH-Variationen zur Signalverstarkung entwi-
ckelt. Eine noch relativ neue Methode ist CARD (catalysed reporter deposition)
-FISH. Durch CARD-FISH konnte der Anteil nachweisbarer SuRwasserbakterien
deutlich erhdht werden (Pernthaler et al., 2002; Sekar et al., 2003). In den Filtermate-
rialproben konnte dagegen keine gleichzeitige Verstarkung der Bakteriensignale und
Abschwachung der Fremdsignale mit der CARD-FISH-Methode erzielt werden. Da-
her wurde die einfache FISH-Methode fur die Quantifizierung bedeutender Gruppen
von Langsamsandfilter-Biofilmen verwendet. Als bedeutende Gruppe wurden anhand
der ARDRA-Daten der vorliegenden Arbeit die Proteobacteria eingestuft. Da bei den
16S-Analysen Vertreter der alpha-, beta- und gamma-Subklassen der Proteobacteria
in den Filtermaterialien nachgewiesen worden waren, sollte die Menge dieser Prote-

obacteria-Subklassen untersucht werden.

In den untersuchten Langsamsandfiltern waren die Anteile der Proteobacteria der
alpha- und gamma-Subklassen gering, wahrend der Anteil der Proteobacteria der
beta-Subklasse relativ hoch war (s. Kapitel 3.3.2.2, S. 100ff.). Die Dominanz der
Proteobacteria der beta-Subklasse wurde in allen Langsamsandfiltern unabhangig
von den Betriebsparametern und Filtermaterial nachgewiesen. Proteobacteria der
beta-Subklasse sind auch in anderen, den Langsamsandfiltern dhnlichen Okosyste-
men dominant: in Trinkwasser-Biofilmen (Manz et al., 1993; Kalmbach et al., 1997b),
in Seen und Flissen (Grossart et al., 1993; Alfreider et al., 1996; Weiss et al., 1996;
Bockelmann et al., 2000), im Aktivschlamm (Wagner et al., 1993) und im Aquifer
(Detmers et al., 2004). Proteobacteria der beta-Subklasse scheinen eine wichtige
Gruppe der autochtonen Bakterienpopulationen in StiRwasser-Habitaten zu sein.

Die Dominanz der beta-Subklasse der Proteobacteria in den Biofilmen aller unter-

suchten Langsamsandfilter, die unter verschiedenen Bedingungen betrieben wurden,
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deutet darauf hin, dass fur die Grundfunktion von Langsamsandfiltern Biofilme vor-

handen sein mussen, in denen aktive, autochthone Bakterien dominieren.

4.4 Ausblick

Die molekularbiologischen Analysen der vorliegenden Arbeit haben gezeigt, dass es
sich bei den Bakterienpopulationen der Langsamsandfilter-Biofilme um Multispezies-
Gemeinschaften handelt. Es dominieren hygienisch nicht relevante Bakterien, die
aus verwandten Habitaten bekannt sind und mit dem Filtermaterial oder dem Zulauf
in den Filter gelangen. Die mengenmalig dominanten Bakterien gehdren Klassen mit
immenser Stoffwechselvielfalt an, z.B. der beta-Subklasse der Proteobacteria. Es
wurden aber auch funktionelle Gruppen, wie die an der Nitrifikation beteiligten Bakte-
rien und die wichtige Gruppe der Cytophaga-Flavobacteria, detektiert. Um die Anwe-
senheit solcher Bakteriengruppen naher zu bestimmen, waren Untersuchungen mit
der denaturierende Gradientengelelektrophorese (DGGE) geeignet. Weiterfuhrende
Informationen Uber die Aktivitat der vorhandenen Organismengruppen konnten mit-
tels real-time PCR erlangt werden.

Die Entwicklung der Bakterienpopulation im Filterbett wird hauptsachlich durch das
Rohwasser beeinflusst, das den Filter passiert. Um herauszufinden, welche Mikroor-
ganismen sich unter welchen Bedingungen entwickeln, ware die Beschickung mit
kinstlichem, genau definiertem Rohwasser erforderlich. Nur in diesem Fall kann ein
direkter Bezug zwischen der entwickelten Filterpopulation und den Bedingungen

hergestellt werden.

Langsamsandfilter konnen auch unter nicht optimalen Betriebsbedingungen gute
Ruckhalteleistungen flr hygienisch relevante Mikroorganismen erzielen. Die Lang-
samsandfiltration alleine reicht jedoch nicht aus, um eine stets gleich bleibende bak-
teriologische Sicherheit des Trinkwassers zu gewahrleisten. Eine Verbindung der
leistungsstarken, 6konomischen und umweltschonenden Langsamsandfiltration mit
weiteren Schritten der Trinkwasseraufbereitung, evtl. auch in Kombination mit einer
Desinfektion (chemisch, UV-Behandlung), entsprechend des Multi-Barrieren-

Systems, ist sinnvoll.
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Coliforme Bakterien und E. coli sind die Indikatoren, die am haufigsten verwendet
werden, um fakale Verunreinigungen nachzuweisen. Aufgrund des naturlichen Vor-
kommens von coliformen Bakterien und E. coli in Béden und Gewassern der Tropen,
sind diese Bakterien als Indikatoren fur fakale Verunreinigungen in entsprechenden
Regionen nicht geeignet. Hier musste Uber den Einsatz anderer Indikatororganismen

nachgedacht werden.

Fur die Uberwachung von Wassern werden klassisch mikrobiologische Methoden
eingesetzt, die auf rein kulturellen Verfahren beruhen. Mit den kulturellen Verfahren
werden zum Einen nicht alle vorhandenen Organismen der Indikatorgruppen erfasst
und zum anderen sind die Verfahren teilweise sehr zeitaufwendig. Durch die Ent-
wicklungen der Molekularbiologie in den letzten Jahrzehnten stehen empfindlichere
und zeitsparende Nachweisverfahren zur Verfugung. Eine Optimierung der Verfahren
fur die Wassermatrix ist in den meisten Fallen noch erforderlich, ebenso wie ein Ver-
gleich mit den gesetzlich vorgeschriebenen Verfahren.

Exemplarisch fur drei Indikatorparameter sollte in dieser Arbeit ein auf der Genson-
dentechnologie basierendes Nachweisverfahren gepruft und optimiert werden. Fur
zwei Parameter, Enterobacteriaceae und Enterokokken, gelang die Optimierung ei-
nes schnelleren und sensitiveren Verfahrens, bei dem mittels FISH Mikrokolonien
nachgewiesen werden. Die entsprechende Fluoreszenz-Mikrokolonie-
Hybridisierungs (FMH) -Methode musste jedoch fur jeden Indikatororganismus opti-
miert und insbesondere im Hinblick auf die Vergleichbarkeit mit den klassisch-
kulturellen Nachweisverfahren, entsprechend der Trinkwasserverordnung 2001, ver-

glichen werden.
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