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Kurzfassung

Ziel dieser Arbeit war die Ermittlung und Bewertung der Desinfektionswirkung in einer
Trinkwasserversorgungsanlage (TWVA) und bei Laborexperimenten mit E. faecium. Bei der
TWVA wurden mit Hilfe der kulturellen Methode und der Durchflusszytometrie (TCC und ICC) die
UV-Desinfektion und die Desinfektion durch Zugabe von CIO; bestimmt und die Stabilitat des
Wassers anhand des Wachstumspotentials (WP) untersucht. Bei den Laborexperimenten wurde
durch Desinfektion von E. faecium mit unterschiedlichen Konzentrationen CIO; unter Anwendung
verschiedener Methoden (kulturell, DFZ (SG1PI in DMSO, SG1PI in Tris, CFDA), und ATP
Methode) die Desinfektionswirkung veranschaulicht und die Methoden wurden miteinander
verglichen. Die Ergebnisse zeigen, dass die Desinfektionswirkung grundsatzlich mit allen
Methoden dargestellt werden konnte mit dem Nachteil, dass bei der kulturellen Methode nach der
Desinfektion die meisten Zellen nicht mehr wachsen konnten. Im WP Versuch konnte gezeigt
werden, dass nach alleiniger UV-Desinfektion das Trinkwasser bei einer Temperatur von 15°C
nach 10 Tagen Lagerung instabil ist. Des Weiteren wurde beobachtet, dass mit dem Farbstoff
CFDA bei unbehandelten E. faecium die in RW verdinnt wurden nur 30 Prozent der Esterase
Aktivitat ermittelt werden konnte. Der Vergleich aller Methoden beim Laborexperiment zeigt, dass
die Ergebnisse der ICC bei Verwendung von DMSO im Vergleich zu Tris Puffer als Losungsmittel
fur SG1PI besser mit den Resultaten der ATP Methode und der Esterase Aktivitat
zusammenpassen. Die kulturelle Methode weicht von den Ergebnissen der anderen Methoden
vollig ab, am besten passen die Ergebnisse der ATP Methode und der CFDA Farbung
zusammen. Die Ergebnisse zeigen, dass fur die adaquate Beurteilung der Desinfektionswirkung
Wissen uber den Mechanismus der Abtdtung der Zellen nach erfolgter Desinfektion notwendig
ist. Dann kann die passende Detektionsmethode ausgewahlt werden, wobei eine Kombination
von mehreren Methoden von Vorteil ist.
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Abstract

The aim of this work was to determine and evaluate the disinfection effect in a drinking water
supply system and in laboratory experiments with E. faecium. The UV disinfection and the
disinfection by adding CIO, were determined at the drinking water supply system with the aid of
the culture method and flow cytometry (TCC and ICC). The stability of the water was examined
on basis of the growth potential. In the laboratory experiments the disinfection effect was
illustrated by disinfecting E. faecium with different concentrations of CIO, using different methods
(cultural, flow cytometry (SG1PI in DMSO, SG1PI in Tris, CFDA), and ATP method) and the
methods were compared with one another. The results show that the disinfection effect could
basically be shown with all methods. The disadvantage of the cultural method is that after the
disinfection most of the cells could no longer grow. In the growth potential test, it could be shown
that after UV disinfection alone, the drinking water is unstable after 10 days of storage at a
temperature of 15 °C. It was also observed that with the dye CFDA in untreated E. faecium that
were diluted in raw water, only 30 percent of the esterase activity could be determined. The
comparison of all methods in the laboratory experiment shows that the results of the ICC when
using DMSO compared to Tris buffer as a solvent for SG1PI fit better with the results of the ATP
method and the esterase activity. The cultural method differs completely from the results of the
other methods; the results of the ATP method and the CFDA staining match best. The results
show that knowledge of the mechanism by which the cells are killed after disinfection is necessary
for an adequate assessment of the disinfection effect. The appropriate detection method can then
be selected, a combination of several methods being advantageous.
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Einleitung

1. Einleitung

Schnelligkeit, Zuverlassigkeit und Empfindlichkeit des Nachweises lebender Bakterien im
Trinkwasser sind Schliisselthemen fiir die Sicherheit des Menschen (Guilini et al., 2015). Ziel der
offentlichen Trinkwasserversorgung ist es, Wasser von akzeptabler &sthetischer und
hygienischer Qualitat zu produzieren und diese Qualitdt wahrend der gesamten Verteilung bis
zum Verbrauch zu erhalten. Aus mikrobiologischer Sicht kann sich die Qualitat des aufbereiteten
Wassers durch tibermaRiges Bakterienwachstum verschlechtern, was zu Problemen wie einer
sensorischen Verschlechterung der Wasserqualitdt (z. B. Geschmack, Geruch, Tribung,
Verfarbung) sowie zur Verbreitung von Krankheitserregern filhren kann (Nescerecka et al., 2014).
In Trinkwasserversorgungsanlagen (TWVA) werden verschiedene Desinfektionsmethoden
angewendet, z.B. Chlorung, UV-Desinfektion, um ein gesundheitlich einwandfreies Wasser zum
Konsumenten zu verteilen.

Fur die Beurteilung der Desinfektionswirkung in Trinkwasser ist das Einhalten der
mikrobiologischen Parameterwerte nach der Trinkwasserverordnung erforderlich. Diese sind im
Osterreichischen Lebensmittelbuch Codexkapitel B 1 Trinkwasser deklariert. Nach der
Desinfektion dirfen in 250 ml Wasser keine E. coli, Enterokokken und wenn das Wasser in
Flaschen oder anderen Behéltnissen in Verkehr gebracht wird auch keine P. aeruginosa
nachweisbar sein (Bundesministerium Arbeit, Soziales und Gesundheit, 2019). Neben dem Zeit-
und Materialaufwand der dafiir vorgesehenen Bestimmungsmethoden besteht die Tatsache,
dass die meisten (bis zu 99%) der wasserbiirtigen Bakterien nicht kultivierbar sind. Nach einer
Desinfektion werden die Mikroorganismen entweder vollstandig inaktiviert oder teilweise nur
gestresst, aber sind noch intakt (VBNC = viable but not culturable). In diesem VBNC Zustand ist
eine Kultivierung standardmafig nicht mehr moglich und kann zu einer Unterschéatzung der
Uberlebensrate fiihren.

Chlor und CIO; sind Oxidationsmittel die zur Desinfektion von Trinkwasser sehr haufig eingesetzt
werden und zur Begrenzung des Nachwachsens von Bakterien in Wasserverteilungssystemen
dienen. Sie reagieren mit verschiedenen zellularen Verbindungen und beeinflussen metabolische
und physiologische Prozesse. Die Bakterienmembranen kdnnen geschadigt werden, indem die
Permeabilitat verandert wird, die ATP-Produktion gehemmt wird, Fragmentproteine und
Nukleinsdureschaden verursacht werden. Aul3erdem hemmen sie das Bakterienwachstum auf
Agarmedien, selbst nachdem niedrige Oxidationsmitteldosen verwendet wurden. Diese Bakterien
sind zwar lebensfahig aber durch den oxidativen Stress ist es ihnen nicht mdglich auf Nahrmedien
zu wachsen und verschwinden dadurch in den VBNC Zustand. Es ist wichtig, die Kultivierung
durch weniger zeitaufwendige und effektivere Methoden zur raschen Uberwachung der
Desinfektionseffizienz zu ergdnzen (Phe et al., 2005).

Fur die allgemeine Beurteilung der Wasserqualitit haben neben den kulturellen
Standardmethoden zwei mikrobiologische Parameter zunehmend Beachtung gefunden, namlich
die durchflusszytometrische Bestimmung der intakten Zellzahl (intact cell count ,ICC*) und die
Adenosin-Triphosphat-Analyse (ATP). Diese Verfahren kommen fiir die Uberwachung des
mikrobiologischen Gesamtzustands und auch nach Desinfektion immer haufiger zum Einsatz. Fur
die Akzeptanz neuer oder alternativer Methoden oder Parameter durch Wasserversorger und
Behdrden sind jedoch umfangreiche Feldtests sowie Vergleiche mit herkémmlichen Methoden
erforderlich. Mit Hilfe der Durchflusszytometrie ist der Nachweis von intakten Zellen mit Hilfe von
Farbstoffkombinationen (SYBR Green und Propidiumiodid) mdglich. Die ATP-Methode nutzt das
Nukleotid ATP (Adenosintriphosphat), dieses ist ein universeller Energietrager und reguliert
energieliefernde Prozesse in Zellen. Die Konzentration dieses Molekiils kann daher als Indikator
fur intakte Zellen quantitativ herangezogen werden (Firlinger et al., 2017).
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Einleitung

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit diesen Methoden und vergleicht diese mit den
Jangsameren® kulturellen Methoden, um beispielhaft die Desinfektionswirkung ,schnell“ messen
zu kénnen. Es wird einerseits die Desinfektionswirkung in einer Trinkwasserversorgungsanlage
(TWVA) und andererseits von E. faecium, die im Labor geziichtet und mit Chlordioxid (ClO2)
desinfiziert wurden, beurteilt. Wobei die vorhin genannten Methoden zur Beurteilung
herangezogen und die Ergebnisse verglichen und diskutiert werden.
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Zielsetzung und Aufgabenstellung

2. Zielsetzung und Aufgabenstellung

Ziel dieser Arbeit ist die Ermittlung und Bewertung der Desinfektionswirkung bei
Trinkwasserproben, die mit ultravioletter (UV)-Strahlung und Chlordioxid (ClO2) behandelt
wurden und bei im Labor gezlichteten Bakterien (E. faecium), die mit unterschiedlichen CIlO;
Konzentrationen behandelt wurden. Daflr ist es notwendig die intakten (lebensfahigen) Zellen
der Proben zu bestimmen, wobei flr deren Bestimmung verschiedene Methoden angewandt
werden. Es wurden koloniebildende Einheiten (KBE) mittels Plattengussmethode, die Zellzahl
mittels Durchflusszytometrie und ATP photometrisch bestimmt.

In einem ersten Schritt wurden im Rahmen eines Projektes regelmafig die Gesamtzellzahl und
die Anzahl der intakten Zellen in verschiedenen Proben (Rohwasser, nach UV-Desinfektion, nach
UV- Desinfektion und CIO;, Zugabe, im Netz und Hochbehélter) eines Trinkwasserversorgers
durchflusszytometrisch gemessen und die koloniebildenden Einheiten (KBE) bestimmt. Dadurch
kann im beprobten Zeitraum beobachtet werden ob und wie sich die ICC/TCC des Wassers der
einzelnen Probenahmestellen verandert und ob eine etwaige Verdnderung mit anderen
Mafinahmen oder Ereignissen zusammenfallt. Des Weiteren kann die Desinfektionswirkung nach
Zugabe von CIlO; und die weitere Entwicklung der TCC/ICC im Netz und im Hochbehalter beurteilt
werden.

Im zweiten Schritt erfolgte die experimentelle Untersuchung spezifischer Aspekte der
Bestimmung der Zahl der intakten Zellen mittels Durchflusszytometrie. In Anlehnung an
Untersuchungen von Nescerecka et al. (2016a) wurden der Einfluss des Ldosungsmittels, die
Anwendung verschiedener Konzentrationen Propidiumiodid (Pl) und der Messdauer ermittelt.
Verschiedene Konzentrationen Pl in Tris Puffer wurden mit der tblichen Konzentration Pl in
Dimethylsulfoxid (DMSO) verglichen. Als Probe wurde Rohwasser verwendet, das in weiteren
Experimenten vor der Messung thermisch und mit CIO, behandelt wurde. Dieser Versuch soll
zeigen ob DMSO Bakterien zerstort und diese dadurch falschlicherweise als ,tote* Zellen
detektiert werden. Auch der Einfluss von verschiedenen Konzentrationen Pl und die Messdauer
wurden herangezogen, um darzustellen ob ,tote“ Bakterien ausreichend angefarbt (z.B. durch
geringe Pl Konzentration) wurden oder félschlicherweise zu wenige intakte Zellen detektiert
wurden (z.B. durch zu hohe Pl Konzentration).

Den letzten Arbeitsschwerpunkt bildete das Testen weiterer Moglichkeiten, um intakte Zellen zu
detektieren. Ziel ist es neben der Membranpermeabilitdit andere Komponenten, die durch die
Desinfektion zum Zelltod fuhren, in die Bewertung der Desinfektionswirkung einbeziehen zu
kénnen. In einem Laborexperiment wurde E. faecium, durch Zugabe unterschiedlicher CIO-
Konzentrationen, behandelt. In Vorexperimenten wurden verschiedene Farbstoffe fir die
Durchflusszytometrie getestet: Bis-(1,3-dibutylbabiturat) trimethinoxonol (DiBAC4(3)), Carboxy
Fluorescein Diacetat (CFDA), Gel Red, Pl in DMSO und Pl in Tris Puffer, um zu testen welche
Kombinationen fir den eigentlichen Versuch sinnvoll sind. Fir die weiteren Experimente wurden,
aufgrund guter Ergebnisse, Pl in DMSO und in Tris Puffer verdinnt und CFDA zur
durchflusszytometrischen Bestimmung der intakten Zellen verwendet. Zusatzlich wurde die
Adenosintriphosphat-Methode (ATP) auf Basis eines verbesserten ATP Protokolls nach Hammes
et al. (2010) zur Bestimmung des intrazellularen ATPs, das in Zusammenhang mit den intakten
Zellen steht, eingefuhrt. AuBerdem wurden mithilfe des Plattengussverfahrens die KBE bestimmt.
Durch diesen Versuchsaufbau kénnen verschiedene Parameter (Membranpermeabilitat bei
SGL1PI, Enzymaktivitat bei CFDA und IC — ATP bei der ATP Methode), die eine Bestimmung der
Zahl der intakten Zellen zulassen, miteinander verglichen werden.

Bei den Untersuchungen der Trinkwasserproben und beim Laborexperiment mit E. faecium
wurden zuséatzlich Wachstumspotential-Versuche durchgefiihrt, um zu zeigen ob eine
Wiederaufkeimung der Bakterien nach erfolgter Desinfektion und nach einer bestimmten
Lagerzeit und Temperatur moglich ist.
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Allgemeine Grundlagen (inklusive Literaturstudie)

3. Allgemeine Grundlagen (inklusive Literaturstudie)

In  der Literaturstudie werden Grundlagen, die in der Wasseraufbereitung von
Trinkwasserversorgungsanlagen (TWVA) von Bedeutung sind, dargestellt. Das Thema
Desinfektion ist hier von grof3er Bedeutung, wobei aufgrund des vorhandenen Schwerpunkts in
der Arbeit, auf die Chlordioxid- und UV- Desinfektion naher eingegangen wird.

Danach wird die Detektion von intakten Zellen thematisiert. Es werden die Durchflusszytometrie,
wo das Hauptaugenmerk auf die verschiedenen Detektionsmdglichkeiten von intakten Zellen
durch Verwendung verschiedener Farbstoffe gerichtet wird und die ATP Methode, wo naher auf
die Herausforderungen dieser Methode eingegangen wird, genauer erklart.

Zum Schluss wird auf das Thema Biostabilitat eingegangen, wobei die Herausforderungen in
diesem Bereich bedeutend sind.

3.1 Wasseraufbereitung in Trinkwasserversorgungsanlagen

Trinkwasser bietet eine einzigartige nahrstoffarme Umgebung, in der sich verschiedene
einheimische mikrobielle Gemeinschaften vermehren (Vital et al., 2012).

Ziel der offentlichen Trinkwasserversorgung ist es, Wasser von akzeptabler &sthetischer und
hygienischer Qualitat zu produzieren und diese Qualitat wahrend der gesamten Verteilung bis
zum Verbrauch zu erhalten. Aus mikrobiologischer Sicht kann sich die Qualitat des aufbereiteten
Wassers durch tbermaRiges Bakterienwachstum verschlechtern, was zu Problemen wie einer
sensorischen Verschlechterung der Wasserqualitdt (z. B. Geschmack, Geruch, Tribung,
Verfarbung) sowie zur Verbreitung von Krankheitserregern fihren kann (Nescerecka et al., 2014).

Die Verfahren zur Trinkwasseraufbereitung werden in drei Gruppen eingeteilt:
- physikalische Verfahren
- chemische Verfahren
- biologische Verfahren

Um das Aufbereitungsziel zu erreichen, mussen haufig Verfahrenskombinationen eingesetzt
werden (Karger & Hoffmann, 2013a). In Tabelle 1 sind die Hauptverfahren der
Trinkwasseraufbereitung aufgelistet.

Tabelle 1: Hauptverfahren der Trinkwasseraufbereitung (Karger & Hoffmann, 2013b)

Physikalisch Chemisch Biologisch

Sedimentation Oucidation/Reduktion Entmanganung

(z. B. Absetzbecken) (z. B. KMnOy-Zugabe (z. B. Einsatz von einlagernden
zur Entmanganung) und oxidierenden speziellen

Manganbakterien)

Siebung/Rechen Flockung Denitrifikation

(z. B. Siebtrommel) (z. B. Entfernung (z. B. Nitratentfernung mit
feindisperser Partikel auto-oder heterotrophen
mit Me-Salzen) Bakterien}

Filtration Fallung

(z. B. Mehrschichtfilter) {z. B. zur Schwermetall-

elimination)
Membranverfahren Enteisenung/Entrmangannng
{z. B. Umkehrosmose zur (z. B. durch O;-Zugabe)
Nitratentfernung)
Gasaustausch Entsiuerung
{z. B. Verdiisung zur {z. B. Marmorfiltration)

CO5-Reduktion)
Tonenaustauscher

{z. B. zur Enthartung)
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3.1.1 Desinfektion von Trinkwasser

Desinfektion ist die Abtétung von Mikroorganismen. Nach einer einwandfreien Desinfektion sind
in definierten Volumina Krankheitserreger mit spezifizierten Verfahren nicht mehr nachweisbar
und die Zahl unspezifischer Mikroorganismen liegt unter einem geforderten Wert (Karger &
Hoffmann, 2013b).

Die Desinfektion von Trinkwasser stellt aber keine Sterilisation dar, es werden also nicht alle im
Wasser befindlichen Mikroorganismen inaktiviert. Das ist bei der Trinkwasserdesinfektion auch
gar nicht erforderlich. Das Ziel der Desinfektion ist es, die Konzentration an pathogenen
Mikroorganismen so zu verringern, dass fur den Menschen keine Gefahrdung mehr gegeben ist
(Sommer et al., 2007).

Es konnen unterschiedliche Methoden angewendet werden, um das Trinkwasser frei von
gesundheitsschadigenden Keimen und Bakterien zu bekommen. Die Krankheitserreger kénnen
entfernt oder physikalisch / chemisch abgetdtet werden.

Fir die Trinkwasserdesinfektion sind folgende Verfahren zuléssig:

- Chlorung mit Natrium-, Kalium-, Calcium- oder Magnesiumhypochlorit
- Chlorung mit Chlorgas

- Behandlung mit Chlordioxid

- Ozonung

- UV-Bestrahlung (Trinkwasser, 2020)

Heutzutage umfassen die am haufigsten verwendeten Desinfektionsmethoden fir Trinkwasser
die physikalische Desinfektion (Filtration / UV / Warme) und die chemische Desinfektion (Chlor /
Ozon) (Wang et al., 2010).

3.1.1.1 Chemische Desinfektion durch Oxidationsmittel

Chlor ist eines der haufigsten Oxidationsmittel zur Desinfektion von Trinkwasser und zur
Begrenzung des Nachwachsens von Bakterien in TWVAs. Es reagiert mit verschiedenen
zellularen Verbindungen und beeinflusst metabolische und physiologische Prozesse. Es kann
Bakterienmembranen schéadigen, indem es ihre Permeabilitat verandert, die ATP-Produktion
hemmt und Fragmentproteine und Nukleinsdureschaden verursacht (Phe et al., 2005).

Die Chlorgas-Desinfektion ist einfach und preisginstig, daher wird sie haufig angewendet. Chlor
ist aber sehr giftig (MAK-Wert 1,5 mg/m?), daher gelten fiir den Umgang strenge Vorschriften
(Karger & Hoffmann, 2013a). Bei der Desinfektion mit Hypochloritibsungen oder Chlorgas
(Verfahren der Chlorung) darf nach einer Reaktionszeit von mindestens 30 Minuten eine
Restkonzentration an freiem Chlor (angegeben als Cl,) von 0,3 mg/l Cl; nicht unterschritten und
von 0,5 mg/l Cl, nicht Gberschritten werden. Bei Abgabe an den Abnehmer bzw. Verbraucher
betragt die zulassige Ho6chstkonzentration an freiem Chlor in der Regel 0,3 mg/l Cl,
(Bundesministerium Arbeit, Soziales und Gesundheit, 2019). Im Teilstrom wird das Chlorgas mit
Wasser gemischt und es lauft folgende chemische Reaktion ab:

Clz + HO - HCI + HOCI (Hydrolyse) 3.1.

Die gebildete Salzsaure wird sofort durch die Karbonate im Wasser neutralisiert. Aul3erdem
entsteht unterchlorige Saure, die Dissoziation dieser ist stark pH-Wertabhangig. Mit steigendem
pH-Wert muss die Menge an Chlor gesteigert werden. Chor wirkt auch als Oxidationsmittel (die
Keimabtotungswirkung wird durch den abgespaltenen aktiven Sauerstoff erreicht), daher erfolgt
durch oxidierbare Substanzen eine Chlorzehrung. Ein Nachteil bei der Anwendung von Chilor ist,
dass organische Inhaltsstoffe des Wassers chloriert werden. Dabei entstehen unterschiedliche
Trihalogenmethane (THM) oder Haloforme. Fiir die Summe der vier Haloforme gilt in Osterreich
ein Grenzwert von 30 mg/l. Der Chloreinsatz fiihrt au3erdem zur Bildung von Chlorphenolen, die
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dem Wasser einen unangenehmen muffigen Geschmack geben. Eine Konzentration ab 0,02 mg/I
wirkt bereits stérend (Karger & Hoffmann, 2013b).

Der Einsatz von Chlor und Hypochloriten ermgglicht es frei suspendierte Mikroorganismen sowie
virale und bakterielle Krankheitserreger abzutdten bzw. zu inaktivieren. Voraussetzung dafir ist
ein weitgehend tribstofffreies Wasser. Falls das zu desinfizierende Wasser Partikel enthalt,
missen diese in geeigneter Weise vor der Desinfektion entfernt werden, da in ihnen
eingeschlossene Krankheitserreger vor der Wirkung des Desinfektionsmittels geschitzt sind. Die
Entfernung von Parasiten kann nur durch eine leistungsfahige Filtration, wie z.B.: Flockungs-,
Membran-, oder Uferfiltration, gewahrleistet werden ( Karger & Hoffmann, 2013a).

Chlordioxid (ClO>) besitzt ein hoheres Oxidationsvermdgen als Chlorgas. Dies hat den Vortell,
dass die Wirkung bei stark reduzierter Geschmacks- und Geruchsgrenze erreicht wird (Karger &
Hoffmann, 2013b). Der Einsatz von Chlordioxid erméglicht frei suspendierte Mikroorganismen
sowie virale und bakterielle Krankheitserreger abzutéten bzw. zu inaktivieren. Das Wasser muss
aber triibstoffarm sein, sind Partikel vorhanden mussen diese vor der Desinfektion in geeigneter
Weise entfernt werden, da eingeschlossene Krankheitserreger vor der Wirkung des
Desinfektionsmittels geschuitzt sind. Im Zuge der Aufbereitung muss auf3erdem eine Eliminierung
von parasitaren Krankheitserregern gewahrleistet sein, da diese auch bei Einsatz von maximal
zuldssiger Dosis nicht in ausreichender Weise abgetotet werden (DVGW W 224, 2010).

Bei der Desinfektion mit Chlordioxid (angegeben als ClO;) betragt die Zugabe mindestens 0,2
mg/l ClO; und hdchstens 0,4 mg/l ClO,. Eine Mindestreaktionszeit von 15 Minuten ist einzuhalten,
wobei auf ausreichende Durchmischung zu achten ist. Nach der Reaktionszeit muss jedenfalls
eine Restkonzentration von mindestens 0,05 mg/l ClO2 nachweisbar sein. Bei Abgabe an den
Abnehmer bzw. Verbraucher betrdgt die zulassige Hoéchstkonzentration des bei diesem
Verfahren entstehenden, unerwiinschten Nebenproduktes Chlorit 0,2 mg/l (Bundesministerium
Arbeit, Soziales und Gesundheit, 2019).

Aufgrund seiner physikalisch-chemischen Eigenschaften wird Chlordioxid am Anwendungsort
hergestellt.

Fur die Herstellung kommen zwei Verfahren in Frage:
- Das Chilorit-/Chlor-Verfahren
- Das Chlorit-/Salzsaure-Verfahren (Roeske, 2016)
Folgende Reaktionen laufen dabei ab:
2 NaClO; + Cl, — 2 CIO; + 2 NaCl 3.2
5 NaClO; + 4 HCI — 4 CIO; + 5 NaCl + 2 H,O 3.3

Je konzentrierter eine Chlordioxidlésung ist, desto schneller zerfallt diese. Darum werden
konzentrierte Losungen entweder direkt nach der Herstellung auf eine 2 bis 3 g/l Lésung verdinnt
oder direkt in das zu desinfizierende Wasser dosiert. Negativen Einfluss auf die Stabilitat von
Chlordioxidlésungen haben der pH- Wert, Spuren von Verunreinigungen, Erwarmung und
Lichteinfall.

Chlordioxidgas ist sehr giftig, ist ab einer Konzentration von 0,3 mg/l (0,1 ppm) in der Luft
geruchlich wahrnehmbar und hat einen chloréahnlichen Geruch. Um nicht zul&ssige
Betriebszustdnde zu verhindern, sind bei der Trinkwasserdesinfektion nur Verfahren zulassig
bei denen eine sichere Herstellung und eine kontinuierliche Prozessiberwachung maéglich sind
(DVGW W 224, 2010). Die Herstellung von Chlordioxid-Lésungen mit einer Konzentration
zwischen 6 und 20 mg/l sind mit heutiger Technologie im Reaktor maglich.

Fur beide Verfahren gilt neben der technischen Sicherheit der Anlagen, dass das eingesetzte
Natriumchlorit moglichst vollstdndig zu CIO, umgesetzt wird. Die Bildung von unerwinschten
Nebenprodukten, wie z.B. Chlorat, bei der chemischen Umsetzung soll unterbunden werden.
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Eine stabile ClO,-Ldsung soll auch tber langere Zeitrdume vorliegen. Gasférmiges Chlordioxid
zersetzt sich ab einer Konzentration von 300 g/ms (= 10 Vol.-%) explosionsartig zu Chlor und
Sauerstoff. Im Uberstehenden Gasraum kann bei Chlordioxidkonzentrationen von 8 g/l
Chlordioxid bei Atmospharendruck und 20 °C diese kritische Konzentration durch Ausgasung
entstehen. Daher darf aus Sicherheitsgrinden die Konzentration der hergestellten ClO2-Lésung
nicht Giber 4 g/l ClO; liegen (Roeske, 2016).

Die Desinfektionswirkung kann mit Chlordioxid, abh&ngig von der Chlordioxiddosis und dem
Zehrungspotential des Wassers, Uber einen langeren Zeitraum aufrechterhalten werden. Als
Chlordioxidzehrung wird die Differenz zwischen der zugegebenen Chlordioxiddosis und der im
Wasser vorhandenen Chlordioxidkonzentration in mg/l nach einer bestimmten Reaktionszeit
bezeichnet. Die Zehrung wird durch die Stabilitit des Desinfektionsmittels, Licht- und
Temperatureinflisse und geléste organische und anorganische Stoffe beeinflusst. Zur
Charakterisierung der organischen Belastung von Trinkwasser kann der geldste organische
Kohlenstoff (DOC) herangezogen werden.

Im Vergleich zu Chlor und Hypochloriten ist vorteilhaft, dass durch Verwendung von Chlordioxid
eine gleichbleibende Desinfektionswirkung bei pH-Werten gré3er als 8 méglich ist. Des Weiteren
reagiert Chlordioxid nicht mit Bromid, Ammonium und Aminen. Eingeschrankt wird der Einsatz
von Chlordioxid von hohen DOC-Konzentrationen (>2,5 mg/l), da bei solch hohen
Konzentrationen, durch die héhere Chlordioxid-Zehrung, die zulassige maximale Dosiermenge
von 0,4 mg/l Chlordioxid mdglicherweise nicht ausreicht.

Da der Grenzwert des Chlordioxidreaktionsprodukts Chlorit, laut 0Osterreichischem
Lebensmittelbuch (2017), bei 0,2 mg/l liegt, kann es sein, dass die Chlordioxidzugabe auf Werte
unter 0,4 mg/l zu begrenzen ist. Wird mehr als 0,2 mg/l Chlordioxid dosiert, sollte die
Chloritkonzentration regelmafig kontrolliert werden (DVGW W 224, 2010).

Wirksamkeit / Effizienz von Oxidationsmitteln

Die unterschiedliche Selektivitdt und Reaktivitdt der Oxidationsmittel gegentber bestimmten
Verbindungen kdnnen deren Reaktivitdt gegeniber Mikroorganismen direkt beeinflussen.
Zusatzlich zur Reaktivitdt des Oxidationsmittels kénnen die Zusammensetzung und der
physiologische Zustand der Bakteriengemeinschaft die Effizienz der bakteriellen Desinfektion
beeinflussen. Einheimische Bakteriengemeinschaften in natirlichen Gewéassern und in
Trinkwéassern umfassen eine Reihe sehr unterschiedlicher Bakterien mit stark variablen
physikalischen (z. B. Zellgré3e und -form), chemischen (z. B. Membranzusammensetzung) und
biologischen (z. B. physiologischen) Eigenschaften. Diese Heterogenitat wird wahrscheinlich die
Wirksamkeit von Desinfektionsprozessen beeinflussen. Die Effizienz von Oxidationsmitteln, die
Membranschaden verursachen, nahm in der Reihenfolge Ozon > Chlor > Chlordioxid > Ferrat >
Permanganat > Chloramin ab (Ramseier et al., 2011).

ct-Wert

Ein Malf3 fur die Desinfektionswirkung ist der ct-Wert. Wenn Versuchsreihen mit unterschiedlichen
Wirkstoffkonzentrationen durchgefihrt werden, kdonnen diese im ct-Wert als Mald fir die
Wirksamkeit zusammengefasst werden. Des Weiteren kdnnen anhand des ct-Wertes
verschiedene Desinfektionsmittel besser verglichen werden.

Der ctgg Wert ist das Produkt aus der Konzentration des Desinfektionsmittels und der fiir eine
die Reduktion der Testkeime um 2 Log Stufen benétigten Zeit:

Ctogg = C * togy,

Die Effektivitat eines bestimmten Desinfektionsmittels gegeniber eines bestimmten
Testorganismus wird durch den ct-Wert beschrieben.
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Ein hoher ctoe-Wert sagt aus, dass relativ hohe Desinfektionsmittelkonzentrationen und lange
Einwirkzeiten notwendig sind, um eine Reduktion von 99% (2 Log Stufen) zu erreichen.
Organismen mit hohem ct-Wert sind also relativ resistent gegentuber dem Desinfektionsmittel
(Schmidt, 2012).

Die Breitbanddesinfektionseigenschaften von Chlordioxid liefern unter normalen Umstanden
niedrigere ct-Werte als die herkdmmliche Chlorbehandlung (International Dioxcide, 2019).

Tabelle 2: ctgo-Werte (Verringerung um 2 Log Stufen) verschiedener Mikroorganismen nach CIlO2
Desinfektion (Schmidt, 2012)

Mikroorganismen ctoo-Werte ClO2 Desinfektion [min*mg/I]
E. coli 0,118
E. faecium 0,339
Bakteriophagen MS2 0,101
Bakteriophagen PRD1 0,047

3.1.1.2 Physikalische Desinfektion mittels UV-Strahlung

Bereits Ende des vorletzten Jahrhunderts ist bekannt, dass UV-Strahlen keimtétende Wirkung
haben, aber erst in unserer Zeit haben Anlagen zur Erzeugung von UV-Strahlen einen
Leistungsstand erreicht, der ihren Einsatz zur Desinfektion von Trinkwasser ermoglicht.
Mittlerweile ist eine Keimreduzierung im Trinkwasser mdoglich wie sie bei chemischen
Desinfektionsverfahren erreicht werden (Roeske, 2016).

Die Desinfektion mit UV-Licht gewinnt als Alternative zur Chlordesinfektion zunehmend an
Bedeutung, da eine Vielzahl von Krankheitserregern inaktiviert werden kann, keine gefahrlichen
Desinfektionsnebenprodukte anfallen und die Desinfektion sicher und einfach durchgefuhrt
werden kann (Guo et al., 2012).

UV-Licht, das von Quecksilberbogenlampen (Nieder- oder Mitteldruck) emittiert wird, ist gegen
eine Vielzahl von pathogenen Mikroorganismen wirksam, einschlie3lich Viren, Bakterien und
Protozoen-Zysten (Hallmich & Gehr, 2010).

Das Lebensmittelsicherheits- und Verbraucherschutzgesetz (2021), die Trinkwasserverordnung
(2017), das Osterreichische Lebensmittelbuch (Codex), Kapitel B1 , Trinkwasser“ (2019), und der
Wassersicherheitsplan (WHO, 2017) bieten nationale und internationale Qualitdtskonzepte, um
in der Trinkwasserversorgung nach erfolgter UV-Desinfektion ausreichende Zuverlassigkeit und
Sicherheit zu gewahrleisten. Die Anwendung dieser Konzepte bietet die Moglichkeit die aktuellen
Anforderungen an den Betrieb und die Uberwachung von TWVAs zu erfilllen (Sommer et al.,
2007).

Prinzip der Desinfektion durch UV-Bestrahlung

Fir die Bestrahlung werden ublicherweise zwei UV-Lampentypen verwendet: Niederdruck (LP),
der nahezu monochromatisches Licht bei 254 nm (UV-C-Strahlung) aussendet, und Mitteldruck
(MP), der polychromatisches Licht (ber einen weiten Wellenlangenbereich aussendet,
einschlieBlich solcher, die mit keimtétenden Wirkungen zwischen 200 nm und 300 nm verbunden
sind (Lyon et al., 2012).

Wenn Mikroorganismen (Bakterien, Viren, Parasiten) einer UV-Strahlung ausgesetzt werden,
absorbieren diese die UV-Photonen, wodurch eine photochemische Reaktion ausgelst wird
(Sommer et al.,, 2007). UV-Bestrahlung bei Wellenldngen von 200 bis 400 nm inaktiviert

Luzia HAIDER Seite 8



Allgemeine Grundlagen (inklusive Literaturstudie)

Krankheitserreger, indem sie Veranderungen in der Genom-DNA oder anderen intrazellularen
Molekulen wie Proteinen und Enzymen mit ungesattigten Bindungen verursacht ( Liu et al., 2011).
Die UV-Strahlung greift hauptsachlich die Nukleinsauren der Mikroorganismen an. Bei
Anwendung von geeignetem Wellenlangenbereich und ausreichend hoher UV-Fluenz (= Dosis),
fuhren die Schadigungen in den Mikroorganismen zu deren Inaktivierung, das heif3t zum Verlust
ihrer Vermehrungsfahigkeit (reproduktiver Zelltod). Inaktivierte Mikroorganismen stellen keine
Infektionsgefahr fir den Menschen dar (Sommer et al., 2007). Abbildung 1 zeigt die Wirkung von
UV-Strahlen auf ein Bakterium.

Abbildung 1: Wirkung der UV-Bestrahlung auf ein
Bakterium: Mitteldruckstrahler (poly- chromatische
Strahler) emittieren ein breites Wellenspektrum, das
nicht nur die DNA von Bakterien zerstort, sondern auch
die Zellmembran, Proteine, Lipide und Enzyme.

EESLEL W Dadurch kénnen die Mikroorganismen ihre

Kapsel o | e S8 23 Reparaturmechanismen (Foto- und

Rawnd D A Dunkelreaktivierung) nicht mehr aktivieren (Roeske,
Zytoplasma- 2016)

membran

Proteine

Pili

Flagella
(GeiBel)

Die notwendige Inaktivierungs-Bestrahlungsdosis hangt von verschiedenen Faktoren ab.
Einzelne Bakterien sind leichter abzutéten als zusammengelagerte oder an Feststoffpartikeln
absorbierte Mikroorganismen. Weitgehend gleich empfindlich gegenlber UV-Strahlen sind
vegetative Bakterien, Viren und Pilze. Bakteriensporen und Parasiten besitzen eine deutlich
hohere Widerstandsféahigkeit (Roeske, 2016).

Ein Vorteil der UV-Desinfektion von Wasser liegt darin, dass kein Zusatz von Chemikalien
erforderlich ist. Des Weiteren ist die Reaktionszeit (Bruchteile von Sekunden) sehr kurz, daher
wird kein Reaktionsbehélter benotigt. AulBerdem erfolgt keine Veranderung der
Wasserinhaltsstoffe bei korrekter Anwendung und im Gegensatz zu den chemischen
Desinfektionsverfahren ist die Desinfektionswirkung weder vom pH-Wert noch von der
Temperatur abhangig. Im Gegensatz zu chemischen Desinfektionsverfahren ist UV-Strahlung
sehr gut gegeniber Dauerformen von Parasiten (z. B. Oocysten von Cryptosporidien, Zysten von
Giardia lamblia) wirksam und sie besitzt eine spezifische mikrobizide Wirkung (Sommer et al.,
2007).

Nachteilig ist, dass wahrend des praktischen Einsatzes im Gegensatz zu chemischen
Desinfektionsverfahren (Chlor, Ozon) keine direkte Messung eines ,Desinfektionsmittels“ maglich
ist. Des Weiteren erfolgt die mikrobizide Wirkung nur am Ort der Strahlung, es gibt keine
nachhaltige Wirkung (z. B. im Leitungssystem) (Sommer et al., 2007). Aul3erdem haben viele
Mikroben DNA-Reparatursysteme, Prozesse, die als Photoreaktivierung und Dunkelreparatur
bezeichnet werden. UV-induzierte DNA-Schaden kénnen durch diese Reparaturmechanismen
repariert werden. Die Fahigkeit zur Zellreparatur hangt von Merkmalen wie Bestrahlungsquelle,
angewandter Dosis, Inkubationsbedingungen und Art des Organismus ab (Olsen et al., 2015).
Die Anzahl lebensfahiger Organismen kann sich aufgrund der Photoreaktivierung um mehrere
log-Werte erhdhen, was ein Hindernis flr das Erreichen sicherer Desinfektionsniveaus und einen
maglichen Nachteil fir die Anwendung der UV-Desinfektion darstellt (Hallmich & Gehr, 2010).
Zusatzlich verursacht die UV-Desinfektion Verschiebungen von groRen zu kleinen NOM
(naturliche organische Materie) -Molekilen. Diese kleineren organischen Verbindungen
bereichern die Verfugbarkeit von mikrobiellen Substraten und steigern dann das

Luzia HAIDER Seite 9



Allgemeine Grundlagen (inklusive Literaturstudie)

Bakterienwachstum. Es ist zu beachten, dass diese Phdnomene bei UV-Bestrahlungsdosen von
mehr als 200 mJ / cm? beobachtet wurden (Liu et al., 2011).

3.1.1.3 Kombination von UV-und Chlordesinfektion

Die UV-Bestrahlung kann zusammen mit Chlor verwendet werden, um eine Desinfektion mit
mehreren Barrieren zu erreichen und einen Restschutz zu bieten. Zhao et al. (2011) weisen auf
die Moglichkeit hin die UV- und Chlorexposition sowohl fir die Desinfektion als auch fir die
fortgeschrittene Oxidation zu nutzen, um die gleichzeitige Bek&dmpfung von Krankheitserregern
und Mikroverunreinigungen zu erreichen (Zhao et al., 2011).

In der Praxis ist eine UV-Bestrahlung vor oder nach der Chlorierung bei
Wasseraufbereitungsprozessen technisch machbar. Im letzteren Fall wird das Wasser wahrend
der ersten Desinfektionsstufe gleichzeitig UV-Bestrahlung und Chlorierung ausgesetzt (Liu et al.,
2011).

Bei der Kombination von UV- und Chlordesinfektion stellt sich die Frage welche Nebenprodukte
durch diese Desinfektionsmethode gebildet werden und ob ein synergistischer Effekt resultiert.
Diese zwei Fragestellungen werden im Folgenden behandelt.

Bildung von Nebenprodukten

Wenn Chlor vor oder wéahrend der UV-Desinfektion (z. B. zur Voroxidation) zugesetzt wird, sind
Wechselwirkungen zwischen Chlor und UV-Licht unvermeidlich, wodurch ein neues Spektrum im
Wechsel von natlirlichem organischem Material (NOM) und der Bildung von
Desinfektionsnebenprodukten (DBPs) erzeugt wird (Zhao et al., 2011). Die Auswirkungen von
Co-Expositionsprozessen auf NOM kodnnen sich von denen der UV-Bestrahlung allein
unterscheiden. Durch sequentielle Desinfektionsschemata unter Verwendung von UV-
Bestrahlung und Chlorierung werden voraussichtlich auch die Bildung von DBP in Wasser
minimiert, da in solchen Prozessen niedrigere Chlordosierungen fir einen langfristigen
Restschutz in Verteilungssystemen verwendet werden kdnnen (Liu et al., 2011).

UV allein bei tblichen Desinfektionsdosen bildet keine halogenhaltigen DBPs, da zu ihrer Bildung
ein Halogenierungsmittel wie Chlor oder Chloramin erforderlich ist. Es liegen jedoch nur wenige
umfassende Studien zur Bewertung der Auswirkung der UV-Behandlung auf die DBP-Bildung in
Kombination mit einem sekundéren Desinfektionsmittel vor.

Die UV-Behandlung kénnte die DBP-Bildung durch die Anderung der DOM (dissolved organic
matter = geldste organische Substanz) - Struktur und die anschlielende Reaktivitdt gegeniber
Chlor / Chloraminen beeinflussen. Magnuson et al., 2002 fanden heraus, dass mit zunehmender
LP-und MP-UV-Dosis eine Verschiebung zu kleineren DOM-Molekilen auftrat (Lyon etal., 2012).

Lyon et al., 2012 fanden heraus, dass typische UV-Desinfektionsdosen keinen Einfluss auf die
Bildung regulierter THMs und HAAs (heterozyklische aromatische Amine) mit anschlie3ender
Chlorierung oder Chloraminierung hatten. Diese Ergebnisse legen nahe, dass bei Anwendung
von LP- und MP-UV-Strahlung auf Oberflichengewésser mit typischen Desinfektionsdosen die
Auswirkungen auf eine Reihe regulierter und nicht regulierter DBPs mit anschlieRender
Chlorierung oder Chloraminierung minimal sind. In Wéassern mit einem erhdhten Nitratgehalt kann
die Verwendung von LP gegeniiber MP UV die Wirkung auf die Bildung von Halogennitromethan
verringern (Lyon et al., 2012).

Synergistischer Effekt

Frihere Studien untersuchten die sequentielle Desinfektion mit UV und Chlor im Abwasser und
berichteten Uber einen synergistischen Effekt auf die Inaktivierung heterotropher Bakterien,
totaler Coliforme und die Entfernung von Antibiotikaresistenzgenen (Wang et al., 2012) (Zhang
et al., 2015).
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Li et al., 2018 zeigten in ihrer Studie die vorteilhaften Auswirkungen kombinierter UV-LED- und
Chlorbehandlungsverfahren auf die Inaktivierung von B. subtilis - Sporen. Die
Inaktivierungsratenkonstante der UVass5/ Clo- und UVago / Cl-Behandlungsprozesse bei einer UV-
Fluenz von 125 mJ/cm? war doppelt so hoch wie diejenigen, die allein wahrend der UV26s- und
UV2g0-Behandlung erhalten wurden.

Insgesamt war die Verbesserung der Sporeninaktivierung vielversprechend, sodass durch
Kombination von UV-LEDs und Chlor ein wirksamer Prozess zur Inaktivierung von
Krankheitserregern mit zusatzlichen Vorteilen erzielt werden konnte (Li et al., 2018).

Zur Kombination von UV-Strahlung und Chlordioxid brachten Rand et al., 2007 eine Studie
heraus. Sie verglichen die Wirksamkeit von Chlordioxid (CIO) mit freiem Chlor (Cl2) mit und ohne
Vorbehandlung mit Niederdruck-Ultraviolettlicht (UV) fur Biofilmkontrolle. Die Daten dieser Studie
zeigen, dass die UV / ClO,-Kombination am wirksamsten war, CIO, war wirksamer als Cl, und
UV-Licht allein war bei der Bekdmpfung von suspendierten oder Biofilmbakterien im Vergleich
zur Behandlung mit ClO2 oder Cl> am wenigsten wirksam (Rand et al., 2007).

Murphy et al., 2007 untersuchten Vorteile einer sequenziellen Desinfektion, unter anderem durch
Kombination von UV und Chlordioxid, um die Persistenz von Escherichia coli unter Bedingungen
zu kontrollieren, die fur Trinkwasserverteilungssysteme relevant sind. Im Allgemeinen erzielten
UV-behandelte Systeme (Abwasser und Biofilme) in Kombination mit Chlordioxid grof3ere
logarithmische Reduzierungen als Systeme, die nur mit Desinfektionsmitteln auf Chlorbasis
behandelt wurden. Wahrend der UV-Desinfektion mit niedrigem Chlorgehalt wurde jedoch
festgestellt, dass E. coli in geringen Mengen bestehen bleibt. Um eine ausreichende Desinfektion
bereitzustellen ist ein besseres Versténdnis der Fahigkeit des Desinfektionsmittels auf Chlorbasis
in Kombination mit UV-Strahlung notwendig. Dies fiuhrt letztendlich zu einer verbesserten
Bewirtschaftung und Sicherheit des Trinkwassers (Murphy et al., 2007).

3.2 Biologische Stabilitat

Die biologische Stabilitat von Trinkwasser bezieht sich auf das Konzept, den Verbrauchern
Trinkwasser mit der gleichen mikrobiellen Qualitdit am Wasserhahn wie in der TWVA zur
Verfiigung zu stellen. Ein unkontrolliertes Wachstum von Bakterien kann jedoch wahrend der
Verteilung in Wasserleitungssystemen auftreten und zu hygienischen (z. B. Entwicklung
opportunistischer Krankheitserreger), asthetischen (z. B. Verschlechterung von Geschmack,
Geruch, Farbe) oder betrieblichen (z. B. Verschmutzung oder Biokorrosion von Rohren)
Problemen fiihren.

Das Ziel des Konzepts der biologischen Stabilitat besteht darin, dass keine Anderung der
Wasserqualitat wahrend der Trinkwasserverteilung auftritt oder zumindest nicht in einem Mal3e,
das die Sicherheit des Verbrauchers oder eine &asthetische Wahrnehmung beeintrachtigt oder ein
technisches Versagen verursacht wird (Prest et al., 2016).

Wasser kann als biologisch ,instabil* angesehen werden, wenn es das Wachstum von Bakterien
ermdglicht (Vital et al., 2012).

3.2.1 Herausforderungen

Um das Bakterienwachstum wahrend des Transports zu begrenzen, wird Trinkwasser in
zahlreichen L&ndern unter Verwendung verschiedener Substanzen (z. B. freies Chlor,
Chlordioxid, Monochloramin) in unterschiedlichen Konzentrationen verteilt. Um eine Desinfektion
im Verteilungssystem gewahrleisten zu konnen wird das Desinfektionsmittel in Konzentrationen
zugefuhrt, die eine Desinfektionswirkung wahrend der Wasserverteilung erméglicht. Das heif3t,
dass Restkonzentrationen der Desinfektionssubstanzen im Trinkwasserverteilungssystem
vorhanden sind (Prest et al., 2016).
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Desinfektionsmittel zielen aber nicht nur auf Bakterien ab, sondern reagieren auch mit natdrlichen
organischen Stoffen, Rohroberflachen und Partikeln im Netzwerk, wodurch mdglicherweise
assimilierbarer organischer Kohlenstoff (AOC) gebildet bzw. freigesetzt wird. AOC kann leicht von
Bakterien konsumiert werden und wird daher als Hauptverursacher der biologischen Instabilitat
angesehen. Darlber hinaus wirkt sich der Zerfall von Chlor im Netzwerk negativ auf die Fahigkeit
aus, das Wachstum von Mikroben am &auflersten Ende des Netzwerks zu hemmen. Unter
Berlicksichtigung aller Faktoren wiirden das Vorhandensein von Nahrstoffen, eine Verringerung
der Anzahl konkurrierender Bakterien und das Fehlen von Desinfektionsmittelresten
maoglicherweise zu einer biologischen Instabilitdt im Verteilungsnetz fuhren. Dies hétte ein
anschlielendes Bakterienwachstum zur Folge (Abbildung 2). Neben der Bedeutung von
Néahrstoffen wird das Ausmald des Bakterienwachstums durch eine Reihe von Faktoren
beeinflusst. Beispielsweise kann eine erhdhte Wassertemperatur den Chlorabbau beschleunigen
und das Bakterienwachstum begiinstigen, wahrend Anderungen der hydraulischen Bedingungen
die Nahrstoffversorgung fir Mikroorganismen in Biofilmen und / oder die Ablésung von Bakterien
von den Rohroberflachen beeinflussen kénnen. SchlieRlich kénnen sowohl die Qualitdt von
Materialien, die mit Trinkwasser in Kontakt kommen, als auch das Vorhandensein von
Sedimenten und losen Ablagerungen die allgemeine mikrobielle Qualitdat des Wassers
beeinflussen (Nescerecka et al., 2014).

Eine weitere Problematik stellen vorhandene Biofilme in Rohrsystemen dar. Biofilme sind
Aggregate von mikrobiellen Zellen, die normalerweise an einer Fest-Flissig-Grenzflache
akkumulierten und in einer Matrix aus hochhydratisiertem EPS (extrazellulare polymere
Substanzen) eingeschlossen sind. Die EPS-Struktur bietet eine Schutzumgebung gegen
Desinfektionsmittelriickstande und gegen Weideorganismen und bindet organische und
anorganische Verbindungen. Aufgrund extrazellularer Enzyme im EPS konnen Biofilmbakterien
komplexe organische Substrate wie Huminsauren verwenden, die nicht leicht biologisch
abbaubar sind und normalerweise nicht von Wasserbakterien verwendet werden. Die
Verfugbarkeit zusatzlicher Nahrstoffe schafft neue 6kologische Nischen und ermdglicht somit das
Wachstum anderer Mikroorganismen als im Rohwasser.

Eine weitere Herausforderung beim Erhalt der Biostabilitit sind die unterschiedlichen
Verweilzeiten des Wassers im Netzwerk. Im Allgemeinen wurden hdhere Bakterienhaufigkeiten
bei hoheren Wasserverweilzeiten im Netzwerk beobachtet. Der Einfluss der Verweilzeit auf die
mikrobielle Dynamik ist aber nicht eindeutig und hangt haufig von anderen Faktoren ab, wie dem
Zerfall des restlichen Desinfektionsmittels und / oder der Verfigbarkeit des Substrats (Prest et
al., 2016).

Treatment Distribution mains

! Final step disinfection with

| chionne results in

|
Some resadual chionne
Mostly damaged ceils
Fewi'no cultivable celis
Nodetie intraceliular ATP
Considerable extracoliular
ATP

Time & Distance
(flow rate. temperature, particles, matenal type)

Abbildung 2: Ein Worst-Case-Szenario in einem instabilen, gechlorten Vertriebsnetz. Zeigt mdgliche
Veranderungen des mikrobiologischen Zustands, der eventuell zu einer hygienischen und sensorischen
Verschlechterung der Wasserqualitét fiilhren kann. Diese mikrobiologischen Veranderungen resultieren aus
dem Abbau des Restchlors (Nescerecka et al., 2014).
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3.2.2 Madglichkeiten die biologische Stabilitat des Trinkwassers zu erreichen

Um biologische Stabilitat zu erreichen und den Verbrauchern Wasser in guter Trinkqualitat zur
Verfiigung zu stellen, muss nicht nur sauberes und sicheres Wasser produziert werden, sondern
missen auch Veranderungen in der Bakteriengemeinschaft wahrend der Trinkwasserverteilung
begrenzt werden, die zu einem unkontrollierten Wachstum bis zu hohen Bakterienzellzahlen und
zum Auftreten unerwiinschter Mikroorganismen fiihren wirden.

Eine Zunahme der Bakterienh&ufigkeit ist ein klares Zeichen fir eine biologische Instabilitat und
kann als Anderung spezifischer Bakterien gemessen werden. Der spezifische Nachweis erfolgt
traditionell durch Kultivierung auf selektiven Medien und in jingerer Zeit mit molekularen
Techniken wie gPCR (quantitative Poly-Kettenreaktion) oder unter Verwendung spezifischer
Antikorper. Die Quantifizierung aller Bakterienzellen in einer Wasserprobe wird durch
Zellmarkierung mit fluoreszierenden Farbstoffen (z. B. SYBR Green 1 oder DAPI) und
anschlielende Detektion entweder durch Epifluoreszenzmikroskopie oder DFZ erreicht. Neben
den genannten Einzelzellmethoden bietet die ATP Methode eine nitzliche Messung der
biologischen Aktivitat von Wasser, da ATP nur in lebenden Zellen vorhanden ist.

Eine Anderung der Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaft weist auf Instabilitat hin.
Um die Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaft im Trinkwasser beurteilen zu kénnen
werden molekulare Methoden die Uberwiegend auf DNA-Extraktion und PCR (poly chain reaction)
— Amplifikation basieren eingesetzt. Zusatzlich bieten Fingerabdruckmethoden wie DGGE
(denaturating gradient gel electrophoresis) und T-RFLP (terminal restriction fragment length
polymorphism) Einblick in die Zusammensetzung der Bakteriengemeinschaft, ohne dass
bestimmte Bakteriengruppen oder -arten identifiziert werden mussen. Fingerabdruckmethoden
sind flr einen schnellen Vergleich zwischen Bakteriengemeinschaften in verschiedenen
Wasserproben nutzlich (Prest et al., 2016).

Prest et al., 2016 schlagen einen umfassenden, integrierten Ansatz fur die Untersuchung der
Bakteriendynamik in Trinkwasserverteilungssystemen vor. Bei diesem Ansatz sind sowohl
Vorhersagemethoden in kontrollierten Labortests zur Bewertung der wachstumsfordernden
Eigenschaften im Wasser als auch Analysemethoden fir die direkte Vor-Ort-Anwendung
erforderlich.

Die Analyse der Wasserqualitat sollte mit einer Kombination von Methoden zur Analyse von
mikrobiellen und Umweltparametern durchgefuhrt werden. Folgende Methoden-Kombination wird
von Prest et al., 2016 empfohlen:

¢ Bewertung der Bakterienhaufigkeit mittels Durchflusszytometrie

e Bewertung der bakteriellen Aktivitat / Lebensfahigkeit mittels Durchflusszytometrie in
Kombination mit Fluoreszenzfarbstoffen mit denen ,lebende® von ,toten® Zellen
unterschieden werden kdnnen. Diese Methode wird durch ATP-Messungen erganzt.

e Nachweis grundlegender Verschiebungen in der Zusammensetzung der
Bakteriengemeinschaft durch Analyse von Proben mit durchflusszytometrischen
Fingerabdricken

e Eingehende Analyse der Zusammensetzung der Bakteriengemeinschaft mit 16S-rRNA-
Gensequenzierungsmethoden

¢ Analyse von Umweltparametern, einschlielich Temperatur, pH-Wert, Leitfahigkeit,
Konzentrationen biologisch abbaubarer organischer (z. B. AOC und BDOC) und
anorganischer Nahrstoffe (z. B. Verbindungen auf Phosphat-, Schwefel- und
Stickstoffbasis wie Ammonium und Sulfat, Methan und metallische Verbindungen wie
Eisen und Mangan).
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Vorhersagemethoden sind  ndtzlich  um  unterstitzende  Informationen  fur  die
Entscheidungsfindung zur Verbesserung der Wasseraufbereitung und / oder der
Verteilungsbedingungen bereitzustellen. Dazu wird das Wachstumspotential (siehe Kapitel
3.3.2.3) verwendet (Prest et al., 2016).

3.2.3 Fazit

Die Erzeugung und Verteilung von biologisch stabilem Trinkwasser sollte fur Wasserversorger
ein nicht verhandelbares Ziel sein, um den Verbrauchern die gleiche Wasserqualitat zu bieten,
die in der Aufbereitungsanlage erzeugt wird. Dies kann nur durch eine angemessene
Uberwachung und Kontrolle der mikrobiellen Prozesse wahrend der Wasseraufbereitung und -
verteilung erreicht werden.

Neue analytische und molekulare = Methoden wie  Durchflusszytometrie  und
Sequenzierungsmethoden mit hohem Durchsatz er6ffnen neue Mdoglichkeiten flr ein besseres
Verstandnis der Okologie von Trinkwasserverteilungspipelines. Diese sollten kombiniert und in
einheitlichen Ansatzen zur Untersuchung der mikrobiellen Dynamik in
Trinkwasserverteilungssystemen in vollem Umfang umgesetzt werden. Dartber hinaus bieten
neuartige Analysemethoden wie die vollautomatische und durchflusszytometrische Online-
Analyse neue Perspektiven fiir die Uberwachung der Trinkwasserqualitat (Prest et al., 2016).

3.3 Methoden zur Bestimmung der Lebensfahigkeit (Viability) wvon
Organismen

Beurteilung der Lebensfahigkeit und ihre Herausforderungen

Die Beurteilung der Lebensfahigkeit setzt ein grundlegendes Verstandnis der verschiedenen
Parameter die Leben oder Tod eines Bakteriums ausmachen und definieren, sowohl in Bezug
auf den einzelnen Organismus als auch auf die Umgebung in der es untersucht wird, voraus.

Zusatzlich wird die Beurteilung der Lebensfahigkeit dadurch erschwert, dass Bakterien eine
breite und komplexe Gruppe von Organismen darstellen. Unterschiedliche
Wachstumsbedingungen beeinflussen wahrscheinlich die Art und Weise, in der Bakterien
hinsichtlich ihrer Lebensfahigkeit und Aktivitat wahrgenommen werden.

Daruber hinaus ist die bakterielle Heterogenitat nicht auf breite Gruppen beschrénkt, sondern
tritt bekanntermalRen auch innerhalb einer einzelnen Spezies auf die in derselben Umgebung
wachst (Hammes et al., 2011).

Um die Lebensfahigkeit von Bakterien in Trinkwéssern zu beurteilen gibt es verschiedene
Maoglichkeiten diese zu bewerten. In den nachsten Kapiteln wird auf konventionelle Methoden,
hier im speziellen auf Kultivierungsmethoden, wie z.B. die heterotrophe Plattenkoloniezahl
(HPC) und auf neuere Methoden (Durchflusszytometrie und ATP Methode) eingegangen.

3.3.1 Konventionelle Methoden

Wenn das geeignete Wachstumsmedium und die Kultivierungsbedingungen fiir den
Organismus bekannt sind bleibt die Kultivierung, einschlie3lich heterotrophe Plattenkoloniezahl
(HPC), most probable number (MPN) und direct viable count (dvc), ein zuverlassiger
Einzelnachweis fur die Lebensfahigkeit (Hammes et al., 2011).

3.3.1.1 Plattengussmethode (HPC)

Als Koloniezahl wird die Zahl der sichtbaren Kolonien bezeichnet, die sich aus den in 1 ml
(Plattengussmethode) oder 100 ml/250 ml (Membranfiltration) des zu untersuchenden Wassers
befindlichen Mikroorganismen in Plattenkulturen mit nahrstoffreichen Nahrboden bei festgelegten
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Bebritungstemperaturen und innerhalb einer bestimmten Bebrutungszeit entwickeln (Feuerpfeil,
2008).

Da in einer Wasserprobe die Mikroorganismen einzeln, aber auch in Verbanden

oder adsorbiert an Partikel vorkommen, muss die Zahl der Kolonien nicht mit der Zahl der
entwicklungsfahigen und kultivierbaren Mikroorganismen Ubereinstimmen. Deshalb wurde die
frihere Bezeichnung ,Gesamtkeimzahl® durch den Begriff ,Koloniezahl, angegeben in Kolonien
bildende Einheiten (KBE), ersetzt.

Eine Vielzahl von Mikroorganismen unterschiedlicher Herkunft kénnen in Wasserproben
vorhanden sein. Wertvolle Informationen zur Beurteilung und Uberwachung der Wasserqualitat
in hygienischer Hinsicht ergeben sich durch die Bestimmung der Zahl der Mikroorganismen
bezogen auf ein festgelegtes Wasservolumen und ein bestimmtes Nahrmedium sowie bestimmte
Kultivierungsbedingungen (Feuerpfeil, 2008).

Welche Mikroorganismen sich unter den Kaultivierungsbedingungen nachweisen lassen wird
durch die Wahl des Nahrmediums bestimmt. Wenn ein gréeres Spektrum von heterotroph
wachsenden Bakterien aus Trinkwasser erfasst werden soll, kann z.B. der R2A-Agar (niedriger
Nahrstoffgehalt in  Kombination mit langen  Bebrutungszeiten und  niedrigen
Bebritungstemperaturen) verwendet werden.

In der Trinkwasseruntersuchung und bei der hygienischen Beurteilung hat die Koloniezahl mit
Grenz- bzw. Richtwerten Tradition. Zur Beurteilung der Wasserqualitat wurde die Bestimmung
der Koloniezahl in internationale und nationale Richtlinien und Verordnungen integriert
(Feuerpfeil, 2008).

Das Inverkehrbringen von Trinkwasser wird in Osterreich im Lebensmittelsicherheits- und
Verbraucherschutzgesetz (LMSVG) sowie in der Trinkwasserverordnung (TWV) geregelt. In
dieser werden strengste Anforderungen an die Qualitat und die Uberwachung von Trinkwasser
gestellt (Infoportal Trinkwasser, 2020).

Ein Hauptvorteil von HPC-Daten ist, dass ein positives Ergebnis ein unbestreitbarer Indikator fiir
die Lebensfahigkeit der Zellen ist, die Kolonien gebildet haben. Forscher kénnen mit Hilfe von
Kultivierungsmethoden verschiedene Arten von Organismen als Reinkulturen isolieren, was im
Laufe der Jahre die detaillierte Charakterisierung zahlreicher Trinkwasserbakterien erleichtert
hat. Dartber hinaus sind HPC-Methoden relativ kostengtinstig, einfach und die Bediener
konnen HPC-Daten mit mehr als einem Jahrhundert historischer Daten weltweit vergleichen um
die Interpretation und Entscheidungsfindung zu erleichtern (Nevel et al., 2017).

3.3.1.1.1 Herausforderungen bei der Kultivierung von Trinkwasserproben

Wasserbakterien

In Trinkwéssern befinden sich viele unterschiedliche Gruppen an Bakterien, die in diesem
speziellen Milieu des geringen Nahrstoffgehalts leben kénnen. Unter Verwendung
kultivierungsunabhangiger Methoden haben viele Studien unwiderlegbar gezeigt, dass die
Gesamtkonzentration der Bakterienzellen in Wasser im Vergleich zu den Ergebnissen der HPC
um mehrere GrofRenordnungen hoher ist. Da die Zahlung von HPC-Bakterien nur den Nachweis
eines kleinen, spezifischen Anteils der Gesamtbakterien ermdglicht, ist eine zuverlassige
Bewertung der Auswirkungen mikrobieller Prozesse in Wasseraufbereitungs- und
Verteilungssystemen auf die endgltige Wasserqualitat mit diesem Parameter nahezu unmaoglich
(Vital et al., 2012).

Des Weiteren kdnnen Mikroorganismen in einer Wasserprobe einzeln, aber auch in Verbanden
oder absorbiert an Partikel vorkommen. Die Zahl der Kolonien muss daher nicht mit der Zahl der
entwicklungsfahigen und kultivierbaren Mikroorganismen Ubereinstimmen. Deshalb wurde die
frihere Bezeichnung ,Gesamtkeimzahl“ durch den Begriff ,Koloniezahl“, angegeben in Kolonien
bildende Einheiten (KBE), ersetzt (Feuerpfeil, 2008).
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Zeit

Die Kontrolle der bakteriologischen Qualitat von Trinkwasser basiert auf konventionellen
Kulturmethoden , bei denen nur Bakterien bewertet werden, die in der Lage sind, die Zellteilung
mit ausreichender Geschwindigkeit einzuleiten und auf Nahrmedien sichtbare Kolonien zu
bilden. Diese Reaktion erfordert normalerweise 24 Stunden bis mehr als 2 Wochen (Phe et al.,
2005). Wenn zum Beispiel ein mikrobiologisches Problem in einem
Trinkwasserdesinfektionsschritt aufgrund der Inkubationsdauer erst 3 Tage nach dem
tatsachlichen Ereignis festgestellt wird, werden KorrekturmafBnahmen erst dann durchgefiihrt,
wenn das Wasser den Verbraucher bereits erreicht hat (Hammes et al., 2011).

Trinkwasserdesinfektion

In Trinkwasserverteilungssystemen sind Mikroorganismen verschiedenen Belastungen
ausgesetzt (Hunger, suboptimale Temperatur und oxidativer Stress usw.), die zu einer Vielzahl
physiologischer Zustande fuhren, von kultivierbaren bis zu toten Zellen bis hin zu weniger gut
definierten Zustande wie "lebensfahige oder aktive, aber nicht kultivierbare" Zellen (VBNC oder
ABNC). Chlor und Chlordioxid sind héufig eingesetzte Oxidationsmittel zur Desinfektion von
Trinkwasser und zur Begrenzung des Nachwachsens von Bakterien in
Wasserverteilungssystemen. Sie reagieren mit verschiedenen zellularen Verbindungen und
beeinflussen metabolische und physiologische Prozesse. Bakterienmembranen werden durch
die Oxidationsmittel geschadigt, indem sie ihre Permeabilitéat verandern, sie hemmen die ATP-
Produktion, zerstdren Fragmentproteine und verursachen Nukleinsaureschéaden. Das
Wachstum der Bakterien auf Agarmedien wird durch Chlor und Chlordioxid gehemmt, selbst
nachdem sie niedrigen Oxidationsmitteldosen ausgesetzt wurden (Phe et al., 2005).

3.3.2 Neuere Methoden zur Erfassung des mikrobiologischen Zustandes

Herkdmmliche kultivierungsbasierte Nachweismethoden reichen nicht aus um alle wichtigen
bakteriologischen Ereignisse zu beschreiben (Vital et al., 2012). In jingerer Zeit wurden
guantitative Methoden vorgeschlagen, insbesondere solche, die auf DFZ unter Verwendung
geeigneter Fluorochrome beruhen. Im Vergleich zur Epifluoreszenzmikroskopie ist DFZ schnell,
einfach und auRerst empfindlich. Es kann hilfreich sein, verschiedene Cluster in
Bakterienpopulationen zu unterscheiden, beispielsweise solche mit hohem Nukleinsduregehalt
(HNA-Zellen) und solche mit niedrigem Nukleinsauregehalt (LNA-Zellen) (Phe et al., 2005).

Die Tatsache, dass die kultivierungsunabhéngige Lebensfahigkeitsanalyse auf eine Vielzahl
von einzelnen zellularen Prozessen abzielt, macht diesen Ansatz sinnvoll und geeignet, um
komplexe Fragen zu beantworten (Hammes et al., 2011).

In den letzten 20 bis 30 Jahren wurden mikrobiologische Instrumente zur Charakterisierung
komplexer Bakteriengemeinschaften und -prozesse in natirlichen Umgebungen wie Flissen
und Ozeanen sowie in technischen Systemen, insbesondere der Abwasserbehandlung,
entwickelt. Fir die allgemeine Beurteilung der Wasserqualitat haben zwei mikrobiologische
Parameter zunehmend Beachtung gefunden, namlich 1. die DFZ - Zellzahl und 2. die ATP -
Analyse. Fur die Akzeptanz neuer oder alternativer Methoden oder Parameter durch
Wasserversorger und Behdrden sind jedoch umfangreiche Feldtests sowie Vergleiche mit
herkdbmmlichen Methoden erforderlich (Vital et al., 2012).

3.3.2.1 Durchflusszytometrie (DFZ)

Die Durchflusszytometrie (DFZ) wurde auf dem Gebiet der aquatischen Mikrobiologie als
kultivierungsunabhangiges Instrument zur Aufzdhlung und Bewertung suspendierter
Bakteriengemeinschaften eingefihrt. DFZ in Kombination mit fluoreszierenden Féarbungen
enthillt wichtige Informationen wie die Gesamtzellkonzentration, die Lebensfahigkeit der
Bakterien, die Bakterieneigenschaften oder die Bakterienidentitat in Wasserproben. Eine breite
Palette von fluoreszierenden Farbungen und fluoreszierend markierten Verbindungen ist
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verfugbar und zielt auf eine bestimmte Eigenschaft oder Komponente der Zelle ab, wie
Membranen, Nukleinsauren oder Proteine (Prest et al., 2013).

3.3.2.1.1 Funktionsweise der DFZ

Die Partikel werden in einem Durchflusszytometer in der Tragerfliissigkeit durch einen Laserstrahl
transportiert. Fur die Analyse ist jedes suspendierte Partikel oder jede Zelle von 0,2 — 150
Mikrometer GroRRe geeignet. Die Partikel werden im Flissigkeitssystem in einem laminaren
Probenstrom, hydrodynamisch fokussiert, zur Analyse durch den Laserstrahl transportiert. Wenn
Partikel das Laserlicht durchqueren streuen sie das auftreffende Licht und alle
Fluoreszenzmolekule auf den Partikeln fluoreszieren. Die entsprechend positionierten Linsen
sammeln das streuende und fluoreszierende Licht, dieses wird dann durch eine Kombination aus
Strahlteilern (Splitter) und Filtern zu den entsprechenden Detektoren geleitet. Die Detektoren
erzeugen elektronische Signale, deren Intensitat proportional zu den auftreffenden optischen
Signalen ist. Von jedem Partikel werden alle verfiigbaren Messdaten erfasst, diese Eigenschaften
oder Parameter basieren auf seiner Lichtstreuung und den Fluoreszenzmerkmalen. Im Computer
werden die Daten gesammelt und zusammen mit einer vorab festgelegten Anzahl zu messender
Partikel in einer sogenannten ,List Mode“ Datei gespeichert. Abbildung 3 zeigt die drei
Hauptbestandteile eines Durchflusszytometers (Biosciences, 2014).

fluidics optics electronics
— 1 =2 wasts [green]
- i a8
Leld s fiow call =%
Rt - i \
e 11 B

sheath fluid @

sample

8
1
{
1

Abbildung 3: Die drei Hauptbestandteile eines Durchflusszytometers (Biosciences, 2014)

Lichtstreuung

Lichtstreuung tritt in der DFZ dann auf, wenn ein Partikel einer kolloidalen Losung das
einfallende Laserlicht ablenkt (TYNDALL-Effekt). Das Mal3 dieser Streuung hangt von den
physikalischen Eigenschaften, wie Gréf3e und interne Komplexitat, des Partikels ab. Die
Lichtstreuung wird von verschiedenen Faktoren, z.B. Zellmembran, Kern und allen granularen
Zellkomponenten beeinflusst (Biosciences, 2014).

Fluoreszenzen

In der DFZ werden fluoreszierende Farbstoffe eingesetzt, um Zellen in einer FlUssigkeit
detektieren zu kénnen. Ein Molekil das fluoreszierende Eigenschaften besitzt absorbiert
Lichtenergie in einem Bereich, der charakteristisch fir diese Verbindung ist. Ein Elektron des
Molekuls wird durch die Energie des absorbierten Lichts in einen héheren Energielevel gehoben,
fallt schnell in den Grundzustand zurlck und emittiert die Uberschissige Energie als Lichtquant
in Form eines Photons. Dieser Energielibergang wird als Fluoreszenz bezeichnet.
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Die Intensitdt der Fluoreszenz ist proportional zu den gebundenen Fluorochromen, je mehr
gebundene Fluorochrome, umso mehr Fluoreszenz wird emittiert und umso hoher ist die
Fluoreszenzintensitat.

In der DFZ wird normalerweise der Argon-lonen Laser verwendet, weil das 488 nm Licht mehr
als ein Fluorochrom anregt. Wenn die Emissionspeaks von verschiedenen Fluorochromen, die
sich jeweils bei 488 nm anregen lassen, sich nicht Uberlappen, kénnen diese gleichzeitig
verwendet werden (Biosciences, 2014). Es sind viele Fluoreszenzfarbstoffe erhéltlich, im
nachsten Kapitel werden ein paar davon vorgestellt.

3.3.2.1.2 Moglichkeiten zur Beurteilung des Lebenszustandes von Organismen
mittels DFZ

Um die Lebensfahigkeit von Organismen beurteilen zu kénnen, werden verschiedene zellulare
Prozesse von Organismen herangezogen. In Abbildung 4 sind verschiedene Prozesse anhand
einer Zelle dargestellt, die eine Beurteilung des Lebenszustandes ermdglichen. In den
anschlieRenden Abséatzen wird auf die fur diese Arbeit relevanten (in Abb. 4 umrandet) Methoden
eingegangen.
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Abbildung 4: Das Konzept der Bewertung verschiedener zellulérer Prozesse zur Beurteilung des
Lebenszustands des Organismus (Hammes et al., 2011)

Vorhandensein von Nukleinsduren

Bekannte Gesamtzellzahl-Farbungen wie SYTO 9, SYBR Green | und Il, Picogriin und Acridin
Orange kdnnen zur Farbung der Nukleinsduren von Bakterien verwendet werden. Sind diese
vorhanden erhalte ich ein Signal, dieses entspricht der Gesamtzellzahl (TCC).
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Das Fehlen von Nukleinsauren ist zwar ein gewisser Indikator fir den ,Tod“, das bloRRe
Vorhandensein von Nukleinsauren ist jedoch kein MaR fir die Lebensfahigkeit. Zum Beispiel ist
keine der oben genannten Farbemethoden empfindlich genug, um die durch UV-C-Desinfektion
verursachten spezifischen Nukleinsaureschaden nachzuweisen, die Ublicherweise bei der
Trinkwasseraufbereitung verwendet werden.

Die Farbung der Nukleinsauren ist auf die Erkennung von Membranschaden der Zellen
beschrankt, beschreibt jedoch nicht das Ausmal’ der Verletzung (t6dlich oder nicht) oder die
Fahigkeit der Zelle, die beschadigten Nukleinsduren zu reparieren (Hammes et al., 2011).

Schumann et al. (2003) weisen darauf hin, dass teilweise zerfallene tote Zellen ohne ein
Chromosom bei jeglichen Nukleinsdure-Targeting-Farbungen unentdeckt blieben (Schumann et
al., 2003). Argumentativ sollten Zellen, die so geschadigt sind, dass Nukleinsduren nicht mehr
nachweisbar sind, vielleicht gar nicht als Zellen, sondern als organische Partikel erkannt werden
(Hammes et al., 2011).

Membranintegritat

Die Membranintegritat zeigt den Schutz der Zellbestandteile und das Potenzial Gradienten zu
erzeugen, die die Lebensfahigkeit erhéhen, aber keine Zellreplikation garantieren. Zellen mit
einer beschadigten Membran kdnnen keinen elektrochemischen Gradienten aushalten und
werden normalerweise als tote Zellen klassifiziert (Vives-Rego et al., 2000).

Die Analyse von Membranschaden eignet sich am besten zur Beurteilung der Lebensfahigkeit
in Situationen, in denen eine aggressive physikalisch-chemische Schadigung der Zellen zu
erwarten ist (Hammes et al., 2011).

Die Membranintegritatsanalyse ist &hnlich wie die Nukleinsaureschadigung ein konservativer
Indikator fUr die Lebensfahigkeit. Es ist anzunehmen, dass eine Zelle mit einer stark
beschadigten zytoplasmatischen Membran aufgrund der Unféhigkeit eine einzigartige
intrazellulare Umgebung aufrechtzuerhalten als "tot" angesehen werden kann.

Das umgekehrte Argument (dass Zellen mit intakten Membranen ,lebendig“ sind) ist jedoch
nicht unbedingt richtig. Ein einfaches Beispiel ist die UV-C-Desinfektion, die zur Inaktivierung
von Bakterien fihren wirde, ohne dass die zytoplasmatische Membran sofort nachweisbar
geschadigt wirde (Hammes et al., 2011).

SYBR Green 1 (SG 1) und Propidiumiodid (PI)

SYBR Green 1 ist membrandurchgangig und kann sowohl gesunde als auch
membrangeschadigte Zellen farben. Im Gegensatz dazu ist Propidiumiodid (PI) ein
Nukleinsdurefarbstoff der nur in Zellen mit beschadigten Membranen eindringt. Bakterien mit
permeabilisierten Membranen werden von verschiedenen Autoren als nicht lebensfahig
angesehen und so werden sie mittels kommerzieller Farbekits unter Nutzung von zweifacher
Farbung (SG1 und PI) detektiert (Phe et al., 2005).

Pl ist ein grol3er (668 Da), doppelt geladener, rot fluoreszierender Farbstoff, der mit
doppelstrangiger DNA interkaliert. Pl wird tblicherweise in Kombination mit einer
Gesamtnukleinsaurefarbung wie SG 1 oder SYTO 9 verwendet. Die spezifischen
durchflusszytometrischen Muster, die auf diese Weise nachgewiesen werden kénnen, deuten
auf verschiedene Grade der Zellschadigung hin (Hammes et al., 2011).

Mit Hilfe der DFZ ist es mdglich den Ubergang von ,intakten“ zu ,beschadigten Zellen
wiederzugeben. Die Form des Ubergangs ist charakteristisch und &hnelt je nach
Instrumentierung, Signalkompensation und anderen Einstellungen haufig einem ,Halbmond®.
Die Verschiebung der Signale spiegelt die Menge an Pl wider die in die Zellen eindringt.
Dadurch kdnnen unterschiedliche Integritatszustande unterschieden und zwischen zwei
Extremen, namlich vollstandig intakte / lebende und stark beschédigte / tote Zellen differenziert
werden. Abbildung 5 zeigt die Verschiebung der Zellsignale durch Zugabe von CIO.. Es tritt auf
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weil es eine Verschiebung in Zellen mit einer starken griinen und einer schwachen roten
Signalintensitét zu einer erhdéhten roten und einer schwécheren griinen Intensitéat gibt. Die
Frage, die sich aus dieser Verschiebung ergibt, ist an welchem Punkt des Ubergangs die
Signale noch lebenden Zellen zugeordnet werden kdnnen und wo Zellen als tot angesehen
werden sollten (Nocker et al., 2017).

Die Farbstoffkombination (SG1PI) hat sich etwa bei der Untersuchung der Wirkung von
Chlorungsmethoden bei der Desinfektion in der Wasseraufbereitung als sehr aussagekréaftig
erwiesen (Ramseier et al., 2010). Die Schadigung der Zelle kann unmittelbar nach der
Behandlung sichtbar gemacht werden. Bei Anwendung von UV-Strahlen liegt ein anderer
Wirkmechanismus vor und daher kann zumindest unmittelbar nach der Behandlung noch keine
Aussage Uber die Zellviabilitat getroffen werden (Zunabovic-Pichler et al., 2018).

CI102: 0 mg/l Cl02: 0,2 mg/l Cl02: 0,4 mg/|

FLLa

Abbildung 5: Streudiagramme der Griin- und Rot-Fluoreszenz dreier DFZ-Messungen der gleichen Probe
(E. faecium) bei unterschiedlicher Zugabe von Chlordioxid und Farbung mit SG1 und PI. Rot markiert ist
der Signalbereich der unbehandelten Probe. Die Beschadigung der Zellmembranen durch Chlordioxid
zeigt sich durch eine Verschiebung des Signals in den Bereich héherer Rot-Fluoreszenz und geringere
Grin-Fluoreszenz (Zunabovic-Pichler et al., 2018)

Enzymatische Aktivitat

Bakterien enthalten eine Reihe von Enzymen, z. B. Esterasen, Dehydrogenasen, Peptidasen.
Das Fehlen dieser Enzyme in einer Zelle deutet auf die Unféhigkeit der Zelle hin, neue Proteine
zu synthetisieren und aufrechtzuerhalten, was auf Inaktivitdt und mdglichen Tod hinweist. Die
Enzymaktivitat wird Gblicherweise durch den Nachweis spezifischer Spaltprodukte in Zellen
gemessen.

Alle Bakterien enthalten relativ unspezifische Esterasen und ihre Anwesenheit kann durch
Zugabe eines ungeladenen, nicht fluoreszierenden und lipophilen Substrats nachgewiesen
werden. Das bei Spaltung entstehende fluoreszierende polare Produkt bleibt in den Zellen in
unterschiedlichem Malfl3e erhalten (Hammes et al., 2011).

Carboxyfluoresceindiacetat (CFDA) ist ein verestertes fluorogenes Substrat, das haufig zur
Beurteilung der Esterase Aktivitat in Bakterien verwendet wird (Hoefel et al., 2003). Es ist ein
Molekul, das in die Bakterienzelle eindringen kann und durch unspezifische Esteraseenzyme
hydrolysiert und griine Fluoreszenz erzeugt (Wang et al., 2010). CFDA ist zellpermeagierend
und hydrolysiert die Diacetat (DA) -Gruppen durch intrazelluldre unspezifische Esterasen zu
fluoreszierendem Carboxyfluorescein (CF). Im Gegensatz zu herkémmlichem Fluorescein
enthalt CF zusatzliche negative Ladungen, was zu einer verbesserten Retention in der Zelle
fuhrt. Eine Doppelfarbung mit CFDA und PI wird auch haufig verwendet, um leichter zwischen
aktiven und inaktiven Bakterien zu unterscheiden (Hoefel et al., 2003).
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5- (and 6-) CFDA

Abbildung 6: Mechanismus zur zellularen Markierung durch fluorogen veresterte Substrate (CFDA)
(Hoefel et al., 2003)

Die Verwendung von CFDA fir die Bestimmung intakter Zellen birgt aber auch einige
Herausforderungen: Die meisten Substrate, die fir Enzymaktivititsmessungen verwendet
werden, gelangen durch passive Diffusion in Bakterienzellen. Dariber hinaus ist die eigentliche
Spaltung (Substrat-Enzym-Reaktion) unabhangig von der Zellenergie. Daher legt der Nachweis
der Enzymaktivitat nicht notwendigerweise die Lebensfahigkeit der Zellen nahe und es ist mehr
als wahrscheinlich, dass kirzlich abgetotete Zellen immer noch enzymatische Aktivitat zeigen
(Hammes et al., 2011). Breeuwer und Abee, 2000 berichteten tber mehrere Falle, in denen tote
Zellen eine erhéhte Esterase Aktivitat zeigten, wahrscheinlich aufgrund eines besseren
Transports der Farbstoffe in tote Zellen, wahrend die Enzyme aktiv bleiben (Breeuwer & Abee,
2000). Daher ist wiederum die zeitabhangige Aufrechterhaltung der enzymatischen Aktivitat in
Zellen ein Schliisselaspekt und nicht das bloRe Vorhandensein dieser Aktivitat bei einer
Schnappschussanalyse einer Probe. Andererseits ist das Fehlen von enzymatischer Aktivitat
keineswegs ein Indikator fir tote Zellen, sondern kann auch mit einem Zustand geringer
Aktivitat in Bakterien in Verbindung gebracht werden (Hammes et al., 2011).

Des Weiteren gelangen Esterase-Aktivitatssonden nicht leicht in Gram-negative Bakterien,
daher ist diese Anwendung in Wasserproben ungewiss, sofern keine geeigneten
Permeationsmethoden entwickelt werden. Die Farbstoffextrusion kann entweder durch die
Verwendung von Farbstoffen, die innerhalb der Zelle vernetzen, oder durch die Verwendung
geeigneter metabolischer Inhibitoren tberwunden werden (Vives-Rego et al., 2000).

Guilini et al., 2015 bieten einen Losungsvorschlag und berichten, dass Carboxyfluorescein
abgeleitete Sonden eine freie Carbonsauregruppe besitzen die ungeschitzt bleibt. Das negativ
geladene Carboxylat ist bei physiologischem pH-Wert weitgehend ionisiert, wodurch die Diffusion
durch Bakterienmembranen begrenzt wird. Sie testeten Pro-Fluorophore bei denen die
Carboxylatfunktion maskiert ist und identifizierten Triembarin das die Kriterien erfiillt und eine 6
bis 10-fache Erhdhung der Nachweisempfindlichkeit ermdglicht. Zusatzlich verbessern
Kontrastmittel das Signal-Rausch-Verhaltnis wobei Brilliant Blue R empfohlen wird, das geeignete
spektrale Eigenschaften aufweist und seine Nutzlichkeit als Kontrastmittel demonstrieren konnte,
da es nichtin lebende Bakterien eindringt und die Fluoresceinemission ldscht (Guilini et al., 2015).

Im Allgemeinen sollte die enzymatische Aktivitdt mit Sorgfalt betrachtet und die untersuchten
Versuchsbedingungen oder Umgebungsbedingungen genau berichtet werden (Hammes et al.,
2011).

3.3.2.1.3 HNA/LNA Zellen

Bakterienzellen, die in natirlichen Gewassern vorkommen weisen unterschiedliche Mengen an
Nukleinsauren (sowohl DNA als auch RNA) auf, die durch die in nahezu allen Wasserproben
vorkommenden HNA- und LNA-Bakterien charakterisiert sind (Hammes et al., 2011).
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Bei der DFZ-Analyse aquatischer Bakteriengemeinschaften kdnnen haufig zwei grundlegende
Zellcluster beobachtet werden, die sich in ihrer Fluoreszenzintensitat und Zellgro3e
unterscheiden. Diese Cluster werden ublicherweise als Bakterien mit hohem
Nukleinsauregehalt (HNA) und mit geringem Nukleinsauregehalt (LNA) bezeichnet (Ramseier et
al., 2011).

Der HNA Anteil kann sowohl bei der SG1 Farbung (HNA = HNA Anteil der TCC) als auch bei
der SG1PI Farbung (IHNA = HNA Anteil der ICC) bestimmt werden.

Verhalten der HNA/LNA Zellen nach Oxidation

Wahrend der HNA-Cluster die am haufigsten bekannten Bakterien beschreiben kann, ist wenig
Uber die genaue Natur von LNA-Zellen bekannt. Insbesondere ist unklar, ob LNA- und HNA-
Bakterien unterschiedliche Spezies sind, ob LNA-Bakterien Krankheitserreger enthalten kénnen
und inwieweit LNA-Bakterien lebensfahige und aktive Organismen sind. Vorlaufige Messungen
an TWVAs im OriginalmaRstab haben gezeigt, dass sich LNA-Zellen nach der Chlorung anders
verhalten als HNA-Zellen. Sie erscheinen haufig intakt, wenn sie mit Propidiumiodid (PI)
angefarbt werden. Dies hat ein besonderes Interesse daran geweckt, die Reaktion
einheimischer Trinkwasserbakterien mit Oxidationsmitteln zu verfolgen.

Interessanterweise wurden die Zellmembranen von HNA Bakterien wahrend der Behandlung
mit Chlordioxid und Permanganat viel schneller geschadigt als von LNA Bakterien. Wahrend
der Behandlung mit Chlor und Chloramin wurden jedoch nur geringe Unterschiede beobachtet
und bei der Ferratbehandlung wurden keine Unterschiede beobachtet. Aufgrund der
unterschiedlichen Reaktivitat dieser Oxidationsmittel wurde vermutet, dass HNA- und LNA-
Bakterienzellmembranen eine unterschiedliche chemische Konstitution aufweisen. Im
Allgemeinen wurden HNA-Zellmembranen durch die Oxidationsmittel schneller geschadigt als
LNA-Zellmembranen (Ramseier et al., 2011).

Unterscheidung HNA/LNA Zellen mit Hilfe des Streudiagramms

Abbildung 7 zeigt ein typisches Messresultat einer Rohwasserprobe als Streudiagramm der
Signalkombination von Griin- und Rot-Fluoreszenz mit sogenannten Gates. Die Zellen werden
mit SYBR Green 1 (SG 1) unter Verwendung eines Messprotokolls nach dem schweizerischen
Lebensmittelbuch (SLMB, 2012) gefarbt. Die Abgrenzung bestimmter Signalbereiche im Zuge
der Datenauswertung erfolgt durch Gates. Diese erméglichen z.B. die Abtrennung von
Zellsignalen vom Signalhintergrund (Zunabovic-Pichler et al., 2018).

Signal- P
_| hintergrund o /

Rot-Fluoreszenz

Zellen

Grin—-Fluoreszenz

Abbildung 7: Streudiagramm der Griin- und Rot-Fluoreszenz einer DFZ-Messung mit Uberlagerter
Dichteschatzung (rote Linien). Die Gates (grtne Linien) dienen der Abtrennung der Zellsignale vom
Signalhintergrund und der Unterscheidung von LNA- und HNA-Zellen (Zunabovic-Pichler et al., 2018).

Durch Verbindung der quantitativen (Zell-Konzentration) mit der qualitativen (Unterscheidung LNA-
und HNA-Zellen) wird die Mdglichkeit zur Charakterisierung der einzelnen Probe bzw. der
Wasserressource verstarkt. Durch weiterfilhrende Techniken der Datenauswertung (Cluster-Analysen
und sogenannte Fingerprinting-Methoden) kann die Ableitung von quantitativer Information verbessert
werden (Zunabovic-Pichler et al., 2018).
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3.3.2.1.4 Anwendungen der DFZ im Trinkwasserbereich

In den letzten zehn Jahren hat sich DFZ als Instrument zur schnellen Beurteilung der
Trinkwasserqualitét herauskristallisiert. Eine der einfachsten Anwendungen, namlich die
Bestimmung der Gesamtzellzahl (TCC) unter Verwendung von DFZ in Kombination mit
Nukleinsaure-Targeting-Farbungen, erwies sich wiederholt als nutzlich fir die Uberwachung
von Behandlungsprozessen oder den Nachweis von Anderungen der Trinkwasserqualitat (Prest
et al., 2013).

Zu den Anwendungen von DFZ gehdren die Quantifizierung der Bakterienkonzentrationen im
Rohwasser, die Uberwachung von Anderungen entlang der Wasserbehandlungsprozesse und
die Bewertung der Desinfektionseffizienz. Von besonderer Bedeutung fir die Desinfektion ist
das Verstandnis und die Bewertung der Lebensfahigkeit von Bakterien, damit zwischen
Bakterienpopulationen mit unterschiedlichem Lebensfahigkeitsstatus unterschieden werden
kénnen. Eine der wichtigsten Hurden fir die Entwicklung der DFZ von einem
Forschungsinstrument zu einer Diagnosemethode, die in der Wasserindustrie realistisch
angewendet werden kann, ist die Verwendung fester Betriebs- und ,Gate“- Einstellungen. Im
durchflusszytometrischen Vokabular sind Gates Bereiche auf dem Streudiagramm, die vom
Benutzer definiert werden und die als relevant erachteten Signale bestimmen. Gates, die mit
den meisten Wasserproben gut funktionieren, wurden fir proprietdre Durchflusszytometer
entwickelt. In Kombination mit der Zellintegritatsfarbung wird festgestellt, dass Bakterien, die
sich in einem solchen Gate befinden, intakte Zellmembranen aufweisen (Nocker et al., 2017).

DFZ wird durch die kontinuierliche Entwicklung verbesserter taxonomischer Sonden, die auf der
Hybridisierung von rRNA - oder sogar mMRNA-Genen und funktionellen Sonden basieren und
den physiologischen und metabolischen Status von Zellen erfassen kénnen, weiter verbessert
(Wang et al., 2010).

DFZ liefert keine Informationen Uber die Art der gemessenen Spezies (z. B. E. coli, Legionella,
Vibrio, nicht pathogene unbekannte Bakterien), sofern keine Immunmarkierung angewendet
wird (Ramseier et al., 2011).

Durch die Entwicklung des Online-Durchflusszytometers (siehe S. 34), der eine einfache
Interpretation erméglicht, sind eine schnelle und effiziente Uberwachung und Verwaltung von
Mikroben Gemeinschaften in aguatischen Systemen, wie von
Trinkwasseraufbereitungsprozessen und Analysen zur Biosicherheit vor Ort moglich (Wang et
al., 2010).

3.3.2.1.5 Herausforderungen in der DFZ

Notwendige Kompetenzen und Geréate

Fur die DFZ werden qualifizierte und gut ausgebildete Bediener und angemessene Kihlsysteme
fur Hochleistungslaser und Zellsortierer bendétigt. Die Anschaffung der Gerate ist teuer. Die
Auswahl und Gewinnung der optimalen Fluorochrome, Kontrolimikroorganismen und
Validierungen fiir eine bestimmte Anwendung kénnen manchmal schwierig sein.

Anspruchsvolle Gerate bendtigen auch ausreichend Platz, angemessene Luftqualitat, eine
saubere Atmosphadre und angemessene Kihlsysteme, wenn Hochleistungslaser verwendet
werden. Sobald die Ausriistung und geschulte Techniker verfligbar sind, miissen eine Auswahl
der am besten geeigneten Fluorochrome unter den Hunderten zur Verflgung stehenden getroffen
werden und Fluorochrome, die fiir die Studie von innovativem Nutzen sein kdnnten, ermittelt
werden. Die bestmdglichen Kontrollen und Validierungen zu erhalten, ist der entscheidende
Schritt (Vives-Rego et al., 2000).

Luzia HAIDER Seite 23



Allgemeine Grundlagen (inklusive Literaturstudie)

Methodenstandardisierung, Datenanalyse und -interpretation, Fehlen von Daten

Zu den wichtigsten Herausforderungen bei der Implementierung von DFZ fir die Industrie
gehdren: Methodenstandardisierung, Datenanalyse und -interpretation, Schwierigkeiten beim
Vergleich mit historischen Daten, kultureller Wandel innerhalb der Institutionen der
Wasserunternehmen und Zuverlassigkeit der Instrumente.

DarUber hinaus hat das Fehlen geeigneter vorgeschriebener Konzentrationen oder Werte,
formaler Standardmethoden oder Akkreditierungen die Technologie bisher eingeschréankt. Da
DFZ zunehmend flr betriebliche Entscheidungen mit potenziellen finanziellen und
gesundheitlichen Auswirkungen eingesetzt wird, ist es wichtig Vertrauen in die Ergebnisse zu
haben. Daher sollte die Akkreditierung ein wiinschenswertes Ziel sein (Hassard & Whitton, 2019).

Als relativ junge Methodik fehlt es der Durchflusszytometrie mitunter noch an Vergleichsdaten
(Kétzsch & Sinreich, 2014).

Bestimmung der Stabilitdt von Trinkwasser

Anderungen in der Art der Bakterien innerhalb der Gemeinschaft werden durch Beobachtung von
Schwankungen in der Verteilung der DNA innerhalb der Zellen bewertet. Zum Beispiel durch
Vergleichen der Verteilung von Zellen tber Populationen, die vom Benutzer durch Gates definiert
wurden, wie z. B. Bakterien mit hoher Nukleinsdure (HNA) und Bakterien mit niedriger
Nukleinsdure (LNA). Fir jedes Trinkwasserverteilungssystem miuissen spezifische Basislinien
und der Schwankungsbereich um diese Basislinien festgelegt werden, der mit sauberem Wasser
vereinbar ist.

Dies erfordert grof3e Datenmengen, die von den interessierenden Trinkwasseraufbereitungs- und
-verteilungssystemen gesammelt werden. Diese missen Routinewerte definieren, die die
ordnungsgemale Funktionsweise des gesamten Systems beschreiben und ermitteln, wie und in
welchem Ausmaf? Schwankungen dieser Werte Anomalien widerspiegeln und den Erfolg von
KorrekturmaRnahmen beschreiben kénnen. Basislinien, die durch permanente Uberwachung des
Routinebetriebs erstellt werden, konnen auch fiir die Planung und Uberwachung von Anderungen
bei der Aufbereitung oder Verteilung von Wasser von Nutzen sein (Schleich et al., 2019).

Verwendung von Farbstoffen und Losungsmitteln

Eine Herausforderung bei der mikrobiellen Durchflusszytometrie besteht darin, dass die
verwendeten fluoreszierenden Farbstoffe bei Anwendung auf Saugetierzellen relativ gut
verstanden werden, ihre Wechselwirkung mit Algen, Bakterien oder Viren jedoch wenig bekannt
ist. Dies wird komplizierter, wenn man die Zunahme kommerziell erhaltlicher Fluorochrome
bertcksichtigt, die auf ihre mdglichen Anwendungen lberprift werden missen (Vives-Rego et
al., 2000).

Variationen der Farbemethode kénnen das Ergebnis stark beeinflussen. Aus diesem Grund ist
es unerlasslich, den Wirkmechanismus der Farbstoffe zu verstehen und zu wissen auf welche
zellularen Prozesse zur Beurteilung des Lebenszustands die Farbstoffe abzielen. Z.B. ist die
Verwendung von SG1PI nach UV-Desinfektion nicht sinnvoll, da die Zellmembran von UV
beschéadigten Zellen intakt ist und PI nur in permeabilisierte Zellen diffundieren kann.

Durch falsche Farbebedingungen kdénnen Bakterien geschadigt und Artefakt Ergebnisse erzeugt
werden. Beispielsweise konnte gezeigt werden, dass hohe Temperaturen Zellmembranen
permeabilisieren und dass Pl bei zu hohen Konzentrationen falschlicherweise in ,lebende“ Zellen
eindringen kann. Des Weiteren kdnnen, durch Verwendung von DMSO als Lésungsmittel fur die
Farbstoffkombination SG1PI, zusatzliche Zellen geschadigt werden. Als Alterative bietet sich Tris
Puffer an (Nescerecka, Hammes, et al., 2016). Diese Problemstellung wird in dieser Arbeit im
Experiment ,Ermittlung des Einflusses der Pl-Konzentration, des Farbstofflésungsmittels und der
Messdauer” behandelt.
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Mikrobielle Morphologie

Ein weiteres Problem ist die mikrobielle Morphologie, die normalerweise weit von der idealen
homogenen Kugelform fur die Zytometrie entfernt ist. Nicht kugelformige Zellen, stdbchenférmige
Bakterien, langgestreckte oder filamenttse Mikroorganismen und im Allgemeinen nicht axiale
Symmetrie konnen Orientierungsartefakte verursachen, bei denen die Fluoreszenz- und
Lichtstreusignale von der Orientierung der Zelle relativ zur Richtung des Anregungslichts
abhangen (Vives-Rego et al., 2000).

3.3.2.2 ATP Methode

Die Beurteilung der Lebensfahigkeit natlrlicher mikrobieller Gemeinschaften ist ein komplexes,
ungelostes Thema, das derzeit unterschiedliche Methoden erfordert, die sich gegenseitig
erganzen koénnen. Der ATP-Nachweis ist eine Methode, die besonders wertvoll ist, da sie
spezifisch die lebensféhigen Zellen in einer Probe misst.

Adenosintriphosphat (ATP) wird oft als Energiewahrung von biologischen Zellen bezeichnet und
ist aktivierter Energietrager in allen lebenden Zellen. Deswegen kann ATP als Indikator fir die
Viabilitat herangezogen werden.

Ein typisches Verfahren zum ATP-Nachweis umfasst die chemische und / oder enzymatische
Extraktion von ATP aus Bakterienzellen, gefolgt von der Messung der Lichtemission, die erhalten
wird, wenn das geldste ATP mit dem Luciferin — Luciferase - Komplex reagiert. Die Methode ist
schnell, robust, einfach durchzufiihren, kostenglnstig und erkennt sowohl kultivierbare als auch
nicht kultivierbare Organismen (Hammes et al., 2010).

3.3.2.2.1 ATP und zellulare Nukleotide

Das wichtigste energiereichste Nukleotid in Zellen ist die Phosphatverbindung
Adenosintriphosphat (ATP). Abbildung 8 zeigt die chemische Struktur von ATP. Die Energie wird
durch die Oxidation von organischen Stoffen konserviert und wird in den Zellen hauptséchlich in
Form von ATP gespeichert (Vang, 2013).
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Abbildung 8: chemische Struktur von ATP (Vang, 2013)

Keine anderen Triphosphatnukleotide in den Zellen sind als Substrat aktiv, deswegen kann ATP
in biologischen Proben ohne Stérung durch andere natirlich vorkommende Verbindungen
gemessen werden. ATP spielt eine essenzielle Rolle im Zellmetabolismus, ist verglichen mit
anderen Metaboliten in hohen Konzentrationen vorhanden und ist im Protoplasma von
Mikroorganismen gleichmaRig verteilt, von wo aus es mdglich ist es leicht zu extrahieren.
Aufgrund seiner hohen Umsatzrate kann ATP ein guter Indikator fiir die Lebensféahigkeit von
Zellen sein (Ochromowicz & Hoekstra, 2005).
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3.3.2.2.2 Methoden zur Bestimmung von ATP

ATP und andere Nukleotide kdnnen mit verschiedenen Methoden, welche in vier verschiedene
Gruppen von Techniken gegliedert werden kénnen, gemessen werden:

- Chromatographische Methoden

- Fluoreszenz Methoden

- Sensoren mit immobilisierter Luciferase
- Biolumineszenz Methoden (Vang, 2013)

Biolumineszenz Methode mithilfe des Luc Assay

Da in dieser Arbeit die Biolumineszenz Methode (Luc Assay) angewendet wird, wird auf diese
naher eingegangen.

Biolumineszenz ist die Emission von Licht in einem biologischen System, welche mit Hilfe einer
Enzym - katalysierten biochemischen Reaktion stimuliert wird. Die meist verwendete Methode
zur Detektion von ATP ist die Biolumineszenz Methode, welche das Luciferase Enzym von einem
Glihwirmchen nutzt, auch bekannt als Luc Assay. Diese Methode hat den Vorteil hohe
Sensitivitat und Selektivitat zu besitzen und ist relativ einfach in der Durchfihrung (Vang, 2013).

Prinzip Luc Assay fur die Bestimmung von zellularem ATP:

1. Extraktion vom ATP

2. Reaktion mit Luciferin/Luciferase

3. Messung der Lichtemission mit Hilfe eines Photomultiplier/Luminometer
In Abbildung 9 sind die Schritte des Luc Assay abgebildet.
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Abbildung 9: Prinzip des Luc Assay zur Bestimmung von ATP (Vang, 2013)

Das Biolumineszenzsystem ist von vier Komponenten abhangig: Sauerstoff (O>), die Luc
Enzyme, das Substrat Luciferin (LH,) und der ATP-Mg?* Komplex.

Der Luc Assay ist eine 2 Stufen Reaktion. Die erste Reaktion inkludiert das Substrat Luciferin
(D-LH2) und ATP-Mg?*, wobei ATP zu AMP hydrolysiert wird, wodurch das enzymgebundene
Zwischenprodukt D-Luciferyladenylat (DLH2-AMP) und anorganisches Pyrophosphat (PPi, d.h.
P.0O+*") erzeugt werden das an Mg?* gebunden ist:

Luc + D-LHz + ATP-Mg?* < Luc + D-LH,-AMP + PPi-Mg?*

Die zweite Reaktion ist die Oxidation und Decarboxylierung des gebildeten Zwischenprodukts
D-LH2-AMP unter Bildung von AMP, CO; und Oxyluciferin das der Lichtemitter (hv) mit
Photonen von gelbgrinem Licht (550-570 nm) ist:

Luc + D-LH2-AMP + O2 - Luc + AMP + CO; + OxyLH: + hv

Diese Reaktion lauft in mehreren Schritten ab.
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Die Aktivierungsreaktion ist fur ATP sehr spezifisch und tritt bei anderen
Nukleosidtriphosphaten nicht auf. Das Vorhandensein des zweiwertigen Kations Mg?* ist fur die
Biolumineszenzreaktion von wesentlicher Bedeutung, da die Bildung von ATP-Mg?* Komplexen
die negativen Ladungen teilweise abschirmt und die Konformation der Phosphatgruppen
beeinflusst und somit die Notwendigkeit dieses zweiwertigen Kations bei der Reaktion erklart.
Das von der Biolumineszenzreaktion emittierte Licht besteht aus Photonen und wird mit einem
Luminometer registriert. Die Lichtleistung wird gemessen, indem die Flache unter der
Lichtemissionskurve fir einen festgelegten Zeitraum integriert wird. Ein Luminometer besteht
Ublicherweise aus einer Probenkammer fir eine Kivette, einem Detektor (Photomultiplier -
PMT), einer Signalverarbeitung und einer Signalausgangsanzeige (Vang, 2013). Ein
handelstblicher Luminometer ist in Abbildung 10 dargestellt.

Abbildung 10: Beispiel eines handelsiblichen Luminometers (Vang, 2013)

Eine PMT registriert Lichtphotonen entweder durch Zahlen einzelner Photonen oder es
registriert den elektrischen Strom, wenn Photonen auf die PMT treffen, wobei die Ausgabe
Photonen pro Sekunde (cps) oder relative Lichteinheiten (RLU) ist.

Das PMT detektiert Licht, das proportional zur Konzentration des Analyten emittiert wird, z.B.
ATP. Es wird auch ein Hintergrund erkannt, der durch Phosphoreszenz von Kunststoffen,
Verunreinigungen in Reagenzien usw. verursacht wird (Vang, 2013).

Bestimmung von mikrobiellem = intrazellularem (IC-ATP) und extrazellularem ATP (EC-ATP)

EC-ATP ist in Gewassern haufig und sollte bei der Analyse von mikrobiellem ATP berticksichtigt
werden. Wenn EC-ATP ignoriert wird kann dies die Empfindlichkeit des Assays und die
Interpretation der ATP-Daten erheblich beeintrachtigen. Daher kann mikrobielles ATP nur
zuverlassig gemessen werden, wenn auch extrazellulares ATP bertcksichtigt wird.

Zur Bestimmung des EC-ATPs wird ein Teil der Wasserprobe filtriert und danach genauso wie
die Probe behandelt und gemessen. Das Ergebnis der Probe stellt das Gesamt-ATP und das
Ergebnis der filtrierten Probe das EC-ATP dar. Das mikrobielle = intrazellulare ATP wird danach
folgendermal3en berechnet: IC-ATP = Gesamt-ATP — EC-ATP (Hammes et al., 2010).

Vorteile (im Vergleich zu kulturbasierten Methoden):
- Messung fur alle aktiven Zellen (auch VBNC-Zellen)
- guantitativ
- Ergebnisse verfiigbar innerhalb von Minuten (Echtzeitanalyse)
- einfaches Messverfahren
- kleine Probenmengen
- Potenzial fir Sensorplattform

- Genaueres Mal bei verklumpten, oder partikelassoziierten Zellen
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Nachteile:
- unspezifisch

- nicht so empfindlich wie kulturbasierte Methoden fur spezifische Indikatoren, z.B. E. coli
/ Coliforme

- Ergebnisse koénnen nicht zu einer Zellenzahl konvertiert werden
- Hohe Kapitalkosten
- Hoheres technisches Wissen notwendig

(Vang, 2013)

3.3.2.2.3 Optimiertes Promega Protokoll von Hammes et al., 2010
In der vorliegenden Arbeit wurde das

optimierte Protokoll von Hammes et al., 2010 25000
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al., 2010). P —

:Q d|e§er Mas-ter\;a\llrb“elé:/vurdeg dleh fiih .. Abbildung 11: Optimierung ATP Protokoll:
xperimente in Well-Platten durchgefunrt, somit a) hohere Volumina und Inkubationszeiten

war das Probenvolumen mit 250 pl limitiert. b) Temperatur (Hammes et al., 2010)

Zweitens wurden die optimale Temperatur und

Inkubationszeit flr das in der vorliegenden Studie verwendete spezifische Produkt eingestellt. Die
Hauptbedeutung dieser Experimente besteht darin, dass eine undefinierte ,Raumtemperatur®,
wie im Protokoll fur diesen bestimmten Assay beschrieben, zu signifikanten Abweichungen bei
den gemessenen Daten fiihren kann und dass der Anwender fir alle Assays lieber eine spezifisch
definierte Temperatur verwenden sollte. Das Optimum wurde aufgrund der Experimente mit 38°C
fur 20 Sekunden festgelegt. In Abbildung 11 sind die unterschiedlichen Ergebnisse durch
Veradnderung der Temperatur und der Volumina ersichtlich. Mit dieser Methode wurde eine
Nachweisgrenze von 0,0001 nM ATP erreicht (Hammes et al., 2010).
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Diese empfohlenen Inkubationsbedingungen wurden in der vorliegenden Arbeit verwendet. Da
durch Verwendung von Well-Platten das Probenvolumen mit 250 pl limitiert ist liegt die
Nachweisgrenze (NG) bei 0,005 nM ATP und die Bestimmungsgrenze (BG) bei 0,01 nM ATP.

3.3.2.2.4 Herausforderungen bei der ATP-Methode

Fehlendes einheitliches Protokoll
Eine Vielzahl von Faktoren kann die Lichtemission beeinflussen:
- Potenzielle Inhibitoren
- Temperatur
- pH
- Stabilitdt der katalytischen Aktivitat Gber die Zeit.
Zum Beispiel nahm die Lichtproduktion des ATP-Assays mit zunehmenden Salzkonzentrationen
im Trinkwasser ab, wobei Calcium eine Haupthemmverbindung war.

Unterschiedliche Methoden, verschiedene Enzymreagenzien und ATP-Freisetzungsmittel zur
Messung und Quantifizierung von ATP in Trinkwasserproben flhren zu Unterschieden in den
ATP-Konzentrationen zwischen den Studien. Um vergleichbare und aussagekraftige
Ergebnisse zu erhalten ist es daher notwendig ein einheitliches Protokoll zu verwenden (Vang,
2013).

ATP-Fraktionen

ATP tritt sowohl als intrazellulares (mikrobielles) ATP (IC-ATP), als auch als extrazellulare
(freie) ATP-Fraktion (EC-ATP) auf. IC-ATP lasst auf lebensfahige Zellen riickschlielen und bei
EC-ATP wird angenommen, dass es aus Zellen in der Absterbephase stammt. In dieser Arbeit
wird das intrazellulare ATP mit IC-ATP und das extrazellulare ATP mit EC-ATP abgekdrzt. In
Meeres- und Sul3wasserproben ist die Konzentration an EC-ATP beispielsweise signifikant und
Ubersteigt haufig die IC-ATP-Konzentration. Daher ist es in solchen Proben wichtig, sowohl IC
als auch EC-ATP zu quantifizieren.

Speziell fur Trinkwasser ist der Anteil an EC-ATP im Allgemeinen gering, variiert jedoch
zwischen 7 und 100%. Es wurde festgestellt, dass IC-ATP ein genauerer und transparenterer
Parameter fur die mikrobielle Aktivitat ist als Gesamt-ATP, was es moglicherweise einfacher
macht, kleine Unterschiede in der mikrobiellen Trinkwasserqualitat festzustellen (Vang, 2013).

ATP Gehalt in Zellen und Korrelation mit anderen Methoden

Es ist allgemein bekannt, dass die ATP-Konzentration einer Zelle sowohl mit ihrer Grél3e als
auch mit ihrer physiologischen Aktivitat korreliert (Vital et al., 2012). ATP ist das wichtigste
energietragende Molekdl in allen lebenden Zellen, und der ATP-Gehalt hangt von der GroRe
und dem physiologischen Zustand der Zelle ab. Folglich hangt der ATP-Gehalt einer
Wasserprobe nicht nur von der Mikrobendichte, sondern auch von der Mikrobengemeinschaft
und der Nahrstoffverfigbarkeit ab. Daher kbnnen ATP-Konzentrationen nicht direkt in eine
Zellzahl umgewandelt werden. Trotzdem kann ATP sowohl als Maf fir die Zellaktivitat als auch
fur die Anwesenheit von Bakterien interpretiert werden (Vang, 2013).

Extraktion von ATP

Eine Herausforderung bei der Durchfihrung quantitativer ATP-Analysen in Trinkwasserproben,
die relativ wenig ATP enthalten, ist eine mdglichst vollstandige Zelllyse, um eine hohe Leistung
und eine moglichst genaue Messung zu erzielen (Vang, 2013).

Stabilitdt der Enzyme

Es ist wichtig, dass die zu verwendenden Enzymreagenzien Uber die Zeit relativ stabil bleiben,
da der Verlust der katalytischen Aktivitat des Enzyms auch zu einem Verlust der Empfindlichkeit
fuhrt, der sich direkt auf die Nachweisgrenze der Assay-Messung auswirkt. Daher ist die richtige
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Lagerung der Reagenzien (Einhaltung von bis Temperatur und von bis Dauer) von grol3er
Bedeutung (Vang, 2013).

Standardkurve

Um das Lichtsignal (RLUs = relative light units oder cps = counts per seconds) in eine ATP-
Konzentration umzuwandeln, muss die Probe auf einen ATP-Standard bezogen werden,
entweder mit einer Standardkurve oder durch Standardaddition. Bei Verwendung einer
Kalibrierungskurve zur Umwandlung von RLU- oder cps- Signalen in eine ATP-Konzentration ist
es wichtig, die ATP-Standardkontrollen mehrmals Giber mehrere Tage zu messen.

Fur die Quantifizierung von ATP in Trinkwasser ist es notwendig, entweder ATP-Standards zu
verwenden, die in derselben Matrix wie das Trinkwasser hergestellt wurden, oder eine
Standardaddition zu verwenden. Die Steigung der Kalibrationskurve unterscheidet sich, wenn
ATP-Standardverdiinnungen in z.B. Puffer, MQ-Wasser oder sterilfiltriertem autoklaviertem
Trinkwasser hergestellt werden (Vang, 2013).

ATP und Chlordesinfektion

In Trinkwasseraufbereitungsanlagen wird die Desinfektion haufig als letzter Schritt zur
Inaktivierung mikrobieller Verunreinigungen eingesetzt. Um die Stabilitat von EC-ATP in
Gegenwart von Chlor zu testen, zeigte nanopures Wasser, das mit ATP erganzt und
anschliel3end gechlort wurde, dass die EC-ATP-Konzentrationen stabil blieben, bis eine extrem
hohe Menge an Chlor (> 11,2 mg-Cl./l) zugesetzt wurde. Dies ist ein weiterer Hinweis darauf,
dass EC-ATP bei typischen Trinkwasserkonzentrationen von Chlor mindestens funf Minuten lang
stabil bleibt, hohe Chlorkonzentrationen jedoch ATP-Molekile oxidieren kénnen (Nescerecka et
al., 2016b).

Faktoren die den ATP Assay beeinflussen

Es gibt verschiedene Faktoren, die die Lichtemission der Probe beeinflussen, z.B.
Probenvolumen, Reaktionsgeschwindigkeiten, Konzentration der Reaktanten,
Reagenzieninjektion und -mischung, Kivettenmaterial und -gréf3e und Temperatur.

Infolgedessen kdnnen die Verwendung unterschiedlicher Methoden, verschiedener
Enzymreagenzien und ATP-Freisetzungsmittel zur Messung und Quantifizierung von ATP in
Trinkwasserproben zu Unterschieden in den ATP-Konzentrationen zwischen den Studien
fuhren. Deswegen ist die Verwendung von einem einheitlichen Protokoll wichtig (Vang, 2013).

ATP-Konzentration im Trinkwasser

Die ATP-Konzentrationen im Trinkwasser sind im Vergleich zu anderen Wassertypen, z.B.
Meeres-, Oberflachen- oder Abwasser, gering (Vang, 2013). Um diese geringen ATP
Konzentrationen im Trinkwasser detektieren zu kénnen haben Hammes et al.,2010 ein
optimiertes Protokoll entwickelt. Dieses ermoglicht die Verbesserung der Nachweisgrenze
(durch Verwendung von gréRerem Probenvolumina und bestimmen einer geeigneten
Inkubationstemperatur von 38°C) und somit solide und vergleichbare Daten (Hammes et al.,
2010).

3.3.2.3 Wachstumspotential

Das Bakterienwachstumspotential ist die Quantifizierung des AusmaBRes des
Bakterienwachstums, das in einer Probe unter definierten Bedingungen auftreten kann. Die
Nahrstoffverfligbarkeit, hauptséachlich organischer Kohlenstoff und andere
wachstumsfordernde / begrenzende Verbindungen (z. B. Stickstoff, Phosphor und Eisen),
bestimmen das Wachstumspotential der Bakterien. Durch die Bestimmung des
Bakterienwachstumspotentials ist die Beurteilung der biologischen Stabilitét des Wassers
mdglich. Ist nach einer bestimmten Inkubation und Temperatur kein/lkaum Wachstum der
einheimischen Bakteriengemeinschaft moglich, kann das Wasser als stabil angesehen werden.
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Das Bakterienwachstumspotenzial ist wichtig, um die Bedenken hinsichtlich der Wasserqualitat
im Zusammenhang mit dem Nachwachsen von Bakterien zu verstehen und zu bewaltigen. Das
Wachstumspotential von  Bakterien hangt von wachstumsférdernden / limitierenden
Verbindungen ab. Daher ist die Nahrstoffverfigbarkeit der Schlusselfaktor fir das
Wachstumspotential von Bakterien (Farhat et al.,, 2018). Durch Desinfektion kann die
Bakteriengemeinschaft soweit minimiert werden, dass ein Aufkeimen dieser auch bei
Vorhandensein von ausreichenden Nahrstoffen nicht mdglich ist. Bei Verwendung von z.B.
Chlorverbindungen kdnnen aber organische Kohlenstoffverbindungen in kleinere Komponenten,
die von Bakterien leichter aufgenommen werden kénnen, abgebaut werden. Diese kénnen von
Mikroorganismen, die sich z.B. in Biofilmen im Netz aufhalten, genutzt werden. Einige
wissenschaftliche Arbeiten beschéaftigen sich mit diesem Thema: Lehtola et al., 2002; Liu et al.,
2011; Zhao et al., 2011; Lyon et al., 2012.

Die Auswahl geeigneter Werkzeuge fir die Messung des Bakterienwachstums ist fir die
routinemafige Durchfihrung der Messung des Wachstumspotenzials von entscheidender
Bedeutung.

In den letzten drei Jahrzehnten wurden zahlreiche Methoden zur Bestimmung des
Bakterienwachstumspotentials und der wachstumsfordernden Eigenschaften von Wasser
entwickelt. Die ersten entwickelten Methoden zur Bestimmung des
Bakterienwachstumspotenzials konzentrierten sich auf den biologisch abbaubaren organischen
Kohlenstoff. Diese Methode wird urspriinglich von Van der Kooij et al., 1982 verwendet, um den
Anteil gelésten organischen Kohlenstoffs (DOC) zu beschreiben, der von Mikroorganismen
schnell zum Wachsen verwendet wird. In anderen Studien wird assimilierbarer organischer
Kohlenstoff (AOC) als wichtiger Parameter zur Beurteilung der biologischen Stabilitat von Wasser
und des mikrobiellen Wachstumspotenzials wéahrend der Behandlung und Verteilung angesehen.

Der AOC-Bioassay basiert auf der linearen Beziehung zwischen der AOC-Konzentration und dem
maximalen Bakterienwachstum (d.h. der maximalen Ernte). Die AOC-Konzentration wird unter
Verwendung des maximalen Bakterienwachstums der Testbakterien berechnet.

AOC zielt explizit auf ein breites Spektrum von biologisch verfliigbaren organischen
Kohlenstoffverbindungen mit niedrigem Molekulargewicht ab, die im Allgemeinen in geringen
Konzentrationen im Wasser vorhanden sind. Die Bestimmung des Bakterienwachstumspotentials
durch den konventionellen AOC-Bioassay wie den Assay von Van der Kooij et al., 1982 gehen in
der Regel von einer organischen Kohlenstoffoegrenzung aus, die aber nicht fur alle
Wasserproben gilt.

Zahlreiche Studien trugen zur standigen Optimierung des Bioassays bei, wobei drei Aspekte im
Vordergrund standen: die Auswahl des Inokulums, die Optimierung der Inokulation und
Inkubation sowie die Entwicklung von Messungen des Bakterienwachstums. Es wird empfohlen
von der Verwendung eines einzelnen Bakterienstamms zu einer Mischung aus zwei oder mehr
Bakterienstammen oder der einheimischen Bakteriengemeinschaft Uberzugehen. Die
Verlagerung von kultivierungsabhangigen Quantifizierungsmethoden zZu
kultivierungsunabhangigen Methoden war eine weitere Hauptvariante der anfanglichen
Wachstumspotentialmethoden.

Ein universeller Assay, der fur verschiedene Probentypen geeignet ist, erleichtert die
Durchfihrung der Messung des Bakterienwachstumspotenzials, ermdglicht ein besseres
Verstandnis der Dynamik des Bakterienwachstums in verschiedenen Probentypen und erleichtert
den Vergleich der Ergebnisse zwischen verschiedenen Studien.

Farhat et al., 2018 beschaftigten sich mit diesem Thema und entwickelten den ,Uniform Growth
Potential Assay“. Dieser soll ein einheitliches Verfahren liefern, das fur verschiedene
Probentypen implementiert werden kann.
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Abbildung 12: Schema vom Prozess der Wachstumspotentialmessungen (Farhat et al., 2018).

Das zu prufende Wasser wird mit einem 0,22 um Filter filtriert, dann mit einheimischen Bakterien
inokuliert, fur 3 Tage bei 30 °C inkubiert und durchflusszytometrisch und mit Hilfe der ATP
Methode analysiert. Abbildung 12 zeigt ein Schema vom Prozess der WP-Messungen.

Der Assay kann das Wachstumspotential verschiedener Proben unabhangig von der Art der
wachstumslimitierenden Verbindungen messen. Die Verwendung der einheimischen
Bakteriengemeinschaft als Inokulum ist ein Schwerpunkt des Assays. Die Verwendung der im
getesteten Wasser vorhandenen einheimischen Bakteriengemeinschaft als Inokulum zeigte die
Fahigkeit, eine breitere und vielfaltigere Palette assimilierbarer Substrate im Vergleich zu
Bakterien bestimmter Stamme zu verwenden. Dies bietet eine realistischere Interpretation des
tatsachlichen Wachstumspotenzials, wenn natirlich verfligbare Substrate untersucht werden, da
die einheimischen Bakterien besser an die in bestimmten Proben vorhandenen anorganischen
Kohlenstoffverbindungen angepasst sind (Farhat et al., 2018).

3.3.2.4 Ausblick: Online-Messungen mittels Durchflusszytometrie und ATP
Methode

Eine geringe Auswahl an Stichproben erschwert die genaue Charakterisierung und das
anschlieBende Verstandnis der mikrobiellen Dynamik in aquatischen Okosystemen. Ein logischer
technologischer Fortschritt ist ein hoher Durchsatz und eine vollstandige Automatisierung der
Schritte zur Probenahme, Farbung, Messung und Datenanalyse (Besmer et al., 2014). Online
Gerate wurden sowohl in der DFZ als auch in jingerer Zeit fur die ATP Methode entwickelt.

Online DFZ

Besmer et al., 2014 entwickelten einen Online — DFZ - Prototypen, dieses weiter entwickelte
Online-Durchflusszytometrie-System wird bereits eingesetzt. Die Experimente zeigten mehrere
Vorteile von Online-DFZ bei der Uberwachung:

e Langzeitmessungen ermoglichten die Erkennung stabiler Phasen, zyklischer Muster und
unerwarteter Ereignisse, die durch gelegentliche Stichprobenentnahme entweder
Ubersehen oder falsch charakterisiert wirden.

o Haufige Messungen ermdglichen eine detaillierte Analyse von Ereignissen und
Schwankungen.

o Automatisierte Messungen erméglichen die Aufzeichnung erwarteter oder unerwarteter
Ereignisse (z. B. Schneeschmelze, Niederschlag) unabhéngig von der Verfiigbarkeit von
Personal vor Ort.

e Online-Messungen ermoglichen die Echtzeit-In-situ-Uberwachung einer Vielzahl
aquatischer Okosysteme, die zeitliche Variabilitat in verschiedenen Zeitskalen,
Konzentrationsbereichen und Zusammensetzungen der mikrobiellen Gemeinschaft
aufweisen.

e Multiparameter-Messungen, d.h. Online-DFZ in Kombination mit anderen Online-
Sensoren (z. B. Temperatur, Leitfahigkeit), ermdglichen eine robuste Unterscheidung
zwischen aquatischen Okosystemen und / oder ihren jeweiligen Bedingungen sowie die
Identifizierung von Stabilitat und Abweichungen davon (Besmer et al., 2014).
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Online ATP

Hansen et al., 2019 entwickelten ein auf Mikrofluidik basierendes System flir eine automatisierte
Online-Methode zum schnellen Nachweis und zur Uberwachung der Trinkwasserkontamination,
bei der mikrobielles Adenosin-5'-triphosphat (ATP) als bakterieller Indikator verwendet wird. Das
System besteht aus einer mikrofluidischen Patrone auf Polymethylmethacrylat-Basis, die in ein
Gehause eingesetzt ist und die Funktionen der Lagerung und Abgabe von Flussigkeiten, der
Lyse-Schritte und der Echtzeit-Detektion umfasst. Insgesamt zeigte das entwickelte
Prototypensystem einen hochempfindlichen, schnellen Nachweis von Bakterienkontaminationen
in Trinkwasserproben. Vor der Online-Implementierung ist eine Weiterentwicklung erforderlich
(Hansen et al., 2019).

Vera und Wert, 2019 haben eine Online-ATP-Methode zur kontinuierlichen IC-ATP-Bestimmung
demonstriert. Die Ergebnisse der Online-ATP-Analysen (6-stiindiges Intervall) stimmten gut mit
den Ergebnissen diskreter ATP-Messungen berein. Die Methode war in der Lage, den schnellen
Anstieg von ATP zu erfassen, wenn ein einfacher Kohlenstoff wie Acetat zugesetzt wurde, was
die Empfindlichkeit der Methode furr plétzliche Anderungen der Biomasseproduktion zeigt. Die
direkte IC-ATP-Messung vor Ort und die Online-ATP-Methode kdnnen nitzlich sein, um die
Lebensfahigkeit der Biomasse und den Einfluss jedes einzelnen Prozesses auf die
Bakterienhaufigkeit schnell zu bewerten. Mit einer umfassenderen Datenerfassung kann IC-ATP
in hydrologische Modelle integriert werden, um die mikrobielle Dynamik im Wassernetzwerk
besser zu verstehen. Es kann ferner als ein guter Frihwarnparameter dienen, um eine erhohte
biologische  Aktivitat anzuzeigen, die sofortige Korrekturmalnahmen und weitere
Untersuchungen von Kontaminationsquellen, Hotspots fiir Bioaktivitdt und Biofouling im
Verteilungssystem erforderlich macht (Vera & Wert, 2019).

3.3.2.5 Ausblick: Beurteilung der Desinfektionswirkung nach UV-Desinfektion

Die Bewertung der Desinfektionswirkung nach der UV-Desinfektion mittels neuer Methoden stellt
fur die Trinkwasserversorgung eine Herausforderung dar. Wie schon im Kapitel 3.3.2.1 erwdhnt
ist nach UV-Desinfektion und Verwendung von SG1PI die Unterscheidung von ,lebenden® und
soten” Bakterien nicht sinnvoll. Im Folgenden werden Arbeiten vorgestellt, die sich mit diesem
Thema beschéftigen und Moglichkeiten aufzeigen diese Aufgabe anzugehen.

Xu et al.,, 2018 inaktivierten E. coli mit Chlor- und UV-Desinfektion und Uuberpriften die
Desinfektionswirkung mit verschiedenen Methoden. Unter anderem auch mit der ATP Methode,
wobei kein zunehmender Trend beobachtet wurde und der Abbau von Gesamt-ATP und IC-ATP
vernachlassigbar war. E. coli-Zellen wurden bei 100 mJ/cm? vollstéandig getotet, aber das IC-ATP
verringerte sich nur um 8,56%. Des Weiteren untersuchten sie den DNA- und mRNA Zerfall, dies
ergab, dass der Abbau von mRNA von den Zielgenen abhangt. Wahrend der UV-Desinfektion lag
die Schadigung der mRNA von E. coli-mRNA in der folgenden Schweregradreihenfolge: RecA >
ssb = dnaA > gadA. Wahrend der UV-Desinfektion wurde eine offensichtliche Schadigung der
MRNA beobachtet, was zu einem allmahlichen Verlust der Funktionen und zu einer DNA-
Schadigung fuhrte. Die Studie zeigt, dass mMRNA mdglicherweise auf die Lebensfahigkeit von
Bakterien hinweist (Xu et al., 2018).

Die Polymerase Kettenreaktion (PCR) ist eine schnelle, empfindliche und spezifische Alternative
zu Kultivierungsmethoden. Die herkdbmmliche PCR kann jedoch lebensfahige Zellen nicht von
nicht lebensfahigen Zellen oder von freien Nukleinsduren in den Proben unterscheiden. Viability
PCR (VPCR) ist eine PCR-basierte Strategie, die selektiv lebensfahige mikrobielle Zellen
nachweist. Die Leistung héngt jedoch von den Proben- und Desinfektionsbedingungen ab. Da bei
der vPCR die Lebensfahigkeit mit der Integritéat der Zellmembran korreliert, kbnnen inaktivierte
Zellen, die intakte Zellmembranen behalten, zu falsch positiven Ergebnissen fihren. Assays fur
bakterielle ribosomale RNA-Vorlaufer (Pra-rRNA) sind in einigen Anwendungen nitzliche
Alternativen zur vPCR. In wachsenden oder ernahrungsphysiologisch stimulierten Bakterien
konnen Pra-rRNAs 25% der gesamten zellularen rRNA ausmachen, wodurch sie erheblich
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leichter nachzuweisen sind als mRNAs. Pra-rRNA-Pools werden abgebaut, wenn sich das
Wachstum verlangsamt, und schnell wieder aufgefiillt, wenn lebensfahigen Zellen frische
Nahrstoffe  verabreicht werden. Die Pra-rRNA-Synthese als Reaktion auf eine
Ernahrungsstimulation wird in einer Methode genutzt, die als Molecular Viability Test (MVT)
bezeichnet wird. Bei der MVT wird eine Probe in zwei Aliquote aufgeteilt, von denen eines durch
Zugabe von bakteriologischem Kulturmedium ernd@hrungsphysiologisch stimuliert wird. Wenn
lebensfahige Zellen einer Zielspezies in der Probe vorhanden sind, steigt die pra-rRNA
(gemessen durch reverse Transkription [RT] -gPCR) im stimulierten Aliquot im Vergleich zum
Kontrollaliqguot (nicht stimuliert) an. Da nicht lebensfahige Zellen diese Veradnderung nicht
katalysieren kénnen, erkennt MVT selektiv lebensfahige Bakterien. In der Studie von Weigel et
al., 2017 wurde gefragt, ob MVT eine bakterielle Inaktivierung durch UV-Bestrahlung nachweisen
kann. Fur das Experiment wurde kurzwelliges UV-Licht (254 nm) verwendet das eine Intensitat
von 539.3 mJ/cm? erreichte. Sie kamen zu dem Schluss, dass MVT die UV-Desinfektion von
Bakterien beurteilen kann, mit der Einschrankung, dass eine kurze Wartezeit (€1 h fur E. coli)
nach der Bestrahlung bis zur Analyse erforderlich sein kann, damit die inaktivierten Zellen
zuverlassig MVT-negativ werden (Weigel et al., 2017).

Diese Studien zeigen, dass es herausfordernd ist, eine adaquate Methode zur Bestimmung der
Desinfektionswirkung nach erfolgter UV-Desinfektion zu entwickeln. Die Verwendung der HPC ist
zwar mdglich und nutzlich, aber mit den bekannten Nachteilen der langen Inkubationsdauer und
der Detektion von einem Bruchteil der Bakteriengemeinschaft suboptimal. Die DFZ mit der
Farbstoffkombination SG1 und Pl vermag nur permeabilisierte Zellen als ,tote* Zellen zu
detektieren und die ATP Methode liefert nach UV-Desinfektion keine zuverlassigen Daten, da
anscheinend nur wenig ATP direkt nach UV-Bestrahlung abgebaut wird. Einen weiteren Ansatz
liefern Xu et al., 2018 und Weigel, et al., 2017. Xu et al., 2018 zeigten, dass wéahrend der UV-
Desinfektion eine offensichtliche Schadigung der mRNA erfolgte und detektierten diese, wenn in
der Probe noch vorhanden, mit Hilfe gPCR (Xu et. al., 2018). Weigel et al., 2017 argumentieren,
dass es schwierig ist die geringen mRNA Konzentrationen zu detektieren und setzen auf den
Molecular Viability Test (MVT), bei dem die Messung von Pra-rRNAs nach erfolgter UV
Desinfektion, nach Zugabe eines frischen Nahrstoffs zur Aktivierung der Pra-rRNAs, zur
Ermittlung der intakten Zellen genutzt wird (Weigel et al., 2017). Mdglicherweise ist es auch in
der DFZ notwendig Farbstoffe die die Detektion der mRNA oder der Pra-rRNA ermoglichen zu
verwenden, um die Desinfektionswirkung nach UV-Desinfektion beurteilen zu kénnen.
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4. Material und Methoden

4.1 Durchflusszytometrie (DFZ2)

4.1.1 Material

4.1.1.1 Probenahme

Sterile Tubes (50 ml)
Gemuffelte Glasgebinde (51, 1 1, 250 ml, 100 ml)
Gasbrenner

4.1.1.2 Vorbereitung und Messen der Proben

BD ACCURI C6 mit Autoloader

Farbstoffe: SYBR Green 1 (SG1); SYBR Green 1 - Propidiumiodid in DMSO
(SG1PI_DMSO); SYBR Green 1 - Propidiumiodid in Tris Puffer (SG1PI_Tris); 5(6) —
Carboxyfluorescein Diacetat (CFDA)

Lamina

Steril filtriertes Wasser (0,2 um Filter)

Durchsichtige 96 Well Platten

Pipetten (1000 pl, 10 pl)

Thermoshaker mit 96 Well Platten Aufsatz

Einweghandschuhe (Nitrilhandschuhe beim Arbeiten mit den Farbstoffen im DFZ Raum)

4.1.1.3 Herstellen der Farbstoffe

Mit den Farbstoffen darf nur im DFZ Raum mit entsprechender Arbeitskleidung und Nitril
Einweghandschuhen gearbeitet werden.

SYBR Green 1 (SG1)

SG1 Stock Solution (Herstellerangabe zur Konzentration: 10.000x)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

0,2 um Spritzenfilter

Spritze (10 ml)

Sterile Eppis

SYBR Green 1 - Propidiumiodid in DMSO (SG1PI DMSO)

SG1 Stock Solution (Herstellerangabe zur Konzentration: 10.000x)
Propidiumiodid (PI) in DMSO Stock Solution (20 mM)
Propidiumiodid (PI) Pulver

Kleines Becherglas oder kleiner Messzylinder

Analysenwaage

Dimethylsulfoxid (DMSO)

0,2 um Spritzenfilter
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- Spritze (10 ml)
- Sterile Eppis

SYBR Green 1 - Propidiumiodid in Tris Puffer (SG1PI Tris)
- Siehe SG1/Plin DMSO

- Aber statt Pl in DMSO (20 mM): Propidiumiodid (PI) in Reinstwasser Stock Solution (5
mM)

- Und zuséatzlich Tris Puffer (10 mM, pH 8,1)
5(6) — Carboxyfluorescein Diacetat (CFDA)
- 5(6) — Carboxyfluorescein Diacetat (pulverférmig): 4 C° Kuhlschrank
- DMSO 0,2 um filtriert
- Eppis

4.1.2 Methode

4.1.2.1 Muffeln der Flaschen

Alle Flaschen werden zuerst im Geschirrspiler gereinigt. Dann werden die grof3en Flaschen (1 |
und 5 I) 2 Mal mit Alufolie abgedeckt. Die kleinen Flaschen (100 ml und 250 ml) werden mit dem
Stopfen und Alufolie versehen (Stopfen nicht ganz andriicken). Danach werden sowohl die
grol3en Flaschen als auch die kleinen Flaschen im Muffelofen (550 °C, 240 min) erhitzt. Nach
dem Abkihlen werden die Stopfen der kleinen Flaschen gut angedriickt.

4.1.2.2 Probenahme

Alle nicht abflammbaren Teile des Probenahmehahns werden vor der Probenahme entfernt. Das
Abflammen des Probenahmehahns wird so lange durchgefiihrt, bis nach dem Offnen des Hahns
ein Zischen zu hdoren ist. AnschlieRend wird so lange gesplilt, bis die Wassertemperatur konstant
bleibt. Bei Probenahmestellen, bei denen nach wenigen Sekunden die Temperaturkonstanz
erreicht wurde da sie direkt an der Hauptleitung lagen, wurde trotzdem immer mehrere Minuten
gesplilt, bevor die Probe entnommen wurde (Pehersdorfer et al., 2018). Falls wie in dieser Arbeit
die ICC Uberprift werden soll, muss die Probenahme unter sterilen Bedingungen ablaufen: Sterile
Verhaltnisse werden durch Spilen und Abflammen des Hahns, sowie die Verhinderung von
Aerosolbildung (Spritzwasser) hergestellt. Das Wasser wird in sterile 50 ml Tubes gefullt, sofort
wieder verschlossen und gekihlt (4-8 °C) ins Labor gebracht. Am Anfang des Projekts wurden
bei der Probenahme vor Ort gro3e, gemuffelte Glasflaschen (1 L und 5 L) befillt, gekthlt (4-8°C)
ins Labor gebracht und dann erst in kleinere sterile Gebinde aus Glas abgefillt. Ab der
Probenahme vom 07.03. wurden die kleineren Glasflaschen (100 ml fir DFZ und 250 ml fir KBE)
vor Ort steril befullt, da eine Kontamination beim Umftllen in die kleineren Gebinde im Labor
ausgeschlossen werden soll.

4.1.2.3 Vorbereitung und Messen der Proben

Jeweils 297 ul Probe werden in Dreifachbestimmung in die 96 Well Platte pipettiert. Als Blindwert
dient eine Dreifachbestimmung von Reinstwasser. Wenn auf einer Platte 2 verschiedene
Farbstoffe verwendet werden missen zwischen diesen Waschschritte (nur Reinstwasser, ohne
Farbstoff) erfolgen.

Im DFZ Raum in der Lamina werden danach 3 ul Farbstoff hinzugefugt, wobei die Farbstoffe fur
die Untersuchungen der Wasserproben von der Trinkwasserversorgungsanlage mit DMSO gelost
wurden (bis auf die Proben vom 18.06., diese wurden in Tris Puffer gel6st). In den Experimenten
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danach, wurden DMSO und Tris Puffer als Lésungsmittel miteinander verglichen. Die Inkubation
erfolgt auf einem Thermoshaker bei 37 °C fur 13 min (Anleitung aus SLMB, 2012) im Dunkeln.
Die Inkubationsbedingungen fur CFDA unterscheiden sich von den anderen Farbstoffen: 30 °C
fir 30 min wieder im Dunkeln.

Die Messung erfolgt im Accuri unter folgenden Parametern:
- Messvolumen: im Regelfall 50 pl
- Treshhold-Setzung: FL1-H (relative Signalstarke: 700 bzw. 800) fir SG1
- Flussrate ,slow” (14 pl pro Minute) (Zunabovic-Pichler et al., 2018)
Die Accuri BD Software und Excel wurden zur Auswertung der Daten verwendet. Die Auswertung
wird im Kapitel 4.7 detailliert beschrieben.
4.1.2.4 Herstellen der Farbstofflosungen
SYBR Green 1 (SG1)

Die SG 1 Stock Solution wird im DFZ Raum vor Verwendung aufgetaut und die bengtigte Menge
an DMSO wird mit Hilfe der Spritze und Filteraufsatz (0,2 um) filtriert.

Die sterilen Eppis werden mit je 990 pl filtriertem DMSO befullt und in der Lamina im DFZ Raum
werden 10 ul SG 1 Stock Solution dazu pipettiert. Das Eppi wird verschlossen, gevortext und
beschriftet.

Die fertigen SG 1 Arbeitsldsungen werden im -18 °C Gefrierschrank aufbewahrt.
SYBR Green 1 - Propidiumiodid in DMSO (SG1PI DMSOQO)
Plin DMSO Stock Solution (20 mM):

13,4 mg Propidiumiodid werden mit Hilfe der Analysenwaage in ein kleines Becherglas oder in
einen kleinen Messzylinder eingewogen. WICHTIG: Gefald muss unbedingt aus Glas sein, weil
sonst Gefahr der Zerstreuung des Pulvers aufgrund elektrostatischer Aufladung besteht. Das
Tragen von Schutzbrille, Mundschutz und Nitrilhandschuhe ist essenziell! Es wird mit einem
potenziell mutagenen Stoff gearbeitet! Das Pulver wird mit 1 ml 0,2 pm filtriertem DMSO gel6st.
Das geloste Pl wird in sterile Eppis Uberfihrt, beschriftet und im -18 °C Gefrierschrank
aufbewahrt.

SG1PIlin DMSO Arbeitslésung (400 uM)

Die SG 1 Stock Solution und PI Stock Solution werden zum Auftauen im DFZ Raum in die Lade
gelegt. Die benotigte Menge an DMSO wird mit Hilfe der Spritze und Filteraufsatz (0,2 um) filtriert.

Sterile Eppis werden je mit 970 pl filtriertem DMSO befillt und in der Lamina im DFZ Raum
werden 10 pl SG Stock Solution und 20 ul PI Stock Solution dazu pipettiert. Das Eppi wird
verschlossen, gevortext und beschriftet.

Die fertigen Arbeitsldsungen werden im -18 °C Gefrierschrank aufbewahrt (max. 6 Monate).
SYBR Green 1 - Propidiumiodid in Tris Puffer (SG1/PI Tris)
Plin Tris Stock Solution (5 mM):

Siehe PI in DMSO (20 mM), nur dass fur das Losen vom Pl Pulver 4 ml 0,2 um filtriertes
Reinstwasser verwendet wird, wenn es sich nicht vollstandig 16st kann die Losung fir ca. 3 min
ins Ultraschallbad gestellt werden.

Tris Puffer:

Herstellen von 250 ml: 302,8 mg Tris Pulver werden in einen 250 ml Messkolben eingewogen,
240 ml Reinstwasser dazu gegeben und gemischt. Dann wird eine 1:10 Verdinnung
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konzentrierter Salzsaure hergestellt. Der 250 ml Messkolben wird mit einem Magnetstdbchen
versehen und am Magnetriihrer gestellt. Mit der Pasteurpipette werden tropfenweise verdiinnte
Salzsaure in den 250 ml Kolben hinzugefiigt und der pH-Wert wird mit Hilfe des pH-Meters
standig kontrolliert, die Zugabe erfolgt bis zu einem pH-Wert von 8,1. Danach wird das
Magnetstabchen mit einem Magnetstab rausgegeben. Der 250 ml Messkolben wird bis zur Marke
mit Reinstwasser aufgeflllt, gemischt, in eine 250 ml Schottflasche Uberfihrt und autoklaviert.
Die Aufbewahrung erfolgt im 4 °C Kihlschrank.

SG1Plin Tris Arbeitsldsung (600 pM):

Siehe SG1PI in DMSO Arbeitslésung (400 uM) mit dem Unterschied, dass zum Ldsen von P1 120
pl P1 Stock Solution (5 mM)), 10 pl SG 1 Stock Solution und 870 pl filtrierter Tris Puffer verwendet
werden.

5(6) — Carboxyfluorescein Diacetat (CFDA)
Stock Solution (10 mM):

Berechnung Einwaage:

Mcepa = 460 g/mol

B=cxM=10 mmol/l x 0,46 g/mmol
B=4,649l

in 1 ml: 4,6 mg (zu wenig Gewicht fir genaue Wéagung in der Analysenwage), deswegen werden
11,04 mg 5(6) — Carboxyfluorescein Diacetat (pulverférmig) in ein kleines Becherglas
eingewogen und mit 2,4 ml 0,2 um filtriertem DMSO vermengt und gut homogenisiert. Die Stock
Solution wird in 2 Eppis aufgeteilt und im Gefrierschrank bei -18 °C gelagert.

Arbeitslésung (ImM)

900 pl 0,2 um filtriertes DMSO wird in einem Eppi vorgelegt und 100 pl Stock Solution (10 mM)
werden dazu pipettiert und homogenisiert. Das Eppi wird beschriftet und im Gefrierschrank bei -
18 °C gelagert.

4.2 Kultivierungsverfahren (Koloniebildende Einheiten = KBE)
Zur Bestimmung der KBE wurde in dieser Arbeit das Plattengussverfahren angewendet.

4.2.1 Material
- Gemuffelte 250 ml Glasflaschen mit Stopfen (2 Stuck fir jede Probenahmestelle)
- Geschirrspuler
- Alufolie
- Muffelofen
- Reinstwasser
- Peptonwasser (fur die Herstellung der Verdinnungsstufen)
- Eprouvetten und passendes Rack
- Agar: R2A und Hefeextraktagar (HEA)
- Autoklav
- Sterile Pipetten (1 ml und 10 ml)

- Sterile Petrischalen (Durchmesser: 100 mm)
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- Inkubator (22 °C, 27 °C und 37 °C)
4.2.2 Methode

4.2.2.1 Probenahme

Wie bei der DFZ Probenahme erklart, nur dass 2 Stick 250 ml Glasflaschen fir jede
Probenahmestelle aufgefillt werden.

4.2.2.2 Vorbereitung Peptonwasser

16,1 g des Peptonwasser - Mediums werden in 1 Liter Reinstwasser suspendiert, gut gemischt
und um eine vollstandige Losung zu erreichen erhitzt. 9 ml Peptonwasser werden jeweils in die
Eppendorf Tubes mithilfe einer 10 ml - Pipette gefullt und in das Rack gestellt. Die Tubes werden
mit einer Alufolie, die mit einem sterilen Band versehen wird, umhullt und dann bei 121 °C fir 15
Minuten autoklaviert. Nach dem Abkihlen kann das Peptonwasser im Kihlschrank bei 4 °C
gelagert werden (Roth, 2020a).

4.2.2.3 Vorbereitung Agar R2A

18,1 g des R2A - Mediums werden in 1 | destilliertem Wasser suspendiert. Zum Ldsen wird das
Medium unter Rihren erhitzt und eine Minute lang gekocht, das Medium muss vollstédndig geldst
sein. Fur 15 Minuten wird es im Autoklav bei 121 °C sterilisiert und vor Verwendung auf ca. 50 °C
abgekuihlt. Falls das Medium nicht sofort verwendet wird kann es nach Abkuhlen im 4 °C
Kihlschrank gelagert werden und vor Gebrauch geschmolzen und wieder auf die 50°C
Arbeitstemperatur abgekuhlt werden (Roth, 2020b).

4.2.2.4 Vorbereitung Hefeextraktagar (HEA)

24 g des HEA - Mediums werden in 1 | destilliertem Wasser suspendiert. Unter Ruhren wird das
Medium erhitzt, es muss vollstandig geltst sein. Das Medium wird fir 15 Minuten im Autoklav bei
121 °C sterilisiert und vor Verwendung auf ca. 45 °C abgekihlt. Wenn das Medium bei 4 °C
gelagert wird, muss es vor Gebrauch geschmolzen, abgekihlt werden und kann in einem
Wasserbad bei ca. 45 °C fir maximal 4 Stunden aufbewahrt werden (Roth, 2020c).

4.2.2.5 Plattengussverfahren

Die Proben werden mit Peptonwasser verdinnt. Die Verdlinnungsstufen fir die verschiedenen
Probenahmestellen bei HEA wurden aus Erfahrungswerten folgendermaRen festgelegt: RW: 10°
(unverdiuinnte Probe), 101; Netzstellen: 10%, 10%; nach UV: 10°% Hochbehalter Zulauf und Ablauf:
10°, 101, Bei Verwendung von R2A Agar werden dieselben Verdiinnungsstufen verwendet, nur
beim Hochbehalter Ablauf wird eine Verdiinnung mehr vorbereitet und kultiviert (10°, 10, 10-?),
da beim Hochbehalter Ablauf manchmal ein stéarkeres Bakterienwachstum auftrat. Es werden
jeweils 1 ml Probe in Doppelbestimmung in die Petrischalen steril pipettiert. Die Probe wird mit
Agar bedeckt und durch vorsichtiges Bewegen der Petrischalen in Achterschleifen miteinander
vermischt. Nach Abkuhlen des Agars (fester Agar) werden die Platten mit dem Deckel nach unten
im Inkubator bei den unterschiedlichen Temperaturen (22 °C, 37 °C fur Hefeextraktagar- und
27 °C fur R2A-Platten) inkubiert. Die Platten werden bei 22 °C fir 3 Tage, bei 37 °C fir 2 Tage
und bei 27 °C fir eine Woche inkubiert, danach erfolgt die Auszahlung der gewachsenen
Kolonien. Das Ergebnis sind dann koloniebildende Einheiten pro Milliliter Probe (KBE/m).
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4.3 Untersuchung des Wachstumspotentials (WP)

4.3.1 Durchflusszytometrie

Beim Wachstumspotential wird Uberpriift, ob das beprobte Wasser nach einem Standversuch
bei definierter Temperatur zur Nachverkeimung neigt. Hierfiir wurden Proben in 100 ml
gemuffelte Flaschen gefllt, mit dem dazugehdorigen gemuffelten Schliffstopfen verschlossen
und bei 10 °C, teilweise auch bei 15 und 22 °C, im Brutschrank gelagert. An Tag 0, 3, 7, und 10
wurde die Gesamtzellzahl (TCC) und teilweise die Zahl der intakten Zellen (ICC) der Proben
durchflusszytometrisch ermittelt (Mayer et al., 2017).

4.3.1.1 Material

- 100 ml Glasflaschen mit Schliffstopfen gemuffelt (2 Flaschen fir jede Probenahmestelle
und jeden Tag)

- Kuhlschranke (10, 15 und 22 °C)

- Natriumthiosulfat (NaThS) (18 mg/l) (vor Verwendung steril filtrieren, 0,1 pm): zur
Reduktion des restlichen ClO;, damit beim WP Versuch keine weitere Desinfektion durch
das restliche Chlordioxid stattfindet. Wurde bei manchen Probenahmen und
Probenahmestellen zugegeben. Wenn es zugegeben wurde ist das in den Diagrammen
bei den Ergebnissen vermerkt.

- Durchflusszytometrische Messung: siehe 4.1: Fur die SG1PI Farbung wurde DMSO als
Lésungsmittel verwendet. Nur beim WP vom 18.7. wurde SG1PI_Tris_6uM verwendet.

4.3.1.2 Methode

Abbildung 13 zeigt die Arbeitsschritte zur Ermittlung des Wachstumspotentials, mit Hilfe der
Durchflusszytometrie zur Bewertung der Zellzahl pro ml Probe.
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Abbildung 13: Schritte Ermittlung des Wachstumspotentials durchflusszytometrisch

Die gemuffelten Flaschen werden wie bei der Probenahme bei der DFZ erklart mit Trinkwasser
beflllt und gekihlt ins Labor gebracht. Dort werden die Flaschen (fiir jede Probenahmestelle,
Temperatur und jeden Tag 2 Flaschen) in den Kihlschrdnken gelagert. Wenn die Chlordioxid
Zehrung bei Proben mit NaThS gestoppt werden soll, so erfolgte die Zugabe in den leeren
gemuffelten Flaschen im Labor in der Lamina. Die Flaschen werden gekennzeichnet und vor Ort
beflllt. Danach werden sie in den Kihischrank gestellt, fur jede Probenahmestelle, Temperatur
(10, 15 und 22°C) und jeden Tag 2 Flaschen.

Die Gesamtzellzahl (TCC; SYBR Green 1) und die Zahl der intakten Zellen (ICC; SYBR Green 1
und Propidiumiodid) werden am Tag der Probenahme (Tag 0) und an weiteren Tagen (in dieser
Arbeit meist an Tag 3, 7, und 10) gemessen. Material und Methoden der DFZ sind unter 4.1
beschrieben, wobei als Verdinnungsmittel fur die Farbstoffe DMSO verwendet wurde.

In Tabelle 3 ist der Probenplan und die Lagerung der Proben bei den verschiedenen
Temperaturen dargestellt.
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Tabelle 3: Probenplan WP Durchflusszytometrie, Lagerung der 100 ml Glasflaschen mit Probe (jeweils 2
Flaschen pro Temperatur) in Kilhischréanke (10, 15 und 22°C), Messung mit Hilfe der
Durchflusszytometrie und SG1 an Tag 0,3 und 7

WP Probenplan DZ
Probenahme- nUV+ | Netz | Netz Hb Hb
stelle RW nuv Clo2 1 2 Zulauf | Ablauf
Datum/°C
Lagerung 10°C |15°C|22°C|10°C|15°C|22°C| 10°C 10°C | 10°C 10°C 10°C |15°C
31.1. X X
7.2. X X X X
14.2. X X X X
21.2. X X X X X
7.3. X X X X X X X X
14.3. X X X X X X
21.3. X X X X X
25.4. X X X X X X X
18.7. X X X X

4.3.2 Kultivierungsverfahren (KBE)

Bei der Bestimmung des Wachstumspotentials (WP) wird die Koloniezahl nach sieben Tagen
Standzeit ermittelt. Die Beurteilung erfolgt anhand eines Vergleichs der Ausgangskoloniezahl mit
der Koloniezahl nach 7 Tagen Standzeit (Mayer et al., 2017).

4.3.2.1 Material

- 250 ml Flaschen mit Schliffstopfen gemuffelt (2 Flaschen fur jede Probenahmestelle und
jeden Tag)

- Kduhlschrank (10 °C)
- Natriumthiosulfat (NaThS) (18 mg/l) (vor Verwendung steril filtrieren, 0,1 um)

- Kultivierung: siehe 4.2.1

4.3.2.2 Methode

Die gemuffelten Flaschen werden wie bei der Probenahme der DFZ erklart mit Trinkwasser befiillt
und gekihlt ins Labor gebracht. Dort werden die Flaschen (fir jede Probenahmestelle,
Temperatur und jeden Tag 2 Flaschen) in den Kihilschranken bei 10°C gelagert. Bei Verwendung
von NaThS wird dies wie unter 4.3.1 beschrieben durchgefihrt.

Die HPC wird wie unter 4.2.2 beschrieben an Tag 0 und 7 ermittelt, mit dem Unterschied, dass
am 7. Tag fur die Probe von jeder Probenahmestelle eine Verdinnungsstufe mehr hergestellt
wird und dann kultiviert wird. Falls Wachstum auftritt, kann dieses durch den einen
Verdinnungsschritt mehr abgedeckt werden.

Tabelle 4 zeigt den Probeplan fir das kultivierungsabhéangige Wachstumspotential. Die
Kultivierung erfolgt an Tag 0 und 7 auf HEA und R2A, wie in Kapitel 4.2.2 beschrieben.
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Tabelle 4:Probenplan WP KBE; Lagerung der 250 ml Glasflaschen (je Probenahmestelle 2 Flaschen) im
10°C Kuhlschrank und Kultivierung an Tag 0 und 7 auf HEA und R2A

WP Probenplan KBE
Probenahmestelle RW | nUV nUV+ClO2 Netz 2 Hb Ablauf
Datum/°C Lagerung 10°C | 10°C 10°C 10°C 10°C
10.1. X
24.1. X
7.2. X X
21.2. X X
7.3. X X
21.3. X X X X
18.7. X X

4.4 ATP Methode

441

4.4.2

Material

BacTiter-Glo™ Puffer

BacTiter-Glo™ Substrat

Eppis

Reine ATP Standard Ldsung (10 mM)

Verdinnungsmedium fur die ATP Standardkurve: In den Experimenten dieser Arbeit ist
das Verdiunnungsmedium das Wasser, das zum Verdinnen der Bakterien verwendet wird
(Rohwasser und physiologische Kochsalzlésung), dieses wird mit einem Spritzenfilter mit
Porenweite 0,1 um filtriert. Es wurde also eine Standardkurve fiir Rohwasser und
physiologische Kochsalzlésung erstellt.

Spritzenfilter mit Porenweite 0,1 um

Spritze 10 ml

Weil3e 96 Well Platte

BacTiter-Glo™ Reagenz (Mischung aus Puffer und Substrat)
Thermoshaker

Luminometer

Handschuhe

Methode

4.4.2.1 Herstellen des ATP Reagenz

ATP Puffer und Substrat werden fir 2-24 Stunden im Dunkeln temperiert. Danach wird der Puffer
zum Substrat Uberfihrt und vorsichtig vermischt. Das homogenisierte Reagenz wird in Eppis,
jeweils 1 ml, aufgeteilt und mit Alufolie lichtgeschiitzt verpackt. Das Reagenz kann fiir 2 Wochen
im Gefrierschrank bei -18 °C oder fiir 1 Monat bei -80 °C aufbewahrt werden. Vor Verwendung
des ATP Reagenzes werden die bendtigten Eppis im Dunkeln aufgetaut und fir 2 Stunden
temperiert (,Burn off‘-Periode), um maximale Empfindlichkeit bei niedrigen Hintergrundsignalen
zu erreichen (Pomega Corporation, 2015). Das Reagenz beinhaltet Substanzen zur Zelllyse.
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4.42.2 ATP Standardkurve

Ausgehend von der reinen ATP Standard Lésung (10 mM) werden Verdinnungen mit dem 0,1
pum filtriertem Verdinnungsmedium in sterile Eppis hergestellt:

10 pl (10 mM) + 990 pl Verdinnungsmedium - 0,1 mM

10 pl (0,1 mM) + 990 pl Verdiinnungsmedium - 1 uM

100 pl (1 uM) + 900 pl Verdiinnungsmedium - 0,1 uM

100 pl (0,1 uM) + 900 pl Verdinnungsmedium - 10 nM
100 pl (10 nM) + 900 pl Verdinnungsmedium - 1 nM

100 pl (1 nM) + 900 pl Verdinnungsmedium - 0,1 nM

100 pl (0,1 nM) + 900 pl Verdinnungsmedium - 0,01 nM
500 ul (0,01 nM) + 500 ul Verdiinnungsmedium - 0,005 nM

Die Nachweisgrenze im optimierten Protokoll von Hammes et al., 2010 ist 0,0001 nM ATP bei
Verwendung eines Probenvolumens von 500 pl. Da in der aktuellen Arbeit das Probenvolumen
durch Verwendung von Well Platten mit 250 pl limitiert war liegt die Nachweisgrenze (NG) bei
0,005 nM ATP und die Bestimmungsgrenze (BG) bei 0,01 nM ATP.

Hammes et al.,2010 haben in Versuchen festgestellt, dass ein hdheres Probenvolumen die
Sensitivitat des Protokolls erhéht (Hammes et al., 2010).

4.4.2.3 Messung
ATP Messunqg Standardkurve

Die Messung erfolgt in 3 Schritten: 1. Temperieren, 2. Inkubieren, 3. Messung im Luminometer.

Temperieren: In eine weil3e 96 Well Platte werden im 3-fach Ansatz im oberen Teil 50 ul Reagenz
und im unteren Teil 280 pl ATP Verdinnungen, ab der Verdinnungsstufe 1 nM, pipettiert. Als
Blindwert dient das filtrierte Verdiinnungsmedium (RW oder physiologische Kochsalzlésung), das
auch im 3-fach Ansatz mitbestimmt wird. Die Platte wird fir 1 Minute bei 38 °C am Thermoshaker
temperiert.

Inkubieren: Danach werden 250 ul der ATP Verdiinnungen zum Reagenz Uberfiihrt. Die Platte
wird fur 20 Sekunden bei 38 °C am Thermoshaker inkubiert.

Messung im Luminometer: Direkt nach der Inkubation erfolgt im Luminometer (Messung der
Lumineszenz im Integral) die Messung.

Auswertung: Von den erhaltenen Mittelwerten der jeweiligen ATP Verdiinnungen ([cps] = counts
per seconds) wird jeweils der gemittelte Blindwert abgezogen. Z.B. gemessener Mittelwert [cps]
(1 pM ATP) — Mittelwert Blindwert = [cps] (1 UM ATP). Die erhaltenen Werte [cps] fur die
jeweiligen ATP Verdiinnungen werden in einem Diagramm gegen die Konzentrationen dieser
Verdiinnungen [uM] aufgetragen, wobei eine Standardkurve entsteht, die fur die Berechnung der
ATP Konzentration der Proben verwendet wird. Die Standardkurve muss fir jedes Wasser, oder
Verdinnungsmedium extra erstellt werden. In den Experimenten dieser Arbeit ist das
Verdinnungsmedium das Wasser, das zum Verdiinnen der Bakterien verwendet wird (0,1 um
filtriertes Rohwasser und physiologische Kochsalzlésung). Es wurde also eine Standardkurve flr
Rohwasser und physiologische Kochsalzlosung erstellt. Die Bestimmung der jeweiligen
Standardkurven erfolgte an 5 verschiedenen Tagen (pro Tag alle ATP Konzentrationen als 3fach
Bestimmung jeweils fir RW und physiologische Kochsalzlosung). Fir jeden Tag wurden die drei
cps - Werte jeder ATP Konzentration als Mittelwert berechnet und dieser wurde dann von allen
Tagen als Mittelwert jeder ATP Konzentration in die Standardkurve hineingenommen (siehe
Anhang).
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ATP Messung Probe

Von der zu untersuchenden Probe werden jeweils ca. 5 ml mit Hilfe des 0,1 ym Filters und der
Spritze filtriert. Das Ergebnis der Messung der filtrierten Probe ist das extrazellulare ATP (EC-
ATP). Es werden Reinstwasser (Blindwert), die Probe und die filtrierte Probe in
Dreifachbestimmung gemessen.

Die Arbeitsschritte sind dieselben wie bei der ATP Standardkurve (Temperieren, Inkubieren,
Messung im Luminometer), wobei als Blindwert Reinstwasser verwendet wird. Die Zelllyse zur
Freisetzung des ATP aus der Zelle wird mit Hilfe des Reagenzes gewahrleistet.

4.5 Untersuchungen von Proben in einer Trinkwasserversorgungsanlage
(TWVA)

Im Zuge der Neuerrichtung einer Trinkwasserversorgungsanlage (TWVA) soll eine
mikrobiologische Beurteilung des Wassers vorgenommen werden. Dazu wurden in regelmafigen
Absténden (ca. jede Woche) von meinem Kollegen Dipl. Ing. Lukas Pehersdorfer vor Ort, vom
06.12.2016 bis 18.07.2017, Wasserproben von verschiedenen Probenahmestellen entnommen.
Die Proben wurden im Labor von mir und meinen Kolleg*Innen der Mikrobiologie
durchflusszytometrisch (TCC und ICC) und teilweise mittels Plattengussverfahren (KBE)
Uberprift. Zuséatzlich wurde von einigen Wasserproben das Wachstumspotential bestimmt. Auf
Basis dieser Daten erfolgte die mikrobiologische Beurteilung des Rohwassers, die Bewertung der
Desinfektionswirkung direkt nach UV und CIO; Behandlung und die Charakterisierung des
Trinkwassers im Hochbehalter und beim Endkunden (Netzstellen). Zuséatzlich wurden folgende
Messungen von Dipl. Ing. Lukas Pehersdorfer vor Ort durchgefiihrt: pH-Wert, Redoxpotential,
elektrische Leitfahigkeit, Wassertemperatur, geldster Sauerstoff und Chlordioxidkonzentration
(Daten siehe Anhang).

Bei dieser TWVA handelt es sich um einen Horizontalfilterbrunnen, der das Wasser aus acht
Strangen bezieht. Bis zur Einspeisung ins Netz (ab 2.2.2017) wurde das Wasser von allen
Strangen in einer Probephase von der Mittelkammer (Strange 1,6,7,8) und der groRen Kammer
(Strange 2,3,4,5) in nahegelegene Gewasser abgeleitet. Das in dieser Arbeit untersuchte
Rohwasser stammt bis 2.2.2017 aus der groBen Kammer Strénge (2,3,4,5), danach von allen
Strangen, aus der groBen Kammer (alle Strdnge wurden in der grolRen Kammer
zusammengefihrt).

Um ein besseres Bild von den Probenbezeichnungen zu erhalten, zeigt Abbildung 14 den
schematischen Aufbau der TWVA. Das Rohwasser (RW) wird Uber drei zeit- und
differenzdruckgesteuerte 50 um Filter filtriert, dann via UV-Desinfektion und zuséatzlicher CIO,-
Zugabe desinfiziert und gelangt zur Verteilung ins Netz wo es zu den Verbrauchern transportiert
wird. Wasser das momentan nicht verbraucht wird kann im Hochbehalter gesammelt werden und
bei Bedarf durch den Ablauf wieder ins Netz eingespeist werden.

Hochbe-

Rohwasser halter

Abbildung 14: Schematischer Aufbau der Trinkwasserversorgungsanlage
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In dieser Arbeit erfolgten wiederkehrende Probenahmen vom Rohwasser (RW) = unbehandeltes
Wasser, nach der UV-Desinfektion (nUV), nach UV und zusatzlicher ClIO; Zugabe (nUV+ CIO,),
von 2 verschiedenen Netzstellen (Netz 1 und Netz 2) und vom Hochbehalter Zulauf (Hb Zulauf)
und Ablauf (Hb Ablauf). Die 1. Netzstelle ist ca. 800 m und die 2. Netzstelle ca. 1800 m von der
Aufbereitungsanlage entfernt.

Die neue TWVA ist mit einer zweistufigen Desinfektion ausgestattet. Die erste Desinfektionsstufe
umfasst drei mit jeweils 8 Strahlern ausgestatteten UV-Anlagen. Der maximale Durchfluss je
Anlage betragt laut Typprufung 360 mSh und die minimale UV-Transmission des zu
desinfizierenden Wassers 52%. Im Anschluss daran befindet sich eine Injektionsstelle flr
Chlordioxid. Das Chlordioxid wird mit dem Chlorit-Salzsaure-Verfahren hergestellt und die
Chlordioxidanlage wird in kontinuierlicher Betriebsweise betrieben. Dabei wird das vor Ort
hergestellte Chlordioxid ohne Vorratsbehdlter direkt in die Transportleitung hinzugefligt. Bis
17.2.2017 wurde eine Chlordioxidkonzentration von 0,08 mg/l zugegeben, dann auf 0,06 mg/l
gesenkt und ab 7.8.2017 wurde die Chlordioxidkonzentration wieder erhdht (Pehersdorfer et al.,
2018). Laut Trinkwasserverordnung betragt die Mindestkonzentration 0,2 mg/l und die
Hochstkonzentration 0,4 mg/l ( Bundesministerium Arbeit, Soziales und Gesundheit, 2019). Dies
verdeutlicht, dass die zusatzliche Desinfektion durch CIO, mit einer geringen Konzentration
durchgefuhrt wird. Der DOC (dissolved organic carbon) liegt im Untersuchungszeitraum zwischen
0,4 und 0,6 mg/l. Aus der Literatur ist bekannt, dass Wasser mit einem geringen DOC-Gehalt (<
1 mg/l) eine geringe Desinfektionsmittelzehrung zeigen (Pehersdorfer et al., 2018).

Der Untersuchungszeitraum ist vom 6.12.2017 bis 18.7.2018, wobei 13 Probenahmen
stattgefunden haben. Im Rahmen der Untersuchungen wurden die Durchflusszytometrie
(Gesamtzellzahl/ml (TCC); intakte Zellzahl/ml (ICC)), die koloniebildenden Einheiten (KBE/mI)
und das Wachstumspotential (Veranderung der Gesamtzellzahl/ml von Tag 0 bis Tag 10, nach
Lagerung der Proben bei 10, 15 und 20°C) zur Uberpriifung der biologischen Stabilitat des
Wassers verwendet.

4.6 Laboruntersuchungen

4.6.1 Einflussfaktoren auf die SG1PI-Farbung

Nescerecka et al., 2016a schreiben, dass die Anwendung von Farbstoffen in der DFZ kritisch zu
sehen ist, insbesondere jedoch der Ansatz der Bestimmung der Lebensfahigkeit mit Hilfe von
Doppelfarbungen (z. B. SG1PI). Erstens kénnen Temperatur, Zeit und Farbstoffkonzentrationen
die Reaktionsgeschwindigkeiten und die Wirksamkeit der Farbung beeinflussen. Des Weiteren
fanden sie in ihrer Arbeit heraus, dass DMSO wahrend der Farbung zunehmend unerwiinschte
Zellschaden verursachte, und dies wurde nicht beobachtet, als der Farbstoff in Tris-Puffer
hergestellt wurde (Nescerecka et al., 2016a).

Um diese Beobachtungen zu Uberprifen wurden in diesem Versuch verschiedene
Konzentrationen PI_Tris (2 pM, 4 puM, 6 pM, 8 uM, 12 pyM) und PI_DMSO (4 uM), 4DuM
abgekirzt, miteinander verglichen. Als Probe wurde Rohwasser von einer anderen TWVA vom
10.04. verwendet, von dieser wurde durchflusszytometrisch die ICC mit den unterschiedlichen
Farbstoffen erfasst. Ein Teil der unbehandelten Probe wurde jeweils unterschiedlich erhitzt
(60 °C, 5 min und 80 °C, 10 min) und ein weiterer Teil wurde mit ClIO, (0,1 mg/l) behandelt und
dann ebenso durchflusszytometrisch gemessen. Der Einfluss der Pl-Konzentration, des
Farbstofflésungsmittels und der Messdauer wurden ermittelt.

4.6.1.1 Material
- Propidiumiodid (P1)
- Reinstwasser
- Tris Puffer (10 mM, pH 8)
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- DMSO

- SYBR Greenl

- Wasserbad 60 und 80°C
- ClO2 (0,1 mg/l)

4.6.1.2 Methode

Herstellung der Pl Stock Losung (5 mM) fur P1_Tris: wie auf Seite 39 beschrieben.
Herstellen der PI Arbeitslésung in Tris

200 uM: 950 pul Tris + 40 ul PI (20 mM) + 10 pl SG1 > 2 uM in Well Platte

400 pM: 910 pl Tris + 80 pl PI (20 mM) + 10 pl SG1 - 4 uM in Well Platte

600 pM: 870 pl Tris + 120 pl P1 (20 mM) + 10 pl SG1 - 6 pM in Well Platte

800 uM: 830 pl Tris + 160 pl Pl (20 mM) + 10 pl SG1 > 8 uM in Well Platte

1200 uM: 750 pl Tris + 240 pl PI (20 mM) + 10 ul SG1 - 12 uM in Well Platte

Herstellen der PI Stock Losung (20 mM) und Arbeitslésung (400 pM) in DMSO wie auf Seite 39
beschrieben.

Die unbehandelte Probe wurde zuerst, wie im Kapitel 4.1.2 beschrieben mit dem BD ACCURI C6
gemessen. Danach wurde ein Teil der Probe bei 60 °C fur 5 min, ein weiterer bei 80 °C fur 10
min erhitzt und der letzte Teil mit 0,1 mg/l CIO, versetzt. Diese behandelten Proben wurden
gleichermal3en gemessen.

Es wurde folgendes Auftragsschema auf der Wellplatte verwendet:

2uMx2 4uMx2 4DuMx2 ‘ 6uMx2 8uMx2 12puMx2

Jede Reihe enthélt alle Konzentrationen in Doppelbestimmung und es wurden 6 dieser Reihen
aufgetragen, d.h. nach 12 uM in Doppelbestimmung wird wieder 2 uM, 4 uM, usw. aufgetragen
und im Durchflusszytometer gemessen. Dadurch kann die zeitliche Komponente bei der
Auswertung miteinbezogen werden (inwieweit verandert sich die intakte Zellzahl direkt nach der
Inkubation bis 2:50 h nach Inkubation).

4.6.2 Bestimmung der Desinfektionswirkung von CIO>

4.6.2.1 Material

Verwendeter Stamm: E. faecium: Reconta AB 13 Wasser Selcherei Ablaufrohr WB in
Cryostock

Anlegen einer Schragagarkultur

- Lamina Werkbank
- sterile Impfésen
- MRS Bouillon
- Anaerobiertopf optional (E. faecium ist fakultativ anaerob)
- Inkubator bei 37 °C
- sterile 15 ml Tubes
Probenvorbereitung von E. faecium ausgehend von der Kultur am Schragagar

Material wie bei Anlegen Schragagarkultur plus:
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- E. faecium auf Schragagar

- Zentrifuge

- Eppendorfer Tubes

- Sterile 50 ml Tubes

- Physiologische NaCl Lésung (8,5 g/l) autoklaviert
- Rohwasser (0,1 um filtriert)

ClO2-Behandlung der vorbereiteten Stamme

- Gerat: Hach Spektralphotometer

- Amaranthlésung

- Vollpipette (1 ml) und Pasteurpipette

- 25 ml Kolben

- CIO; Stock Lésung

- Klvette

- Reinstwasser (destilliertes Wasser)

- Kihlschrank (10°C)

- Natriumthiosulfat (NaThS) (18 mg/l) (vor Verwendung steril filtrieren, 0,1 um)

Durchflusszytometrie

- Material wie unter 4.1.1 beschrieben
- SG1PI_Tris_6uM
Bestimmung des ct-Werts

- Gerat: Hach Spektralphotometer

- Amaranthlésung

- Vollpipette (1 ml) und Pasteurpipette

- 25 ml Kolben

- CIO; Stock Lésung

- Klvette

- Reinstwasser (destilliertes Wasser)
ATP Methode

- Material wie unter 4.4.1 beschrieben
Plattengussverfahren (KBE)

- Peptonwasser

- Sterile Pipetten

- Pipettierhilfe

- Sterile Eprouvetten

- Sterile Petrischalen (Durchmesser: 100 mm)
- TSA Agar: autoklaviert
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- Inkubator (37 °C)
Wachstumspotential

- Glasflaschen 100 ml, pro Probe 2 Flaschen
- Kduhlschrank (10°C)

- Durchflusszytometrische Messung: Material wie unter 4.1.1 beschrieben, es werden
SG1PI_DMSO_4uM, SG1PI_Tris_6uM und CFDA fir die Farbung verwendet.

- ATP Messung: Material wie unter 4.4.1 beschrieben

4.6.2.2 Methode

Abbildung 15 zeigt das Schema der Arbeitsschritte fir das Experiment: ,Bestimmung der
Desinfektionswirkung von CIO".

Abbildung 15: Arbeitsschritte ClIO2 — Experiment E. faecium

Physiologische
Kochzalzlgzung CI0; Zugabe + 30 min Bestimmung der
{MaCl) Inkubation bei 10 °C Jocs
0.7 m fiimert

A

Anreicherung |:> Waszchen » Verdinnung
E. faccium E. fascium E. fascium

9/

Rohwasser CI0; Zugabe + 30 min Bestimmung der
(RW] Inkubaticn bei 10 *C e
01 pim filtrert

Anlegen einer Schridgagarkultur:

Das Uberfilhren der Kultur erfolgt unter sterilen Bedingungen: steriles Material in einer sterilen
Werkbank (Lamina). Mit einer kleinen Impfése wird eine Reinkultur von E. faecium aus dem
Cryostock in MRS Bouillon Gberfuhrt. Die Inkubation erfolgt fir 24 h bei 37°C anaerob, durch
Verwendung eines Anaerobiertopf. Mit einer grof3en Impfése wird E. faecium aus der 24 h Kultur
in eine frische MRS Bouillon Gberfuhrt und fiir 18 h bei 37°C anaerob inkubiert.

In mehreren 15 ml Tubes wird mit MRS Agar ein schrager Nahrboden hergestellt, darauf eine
Ose von der 18 h Ubernachtkultur tberfiihrt und fiir 24 h bei 37 °C inkubiert. Die Aufbewahrung
der Kultur auf Schragagar erfolgt im Kuihlschrank bei 4 °C. Diese kann fir ca. 4 Monate verwendet
werden. Der Sinn dahinter ist, dass die Experimente immer mit derselben Ausgangskultur
durchgefuhrt werden.

Probenvorbereitung von E. faecium ausgehend von der Kultur am Schréagagar:

Das Uberfilhren der Kultur erfolgt unter sterilen Bedingungen: steriles Material in einer sterilen
Werkbank (Lamina).

Anreicherung: 1 Ose der Kultur vom Schréagagar wird in frische MRS Bouillon tiberfiihrt und die
Inkubation erfolgt fur 24 h bei 37°C anaerob. Davon wird 1 Ose in eine frischne MRS Bouillon
Uberfuhrt und fur 18 h bei 37 °C inkubiert. Diese 18 h Kultur wird homogenisiert, 1 ml davon in
ein Eppi Uberfuhrt und zentrifugiert: 5000 rpm / 6 min.
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Das Waschen der Kultur erfolgt in der Lamina: Der Uberstand vom Eppi wird vorsichtig mit einer
1000 ul Pipette entfernt. 1 ml NaCl Lésung (0,85 %) wird zum Pellet gegeben und langsam mit
der Pipette homogenisiert und gevortext. Dieser Vorgang wird 3 Mal wiederholt. Die Kultur
verbleibt homogenisiert in 1 ml NaCl Lésung, bzw. in 1 ml steril filtriertem Rohwasser.

Dann werden Verdinnungen bis 102 in sterilen Tubes sowohl in NaCl als auch in 0,1 um
filtriertem Rohwasser hergestellt. In einem Vorversuch wurde durchflusszytometrisch diese
Verdunnungsstufe, sowohl in NaCl als auch in RW verdunnt, durch Bestimmung der
Gesamtzellzahl (~650.000 Zellen/ml) als optimal eingestuft.

ClO2>-Behandlung der vorbereiteten Stamme

Bestimmung der ClIO2 Konzentration mit Hilfe der Amaranthmethode:

Diese Methode wurde in dieser Arbeit zur Bestimmung der ClO,-Konzentration der Stocklésung
verwendet (CIO: ist nicht stabil), um dann E. faecium mit verschiedenen Konzentrationen an CIO;
behandeln zu kdnnen.

Blindwert: Mit der Vollpipette wird 1 ml Amaranth in einen 25 ml Kolben pipettiert, mit
Reinstwasser (destilliertes Wasser) wird der Kolben bis kurz unter die Markierung befullt und mit
einer Pasteurpipette wird bis zur Markierung Reinstwasser aufgefillt. Dann werden die Tasten
»1imer“und ,Start* gedriickt, danach muss nach einer Minute gemessen werden. In dieser Minute
muss der Kolben 1 Mal geschwenkt, die Kivette mit Probe ausgespilt und die Kiivette bis Uber
die Markierung befillt, gesaubert und in das Gerat gestellt werden. Danach wird die ,Zero“ Taste
gedriickt.

Probe: Die Arbeitsschritte vom Blindwert werden wiederholt, aber statt Reinstwasser wird Probe
verwendet und zum Schluss wird die Taste ,Read” gedrickt.

ClO2-Behandlung der Stamme:

Es werden folgende Konzentrationen verwendet: unbehandelt; 0,1 mg/l; 0,2 mg/l; 0,4 mg/l; Diese
wurden in einem Vorexperiment bestimmt, bei dem die Konzentrationen 0,5 mg/l, 0,1 mg/, 0,2
mg/l, 0,3 mg/l und 0,4 mg/l getestet wurden. Ziel war es Konzentrationen zu wéhlen die den
Verlauf der Desinfektionswirkung gut darstellen. Ausgehend vom unbehandelten Rohwasser
sollen eine geringe, eine mittelmafige (wo ca. die Halfte der Zellen abgetdtet werden), und eine
sehr starke (fast alle Zellen zerstort) Desinfektionswirkung erkennbar sein. Da nach einer
Desinfektion mit 0,5 m/l CIO, so gut wie keine Zellen abgetttet wurden, wurde diese
weggelassen. Bei der Desinfektion mit 0,1 mg/l CIO, war eine geringe Wirkung erkennbar, bei 0,2
mg/l ClO; konnte ungefahr die Halfte der Zellen abgetdtet werden und nach einer Zugabe von
0,4 mg/l CIO, waren nur mehr wenige lebende Zellen ubrig.

Im Vorversuch wurden auRerdem noch hdhere Konzentrationen verwendet (0,6 mg/l und 1,2
mg/l), da aber durchflusszytometrisch bei 0,4 mg/l fast keine intakten Zellen detektierbar waren,
wurde 0,4 mg/l als héchste Konzentration festgelegt.

Nach Zugabe von CIO, kommen die behandelten und auch die unbehandelten Proben fiir 30 min
(Einwirkzeit) in den Kuhlschrank bei 10°C und werden alle 5 min vorsichtig durchmischt.
Unmittelbar nach dieser Einwirkzeit erfolgt die Zugabe von jeweils 18 mg/l Natriumthiosulfat in 50
ml Probe und Durchmischen der Probe, um die ClIO, Wirkung zu stoppen. (Auch die unbehandelte
und Hitze behandelte Probe wird mit ThS behandelt, um gleiche Bedingungen zu schaffen).

Hitzebehandlung

Jeweils 1 Eppi mit E. faecium in 0,85%iger NaCl und in RW werden im Heizblock bei 90°C fur 5
Minuten erhitzt. Diese werden ebenso bis zur Verdiinnungsstufe 103 mit NaCl bzw. RW verdiinnt
und mit den anderen CIO, behandelten Proben und der unbehandelten Probe im Kihlschrank bei
10°C fir 30 min inkubiert.
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Durchflusszytometrie

Methode wie unter 4.1 beschrieben, es werden SG1PI_DMSO_4uM, SG1PI_Tris_ 6uM und
CFDA fur die Farbung verwendet.

Bestimmung des ct-Werts

Nach erfolgter Zugabe von CIO, und 30-minitiger Inkubation bei 10°C wird die Restchlordioxid
Konzentration mit Hilfe der Amaranthmethode im Spektralphotometer (wie auf Seite 49
beschrieben) bestimmt. Durch Bildung des Produkts von Restchlordioxid Konzentration [mg/l]
und Zeit [min] ergibt sich der ct-Wert [mg/I*min].

ATP Methode
Methode wie unter 4.4.2 beschrieben

Plattengussverfahren (KBE)

Herstellung TSA Agar

40 g des Mediums werden in 1 | destilliertem Wasser suspendiert und zum Lésen unter Rihren
erhitzt. Das Medium wird in 200 ml Aliquote abgefiillt, fir 15 Minuten im Autoklav bei 121°C
sterilisiert und vor Verwendung auf ca. 50 °C abgekuhlt. Falls das Medium nicht sofort verwendet
wird kann es nach Abkihlen im 4 °C Kuhlschrank gelagert werden und vor Gebrauch
geschmolzen und wieder auf die 50°C Arbeitstemperatur abgekihlt werden (Roth, 2020d).

Plattengussverfahren

Die Proben werden mit Peptonwasser verdinnt (10 und 10* fur die unbehandelte Probe, 10°
und 10? fur die behandelten Proben) und jeweils 1 ml in Doppelbestimmung werden in die
Petrischalen steril pipettiert. Die Probe wird mit TSA Agar bedeckt und in Achterschleifen
homogenisiert. Nach Abkiihlen des Agars (fester Agar) werden die Platten mit dem Deckel nach
unten im Inkubator bei 37 °C fiir 24 h inkubiert. Danach erfolgt die Auszahlung der gewachsenen
Kolonien.

Wachstumspotential

Fur das Wachstumspotential wurde E. faecium ausgehend von der Schragagarkultur, wie auf
Seite 48 beschrieben, aufgereinigt und in sterilen 1 Liter Gebinden 102 verdiinnt. Die Verdiinnung
wurde in 100 ml Glasflaschen in der Lamina aufgeteilt und mit den tblichen Konzentrationen an
ClO; (0,1; 0,2; 0,4 mg/l) in Doppelbestimmung fiir jeden Tag (jeweils 2 Flaschen pro Tag)
behandelt, 2 Flaschen pro Tag bleiben unbehandelt. Nach 30 Minuten Inkubation bei 10°C wurde
die Chlordioxidwirkung mit 18 mg/l NaThS aufgehoben. Die Flaschen wurden im 10°C
Kihlschrank bis zur Messung gelagert. Tag 0 wurde wie gehabt in den sterilen 50 ml Tubes
durchgefuhrt und am selben Tag gemessen.

Versuch 1:

Es wurden Flaschen fur Tag 3, 10 und 13 gelagert und die intakten Zellen wurden an den
jeweiligen Tagen durchflusszytometrisch und mit Hilfe der ATP Methode gemessen.
Durchflusszytometrisch wurde die SG1PI_Tris_6uM Féarbung verwendet und die Methode wurde
wie in Kapitel 4.1 beschrieben durchgefuhrt. Die ATP Messung erfolgte wie unter 4.4.2 erklart.

Versuch 2:

Es wurden Flaschen fur Tag 3, 10, 7 und 14 gelagert und die intakten Zellen wurden an den
jeweiligen Tagen durchflusszytometrisch und mit Hilfe der ATP Methode gemessen.
Durchflusszytometrisch wurde die SG1PI_Tris_6uM und die CFDA Féarbung verwendet und die
Methode wurde wie in Kapitel 4.1 beschrieben durchgefihrt. Die ATP Messung erfolgte wie unter
4.4.2 erklart. Bei der CFDA Farbung wurde ein zweites RW einer anderen Quelle unbehandelt
mitgefuhrt.
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4.7 Datenauswertung
4.7.1 Untersuchungen von Proben in einer TWVA

4.7.1.1 Durchflusszytometrie

Die vom BD Accuri erhaltenen Daten kénnen mit Hilfe der BD Sampler Software abgerufen
werden, wobei fur die Trinkwasserproben ein Gate (Bereich der ,lebenden® Zellen) vom
Department zur Verfiigung gestellt wurde. Beim Laborexperiment wurde der Zellcluster der
unbehandelten Probe als Gate verwendet. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe von Excel.

In dieser Arbeit wird die Gesamtzellzahlfarbung mit SG1 als TCC (Total cell count =
Gesamtzellzahl) und die intakte Zellzahlfarbung mit SG1 und PI als ICC (intact cell count = Zahl
der intakten Zellen) bezeichnet. Die Gesamtzellzahl beinhaltet alle Zellen, die in der Probe
vorhanden sind, sowohl intakte, geschadigte und ,tote” Zellen. Intakte Zellen sind Zellen mit
intakter Zellmembran, sie werden als lebensfahig angesehen und sind normalerweise auch
vermehrungsfahig.

Die Nachweisgrenze wird mit 100 Zellen pro Milliliter, die Bestimmungsgrenze mit 1 000 Zellen
pro Milliliter angegeben (Zunabovic-Pichler et al., 2018).

Auswertung der TCC und ICC am Tag der Probenahme (Tag 0)

Die Proben von Tag 0 jeder Probenahmestelle wurden in sterile 50 ml Tubes abgefillt und am
selben Tag durchflusszytometrisch in Dreifachbestimmung gemessen. Die Daten (TCC und ICC)
wurden von der BD Software ins Excel kopiert und die Mittelwerte und Standardabweichungen
von den Dreifachbestimmungen wurden von jeder Probenahmestelle berechnet. Diese Daten
wurden als Punkt Diagramm mit verbundener Linie durch Auftragung des Probenahmetages
(Datum) gegen TCC/ml bzw. ICC/ml dargestellt. Des Weiteren wurde der ICC Anteil (ICC/TCC)
als Punkt-Linien-Diagramm und als Boxplot dargestellt.

Auswertung Wachstumspotential

Von jeder Probe gibt es 2 Flaschen die bei den unterschiedlichen Temperaturen (10, 15 und
20°C) gelagert wurden. Daher wurden an Tag 3, 7 und 10 von jeder Probenahmestelle zwei
Dreifachbestimmungen gemessen. Diese wurden im Mittelwert zusammengefasst und die
Standardabweichung wurde berechnet. Um die Abweichung der TCC/ml von Tag 0 ausgehend
zu erfassen wurden die Mittelwerte von Tag 0 als 100%=1 im Diagramm eingezeichnet und die
Mittelwerte der weiteren Tage je nachdem ob ein Wachstum mit >1 (% Zunahme) oder eine
Abnahme mit <1 (%Abnahme) im Diagramm erfasst. Um bei einer Zunahme der TCC
herauszufinden ob es sich um ein signifikantes Wachstum handelt wurde der T-Test angewendet
bei dem im Signifikanzniveau von 5% der kritische Wert mit dem T-Wert verglichen wurde um
entscheiden zu kénnen ob die Nullhypothese (es kommt zu keinem signifikanten Wachstum)
abgelehnt (T-Wert<kritischer Wert) werden kann.

4.7.1.2 Kultivierungsverfahren

Auswertung der KBE/ml am Tag der Probenahme (Tag 0)

Die KBE/ml der Probenahmestellen Rohwasser und nach UV-Desinfektion (jeweils 2 Platten pro
Nahrmedium und Probenahmetag) wurden im Mittelwert zusammengefasst und die
Standardabweichung wurde berechnet. Die Darstellung erfolgte als Punkt-Linien-Diagramm Tag
der Probenahme (Datum) gegen KBE/ml.

Auswertung Wachstumspotential

Die Mittelwerte der 2 Platten beider Flaschen wurden im Mittelwert zusammengefasst und als
Punkt-Linien-Diagramm Tag (0 und 7) gegen log KBE/ml dargestellt.
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4.7.2 Einflussfaktoren auf die SG1PI Farbung

Von den Doppelbestimmungen jeder Konzentration und jeder Reihe wurden Mittelwert und
Standardabweichung berechnet. Diese Daten wurden in einem Punkt-Linien-Diagramm Zeit
gegen intakte Zellen/ml dargestellt.

4.7.3 Bestimmung der Desinfektionswirkung von ClO>

4.7.3.1 Auswertung der DFZ
SG1 und PI

Die Mittelwerte und Standardabweichungen der TCC und der ICC (Doppelbestsimmung) von der
unbehandelten Probe und den behandelten Proben (0,1; 0,2; 0,4 mg/l CIO, und Hitze-90°C/10
min) aller Versuche wurden berechnet. Im Punkt-Diagramm wurde fiir jede Probe die Abnahme
der ICC in %, ausgehend von der Gesamtzellzahl eingezeichnet und so der Verlauf der
Desinfektionswirkung mit zunehmend starkerer Behandlung veranschaulicht. Es erfolgte der
Vergleich von Tris Puffer und DMSO als Losungsmittel und der Vergleich von Rohwasser und
physiologischer Kochsalzlosung als Verdinnungsmittel fir E. faecium.

CFDA

Die doppelt bestimmten Esteraseaktivitdts-Werte der unbehandelten Probe und den behandelten
Proben (0,1; 0,2; 0,4 mg/l ClIO2 und Hitze-90°C/10 min) aller Versuche wurden im Mittelwert
zusammengefasst und die Standardabweichung wurde berechnet. Diese Werte wurden im
Punktdiagramm Probe gegen Esteraseaktivitat dargestellt und Rohwasser und physiologische
Kochsalzlésung als Verdinnungsmittel fir E. faecium wurden verglichen.

4.7.3.2 Auswertung ATP

Die Konzentration der unfiltrierten Probe stellt das Gesamt - ATP, und jene der filtrierten Probe
das extrazellulare (EC) ATP dar. Nach Berechnung der Mittelwerte und Abzug des Blindwerts
kann mit Hilfe der Formel der Standardkurve die ATP Konzentration der unfiltrierten Probe und
der filtrierten Probe berechnet werden. Danach erfolgt die Berechnung des intrazellularen (IC)
ATPs: Gesamt-ATP — extrazellulares (EC) ATP. Die Standardabweichung von IC-ATP und EC-
ATP wurde berechnet. Die ATP Konzentrationen wurden mit der Standardabweichung in einem
Balkendiagramm Probe gegen ATP dargestellt.

4.7.3.3 Auswertung KBE

Die Mittelwerte und Standardabweichungen der KBE (Doppelbestimmung) von der
unbehandelten Probe und den behandelten Proben (0,1; 0,2; 0,4 mg/l CIO, und Hitze-90°C/10
min) aller Versuche wurden berechnet. Im Balkendiagramm wurden diese Werte dargestellt und
zusatzlich in einer Tabelle in Zahlen angegeben.

4.7.3.4 Auswertung Wachstumspotential
SG1PI

Die Mittelwerte und Standardabweichungen der TCC und der ICC (Doppelbestsimmung) von der
unbehandelten Probe und den behandelten Proben (0,1; 0,2; 0,4 mg/l ClO, und Hitze-90°C/10
min) wurden fur Tag 0, 3 und 13 bzw. 0,3,7 und 14 im 2.Versuch berechnet. Im Punkt-Linien-
Diagramm wird fir jede Probe die ICC und fir die unbehandelte Probe zusatzlich die TCC
dargestellt.

CFDA

Die doppelt bestimmten Esteraseaktivitats-Werte der unbehandelten Probe und den behandelten
Proben (0,1; 0,2; 0,4 mg/l CIO, und Hitze-90°C/10 min) fir Tag 0,3,7 und 14 (die Esteraseaktivitat
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wurde nur im 2. Versuch gemessen) wurden im Mittelwert zusammengefasst und die
Standardabweichung wurde berechnet. Die Werte der Proben wurden im Punkt-Linien-Diagramm
Tag gegen Esteraseaktivitat dargestellt.

ATP

Die Doppelbestimmungen (IC-ATP und EC-ATP) der unbehandelten Probe und den behandelten
Proben (0,1; 0,2; 0,4 mg/l CIO, und Hitze-90°C/10 min) fir Tag 0, 3 und 13 bzw. 0,3,7 und 14 im
2.Versuch wurden im Mittelwert zusammengefasst und die Standardabweichung wurde
berechnet. Diese Werte wurden in einem Balkendiagramm Tag gegen ATP, fiir jede Probe in
einem eigenen Diagramm, dargestellt.
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5. Ergebnisse und Diskussion

5.1 Untersuchungen von Proben in einer Trinkwasserversorgungsanlage
(TWVA)

5.1.1 Durchflusszytometrische Ergebnisse

5.1.1.1 Gesamtzellzahl (TCC) und HNA Anteil

Die Gesamtzellzahl (TCC) wurde durchflusszytometrisch mit Hilfe des Farbstoffes SYBR Green
1 bestimmt. Durch die Auswertung der TCC der einzelnen Probenahmestellen kann zwar
normalerweise keine Aussage Uber die Desinfektionswirkung gemacht werden, aber es
erma@glicht mikrobiologische Veranderungen tber die Zeit der Beprobung zu erkennen. Falls es
zu einer Verringerung der TCC nach einem Desinfektionsschritt kommt, dann aufgrund der
weitgehenden Zerstérung der Reaktanten (im Falle von SYBR Green die Nukleinsauren der
Zelle). Der HNA Anteil kann nach der Desinfektion auch leicht erhdht sein, wahrscheinlich
aufgrund einer besseren Anfarbbarkeit nach UV-Desinfektion. Eine Erh6hung der TCC geht meist
mit einer Erhéhung der intakten Zellzahl (ICC) einher, das kann auf eine Wiederverkeimung im
Verteilnetz, z.B. durch zusatzlichen Nahrstoffeintrag, oder grundsatzlich hoheren Nahrstoffgehalt
usw., hinweisen. Au3erdem kann nach Ermittlung der ICC mit Hilfe der TCC, der Anteil der ICC
bezogen auf die TCC Werte berechnet werden.

In Abbildung 16 sind die TCC aller Probenahmestellen dargestellt. Die TCC des Rohwassers
(RW) verhalt sich wahrend des gesamten Untersuchungszeitraums relativ stabil und liegt
zwischen 80.000 und 90.000 Zellen/ml. Eine Ausnahme ist zu erkennen, namlich am 7.2. beginnt
die Steigung der Kurve, die am 14.2. mit fast 105.000 Zellen/ml den Peak erreicht. Eine Woche
spater liegen die Werte wieder im Normalbereich.

DFZ: Gesamtzellzahl (TCC) [n/ml]
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Abbildung 16: Gesamtzellzahl (TCC) am Tag der Probenahme von den verschiedenen Probenahmestellen
im zeitlichen Verlauf, Messung durchflusszytometrisch mit SG1, jede Konzentrationsangabe ist der
Mittelwert einer Dreifachbestimmung der Probe
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Bei dieser TWVA handelt es sich um einen Horizontalfilterbrunnen, der das Wasser aus acht
Strangen bezieht. Bis 31.1. wurde das Rohwasser nur von 4 Strédngen bezogen, ab 2.2. kam das
Wasser aus allen 8 Stréangen, was auch mit dem Beginn der Einspeisung ins Netz zusammenfiel.
Dies erkennt man auch in einem Anstieg der TCC ab der Probenahme vom 7.2., bis sich das
System ab der Probenahme vom 21.2. wieder stabilisiert hat.

Die TCCs direkt nach der Desinfektion sind wie erwartet denen des Rohwassers sehr ahnlich, es
werden ja alle Zellen detektiert und die TCC andert sich nach der Desinfektion nicht, auf3er bei
starker Desinfektion und daraus resultierenden Zerstérung der Zellen. Bei den Proben vom
Hochbehalter Ablauf werden im Durchschnitt etwas hohere TCC Werte gemessen. Ein Grund
dafur konnte Biofilm im Rohr oder Wachstum von Bakterien sein, da im Hochbehélter keine
Restchlorkonzentration mehr nachweisbar ist. Ein Vergleich der Vor-Ort-Parameter (siehe
Anhang) zeigt, dass im Hochbehalter im Mittel um 2,5 mg/l hohere Werte fur den geldsten
Sauerstoff gemessen wurden. Daher kann durch Bestimmung des gelésten Sauerstoffes bei den
Netz-Probenahmestellen darauf geschlossen werden ob die Trinkwasserprobe direkt von der
TWVA oder vom Hochbehalter stammt. Bei den in diesem Projekt entnommenen
Trinkwasserproben vom Netz handelt es sich demnach um Wasser, das nur eine kurze
Verweildauer im Netz aufwies, was auch die niedrigeren TCC Werte erklart.

Wie im theoretischen Teil erlautert, konnen bei der durchflusszytometrischen Messung von
Wasserproben zwei verschiedene Cluster unterschieden werden. Diese setzen sich aus
Bakterien mit einem niedrigen Nukleinsduregehalt (LNA) und einem weiteren mit hohem
Nukleinsduregehalt (HNA) zusammen. In dieser Arbeit wurde der zeitliche Verlauf der HNA
Anteile aller Probenahmestellen sowohl der TCC als auch von der ICC ausgewertet. Siehe dazu
Abbildung 17 und 20.

DFZ-Gesamtzellzahl: HNA-Anteil [n/n]
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Abbildung 17: HNA-Anteil von der TCC am Tag der Probenahme von den verschiedenen
Probenahmestellen im zeitlichen Verlauf, Messung durchflusszytometrisch mit SG1, jede
Konzentrationsangabe ist der Mittelwert einer Dreifachbestimmung der Probe

Beim RW liegen die HNA Werte meistens unter 50 Prozent und nur zwei Mal knapp dariber.
Nach der UV-Desinfektion erhoht sich dieser um ca. 5 Prozent und ist im Hochbehalter Ablauf
am hochsten (im Vergleich mit den HNA Werten des Rohwassers). Durch die UV-Desinfektion
nimmt der HNA-Anteil der TCC zu, wahrscheinlich aufgrund einer besseren Anfarbbarkeit nach
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UV-Desinfektion. Die hdheren HNA-Werte im Hochbehalter lassen den Schluss zu, dass dort
Zellen mit hoherem Nukleinsaure-Gehalt vorkommen.

Der HNA-Anteil liegt durchschnittlich bei ca. 50%, damit in einem fur dsterreichische Rohwasser
festgestellten Wertebereich und zeigt zusatzlich keine deutlichen Anderungen wahrend der
Untersuchungszeitraume (Mayer et al., 2017).

5.1.1.2 Zahl der intakten Zellen (ICC) und HNA Anteil (iHNA)

Abbildung 18 zeigt die ICC aller Probenahmestellen am Tag der Probenahme.

DFZ: Zellzahl intakt (ICC) [n/ml]
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Abbildung 18: ICC am Tag der Probenahme von den verschiedenen Probenahmestellen im zeitlichen
Verlauf, Messung durchflusszytometrisch mit SG1PI, jeder Punkt beruht auf einer Dreifachbestimmung der
Probe

Mit der Farbstoffkombination SG1PI kénnen intakte Zellen von den geschadigten / ,toten” Zellen
unterschieden werden, indem SYBR Green 1 in alle Zellen eindringt und an Nukleinsduren bindet.
Pl gelangt nur in permeabilisierte Zellen (z.B. Schadigung der Zellmembran nach ClIO; Zugabe),
verdrangt dort SG 1 und bindet ebenso an Nukleinsauren. Dadurch verschiebt sich das Signal
und die intakte Zellzahl (ICC) kann bestimmt werden (alle Zellen, die im Gate verbleiben).

Fir die Untersuchungen von der TWVA wurde SG1PI in DMSO gel6st verwendet. Wobei nach
dem Laborexperiment ,Einflussfaktoren auf die SG1PIl Farbung“ (siehe 5.2.1), beschlossen
wurde, das DMSO durch Tris Puffer zu ersetzen. Es wird vermutet, dass DMSO Zellen zerstort
und dadurch zu wenige intakte Zellen gemessen werden. Die letzte Messung bei diesem Projekt
am 18.7. wurde mit SG1PI in Tris Puffer durchgefuhrt und bestétigte die Vermutung. Die ICC ist
bei allen Probenahmestellen héher als bei den Probenahmen davor. Leider fand an diesem Tag
keine zusatzliche Farbung mit SG1Pl in DMSO geldst statt, deswegen kann kein direkter
Vergleich der Probenahmestellen an diesem Tag von SG1PI in DMSO geldst mit SG1PI in Tris
Puffer gelost gemacht werden.

Die ICC des Rohwassers verbleibt im gesamten Untersuchungszeitraum relativ stabil bei Werten
zwischen 30.000 und 45.000 Zellen/ml. Vom 17.1. bis inklusive der Probenahme am 31.1.
verringert sich die ICC um ca. 15.000 Zellen/ml, dann kommt es am 7.2. zu einem Anstieg (13.000
Zellen/ml), danach bleiben die Werte der ICC auf einem sehr ahnlichen Niveau. Bei der TCC des
Rohwassers ist ein Peak am 14.2. erkennbar, dieser bleibt bei der ICC aus. Es wurde also eine
hohere Gesamtzellzahl gemessen, aber die intakte Zellzahl bleibt unverandert, bzw. ist sogar
etwas geringer als am 7.2.
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Nach der UV-Desinfektion wurden mit der Farbstoffkombination SG1PIl in DMSO gel6st im
Durchschnitt rund 20.000 intakte Zellen/ml weniger gemessen als beim Rohwasser. Nach UV-
Strahlung sollte die Zellmembran nicht zerstort werden, warum eine Reduzierung der ICC nach
UV-Desinfektion hier ersichtlich ist wird im Kapitel 5.1.1.3 diskutiert (Ramseier et al., 2010).

Am 17. Februar wurde die ClO; Konzentration von 0,08 mg/l auf 0,06 mg/l reduziert, dies ist durch
eine leichte Erh6hung der ICC Werte bei den Probenahmestellen nach ClO;, Netz 1 und
Hochbehalter Zulauf ab der darauf folgenden Probenahme am 21.2. ersichtlich.

In Abbildung 19 sind die gemessenen CIO, Konzentrationen direkt nach der Desinfektionsstelle
dargestellt.

ClO2 Konzentration direkt nach der Desinfektion
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Abbildung 19: CIO2 Konzentration gemessen direkt nach der Desinfektionsstelle

Die Reduktion der CIO, Konzentration ist ab 21.2. gut erkennbar, danach werden wieder etwas
hohere Werte gemessen. Die héheren ClO, Werte kénnen aus einem niedrigeren Volumenstrom
resultieren.

Die ICCs vom Hochbehélter Ablauf sind etwa 12.000 Zellen/ml héher als nach erfolgter
Desinfektion. Dies kann durch Biofilmaktivitat im Netz oder aber auch durch z.B. Schadensfalle
im Netz oder im Hochbehélter ausgelost werden. Des Weiteren konnte im Hochbehélter keine
ClO2 Restkonzentration gemessen werden (diese wurde von Dipl. Ing. Lukas Pehersdorfer bei
der Probenahme gemessen, Daten siehe Anhang), was den vorhandenen Mikroorganismen je
nach Nahrungsangebot Wachstum erméglichen kann.

In Abbildung 20 ist der HNA-Anteil der Zahl der intakten Zellen (iIHNA) abgebildet.

DFZ-Zellzahlintakt (ICC): HNA-Anteil (iHNA) [n/n]
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Abbildung 20: HNA-Anteil der Zahl der intakten Zellen (IHNA) am Tag der Probenahme von den
verschiedenen Probenahmestellen im zeitlichen Verlauf, Messung durchflusszytometrisch mit SG1PI,
jeder Punkt beruht auf eine Dreifachbestimmung der Probe
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Bei Betrachtung des HNA-Anteils der ICC fallt auf, dass das RW zwischen 17.01. und 14.02.
einen ahnlichen Verlauf zeigt wie jener der TCC Messung, nur im Durchschnitt um 7,5% geringer.
Der HNA Anteil nach der UV-Desinfektion ist meist wieder etwas héher als beim RW. Im
Hochbehalter Ablauf werden wieder die héchsten Werte flir HNA Bakterien gemessen. Ein grof3er
Unterschied zum HNA Anteil der TCC ist nach der ClO, Zugabe erkennbar. Ramseier et al., 2011
beschreiben, dass die Zellmembranen von Bakterien mit hohem Nukleinsauregehalt (HNA)
wéahrend der Behandlung mit Chlordioxid und Permanganat bei geringeren Konzentrationen an
Desinfektionsmittel leichter geschadigt wurden als die von Bakterien mit niedrigem
Nukleinsduregehalt (LNA). HNA-Zellen von Wasserproben wurden ab einer Konzentration von 9
mg*min/l CIO- teilweise zerstdrt und bei der Zugabe von 40 mg*min/l CIO, wurden alle HNA-
Zellen zerstort, aber die LNA-Zellen waren noch intakt. Nach Zugabe von 1.400 mg*min/l CIO2
konnten keine intakten Zellen nachgewiesen werden (Ramseier et al., 2010). Die Ergebnisse hier
zeigen ebenso, dass durch die Desinfektion mit CIO, vor allem HNA Zellen zerstort werden.

5.1.1.3 Verhaéltnis Zahl der intakten Zellen/Gesamtzellzahl (ICC/TCC): ICC Anteil

Abbildung 21 zeigt den Verlauf des ICC Anteils aller untersuchten Proben der verschiedenen
Probenahmestellen.
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Abbildung 21: Durchflusszytometische Messung des ICC Anteils der Probe mit SG1PI am Tag der
Probenahme: Verhéltnis TCC/ICC; jede Messung erfolgte als Dreifachbestimmung

Das RW dieser TWVA besitzt ungeféahr 50% intakte Zellen. Bei der UV-Desinfektion (ohne ClO2-
Zugabe) muss berlcksichtigt werden, dass eine ICC Farbung nach UV kaum Aussagekraft zur
Membranpermeabilisierung besitzt, da UV-Strahlung die DNA denaturiert und die Membran intakt
bleibt. Pl kann aber nur in Zellen mit geschadigter Membran eindringen, um SG1 zu verdrangen
und dadurch bei der Detektion eine Trennung zwischen intakten und geschadigten Zellen zu
erm@glichen. Eine Verringerung der ICC von fast 50% gegenuber dem RW ist aber feststellbar.
Dies deutet darauf hin, dass DMSO Zellen, die durch die UV-Bestrahlung ohnehin schon
gestresst waren, permeabilisieren konnte und diese dadurch als ,tote“ Zellen gemessen wurden.
Deswegen kann die Vermutung aufgestellt werden, dass durch die Verwendung von DMSO als
Losungsmittel fur SG1PI die Desinfektionswirkung nach UV-Bestrahlung ermittelt werden konnte.
Offen ist, ob alle Zellen deren DNA mit Hilfe von UV-Bestrahlung zerstért wurde, ebenso durch
DMSO permeabilisiert wurden. Eine weitere Vermutung ist, dass die Dauer von Probenahme bis
Messung (ca. 4 Stunden) ausreichte, dass die Membran der UV geschadigten Zellen aufgrund
von Zelltod permeabilisiert wurde.

Die letzte Messung am 18.7. erfolgte mit SG1PI in Tris Puffer geldst. Wie erwartet wurden
durchwegs hoéhere ICC Anteile ermittelt, oowohl die TCC aller Probenahmestellen an diesem Tag
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der Beprobung gering waren. Der ICC Anteil der UV-behandelten Proben ist zwar geringer als
die des Rohwassers, aber nur um 4%. Um die Vermutung der Detektion von UV-geschadigten
Zellen durch DFZ mit SG1PI in DMSO gel6st zu bestatigen, missten weitere Untersuchungen
durchgefuhrt werden.

In Abbildung 22 ist der ICC Anteil bezogen auf die TCC als Boxplot veranschaulicht. Die Linie in
der Box zeigt die Anzahl der intakten Zellen im Mittel als Median aller Probenahmen jeder
einzelnen Probenahmestelle. Die Zahl steht fur die Anzahl der Probenahmen, z.B. bei RW: n=9
(es wurden 9 Werte, also 9 ICC Ergebnisse von verschiedenen Probenahmen, in den Boxplot
hineingenommen).
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Abbildung 22: Durchflusszytometrische Messung des ICC Anteils der Probe mit SG1PI: Verhaltnis
TCC/ICC; Darstellung aller SG1PI Messungen des Trinkwasseranlageprojekts am Tag der Probenahme
als Boxplot; jede Messung erfolgte als Dreifachbestimmung

Die Abnahme der ICC nach Desinfektion und auch die Zunahme dieser im Netz bzw.
Hochbehalter sind gut erkennbar. Die ICC Anteile der 1. Netzstelle sind der ICC Anteile nach
ClO, Zugabe sehr &hnlich, da diese Netzstelle o6rtlich sehr nahe am Ort der
Desinfektionsmaflinahme liegt. Die Ausrei3er nach oben bei RW, nUV, Netz 2 und Hb Ablauf
stellen die Messungen am 18.7., bei denen SG1PI in Tris Puffer geldst verwendet wurde, dar.

Abbildung 23 zeigt die Box Plot Darstellung von Abbildung 22 ohne der Probenahme vom 18.07.,
um den Ausreif3er durch Verwendung von SG1PI in Tris Puffer geldst aus der Grafik zu nehmen.

DFZ: ICC Anteil [n/n]
0,80

0,70
0,60

0,50
n=10

ICC Anteil [n/n]

0,30

=2 =4
0,20 1 n n
0,10 n=3
' n=5 —

0,00

RW nuv nuUV+ClO2 Netz 1 Netz 2 Hb Zulauf Hb Ablauf

Abbildung 23: Durchflusszytometrische Messung des ICC Anteils der Probe mit SG1PI ohne Probenahme
am 18.07.: Verhaltnis TCC/ICC; Darstellung aller SG1PI Messungen des Trinkwasseranlageprojekts am
Tag der Probenahme als Boxplot; jede Messung erfolgte als Dreifachbestimmung
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Beim Vergleich von Abbildung 21 und 22 ist bei den Probenahmestellen die am 18.07. beprobt
wurden (RW, nUV, nUV+CIO,, Netz 2 und Hb Ablauf) ein grof3er Unterschied bei den
Maximalwerten erkennbar. Die Werte passen in Abbildung 23 viel besser zusammen, dies
verdeutlicht den Unterschied zwischen den zwei Losungsmitteln DMSO und Tris Puffer. Bei
Anwendung der Farbstoffkombination SG1PI wurden also mit Tris Puffer als Lé6sungsmittel, wie
oben erwahnt, mehr intakte Zellen detektiert als mit DMSO als Losungsmittel.

5.1.2 Kultivierungsverfahren

5.1.2.1 Ermittlung der koloniebildenden Einheiten (KBE)

Um die durchflusszytometrischen Ergebnisse der ICC mit den KBE vergleichen zu kénnen,
wurden die Proben teilweise auf Hefeextraktagar (22 und 37°C) und R2A Agar (27°C) kultiviert
und nach der Inkubationsdauer als KBE/ml ausgewertet.

In Abbildung 24 sind die KBE/mI Probe Uber den gesamten Versuchszeitraum von Rohwasser
und nach UV-Desinfektion abgebildet.
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Abbildung 24: Koloniebildende Einheiten (KBE)/ml Wasserprobe angesetzt am Tag der Probenahme vom
Rohwasser und nach UV Bestrahlung; Verwendung von Hefeextraktagar (Inkubation bei 22 und 37 °C) und
R2A Agar (Inkubation bei 27°C); 1 Datenpunkt entspricht dem gewichteten Mittelwert von 2 ausgezéhlten
Platten; Auszahlung der Kolonien nach der Inkubationsdauer

Auf Hefeextraktagar (HEA) konnten sowohl im RW als auch nach UV-Desinfektion nur ein paar
wenige KBE/ml ausgezahlt werden. Auf R2A Agar sind beim RW meistens zwischen 15 und 35
Kolonien gewachsen, wobei durchflusszytometrisch zirka 40.000 intakte Zellen/ml detektiert
wurden. Der Peak am 7.2. passt nicht mit der ICC, gemessen mit der DFZ, zusammen. Durch die
geringen Werte bei der kulturellen Methode aufgrund des geringen kultivierbaren Anteils ist ein
Zusammenhang zwischen den beiden Methoden meist nicht gegeben. Nach der UV-Desinfektion
konnten auf R2A Agar nur mehr <10 KBE/ml kultiviert werden. Nach zusétzlicher ClO, Zugabe
sind auf keinem Nahrmedium Kolonien gewachsen.

Wie dieses Beispiel zeigt, kann die Desinfektionswirkung kulturell mit zunehmend intensiveren
Desinfektionsmaflinahmen bestimmt werden, da nach UV-Desinfektion noch ein paar Kolonien
nachgewiesen werden konnten, aber durch die zusatzliche Anwendung von CIO; keine Kolonien
auf den verwendeten Nahrmedien wachsen konnten. Nachteilig beim Kultivierungsverfahren im
Vergleich zur Durchflusszytometrie ist aber, dass die Kolonien auf R2A Agar erst nach einer
Woche ausgezéahlt werden kénnen und nicht alle wasserbezogenen Bakterien Kolonien bilden
kénnen (VBNC).

Laut Trinkwasserverordnung, 2017 muss Wasser, welches in Verkehr gebracht wird am Punkt
der Abfiullung, nach einer Bebrutungstemperatur von 22°C < 100 KBE/ml und nach einer
Bebritungstemperatur von 37°C < 20 KBE/ml aufweisen (RIS, 2017). Diese Voraussetzungen
sind sowohl beim Rohwasser als auch direkt nach der Desinfektion gegeben. Auch bei den
Netzstellen und bei den Hochbehélter Proben konnten diese Grenzwerte eingehalten werden
(keine Abbildung).
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5.1.3 Wachstumspotential (WP)

5.1.3.1 Wachstumspotential DFZ

Die folgenden Abbildungen (25 und 26) zeigen die relativen Gesamtzellzahlen in den Proben der
verschiedenen Probenahmestellen ausgehend vom Probenahmetag = Tag 0 (d 0) bis Tag 10 (d
10). Tag O stellt die Ausgangszellzahl in 100% =1 dar, im weiteren Verlauf des
Lagerungsversuchs zeigt >1 ein Wachstum und <1 eine Reduktion der TCC ausgehend von Tag
0 an. Beim Lagerversuch wurden zwar teilweise die intakten Zellen mit SG1PI gemessen, aber
zur Bewertung der Stabilitdit des Wassers wurden die TCC Werte herangezogen. Es wird
angenommen, dass eine Erhdhung der TCC einen Anstieg der ICC impliziert. Abbildung 24 zeigt
die WP Versuche von RW und nach UV bei 10, 15 und 22 °C.
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Abbildung 25: Ergebnisse der Wachstumspotentialmessungen Rohwasser und nach UV-Bestrahlung
nach Inkubation Uber 10 Tage bei unterschiedlichen Temperaturen: 10, 15 und 22°C;
Durchflusszytometrisch mit SG1 gemessen; 1 stellt die Ausgangskonzentration dar = 100%, >1 =
Wachstum, <1 = Riickgang der TCC
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Der Standversuch des Rohwassers zeigt, dass dieses grundsatzlich stabil ist, ein geringes
Wachstum der Zellen ist nach dem 7. Tag erkennbar. Dasselbe gilt fur UV behandeltes RW bei
10°C Lagerung, wobei die Erhéhung der TCC zwischen Tag 7 und 10 starker ausfallt. Eine
Erhéhung der Lagerungstemperaturen geht mit einer groBeren Zunahme der gesamten
Zellenzahl einher. Was ermdglicht den Bakterien nach der UV-Desinfektion ein stérkeres
Wachstum im Vergleich zu den Bakterien im RW? Hier ist zu Uberlegen welche Unterschiede die
2 Proben aufweisen. Das RW enthalt eine bestimmte Bakteriengemeinschaft und Nahrstoffe.
Nach der UV-Desinfektion wird ein Teil der Bakterien inaktiviert und es kann teilweise zur
Spaltung von organischen Kohlenstoffmolekillen kommen. Es entstehen kleinere organische
Molektle, die von den Bakterien besser verwertet werden kdnnen. Manche Bakterien besitzen
die Fahigkeit sich nach erfolgter UV-Behandlung durch unterschiedliche Reparaturmechanismen
zu regenerieren. Dieses Zusammenspiel (Regeneration der Bakterien nach mehreren Tagen
Lagerung und bessere Verflugbarkeit von Nahrstoffen) kénnte die Ursache des starkeren
Wachstums von Bakterien in der UV behandelten Probe nach 7 Tagen Lagerung bei 10 °C bzw.
bereits nach 3 Tagen bei 15 und 22 °C sein.

Wie im Methodenteil bereits erwahnt wurde, wurde ab 3.7. die Probenahme verandert. Die
Probenflaschen fiur das WP (100 ml Glasflaschen) wurden ab diesem Tag direkt bei der
Probenahmestelle steril befullt und dann gekuhlt in das Labor gebracht, wo sie sofort in die
Kihlschranke gestellt wurden. Davor wurden grof3e Glasgebinde befillt und erst im Labor in die
100 ml Glasflaschen umgefillt. Mit der neuen Probenahme wurde das Risiko im Labor beim
Umflllen Keime einzubringen eliminiert. Um zu kontrollieren ob diese Umstellung einen
Unterschied ausmachte wurden die Standardabweichungen von RW und nUV von Tag 3 vor und
ab dem 3.7. verglichen, wobei eine niedrigere Standardabweichung nach der Umstellung die
Anderungen bei der Probenahme positiv bestatigte. Die Standardabweichungen bei RW waren
ab dem 3.7. um 33 Prozent und bei nUV um 14 Prozent niedriger als davor.

In Abbildung 26 sind die WP Versuche von Proben nach UV + nach CIO; Zugabe, den Netzstellen
und von Hochbehélter Zulauf und Ablauf dargestellt.
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Abbildung 26: Ergebnisse der Wachstumspotentialmessungen in Proben gezogen nach UV und
zusétzlicher ClO2 Behandlung, 2 verschiedene Netzstellen, Hochbehalter Zulauf und Ablauf tber 10 Tage
bei 10°C bzw. 15 °C; Durchflusszytometrisch mit SG1 gemessen; 1 stellt die Ausgangskonzentration dar
=100%, >1 = Wachstum, <1 = Rickgang der TCC

Im Wasser, das durch UV-Bestrahlung und zusatzliche ClO; Desinfektion behandelt wurde, kann
im Standversuch von 10 Tagen kein Wachstum festgestellt werden, im Gegenteil, es findet ein
leichter Riickgang der TCC, bei ohnehin schon geringer Ausgangszellzahl, statt. Der Grund fur
diesen Riickgang kdnnte die verbleibende Restchlordioxidkonzentration in den Proben sein.

Die Ergebnisse des Standversuchs der Netzstellen zeigten ein ahnliches Bild, wie bereits
erwahnt, die 1. Netzstelle befindet sich direkt nach der CIO; Zugabe.

Beim WP Versuch der Proben vom Zulauf und Ablauf des Hochbehalters wurde eine interessante
Beobachtung gemacht. Vereinzelt wurde bei den Proben Thiosulfat zugegeben, um eventuelle
Restchlordioxidkonzentrationen zu binden damit diese das Wachstum nicht beeinflussen kénnen.
Aber durch Zugabe von Thiosulfat kam es spatestens nach dem 3. Tag der Lagerung zu einem
grol3en Anstieg der TCC. Wahrscheinlich sind in den Wasserproben Bakterien vorhanden, die
Thiosulfat als Nahrungsquelle nutzen und sich somit rapide vermehren kénnen. Ohne Zugabe
von Thiosulfat kam es zu keinem Wachstum, das Wasser kann daher als stabil eingestuft werden.
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T-Test

Durch die Anwendung des T-Tests kann bestimmt werden ob das Wachstum signifikant ist. Der
T-Test zeigt in einem bestimmten Signifikanzniveau (5%) durch Einbeziehen des Mittelwerts, der
Standardabweichung und Stichprobengrof3e ob eine aufgestellte Nullhypothese (HO) abgelehnt
werden kann (In dieser Arbeit: HO = Es kommt zu keinem signifikanten Wachstum). Tabelle 5
zeigt die Ergebnisse, wobei die TCC jeder Probenahmestelle nach 7 und 10 Tagen jeweils mit
Tag 0 verglichen wurde.

Tabelle 5 gibt einen guten Uberblick der gesamten DFZ WP Versuche.

Tabelle 5: T-Test zur Bestimmung von signifikantem Wachstum: Vergleich der TCC von Tag 7 und Tag 10
mit Tag 0; x=signifikantes Wachstum; o=Wachstum, aber nicht signifikant; |=Rickgang der TCC;
(ThS)=Zugabe von 16g/l Natriumthiosulfat

Wachstumspotential: T-Test: Signifikantes Wachstum?
Tage Lagerung 10.1. 24.1. 311 7.2 14.2. 212 7.3. 143. 213. 254, 18.7.
d7 RW 10°C 0 X 1 x 1 x 1 1 1 0
dl0 RW 10°C x x X X 1 X X X x 1
d7 RW 15°C
d10 RW 15°C
d7 nlv 10°C 1 o 1 1 1 1 1 1
dl0 nUv 10%C X X X X X 1 X X
d7 nUv 15°C X X X
d10 nlv 15°C X X X
d7 nUV+C102 10°C 1 1 1 1 1 1
dio nUV+C102 10°C 1 1 1 1 1 1
d7 Netz 110°C 1 1
dl0 Netz 1 10°C 1 0
d7 Netz 2 10°C X
d10 Netz 2 10°C X
d7 Hb Zulauf 10°C 1 1 1 « (Th3)
dl10 Hb Zulauf 10°C 1 1 x % (ThS)
d7 Hb Ablauf 10°C % (ThS) X x(Mhs) | x(ms)
dl0 Hb Ablauf 10°C % (ThS) X 0(ThS) * (ThS)
d7 Hb Ablauf 15°C % (ThS) % (ThS)
di0 Hb Ablauf 15°C x(Ths) [ x(ms)

Bei RW und nUV ist ersichtlich, dass nach 7 Tagen Lagerung bei 10°C meist eine Verringerung
der TCC, oder kein signifikantes Wachstum messbar ist. Aber nach 10 Tagen kommt es meist zu
einem signifikanten Wachstum. Die nUV Proben nach Lagerung bei 15°C verdeutlichen den
Einfluss hoéherer Temperaturen fir das Wachstum von Bakterien, signifikantes Wachstum ist
bereits nach 7 Tagen Lagerung messbar. Durch Zugabe von CIO; ist wie bereits erwahnt ein
Rickgang der TCC sowohl nach 7 Tagen als auch nach 10 Tagen detektierbar. Auch bei der
Netzstelle 1 ist entweder ein Riickgang der TCC oder kein signifikantes Wachstum feststellbar,
wie schon angefihrt ist diese Stelle in der Nahe der Desinfektionsstelle. Durch Zugabe von ThS
istimmer Wachstum feststellbar, wobei die Lagerung der Hochbehélter Ablauf Proben auch ohne
Zugabe von ThS, bis auf die 10°C Probe am 18.7., signifikantes Wachstum zeigt. Des Weiteren
fallt auf, dass die Proben vom 18.7. stabil sind, nur bei den Hb Ablauf Proben wurde bei 15°C
Lagerung signifikantes Wachstum festgestellt.

5.1.3.2 Kultivierungsabhangiges Wachstumspotential

Die Kultivierung erfolgte auf Hefeextraktagar bei 22 und 37 °C und auf R2A Agar bei 27 °C bei
unterschiedlicher Inkubationsdauer. Im Folgenden sind die Wachstumspotentiale der Proben
auf R2A Agar abgebildet und beschrieben, da bei vorhandenem Wachstum dies am besten auf
R2A Agar ersichtlich war.
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Sowohl beim RW als auch nach der UV-Desinfektion (siehe Abbildung 27) konnte in fast allen
Standversuchen ein Wachstum nach 7 Tagen Lagerung der Proben bei 10 °C festgestellt
werden.

KBE R2A 27°C Rohwasser KBE R2A 27°C nach UV

100000 100000

10000 10000

10.1.
7.2.

24.1. 1000 51

1000
7.2.
—o—7.3.

100 21.2. 100

log KBE/ml
log KBE/ml

—o—21.3.
—eo—21.3.

10 10 —e—18.7.
—e—18.7.

1 1
do d7 do d7

Abbildung 27: Ergebnisse der Wachstumspotentialmessungen in Proben von Rohwasser und nach UV
Desinfektion auf R2A Agar bei 27°C fir 7 Tage inkubiert; das Giel3en der Platten fand am
Probenahmetag und nach 7 Tage Standzeit des Wassers bei 10°C statt; das Ergebnis wird in KBE/mI
Probe angegeben, hier logarithmisch dargestellt

Bei der Messung des Wachstumspotentials mittels DFZ waren die TCC Werte bis Tag 7 von RW
und nUV aber durchwegs konstant (siehe Abbildung 25). Jetzt stellt sich die Frage warum bei der
Kultivierung ein deutlicher Anstieg der KBE/ml nach 7 Tagen Standzeit stattfindet. Eine
Madoglichkeit ware eine Verschiebung der Zusammensetzung der Population durch die Lagerung,
was durchflusszytometrisch in einer Anderung des HNA Anteils ersichtlich ware. Der jeweilige
Vergleich der HNA Anteile von RW und nUV von Tag 0 und Tag 7 zeigt aber keinen grof3en
Unterschied (keine Abbildung). Das heil3t die Zusammensetzung der Bakterienpopulation von
Tag 0 zu Tag 7 hat sich in Hinblick auf HNA bzw. LNA Anteil nicht geéndert.

Des Weiteren ist zu beachten, dass die Probe fur die Bestimmung der KBE/ml aus eigenen
Glasflaschen genommen wurde, namlich aus 250 ml Flaschen die wie die 100 ml Flaschen bei
10°C gelagert wurden. Beim Vergleich der TCC (RW und nUV Proben) von den 100 ml und 250
ml Gebinden ist aber kein durchgehend erhdhter TCC bei den 250 ml Gebinden an Tag 7
erkennbar.

Der Grund fir die bessere Kultivierbarkeit der Bakterien nach 7 Tagen Lagerung, obwohl die
Anzahl der Bakterien laut TCC konstant bleibt, kdnnte auch im Phanomen VBNC zu finden sein.
Wie in der Theorie schon erlautert wurde, ist meist nur ein geringer Teil der Wasserbakterien in
der Lage Kolonien zu bilden. Am Tag der Probenahme war es also fir einen geringen Anteil der
Bakterien mdglich Kolonien zu bilden. Augenscheinlich befanden sich aber nach der Standzeit
von 7 Tagen bei 10 °C weniger Bakterien in diesem VBNC Zustand als am Tag der Probenahme
(mdoglicherweise durch Anpassung an die Bedingungen, Néahrstoffaufnahme aus dem Wasser,
usw.) und hatten die Mdglichkeit auf R2A zu wachsen.

Nach UV-Bestrahlung des Wassers und zusétzlicher CIO, Zugabe konnten keine Kolonien, weder
auf HEA noch auf R2A, wachsen (Tag 0 und Tag 7), es gibt keine Abbildung dazu. Es wurden
jeweils 1ml der Verdiinnung 0 kultiviert.

Die Standversuche der Netzproben und der Ablaufproben des Hochbehdlters (siehe Abbildung
28) zeigen im Allgemeinen keine gro3eren Veranderungen der KBE/ml nach 7 Tagen Lagerung
bei 10 °C.
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KBE R2A 27°C Netz 2 KBE R2A 27°C Hochbehdlter Ablauf
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Abbildung 28: Ergebnisse der Wachstumspotentialmessungen in Proben von Netzstelle 2 und
Hochbehélter Ablauf auf R2A Agar bei 27°C fiir 7 Tage inkubiert; das plattieren fand am Probenahmetag
und nach 7 Tage Standzeit des Wassers bei 10°C statt; das Ergebnis wird in KBE/ml| Probe angegeben,
hier logarithmisch dargestellt

Nur bei der Probe vom Hochbehéalter Ablauf konnte am 21.3. starkeres Wachstum festgestellt
werden. Diese Zunahme konnte auch durchflusszytometrisch gemessen werden, wobei bei den
Proben der DFZ ThS zugegeben wurde und das wahrscheinlich der Grund fir das starke
Wachstum ist. Bei den Proben fir die HPC wurde aber kein Thiosulfat zugegeben. Da die
Erhéhung der TCC vom 21.3. im Vergleich zu den anderen Probenahmen sehr hoch ausfallt (46%
mehr Bakterien am 7. Tag im Vergleich zu Tag 0), ist es wahrscheinlich und mit den Ergebnissen
der HPC stimmig, dass es ohne Zugabe von ThS trotzdem zu einer Zunahme der TCC gekommen
ware, vermutlich aber etwas abgeschwacht.

T-Test
Tabelle 6 gibt einen Uberblick der kulturellen WP Versuche.

Tabelle 6: T-Test zur Bestimmung von signifikantem Wachstum: Vergleich der gewachsenen Kolonien
(KBE/ml) auf R2A Agar von Tag 7 mit Tag 0; x = signifikantes Wachstum; o = Wachstum, aber nicht
signifikant; | = Ruckgang der TCC; - = kein Wachstum

Wachstumspotential kulturell: T-Test: Signifikantes Wachstum?
10.1. 24.1. 7.2. 21.2. 7.3. 21.3. 18.7.
RW 10°C o} X o X 0 l
nUV 10°C X X X X o]
nCl02 10°C - -
Netz 2 10°C ! o
Hb Ablauf 10°C X X !

Die RW und nUV Proben weisen bis auf die letzte Probenahme beim kulturellen
Wachstumspotential immer Wachstum auf. Mit Hilfe des T-Tests konnte dieses Wachstum bei 3
RW Proben als nicht signifikantes Wachstum eingeteilt werden, wobei bei den Wasserproben
vom 7.2. und 21.3. nur 2 Platten auswertbar waren und dadurch der kritische Wert, der zum
Vergleich mit dem T-Wert herangezogen wird, sehr hoch ist. Nach CIO, Zugabe kann nach 7
Tagen Lagerung bei 10°C kein Wachstum festgestellt werden und bei der Netz 2 Probe ist ein
Ruckgang der Zellen bzw. nicht signifikantes Wachstum beobachtbar. Die Hb Ablauf Probe weist,
bis auf die Proben vom 18.7., signifikantes Wachstum auf. So wie beim durchflusszytometrischen
WP ist nach Lagerung der Proben bei 10°C fur 7 Tage bei den Proben vom 18.7. kein signifikantes
Wachstum feststellbar. Dies bestétigt die Annahme, dass die Wasserproben an diesem Tag
auffallend stabil waren.
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intact cell concentration (ICC; cells mL)

Vergleich Wachstumspotential RW und nUV Proben DFEZ und kulturell

Tabelle 7 zeigt die Proben in Prozent (RW und nUV) bei denen es nach 7 bzw. 10 Tagen nach
Lagerung bei 10°C zu Wachstum kommt und wie viel davon signifikantes Wachstum ist.

Tabelle 7: Prozentueller Anteil von RW und nUV Proben beim Wachstumspotential Versuch, bei dem
Wachstum auftrat und prozentueller Anteil davon signifikantes Wachstum

DFZ |Wachstum [%] |davon signifikan-tes Wachstum [%] Kulturell |Wachstum [%] |davon signifikantes Wachstum [%]
RW RW

d7 46 40 d7 | 83 | 20

d10 73 100
nUV nUV

d7 11 0 d7 | 100 | 80

d10 78 100

Dies verdeutlicht wie schon in Kapitel 5.1.3.1 erwéhnt, dass beim Wachstumspotential DFZ bei
den nUV Proben bis Tag 7 zwar ein kleiner Anteil der Proben Wachstum zeigt (aber kein
signifikantes Wachstum), aber erst zwischen Tag sieben und zehn in 78 Prozent der nUV Proben
die Bakterien die Fahigkeit besitzen sich zu erholen und sich zu vermehren. Alle Proben mit
Wachstum weisen signifikantes Wachstum auf. Dies unterstreicht die Annahme, dass manche
Bakterien Reparaturmechanismen besitzen, die es ihnen nach ein paar Tagen nach der UV-
Desinfektion ermdglicht sich zu regenerieren und sich wieder zu vermehren. Deswegen ist die
zusatzliche CIO, Desinfektion in geringer Konzentration von Vorteil.

Der Vergleich von DFZ und kulturellem WP bestatigt wie in Kapitel 5.1.3.2 erwédhnt, dass bei der
kulturellen Methode bereits nach 7 Tagen ein hoher Prozentsatz der Proben zu Wachstum neigt.
Der Unterschied bei den nUV Proben ist am deutlichsten: bei der Messung mit Hilfe des
Durchflusszytometers nach 7 Tagen ist kein signifikantes Wachstum messbar, bei der kulturellen
Methode kommt es aber bei 80% der Versuche zu einem signifikanten Wachstum. Hier wird, wie
schon erwéahnt, der VBNC Zustand der Bakterien als Grund vermutet. Am Tag der Probenahme
sind viele Zellen durch die UV-Desinfektion geschwacht und kénnen kulturell nicht nachgewiesen
werden. Aber nach 7 Tagen Lagerung erholen sich einige davon (vielleicht auch teilweise
aufgrund der Reparaturmechanismen) und kénnen auf TSA wachsen.

5.2 Laboruntersuchungen

5.2.1 Einflussfaktoren auf die SG1PI Farbung

Wie in Kapitel 5.1.1.3 beschrieben, wird durch UV-Bestrahlung die Zellmembran nicht zerstort,
trotzdem zeigen die durchflusszytometrischen Ergebnisse bei der Farbung mit SG1PI in DMSO
gelost eine Reduktion der ICC um zirka 50% des UV behandeltem Wasser gegeniber dem
Rohwasser. Der Grund kénnte die Zerstérung der Zellmembran durch DMSO sein. Aul3erdem
zeigt eine Studie von Nescerecka et al., 2016a, dass, wie in Abbildung 29 dargestellt ist, DMSO
als Verdunnungsmittel fur Pl ab einer Inkubationsdauer von 6 Minuten bei 37 °C zunehmend
unerwinschte Zellschaden verursacht (Nescerecka et al., 2016a).

e . S el Abbildung 29: Der Einfluss von TRIS-Puffer (pH =

060000907 000€ >~ 7 8,1) und DMSO als Lésungsmittel zur Herstellung

a8°% 0o 4 von Farbstoff-Arbeitslosung auf die SGPI-Farbung.

N Teo Flusswasserproben wurden 25 min bei 37 ° C mit 3

4gets | © 00X MM Plin 10.000 x verdiinnter SG (n = 30) angefarbt
ev¥@o0 (Nescerecka et al., 2016a).

2405 “ DMs0

o 5 10 15 ) 25
staining time {min]
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Nescerecka et al., 2016a vermuten, dass mit zunehmender Inkubationsdauer bei 37°C intakte
Zellen durch DMSO zerstort werden und falschlicherweise als ,tote” Zellen detektiert werden. In
dieser Arbeit soll Uberprift werden, ob mit dem DFZ Protokoll (13 min Inkubation bei 37 °C und
dann Messen) ein Unterschied zwischen DMSO und Tris Puffer als Losungsmittel Gber die
gesamte Messdauer von 2 h 50 min bei der Detektion von intakten Zellen erkennbar ist und ob
die Verwendung von unterschiedlichen Pl Konzentrationen in Tris Puffer gelést Auswirkungen auf
die Detektion von intakten Zellen hat. Nach 13 Minuten Inkubation beobachten Nescerecka et al.,
2016a eine Verringerung der intakten Zellen von 6*10° auf 4*10°, also um 33 Prozent. D. h. in
dieser Arbeit sollten nach der Inkubationsdauer bei DMSO als Lésungsmittel weniger intakte
Zellen detektiert werden als mit Tris Puffer. Es soll Uberprift werden ob das so ist, wie sich die
unterschiedlichen Ldsungsmittel bei verschieden behandelten Wasserproben (unterschiedlich
erhitzt und ClO; Behandlung) in der Messung der Zahl der intakten Zellen auswirken und wie sich
diese im Verlauf der Messdauer entwickeln.

Dazu wurde der in DMSO gel6ste Farbstoff mit der Ublichen PI Konzentration von 4 puM
(SG1PI_DMSO_4uM) hergestellt. Der Vergleich erfolgte mit SG1PI Farbstoffe bei denen Pl in
Tris Puffer geldst wurde und unterschiedliche Konzentrationen PI (2, 4, 6, 8 und 12 puM) zur
Herstellung verwendet wurden (SG1PI _Tris 2,4,6,8 + 12 pM). Nescerecka et al., 2016a
empfehlen eine Konzentration zwischen 3 und 12 pM, dieser Konzentrationsbereich wurde im
Experiment abgedeckt. Die Farbstoffe wurden durchflusszytometrisch zur Detektion der ICC im
unbehandeltem Rohwasser, nach zwei verschiedenen Hitzebehandlungen (60 °C 5 min lang und
80 C 10 min lang) und nach Zugabe von 0,1 mg/l ClO- verwendet.

Ziel war es die Einflussfaktoren Pl Konzentration, verwendetes Losungsmittel (DMSO oder Tris
Puffer) und Messdauer (Messung bei Raumtemperatur) unter Beibehaltung des Protokolls
(Inkubation bei 37°C fur 13 min) vom SLMB, 2012 fir den Farbstoff SG1PI von unbehandeltem
und unterschiedlich behandeltem Rohwasser zu testen. Im Unterschied zum Versuch von
Nescerecka et al.,2016a wurde die Inkubationszeit am Thermoshaker bei 37°C auf 13 Minuten
festgelegt (im Mittel konstante Werte von SG1PI in Tris Puffer in Abbildung 29 erkennbar). Die
Darstellung der ICCs erfolgt direkt nach der Inkubation Uber eine Messdauer von knapp 3
Stunden. Dies zeigt ob eine Detektion von konstanten ICC Werten Uber die Messdauer bei den
unterschiedlichen Pl Konzentrationen und verwendeten L&sungsmitteln moglich ist. Die
Auswertung ist in Abbildung 30 bis Abbildung 33 zu sehen.

SG1PI-Experiment: RW unbehandelt

70‘,\‘7—\‘—__\*/4.\‘ ——2uM

60 2 2 = e 4 uM
- T 1 = T > - 4

1l & $ - hd —e— 4D uM
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Abbildung 30: Ermittlung der Einflussfaktoren auf die SG1PI Farbung: unbehandeltes Rohwasser mit
SG1PI_DMSO_4uM (4D uM) und SG1PI_Tris_2,4,6,8 + 12 uM gefarbt, 13 min bei 37°C am
Thermoshaker temperiert und durchflusszytometrisch (n=2) zur Bestimmung der ICC gemessen

Bei der SG1PI_Tris Farbung wurden mit aufsteigender Pl Konzentration bei der unbehandelten
Probe weniger intakte Zellen detektiert, wobei bei allen Konzentrationen die ICCs uber die Zeit
jeweils im Mittel 22,4 % abnehmen. Die ICC-Werte der SG1PI _Tris 4 + 6 uM und die der
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SG1PI_Tis_8+12uM Féarbung sind jeweils sehr ahnlich. Bei Verwendung von
SG1PI_DMSO_4uM wurden deutlich geringere ICCs gemessen (im Durchschnitt 24.000
Zellen/ml weniger als bei Verwendung von SG1PI_Tris_6 uM). Erst nach fast 3 Stunden Messung
stieg die ICC der SG1PI_DMSO_4uM Farbung an und erreichte eine ahnliche ICC wie die
SG1PI_Tis_12 yuM Farbung, wobei die Zunahme der ICC von Anfang bis Ende 22,8% betragt.
Der Unterschied zwischen den Farbungen mit SG1PI_DMSO_4uM und SG1PI_Tris_4 uM nach
13 Minuten Inkubationszeit bei 37°C fallt h6her aus als bei Nescerecka et al., 2016a. Die ICC der
SG1PI_DMSO_4uM Farbung ist bei der ersten Messung nach der Inkubation um 51% weniger
als bei der SG1PI _Tris 4 uM Farbung. Im Bereich in dem konstante ICC Werte flr
SG1PI_Tris_4 pM erhalten werden (ca. nach 1,5 Stunden) betrédgt der Unterschied zu
SG1PI_DMSO_4uM 36% was dem Ergebnis von Nescerecka et al., 2016a (33%) Nahe kommit.

SG1PI-Experiment: RW Hitze behandelt 60°C 5 min

——2uM
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—e— 4D uM
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X 12 um

00:00 00:14 00:28 00:43 00:57 01:12 01:26 01:40 01:55 02:09 02:24 02:38 02:52
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Abbildung 31: Ermittlung der Einflussfaktoren auf die SG1PI Farbung: 5 min bei 60 °C behandeltes
Rohwasser mit SG1PI_DMSO_4uM und SG1PI_Tris_2,4,6,8 + 12 yM geféarbt, 13 min bei 37°C am
Thermoshaker temperiert und durchflusszytometrisch (n=2) zur Bestimmung der ICC gemessen

Nach einer thermischen Behandlung des Rohwassers fir 5 Minuten bei 60 °C wurde bei allen
verwendeten Farbstoffen ein Abfall der ICC in den Proben beobachtet. Durch die
SG1PI_DMSO_4uM Féarbung konnten wieder mit Abstand die wenigsten intakten Zellen/ml Probe
detektiert werden. Der Unterschied zur SG1PI _Tris 6 uM Farbung betragt im Durchschnitt
10.000 Zellen/ml. Wieder fallt auf, dass sich zum Schluss die ICC der SG1PI_DMSO_4 uM
Farbung der SG1PI_Tis_12 uM Farbung angleicht. Die ICC der SG1PI_DMSO_4uM Farbung ist
bei der ersten Messung nach der Inkubation um 46% weniger als bei der SG1PI_Tris_4 uM
Farbung. Im Bereich in dem konstante ICC Werte fir SG1PI_Tris_4 uM erhalten werden (ca.
nach 1,5 Stunden) betragt der Unterschied zu SG1PI_DMSO_4uM 31%.

Nach einer zehn minltigen Behandlung bei 80 °C verbleiben im RW nur mehr wenige intakte
Zellen. In Abbildung 32 ist erkennbar, dass die SG1PI_Tris_2uM Farbung eine zu geringe PI
Konzentration enthalt, da erst nach 1,5 Stunden Messung relativ stabile Werte und auch ICCs,
die den Werten von den anderen Farbstoffen naher kommen, nachgewiesen werden. Nescerecka
et al., 2016a berichten, dass bei Verwendung von Pl in niedrigen Konzentrationen die
Verschiebung von den "intakten" zu den "geschadigten" Regionen eindeutig unvollstandig ist
(Nescerecka et al., 2016a). Es ist also zu wenig Pl vorhanden, um alle membrangeschadigten
Bakterien anzuféarben.
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SG1PI-Experiment: RW Hitze behandelt 80°C 10 min
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Abbildung 32: Ermittlung der Einflussfaktoren auf die SG1PI Farbung: 10 min bei 80 °C behandeltes
Rohwasser mit SG1PI_DMSO_4uM und SG1PI_Tris_2,4,6,8 + 12 yM gefarbt, 13 min bei 37°C am
Thermoshaker temperiert und durchflusszytometrisch (n=2) zur Bestimmung der ICC gemessen

Mit den SG1PI_Tris_6 +8 + 12 uM Farbungen wurden die geringsten ICC Werte gemessen.
AuRerdem ist in Abbildung 32 erkennbar, dass die ICC der SG1PI_Tris_4 uM Farbung und die
der SG1PI_DMSO_4 uM Farbung am &hnlichsten sind. Sind die Zellen zum Beispiel durch starke
Hitzebehandlung des Rohwassers stark geschadigt ist bei Verwendung derselben Konzentration
PI wenig, bis kein Unterschied messbar. Die ICC der SG1PI_DMSO_4uM Farbung ist bei der
ersten Messung nach der Inkubation um 32% weniger als bei der SG1PI_Tris_4 uM Féarbung. Im
Bereich in dem konstante ICC Werte fur SG1PI_Tris_4 uM erhalten werden (ca. nach 1,5
Stunden) kann bei der SG1PI_DMSO_4uM Farbung um 10% mehr intakte Zellen detektiert
werden. Was wiederum die Annahme unterstreicht, dass bei fast vollstandiger Zerstérung der
Zellen das verwendete Losungsmittel keinen Einfluss mehr nimmit.

SG1PI-Experiment: RW ClO2 Zugabe 0,1 mg/I

—— 2 uM
4 uM
—e— 4D M

50

40
6 uM
8 uM
12 uM

30

Zellen/ml

20

10

0
00:00 00:14 00:28 00:43 00:57 01:12 01:26 01:40 01:55 02:09 02:24 02:38 02:52
Zeit [hh:mm]

Abbildung 33: Ermittlung der Einflussfaktoren auf die SG1PI Farbung: 0,1 mg/l ClO2 behandeltes
Rohwasser mit SG1PI_DMSO_4uM und SG1PI_Tris 2,4,6,8 + 12 uM gefarbt, 13 min bei 37°C am
Thermoshaker temperiert und durchflusszytometrisch (n=2) zur Bestimmung der ICC gemessen

Abbildung 33 zeigt den zeitlichen Verlauf und Vergleich von Rohwasser das mit 0,1 mg/l ClO;
behandelt, dann mit den verschiedenen Farbelésungen inkubiert und durchflusszytometrisch
gemessen wurde. Die Detektion von geringeren ICC Werten bei DMSO als Losungsmittel und die
Notwendigkeit einer Pl Konzentration von mindestens 4 uM ist wieder gut erkennbar. Durch Tris
Puffer als Losungsmittel (Vergleich von SG1PI_DMSO_4uM und SG1PI_Tris_6uM) kénnen im
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Mittel 5.500 ICCs mehr detektiert werden. Die ICC der SG1PI_DMSO_4uM Farbung ist bei der
ersten Messung nach der Inkubation um 60% weniger als bei der SG1PI_Tris_4 uM Féarbung. Im
Bereich in dem konstante ICC Werte fur SG1PI_Tris_4 uM erhalten werden (ca. nach 1,5
Stunden) betragt der Unterschied zu SG1PI_DMSO_4uM 68%. Nach Zugabe von 0,1 mg/l CIO-
ist also der Unterschied von den 2 Losungsmitteln im gesamten Messverlauf sehr hoch.

Die ICCs der SG1PI_Tris_6 +8 + 12 uM Farbungen sind im gesamten zeitlichen Verlauf der
Messung am dhnlichsten. Bei der SG1PI_Tris_4 pM Farbung werden erst nach tber einer Stunde
Messung konstante und ahnliche ICCs wie bei den SG1PI Tris_6 +8 + 12 uM Farbungen
detektiert. Daher musste eine langere Inkubation erfolgen, um ab Beginn der Messung adaquate
und konstante ICCs nachweisen zu kdnnen.

Dieses Experiment stltzt die Annahme von Nescerecka et al., 2016a, dass durch Verwendung
von DMSO als Losungsmittel nach einer Inkubation von 13 Minuten bei 37°C deutlich weniger
intakte Zellen detektiert werden als mit Tris Puffer. Dies verdeutlicht den kritischen Einfluss, den
ein Farbstofflésungsmittel auf das Ergebnis eines Lebensfahigkeitstests haben kann.

Die optimale PI-Konzentration muss eine vollstdndige F&arbung geschadigter Zellen
gewahrleisten, ohne falsche PI-positive Ergebnisse zu verursachen (Farbung intakter Zellen)
(Nescerecka et al., 2016a). Ab einer Konzentration von 12 uM Pl erhéht sich, wie in Abbildung
32 ersichtlich ist, das Risiko fiir falsch positive Ergebnisse.

Die Membranen der Zellen in der stark thermisch behandelten Probe (10 min, 80°C) waren
definitiv beschadigt, aber mit 2 uM Pl konnten die ,toten® Zellen unzureichend angefarbt werden.
Dazu schreiben Nescerecka et al., 2016a, dass ausreichend PI in Lésung vorhanden sein muss,
um eine maximale Interkalation mit der gesamten Ziel-DNA geschadigter Zellen zusammen mit
SG 1 zu erreichen. Letzteres gewahrleistet einen vollstandigen Energietransfer von SG 1 zu Pl
(bekannt als Fluoreszenzresonanzenergietransfer (FRET) oder "Quenching"), der fir eine
kritische Verschiebung der PI-Signalintensitat und damit fir die F&higkeit zur Differenzierung
zwischen SG 1 - positiven und Pl-markierten Zellen verantwortlich ist (Nescerecka et al., 2016a).

Aufgrund der Ergebnisse wird eine Konzentration von 4 bis 6 yM Pl in Tris Puffer gelost
vorgeschlagen, beide Konzentrationen erzielen bei allen 4 Proben lber die getestete Zeit stabile
und plausible Werte. Da in der Arbeit von Nescerecka et al., 2016a 6 yM PI in Tris Puffer gelost
als optimale Konzentration vorgeschlagen wird und das mit den Ergebnissen dieser Arbeit gut
Ubereinstimmt, wird im CIO, Experiment mit der SG1PI_Tris_6 uM Farbung weitergearbeitet.

Eine weitere Beobachtung bei allen Proben und allen Pl Konzentrationen in Tris Puffer geldst ist,
dass in den ersten 30 Minuten der durchflusszytometrischen Messung die ICC hoher ist als im
weiteren zeitlichen Verlauf. Erst danach werden konstante ICC Werte gemessen. Das zeigt, dass
die Inkubationsdauer von 13 Minuten nicht ausreicht, um alle permeabilisierten Zellen mit PI
anzufarben. Dies stellt bei den weiteren Experimenten kein Problem dar, da die SG1PI Farbung
immer nach der SG1 Farbung auf der Well Platte angereiht wird.

Folgendes Protokoll fur die SG1PI Farbung wurde nach diesem Versuch flir die weiteren
Experimente weitergefihrt:

- 6 uMPIinTrisin 10.000 x SG1 geldst zur Anfarbung der intakten und geschadigten Zellen
- Inkubation im Dunkeln: 13 Minuten bei 37°C am Thermoshaker

- Reihenfolge auf der Well Platte: zuerst die Gesamtzellzahl (TCC) (SG1) — Farbung und
dann die intakte Zellzahl (ICC) (SG1PI) — Féarbung
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5.2.2 Bestimmung der Desinfektionswirkung von CIO>

Um die Desinfektionswirkung mittels E. faecium zu demonstrieren, wurde dieser in
physiologischer Kochsalzlosung (NaCl) und Rohwasser (0,1 pm filtriert) verdinnt und mit
unterschiedlichen Konzentrationen CIO, behandelt (O=unbehandelte Probe; 0,1; 0,2; und 0,4
mg/ml). Zuséatzlich wurde jeweils eine Probe erhitzt. Alle Proben wurden bei 10°C fir 30 min
inkubiert, danach wurde die CIO, Wirkung mit ThS (18 mg/l) aufgehoben. Die Detektion der
intakten Zellen (ICC) erfolgte mit einem kombinierten Farbstoff SG1PI in Tris Puffer sowie in
DMSO geldst, um einen weiteren Vergleich von Tris Puffer und DMSO als Lésungsmittel fir
SG1PI zu erhalten. Die Bestimmung der Gesamtzellzahl (TCC) erfolgte mit Hilfe von SG1.
AulRerdem wurden die lebenden Zellen mit CFDA und der ATP Methode nachgewiesen.

5.2.2.1 Ergebnisse der DFZ

Kombination SG1 und PI

Wie schon an anderen Stellen dieser Arbeit beschrieben, ist es moglich mit der
Farbstoffkombination SYBR Green 1 und Propidiumiodid lebende Zellen durchflusszytometrisch
Zu detektieren.

Die intakten Zellen wurden bei der Auswertung als Prozent von der Gesamtzellzahl (TCC)
dargestellt, d. h. die jeweiligen Datenpunkte stellen den Anteil der ICC in % ausgehend von der
TCC (=100%) dar. Die TCC Werte verandern sich mit zunehmender CIO; Konzentration und nach
Hitzebehandlung nicht und kénnen daher als Ausgangswert herangezogen werden.

In Abbildung 34 sind die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Messung von E. faecium in
NaCl verdinnt (102 Verdiinnung) mit SG1PI gefarbt dargestellt.

E. faecium ClO2 Experiment in NaCl :
% Abnahme ICCvon Gesamtzellzahl ausgehend

A DMSO Tris-Puffer
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Abbildung 34: Bestimmung der Desinfektionswirkung: E. faecium verdinnt in NaCl, die jeweiligen
Datenpunkte stellen die ICCs (SG1PI Farbung) in Prozent ausgehend von der TCC (SG1 Farbung) dar

In Abbildung 34 ist ein deutlicher Unterschied zwischen der SG1PI_DMSO und der SG1PI_Tris
Farbung erkennbar. Wie schon im vorangegangenen Experiment (,Einflussfaktoren auf die
SG1PI Farbung®) und in der Arbeit von Nescerecka et al., 2016a beschrieben, wird mit DMSO
meist weniger ICC detektiert als mit Tris Puffer als Ldsungsmittel fur SG1PI. Bei der
unbehandelten Probe werden mit der SG1PI_Tris Farbung 9% mehr intakte Zellen gemessen als
mit der SG1PI_DMSO Farbung. Bei einer CIO; Konzentration von 0,1 mg/l ist der Unterschied
am groRten. Die SG1/PI_Tris gefarbten Proben beinhalten 97% und die SG1PI_DMSO gefarbten
Proben 63% intakte Zellen, das ist also ein Unterschied von 34%. Bei einer Konzentration von
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0,2 mg/I ClO2 wird der Unterschied wieder kleiner (16%) und bei einer Konzentration von 0,4 mg/I|
CIO2 und bei den thermisch behandelten Proben gibt es nur einen geringen Unterschied, da nur
mehr wenige intakte Zellen (0,4 mg/l CIO2 und Hitzebehandlung < BG) vorhanden sind. Dies
bestétigt grundsatzlich die Ergebnisse vom vorhergehenden Experiment, bei dem ebenso mit
zunehmender Schadigung der Unterschied zwischen Tris Puffer und DMSO als Lésungsmittel fir
SG1PI geringer wird.

Die Tris Kurve zeigt, dass bei der unbehandelten Probe fast alle Zellen (99%) intakt sind, eine
Behandlung mit 0,1 mg/l ClO; permeabilisiert im Mittel 2% der Zellen und bei einer ClO;
Konzentration von 0,2 mg/l sind ca. noch die Hélfte der Zellen intakt (52%). Bei einer Zugabe von
0,4 mg/l CIO, sowie bei der thermisch behandelten Probe sind fast alle Membranen
permeabilisiert.

Die DMSO Werte zeigen mit zunehmender CIO, Konzentration einen linearen Abfall der intakten
Zellen, was eine schone Desinfektionsgerade ergibt, dies wiirde fir DMSO als Lésungsmittel fuir
die Farbung sprechen. Bei den Tris Puffer Werten ist der lineare Abfall erst ab einer Konzentration
von 0,2 mg/l CIO; ersichtlich. E. faecium ist im Vergleich zu anderen Bakterien (z.B. E. coli)
resistenter gegeniber CIO- (der ct-Wert von E. faecium ist fast 3 Mal so hoch wie von E. coli).
Dies konnte der Grund sein warum eine signifikante Reduktion der Bakterien erst ab einer Zugabe
von 0,2 mg/lI ClO2 mdglich ist.

Abbildung 35 zeigt die Ergebnisse der SG1PI Farbung von E. faecium in Rohwasser verdinnt
(103 Verdiinnung).

E. faecium ClO2 Experiment in Rohwasser:
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Abbildung 35: Bestimmung der Desinfektionswirkung: E. faecium verdiinnt in Rohwasser, die jeweiligen
Datenpunkte stellen die ICCs (SG1PI Farbung) in Prozent ausgehend von der TCC (SG1 Farbung) dar

Bei diesen Versuchen ist wieder ein grof3er Unterschied zwischen den beiden Losungsmitteln
erkennbar. Bei den unbehandelten Proben ist der Unterschied minimal (3%) und bei den Proben
die mit 0,1 und 0,2 mg/l CIO; behandelt wurden sind die Unterschiede am gréf3ten (28% und
32%). Bei den thermisch behandelten Proben wurden mit beiden Farbeprotokollen keine intakten
Zellen detektiert. Die 0,4 mg/l ClO2 behandelten Proben zeigen einen kleinen Unterschied, hier
wurden mit dem DMSO Farbeprotokoll im Mittel geringfligig mehr intakte Zellen detektiert. Wobei
bei dieser CIO, Konzentration nur mehr wenige intakte Zellen dbrig sind. Im Experiment
.Einflussfaktoren auf die SG1Pl Farbung® wurde bereits erwahnt, dass bei sehr stark
geschéadigten Zellen die Art des Lésungsmittels keine Rolle spielt.

Bei Verwendung der SG1PI_Tris Farbung wurden bei den unbehandelten Proben 97% intakte
Zellen detektiert. Die Behandlung mit 0,1 mg/l ClO; zeigte eine kleine Verringerung der intakten
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Zellen auf 94%, 0,2 mg/l CIO, bewirken einen Rickgang der intakten Zellen auf 72% und erst die
Behandlung mit 0,4 mg/l CIO; erzeugt einen starken Rickgang der intakten Zellen auf 1%. In den
thermisch behandelten Proben konnten keine intakten Zellen gemessen werden.

Wieder zeigt die SG1PI_DMSO Farbung eine lineare Reduktion der intakten Zellen mit steigender
ClO, Konzentration, was im ersten Blick plausibel erscheint. Durch Zugabe von 0,1 und 0,2 mg/I
ClIO; bei RW als Verdinnungsmittel kann mit der SG1PI_Tris Farbung nur eine geringe Reduktion
der ICC festgestellt werden. Dies kdnnte aber wie bei Abbildung 34 (NaCl verdunnte E. faecium
bereits beschrieben) mit dem hohen ct-Wert von E. faecium (hoher ct-Wert = héhere Resistenz
gegenuber dem Desinfektionsmittel) zusammenhangen.

Abbildung 36 zeigt den Vergleich der Desinfektionswirkung von behandelten E. faecium in NaCl
und in RW, also Abbildung 34 und Abbildung 35 in einem Diagramm. Hier soll eine
Gegenuberstellung der Desinfektionswirkung von E. faecium in Rohwasser und in NaCl verdinnt
erfolgen.

E. faecium ClO2 Experiment in NaCl und Rohwasser:
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A NaCl_DMSO NaCl_Tris-Puffer RW_DMSO RW_Tris-Puffer

100
90 A =
80
70 T
60
o ! 'S
= 50
= T
40 O
30 1 Y
]
20 ths ©
10 T 0\9
0
unbehandelt 0,1 mg/ICIO2 0,2 mg/IClIO2 0,4 mg/IClO2 Hitze

Abbildung 36: Bestimmung der Desinfektionswirkung: E. faecium verdiinnt in NaCl und in Rohwasser, die
jeweiligen Datenpunkte stellen die ICCs (SG1PI Farbung) in Prozent ausgehend von der TCC (SG1
Féarbung) dar

Zuerst werden die Proben, die mit SG1PI_DMSO gefarbt wurden (rosa = RW, lila = NaCl als
Verdinnungsmittel), miteinander verglichen, wobei sich diese sehr &hnlich sind. Die in RW
verdiinnten E. faecium weisen bei jeder ClO, Behandlung einen geringflgig héheren Anteil an
intakten Zellen auf, ein moéglicher Grund dafir wird im ndchsten Absatz erklart. Bei den thermisch
behandelten Proben konnten in RW und in NaCl nur wenige intakte Zellen (<BG) detektiert
werden.

Beim Vergleich der Desinfektionskurven der Proben, die mit SG1PI_Tris gefarbt wurden (grin =
RW, gelb = NaCl als Verdinnungsmittel) fallt auf, dass nach Behandlung mit 0,2 mg/l CIO; E.
faecium in RW verdiinnt deutlich mehr intakte Zellen aufweist. Die Bakterien, die im RW
verdunnt wurden, scheinen gegenuber der Desinfektion resistenter zu sein, als diejenigen die in
NaCl verdinnt wurden. Der Unterschied liegt bei 20%. Dies ist bereits beim Vergleich der
SG1PI_DMSO gefarbten Proben aufgefallen, wobei der Unterschied bei allen CIO-
Behandlungen auftrat und dieser gering ausfiel (im Durchschnitt 4%). Nocker et. al., 2017
berichten Uber die erhdhte Resistenz von autochthonen Bakteriengemeinschaften in
Trinkwasser gegenuber der Desinfektion im Vergleich zu einzelnen Stammen. Hier wird die
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Vielfalt der in echten Gewassern enthaltenen Bakterienflora als Grund fur die hohere
Chlorresistenz genannt (Nocker et al., 2017). Dies konkret kann hier nicht der Grund sein, weil
ein einzelner Stamm behandelt und gemessen wurde. E. faecium wurde aber vor der
Behandlung in 0,1 pm filtriertem RW (die urspriingliche Bakterienflora wurde entfernt) verdinnt,
vielleicht lassen die im RW vorhandenen N&hrstoffe usw. (also diese spezielle Matrix) E.
faecium hartnackiger gegentber CIO, werden.

ct-Wert

Nach Zugabe von 0,4 mg/l CIO, und 30-minttiger Einwirkzeit bei 10 °C kommt es zur Reduktion
von E. faecium in RW verdiinnt um 99% und in NaCl verdiinnt um 99,9%. Die Werte der
SG1PI_Tris_6 uM Farbung wurden herangezogen. Mit Hilfe der Restchlordioxid Konzentration
(Bestimmung durch Amaranthmethode, Seite 50) kann der ct-Wert berechnet werden: ctqg =

C * tggyy, DZW. Ctogg = C * tgg 9.

Der ctogrw) betragt 4,82 mg/I*min und der Ctggonacy betragt 2,45 mg/I*min. Diese Ergebnisse
zeigen, dass E. faecium in RW verdunnt resistenter gegentber CIO; ist, als in NaCl verdunnt.
Denn ein héherer ct-Wert weist auf eine bessere Resistenz gegentber dem Desinfektionsmittel
hin (Schmidt et. al, 2012). Zusatzlich wurde durch Verdinnung der Bakterien im RW und
Desinfektion mit 0,4 mg/l ClIO; nur eine Reduktion von 2 Log Stufen und in NaCl verdinnt von 3
Log Stufen erreicht. Dies bestatigt die Annahme, dass E. faecium in RW verdunnt gegeniber der
ClO2 Konzentration (Ergebnisse DFZ (SG1PI), Seite 74-77) stabiler ist.

Der Vergleich mit dem ct-Wert von Schmidt et al., 2012 (ct99, E. faecium = 0,339) zeigt, dass die
verwendete Methode zur Bestimmung der intakten Zellzahl einen grof3en Unterschied ausmacht.
In der Arbeit von Schmidt et al.,, 2012 wurden zur Berechnung des ct-Wertes die Werte der
kulturellen Methode nach erfolgter Desinfektion herangezogen und in dieser Arbeit die DFZ Werte
nach Farbung mit SG1PI_Tris_ 6 uM. Dies bestatigt, dass bei der kulturellen Methode nach
erfolgter Desinfektion mit CIO, viel weniger intakte Zellen detektiert werden als mit der DFZ,
wahrscheinlich aufgrund des VBNC Zustandes der Bakterien.

CEDA

In Abbildung 37 sind die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Messung von E. faecium,
sowohl in NaCl als auch in Rohwasser verdiinnt, die mit dem fluorogenem Farbstoff CFDA gefarbt
wurden, zu sehen. CFDA kann in alle Zellen eindringen, wird aber nur in intakten Zellen durch
das Vorhandensein des Enzyms Esterase in fluoreszierende Produkte gespalten. Das heil3t je
mehr Esterase Aktivitit detektiert werden kann, desto mehr intakte Zellen sind in der Probe
vorhanden.

E. faecium ClO2 Experiment CFDA:
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Abbildung 37: Bestimmung der Desinfektionswirkung: CFDA Farbung und durchflusszytometrische
Detektion der Esterase Aktivitat von E. faecium in NaCl und Rohwasser verdunnt
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Die Desinfektionswirkung von E. faecium in NaCl verdinnt konnte mit Hilfe der CFDA Farbung
und anschliel3ender durchflusszytometrischen Messung der Esterase Aktivitdt gut abgebildet
werden. Eine anfanglich sehr hohe Esterase Aktivitat der unbehandelten Probe féllt durch die
Zugabe zunehmender ClO; - Konzentration stetig ab. Bei den thermisch behandelten E. faecium
Proben kann keine Esterase Aktivitat mehr gemessen werden.

Bei den Proben, die in Rohwasser verdinnt wurden, tritt ein interessantes Phanomen auf. Die
gemessene Esterase Aktivitdt der unbehandelten Proben erreicht einen &hnlichen Wert wie die
Proben die mit 0,4 mg/l ClIO2 behandelt wurden, obwohl sie bei den unbehandelten Proben am
hochsten sein sollte. Es stellt sich hier die Frage warum die Esterase Aktivitdt bei den in RW
verdinnten unbehandelten Proben nicht adaquat detektiert werden konnte. Um zu testen ob dies
eine Besonderheit von dem hier verwendetem RW ist, wurde E. faecium in 4 verschiedenen
Rohwassern (jeweils aus einer anderen Quelle) verdiinnt. Diese wurden dann unbehandelt und
nach Zugabe von 0,1 mg/l ClIO; mit CFDA gefarbt und durchflusszytometrisch gemessen.

ClO2 Experiment: Matrixeffekt Test CFDA
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Abbildung 38: CFDA Farbung von E. faecium in 4 verschiedenen Rohwassern und NaCl verdiinnt mit
nachfolgender durchflusszytometrischen Messung der Esterase Aktivitat; unbehandelte und mit 0,1 mg/l
ClO2 desinfizierte Proben

Wie in Abbildung 38 zu sehen ist tritt dieser Effekt in allen hier getesteten Rohwassern auf und
lasst darauf schlieRen, dass die unzureichende Detektion der Esteraseaktivtat von E. faecium in
allen Rohwassern, wenn keine Behandlung stattgefunden hat, gegeben ist. In den unbehandelten
Proben wurde nur eine geringe Esterase Aktivitdt gemessen. Erst durch die Zugabe von CIO;
wurde eine hohere Aktivitat detektiert. Vermutlich kann CFDA, wenn RW als Verdinnungsmatrix
dient, nicht gut in die Zellen eindringen oder wird durch Komponenten des Wassers zerstort. Erst
nach Zugabe von ClO,, oder wenn NaCl als Verdinnungsmedium verwendet wird, kann die
Esterase Aktivitat adaquat gemessen werden. Dies zeigt, dass die Anwendung der CFDA
Farbung fir vor allem unbehandeltes RW eine Herausforderung darstellt. Es ist wichtig dieses
Farbeprotokoll mit autochthonen Bakteriengemeinschaften in verschiedenen Rohwassern und
mit Rohwassern die unterschiedlich desinfiziert wurden zu testen.

In Abbildung 37 ist ab einer Zugabe von 0,1 mg/l CIO, zu den in Rohwasser verdiinnten E.
faecium (griine Kurve) die Desinfektionswirkung gut erkennbar. Die Esterase Aktivitat nimmt
stetig ab und bei den thermisch behandelten Proben ist keine Aktivitat mehr detektierbar. Wie
schon bei der SG1PI Farbung aufgefallen ist, ist auch bei der CFDA Farbung die Esterase
Aktivitat bei den in RW verdunnten E. faecium bei allen ClO2 behandelten Proben etwas hoher
als bei den in NaCl verdiinnten. Der Grund konnte, wie oben schon beschrieben, eine erhdohte
Resistenz der Bakterien in der Matrix des Rohwassers gegenuber der Desinfektion sein.
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Diese Arbeit und zahlreiche Studien haben alle gemein, dass Kulturen (im Labor geziichtete
Bakterien) behandelt wurden und dann mit unterschiedlichen CFDA - Farbeprotokollen
durchflusszytometrisch die Esterase Aktivitat bestimmt wurde. Interessant ware es diese
Protokolle mit autochthonen Trinkwasserbakterien zu testen.

Zu diesem Thema berichten Zunabovic et al., 2018, dass CFDA bei natirlichen Wasserproben
erfahrungsgemal wesentlich geringere Fluoreszenzsignale erzeugt, daher ist die Anwendung
besonders durch eine schwierige Abtrennbarkeit der Zell-Signale vom Signalhintergrund
eingeschrankt, wenngleich etwa die Auswirkungen einer Desinfektion deutlich sichtbar gemacht
werden kénnen (Zunabovic-Pichler et al., 2018). In Abbildung 39 wird ein unbehandeltes Wasser
und ein Wasser nach Chlorung nach der Farbung mit CFDA gegeniibergestelit.

_ _KQ, unbehandeit - _KQ, gechiort

Abbildung 39: Gegentberstellung von Streudiagrammen der Griin- und Rot-Fluoreszenz (Farbung mit
CFDA) fur Proben vor und nach einer Chlorung (Karstquellwasser). Die Anzahl an Detektion rechts der
roten Linie betragt 20.000 pro ml fur die unbehandelte Probe (TCC mit SG1: 100.000) bzw. 3.000 pro ml
fur die gechlorte Probe (TCC mit SG1: 50.000) (Zunabovic-Pichler et al., 2018)

Interessant wére der Versuch durch Zugabe von Kontrastmitteln (z.B. Brilliant Blue R), wie Giulini
et al., 2015 zur Verbesserung des Signal-Rausch-Verhaltnis empfehlen, die Abtrennbarkeit der
Zell-Signale vom Signalhintergrund zu erleichtern.
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5.2.2.2 Ergebnisse ATP Methode

Eine weitere Mdglichkeit die Desinfektionswirkung zu beschreiben bietet die ATP Methode. ATP
ist ein universeller Energietrdger und daher ubiquitar in lebenden Zellen vorhanden, umso
weniger intrazellulares ATP detektiert werden kann, desto weniger intakte Zellen sind in der Probe
vorhanden. Zur Berechnung des IC ATPs muss die Probe selbst (= Gesamt-ATP) und die filtrierte

Probe (= EC ATP) gemessen werden. Das IC ATP wird dann folgendermalf3en berechnet: IC ATP
= Gesamt-ATP — EC ATP.

In
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Abbildung 40 sind die Ergebnisse der ATP Messung von E. faecium in steril filtriertem NaCl
verdinnt nach erfolgter Desinfektion und Messung mit Hilfe des ATP Assays abgebildet. Die ATP
Methode wurde wie in Kapitel 4.4 beschrieben eingesetzt und das intra- (IC) und extrazellulare

(EC) ATP wurden berechnet. Der Blindwert von NaCl betragt im Mittel 166 cps und liegt unter der
Bestimmungsgrenze.

ClO2 Experiment: ATP NaCl
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Abbildung 40: Bestimmung der Desinfektionswirkung: E. faecium in steril filtriertem NaCl verdinnt — ATP
Ergebnisse

Bei den in NaCl verdiunnten Proben ist die Desinfektionswirkung durch Anwendung der ATP
Methode gut ersichtlich. Es kommt zu einem stetigen Abfall des IC-ATPs bis bei 0,4 mg/l CIO;
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und den thermisch behandelten Proben kein IC-ATP (jeweils < NG) nachgewiesen wird. EC-ATP
wurde nur in den thermisch behandelten Proben gemessen und hier nur in geringer
Konzentration.

In Abbildung 41 sind die Ergebnisse der ATP Messung von E. faecium in steril filtriertem
Rohwasser verdinnt dargestellt. Der Blindwert von RW betragt im Mittel 149 cps und liegt unter
der Bestimmungsgrenze.

ClO2 Experiment: ATP Rohwasser
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Abbildung 41: Bestimmung der Desinfektionswirkung: E. faecium in steril filtriertem Rohwasser verdinnt —
ATP Ergebnisse

Wieder ist die Desinfektionswirkung durch den stetigen Abfall des IC-ATPs mit erhdhter CIO;
Konzentration gut erkennbar. EC-ATP ist nur bei den thermisch behandelten Proben messbar
und hier in einer héheren Konzentration als das IC-ATP der unbehandelten Proben. Dieses
Ph&nomen wird auch in anderen Studien beobachtet, wobei es meist in Kombination mit einer
hohen Dosis an Oxidationsmitteln beschrieben wird. Nescerecka et al., 2016b erhielten nach
Desinfektion mit 5,6 mg Cl> L ein mehr als zweifach hoheres Gesamt-ATP im Vergleich zu der
anfanglichen Gesamt-ATP-Konzentration der unbehandelten Probe. Dies deutet darauf hin, dass
zusatzliches ATP entweder synthetisiert wurde oder dass der ATP-Nachweis nach aggressiver
Desinfektion verbessert wurde. Auflerdem kann die Chlorung zur Hemmung von ATP-
assoziierten Enzymen fithren. Somit wird in stark gechlorten Proben die ATP-Hydrolyse sofort
gehemmt, und dies kénnte zum Nachweis der gesamten ATP filhren, von denen ein Teil unter
normalen und / oder weniger stressigen Bedingungen durch die ATP-Hydrolyse schnell in Energie
fir den bakteriellen Stoffwechsel umgewandelt wird. Zusétzlich wurde dies mit Hitzeschock-
Experimenten untersucht, die zeigten, dass nach starker thermischer Behandlung der Proben
das gemessene Gesamt-ATP auch wesentlich héher war als die Werte, die in unbehandelten
Kontrollproben gemessen wurden. Dies legt nahe, dass die beobachteten erhéhten Gesamt- und
EC-ATP-Konzentrationen nicht nur fur oxidativen Stress spezifisch sind, sondern auch in engem
Zusammenhang mit einer schweren Schadigung der Bakterienmembran stehen (Nescerecka,
2016b).

In Abbildung 41 fallt auRerdem auf, dass bei den thermisch behandelten Proben IC-ATP
vorhanden ist. Ein Vergleich mit den Ergebnissen der SG1PI und CFDA Farbung zeigt, dass bei
den thermisch behandelten Proben eigentlich alle Zellen permeabilisiert wurden und daher kein
IC-ATP vorhanden sein sollte. Die Berechnung des IC-ATP erfolgt durch: IC-ATP = Gesamt-ATP
— EC-ATP. Da fur die Messung des EC-ATPs ein zusatzlicher Filtrationsschritt notwendig ist,
konnte durch diesen ATP verloren gegangen sein, dadurch bleibt bei der Berechnung des IC-
ATPs eine Differenz ubrig.
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Ein Vergleich der zwei Verdinnungsmedien (NaCl und RW) zeigt, dass Unterschiede bei den
Ergebnissen der ATP Konzentrationen erkennbar sind. Nach Zugabe hoherer CIO;
Konzentrationen (ab einer Konzentration von 0,2 mg/l ClO;) wurde bei der Bakteriensuspension
von E. faecium die in Rohwasser verdinnt wurde héheres (im Mittel 0,071 nM Unterschied) IC-
ATP detektiert. Dies weist auf einen héheren Anteil an intakten Zellen in den RW verdiinnten E.
faecium im Vergleich zu den NaCl verdiinnten Bakterien hin. Bei den unbehandelten Proben und
nach einer Behandlung mit 0,1 mg/l ClO2 wurde aber bei den mit NaCl verdiinnten Proben héhere
IC-ATP Konzentrationen gemessen. In dieser Hinsicht ware es sinnvoll den ATP Assay in
verschiedenen Verdiinnungsmedien zu testen, um herauszufinden ob unterschiedliche Matrices
diesen beeinflussen kénnen.

EC-ATP konnte nach der CIO, Desinfektion weder in den NaCl noch in den RW verdinnten E.
faecium Proben detektiert werden. Dies beobachteten auch Nescerecka et al., 2016b in ihrer
Studie mit E. coli: Bei niedrigen Chlorkonzentrationen konnte eine Verringerung des IC-ATPs und
Gesamt-ATPs gemessen werden, das EC-ATP erhthte sich aber nicht. Aufgrund des
beobachteten Verlusts von IC-ATP schlagen sie vor, dass die niedrigen Chlorkonzentrationen
eindeutig subzellularen Schaden verursachten, der die membrangebundenen Funktionen
beeinflusste. Die gleichzeitige Abnahme von IC-ATP und Gesamt-ATP, wahrend EC-ATP nicht
beeinflusst wurde, zeigt an, dass ATP intrazellular hydrolysiert wurde und die ATP-Hydrolyserate
hoher war als die ATP-Synthese. Nescerecka et al., 2016b beobachteten eine Abnahme des IC-
ATPs mit steigenden Chlorkonzentrationen, aber EC-ATP stieg nur wenn die Chlordosis 0,35
mg/l Gberschritt. Ein weiterer Grund fur das Nicht Vorhandensein von EC-ATP kénnte ATP-Abbau
aufgrund von extrazellularen Enzymen sein (Nescerecka et al., 2016b).

In der vorliegenden Arbeit konnte aber auch bei der héchsten CIO, Konzentration (0,4 mg/l) kaum
EC-ATP ermittelt werden. Die einzigen hoheren EC-Werte wurden in der thermisch behandelten
in RW verdinnten Probe (wie bereits weiter oben beschrieben wurde) gemessen. Warum also
konnten in den 0,4 mg/l CIO2 behandelten Proben und in den in NaCl verdiinnten und thermisch
behandelten Proben kein EC-ATP nachgewiesen werden, obwohl, wie in den
durchflusszytometrischen Ergebnissen ersichtlich ist, alle Zellen permeabilisiert wurden und
daher das ATP aus den Zellen heraustrat?

Eine mdgliche Erklarung ware, dass ClO; ab einer gewissen Konzentration das frei gesetzte ATP
zerstort. Zu diesem Thema haben Trifft und Spiegel ,1976 eine Arbeit zum Thema Anwendung
der ATP Methode nach erfolgter Desinfektion herausgebracht. Damit ATP als Mal3 fur die
Desinfektion dienen kann, dirfen die Desinfektionsmittel, im Fall ihrer Arbeit ClIO, und Cl;, die
Biolumineszenzreaktion nicht stéren. Sie fanden heraus, dass bei den ClIO, Konzentrationen, die
fur die normale Desinfektion von Trinkwasser verwendet werden, bei einer Expositionszeit von
60 Sekunden nur eine geringfiigige Stérung erzeugt wird (Tifft & Spiegel, 1976). Auch Nescerecka
et al., 2016b beschaftigten sich mit dem Thema und kamen zu dem Schluss, dass EC-ATP bei
typischen Trinkwasserkonzentrationen an Chlor mindestens funf Minuten lang stabil bleibt, dass
aber hohe Chlorkonzentrationen ATP-Molekiile oxidieren kdnnen.

Da in dieser Arbeit nach erfolgter Desinfektion eine 30-minitige Einwirkzeit (in den vorher
beschriebenen Studien waren es nur 1 bzw. 5 Minuten) verwendet wurde ist es mdglich, dass
das EC-ATP wegen der langen Exposition durch CIO, zerstért wurde. Um diese Hypothese zu
Uberprifen, missten weitere Experimente zur Stabilitdt von EC-ATP nach Desinfektion mit
unterschiedlichen ClO2-Konzentrationen und verschiedenen Einwirkzeiten durchgefiihrt werden.

Jetzt bleibt noch die Frage offen warum in den thermisch behandelten NaCl verdiinnten Proben
kaum EC-ATP nachgewiesen werden konnte. Mdglicherweise wird das EC-ATP durch NacCl
zerstort. Dazu miissten weitere Versuche zur Uberpriifung der Stabilitit von EC-ATP in
physiologischer Kochsalzldsung durchgefiihrt werden.
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5.2.2.3 Ergebnisse der kulturellen Methoden

In dieser Arbeit wurde die Desinfektionswirkung zuséatzlich mit Hilfe der traditionellen
heterotrophen Koloniezahl (HPC) auf TS Agar getestet. In Abbildung 42 sind die Ergebnisse in
einem Balkendiagramm dargestellt. Da die Anzahl der koloniebildenden Einheiten (KBE) bei einer
Zugabe von 0,1 mg/I CIO- so gering sind, dass sie im Balkendiagramm fast nicht mehr erkennbar
sind, wurde die Anzahl der KBE/ml Probe in Tabelle 8 zusétzlich in Zahlen veranschaulicht.

ClO2 Experiment: kulturell

H NaCl Rohwasser
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Abbildung 42: Bestimmung der Desinfektionswirkung: Ergebnisse der heterotrophen Plattenkoloniezahl
(HPC) auf TS Agar: E. faecium in Rohwasser und NaCl verdiinnt; KBE = koloniebildende Einheit

Tabelle 8: Bestimmung der Desinfektionswirkung: KBE/ml in Zahlen

NaCl RW

Behandlung KBE Stabw Behandlung KBE Stabw
0 mg/I Cl02 840000 86023 0 mg/I Cl02 878333 10274
0,1 mg/I ClO2 54 102 0,1 mg/I ClO2 15 8
0,2 mg/I ClO2 0 0 0,2 mg/I ClO2 0 0
0,4 mg/I ClO2 0 0 0,4 mg/1 ClO2 0 0
Hitze 90°C 4 min 0 0 Hitze 90°C 4 min 0 0

Die KBE pro ml der unbehandelten Proben (840.000+86.023 KBE/ml fur NaCl und
878.333+10.274 KBE/ml fur RW als Verdiinnungsmittel) sind hoéher als die ICC Werte der
Durchflusszytometrie (638.221+ 60.531 ICC/ml fir NaCl und 638.587+ 55.863 ICC/ml fir RW als
Verdinnungsmittel). Das heil3t es konnten mit dem TS Agar alle intakten Zellen der
unbehandelten Probe kultiviert werden, die héheren KBE Werte im Vergleich zur ICC kdnnen
aufgrund von Pipettierfehler zustande kommen.

Nach ClO; Zugabe fallen die KBE/ml bei der Kultivierungsmethode stark ab, namlich bei einer
Zugabe von 0,1 mg/l ClO; auf 54 bzw. 15 KBE/ml. Ab einer Zugabe von 0,2 mg/I ClO2 und bei
den thermisch behandelten Proben wurden keine KBE nachgewiesen. Bei den
durchflusszytometrischen Messungen wurden sowohl bei der SG1PI (Tris Puffer und DMSO als
Lésungsmittel) als auch bei der CFDA Farbung nach Zugabe von 0,1 mg/l CIO, deutlich mehr
intakte Zellen gemessen als bei der kulturellen Methode. Auch bei den Proben nach 0,2 mg/I CIO;
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Zugabe wurden durchflusszytometrisch intakte Zellen detektiert. Dies deutet darauf hin, dass
nach ClO, Behandlung der korrekte Wert der intakten Zellen von E. faecium, zumindest mit dem
TS Agar, nicht mehr abzubilden ist. Viele Zellen gelangen wahrscheinlich in den VBNC (viable
but not culturable) - Zustand und kénnen daher auf dem Nahrboden nicht mehr wachsen. Phe et
al., 2005 schreiben, dass kulturelle Methoden die tatsachliche Anzahl lebensféhiger Zellen in
einer Trinkwasserprobe erheblich unterschétzen, insbesondere wenn Stressbehandlungen wie
oxidative Prozesse angewendet werden (Phe et al., 2005).

Hammes et al.,, 2011 schreiben aber auch, dass die Kultivierung der zuverlassigste
Einzelnachweis fur die Lebensfahigkeit bleibt, wenn das geeignete Wachstumsmedium und die
Kultivierungsbedingungen fiir den Organismus bekannt sind (Hammes et al., 2011).

Deswegen ist es wichtig die Ergebnisse folgendermallen zu interpretieren. Die
Desinfektionswirkung in Proben von E. faecium konnte, unter den in dieser Arbeit verwendeten
Bedingungen (TS Agar, Temperatur, usw.), mit Hilfe der HPC Methode nicht korrekt dargestellt
werden.

5.2.2.4 Vergleich der Ergebnisse

Hier erfolgt der Vergleich der Ergebnisse der verschiedenen angewendeten Methoden zur
Detektion von intakten Zellen E. faecium in NaCl verdiinnt, dieser ist in

Tabelle 9 dargestellt. Es wird bei jeder Methode vom Wert der intakten Zellen der unbehandelten
Probe ausgegangen =100%.

Tabelle 9: Bestimmung der Desinfektionswirkung: Vergleich der verschiedenen Methoden zur Detektion
der intakten Zellen; Laborexperiment, E. faecium in NaCl

ICC % Tris-  1CC%

Behandlung Puffer DMSO ICATP % CFDA % KBE%
unbehandelt 100 100 100 100 100
0,1 mg/I ClO2 90,47 71,69 22,03 30,2 0,006
0,2 mg/I ClO2 52,91 27,01 4,55 8,5 0
0,4 mg/I ClO2 1,12 0,57 0,44 2,1 0
Hitze 0,02 0,02 0,11 0,8 0

Bei den Ergebnissen der ATP Methode und der Durchflusszytometrie (SG1PI und CFDA) ist eine
kontinuierliche Abnahme des Signals fur die intakten Zellen mit Erhéhung der CIO; Konzentration
erkennbar. Nach Zugabe von 0,4 mg/l CIO bzw. bei den thermisch behandelten Proben kann bei
diesen Methoden nur mehr ein geringes Signal detektiert werden. Die kulturelle Methode weicht
von den Ergebnissen der anderen Methoden véllig ab und es kénnen bereits nach Zugabe von
0,1 mg/l ClO, weniger als 0,01 % der KBE/mI, ausgehend von der unbehandelten Probe,
wachsen.

Am besten passen die Ergebnisse der ATP Methode und der CFDA Farbung zusammen.
Hammes et al., 2011 beschreiben in einer Studie die Esterase Aktivitat zusammen mit mehreren
anderen Lebensfahigkeitsparametern in verschiedenen Trinkwasserproben. In dieser Studie
wurde hervorgehoben, dass eine relativ gute Korrelation zwischen der Konzentration der
Esterase-positiven Zellen und der ATP-Konzentration in den Wasserproben gefunden wurde
(Hammes et al., 2011).

Nach einer Zugabe von 0,4 mg/l CIO; und bei den thermisch behandelten Proben konnten im
Vergleich zu den anderen Methoden relativ hohe Esterase Aktivitaten gemessen werden. Das
konnte daran liegen, dass nach erfolgter Desinfektion die Esterasen nicht sofort ihre Aktivitat
verlieren missen. Dazu schreiben Hammes et al., 2011 weiters, dass die eigentliche Spaltung
(Substrat-Enzym-Reaktion) unabhangig von der Zellenergie ist. Daher legt der Nachweis der
Enzymaktivitét nicht notwendigerweise die Lebensfahigkeit der Zellen nahe und es ist sehr
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wahrscheinlich, dass kurzlich abgetotete Zellen immer noch enzymatische Aktivitdt aufweisen
(Hammes et al., 2011).

Der Abfall der ICC bei der SG1PI Farbung nach 0,1 mg/l und 0,2 mg/l ClO, Zugabe ist im
Vergleich zu den anderen Methoden gering, ab einer CIO, Konzentration von 0,4 mg/l fallt die
ICC fast auf null Prozent. Bei moderateren ClO; Dosen (0,1 und 0,2 mg/l) ist die Reihenfolge der
intakten Zellen permeabilisierte Membran > Esterase Aktivitdit > ATP > KBE. Ab einer
Konzentration von 0,4 mg/l ClO2 und bei den thermisch behandelten Proben &ndert sich die
Reihenfolge auf Esterase Aktivitat > ATP > Membranpermeabilisierung > KBE.

Der Vergleich von DFZ mit SG1PI Farbung und den anderen Methoden zeigt, dass die Werte
der SG1PI Farbung in DMSO geldst besser mit den anderen Methoden zusammenpasst. Wenn
Tris-Puffer als Losungsmittel fir SG1PI verwendet wird werden nach Zugabe von 0,1 und 0,2
mg/l CIO, deutlich mehr intakte Zellen detektiert als bei allen anderen Methoden. Welche nun
die ,richtige“ Methode ist, lasst sich aus den in dieser Arbeit durchgefiihrten Ergebnissen nicht
eindeutig sagen. Einerseits spricht viel dafur, dass DMSO zusétzlich intakte geschwéachte
Zellen zerstort (siehe Kapitel 5.2.1: Einflussfaktoren auf die SG1PI Farbung), aber im
Methodenvergleich wirde SG1PI in DMSO gel6st besser zu den Werten der anderen Methoden
passen. Deswegen ist es notwendig weitere Versuche zur Beeinflussung von Bakterien durch
DMSO durchzuftihren.

Hammes et al., 2010 veranschaulichen den Vorteil der Kombination von Durchflusszytometrie-
und zellgebundenen ATP-Messungen zur Charakterisierung mikrobiologischer Veranderungen
wahrend der Wasserbehandlung. Wahrend sich die beiden unabhéangigen Methoden weitgehend
bestétigten und ein ahnliches grundlegendes Gesamtmuster zeigten, ermdglichten sie auch einen
detaillierteren Einblick in das spezifische mikrobielle Verhalten wahrend jedes
Behandlungsschritts. Es besteht allgemein Einigkeit dariiber, dass eine Kombination von
Methoden, die sich auf verschiedene Lebensfahigkeitsindikatoren konzentriert, jeder einzelnen
Methode Uberlegen ist, vor allem wenn natirliche mikrobielle Gemeinschaften bewertet werden
(Hammes et al., 2010). Diskrepanzen zwischen IC-ATP und ICC kénnen sich auch aus der
Zellmorphologie, der Bakterienart und dem physiologischen Zustand ergeben (Nescerecka et al.,
2014).

5.2.2.5 Ergebnisse des ClO2-Experiments Wachstumspotential

Um zu ermitteln ob E. faecium in steril filtriertem Rohwasser verdinnt nach erfolgter Desinfektion
die Fahigkeit zur Wiederaufkeimung besitzt, wurden die Proben bei 15 Grad gelagert. An den
Tagen 0, 3, 7, 10 und 13 bzw. 14 wurden die TCC, die ICC und die Enzymaktivitat
durchflusszytometrisch gemessen. Zusatzlich wurde das WP durch die ATP Methode bestimmt
(beim ersten Versuch nicht an allen Tagen). Zur Bestimmung der ICC wird die SG1PI_Tris_6uM
Farbung verwendet und wird im Folgenden SG1PI Farbung genannt.

In Abbildung 43 sind die Ergebnisse der SG1PI Féarbung des 1. Versuchs dargestellt. Im
Diagramm sind die SG1 Farbung, also die Gesamtzellzahl (TCC) der unbehandelten Probe und
die SG1PI Farbung, also die intakte Zellzahl (ICC) der unbehandelten und der CIO, behandelten
Proben abgebildet.
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WP ClO2 Experiment 1. Versuch: SG1 und SG1PI
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Abbildung 43: Bestimmung der Desinfektionswirkung: Ergebnisse Wachstumspotential 1. Versuch: SG1
Farbung der unbehandelten Probe und SG1PI Farbung der unbehandelten und mit CIO2 behandelten
Proben

Bei der unbehandelten Probe ist ein geringes Wachstum ab dem 7. Tag der Lagerung zu
erkennen, von Tag 10 bis Tag 13 kommt es zu einer Erhdhung der ICC um rund 250.000
Zellen/ml. Bei der 0,1 mg/l ClIO, behandelten Probe verringert sich die ICC von Tag 0 zu Tag 3
und bleibt bis Tag 13 stabil, wobei am 7. und 10. Tag keine SG1PI Farbung durchgefiihrt wurde.
Die TCC Werte von den Tagen 7 und 10 (im Diagramm nicht eingezeichnet) zeigen aber
konstante Werte. Die Probe, die mit 0,2 mg/l CIO. desinfiziert wurde wies am Tag der
Durchfiihrung (Tag 0) noch eine geringe ICC von 154.000 Zellen/ml auf, diese verringerte sich
bis Tag 3 und auch in den darauf folgenden Tagen auf eine verschwindend geringe Zahl (in
diesem Diagramm nicht mehr erkennbar). Die wenigen Zellen, die die Desinfektion Uberlebten,
konnten sich anscheinend nicht erholen. Die Zugabe von 0,4 mg/l lies ab Tag 0 so gut wie keine
intakten Zellen tbrig und es kam in den 13 Tagen Lagerung auch zu keiner Wiederaufkeimung.

In Abbildung 44 sind die Ergebnisse des 2. Versuchs vom ClO, Wachstumspotential Experiment
dargestellt.

WP ClO2 Experiment 2. Versuch: SG1 und SG1PI
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Abbildung 44: Bestimmung der Desinfektionswirkung: Ergebnisse Wachstumspotential 2. Versuch: SG1
Féarbung der unbehandelten Probe und SG1PI Farbung der unbehandelten und mit ClO2 behandelten
Proben
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Der 2. Versuch liefert groRtenteils ahnliche Ergebnisse, wie der erste. Die
Wachstumspotentialkurven der 0,2 mg/l bzw. der 0,4 mg/l ClO, Zugabe sind denen des 1.
Versuchs sehr ahnlich mit der Ausnahme, dass am 3. Tag nach 0,2 mg/l CIO» Zugabe geringfligig
mehr ICC detektiert wurden. Die ICC der 0,1 mg/l CIO, Desinfektion sinkt bis Tag 7 um ca.
200.000 Zellen, steigt bis Tag 7 wieder um ca. 100.000 Zellen an und sinkt bis zum 14. Tag
wieder etwas. Bei der unbehandelten Probe kommt es zu einer Erhéhung der ICC von Tag 3 bis
Tag 7 um ca. 200.000 Zellen/ml Probe, dann sinkt diese wieder bis Tag 14 um ca. 100.000 Zellen.
Mdglicherweise muss sich E. faecium in den ersten Tagen noch an die Wassermatrix und
Temperatur von 15 °C gewohnen, von Tag 3 bis Tag 7 haben sie alle N&hrstoffe aufgebraucht
und befinden sich ab dann in der Absterbephase. Ein moglicher Grund fir die Abweichungen
zwischen den zwei Versuchen kénnte eine unterschiedliche Beschaffenheit der beiden 0,1 um
filtrierten Rohwasser sein, z.B. eine andere Verfigbarkeit der Nahrstoffe. Das RW stammt zwar
von derselben TWVA und dem gleichen Probenahmetag, aber der 2. Versuch wurde 2 Monate
spéater durchgefihrt, daher wurde das filtrierte RW bis dahin bei 4 °C gelagert.

Im Allgemeinen werden ab einer Konzentration von 0,2 mg/l ClIO, die meisten E. faecium
abgetotet, diese kdnnen sich bei einer weiteren Lagerung von 13 bzw. 14 Tagen bei 15°C nicht
regenerieren, sondern sterben bis zum 3. bzw. spatestens 7. Tag ab.

Beim 2. Versuch wurde das WP des CIO; Experiments durchflusszytometrisch durch die CFDA
Farbung erganzt. Da die Esterase Aktivitdt der unbehandelten Rohwasser Proben
(wahrscheinlich aufgrund von Zerstérung der Esterasen durch unbekannte Stoffe im Rohwasser)
bei den voran gegangenen Versuchen nur unzureichend detektiert werden konnte, war
interessant ob sich durch die Lagerung die Bedingungen, in Bezug auf die Detektion der Esterase
Aktivitat, verandern. Es wurde zusatzlich ein zweites unbehandeltes RW einer anderen TWVA in
das Experiment hineingenommen, das auch schon bei dem kleinen Versuch ,Matrixeffekt* mit
dabei war. Abbildung 45 zeigt die Ergebnisse dazu.
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Abbildung 45: Bestimmung der Desinfektionswirkung: Wachstumspotential E. faecium in Rohwasser
verdunnt: CFDA Farbung und durchflusszytometrische Messung

Die Anfangswerte der Esterase Aktivitat der ClIO, behandelten Proben sind mit den voran
gegangenen Experimenten vergleichbar. Bei der Lagerung verringert sich diese bei jeder
Behandlungsstufe nach ein paar Tagen geringfligig, aber stetig. Eine Verringerung der Esterase
aktiven Zellen gegen Null, so wie es bei der ICC durch Messung mit SG1PI_Tris ab einer Zugabe
von 0,2 mg/l CIO- der Fall ist, ist nicht ersichtlich.
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Wang et al., 2010a berichten diesbezuglich auch, dass vollstandig permeabilisierte Zellen immer
noch Esterase Aktivitat zeigten (Wang et al., 2010a). Eine erhéhte Enzymaktivitat, die durch das
Abwehrsystem von Zellen unter Stress ausgeldst wird, kann zum erhfhten Prozentsatz an
Esteraseaktiven Zellen beitragen. Es wurde berichtet, dass E. coli-Zellen, die thermisch abgetétet
wurden (60 ° C fur 30 Minuten), auch noch restliche Esterase Aktivitdten aufweisen (Villarino et
al. 2000). Daher ist die Esterase Aktivitat nicht der genaueste Parameter zur Beurteilung der
Desinfektionseffizienz durch freies Chlor oder Hitze an E. coli-Zellen (Wang et al., 2010a).

Auffallig sind die Ergebnisse der zwei unbehandelten Rohwasserproben, welche am Tag des
Experiments ebenfalls mit den Werten der Esterase Aktivitat der vorangegangenen Versuche
(Abbildung 37) Ubereinstimmen. Die Esterase Aktivitdit nimmt aber wahrend der 14 Tage
Lagerung standig zu und scheint am 14. Tag noch immer nicht ihren H6hepunkt erreicht zu
haben. Dies bestatigt die Annahme, dass im unbehandelten RW Substanzen vorhanden sind, die
entweder das Eindringen von CFDA in die intakten Zellen verhindern, oder CFDA zerstéren bevor
es die Zellen passieren kann. Erst durch die Lagerung scheinen diese Komponenten schon
langsam, durch vermutlichen Zerfall, ihre Wirkung zu verlieren und CFDA kann wieder in die
Zellen eindringen, in den intakten Zellen von den vorhandenen Esterasen gespalten und dadurch
durchflusszytometrisch gemessen werden. Zu klaren ware noch, welche Substanzen das sind
und wie man diese durch eine Vorbehandlung spezifisch beseitigen kdnnte, um dann mit der
CFDA Farbung bei autochthonen unbehandelten Wassern mdoglicherweise brauchbare
Ergebnisse zu erhalten. Aus den Experimenten dieser Arbeit kann geschlossen werden, dass
NaCl als Verdinnungsmatrix diese Stoffe nicht beinhaltet und ClO, diese stérenden
Komponenten offenbar zerstort.

Die Versuche des Wachstumspotentials vom CIO, Experiment wurden ebenfalls mit der ATP
Methode gemessen. In Abbildung 46 bis Abbildung 49 sind jeweils die Ergebnisse der
unbehandelten und der CIO, behandelten Proben von den zwei Versuchen dargestellt.
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do d3 dl3

CATP BMECATP ICATF BMECATP

Abbildung 46: Bestimmung der Desinfektionswirkung: Wachstumspotential ATP Methode: E. faecium in
Rohwasser verdiinnt und bei 15 °C gelagert; unbehandelte Probe

Bei den unbehandelten Proben verringert sich das IC-ATP bis Tag 3 geringfligig und steigt dann
bis Tag 13 bzw. 14 an. Wobei, so wie bei der SG1PI Farbung schon aufgefallen ist, fallt das
Wachstum beim 1. Versuch hoher aus. Beim 2. Versuch musste das IC-ATP, wenn man es mit
den Ergebnissen der SG1PI Farbung vergleicht, eigentlich von Tag 7 auf Tag 14 wieder sinken,
aber die ATP Werte zeigen den Hohepunkt des Wachstums am 10. Tag und erst dann wieder
eine geringe Abnahme des IC-ATPs.

Um dies erklaren zu koénnen werden zunachst die ATP Werte/Zelle beider Versuche
gegenubergestellt. Bei der Berechnung der ATP Werte pro Zelle werden die ICC Werte der
unbehandelten Proben an den jeweiligen WP Tagen herangezogen. Tabelle 10 zeigt die ATP
Werte pro Zelle in nM fur beide Versuche an verschiedenen WP Tagen.
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Tabelle 10: WP beide Versuche: Vergleich ATP Werte/Zelle an unterschiedlichen Tagen

LET 1. Versuch 2. Versuch
nM ATP/Zelle nM ATP/Zelle
do 1,5E-05 3,9E-06
d7 8,7E-06
di3/d14 1,0E-05 1,2E-05

Es ist ersichtlich, dass die ATP/Zelle Werte beim zweiten Versuch etwas niedriger ausfallen,
wobei sie sich zum Schluss des Wachstumspotential Versuchs (d13/14) fast angleichen.
AuRerdem fallt auf, dass beim 2. Versuch die ATP/Zelle Werte am 7. Tag héher und am 14. Tag
noch hoher ausfallen als zu Beginn des Experiments.

Eine mdgliche Erklarung liefern Nescerecka et al., 2016b, wo beschrieben wird, dass das
Zellvolumen die ATP-Werte pro Zelle beeinflusst, die normalerweise wahrend der exponentiellen
Wachstumsphase héher sind. Dies erklart weitgehend eine eher schwache Korrelation zwischen
IC-ATP und ICC. Im Gegensatz dazu korrelierten ATP per Zellwerte stark mit der relativen
ZellgroRe und IC-ATP Kkorrelierte daher gut mit dem relativen Biovolumen. Diese Daten zeigen
den Einfluss der ZellgréRRe, in diesem Fall bezogen auf den physiologischen Zustand der Zellen
(Wachstum), auf die Interpretation der ATP-Daten sowie den Vorteil der gemeinsamen
Verwendung von DFZ und ATP (Nescerecka et al., 2016b).

Beim 2. Versuch ist die Erhéhung der ICC geringer als die Zunahme der ATP-Konzentration. Die
Zellzahl erhéht sich wahrend der Lagerung nur geringfiigig, aber die Zellen werden gréf3er, also
das Biovolumen wird mehr und damit auch das IC-ATP.

Farhat et al., 2018 schreiben ebenfalls, dass bei der Prifung des Wachstumsausmalies von
verschiedenen einheimischen Mikroben Gemeinschaften in demselben Wassertyp, die Zunahme
von ATP durch Zugabe von einfachen Kohlenhydraten nicht den gleichen Trend wie die Zunahme
der Zellzahl zeigte. Die Autoren fuhren die Diskrepanz zwischen den ATP-Ergebnissen und den
DFZ-Ergebnissen auf die Art der ATP-Messung und die Mdglichkeit zurlick, den Peak-ATP-Wert
zu verfehlen. Kirzlich durchgefiihrte Studien unter Verwendung von Online-ATP-Messungen
zeigten einen raschen Anstieg, aber auch ein schnelles Absinken der ATP Werte, insbesondere
wenn einfache Kohlenstofftypen wie Acetat hinzugefigt werden. Dementsprechend kdnnen
Offline-ATP-Messungen (da nur punktuelle Messungen an verschiedenen Tagen erfolgen)
moglicherweise die Spitze des ATP-Werts verfehlen, was eine ungenaue Endpunktinterpretation
des Wachstums ergibt (Farhat et. al, 2018). Wie in der Studie von Nescerecka et al.,2016b zu
sehen ist, bleibt die ATP-Lumineszenz ein zellassoziierter Parameter, der je nach
Wachstumsstadium in jeder Zelle variieren kann (Nescerecka et al., 2016b). Die DFZ untersucht
im Vergleich zur ATP-Analyse spezifisch das numerische Wachstum einer Kultur, das das
Grundprinzip des Konzepts des bakteriellen Wachstumspotenzials darstellt. Welche Methode fir
die Bewertung des Wachstumspotentials gewahlt wird hangt von der Definition des Wachstums
ab. Soll die Zellvermehrung untersucht werden ist die DFZ gut geeignet, soll aber die Bildung von
Biomasse als Wachstumsparameter dienen eignet sich die ATP Methode gut. Beide Methoden
sind genau und zuverlassig und zusammen geben Informationen wie ATP/Zelle mehr Aufschluss
Uber das Wachstumspotenzial (Farhat et al., 2018).
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0,1 mg/l1 ClO2_1. Versuch 0,1 mg/l ClO2_2. Versuch
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Abbildung 47: Bestimmung der Desinfektionswirkung: Wachstumspotential ATP Methode E. faecium in
Rohwasser verdiinnt und bei 15 °C gelagert; Zugabe von 0,1 mg/l CIO:

Nach Zugabe von 0,1 mg/l CIO2 kann nur mehr ein geringer Teil des IC-ATPs (im Vergleich zu
den unbehandelten Proben) ermittelt werden. Durch die Lagerung ist beim ersten Versuch eine
Abnahme des IC-ATPs von Tag 0 bis Tag 3 zu erkennen. Nach einer Standzeit von 13 Tagen
wurde eine geringe IC-ATP Konzentration und ein hoher EC-ATP Wert detektiert. Beim 2.
Versuch nimmt das IC-ATP von Tag 0 bis Tag 7 ab und ab Tag 10 konnte kein IC-ATP (< NG)
mehr gemessen werden.

0,2 mg/1 Cl02_1. Versuch 0,2 mg/l ClO2_2. Versuch

25 25
E 2,0 £ 2,0
= T 15 2
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B Eos & % % 3 ¥
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oo d3 di3
WICATP WECATP HICATP EMECATP

Abbildung 48: Bestimmung der Desinfektionswirkung: Wachstumspotential ATP Methode E. faecium in
Rohwasser verdiinnt und bei 15 °C gelagert; Zugabe von 0,2 mg/l CIO:

Die Ergebnisse nach Zugabe von 0,2 mg/l CIO, sind denen der 0,1 mg/l Zugabe sehr ahnlich:
Beim 1. Versuch sinkt das IC-ATP von Tag 0 bis Tag 3 und eine geringe Konzentration EC-ATP
ist vorhanden. Die Messung von Tag 13 ergibt wieder eine relativ hohe EC-ATP Konzentration.
Beim 2. Versuch ist am Tag des Experiments noch eine geringe Konzentration an IC-ATP
messbar, ab dem 3. Tag der Lagerung nur mehr geringe Konzentrationen EC-ATP.

0,4 mg/l ClO2_1Nersuch 0,4 mg/l Cl02_2. Versuch
25 25
E 70 E 20
T 15 _E 12
E .
L 10 % ‘E‘ J"D 0]
& = = o5 ¥
=< 0.3 < 2]
0.0 I !
! dd d3 d7 di0 did
dd d3 dl3
mICATPF mECATP HICATF mECATP

Abbildung 49: Bestimmung der Desinfektionswirkung: Wachstumspotential ATP Methode E. faecium in
Rohwasser verdiinnt und bei 15 °C gelagert; Zugabe von 0,4 mg/l CIO:
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Nach Zugabe von 0,4 mg/l ClO2 wurde mit Hilfe der ATP Methode am Tag des Experiments erneut
eine geringe Konzentration IC-ATP gemessen. Die ATP Messungen der Proben nach der
Lagerung ergeben nur geringe Konzentrationen EC-ATP, wobei wieder beim 1. Versuch am 14.
Tag relativ hohe EC-ATP Werte bestimmt werden konnten, die etwas hoéher als die IC-ATP Werte
der unbehandelten Probe am Versuchstag sind.

Dieses Experiment zeigt, dass durch die Bestimmung von ATP das Wachstumspotential der
unbehandelten Proben gut verfolgt werden kann. Nach CIO, Behandlung ist bei diesen zwei
Versuchen, wenn man die IC-ATP Werte mit den Ergebnissen der SG1PI_Tris Farbung
vergleicht, der Rluckgang des IC-ATPs von der unbehandelten Probe zur 0,1 mg/l CIO;
Behandlung zu grof3 und ein weiterer Abfall bei den 0,2 mg/l und 0,4 mg/l CIO, Behandlungen
zumindest beim ersten Versuch nicht erkennbar. Auffallig ist, dass beim ersten Versuch nach 13
Tage Lagerung eine hohe Konzentration EC-ATP detektierbar ist.

Der Vergleich des WPs der SG1PI_Tris Farbung mit der ATP Methode zeigt, dass durch Zugabe
von 0,1 mg/l ClO, bereits wenig IC-ATP messbar ist und dieses auch im Laufe der Lagerung
immer weniger wird. Die ICC ist im Gegensatz dazu bei Zugabe derselben CIO, Konzentration
relativ hoch und bleibt wahrend des WP Versuchs relativ konstant, ein Wiederaufkeimen ist aber
auch nicht messbar. Das heil3t bereits ab einer Konzentration von 0,1 mg/l CIO; ist ein
Wiederaufkeimen von E. faecium wahrend der 13 bzw. 14 Tage Lagerung bei 10 °C nicht
messbar.

Offen bleibt warum im 1. Versuch nach 13 Tage Lagerung hohe EC-ATP Werte messbar sind
und im 2. Versuch nicht. Dass es zwischen den 2 Versuchen Unterschiede gibt war auch schon
bei der Auswertung der durchflusszytometrischen Daten ersichtlich. Es kénnte daran liegen, dass
der 2. Versuch ca. 4 Wochen spater durchgefiihrt wurde und durch die Lagerung des steril
filtriertem Rohwasser bei 4°C Komponenten (wie z.B. Enzyme), die durch den 0,1 pym Filter
durchgehen, nach der Lagerung nicht mehr vorhanden waren bzw. sich die Zusammensetzung
dieser Substanzen geandert hat. Eine Theorie ist, dass Enzyme die Vorhandenen Bestandteile
der bereits durch CIO; zerstorten ATP wiederhergestellt haben, diese aber nach der Lagerung
des steril filtriertem Rohwasser nicht mehr vorhanden waren.
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6. Schlussfolgerungen

6.1 Untersuchungen in einer TWVA

Bei den Untersuchungen in der TWVA wurde gezeigt, dass die Durchflusszytometrie eine gute
Methode ist, um sowohl Veranderungen der Gesamtzellzahl (TCC) durch Verwendung von SG1
als auch Anderungen der Zahl der intakten Zellen (ICC) mit Hilfe der Farbstoffkombination
SG1PI_DMSO darzustellen. Die Desinfektionswirkung nach CIO, Zugabe konnte mit der
angewendeten Methode (durchflusszytometrisch mit SG1PI_DMSO) gut veranschaulicht werden.
Die Interpretation der Ergebnisse nach UV-Desinfektion gestaltet sich schwieriger, da durch UV-
Strahlung die Zellmembran nicht permeabilisiert wird. Methoden zur Beurteilung der
Desinfektionswirkung nach UV-Desinfektion werden in Kapitel 3.3.2.5 dargestellt. Wobei
schlussfolgernd die adaquate Beurteilung als herausfordernd beschrieben wird.

Bei den WP Versuchen kann durch die Uberpriifung der TCC iiber mehrere Tage festgestellt
werden, ob das Wasser bei der ausgewéhlten Lagerungstemperatur stabil ist. Aus den eigenen
Versuchen konnte die Erkenntnis abgeleitet werden, dass eine Erhdéhung der TCC eine
Zellvermehrung anzeigt und damit auf einen Anstieg der ICC schliel3en lasst. Daher kann durch
regelmaliges messen der TCC, auch nach der UV-Desinfektion, Veranderungen der
Gesamtzellzahl, also entweder ein Wachstum oder ein Rickgang der Zellen, Gber einen
bestimmten Zeitraum detektiert werden. Wobei online-Methoden, die unter Punkt 3.3.2.4
vorgestellt werden, sinnvoll sind. Zusatzlich konnte der weitere Verlauf der TCC und ICC im Netz
und im Hochbehélter durchflusszytometrisch gut beschrieben werden.

Mit der kulturellen Methode konnte die Desinfektionswirkung bei allen Probenahmestellen
nachgewiesen werden. Die Nachteile liegen in der langen Inkubationszeit (Ergebnisse erhalt man
erst nach einer Woche) und dass nur ein kleiner Teil der autochthonen Bakterien auf Nahragar
Kolonien bilden kénnen obwohl viel mehr Zellen intakt sind (VBNC).

Sowohl die Ergebnisse der DFZ als auch der kulturellen Methode deuten auf ein durchwegs
stabiles Wasser hin. Da aber nach der UV-Behandlung und mehreren Tagen Standzeit eine
deutliche Erh6hung der Gesamtzellzahlen messbar ist, scheint die zuséatzliche Zugabe von CIlO;
in geringer Konzentration sinnvoll zu sein. Im Ablauf des Hochbehélters sind die ICC und auch
die KBE schon am Probenahmetag immer etwas héher, nach einer Standzeit von 14 Tagen bei
10 °C konnte aber nur durch Zugabe von Thiosulfat und die damit verbundene
Nahrstoffverfiigbarkeit Wachstum festgestellt werden. Die KBE/ml Probe befinden sich fir alle
Probenahmestellen im zuléssigen Bereich, der von der Trinkwasserverordnung, 2017
vorgegeben wird.

Die Beschreibung des Trinkwassers und die Uberpriifung der Desinfektionswirkung der TWVA in
dieser Arbeit konnte sowohl mit der DFZ als auch mit der kulturellen Methode gut veranschaulicht
werden. Die Detektion der ICC mit Hilfe von DMSO nach der UV- Behandlung ist noch
klarungsbedurftig und die Nachteile der HPC wurden aufgezeigt.

6.2 Laborexperimente

6.2.1 Einflussfaktoren auf die SG1PI-Farbung

Bei diesem Experiment wurden die Einflussfaktoren PI-Konzentration, Farbstofflésungsmittel und
Messdauer bei der Anwendung der SG1PI Farbung getestet und es konnten folgende
Schlussfolgerungen gezogen werden:

Mit DMSO als Losungsmittel fir SG1P1 werden nach erfolgter Inkubation bei 37°C fiir 13 Minuten
mit Hilfe der Durchflusszytometrie deutlich weniger intakte Zellen detektiert als mit Tris Puffer als
Losungsmittel. Nescerecka et al., 2016a fuhren das auf eine Zerstérung der Zellmembran bei der
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Inkubation durch DMSO zurtick. Die vermutliche Permeabilisierung der Zellen durch DMSO war
bei den unbehandelten und leicht thermisch behandelten Proben (60°C, 5 min) am hdchsten. Bei
der starken thermischen Behandlung (80°C, 10 min) war der Unterschied zwischen DMSO und
Tris Puffer als Losungsmittel gering, da nur mehr wenige intakte Zellen in der Probe vorhanden
waren.

Es kann nun die Frage gestellt werden welche Ergebnisse (SG1PI in DMSO oder Tris Puffer
geldst) die ,richtigen” sind. Die Experimente dieser Arbeit lassen keine eindeutige Antwort zu.
Dazu missten weitere Versuche durchgefiihrt werden, bei denen die Membranpermeabilitat von
Wasserbakterien nach Anfarben mit SG1PI in DMSO und Tris Puffer mit geeigneten Verfahren
miteinander verglichen werden.

Die PI-Konzentration hat einen deutlichen Einfluss auf das Ergebnis. Die optimale PI-
Konzentration muss eine vollstandige Farbung geschadigter Zellen gewéhrleisten, ohne falsche
Pl-positive Ergebnisse zu verursachen (Farbung intakter Zellen) (Nescerecka et al., 2016a). Bei
den thermisch behandelten RW-Proben wurden mit der SG1PI_Tris_8 + 12 yM Farbung, weniger
intakte Zellen detektiert als mit DMSO (4 uM) als Lésungsmittel. Die Verwendung von zu
niedrigen Pl Konzentrationen (<4 pM) kann ebenso zu falschen Ergebnissen fuhren, da fur die
Anfarbung der permeabilisierten Zellen zu wenig Farbstoff vorhanden ist. Deswegen wird eine
Konzentration von 4 bis 6 uM Pl in Tris geldst vorgeschlagen, beide Konzentrationen erzielen bei
allen 4 Proben Uber die getestete Zeit stabile und plausible Werte. Im weiteren Verlauf der
Experimente wurde mit der SG1PI_Tris_6 pM Farbung weitergearbeitet.

Wenn Pl in Tris Puffer geldst wird sind am Anfang der Messung noch nicht alle zerstorten Zellen
angefarbt, die ICC ist also noch etwas hoher als nach 30-minttiger Messung. Die Inkubation von
13 Minuten ist daher zu kurz, um alle permeabilisierten Zellen anfarben zu kénnen. Entweder die
Inkubationsdauer wird erhoht oder die SG1PI Farbung wird auf der Well-Platte erst nach den SG1
Farbungen aufgetragen, zweiteres wurde in dieser Arbeit bei den weiteren Versuchen
durchgeflhrt.

Die Einhaltung eines einmal festgelegten Protokolls ist besonders wichtig, weil die Ergebnisse
sonst nicht reproduzierbar sind. Im Unterschied zur ICC ist bei der TCC die Wahl des
Losungsmittels nicht so kritisch, da alle Zellen angefarbt werden.

6.2.2 Einfluss der Desinfektionswirkung von ClO;

Da bei der Trinkwasserdesinfektion haufig Chlor oder ClO, verwendet werden, sind Informationen
Uber die Auswirkungen von Chlorverbindungen auf die Lebensfahigkeit der Zellen fir die
Kontrolle der o6ffentlichen Gesundheit von groRBer Bedeutung. Es ist bekannt, dass
Chlorverbindungen mit verschiedenen zellularen Verbindungen reagieren und Schaden auf
verschiedenen  zellularen  Ebenen  verursachen, einschlieBlich ~ Membranschaden,
Proteinfragmentierung, Hemmung der ATP-Produktion und Nukleinsaure Schaden. Angesichts
der Ungenauigkeit der herkdmmlichen Plattenzdhimethode bei der Beurteilung der
Lebensfahigkeit der Zellen wurden mehrere Fluoreszenzfarbstoffe entwickelt und angewendet,
die auf verschiedene Zellkompartimente abzielen (Wang et al., 2010a).

In dieser Studie wurden zwei fluoreszierende Farbesatze erfolgreich angewendet, um die
Auswirkungen der chemischen Desinfektion durch CIlO; auf die Lebensféahigkeit der Zellen von E.
faecium zu bewerten. Die Ergebnisse zeigen, dass die Zellmembranintegritat (aufgedeckt durch
SG1PI-Farbung) ein guter ,universeller* Indikator fur die Desinfektionseffizienz ist, wobei durch
Verwendung von unterschiedlichen Losungsmitteln (DMSO und Tris Puffer) Abweichungen in den
Ergebnissen entstehen. Durch Verwendung von DMSO werden durchwegs (aul3er nach
intensiver Abtotung der Zellen durch Verwendung von hohen CIO; Konzentrationen (ab 0,4 mg/l)
und hohen Temperaturen (ab 80°C, 10 min)) niedrigere ICC Werte gemessen.

Die IC-ATP Konzentration und die Esterase Aktivitat sind, mit den im Ergebnisteil angeflihrten
Einschrankungen bei Verdinnung von E. faecium in Rohwasser (CFDA kann unzureichende in
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die intakten Zellen eindringen, vermutlich weil es von bestimmten Substanzen/Enzymen die im
RW vorhanden sind teilweise zerstort wird) , gute Indikatoren fir die tatsachliche
Bakterienaktivitat von E. faecium. In diesem Experiment konnte gezeigt werden, dass mit
zunehmender Konzentration an ClO; die E. faecium Zellen zuerst ihre Kultivierbarkeit auf festem
Medium verloren (ab 0,2 mg/l keine KBE), ihre Zellmembran aber erst ab einer Dosis von 0,4 mg/I
CIO; fast vollstandig zerstort war und die Esterase Aktivitat bei E. faecium in Rohwasser verdinnt
auch bei 0,4 mg/l ClIO2 noch messbar war. Beim Vergleich der Ergebnisse der ATP Methode mit
den durchflusszytometrischen Daten fallt auf, dass das IC-ATP nach Behandlung mit 0,1 und 0,2
mg/l CIO2 mit der Esterase Aktivitat besser zusammen passt und die Ergebnisse der 0,4 mg/|
ClO2 und thermisch behandelten Proben denen der ICC &hnlicher sind.

6.2.2.1 SG1PI Farbung nach CIOz Desinfektion

Wie schon erwahnt kann PI nur in Zellen eindringen, wenn die Membran permeabilisiert ist, daher
ist die Anwendung des SG1Pl Farbeprotokolls nach membranschédigenden
Desinfektionsmethoden sinnvoll. Das Experiment ,Einfluss der Desinfektionswirkung von CIlO*
zeigt, dass die Kombination von SG1 und PI die Desinfektionswirkung durch CIO; von E. faecium
gut darstellen kann. Des Weiteren wurde die Notwendigkeit eines einheitlichen Protokolls
verdeutlicht, da durch Verwendung unterschiedlicher Lésungsmittel (Tris Puffer und DMSO) die
Ergebnisse fiir die ICC variieren. Mit Tris Puffer wurden nach Zugabe von 0,1 und 0,2 mg/l CIO;
hohere ICC detektiert als mit DMSO als Loésungsmittel. Entweder es wurden geschwéchte intakte
Zellen durch DMSO zerstort, oder mit Tris Puffer als Losungsmittel konnten nicht alle
permeabilisierten Zellen detektiert werden.

6.2.2.2 CFDA

Die Desinfektionswirkung von E. faecium in NaCl verdinnt nach Zugabe unterschiedlicher CIO,
Konzentrationen konnte durch Verwendung vom CFDA Protokoll gut dargestellt werden. Die
unbehandelte Probe von E. faecium in RW verdiinnt ergab nach Anwendung der CFDA Farbung
und anschlieRender durchflusszytometrischer Messung ein zu schwaches Signal. Es konnte nur
ein geringer Teil der intakten Zellen detektiert werden, wobei das Vorhandensein von Storfaktoren
im RW (z.B. Substanzen die CFDA zerstéren konnen) ein mdglicher Grund sein kénnte. Das
zusatzliche Experiment ,Matrixeffekt* zeigt, dass dieses Phanomen nicht nurim RW das in dieser
Arbeit als Verdinnungsmittel verwendet wurde, sondern zumindest in vier getesteten
Rohwassern aus unterschiedlichen Quellen auftritt. Zusatzlich interessant ist, dass nach Zugabe
von ClO; die Detektion der intakten Zellen wieder moglich ist und der weitere Desinfektionsverlauf
durch das CFDA Protokoll abbildbar ist. Vermutlich werden die Storfaktoren im Rohwasser, die
CFDA zerstoren, durch CIO; eliminiert.

6.2.2.3 ATP Methode

Mit Hilfe der ATP Methode konnte die Abnahme der intakten Zellen nach der Behandlung mit
ClO2 gut beschrieben werden. Trotzdem werfen die Ergebnisse ein paar Fragen auf: Obwohl
durch die ClO; Desinfektion Membranschaden entstanden und folglich EC-ATP austreten muss,
ersichtlich durch die Abnahme des IC-ATPs, konnte weder in den NaCl noch in den RW
verdinnten E. faecium Proben EC-ATP detektiert werden (<BG). Nur bei den thermisch
behandelten Proben konnte EC-ATP gemessen werden, wobei in den NaCl verdiinnten Proben
nur ein geringer Teil nachweisbar war. Vermutlich wird in der 30-minltigen ClO; Einwirkzeit das
durch die Desinfektion herausgetretene EC-ATP durch CIO; zerstort.

Wie oben kurz angeschnitten konnte in den thermisch behandelten NaCl verdiinnten Proben nur
ein geringer Teil des EC-ATPs nachgewiesen werden. Moglicherweise wird das EC-ATP durch
NaCl zerstort. Dazu miissten weitere Versuche zur Uberpriifung der Stabilitat von EC-ATP in
physiologischer Kochsalzldsung durchgefiihrt werden.
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Auch die Beobachtung, dass bei den unbehandelten Proben die IC-ATP Konzentration in NaCl
verdiinnten E. faecium, trotz sehr ahnlicher ICC hoéher ist als in den RW geldsten Bakterien wirft
die Frage auf wie sich der ATP Assay in verschiedenen Matrices verhalt. Zumal sich diese
Beobachtung ab der Zugabe von 0,2 mg/l CIO, umkehrt und dann in den RW verdiinnten Proben
hohere IC-ATP Werte erzielt werden.

Unterschiede in den Ergebnissen zwischen DFZ und ATP Methode zeigen, dass es hilfreich ist
sich zu vergegenwartigen welche Aussage durch die jeweilige Methode getroffen werden kann.
Des Weiteren kann die Anwendung mehrerer Methoden und/oder Farbeprotokolle von Vorteil
sein.

6.2.2.4 Wachstumspotential

In dieser Arbeit wurden sowohl die DFZ mit dem SG1PI_Tris und CFDA Farbeprotokoll als auch
die ATP Methode erfolgreich zur Veranschaulichung des Wachstumspotentials der
unbehandelten und CIO; behandelten Proben angewendet.

CFDA hat den Nachteil, dass trotz vollstandiger Zerstorung der Membranen und nicht
Vorhandensein von ATP bei 0,2 und 0,4 mg/l ClO, Behandlung ab Tag 3 spatestens Tag 7 diese
Zerstorung der Zellen nicht abbildbar ist, es konnte noch immer Restenzymaktivitat gemessen
werden.

Bei den Messungen des WPs mit Hilfe von CFDA konnte zusatzlich eine interessante
Beobachtung bei den unbehandelten Proben gemacht werden. Am Tag der Probenahme konnte,
wie schon im Kapitel 6.2.2.2 beschrieben, die Enzymaktivitat bei der unbehandelten Probe erst
nach Zugabe von CIO, adaquat gemessen werden. Wobei als mdglicher Grund die Anwesenheit
von Substanzen die CFDA zerstéren kdnnen vermutet wird. Beim WP Versuch wurde die
Enzymaktivitat der unbehandelten Probe nach 3, 7, 10 und 14 Tagen Lagerung gemessen und
eine lineare Erhdhung der Esterase Aktivitat mit langer andauernder Lagerung bei 10 °C ist zu
erkennen. Nach 14 Tagen Lagerung werden Esterase Aktivititen gemessen, die fir
unbehandelte Proben plausibel erscheinen und den Wert der 0,1 mg/l CIO, Zugabe deutlich
Ubertreffen. Mdglicherweise zerfallen die Substanzen die CFDA eliminieren kdnnen sukzessive
wahrend der Lagerung oder werden durch andere Komponenten zerstort.

Beim Vergleich der DFZ und ATP Ergebnisse fallen Unterschiede auf, die beim 2. Versuch auch
durch unterschiedliche ATP/Zelle — Werte dargestellt werden konnten. Der Grund liegt in der
Detektion verschiedener Lebensparameter dieser zwei Methoden. Die ATP-Analyse ermdglicht
eine genaue Quantifizierung von Anderungen der Konzentration der aktiven Biomasse und die
DFZ (SG1 und SG1PI Farbung) misst die Anderungen der ICC oder TCC (Farhat et al., 2018).

6.3 Weitere Fragestellungen und Fazit

In dieser Arbeit wurden verschiedene Moglichkeiten prasentiert wie die Desinfektionswirkung
nach unterschiedlichen DesinfektionsmaBnahmen {berprift werden kann. Im Allgemeinen
wurden die Ziele dieser Arbeit erreicht, wobei weitere Fragestellungen aufkamen:

- Ist es mdglich die ICC nach der UV-Desinfektion mit SG1PI in DMSO geldst
wahrheitsgetreu abzubilden? Welche Moglichkeiten gibt es die UV-Desinfektion und die
einhergehende Abnahme der intakten Zellen wirklichkeitsnah mit den neueren Methoden
zu detektieren?

- Wie stabil ist EC-ATP in physiologischer NaCl-Losung und CIlO.-Lésung in
unterschiedlichen Konzentrationen nach unterschiedlichen Einwirkzeiten?

- Gibt es ein Protokoll fur die CFDA Farbung um Bakterien, die in Rohwasser verdinnt
wurden, adaquat zu detektieren? Z.B. durch Entfernen der Bakterien vom Rohwasser und
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Uberfuihren dieser in physiologische Kochsalzlésung, oder durch Entfernen der stérenden
Substanzen im Rohwasser.

- Ist die Detektion von natirlichen Bakterien im Trinkwasser durch CFDA mit Hilfe von
Kontrastmitteln (wie z.B. Brilliant Blue R) mdglich?

Diese Arbeit zeigt, wie wichtig es ist bei der Beurteilung der Desinfektionswirkung den
Mechanismus der Zerstérung durch die DesinfektionsmalRnahme zu verstehen. Erst dann kann
die Methode zur Bestimmung der intakten Zellen bestimmt werden (z.B. PI nicht geeignet nach
UV-Desinfektion). Des Weiteren wird veranschaulicht, dass die Verwendung unterschiedlicher
Farbeprotokolle in der DFZ (z.B. Losungsmittel DMSO/Tris Puffer) die Ergebnisse beeinflussen
kann.

Die Definition von lebenden oder toten Zellen hangt weitgehend von der Methode ab, mit der die
Lebensfahigkeit der Zellen bewertet wird (Wang et al., 2010a). Es ist zwingend erforderlich, dass
die Farbstoffe, die in der DFZ Anwendung finden, als Indikatoren fiir bestimmte zellulare
Funktionen verstanden werden, die mit der Lebensfahigkeit in Zusammenhang stehen kénnen,
dass sie jedoch nicht die Lebensfahigkeit der Zellen an sich messen (Ramseier et al., 2010).

Der beste Ansatz ist die Verwendung einer Kombination von kultivierungsunabhéngigen
Methoden, die auf verschiedene zellulare Prozesse abzielen, die mit der Lebensfahigkeit
verknupft sind, um spezifische und aussagekraftige Informationen uber verschiedene
Zellzustande, Arten von Zellschaden und den Grad der Zellschadigung zu erhalten. Es ist zu
betonen, dass die Methoden vor der Anwendung sorgfaltig ausgewahlt und optimiert werden
sollten, wobei die jeweilige Umgebung und die zu analysierenden Organismen zu bertcksichtigen
sind. In dieser Hinsicht sind folgende kritische Punkte zu beriicksichtigen: (1) der mit der Methode
gemessene zelluldre Prozess, (2) die Spezifitat der Methode gegentiber dem Zielorganismus, (3)
der inh&rente Zusammenhang zwischen verschiedenen Methoden / Prozessen, (4) die sequenz-
und zeitabhéngige Art und Weise, in der zellulare Prozesse auf einen bestimmten Stress
reagieren und die Fahigkeit von Zellen, sich von einer bestimmten Verletzung zu erholen. Die
Anwendung von kultivierungsunabhangigen Lebensfahigkeitstests auf Umweltproben ist ein
notwendiges und lohnendes Unterfangen, um das Verhalten von Bakterien in komplexen
naturlichen Umgebungen zu verstehen (Hammes et al., 2011).

Die Beurteilung der Desinfektionswirkung durch die Bestimmung der ICC oder anderer
Lebensfahigkeitsparameter ist ein weites und relativ neues Gebiet, welches weitere Experimente
und Forschungen notwendig macht. Auferdem ist es wichtig einheitliche Protokolle und
Standardisierungen der neuen Methoden fir die spezifischen Probenarten und den
verschiedenen DesinfektionsmalBnahmen einzuftihren, um die Ergebnisse der TWVAs
reproduzierbar und gut vergleichbar machen zu kdnnen.
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Die Bestimmung der Desinfektionswirkung in TWVAs ist ein wesentlicher Bestandteil, um
sicheres Wasser fiur den Verbraucher zu gewahrleisten. Meist wird dies noch mit den
zeitaufwendigeren kulturellen Methoden bestimmt, mit dem Nachteil, dass nicht alle
Wasserbakterien detektiert werden (VBNC). Die neueren Methoden (DFZ, ATP Methode) sparen
Zeit und liefern schnell gute Ergebnisse. Ziel dieser Arbeit war die Ermittlung und Bewertung der
Desinfektionswirkung in einer TWVA und bei Laborexperimenten mit E. faecium. Die UV-
Desinfektion und die Desinfektion durch Zugabe von CIO; wurden mit Hilfe der kulturellen
Methode und der Durchflusszytometrie (TCC und ICC) bestimmt und die Stabilitdt des Wassers
anhand des Wachstumspotentials untersucht. Bei den Laborexperimenten wurden einerseits die
Lésungsmittel DMSO und Tris Puffer fur die SG1PI Farbung miteinander verglichen. Andererseits
wurde durch Desinfektion von E. faecium mit unterschiedlichen Konzentrationen CIO, unter
Anwendung verschiedener Methoden (kulturell, DFZ (SG1PI_4 yM_DMSO, SG1PIl_6uM Tris,
CFDA), und ATP Methode) die Desinfektionswirkung veranschaulicht. Im WP Versuch wurde das
Potential der Wiederaufkeimung von E. faecium bestimmt und zum Schluss wurden die Methoden
miteinander verglichen.

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie konnte anhand Detektion der TCC und der ICC die
Veranderung der Gesamtzellzahl und der intakten Zellzahl der verschiedenen
Probenahmestellen (RW, nach UV, nach UV+CIlO,, Netz 1 und 2, Hochbehélter Zulauf und
Ablauf) Gber den Untersuchungszeitraum gut dargestellt werden. Die biologische Stabilitat und
damit einhergehend ob die Desinfektionsmalinahme ausreichend ist wurde mittels WP Versuche
geprift. Aufgrund der erhaltenen Werte kann das Wasser dieser TWVA vom Rohwasser bis zum
Verbraucher als stabil eingestuft werden. Nur die Ergebnisse des Hochbehalter Ablaufs weisen
etwas hohere TCC und ICC Werte auf. Des Weiteren konnte ab CIO, Zugabe die Desinfektion
durch Detektion der intakten Zellen sichtbar gemacht werden und die Desinfektionswirkung im
Netz aufgrund durchwegs niedriger ICC Werte dargestellt werden. Ob die ICC der UV
behandelten Proben (ca. 50% Reduktion der ICC) mit der Farbstoffkombination SG1PI_DMSO
hinreichend abgebildet werden konnte ist fraglich, da UV-Strahlen die DNA und andere
Kompartimente der Zelle schadigen und eigentlich nicht die Membran permeabilisieren. Pl kann
aber nur in permeabilisierte Zellen eindringen. In dieser Arbeit werden zwei Vermutungen flr
diese Werte aufgestellt. Entweder werden die Membranen der bereits durch UV geschwéachten
Zellen mit Hilfe von DMSO permeabilisiert oder die Zeit zwischen Probenahme und Messung (ca.
4 Stunden) reicht aus, dass der Zelltod der UV geschadigten Zellen herbeigefuhrt wird.

Im Wachstumspotential Versuch konnte bei den UV behandelten Proben gezeigt werden, dass
das Wasser bei 10°C bis zum 7. Tag stabil ist. Bei Erh6hung der Temperatur auf 15 bzw. 20 °C
kommt es bereits nach dem 3. Tag Standzeit zu einem Bakterienwachstum, nach 10 Tagen
Lagerung kommt es bei 78% der WP Versuche zu einem Wachstum und alle davon wurden durch
den T-Test als signifikantes Wachstum bestatigt. Bei den anderen Probenahmestellen zeigten
sich die WP Kurven unaufféallig, bis auf einzelne Proben vom Hochbehdlter, wobei ein
Bakterienwachstum nur nach Zugabe von Thiosulfat erfolgte.

Die Desinfektionswirkung konnte bei der TWVA zusatzlich mit der kulturellen Methode bestimmt
werden, mit dem Nachteil, dass nur ein geringer Teil der Zellen kultivierbar war und die
Ergebnisse erst nach einer Woche auswertbar waren.

Das Experiment ,Einflussfaktoren auf die SG1PI Farbung® zeigt, dass nach der Inkubationszeit
von 13 Minuten bei 37°C bei der Verwendung von DMSO als Losungsmittel deutlich weniger ICC
detektiert werden als mit Tris Puffer. Um eine Aussage darlber machen zu kénnen was die
wrichtigen” Ergebnisse sind, sind weitere Versuche notwendig.

Mit der Farbstoffkombination SG1PIl und der ATP Methode konnte beim Laborexperiment
.Bestimmung der Desinfektionswirkung von CIO.," die Abnahme der intakten Zellen mit héherer
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ClO2 Konzentration gut dargestellt werden. Die Zahl der intakten Zellen der unbehandelten Probe
konnte mit der kulturellen Methode mit dem gewahlten Medium und unter den
Inkubationsbedingungen nachgebildet werden. Durch die Zugabe von CIO; verabschiedeten sich
aber fast alle Zellen in den VBNC Zustand und die Desinfektionswirkung konnte nicht realistisch
beurteilt werden. Die lllustration der Desinfektionswirkung von E. faecium in NaCl verdinnt war
mit der CFDA Farbung mdglich, aber bei Verwendung von Rohwasser als Verdiinnungsmedium
konnte die Abnahme der intakten Zellen erst ab der Zugabe von CIlO, veranschaulicht werden.
Bei E. faecium verdunnt in steril filtriertem unbehandeltem RW konnte nur 26% der Esterase
Aktivitat im Vergleich zur selben Verdiinnung in steril filtriertem NaCl detektiert werden. Es wird
vermutet, dass unbestimmte Komponenten im Rohwasser entweder CFDA zerstorten oder das
Eindringen von CFDA in die Zelle verhinderten. Im Allgemeinen zeigen alle Methoden, dass E.
faecium in steril filtriertem RW robuster gegeniiber der ClO, Desinfektion ist als in steril filtriertem
NacCl. Es wird vermutet, dass die RW Matrix (Komponenten, die nach der Filtration durch einen
0,1 ym Filter im Wasser verbleiben, wie z.B. Enzyme, Nahrstoffe usw.) ein besseres Milieu bietet.
Der ctgg Wert von E. faecium in RW betragt 4,82 mg/I*min und der ctgg o Wert in NaCl betragt 2,45
mg/I*min. Diese wurden mit Hilfe der ICC Werte nach Desinfektion mit 0,4 mg/l CIO, und den
Restchlordioxid Konzentrationen berechnet. Sie bestétigen die hdhere Resistenz von E. faecium
in steril filtriertem RW gegendiber steril filtriertem NaCl und verdeutlichen im Allgemeinen eine
hohe Resistenz von E. faecium gegeniber der ClIO, Desinfektion.

Beim Vergleich der verschiedenen Methoden zur Bestimmung der intakten Zellen (DFZ:
SG1PI_DMSO, SG1PI_Tris, CFDA; ATP und kulturell) werden die Unterschiede der einzelnen
Techniken nochmals deutlich. Diese Darstellung zeigt, dass die prozentuelle Abnahme der
intakten Zellen anhand SG1PlI_ DMSO besser mit den Werten von CFDA und ATP
zusammenpassen als SG1PI_Tris. Da aber mit den verschiedenen Methoden unterschiedliche
Parameter fur die Aktivitat der intakten Zellen herangezogen werden (SG1PI Farbung: Anzahl
der intakten Zellen; CFDA: Esterase Aktivitat; ATP: IC ATP korreliert mit dem Biovolumen) ist es
schwierig deswegen SG1PI_DMSO anhand dieses Vergleiches als die ,richtige” Methode zu
deklarieren. Es wird aber klar, dass weitere Versuche notwendig sind, um eine eindeutige
Entscheidung fur Tris Puffer oder DMSO als L6sungsmittel treffen zu konnen.

Diese Arbeit zeigt, dass flr die adaguate Beurteilung der Desinfektionswirkung grundsatzliches
Wissen Uber den Mechanismus der Abtétung der Zellen nach erfolgter Desinfektion notwendig ist
(wie wird die Zelle durch die jeweilige Desinfektionsmethode zerstort). Danach kann die dafir
passende Detektionsmethode zur Beurteilung der Lebensfahigkeit ausgewahlt werden. Von
Vorteil ist die Kombination von mehreren Methoden, z.B. DFZ und ATP. Des Weiteren
unterstreicht diese Arbeit, wie wichtig es ist, in Experimenten die verwendeten Materialien, die
mit den zu untersuchenden Bakterien in Beriihrung kommen vorab zu testen, um beurteilen zu
konnen wie die zu untersuchende Probe dadurch beeinflusst wird. Auf3erdem ist eine
Standardisierung der Methoden von groRer Bedeutung, um vergleichbare Ergebnisse zu
erhalten.
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AOC assimilable organic carbons = assimilierbarer organischer Kohlenstoff
ATP Adenosintriphosphat

BG Bestimmungsgrenze

BPP Biomasseproduktionspotential

BWTS Ballastwasseraufbereitungssysteme

CFDA Carboxy Fluorescein Diacetat

ClO2 Chlordioxid

cps counts per seconds = Zahlungen pro Sekunde

DBP Desinfektionsnebenprodukte

DFZ Durchflusszytometrie

DGGE denaturing gradient gel electrophoresis

DIiBAC.4(3) Bis — (1,3-dibutylbabiturat) trimethinoxonol

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonucleicacid = Desoxyribonukleinsaure

DOC dissolved organic carbonates = gel6ste organische Kohlenstoffe
DOM dissolved organic matter = geldste organische Substanz
EC-ATP extrazellulares ATP

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EPS extrazellulare polymere Substanzen

HAA heterocyclic aromatic amins = heterozyklische aromatische Amine
Hb Hochbehalter

HEA Hefeextraktagar

HNA high nucleic acid = hoher Nukleinsauregehalt

HPC heterotrophic plate count = heterotrophe Plattenkoloniezahl
IC-ATP intrazellulares ATP

ICC [n/ml] Intact cell count = Zahl der intakten Zellen [Zellen pro Milliliter]
iHNA intrazellulares HNA

KBE koloniebildende Einheit

LMSVG Lebensmittelsicherheits- und Verbraucherschutzgesetz

LNA low nucleic acid = niedriger Nukleinsauregehalt

LP low pressure = niedriger Druck

LP-UV low pressure-Ultraviolett Strahlung

mg/I Milligramm pro Liter

mJ Megajoule
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ml

MP
MP-UV
MRNA
NG

nM
NaThS=ThS
nClO;
NOM
nuUv
PCR

PI
gPCR
RLU
RNA
rRNA
RW
SG1
TATP
TCC [n/ml]
THM
T-RFLP
TWV
TWVA
uv
UV-LED
VBNC
WP

MM

Milliliter

middle pressure = mittlerer Druck

middle pressure-Ultraviolett Strahlung

messenger Ribonucleicacid = Botenribonukleinsaure
Nachweisgrenze

Nanomol

Natriumthiosulfalt, in der Arbeit als ThS (Thiosulfat) abgekiirzt

nach Chlordioxid

natural organic matter = natlrliche organische Substanz
nach Ultraviolett Strahlung

Polymerase chain reaction = Polymerase Kettenreaktion
Propidiumiodid

guantitative Polymerase Kettenreaktion

relative light units = relative Lichteinheiten
Ribonucleicacid = Ribonukleinséure

ribosomale Ribonukleinsdure

Rohwasser

SYBR Green 1

Gesamt ATP

Total cell count = Gesamtzellzahl [Zellen pro Milliliter]
Trihalogenmethane

terminal restriction fragment length polymorphism
Trinkwasserverordnung

Trinkwasserversorgungsanlage

ultraviolett

Ultraviolette Strahlung — light emitting diodes

viable but not culturable = lebensféahig aber nicht kultivierbar
Wachstumspotential

Mikromolar
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Beilage 1: Vor-Ort-Parameter: Rohwasser

Rohwasser

Datum
pH-Wert
Redoxpotential (mV)
Leitfahigkeit (uS/cm)
Temperatur (°C)
gelGster Sauerstoff
(mg/l)
Wasserherkunft

30.11.2016 | 7,5| 186 |5 11,9 | 0,65 Strange 2,3,4,5
13.12.2016 | 7,4 | 251 | 549 | 12,0 | 1,46 Stringe 2,3,4,5
10.01.2017 | 7,3| 232|636 | 12,1 | 3,77 Stringe 2,3,4,5
17.01.2017 | 7,4] 239|639 | 12,1 | 4,06 Strange 2,3,4,5
24.01.2017 |7,5| 191|636 | 11,9 | 4,43 Stringe 2,3,4,5
31.01.2017 |7,4| 190 | 604 | 11,6 | 4,87 Strange 2,3,4,5

w1
N

07.02.2017 7,4 | 167 | 658 | 12,3 | 5,32 alle Strange
14.02.2017 731192 | 646 | 12,0 | 5,5 alle Strange
21.02.2017 - | 168 | 641 | 11,9 | 5,59 alle Strange
07.03.2017 - 172 | 594 | 11,8 | 5,64 Strange 2,3,4,5
14.03.2017 7,3|182 | 652 | 11,7 | 5,8 alle Strange
21.03.2017 7,3 | 166 | 643 | 11,7 | 6,04 alle Strange
25.04.2017 7,3 | 186 | 646 | 11,5 | 6,28 alle Strange
18.07.2017 7,2 205|641 | 12,4 | 6,91 alle Strange
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Anhang

Beilage 2: Vor-Ort-Parameter: nach UV
nach UV
S | € =
E1 2] 22 =
€ el 3 | 2| 5 |9 2
=) - S5 = —
E 2| 515 8B 3% g
8 | 5| =| g |s5& 9
o o c - a
< : & 0 ©
S) i ] 0
S p= - | =
o g o0
31.01.2017 7,5| 198 | 603 | 11,8 | 4,95 Strénge 2,3,4,5
07.02.2017 7,4 | 182 | 649 | 12,0 | 5,52 alle Strange
14.02.2017 7,3| 210 | 652 | 12,0 | 5,43 alle Strange
21.02.2017 - 177 | 646 | 11,9 | 5,7 alle Strange
07.03.2017 - | 394 | 594 | 11,7 | 5,6 Striange 2,3,4,5
14.03.2017 7,3| 192 | 651 | 11,7 | 5,82 alle Strange
21.03.2017 7,3 | 133 | 647 | 11,7 | 6,00 alle Strange
25.04.2017 7,3| 187 | 646 | 11,4 | 6,42 alle Strange
18.07.2017 7,2 | 82,5 | 638 - 6,8 alle Strange
Beilage 3: Vor-Ort-Parameter: nach UV + ClO2
nach UV+ClO2
S B =
E | S 0|8 =
= %) — | o = 5
t’ © 3 o ) ~ =~
€ ] = et 3 = oo 5
2 = o E © 3 téﬂ E <
© 1 + . —
S £ 8 2| 8|85 O 2
5 || 5|3 o g
S 5 F |3 =
o g 0
07.02.2017 7,4 380 647 | 11,9 | 5,45 0,1 alle Strange
14.02.2017 |7,3| 603 |646| 11,9 |5,39 | 0,04 alle Strange
21.02.2017 532 645 | 11,9 | 5,76 | <0,02 alle Strange
07.03.2017 505 |594| 11,7 | 5,72 | 0,036 Strénge 2,3,4,5
14.03.2017 7,3 | 546 653 | 11,7 | 5,79 - alle Strange
21.03.2017 |7,3| 543 |648| 11,7 | 6,03 | 0,05 alle Strange
25.04.2017 7,3 | 509 644 - 6,29 | 0,06 alle Strange
18.07.2017 |7,2| 407,5 | 634 | 12,0 | 6,87 | 0,07 alle Strange
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Anhang

Beilage 4: Vor-Ort-Parameter: Netzstelle 1

Netzstelle 1
S| | |«
E1 20 8 — £
+ © = - ] = )
£ o = et 3 S = Q0 5
2 = 8| 38| & |83 £ £
S |82 & &85 & g
< : S o O ©
o) HiY o 0
s |k - | =
o g o0
14.02.2017 73| 233 | 645 | 11,9 | 5,88 | <0,02 alle Strange
21.02.2017 188 | 648 | 11,3 | 5,88 | <0,02 alle Strange
21.03.2017 7,3 1200 | 645 | 119 | 6,21 alle Strange
Beilage 5: Vor-Ort-Parameter: Netzstelle 2
Netzstelle 2
= | = T
>
e  § ) | £ &
= A . = = S
bt © 3 o o S~ v
£ o | 2| 2| 2 1 & 5
2 S| g || 8| g = £
a T g8 @ & & o 3
x (0 E e G ©
s 5| & | 2 2
S = [ 2
o s 0
()
[o14]
14.03.2017 7,3 | 200 | 639 | 10,5 5,9 - alle Strange
21.03.2017 7,3 | 211 | 639 | 11,5 | 6,07 - alle Strange
18.07.2017 7,2 | 133 | 628 | 16,9 | 6,81 | <0,05 alle Strange
Beilage 6: Vor-Ort-Parameter: Hochbehélter Zulauf
Hochbehilter Zulauf
g . 5
> = . £ -
€ Q (@) ~ [
= %) o &= = S
bt © 3 o [e] = <
& [ = : = 7S [o3) re
2 2| §| G © o £ 2
1] ! = Y4 =] =
a T 8| 2| 8| & S 2
b3 T € — O b
(=} 8 o @ © S
s |k s 2 =
o« g :0
(O]
oo
14.02.2017| 7,3 | 489 | 646 | 11,5 | 5,5 <0,02 |alle Strange
21.02.2017 237 | 644 | 114 | 5,6 <0,02 |alle Strange
21.03.2017 238 | 596 | 11,4 | 5,87 | <0,02 |alle Strange
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Anhang

Beilage 7: Vor-Ort-Parameter Hochbehalter Ablauf

Hochbehilter Ablauf

= | = >
= S — g +
E|X19 & ~ E
+ © 3 g ] = 2
S () b= = > % a0 res
2 = § |8 | & g £ 2
IR UL R A A ;
x T £ - (@) -4
o o o J] © 2
S =R 2 =
o s 0
]
[y
07.03.2017 238 | 618 | 11,3 | 7,27 | <0,02 Strange 2,3,4,5
14.03.2017 |7,4| 167 |647|11,1| 8,9 alle Strénge
21.03.2017 |7,4| 173 |649| 115 | 8,44 alle Strange
25.04.2017 |7,5| 190 |643]| 11,3 | 9,27 alle Strange
18.07.2017 |7,4| 101,9 | 628 | 12,5 | 9,55 | <0,05* alle Strange

80

Beilage 8:Einflussfaktoren auf SG1PI Farbung: RW unbehandelt, 2. Versuch

SG1PI-Experiment: RW unbehandelt_2. Versuch
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Anhang

Beilage 9: Einflussfaktoren auf SG1PI Farbung: RW thermisch behandelt 60°C 5 min, 2. Versuch

SG1PI-Experiment: RW Hitze behandelt 60°C5 min_2. Versuch

50
o
S
g 45
<
40 . w
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Zeit [hh:mm]

Beilage 10: Einflussfaktoren auf SG1PI Farbung: RW thermisch behandelt 80°C 10 min, 2. Versuch

SG1PI-Experiment: RW Hitze behandelt 80°C 10 min_2.Versuch
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Anhang

Beilage 11: Einflussfaktoren auf SG1PI Farbung: RW nach Zugabe von 0,1 mg/l CIO2, 2. Versuch

60

x1000

50

SG1PI-Experiment: RW ClO2 Zugabe 0,1 mg/l_2.Versuch
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Beilage 12: ATP Standardkurve in NaCl: Werte der 5 Messungen
ATP [nM] | 1. Messung | 2. Messung | 3. Messung | 4. Messung | 5. Messung MW Stabw
0,005 12 17 13 16 13 14 2,06
0,01 20 35 26 32 28 28 5,76
0,1 218 178 150 185 179 182 24,02
1 1677 1555 1645 1624 1632 1627 44,59
Beilage 13: ATP Standardkurve in NaCl
Standardkurve NacCl
1,2
1 y=0,0006x - 0,0078
€
=
[a
<
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
-0,2
cps (counts per seconds)
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Anhang

Beilage 14: Standardkurve in RW: Werte der 5 Messungen

ATP [nM] | 1. Messung | 2. Messung | 3. Messung | 4. Messung | 5. Messung MW Stabw
0,005 24 34 32 28 31 30 3,49
0,01 51 59 65 57 63 59 4,90

0,1 562 488 615 568 584 563 41,94
1 5053 5154 5496 5354 5465 5304 173,66
Beilage 15: ATP Standardkurve in RW
Standardkurve RW
1,2
1 y = 0,0002x - 0,0026
€
=)
=
<
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
-0,2
cps (counts per seconds)
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Lebenslauf

13. Lebenslauf

Eckdaten
- Ausgebildete Sozialpadagogin
- Bachelorabschluss Lebensmittel- und Biotechnologie
- Seit SS 2015: Masterstudium Lebensmittelwissenschaft und —technologie
- Mutter von 2 Kindern: 1 und 6 Jahre alt
- seit Februar 2021: Labortechnikerin in der Mikrobiologie bei Octapharma

Berufserfahrung
seit 02/2021

seit 06/2016

08/2007 - 04/2016

06/2008 - 03/2010

BSc Luzia Haider

05.09.1984

Bruno-Marek-Allee 23/27

1020 Wien

Tel.: 0676/9260095

E-Mail: luzia.firlinger@gmail.com

Labortechnikerin in der Mikrobiologie bei Octapharma

Qualitatskontrolle  der  Zwischenprodukte,  Produkte, der
eingesetzten Materialien und Raumlichkeiten: Probenzlge,
mikrobielle Testungen

Persdnliche Assistentin:
Susanne Miuller Privat

Betreuung und Unterstitzung von Susanne Miller, die als
kérperlich behinderte Erwachsene flr alltdgliche Aufgaben Hilfe
bendttigt

Persdnliche Assistentin:
Bernhard Rotter Privat

Betreuung und Unterstitzung von Bernhard Rotter, der als
kérperlich behinderter Erwachsener fir alltagliche Aufgaben Hilfe
bendtigte

Sozialpadagogin
Psychosomatik AKH

Betreuung von verhaltenskreativen Kindern im Pflichtschulalter:
Hausaufgaben, Freizeitgestaltung, Gespréche, interdisziplinarer
Austausch im Team
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Lebenslauf

09/2004 - 06/2008

Behindertenbetreuerin
Rainman’s Home
Betreuung von autistischen und anders behinderten Menschen:

Mitwirken beim Aufbau einer neuen Tagesstatte, Leitung der
Haushaltsgruppe, Freizeitgestaltung, Gesprache,
Teambesprechungen

Ausbildung und Praktika

seit 03/2015:

02/2020

02-11/2017

10/2010 - 03/2015

07/2012

07-08/2013

09/1999 - 06/2004

09/1995 - 06/1999

09/1991 - 06/1995

Masterstudium Lebensmittelwissenschaft und -
technologie

BOKU Wien

Pflichtpraktikum Master
Braumanufaktur Schalken

Praktische Masterarbeit

BOKU Wien: Department Institut fur Siedlungswasserbau,
Industriewasserwirtschaft und Gewésserschutz

.Beurteilung der Desinfektionswirkung durch Bestimmung der
intakten Zellen mit unterschiedlichen Methoden (DFZ, ATP
Bestimmung, kulturell)*

Bachelorstudium Lebensmittel- und Biotechnologie
BOKU Wien

Praktikantin
Résselmihle Ludwig Polsterer GmbH

Getreideannahme und erste Analysen, Labortatigkeiten

Praktische Bachelorarbeit
BOKU Wien: Department fur Biochemie

.Praparation einer Glykan-Affinitatschromatographiesaule*

Ausbildung Sozialpadagogin
Bundesbildungsanstalt fur Sozialpadagogik

Matura erfolgreich abgeschlossen
Hauptschule Arbesbach

Volksschule Arbesbach
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Lebenslauf

Kenntnisse und Fahigkeiten

Sprachen Deutsch (Muttersprache)
Englisch (flieBend)
Interessen Lesen, Sport, Kochen, Fortbildung
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