No.52 Juli 2014

dynaklim-Publikation

Sicherung der Trinkwasserqualitat
bei der Wasserverteilung bei
veranderten Bodentemperaturen

Geférdert durch: kI ®
% Bundesministerium Im
& fiir Bildung
und Forschung KLIMZUG ﬁ\ “

Klimawandel in Regionen







SICHERUNG DER TRINKWASSERQUALITAT BEI DER WASSERVERTEILUNG BEI
VERANDERTEN BODENTEMPERATUREN

Aktivitat A 4.1.3 im BMBF-Verbundprojekt dynaklim

Dr. Susanne Grobe
M.Sc. Janine Wagner
Dr. Jost Wingender

IWW Rheinisch-Westfalisches Institut fiir Wasser gGmbH,
Miilheim an der Ruhr

www.iww-online.de

dynaklim-Publikation Nr. 52 / Juli 2014

Abstract

Bedingt durch die globale Erwarmung findet eine Erwdarmung der oberen Bodenschichten durch lan-
gere Hitzeperioden in den Sommermonaten statt. Dies wird besonders in GroRstdadten mit vielen
hochversiegelten Flachen zu erwarten sein. Diese Erwarmung der oberen Bodenschichten und eine
klimabedingte Erhhung der Rohwassertemperaturen kdnnen zu einem Anstieg der Trinkwassertem-
peratur in Trinkwasserverteilungsnetzen fiihren. Der Einfluss der Wassertemperatur auf hygienisch
relevante Mikroorganismen in Trinkwasser und Trinkwasserbiofilmen wurde daher in der vorliegen-
den Studie untersucht.




Sicherung der Trinkwasserqualitat bei der Wasserverteilung

Zusammenfassung

Trinkwasser in offentlichen Trinkwasserverteilungssystemen enthélt immer Mikroorganismen. Diese
kommen frei im Trinkwasser, aber in Gberwiegender Mehrheit in Form von Biofilmen auf allen mit
Trinkwasser in Kontakt stehenden Oberflachen vor. Die durch den Klimawandel bedingte globale
Erwarmung kann zu steigenden Bodentemperaturen fiihren. Als moégliche Folge kann eine Erhéhung
der Temperatur des Trinkwassers in Trinkwasserverteilungsnetzen auftreten. Die Sicherung der
Trinkwasserqualitat bei veranderten Wassertemperaturen war daher der Fokus dieser Studie. Dazu
wurde der Einfluss der Trinkwassertemperatur auf hygienisch relevante Bakterien (coliforme Bakteri-
en, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa und Legionellen) im Trinkwasser und in Trinkwasser-
biofilmen in Rahmen einer Feldstudie sowie in Laborexperimenten untersucht. Die Organismen wur-
den mittels konventionellen Kulturmethoden und zusatzlich mit der kultivierungsunabhangigen mo-
lekularbiologischen Methode der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) analysiert. Begleitend
wurden die Gesamtzellzahlen sowie die Koloniezahlen bei 20 °C und 36 °C nach der Trinkwasserver-
ordnung (TrinkwV 2001) bestimmt.

Die Feldversuche erfolgten im Trinkwasserverteilungssystem der Stadt Oberhausen an sieben Stan-
dorten, die unterschiedliche Klimatope reprasentierten, und zusatzlich am Ausgang des Wasser-
werks, aus dem das aufbereitete und UV-desinfizierte Trinkwasser geliefert wurde. Es wurden Bio-
filmreaktoren mit verschiedenen Werkstoffen (Polyethylen (PE), Ethylen-Propylen-Dien-Kautschuk
(EPDM) und Edelstahl) als Bypass in das bestehende Rohrnetz eingebaut. In drei
Probenahmekampagnen (Sommer, Herbst und Winter) wurden sowohl Biofilm- als auch Trinkwas-
serproben entnommen. Die Schwankungen der Wassertemperaturen im Trinkwassernetz zwischen
den einzelnen Klimatopen betrugen zum Zeitpunkt der Probenahmekampagnen bis zu 10 °C. Die
minimale und maximale Temperatur wahrend der gesamten Dauer der Exposition der Biofilmreakto-
ren im Trinkwasserverteilungsnetz betrug 2,3 °C bzw. 23 °C. Bezlglich der nach TrinkwV festgelegten
Parameter zeigte sich mit erhohten Temperaturen keine Verschlechterung der mikrobiologischen
Befunde im Trinkwasser. Es wurde weder eine Zunahme der Gesamtzellzahl noch des Vorkommens
hygienisch relevanter Bakterien beobachtet. Die Koloniezahlen (koloniebildende Einheiten pro ml)
nach TrinkwV lagen auch bei Wassertemperaturen tGber 20 °C immer im einstelligen oder niedrigen
zweistelligen Bereich.

In den Trinkwasserbiofilmen zeigten sich jedoch einige mikrobiologische Veranderungen in Abhan-
gigkeit von der Temperatur. Mit zunehmender Wassertemperatur nahm die Biofilmbildung (Gesamt-
zellzahlen und Koloniezahlen pro cm?) auf den beiden Werkstoffen PE und EPDM zu. Die Trinkwas-
serbiofilme waren dabei auf den Werkstoffen, die Nahrstoffe abgeben kénnen (PE und EPDM), stér-
ker ausgepragt als auf Edelstahl. Unter den kulturell erfassten, hygienisch relevanten Organismen
wurde flr coliforme Bakterien (ohne E. coli) in den Biofilmen mit steigender Temperatur eine Zu-
nahme der Befundhaufigkeit von 4 % auf 17 % festgestellt, wahrend E. coli, P. aeruginosa und
Legionellen kulturell in der Regel nicht nachweisbar waren. Mittels der kultivierungsunabhangigen
FISH-Methode wurden coliforme Bakterien, E. coli, P. aeruginosa und Legionellen sowohl im Trink-
wasser als auch in Trinkwasserbiofilmen nachgewiesen. Dies ist moglicherweise auf das Vorkommen
dieser Bakterien im sogenannten ,viable but nonculturable” (VBNC)-Zustand zuriickzufiihren. In die-
sem Zustand sind die Bakterien mit Standardkulturverfahren nicht nachweisbar, aber dennoch stoff-
wechselaktiv.

In Laborversuchen wurde unter kontrollierten Bedingungen der Einfluss der Temperatur im Bereich
von 8 °C bis 29 °C auf die Einnistung und Persistenz von hygienisch relevanten Bakterien nach einer
kiinstlichen Kontamination von Trinkwasserbiofilmen untersucht. Dazu wurden Biofilme auf EPDM
und PE in Drehkolbenreaktoren angeziichtet. Sie wurden mit biologisch stabilem Trinkwasser (gerin-
ger Gehalt an assimilierbarem Kohlenstoff (AOC) von 5,5 ug Acetat-C/L) und parallel unter ndhrstoff-
reichen Bedingungen mit Trinkwasser, das mit einer CASO-N&hrlésung supplementiert wurde und
einen AOC-Gehalt von 150 pg Acetat-C/L aufwies, betrieben. Nach 14 Tagen wurden die Reaktoren
mit einem Gemisch von E. coli und dem coliformen Bakterium Klebsiella pneumoniae sowie parallel
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mit P. aeruginosa und Legionella pneumophila beimpft. Uber einen Zeitraum von 28 Tagen wurden
die Zielorganismen in den Trinkwasserbiofilmen sowie in den Zu- und Abldufen der Reaktoren quanti-
fiziert. Alle Zielorganismen nisteten sich in die etablierten Trinkwasserbiofilme ein. Die Persistenz der
hygienisch relevanten Organismen in den Biofilmen wurde speziesabhangig von der Temperatur
und/oder dem Nahrstoffgehalt beeinflusst. E. coli und K. pneumoniae waren in den Biofilmen, die im
biologisch stabilen Trinkwasser etabliert wurden, kulturell meist nur einen Tag nach Animpfen der
Reaktoren nachweisbar. In Biofilmen von Reaktoren mit nahrstoffreichem Trinkwasser dagegen per-
sistierten sie unabhangig von der Temperatur deutlich langer und waren in der Mehrheit der Proben
Uber den gesamten Versuchszeitraum von 28 Tagen kulturell nachweisbar. Zudem kam es unter
nahrstoffreichen Bedingungen zu einer Vermehrung dieser Organismen im Biofilm. Im Fall von L.
pneumophila wurde die Persistenz in biologisch stabilem Trinkwasser (ndhrstoffarm) durch Tempera-
turen > 21 °C beglinstigt, wahrend sie durch die Nahrstoffzugabe deutlich verkiirzt wurde. P.
aeruginosa war unabhdngig von Temperatur, Ndhrstoffangebot und Werkstoff bis auf wenige Aus-
nahmen (ber den gesamten Zeitraum der Experimente kulturell nachweisbar. Die Dauer der Nach-
weisbarkeit aller Zielorganismen in den Abldaufen der Biofilmreaktoren war in der Mehrheit der un-
tersuchten Proben gleich mit der Dauer der kulturellen Nachweisbarkeit im Biofilm, was auf die Mog-
lichkeit der Freisetzung der hygienisch relevanten Organismen in die Wasserphase hinwies.

Mit der FISH-Methode wurden E. coli und K. pneumoniae lber die gesamte Dauer der Experimente
(28 Tage) in den Trinkwasserbiofilmen nachgewiesen, wahrend sie kulturell unter ndhrstoffarmen
Bedingungen meist nur wenige Tage erfassbar waren. Die langere Dauer der Nachweisbarkeit und die
Bestimmung hoherer Konzentrationen mittels FISH verglichen mit den kulturellen Nachweisverfahren
im Biofilm in den Laborversuchen deuten auch hier auf das Vorliegen von E. coli und K. pneumoniae
im VBNC-Zustand hin.

Das Fazit dieser Studie ist, dass Temperaturanderungen in dem bertlicksichtigten Temperaturbereich
der Feld- und Laborversuche von 2 °C bis 29 °C keinen deutlichen direkten Einfluss auf die mikrobio-
logische Qualitat des Trinkwassers haben. Allerdings beeinflussen sie die Einnistung, Persistenz und
mogliche Vermehrung hygienisch relevanter Bakterien in Trinkwasserbiofilmen in unterschiedlichem
Ausmal, je nach Bakterienspezies. Die Freisetzung dieser Organismen aus den Biofilmen resultiert in
der Kontamination der Wasserphase, so dass die Wassertemperaturen unter Umstdanden dber all
diese biofilmvermittelten Prozesse indirekt die Trinkwasserqualitdt beeinflussen. Allerdings scheint
die Nahrstoffsituation alleine oder in Kombination mit den Wassertemperaturen eine wesentlichere
Bedeutung fiir das Vorkommen von hygienisch relevanten Bakterien zu haben. Da in einem Trinkwas-
serverteilungssystem im Allgemeinen komplexe Wechselwirkungen zwischen einer Vielzahl von phy-
sikalischen, chemischen und biologischen Faktoren stattfinden, muss bei der Bewertung dieser Er-
gebnisse allerdings auch berticksichtigt werden, dass bei der Sicherung der Trinkwasserqualitat die
Temperatur nicht als isolierte EinflussgroRe betrachtet werden darf, wenn es um die Uberwachung
und Risikobewertung des Vorkommens hygienisch relevanter Bakterien geht und Anpassungsstrate-
gien im Rahmen von klimawandelbedingten Temperaturveranderungen entwickeln werden.
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1. Einleitung

1.1 Der globale Klimawandel

Das Intergovernmental Panel on Climate Change (IPCC) schreibt in seinem Synthesebericht von
2007, dass steigende Luft- und Meerestemperaturen, weit verbreitete Schnee- und Eisschmelzen und
ein Anstieg des Meeresspiegels als eindeutige Zeichen des Klimawandels anzusehen sind. Als Beispiel
wird erwahnt, dass elf Jahre in dem Zeitraum 1995 bis 2006 unter den zwolf warmsten Jahren seit
1850 einzuordnen sind. Stanwell-Smith berichtet in dem Summary Report des Chartered Institute of
Environmental Health (UK), dass 1998 als das warmste Jahr der letzten tausend Jahre bezeichnet
wird, gefolgt von 2005. Die World Meteorological Organization (WMO) bezeichnet die Dekade 2001
bis 2010 als ,,die Dekade der Klimaextreme” (WMO Summary Report 2013). Globale Oberflachen-
temperaturen haben sich seit dem spaten neunzehnten Jahrhundert um 0,4 °C bis 0,8 °C erhoht.
Dieser Anstieg der Temperatur erfolgte hauptsachlichen in den Zeitrdumen von 1910 bis 1945 und
seit 1976. Seit 1976 steigt die Temperatur um etwa 0,15 °C pro Dekade an (Folland et al., 2001;
Stanwell-Smith, 2008; WMO Summary Report, 2013). Einhergehend mit der beobachteten Erwar-
mung der durchschnittlichen Temperatur weltweit ist der Rickgang der alpinen und kontinentalen
Gletscher. In der nordlichen Hemisphare ist die Schneedecke seit 1966 um 10% zurlickgegangen. In
dem Synthesebericht des IPCC aus 2007 wird ein weiterer Anstieg der mittleren globalen Temperatur
um etwa 0,6 °C in den nachsten 100 Jahren als wahrscheinlichen erachtet, wenn die Emissionswerte
vergleichbar mit denen aus dem Jahr 2000 bleiben. Fiir andere Szenarios sagen Klimaprojektionen
Temperaturanstiege von 1,8 °C bis 4 °C voraus. Auch Stanwell-Smith (2008) bezeichnet einen Anstieg
der Temperatur um 3 °C bis zum Ende dieses Jahrhunderts als wahrscheinlich. Betrachtet man einige
Folgen des Klimawandels speziell fir den Wassersektor, so wird dieser laut IPCC und dem Chartered
Institute of Environmental Health unter anderem mit einer Zunahme an Starkregenereignissen und
daraus folgenden Uberflutungen, mit einem Riickgang der Wasserverfiighbarkeit durch lingere Tro-
ckenperioden, mit einer Erh6hung der Konzentration von hygienisch relevanten Mikroorganismen in
Oberflachengewdssern und mit der Verschlechterung der Effizienz von Wasserwerken aufgrund der
Beeintrachtigung der chemischen Flockung durch erhohte Temperaturen rechnen miissen.

1.2 Der Klimawandel in der Emscher-Lippe Region

Der weltweite Klimatrend lasst sich auf die Emscher-Lippe-Region (ELR) Gibertragen. Quirmbach et al.
(2012a) berichten, dass in der letzten Dekade (2001-2010) ein Anstieg der mittleren Temperatur ver-
glichen mit einer Referenzperiode (1961-1990) um etwa 0,8 °C stattgefunden hat. Der Anstieg der
Temperatur betragt laut verschiedener Klimamodelle schatzungsweise 1 °C in der nahen Zukunft
(2050) und ist mit aktuellen 0,8 °C schon fast erreicht. In der fernen Zukunft (2071-2100) wird ein
Anstieg von etwa 3 °C fir die ELR angenommen. Die Anzahl der Sommertage (> 25 °C) und der heiRen
Tage (= 30 °C) wird tberdurchschnittlich hdufig sein, wahrend die Zahl der Frosttage (T, < 0 °C) und
Eistage (Tmax < 0 °C) abnehmen wird, was auf ein Auftreten von intensiveren und haufigeren Trocken-
perioden deutet.

In einer weiteren Publikation haben Quirmbach et al. (2012b) den Einfluss des Klimawandels auf Nie-
derschlagsdaten in Nordrhein Westfalen bewertet. Dazu wurden verschiedene Klimamodelle, STAR2,
WETTREG und CLM, herangezogen. In allen drei Modellen wurde der gleiche Trend beobachtet. Es
wird ein Anstieg an trockenen Sommern einhergehend mit einer Zunahme von nasseren Wintern
erwartet mit 16 % bis 20 % mehr Niederschlag in der fernen Zukunft (2071-2100) verglichen mit der
Referenzperiode 1961 bis 1990. Jedoch unterscheiden sich die vorhergesagten Wetteranderungen je
nach Klimamodell in der zeitlichen Entwicklung und der Bedeutung. So ist z.B. die Zunahme des Nie-
derschlags in den Wintermonaten fiir die nahe Zukunft nur signifikant bei Lauf 2 des Modells CLM
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und dem Modell STAR2, wohingegen bei Anwendung des Laufs 1 des Modells CLM und des Modells
WETTREG ein signifikanter Einfluss des Klimawandels erst in der fernen Zukunft zu bemerken sein
wird.

Da die Auswirkungen des Klimawandels auch auf regionaler Ebene von starker Bedeutung sind, wur-
de das Projekt “dynaklim” im Rahmen der KLMZUG-Ausschreibung des BMBF entwickelt. “dynaklim”
steht fur die Dynamische Anpassung an die Auswirkungen des Klimawandels in der Emscher-Lippe-
Region (Ruhrgebiet). Der Fokus des Projekts liegt auf moglichen Auswirkungen des Klimawandels auf
den regionalen Wassersektor und der Entwicklung von Anpassungsstrategien fir Umwelt, Bevolke-
rung und Okonomie in der Region.

1.3  Einfluss der Temperatur auf hygienisch relevante Bakterien im Trinkwasser

1.3.1 Uberleben von Bakterien im Trinkwasser

Bakterien kommen im Trinkwasser frei (planktonisch) in der Wasserphase sowie in Form von Biofil-
men auf allen mit Trinkwasser in Kontakt stehenden Oberflachen vor. Biofilme sind mikrobielle Le-
bensgemeinschaften, die sich an Grenzflaichen ansiedeln (Hall-Stoodley et al., 2004). Sie leben in
einer selbst gebildeten Matrix aus extrazelluldren polymeren Substanzen (EPS), welche die Biofilmor-
ganismen vor ungiinstigen Umwelteinflissen schiitzen (Flemming und Wingender, 2010). Aufgrund
von Messungen der Gesamtzellzahlen in Wasser und auf Oberflaichen von Rohrleitungen in einigen
deutschen Trinkwassersystemen wurde geschatzt, dass ungefahr 95 % der Bakterien in Trinkwasser-
verteilungssystemen auf der Innenoberflache von Rohrleitungen in Biofilmen vorkommen, wahrend
sich etwa 5 % planktonisch in der Wasserphase befinden (Flemming et al., 2002). Fir ein franzosi-
sches Trinkwassernetz wurde berechnet, dass in Rohrleitungen von 100 mm Durchmesser die Anzahl
angehefteter Bakterien 53fach bis 77fach hoher waren als die im entsprechenden Wasservolumen
vorhandenen freien Zellen (Servais et al., 1992). Diese Beobachtungen zeigen, dass in Trinkwasser-
verteilungssystemen die Uberwiegende Mehrheit der Mikroorganismen angeheftet in Biofilmen an
Oberflachen vorkommt und dort das Potenzial von mikrobiellem Wachstum existiert. Die groRten
Oberflachen fir die Biofilmbildung bieten dabei die Rohrleitungen des Verteilungsnetzes.

Obwohl die Details der Biofilmbildung abhéngig von den Organismen und Umweltbedingungen vari-
ieren, gibt es charakteristische Phasen der Entwicklung von Biofilmen. Zunachst nehmen die Mikro-
organismen reversibel Kontakt mit der festen Oberflache auf, gefolgt von der irreversiblen Anheftung
und Vermehrung, der Bildung von Mikrokolonien und im weiteren zeitlichen Verlauf der Entstehung
eines Biofilms, der sich in einem quasi-stationdren Zustand befindet und durch eine maximale Zell-
dichte gekennzeichnet ist. Es handelt sich um ein dynamisches Gleichgewicht, das sich aus der Ver-
mehrung im Biofilm und weiteren Anheftung von Zellen aus der Wasserphase an den Biofilm sowie
der passiven Ablosung und aktiven Freisetzung von Zellen aus dem Biofilm ergibt.

In Trinkwassersystemen dauert die Ausbildung von Biofilmen je nach den vorherrschenden Bedin-
gungen 2 bis 3 Wochen bis hin zu mehreren Monaten. Die Anzahl der Bakterien (Gesamtzellzahl) in
Biofilmen auf Innenwandungen von Rohrleitungen oder auf Oberflachen von trinkwasserexponierten
Werkstoff-Coupons wurde im Bereich von ungefihr 10* bis 10® Zellen pro cm” beobachtet (Block et
al., 1993; Servais et al., 1995; Wingender und Flemming, 2004; Langmark et al., 2005). Der Anteil der
kultivierbaren Bakterien macht dabei normalerweise nur einen geringen Anteil von etwa 0,01 bis
einigen Prozent an den insgesamt vorhandenen Zellen aus.

Trinkwasserbiofilme bestehen aus einer Vielfalt von natiirlicherweise vorkommenden Mikroorganis-
men (Mischpopulationen), die kein Gesundheitsrisiko fiir den Menschen darstellen. Dennoch beher-
bergen Trinkwasserbiofilme gelegentlich hygienisch relevante Mikroorganismen, die entweder fika-
ler Herkunft sind oder aber aus der Umwelt (Boden, Wasser) stammen (Wingender, 2011; Wingender
und Flemming, 2011). Fékale Verunreinigungen sind die Ursache fiir den Eintrag von Krankheitserre-
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gern wie darmpathogene Bakterien (z. B. Campylobacter, Salmonellen, pathogene Varianten von
Escherichia coli), enterale Viren (z. B. Noroviren) und parasitische Protozoen (z. B. Cryptosporidium,
Giardia lamblia). Bei diesen Erregern handelt es ich um obligat pathogene Organismen, die liber den
fakal-oralen Kreislauf Ubertragen werden, typischerweise Durchfallerkrankungen beim Menschen
verursachen und trinkwasserbedingte Krankheitsausbriiche auslésen kénnen. Im Fall der hygienisch
relevanten Umweltorganismen handelt es sich um bestimmte Wasserbakterien, die normale Biofilm-
bewohner sind, aber als fakultativ pathogene Krankheitserreger ein Gesundheitsrisiko fiir den Men-
schen darstellen. Bedeutsame fakultativ pathogene Bakterien sind vor allem Legionella pneumophila
und andere Legionellen sowie Pseudomonas aeruginosa, aber auch Aeromonaden oder manche
coliforme Bakterien wie zum Beispiel einige Klebsiella- oder Enterobacter-Spezies. Biofilme stellen ein
temporares Habitat und potenzielles Reservoir fiir hygienisch relevante Bakterien dar. Im Biofilm
konnen diese Organismen (ber langere Zeitraume persistieren und sich unter glinstigen Bedingun-
gen vermehren. Im Schutz von Biofilmen Uberleben diese Organismen zudem praxisrelevante Kon-
zentrationen an Desinfektionsmitteln. Biofilme stellen eine mogliche Kontaminations- und Infekti-
onsquelle dar, da die pathogenen Organismen aus dem Biofilm in das umgebende Trinkwasser frei
gesetzt werden kdnnen.

Ublicherweise werden hygienisch relevante Bakterien im Trinkwasser kulturell durch Anzucht auf
festen oder in flissigen Nahrmedien nachgewiesen. Im Rahmen von routinemaRigen mikrobiolo-
gisch-hygienischen Untersuchungen nach gesetzlichen Vorgaben wie zum Beispiel der Trinkwasser-
verordnung (TrinkwV, 2001) erfolgt dies nach festgelegten, meist genormten Nachweisverfahren. Die
routinemaRige mikrobiologische Kontrolle der Trinkwasserqualitdt nach dem Uberwachungsprinzip
der Trinkwasserverordnung umfasst die Bestimmung der Koloniezahlen bei 22 °C und 36 °C sowie die
Analyse auf coliforme Bakterien und Escherichia coli mit kulturellen Nachweisverfahren. Seltener
erfolgt die aufwandigere Beprobung der Oberflaichen wie zum Beispiel von Trinkwasserrohren, wo-
durch zusatzlich die Mikroorganismen im Biofilm erfasst werden. Fir weitergehende Untersuchun-
gen von Wasser und Biofilmen erfolgt die Quantifizierung von Mikroorganismen haufig durch die
mikroskopische Bestimmung der Gesamtzellzahl, der Koloniezahl heterotropher Bakterien
(,,heterotrophic plate count”, HPC) oder auch die Messung des Gehalts von Adenosintriphoshat (ATP)
zur Bestimmung aktiver Biomasse (Liu et al., 2013). Diese Parameter zeigen jedoch nicht die Anwe-
senheit von Pathogenen an. Daher missen pathogene Organismen mit spezifischen, fir sie geeigne-
ten Methoden nachgewiesen werden.

In vielen Habitaten kommen Bakterien in einem nicht kultivierbaren Zustand vor (Oliver, 2005, 2010).
Damit entziehen sie sich den auf Kultivierungsverfahren basierenden Standarduntersuchungsverfah-
ren. Solche Bakterien werden oft als ,,viable but nonculturable” (VBNC) bezeichnet. In diesem VBNC-
Zustand sind Bakterienzellen nicht tot, sondern noch stoffwechselaktiv. Fiir eine Vielzahl von wasser-
hygienisch relevanten Bakterien wie L. pneumophila, P. aeruginosa, E. coli, Campylobacter spp. oder
Salmonella enterica ist beschrieben worden, dass sie zum Ubergang in das VBNC-Stadium befihigt
sind (Oliver, 2005, 2010; Li et al., 2014). Unterschiedliche Umweltbedingungen, oft Stress-Faktoren,
kénnen den Ubergang der Bakterien vom kultivierbaren Zustand in das VBNC-Stadium ausldsen. In
Trinkwassersystemen kdnnen dies Verschiebungen hin zu unglinstigen Umgebungstemperaturen,
Nahrstoffmangel oder die Anwesenheit von antimikrobiell wirksamen Substanzen wie Desinfekti-
onsmittel oder Metall-lonen wie Cu®" sein (Oliver, 2010; Dwidjosiswojo et al., 2011). Die nicht mehr
mit den konventionellen Nahrmedien unter den Ublichen Bedingungen kultivierbaren Bakterien im
VBNC-Stadium lassen sich mit kultivierungsunabhangigen, molekularbiologischen Methoden nach-
weisen wie z. B. mit der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) oder mit auf der Polymerase-
Ketten-Reaktion (PCR) basierenden Methoden. Hygienisch relevante Bakterien kbnnen daher im
Trinkwassernetz durch Standardkulturverfahren unentdeckt als VBNC-Zellen im Biofilm persistieren
und so ein dauerhaftes Kontaminationspotenzial fiir die Wasserphase darstellen. Unter fir sie giins-
tigen Umstanden konnen sie erneut in den kultivierbaren Zustand tGbergehen und im Fall von Krank-
heitserregern auch wieder potenziell infektits werden.
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1.3.2 Rolle der Temperatur fiir das Wachstum von Bakterien

Das Wachstum von Bakterien bedeutet eine Zunahme der Anzahl von Zellen durch Zellteilung, sodass
es zu einer Vermehrung der Bakterien kommt. Physikalische, chemische und biologische Faktoren
bestimmen das Uberleben und Wachstum von Bakterien in der Umwelt. In Trinkwasserverteilungs-
systemen sind hierbei insbesondere die Wassertemperatur, die Nahrstoffverhaltnisse, die hydrauli-
schen Bedingungen und die Anwesenheit von Desinfektionsmitteln von Bedeutung. Episodische und
saisonale Temperaturanderungen beeinflussen malgeblich mikrobielle Prozesse sowie das Gleich-
gewicht und die Diversitdt der mikrobiellen Gemeinschaften in Wassersystemen.

Die Temperaturabhéngigkeit des Wachstums ist fir jede Bakterienart charakteristisch und wird durch
Kardinaltemperaturen in Form der minimalen, optimalen und maximalen Wachstumstemperatur
beschrieben (Abbildung 1). Unter der minimalen Temperatur gibt es fiir den jeweiligen Organismus
kein Wachstum, bei der optimalen Temperatur wachst der Organismus am schnellsten und oberhalb
der maximalen Temperatur ist kein Wachstum maglich. Die optimale Temperatur liegt immer naher
an der maximalen als an der minimalen Temperatur. Die Kardinaltemperaturen der einzelnen Bakte-
rienspezies unterscheiden sich und sind fir jeden Organismus charakteristisch. Die Spannbreite des
Wachstums erstreckt sich fiir einen Organismus (ber einen Bereich von etwa 30 °C bis 40 °C. Die
jeweiligen Minimal- und Maximaltemperaturen spiegeln im Allgemeinen die Spannbreite der Tempe-
raturen bzw. die Durchschnittstemperaturen der natiirlichen Lebensrdume der Bakterien wider. Ge-
langen Bakterien in Temperaturbereiche unterhalb und oberhalb ihrer minimalen bzw. maximalen
Wachstumstemperaturen, so kdnnen die Bakterien fiir eine gewisse Dauer unter diesen Umweltbe-
dingungen Uberleben, z. B. im VBNC-Zustand, ohne abzusterben. Bei Verdanderungen zu glinstigen
Umgebungstemperaturen kénnen die Bakterien ihr Wachstum wieder aufnehmen.
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Abbildung 1: Kardinaltemperaturen fiir das Wachstum von Bakterien.

Unter den Temperaturklassen der Mikroorganismen im Rohwasser (Grund- und Oberflachenwasser)
und im Trinkwasser finden sich vor allem psychrophile, psychrotolerante und mesophile Bakterien.
Psychrophile Bakterien haben eine optimale Wachstumstemperatur bei etwa 15 °C oder darunter
und eine minimale Wachstumstemperatur von 0 °C. Mesophile Bakterien weisen ein Temperaturop-
timum zwischen 25 °C bis 40 °C auf. Zusatzlich gibt es psychrotolerante Organismen, deren Wachs-
tumsoptimum im Bereich von 20 °C bis 40 °C liegt, die aber auch bei 0 °C noch wachsen kénnen.
Psychrophile und psychrotolerante Bakterien kommen haufig in Boden und Wasser gemaRigter Kli-
mazonen vor, wahrend mesophile Bakterien im Darmtrakt von Menschen und warmblitigen Tieren,
aber auch in Boden und Wasser von gemaRigten und tropischen Breiten zu finden sind. Allerdings
gibt es flieRende Uberginge zwischen den Gruppen und es ist eine Anpassung von Bakterien an hé-

12



Sicherung der Trinkwasserqualitat bei der Wasserverteilung

here oder niedrigere Temperaturen moglich. Im Trinkwasserbereich sind es Gberwiegend mesophile
Bakterien, die von hygienischer Bedeutung sind. In Tabelle 1 sind Beispiele fiir meist experimentell
ermittelte Kardinaltemperaturen von solchen Bakterien angegeben. Bei den Kardinaltemperaturen
handelt es sich immer um ungefdahre Angaben, da die Werte in Laborversuchen meist nur in groReren
Temperaturintervallen von mehreren Grad Celsius bestimmt werden, die Werte von den experimen-
tellen Bedingungen abhangen und zudem innerhalb einer Bakterienspezies stammspezifische Unter-
schiede im temperaturabhdngigen Wachstum auftreten. AuBerdem kénnen sich Bakterien an niedri-
gere Wassertemperaturen anpassen, so dass sie dann unter diesen Bedingungen ein beschleunigtes
Wachstum aufweisen. Dies wurde zum Beispiel fur coliforme Bakterien und Aeromonaden beschrie-
ben (LeChevallier et al., 1996; Schubert und Matzinou, 1990).

Spezies Minimal Optimal Maximal Literatur
(°C) (°c) (°c)

Coliforme Bakterien fakaler Herkunft

Escherichia coli 8-10 39 48 Leclerc et al., 2001; Madi-
son und Martinko, 2013
Klebsiella pneumoniae 10 36-38 46 Leclerc et al., 2001
Enterobacter cloacae 12 38 44 Leclerc et al., 2001
Citrobacter freundii 6 34 42 Leclerc et al., 2001

Umweltcoliforme Bakterien

Enterobacter amnigenus 12 32 38 Leclerc et al., 2001

Serratia fonticula 1 32-34 38 Leclerc et al., 2001
Buttiauxella agrestis 1 32-34 38 Leclerc et al., 2001

Rahnella aquatilis 1 30 38 Leclerc et al., 2001
Fakultativ pathogene Umweltbakterien

Pseudomonas aeruginosa 9 37 45 Elliot, 1963; Kropinski et al.,

1987
Legionella pneumophila 12 32-35 45 Wadowsky et al.,, 1985;

Soderberg et al.,, 2004;
Konishi et al., 2006; van der

Kooij, 2014
Aeromonas hydrophila und andere 0-15 15-35 40-55 Rouf und Rigney, 1971;
Aeromonas-Spezies Fransolet et al., 1985; Schu-

bert und Matzinou, 1990;
Eley et al., 1993; Pund und
Theegarten, 2008

Tabelle 1: Beispiele fiir Kardinaltemperaturen des Wachstums von hygienisch relevanten Bakterien, die im Trinkwasser
auftreten konnen.

Firr die in Tabelle 1 aufgefiihrten Gruppen von hygienisch relevanten Bakterien ist bekannt, dass sie
prinzipiell im VBNC-Zustand vorliegen kénnen (Oliver, 2010). Allerdings gibt es nur sehr wenige Un-
tersuchungen zur Induktion des VBNC-Zustands durch Verdnderungen der Wassertemperatur. Be-
sonders gut wurde dieser Effekt bei dem in Kistengewdssern vorkommenden humanpathogenen
Bakterium  Vibrio  vulnificus  untersucht, das bei abwehrgeschwdchten  Menschen
Durchfallerkrankungen und schwere Wundinfektionen verursachen kann. Beim Absenken der Umge-
bungstemperaturen von etwa 22 °C bis 25 °C auf 5 °C verlieren diese Bakterien vollstandig ihre
Kultivierbarkeit und gehen in den VBNC-Zustand Uber (Oliver et al., 1991; Oliver, 2005). Beim Anhe-
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ben der Temperatur werden die Bakterien wieder kultivierbar. Es ist allerdings noch weitgehend un-
bekannt, inwieweit die Temperaturen speziell unter trinkwasserrelevanten Bedingungen in dhnlicher
Weise den VBNC-Zustand von hygienisch relevanten Bakterien in Trinkwasserverteilungssystemen
beeinflussen kénnen.

Im Zuge des Klimawandels und der damit verbundenen globalen Erwarmung wird angenommen, dass
es regional zu langeren Perioden mit ansteigenden Temperaturen der Umgebung kommen kann. Die
Temperaturen in Oberflachengewdssern, die als Rohwasser zur Trinkwasseraufbereitung dienen,
sowie in Boden, in denen die Rohrleitungen verlegt sind, haben einen Einfluss auf die Wassertempe-
ratur im Verteilungsnetz. Somit ist bei zunehmenden Temperaturen des Rohwassers und der oberen
Bodenschichten, bedingt durch den Klimawandel, ein temporarer Anstieg der Wassertemperatur in
Trinkwasserverteilungssystemen denkbar (Meulemann et al., 2007; Blokker und Pieterse-Quirijns,
2013). In diesem Zusammenhang ist es daher von Interesse zu wissen, inwieweit auch das Vorkom-
men hygienisch relevanter Bakterien im Trinkwasser und in Biofilmen in Wasserverteilungssystemen
von der Temperatur bestimmt wird und im Falle von Temperaturerhéhungen eventuell sogar be-
glinstigt wird. Im Folgenden wird eine Ubersicht zum Kenntnisstand des Temperatureinflusses auf die
mikrobiologisch-hygienische Beschaffenheit von Trinkwasserverteilungssystemen gegeben unter
Berucksichtigung der HPC-Bakterien, von Indikatorbakterien (z. B. coliforme Bakterien) sowie von
fakultativ-pathogenen (Legionellen, P. aeruginosa, Aeromonaden) und obligat-pathogenen Bakterien
(Campylobacter spp.).

1.3.3 Einfluss der Temperatur auf das Wachstum von Bakterien in Trinkwasserverteilungssystemen

In Untersuchungen, in denen ein Einfluss der Temperatur auf Bakterien im Wasser und in Biofilmen
beriicksichtigt worden ist, wurde das Vorkommen der Bakterien tGberwiegend kulturell anhand von
Koloniezahlen der heterotrophen Bakterien (HPC-Bakterien) bestimmt, und nur selten wurde dabei
die Gesamtheit der Mikroorganismen durch die Bestimmung der Gesamtzellzahl ermittelt.

Aus Praxisbeobachtungen geht hervor, dass HPC-Bakterien sich bereits bei Kaltwassertemperaturen
ab etwa 5 °C in Trinkwasserverteilungssystemen vermehren kénnen und mit ansteigenden Tempera-
turen das Wachstum sowie die Stoffwechselaktivitdt dieser Bakterien zunehmen (Servais et al., 1992;
Lund und Ormerod, 1995; van der Kooij und van der Wielen, 2013). So wurde ein Anstieg der Ge-
samtzellzahl in einem franzosischen Trinkwassernetz Gber einen Temperaturbereich von etwa 5 °C
bis 20 °C beobachtet. In parallel durchgefiihrten Laborexperimenten im vergleichbaren Temperatur-
bereich wurden die Wachstumsraten der Bakterien im Trinkwasser bestimmt; sie lagen im Bereich
von 0,005 bis 0,1 pro Stunde (entsprechend Generationszeiten der Bakterien von 7 bis 140 Stunden),
wobei sie mit zunehmender Temperatur zu héheren Werten tendierten (Servais et al., 1992). Im Be-
reich der Endstrange von Trinkwasserverteilungssystemen in den USA wurde eine positive Korrelati-
on zwischen der Wassertemperatur und den Koloniezahlen von HPC-Bakterien beschrieben (Carter et
al., 2000; Reasoner et al., 1989). In Endstrangen mit Wassertemperaturen im Bereich zwischen 10,5
°C und 24,6 °C wurden bei Temperaturen = 15,5 °C haufiger hohe Koloniezahlen von HPC-Bakterien
(geometrisches Mittel: 2,0 x 10" KBE/ml) gefunden im Vergleich zu niedrigeren Temperaturen (geo-
metrisches Mittel: 1,9 x 10° KBE/ml) (Reasoner et al., 1989). Die verlangerten Aufenthaltszeiten
kénnten ein Grund fir die Verstarkung des Temperatureffekts in Endstrangen darstellen (Carter et
al., 2000). In einer Versuchsanlage in einem Wasserwerk wurde durch eine experimentell erzeugte,
sprunghafte Erhéhung der Wassertemperatur um 10 °C eine geringe Zunahme der Koloniezahlen von
HPC-Bakterien sowohl unter Stagnation (einmal wdchentlich kurzzeitiger Durchfluss der Versuchs-
strecken) als auch bei kontinuierlichem Durchfluss beobachtet im Vergleich zum nicht erwdrmten
Trinkwasser (Henning und Korth, 2013). In einigen der erwdhnten Untersuchungen fiel auf, dass ein
Temperatureffekt nur beobachtet wurde, wenn die Koloniezahlen der HPC-Bakterien auf dem néahr-
stoffarmen R2A-Medium bestimmt wurden, aber nicht, wenn nahrstoffreiche Agarndhrmedien wie
Blutagar oder Nahragar verwendet wurden (Carter et al., 2000; Henning und Korth, 2013). Dies kénn-

14



Sicherung der Trinkwasserqualitat bei der Wasserverteilung

te darauf hinweisen, dass vor allem an nahrstoffarme Bedingungen angepasste Populationen von
heterotrophen Bakterien auf Anderungen der Wassertemperaturen reagieren.

Da Bakterien im Wesentlichen in Biofilmen vorkommen und Biofilme ein Reservoir und somit eine
Kontaminationsquelle von hygienisch relevanten Bakterien flir das Trinkwasser darstellen, ist der
Einfluss der Wassertemperatur insbesondere auf Trinkwasserbiofilme von Bedeutung. Aus Untersu-
chungen an realen Trinkwasserverteilungssystemen in verschiedenen geographischen Regionen geht
hervor, dass bei relevanten Trinkwassertemperaturen Biofilme auf allen Komponenten von Trinkwas-
sersystemen unabhangig von der Temperatur immer vorhanden sind. So wurden Biofilme in Trink-
wassersystemen in den USA mit Temperaturen im Bereich von 4 °C bis 26 °C nachgewiesen (Donlan
et al., 1994) oder in einem Trinkwasserverteilungssystem von Singapur bei Wassertemperaturen von
28,0 °C bis 29,2 °C (Hu et al., 2005).

Systematische Arbeiten zum Zusammenhang der Trinkwassertemperatur und der Biofilmbildung
wurden in der Literatur bisher nicht beschrieben. Dennoch gibt es aus einigen Untersuchungen an
realen Verteilungssystemen sowie im Labor Hinweise zum Einfluss der Wassertemperatur auf die
Entwicklung von Biofilmen. Donlan et al. (1994) beschrieben die Biofilmbildung auf Coupons aus
Gusseisen, die in verschiedenen Trinkwassersystemen der Philadelphia Suburban Water Company
(USA) exponiert wurden. Bezliglich der Wassertemperaturen wurde zwischen einer Kaltwasserperio-
de mit 4 °C bis 15 °C und einer Warmwasserperiode mit 15 °C bis 25 °C unterschieden. Die Biofilmbil-
dung wurde anhand der flachenbezogenen Koloniezahlen der HPC-Bakterien verfolgt. Wahrend der
Warmwasserperiode wurden maximale Koloniezahlen nach etwa 30 Tagen erreicht (quasi-
stationdres Gleichgewicht), wahrend unter Kaltwasserbedingungen eine weitere Zunahme der Kolo-
niezahlen bis iber 80 Tage erfolgte. Die Koloniezahlen unter Kaltwasserbedingungen waren meist
deutlich geringer als unter Warmwasserbedingungen. Ebenso war die Rate der Biofilmbildung unter
Kaltwasserbedingungen niedriger als unter Warmwasserbedingungen. Bei Auftragung der Biofilmbil-
dungsrate gegen die Wassertemperatur zeigte sich, dass Gber den gesamten Temperaturbereich die
Rate der Biofilmbildung deutlich mit zunehmender Wassertemperatur anstieg. Andere Parameter
wie der pH-Wert, die Alkalinitat, die Konzentrationen von organischem Stickstoff, Nitrit, Nitrat, Ge-
samtphosphat, Orthophosphat und gesamten organischen Kohlenstoff korrelierten weder mit der
Rate noch dem AusmaR der Biofilmbildung. Allerdings konnte nicht ausgeschlossen werden, dass 1,3-
bis 7,7-fach héhere Konzentrationen des zur Desinfektion des Trinkwassers eingesetzten Monochlor-
amins in der Kaltwasserperiode im Vergleich zur Warmwasserperiode die Biofilmbildung in der Kalt-
wasserperiode zumindest teilweise limitiert haben kdnnte. Auch die Durchflussgeschwindigkeit wur-
de als mogliche EinflussgroRe diskutiert, da ein hoherer Durchfluss mit einer geringeren Biofilmbil-
dung einherzugehen schien. Es wurde die Schlussfolgerung gezogen, dass auBer der ansteigenden
Wassertemperatur auch andere Faktoren die Biofilmbildung bestimmen kdnnten wie temperaturbe-
dingte Unterschiede in der wirksamen Desinfektionsmittelkonzentration und der Durchflussrate,
aber auch unterschiedliche Koloniezahlen im Wasser (hoher unter Warmwasser- als unter Kaltwas-
serbedingungen) und vielleicht noch andere nicht erfasste Faktoren (Donlan et al., 1994).

In einigen Untersuchungen wurde der Einfluss der Wassertemperatur auf die Biofilmbildung anhand
von Aktivitatsparametern bestimmt. Chang und Jung (2004) beschrieben den Einfluss der Tempera-
tur auf die proteolytische Aktivitat von Trinkwasserbiofilmen auf Gusseisen und PVC. Eine Zunahme
von 5 °C (von 18 °C auf 23 °C) fihrte zu einer Zunahme der Enzymaktivitdt um etwa eine Zehnerpo-
tenz, wahrend eine Zunahme der Wassertemperatur von 23 °C auf 26 °C einen 5 bis 10fachen Anstieg
der Aktivitit bewirkte. Hallam et al. (2001) untersuchten die Biofilmaktivitat (gemessen als ATP/cm?)
auf verschiedenen Materialien wie Polyethylen, PVC oder Zement in Biofiilmmonitor-Reaktoren in
einem englischen Trinkwasserverteilungssystem. Es wurde gefunden, dass die Biofilmaktivitat bei 7
°C ungefahr 50 % niedriger war als bei 17 °C. Allerdings war diese Beobachtung nur bei Chlorkonzent-
rationen < 0,1 mg/L moglich. Der hemmende Einfluss der Chlorkonzentrationen > 0,3 mg/L auf die
Biofilmaktivitat war so ausgepragt, dass ein moglicher Temperatureffekt nicht erkennbar wurde.
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In einigen Laboruntersuchungen wurden Biofilmreaktoren verwendet, um den Einfluss der Wasser-
temperatur auf die Bildung von Biofilmen auf Trinkwasser exponierten Oberflachen unter kontrollier-
ten Bedingungen zu ermitteln. Versuche mit Drehkolbenreaktoren, die mit Grundwasserbakterien
beimpft und mit synthetischem Trinkwasser durchstrémt wurden, zeigten, dass die Koloniezahlen
(HPC) von Biofilmorganismen im quasi-stationdren Gleichgewicht auf Polycarbonat-Coupons mit stei-
gender Temperatur (8 °C, 17 °C und 26 °C) zunahmen (Ollos et al., 2003). Bei 26 °C war die Kolonie-
zahl etwa eine Zehnerpotenz hoher als bei 8 °C; der Temperaturanstieg zwischen 8 °C und 17 °C war
deutlicher als zwischen 17 °C und 26 °C. Die temperaturabhangige Zunahme der Koloniezahlen war
bei Scherkraften von 2 N/m? ausgepragter als bei 0,4 N/m?. Der Temperatureffekt schien im unter-
suchten Bereich somit bei niedrigeren Scherkrédften weniger Einfluss auf die Biofilmentwicklung zu
haben. Entsprechende Versuche mit realem Trinkwasser, allerdings nur im begrenzten Bereich von
16 °C bis 22 °C, zeigten keine wesentlichen Unterschiede in den Koloniezahlen der Trinkwasserbiofil-
me auf Polycarbonat und duktilem Gusseisen.

Ndiongue et al. (2005) untersuchten Trinkwasserbiofilme auf PVC in Drehkolbenreaktoren, die mit
desinfektionsmittelfreiem Trinkwasser bei verschiedenen Temperaturen (6 °C, 12 °C und 18 °C)
durchflossen wurden. Die Biofilmbildung, bestimmt anhand der Koloniezahlen (HPC), erfolgte am
schnellsten bei 18 °C mit maximalen Koloniezahlen innerhalb von 20 Tagen, wahrend die Biofilmbil-
dung bei 6 °C und 12 °C langsamer als bei 18 °C erfolgte und maximale Koloniezahlen erst nach 30
Tagen erreicht wurden. Auch in dieser Studie wurde eine Zunahme der Konzentration der Kolonie-
zahlen mit steigender Wassertemperatur beobachtet. Die Unterschiede der Koloniezahlen der
Biofilme zwischen 6 °C und 12 °C bzw. 12 °C und 18 °C waren statistisch signifikant. Allerdings war die
Zunahme der Koloniezahlen nur gering (0,5 log KBE/cm?) und wurde als nicht von Bedeutung fiir die
Praxis bewertet. Wurden die Trinkwasserbiofilme in Gegenwart von Nahrstoffen (Zugabe von Natri-
umacetat, 250 pg C/L) erzeugt, so wurde bei allen Temperaturen eine Erhohung der Koloniezahlen
um 0,8 bis 1,8 log KBE/mL beobachtet, wobei allerdings im Gegensatz zu ndhrstoffarmem Wasser
keine Abhangigkeit mehr der Biofilmbildung von der Wassertemperatur auftrat.

Silhan et al. (2006) untersuchten die Biofilmbildung anhand der Koloniezahlen (HPC) und des ATP-
Gehalts in kaltem Trinkwasser bei 15 °C und in erwdarmtem Trinkwasser bei 35 °C unter statischen
Bedingungen in Rohrstiicken aus verzinktem Stahl, Polyethylen (PE), vernetztem Polyethylen (PEX)
und Kupfer Gber maximal 58 Tage. Die Koloniezahlen der Biofilme waren immer bei 35 °C hoher als
bei 15 °C. Auf den metallischen Werkstoffen waren die Koloniezahlen nur leicht erhoht, wahrend sie
auf PE und PEX etwa 100fach héher bei 35 °C als bei 15 °C waren. Mittels der ATP-Messungen wurde
dieser Trend bestétigt. In dieser Studie war somit eine Abhangigkeit der Biofilmbildung von der Was-
sertemperatur und dem Werkstoff festgestellt worden.

Insgesamt wird aus den Untersuchungen die Tendenz ersichtlich, dass im trinkwasserrelevanten
Temperaturbereich ansteigende Wassertemperaturen mit einer in begrenztem Ausmal} erhéhten
Konzentration und Stoffwechselaktivitat von HPC-Bakterien in der Wasserphase und im Trinkwasser-
biofilm einhergehen kann. Allerdings bestimmen nicht nur die Temperatur, sondern auch andere
Faktoren wie vor allem die Konzentration von Nahrstoffen und/oder die Anwesenheit von Desinfek-
tionsmitteln das Vorkommen von Mikroorganismen im Trinkwasser und die Bildung von Trinkwas-
serbiofilmen. Daher erweist es sich unter realen Bedingungen schwierig, lediglich den Einfluss der
Wassertemperatur eindeutig zu erfassen. Es ist jedoch erkennbar, dass in desinfektionsmittelfreiem
Trinkwasser unter den Ublichen Betriebsbedingungen bei einer Zunahme der Wassertemperaturen
um einige Grad Celsius nur mit einem relativ begrenzten Wachstum von Bakterien im Wasser und in
Biofilmen zu rechnen ist. Handelt es sich um ein sehr ndhrstoffarmes Trinkwasser und/oder sind De-
sinfektionsmittel vorhanden, so ist in der Regel kein nennenswertes Wachstum von HPC-Bakterien zu
erwarten.
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1.3.4 Einfluss der Wassertemperatur auf das Vorkommen von hygienisch relevanten Bakterien in
Trinkwasserverteilungssystemen

Coliforme Bakterien und Escherichia coli

Coliforme Bakterien und E. coli haben eine Indikatorfunktion, indem ihr Nachweis im Trinkwasser
eine unerwiinschte mikrobielle Verunreinigung und somit einen nicht einwandfreien Zustand im
Trinkwasserverteilungssystem anzeigt. Das Vorkommen von coliformen Bakterien im Trinkwasser ist
ein Hinweis auf fikale und/oder nicht-fakale Verunreinigungen. Coliforme Bakterien stellen fir die
Normalbevélkerung kein Gesundheitsrisiko dar; allerdings ist eine Gefahrdung der Gesundheit von
abwehrgeschwachten Personen durch einige fakultativ pathogene Spezies wie Enterobacter cloacae
und Klebsiella pneumoniae nicht auszuschlieRen. E. coli-Bakterien sind ein natirlicher Bestandteil der
Darmflora vom Menschen und von warmblitigen Tieren, und ihr Nachweis im Trinkwasser ist immer
ein eindeutiger Hinweis auf eine fakale Verunreinigung. Einige fakultativ pathogene und obligat pa-
thogene Stamme von E. coli kbnnen schwerwiegende Erkrankungen beim Menschen verursachen.

In einer Reihe von Praxisbeobachtungen wurden Zusammenhange zwischen der Temperatur in rea-
len Trinkwasserverteilungssystemen unterschiedlicher geographischer Regionen und der Haufigkeit
des Auftretens von coliformen Bakterien festgestellt. In einer 18-monatigen Untersuchung von 31
Trinkwasserverteilungssystemen in den USA und Kanada wurde festgestellt, dass die Nachweishdu-
figkeit sowie die Konzentration coliformer Bakterien erhoht waren, wenn die Wassertemperatur 15
°C Uberstieg (LeChevallier et al., 1996). Es war ein statistisch signifikanter Unterschied im Vorkom-
men von coliformen Bakterien im Wasser < 15 °C und > 15 °C vorhanden. In Systemen mit gechlor-
tem Trinkwasser trat eine 18fach erhéhte Nachweishaufigkeit von Coliformen auf, wenn die Wasser-
temperatur aus dem Bereich von 0 °C bis 5 °C auf Werte Uber 20 °C anstieg. Es wurde aber darauf
hingewiesen, dass abhdngig von der geographischen Lage auch bei niedrigeren Wassertemperaturen
mit coliformen Bakterien gerechnet werden kann, wenn sie sich an niedrige Wassertemperaturen
angepasst haben. So wurde in Trinkwassersystemen in nordlichen Breiten die hochsten Coliformen-
Konzentrationen zwischen 10 °C und 15 °C gefunden. Smith (2002) berichtete Uber eine saisonal er-
hohte Befundhaufigkeit coliformer Bakterien bei héheren Temperaturen im Trinkwasserverteilungs-
system von New Haven (Connecticut, USA) im Untersuchungszeitraum von 1992 bis 1998. 73 % von
218 Coliformen-positiven Wasserproben entfielen auf die Monate Juni bis November mit einer
durchschnittlichen Wassertemperatur von 17,1 + 3,5 °C; die héchsten Coliformen-Konzentrationen
traten jeweils im September bei einer Durchschnittstemperatur des Trinkwassers von 19,9 + 2,6 °C
auf.

In  franzosischen Trinkwasserverteilungssystemen wurde eine erhohte Haufigkeit positiver
Coliformen-Befunde im Wasser bei Temperaturen > 15 °C (76 % aller Wasserproben; Volk und Joret,
1994) bzw. in einer anderen Untersuchung im Bereich von 15 °C — 25 °C gefunden (71 % aller Was-
serproben; Batté et al., 2006). Andere, mit dem Vorkommen von Coliformen assoziierte, Faktoren
waren erhohte Aufenthaltszeiten des Wassers, geringe Desinfektionsmittelkonzentration (< 0,1 mg/L
freies Chlor), erhéhte Konzentrationen mikrobiell verwertbarer organischer Substanzen (BDOC) und
Gesamtzellzahlen > 1,6 x 10° Zellen pro mL (Volk und Joret, 1994; Batté et al., 2006). In einem argen-
tinischen Trinkwassersystem (La Plata) wurden die hdchsten positiven Befunde coliformer Bakterien
im Sommer bei einer Durchschnittstemperatur von 21,6 °C erhalten und die hdchsten negativen Be-
funde im Winter bei einer Durchschnittstemperatur von 10,6 °C (Cérdoba et al., 2010). Bei den nach-
gewiesenen Coliformen-Arten handelte es sich um Enterobacter cloacae (haufig im Sommer),
Enterobacter aerogenes (haufig im Winter), Enterobacter agglomerans (haufig im Herbst) und
Klebsiella oxytoca (hdufig im Winter und Frihjahr). Diese unterschiedliche saisonale Haufigkeit wurde
als Hinweis auf eine mogliche Abhangigkeit einzelner Coliformen-Spezies von der Wassertemperatur
angesehen. E. coli wurde in keiner Wasserprobe nachgewiesen.

Auch in Laborversuchen wurde ein Einfluss der Wassertemperatur auf das Wachstum von coliformen
Bakterien festgestellt. Fransolet et al. (1985) untersuchten die Vermehrung von Reinkulturen von E.
coli und E. aerogenes (Wasserisolate), suspendiert in aufbereitetem Trinkwasser, im Temperaturbe-
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reich von 15,0 °C bis maximal 32,5 °C. In dem verwendeten Wasser wiesen beide Arten noch ein
langsames Wachstum bei 15 °C auf und mit zunehmender Wassertemperatur erfolgte ein Anstieg der
Wachstumsrate bis etwa 27,5 °C. Diese Versuche bestéatigen die aus Praxisbeobachtungen abgeleite-
te Erkenntnis, dass coliforme Bakterien in realen Trinkwasserverteilungssystemen das Potenzial ha-
ben, sich bei Temperaturen ab 15 °C vermehren zu kdnnen.

In Laboruntersuchungen wurde festgestellt, dass unter Bedingungen, unter denen keine Vermehrung
von E. coli moglich ist, die Konzentration der Bakterien in kultivierbarer Form mit zunehmender Was-
sertemperatur abnimmt. Silhan et al. (2006) fanden, dass bei statischer Bebriitung von Trinkwasser,
angeimpft mit E. coli, in Rohren aus verzinktem Stahl, PE und PEX die Bakterien in kultivierbarer Form
langer bei 15 °C als bei 35 °C iberlebten. Bei 15 °C war E. coli mehr als 4 Tage in Rohren aus verzink-
tem Stahl und 8 Tage in PE-Rohren nachweisbar, wahrend sie bei 35 °C bereits nach 2 Tagen nicht
mehr nachgewiesen wurden. In einer anderen Untersuchung wurde fiir E. coli gezeigt, dass das Uber-
leben der Bakterien im kultivierbaren Zustand unter ndhrstoffarmen Bedingungen (0,9 % NacCl-
Losung) Giber 100 Tage bei 5 °C am hochsten war und mit zunehmenden Temperaturen von 20 °C, 25
°C und 37 °C die Kultivierbarkeit von E. coli stark abnahm (Arana et al., 2010). Allerdings wurde bei
den hoheren Temperaturen (25 °C und 37 °C) keine Abnahme der Konzentration membranintakter
Zellen festgestellt, was darauf hinwies, dass der groRte Teil der E. coli-Population zwar nicht mehr
kultivierbar war, aber noch Vitalitat aufwies und somit im VBNC-Zustand vorlag. Die Moglichkeit des
Ubergangs von E. coli in einen nicht kultivierbaren Zustand im Trinkwasser wihrend der Inkubation
Gber 20 bis 60 Tage bei 10 °C wurde von Bjergbaek und Roslev (2005) beschrieben. Wenn somit durch
Nahrstoffmangel, wie er Ublicherweise im Trinkwasser vorherrscht, ein Wachstum von E. coli nicht
moglich ist, so konnen die Bakterien dennoch temperaturabhangig Giber einen gewissen Zeitraum in
kultivierbarer Form und/oder im VBNC-Zustand tberleben.

Zur Anhangigkeit der Persistenz von coliformen Bakterien in Biofilmen von der Umgebungstempera-
tur gibt es nur wenig publizierte Informationen. Korth et al. (2008) berichteten, dass nach Animpfung
von mehrere Monate alten Biofilmen auf Edelstahl mit Enterobacter cloacae, Enterobacter asburiae
und Enterobacter amnigenus diese Bakterien anfanglich kulturell nachgewiesen wurden, es dann
aber zu einer deutlichen Abnahme innerhalb weniger Tage kam. Es wurde keine Vermehrung bei den
untersuchten Wassertemperaturen von 10 °C und 20 °C nachgewiesen. Es wurde dabei auch kein
Einfluss der Nahrstoffkonzentration (Zugabe zum Trinkwasser von bis zu 150 pg/L C) festgestellt. Als
Ursache fir die fehlende Vermehrung der coliformen Bakterien, selbst bei Zugabe von Nahrstoffen,
wurde der Konkurrenzeffekt mit der natirlichen Biozénose im Biofilm angesehen.

Insgesamt weisen die Literaturangaben darauf hin, dass unter bestimmten Bedingungen mit Zunah-
me der Wassertemperaturen ab etwa 15 °C eine erhohte Befundhaufigkeit coliformer Bakterien (mit
Ausnahme von E. coli) in Trinkwasserverteilungssystemen nicht auszuschlieRen ist. In Ubereinstim-
mung mit den Erkenntnissen aus Praxisbeobachtungen und Laborversuchen werden in einem Hand-
buch der American Water Works Association Wassertemperaturen > 15 °C als eine unter mehreren
trinkwasserrelevanten Bedingungen angegeben, unter denen ein Auftreten von coliformen Bakterien
in Trinkwasserverteilungssystemen erwartet werden kann (Fox und Reasoner, 2006).

Legionellen

Legionellen sind fakultativ-pathogene Bakterien, die durch Inhalation von Aerosolen auf den Men-
schen (bertragen werden und zu Erkrankungen der Atemwege (Legionarskrankheit, Pontiac-Fieber)
fihren kdnnen. Legionella pneumophila ist die medizinisch und epidemiologisch wichtigste Art in den
meisten geographischen Regionen. Legionellen kommen verbreitet an natiirlichen aquatischen Stan-
dorten Uber einen weiten Temperaturbereich vor. So wurde L. pneumophila in Wasserproben aus
Oberflachengewédssern mit Temperaturen zwischen 5 °C und 63 °C nachgewiesen (Fliermans et al.,
1981). Legionellen kénnen Trinkwassersysteme besiedeln und werden mit erhdhter Haufigkeit im
erwdarmten Trinkwasser der Trinkwasser-Installationen von Gebduden gefunden (van der Kooij,
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2014). Von besonderer hygienischer Bedeutung ist das Vorkommen von L. pneumophila im Warm-
wasserbereich von Krankenhdusern und anderen medizinischen Einrichtungen. Legionellen sind typi-
sche Biofilmbewohner. Unter trinkwasserrelevanten Bedingungen vermehren sich Legionellen nor-
malerweise nicht frei im Wasser, sondern vorzugsweise in Biofilmen und dort intrazelluladr in Proto-
zoen, meist Amdben, welche natirliche Wirtsorganismen fiir Legionellen darstellen (Abdel-Nour et
al., 2013). Giinstige Wassertemperaturen fir die Vermehrung von L. pneumophila und seinen Wirten
liegen im Bereich von etwa 25 °C bis 37 °C. Wadowsky et al. (1985) ermittelten die durchschnittlichen
Verdopplungszeiten von L. pneumophila in Trinkwasser; sie betrugen 36,1 h bei 25 °C, 16,8 h bei 32
°C und 35 °C und 28,8 h bei 37 °C. Ein Wachstum ist noch bis maximal etwa 45 °C moglich. Allerdings
kann der Temperaturbereich der Vermehrung abhangig vom Stamm und den begleitenden Mikroor-
ganismen variieren (Wadowsky et al., 1985). Es mehren sich die Hinweise, dass L. pneumophila und
andere Legionellenarten mit hoher Haufigkeit auch in kaltem Trinkwasser zu finden sind. In einer
Untersuchung der Trinkwasser-Installationen von vier medizinischen Einrichtungen (Hessen, Deutsch-
land) wurden L. pneumophila und andere Legionellenarten kulturell in Kaltwasserproben ab 7 °C
nachgewiesen (Arvand et al., 2011). In aufbereiteten Trinkwéassern mit Temperaturen unter 15 °C aus
verschiedenen Wasserwerken in den Niederlanden wurden Legionellen kultivierungsunabhangig mit
der PCR-Methode in Konzentrationen von etwa 10 Zellen pro Liter nachgewiesen, wihrend sie kul-
turell nicht nachweisbar waren (Wullings und van der Kooij, 2006). Die Art L. pneumophila wurde
weder kulturell noch mit der PCR-Methode nachgewiesen. In einer weiteren breit angelegten Studie
wurden Trinkwasserproben (liberwiegend Kaltwasser) von 250 o6ffentlichen Gebduden an unter-
schiedlichen Orten in den Niederlanden untersucht. Dabei wurden Legionellen in 2,2 % von 357 Was-
serproben kulturell und in 87,1 % der Proben mit der PCR nachgewiesen (Diederen et al., 2007). Es
handelte sich meist um andere Arten als L. pneumophila. Die Untersuchungen zum Vorkommen von
Legionellen im Trinkwasser erfolgten Ublicherweise an Verteilungssystemen in gemaRigten Breiten.
In einem Fall wurde jedoch eine Bestandsaufnahme der Verteilung von Legionellen in drei Trinkwas-
sersystemen in einer tropischen Region (Karibik) mit etwa 10 °C bis 15 °C hoheren Wassertemperatu-
ren als in gemaRigten Zonen berichtet, was Vergleiche zum maéglichen Einfluss erhohter Wassertem-
peraturen auf die mikrobiologische Wasserbeschaffenheit in realen Trinkwassersystemen erlaubt
(Valster et al., 2011). Es handelte sich in allen Fallen um nahrstoffarmes Trinkwasser mit Temperatu-
ren im Bereich von 28 °C und 34 °C. Die Konzentrationen kultivierbarer Legionellen (Legionella spp.)
in den drei Trinkwassernetzen waren 1,3 x 10* KBE/L, 7,1 x 10° KBE/L bzw. 7,7 x 10* KBE/L (Median-
Werte). Der Anteil der Art L. pneumophila betrug in zwei Verteilungssystemen jeweils 80 % bis 100 %
und in einem System 40 % bis 100 %. Gleichzeitig wurden im Trinkwasser Amdben wie Hartmannella
vermiformis nachgewiesen, welche als potenzielle Wirtsorganismen fiir die Vermehrung von
Legionellen infrage kommen. Diese Befunde weisen darauf hin, dass erhohte Wassertemperaturen
einen derjenigen Umweltfaktoren darstellen, die das Vorkommen von L. pneumophila und anderen
Legionellen im kultivierbaren Zustand in Trinkwasserverteilungssystemen fordern.

Wenn nicht ausreichend geeignete Nahrstoffe vorhanden sind, kénnen Legionellen in Trinkwasser
Uber Wochen bis Monate Uberleben ohne sich zu vermehren, wobei Uber diesen Zeitraum die
Kultivierbarkeit je nach Wasserbeschaffenheit konstant bleibt oder abnimmt. Die Persistenz im kulti-
vierbaren Zustand ist dann von der Wassertemperatur abhangig. Séderberg et al. (2008) fanden, dass
L. pneumophila bei 37 °C fiir 20 bis 38 Tage im kultivierbaren Zustand vorlagen, wahrend bei 25 °C,
17 °C und 4 °C die Bakterien deutlich langer bis zu 318 Tage (Ende der Beobachtungsdauer) kultivier-
bar waren. In einer anderen Arbeit wurde das Uberleben von L. pneumophila (Serogruppe 1) bei ver-
schiedenen Temperaturen in sterilem (autoklaviertem) Trinkwasser untersucht (Ohno et al., 2003).
Ausgehend von einer Konzentration von 10° Zellen/mL wurde bei 42 °C tiber 60 Tage eine vollstandi-
ge Abnahme (> 6 Log-Stufen) der Kultivierbarkeit beobachtet, wahrend nur eine geringe Abnahme
um 1,89 bzw. 1,27 Log-Stufen bei 35 °C und 25 °C auftrat. Die Vitalitat der Bakterien (Konzentration
von Zellen mit intakter Zellmembran, ermittelt mit dem Live/Dead-Kit) zeigte bei allen Temperaturen
jedoch nur eine geringe Abnahme Uber den Untersuchungszeitraum. Die Zugabe von Amo&ben
(Acanthamoeba castellanii) zu Ansatzen bei 42 °C mit nicht mehr kultivierbaren Bakterien bewirkte
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innerhalb von 2 Tagen die Wiederkultivierbarkeit eines Teils der Bakterienpopulation. Steinert et al.
(1997) beobachteten fiir L. pneumophila eine vollstindige Abnahme der Kultivierbarkeit von 10* Zel-
len/mL Gber 125 Tage bei 20 °C in sterilem Trinkwasser und eine Rickkehr zur Kultivierbarkeit durch
die Zugabe von Amoben (A. castellanii). Diese Beobachtungen weisen darauf hin, dass bei trinkwas-
serrelevanten Temperaturen eine Persistenz von L. pneumophila im Trinkwasser (ber Wochen bis
Monate moglich ist, wobei die Legionellen ihre Kultivierbarkeit temporar verlieren und in den VBNC-
Zustand Ubergehen, aber unter glinstigen Bedingungen die Kultivierbarkeit auch wiedererlangen
kdénnen.

In Laborversuchen mit Kulturen auf Agarndhrmedium (BCYE-Agar) oder in Flissigmedien (BYE-
Medium) wurde ein Wachstum von L. pneumophila bei Temperaturen zwischen 12 °C und 44 °C fest-
gestellt, wihrend bei 4 °C kein Wachstum erfolgte (Séderberg et al., 2004; Konishi et al., 2006). Mit
Zunahme der Bebritungstemperaturen (12 °C, 17 °C und 25 °C) war eine deutliche Steigerung der
Vermehrung zu verzeichnen. Andere Legionellenarten sind auch in der Lage bei suboptimalen Tem-
peraturen in Nahrmedien zu wachsen. So wurde festgestellt, dass bei 17 °C folgende Spezies noch
gutes Wachstum zeigten: L. anisa, L. cincinnatiensis, L. erythra, L. feelei, L. longbeachae, L. micdadei,
L. moravica und L. parisiensis (Soderberg et al., 2008). Dies bedeutet, dass die Fahigkeit zur Vermeh-
rung bei niedrigen Temperaturen unter Legionellen weit verbreitet ist; dies trifft aber nicht fir alle
Spezies zu. Das Wachstum bei niedrigen Temperaturen entspricht Beobachtungen, in denen auch
andere Arten als L. pneumophila in vielen natiirlichen Wdassern und Trinkwassersystemen bei Tempe-
raturen unter 15 °C nachgewiesen wurden, sowohl in der Wasserphase als auch in Biofilmen
(Fliermans et al., 1981; Wullings und van der Kooij, 2006; Wullings et al., 2011).

Fiir die Fahigkeit von L. pneumophila bei niedrigeren Temperaturen zu wachsen, scheint die Bildung
von extrazellularen Substanzen eine Rolle zu spielen, die lber das Typ 2-Sekretionssystem (T2SS)
ausgeschieden werden (Séderberg et al., 2004; 2008). Es wurde namlich gezeigt, dass bei suboptima-
len Wachstumstemperaturen (17 °C und 25 °C) das T2SS die Vermehrung von L. pneumophila férdert,
wahrend es bei 30 °C bis 37 °C keinen Einfluss auf das Wachstum hat. Es wird angenommen, dass die
Vermehrung bei niedrigen Temperaturen durch die Expression des T2SS und einige der extrazellula-
ren Proteine, die durch das T2SS ausgeschieden werden, ermoglicht oder geférdert wird (Séderberg
et al., 2008). Bei den durch das T2SS ausgeschiedenen Proteinen handelt es sich um Enzyme, die or-
ganische Makromolekiile abbauen und somit an der Nahrstoffverwertung beteiligt sind, sowie um
Pathogenitatsfaktoren. Aber auch die Beteiligung einer Reihe zellgebundener Enzyme und anderer
Proteine wurde fir die Anpassung von L. pneumophila an niedrige Temperaturen identifiziert
(Soderberg und Cianciotto, 2010), was auf komplexe Mechanismen der Temperaturanpassung bei L.
pneumophila hinweist, die jedoch im Detail noch nicht bekannt sind.

Legionellen sind typische Biofilmorganismen, die in der Lage sind sowohl Reinkulturbiofilme zu bilden
als auch bereits etablierte Biofilme aus mikrobiellen Mischpopulationen zu besiedeln (Abdel-Nour et
al.,, 2013). In Laborversuchen wurde die Biofilmbildung von Reinkulturen von L. pneumophila und
anderen Legionellenarten bei Temperaturen im Bereich von 25 °C bis 42 °C gezeigt (Piao et al., 2006;
Konishi et al., 2006). Die Geschwindigkeit der Biofilmbildung, die gebildete Biomasse und die Stabili-
tat der angehefteten Biofilme von L. pneumophila war abhangig von der Wachstumstemperatur und
dem Aufwuchsmaterial. Auf Glas und Polystyrol war die Biofilmbildung bei 37 °C und 42 °C deutlich
hoher als bei 25 °C, wohingegen sie auf Polypropylen bei 25 °C hoher als bei den beiden anderen
Temperaturen war (Piao et al., 2006). Die Wachstumstemperatur hatte einen wesentlichen Einfluss
auf die Morphologie der Biofilme von L. pneumophila. Bei 37 °C bis 42 °C wiesen die Biofilme eine
myzelartige Struktur auf und bestanden aus einem Geflecht von filamentdsen Bakterien, wahrend die
bei 25 °C gewachsenen Biofilme diinner waren und aus stabchenférmigen Zellen bestanden (Piao et
al., 2006; Konishi et al., 2006).

Zur Temperaturabhangigkeit des Vorkommens von Legionellen in Trinkwasserbiofilmen gibt es relativ
wenige Untersuchungen. In einem Chemostat-Modellsystem wurden natirlich vorkommende Trink-
wasserpopulationen auf Werkstoffen der Trinkwasser-Installation bei verschiedenen Temperaturen
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angezlichtet. Diese Populationen enthielten L. pneumophila-Bakterien, die in den Biofilmen bei Was-
sertemperaturen von 20 °C, 30 °C und 50 °C auf Polybutylen und chloriertem PVC Uber 21 Tage der
Versuchsdauer nachgewiesen wurden, nicht aber bei einer Temperatur von 60 °C (Rogers et al.,
1994a). Die hoéchsten Legionellen-Konzentrationen im Biofilm traten bei 40 °C auf. Auf Kupfer wurden
nur bei 40 °C L. pneumophila nachgewiesen, in einer relativ geringen Konzentration im Vergleich zu
Biofilmen auf Polybutylen und PVC.

L. pneumophila ist auch in der Lage, sich im Kaltwasserbereich in bereits bestehende Trinkwasserbio-
filme einzunisten und dann dort Gber Wochen bis Monate zu persistieren (Gido et al., 2009, Moritz et
al.,, 2010). Moritz et al. (2010) beschrieben die Einnistung und Persistenz von L. pneumophila in
Trinkwasserbiofilmen (iber 4 Wochen bei einer durchschnittlichen Wassertemperatur von 18,8 °C.
Gido et al. (2009) zeigten, dass L. pneumophila in Trinkwasserbiofilmen (iber 32 Tage bei 15 °C und 20
°C (in Plateau-Phase ca. 10® Zellen/cm?) persistierte. Bei 15 °C war der Anteil von L. pneumophila an
der Gesamtzellzahl hoher als bei 20 °C. Die Schlussfolgerung der Autoren war, dass unter bestimmten
Bedingungen die niedrigere Temperatur die Einnistung der Legionellen in den Biofilm beglinstigte.

Wie oben erwahnt wird die Persistenz von L. pneumophila in Biofilmen von Wassersystemen durch
die Wechselwirkung mit Amoben beeinflusst. Versuche an planktonischen Ko-Kulturen aus L.
pneumophila und der Amébe A. castellanii zeigten, dass das Uberleben der Legionellen in Gegenwart
der Amoben temperaturabhangig ist (Ohno et al., 2008). Bei 25 °C kam es zu einer Infektion der
Trophozoiten der Amdben und einer intrazelludren Vermehrung in den Amoében, wahrend es bei 15
°C und 20 °C zu einer Abnahme der Konzentration der Legionellen kam, was auf eine Abtétung (akti-
ve Verdauung) der Legionellen durch die Amoben zurilickgefiihrt wurde. AuRerdem wurde bei den
niedrigen Temperauren die Enzystierung der Amoben beobachtet, wobei Legionellen durch
Vesikelbildung aus den Amobenzellen freigesetzt und damit eliminiert wurden. Diese Befunde deu-
ten an, dass Amében das Uberleben von L. pneumophila in Abhingigkeit der Umgebungstemperatur
malRgeblich beeinflussen kénnen. Die Virulenz von L. pneumophila ist ebenfalls temperaturabhangig.
So wurde berichtet, dass Legionellen, die bei 37 °C angezlichtet wurden, eine deutlich hohere Viru-
lenz aufwiesen (Tod von Meerschweinchen durch Inhalation von legionellenhaltigen Aerosolen) als
Legionellen, die bei 24 °C angeziichtet worden waren (Mauchline et al., 1994). Diese Befunde weisen
darauf hin, dass die Virulenz von L. pneumophila mit zunehmender Wachstumstemperatur zunimmt.
In einer anderen Studie wurde festgestellt, dass es auch bei niedrigen Temperaturen von 22 °C bzw.
25 °c zu einer Vermehrung von L. pneumophila in den Amoében A. castellanii und H. vermiformis
durch L. pneumophila kam (Soderberg et al., 2008). Fiir die intrazelluldre Vermehrung bei diesen
suboptimalen Wachstumstemperaturen ist ein funktionelles T2SS der Bakterien notwendig.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass Legionellen in Trinkwasserverteilungssystemen unter den
dort Ublichen Temperaturbedingungen im Trinkwasser und vor allem in Biofilmen verbreitet vor-
kommen. In kaltem Trinkwasser handelt sich in der Mehrheit meist nicht um L. pneumophila, son-
dern um andere Legionellenarten in einem nicht kultivierbaren Zustand. Kommt es zur Erwdarmung
von Trinkwasser mit Temperaturen Uber 25 °C, besteht ein potenzielles Risiko, dass unter glinstigen
Bedingungen (genlgend Nahrstoffe, Anwesenheit von Amdben als Wirte im Biofilm) ein Wachstum
der Legionellen erfolgen kann und dabei der Anteil der hygienisch wichtigen Spezies L. pneumophila
in Bezug auf andere Legionellenarten deutlich zunimmt.

Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa verursacht eine Reihe unterschiedlicher akuter und chronischer Erkrankungen, insbe-
sondere bei abwehrgeschwachten Personen und Menschen mit anderen Grunderkrankungen. Bei-
spiele sind Atemwegserkrankungen von Patienten mit Mukoviszidose und intubierten Patienten,
Harnwegsinfektionen und Wundinfektionen; bei Menschen ohne pradisponierende Faktoren kénnen
Folliculitis sowie Infektionen der Augen und Ohren (Otitis externa) auftreten.
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P. aeruginosa zahlt zu fakultativ pathogenen Umweltbakterien, welche Uber ein Vermehrungspoten-
zial in Trinkwassersystemen verfiigen (Mena und Gerba, 2009; Wingender et al., 2009). P. aeruginosa
ist lber einen weiten Bereich von Umgebungstemperaturen vermehrungsfahig, wie sie in wasserfiih-
renden Systemen anzutreffen sind (Rajkowski und Rice, 2001). Die minimale Wachstumstemperatur
liegt bei etwa 9 °C (Elliot, 1963), aber auch bei 45 °C erfolgt noch eine Vermehrung (Kropinski et al.,
1987). Die optimale Wachstumstemperatur liegt bei etwa 37 °C. In Wachstumsexperimenten in ei-
nem Vollmedium (CASO-Bouillon) betrugen bei 10 °C, 15 °C, 25 °C, 35 °C und 45 °C die Generations-
zeiten von P. aeruginosa 2,1 Tage, 225 min, 96 min, 54 min bzw. 98 min (Kropinski et al., 1987). Es
wurde keine Vermehrung bei 4 °C oder 50 °C festgestellt. In ndhrstoffarmer Umgebung wie destillier-
tem Wasser kann P. aeruginosa fiir mindestens einen Monat bei 10 °C bis 37 °C tiberleben, ohne eine
deutliche Abnahme der Kultivierbarkeit aufzuweisen (Boyle, 1991). In gereinigtem Abwasser
(,reconditioned wastewater”) wies P. aeruginosa ein geringes Wachstum Uber 12 Tage im Bereich
von 12 °C bis 32 °C auf; ohne sich zu vermehren Uberlebten die Bakterien bei niedrigen Temperatu-
ren von 4,1 °C bis 9 °C und bei 45 °C Uber den untersuchten Zeitraum von 21 Tagen (Rajkowski und
Rice, 2001). Erst ab einer Temperatur von 55 °C tritt eine Inaktivierung von P. aeruginosa auf. In La-
borversuchen wurde festgestellt, dass eine Abnahme der Konzentration von in entionisiertem Was-
ser suspendierten Bakterien um 4 Zehnerpotenzen bei 55 °C innerhalb von etwa 20 min, bei 60 °C
innerhalb von 3 min und bei 65 °C innerhalb von 20 Sekunden erfolgte (Spinks, 2006).

Soweit untersucht sind in Verteilungssystemen von Landern mit gemaRigtem Klima positive Befunde
von kulturell nachgewiesenen P. aeruginosa relativ selten, z. B. 0,1 % (von 19.853 Proben) in Kanada
(Clark et al., 1982) oder 0,9 % (von 5.069 Proben) in Deutschland (Wingender et al., 2009), wahrend
die positiven Befunde in Leitungssystemen tropischer Gebiete deutlich héher liegen kénnen. So wur-
de berichtet, dass in ca. 32 % von 43 Leitungswasserproben in Togo mit Wassertemperaturen von 26
°C bis 32 °C P. aeruginosa nachweisbar war (Schubert und Scheiber, 1975). Da in dieser Region die
Rohwasser (Grund- und Oberflachenwasser) meist niedrigere Temperaturen und immer deutlich
seltener positive P. aeruginosa-Befunde aufwiesen als das Trinkwasser, wurde eine Beglinstigung der
Vermehrung dieser Bakterien im Leitungssystem vermutet. Allerdings wurden andere potenzielle
Einflussfaktoren wie die Nahrstoffsituation nicht berticksichtigt.

P. aeruginosa ist ein typisches biofilmbildendes Bakterium. Zur Temperaturabhangigkeit des Vor-
kommens von P. aeruginosa in Trinkwasserbiofilmen gibt es jedoch wenige Informationen. Unter
Verwendung von Laborreaktorsystemen wurde gezeigt, dass Reinkulturen von P. geruginosa bei ver-
schiedenen Temperaturen Biofilme auf unterschiedlichen Materialien bilden, und dass sich P.
aeruginosa in bereits bestehende mikrobielle Biofilme einnisten kann. In Siliconschlauchen bildete P.
aeruginosa Biofilme bei 27 °C in einem synthetischen Nahrmedium mit 1 mM Citrat als einziger C-
Quelle (Kroukamp et al., 2010). In einem Chemostat-Modellsystem wurden Biofilme aus nattrlich
vorkommenden Trinkwasserpopulationen auf Materialien der Trinkwasser-Installation angezlichtet.
P. aeruginosa wurde unter den identifizierten Bakterien in Biofilmen auf Polybutylen nachgewiesen,
die bei 20 °C, 40 °C und 50 °C gewachsen waren, nicht aber in Biofilmen bei Wassertemperaturen von
60 °C (Rogers et al., 1994 a). Bei 30 °C wurde P. aeruginosa in Biofilmen auf Polypropylen, Polyethy-
len und mildem Stahl gefunden (Rogers et al., 1994b). Die Persistenz von P. aeruginosa in Trinkwas-
serbiofilmen lGber mehrere Wochen unter Kaltwasserbedingungen bei durchschnittlich 19 °C wurde
von Bressler et al. (2009) und Moritz et al. (2010) beschrieben.

Ebenso wie bei L. pneumophila wurde auch flir P. aeruginosa festgestellt, dass bei suboptimaler
Temperatur von 25 °C im Vergleich zu der optimalen Wachstumstemperatur von 37 °C eine Stimulie-
rung der Produktion von extrazelluldren Produkten Uber verschiedene Sekretionssysteme erfolgt
(Termine und Michel, 2009). Es handelt sich um die Proteasen AprA (T1SS) und PrpL (T2SS) sowie ein
Hamolysin-koreguliertes Protein (T4SS). Solche Substanzen kénnten an der Verwertung von Nahrstof-
fen beteiligt sein sowie als Pathogenitatsfaktoren wirken. Die Stimulierung der Bildung von sekretier-
ten Produkten unter Bedingungen erniedrigter Temperaturen kénnte fiir P. aeruginosa einen Uber-
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lebensvorteil gegenliber anderen Umweltbakterien ermdglichen und die Infektionswahrscheinlich-
keit beglinstigen.

Aeromonaden

Viele mesophile Aeromonas-Arten sind fakultativ-pathogene Bakterien, die beim Menschen Erkran-
kungen wie Magen-Darm-Infektionen, Wundinfektionen und Infektionen der inneren Organe sowie
sekundar Septikdmien verursachen (Pund und Theegarten, 2008). Spezies der Gattung Aeromonas
(Aeromonaden) kommen autochthon in der aquatischen Umwelt vor und werden in Trinkwassersys-
temen nachgewiesen. In Rohrleitungen kénnen sie in Trinkwasserbiofilmen vorkommen. Aeromona-
den verwerten ein weites Spektrum an organischen Substanzen als Nahrstoffe in geringen Konzentra-
tionen, was eine Persistenz oder Vermehrung in Trinkwassersystemen begilinstigt.

In Laborversuchen wurde die Kardinaltemperaturen fir das Wachstum von A. hydrophila und A.
salmonicida bestimmt (Rouf und Rigney, 1971). Innerhalb der Spezies traten stammspezifische Un-
terschiede auf. Flr A. hydrophila lagen die minimalen, optimalen und maximalen Wachstumstempe-
raturen jeweils zwischen 0 °C und 15 °C, 15° und 35 °C bzw. 40 °C und 55 °C, und fir A. salmonicida
zwischen 5 °C und 15 °C, 25 °C und 35 °C bzw. 35 °C und 45 °C. In einer anderen Untersuchung wurde
in Laborversuchen die Vermehrung von A. hydrophila, A. sobria und A. caviae in einem Flissignahr-
medium bei 4 °C, 30 °C und 37 °C beschrieben (Eley et al., 1993). Auch hier wurde bei 4 °C noch eine
Vermehrung der Bakterien gemessen; in Wachstumsversuchen wurden hierbei nach 14 Tagen Zell-
dichten von 108 bis 10° KBE/mL erreicht. Gleichzeitig wurde festgestellt, dass ein Teil der Stamme von
A. hydrophila und A. sobria ein Cytotoxin bei allen Temperaturen produzierte. Batchversuche mit A.
hydrophila (Wasserisolat), suspendiert in aufbereitetem Wasser, zeigte eine deutliche Vermehrung
der Bakterien im untersuchten Temperaturbereich von 15,0 °C bis 27,5 °C mit einem Anstieg der
Wachstumsrate mit zunehmender Temperatur bis zu 25,0 °C (Fransolet et al., 1985). Die Wachstums-
rate war deutlich héher als diejenige von E. coli und E. aerogenes, was auf eine schnellere Vermeh-
rung von A. hydrophila-Bakterien im Vergleich zu coliformen Bakterien in Wasser hinweist. In einer
anderen Arbeit wurde ebenfalls die Vermehrung verschiedener Stimme von A. hydrophila bei 15 °C
in unterschiedlichen Trinkwassern bei niedrigen Kohlenstoffkonzentrationen von einigen ug C pro
Liter beobachtet (van der Kooij und Hijnen, 1988). A. hydrophila-Bakterien, die an eine Wachstums-
temperatur von 10 °C angepasst waren, wiesen eine hohere Wachstumsgeschwindigkeit auf, wenn
sie anschlieBend ansteigenden Temperaturen ausgesetzt waren im Vergleich zu Bakterien, die vorher
bei 30 °C angeziichtet wurden (Schubert und Matzinou, 1990). Es wurde daraus geschlossen, dass an
niedrigere Wassertemperaturen angepasste A. hydrophila sich relativ schnell vermehren kénnen,
wenn die Umgebungstemperatur steigt, was auch einhergeht mit einer erhéhten Pathogenitat.

Diese Beobachtungen weisen darauf hin, dass die Temperatur einen wichtigen Faktor fir das Vor-
kommen von Aeromonaden in Trinkwassersystemen darstellen kann, was durch Praxisbeobachtun-
gen bestatigt wurde. In einigen Landern wurde eine erhohte Nachweishaufigkeit im Sommer
und/oder bei hdheren Wassertemperaturen beobachtet. Da selbst bei niedrigen Temperaturen eine
Vermehrung der Aeromonaden moglich ist, besteht allerdings auch wahrend der kalten Jahreszeit
das Risiko des Vorkommens von Aeromonaden in Trinkwassersystemen. Im Allgemeinen erhdhen
Temperaturen tber 14 °C und, im Fall gechlorten Wassers, Chlorkonzentrationen unter 0,1 mg/L und
verlangerte Aufenthaltszeiten des Wassers das Risiko flr das Auftreten von Aeromonaden in Trink-
wasserverteilungssystemen (Pund und Theegarten, 2008). Im Trinkwasserverteilungssystem von
Perth (Australien) erfolgte der Nachweis von Aeromonas spp. erst bei Wassertemperaturen tber 14,5
°C in Wasserproben, die aus dem chlorfreien Bereich des Systems stammten (Burke et al., 1984). In
einer Untersuchung von verschiedenen Trinkwasserverteilungssystemen in den Niederlanden wur-
den die héchsten Aeromonas-Konzentrationen im Spatsommer gemessen, wenn auch die Wasser-
temperaturen am hochsten waren (Havelaar et al., 1990). In einem schottischen Trinkwasservertei-
lungssystem war die Nachweishaufigkeit von Aeromonas im Sommer bei Wassertemperaturen Gber
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12 °C deutlich héher als im Winter bei niedrigeren Temperaturen (Gavriel et al., 1998). Die Nach-
weishaufigkeit nahm allgemein mit zunehmenden Chlorkonzentrationen ab, obwohl auch an einigen
Stellen im Verteilungsnetz trotz der Anwesenheit von Chlor noch Aeromonas nachgewiesen wurde.
Dariber hinaus wurde beobachtet, dass starkere und langer auftretende Niederschlagsereignisse mit
einer Zunahme des Nachweises von Aeromonas im Trinkwassernetz einhergingen. Als mogliche Er-
klarung wurde aufgrund ungeniligender Wasseraufbereitung die Infiltration von Aeromonaden aus
dem Rohwasser sowie der Eintrag von Nahrstoffen erwahnt, welche die Vermehrung der Bakterien
im Verteilungsnetz férdern kénnten. Auch bei einer landesweiten Studie von 293 Wasserversor-
gungssystemen in den USA wurde festgestellt, dass nicht nur die Wassertemperatur, sondern auch
andere, in dieser Studie nicht identifizierte Faktoren als Ursache fiir den Sommerpeak des Vorkom-
mens von Aeromonaden infrage kamen (Egorov et al., 2011).

Campylobacter

Campylobacter spp. sind ein Beispiel fiir obligat pathogene Bakterien, die wasserbedingte Erkrankun-
gen verursachen kdnnen. Campylobacter spp. gelten beim Menschen als die haufigsten bakteriellen
Erreger von Gastroenteritiden. Wasserbedingte Erkrankungen treten sporadisch oder in Form von
Epidemien auf. Campylobacter spp. gehdren zu den Pathogenen, die als Ausloser von Krankheitsaus-
briichen in Assoziation mit Extremwetterereignissen und damit einhergehenden fakalen Kontamina-
tion von Trinkwasserleitungen identifiziert wurden (Cann et al., 2013). Fiir Campylobacter wie auch
fiir sonstige obligat pathogene Darmbakterien (z. B. Salmonellen, Shigella) scheint es keine systema-
tischen Untersuchungen an realen Trinkwasserverteilungssystemen zum Zusammenhang zwischen
Temperatur und Vorkommen bzw. Wachstum zu geben. Ein moéglicher Grund kdnnte sein, dass diese
Organismen nur in seltenen Fallen und zeitlich begrenzt im Rahmen von trinkwasserbedingten
Krankheitsausbriichen auffillig werden. Dennoch gibt es im Fall von Campylobacter aufgrund von
Untersuchungen an anderen Wasserstandorten und aus Laborversuchen eine Reihe von Hinweisen,
dass die Wassertemperatur einen deutlichen Einfluss auf das Uberleben und die Vitalitit dieser Bak-
terien im Wasser und in Biofilmen hat.

In kanadischen Oberflachengewassern wurde festgestellt, dass die Haufigkeit von positiven Befunden
flr Campylobacter spp. im kaltesten Intervall von 0 °C bis 5 °C 40 % betrug, am hochsten (60 %) im
Intervall von 5,1 °C bis 10 °C war und danach mit zunehmender Temperatur abnahm, mit lediglich 5
% positiven Befunden bei Temperaturen > 25 °C (St-Pierre et al., 2009). In autoklaviertem Flusswas-
ser war Campylobacter jejuni bei 4 °C stammabhéangig fir eine bis mehr als 4 Wochen kulturell nach-
weisbar, wahrend bei 25 °C alle Stamme nach 4 Tagen kulturell nicht mehr nachgewiesen wurden
(Blaser et al., 1980). Thomas et al. (1999) fanden ebenfalls eine Abnahme der Konzentration kulti-
vierbarer Bakterien fiir verschiedene Campylobacter-Arten in sterilem Deionat und sterilem Fluss-
wasser mit Zunahme der Wassertemperatur im Bereich von 5 °C bis 37 °C Uber einen Versuchszeit-
raum von 60 Tagen. C. coli und C. upsaliensis erwiesen sich dabei empfindlicher als C. jejuni und C
lari. Auch Buswell et al. (1998) beschrieben eine Abnahme des Uberlebens (koloniebildende Einhei-
ten) planktonischer Zellen von C. jejuni und C. coli in Batch-Versuchen bei zunehmender Wassertem-
peratur. Die durchschnittlicher Dauer des Uberlebens war bei 4 °C und 10 °C deutlich ldnger (202
bzw. 176 Stunden) als bei 22 °C und 37 °C (43 bzw. 22 Stunden). In anderen Studien wurde an plank-
tonischen Reinkulturen von C. jejuni ebenfalls gefunden, dass der quantitative kulturelle Nachweis
bei niedrigen Temperaturen am hochsten war und mit zunehmender Temperatur abnahm
(Kultivierbarkeit: 10 °C > 23 °C > 32 °C; Hanning et al., 2008; 4 °C > 12 °C > 25 °C: Verhoeff-Bakkenes
et al., 2009). Im planktonischen Zustand scheint sich somit Campylobacter bei niedrigeren Tempera-
turen langer im kultivierbaren Zustand zu halten als bei hoheren Umgebungstemperaturen.

Buswell et al. (1998) beriicksichtigten die Persistenz von C. jejuni in Biofilmen in Abhangigkeit von der
Temperatur. Es wurde gefunden, dass C. jejuni sich in etablierte Trinkwasserbiofilme bei 4 °C und 37
°C einnistete. Wahrend der Persistenz im Biofilm waren die Bakterien deutlich langer mit kultivie-
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rungsunabhangigen Methoden (FISH, Nachweis mit fluoreszenzmarkierten Antikérpern) als mit Kul-
turmethoden nachweisbar. C. jejuni war bei 4 °C fiir 42 Tage und bei 30 °C flr 28 Tage in den Biofil-
men vorhanden. Lehtola et al. (2006) beschrieben die Einnistung von C. jejuni in Trinkwasserbiofilme
bei 15 °C. Die Bakterien waren kulturell nur einen Tag und mit der FISH-Methode (ber den Untersu-
chungszeitraum von einer Woche im Biofilm nachweisbar. Diese Befunde zeigen, dass die Wasser-
temperatur einen deutlichen Einfluss auf das Uberleben von Campylobacter hat. Mit zunehmender
Wassertemperatur nimmt der Gehalt bzw. Anteil an kultivierbaren Bakterien ab, aber sie kénnen
dann noch im VBNC-Zustand in Trinkwasserbiofilmen vorhanden sein.

1.35 Fazit

Im Rahmen des Klimawandels und der damit verbundenen globalen Erwarmung wird regional eine
Zunahme der Haufigkeit und Intensitat von Niederschldgen sowie von Hochwasserereignissen ange-
nommen, was eine verstarkte Belastung von Rohwassern u. a. mit darmpathogenen Mikroorganis-
men fakaler Herkunft erwarten lasst (Hunter, 2003; Delpla et al., 2009). Bei Defiziten in der Wasser-
gewinnung und/oder Aufbereitung besteht eine erhéhte Gefahr der Kontamination des Trinkwassers
und damit verbunden ein erhéhtes Gesundheitsrisiko (Cann et al., 2013). Fir die Situation in Indust-
rielandern vertritt Hunter (2003) die Meinung, dass die globale Erwarmung keinen wesentlichen Ein-
fluss auf das Vorkommen von Darmpathogenen im Wasser aus 6ffentlichen Trinkwasserverteilungs-
system hat, da dies mit der dort Ublichen, auch an unglinstige Rohwasserbeschaffenheit angepasste
Infrastruktur minimiert werden kann. Es fallt auf, dass in den Untersuchungen zu Aspekten verander-
ter Muster der Niederschlidge und Uberflutungen sowie von Trockenperioden der Schwerpunkt auf
dem Einfluss des Klimawandels und der damit verbundenen globalen Erwarmung auf das Vorkom-
men von Krankheitserregern im Rohwasser liegt und dariiber indirekt mogliche Gefahrdungen der
mikrobiologisch-hygienischen Trinkwasser abgeleitet werden (Delpla et al., 2009). Es wird bisher
jedoch nur selten die direkte Auswirkung zunehmender Wassertemperaturen auf das Vorkommen
und die mogliche Vermehrung von hygienisch relevanten Mikroorganismen in Trinkwasservertei-
lungssystemen berlcksichtigt.

Das Vorkommen von hygienisch relevanten Bakterien in Trinkwassernetzen hangt von komplexen
Wechselwirkungen zwischen physikalischen, chemischen und biologischen Faktoren sowie der Be-
triebsweise der Verteilungssysteme ab. Die Wassertemperatur stellt dabei eine wichtige Einflussgro-
Re dar. Zielgerichtete Untersuchungen zum Einfluss der Temperatur auf das Wachstum an Reinkultu-
ren einzelner Spezies von wasserhygienisch relevanten Bakterien wurden in der Regel unter kontrol-
lierten Bedingungen im Labor durchgefiihrt, wahrend der Temperatureinfluss in realen Trinkwasser-
systemen meist im Zusammenhang mit anderen Fragestellungen lediglich begleitend beriicksichtigt
wurde und meist nicht systematisch erfasst wurde. Reinkulturexperimente zeigen deutlich, dass bei
Anwesenheit mikrobiell verwertbarer Nahrstoffe im Wasser mit Zunahme der Temperatur ein
Wachstum von hygienisch relevanten Bakterien erfolgt. Die Verhaltnisse in realen Trinkwassersyste-
men sind weniger eindeutig, da hier unterschiedliche, wachstumsférdernde und -hemmende Ein-
flussfaktoren vorhanden sein kdnnen. Dennoch gibt es Hinweise, dass Veranderungen der Tempera-
tur einen Einfluss auf das Uberleben von Bakterien im Trinkwasser haben, allerdings in unterschiedli-
cher Weise je nach Herkunft und biologischen sowie 6kologischen Eigenschaften der Mikroorganis-
men. Beobachtungen an Trinkwasserverteilungssystemen zeigen, dass die grofStenteils gesundheit-
lich unbedenklichen heterotrophen Bakterien (HPC-Bakterien) unter gilinstigen Bedingungen (vor
allem in Abwesenheit von Desinfektionsmitteln) mit ansteigender Wassertemperatur eine Erhohung
der Konzentration und Stoffwechselaktivitdt von Bakterien im Wasser und in Biofilmen aufweisen.
Dies trifft auch zu flr fakultativ pathogene Bakterien, wie P. aeruginosa, Legionellen und einige
coliforme Bakterien, die als natirliche heterotrophe Wasserbakterien an aquatische Umweltbedin-
gungen angepasst sind. Im Gegensatz dazu nimmt im Fall von darmpathogenen Bakterien wie
Campylobacter im Wasser das Uberleben in kultivierbarer Form mit zunehmenden Wassertempera-
turen ab. Allerdings ist noch unklar, inwieweit ein Uberleben dieser Organismen im VBNC-Zustand
bzw. in Biofilmen auch bei hoheren Temperaturen moglich ist.
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Insgesamt gibt es eine Reihe von Einschrankungen in Praxisuntersuchungen zum Zusammenhang der
Wassertemperatur und dem Auftreten hygienisch relevanter Bakterien in Trinkwassersystemen, da
andere Einflussfaktoren wie vor allem die Art und Konzentration mikrobiell verwertbarer Ndhrstoffe,
die Anwesenheit von Desinfektionsmitteln sowie antagonistische oder synergistische Interaktionen
zwischen den Organismen der verschiedenen Populationen im Wasser und in den Biofilmen mogliche
Temperatureffekte Gberdecken. Viele Beobachtungen wurden an realen Trinkwassersystemen mit
desinfiziertem (Chlor, Monochloramin) Trinkwasser durchgefiihrt, sodass eine mogliche wachstums-
fordernde Wirkung durch héhere Wassertemperaturen durch die Anwesenheit der Desinfektionsmit-
tel maskiert wurde.

Es wird deutlich, dass es noch eine Reihe offener Fragen gibt. So ist es zum Beispiel unklar, inwieweit
im Rahmen des Klimawandels zu erwartende, trinkwasserrelevante Temperaturen einen Einfluss auf
das VBNC-Stadium von bakteriellen Krankheitserregern haben und ob in Anhangigkeit vom Pathogen
erhohte Wassertemperaturen als Stressfaktoren den VBNC-Zustand induzieren kénnen oder aber
den Ubergang aus dem VBNC-Stadium in den kultivierbaren und infektiésen Zustand der Krankheits-
erreger auslosen kénnen. Diese Vorgange sind vor allem in Biofilmen zu beriicksichtigen, da in ihnen
offensichtlich eine Akkumulation von hygienisch relevanten Bakterien stattfinden kann und solche
Biofilme dann als wichtige Reservoire fiir diese Organismen dienen. Zudem ist es noch weitgehend
unbekannt, ob erhéhte Wassertemperaturen Populationsverschiebungen bewirken und diese mogli-
cherweise hemmende oder férdernde Interaktionen zwischen den natirlichen Trinkwasserorganis-
men und den hygienisch relevanten Bakterien beeinflussen. Eine genauere Kenntnis dieser Vorgange
ist von Bedeutung fiir die Risikobewertung des Einflusses einer potenziellen Temperaturerhéhung
auf die mikrobiologisch-hygienische Wasserbeschaffenheit von Trinkwasserverteilungssystemen. Fir
diese Aspekte besteht eindeutig noch Forschungsbedarf.
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1.4 Vorgehensweise

Ziel des Projektes war es, die trinkwasserhygienischen Auswirkungen einer starkeren Erwdarmung der
oberen Bodenzone und der damit verbundenen Erwarmung von Trinkwasserverteilungsnetzen zu
betrachten. Ob damit eine verstarkte Aufkeimung (Erhéhung der Koloniezahlen) und eine Vermeh-
rung von hygienisch relevanten Mikroorganismen sowohl in der Wasserphase als auch in Biofilmen
zu beobachten ist, wurde in Feldversuchen in einem realen Trinkwasserverteilungssystem sowie be-
gleitend in Laborversuchen untersucht (Abbildung 2). Die Bildung von Trinkwasserbiofilmen erfolgte
jeweils in Biofilmreaktoren auf Coupons aus dem Elastomer Ethylen-Propylen-Dien-Kautschuk
(EPDM), dem Kunststoff Polyethylen (PE) und aus V4A-Edelstahl als Aufwuchsoberflichen. Neben
Faktoren wie dem Netzmanagement in den Feldversuchen wurde dabei zusatzlich in den Laborversu-
chen der Einfluss des Nahrstoffgehalts auf die Trinkwasserhygiene untersucht, indem aufbereitetes
Trinkwasser, so wie es in das Verteilungsnetz gespeist wird (kiinftig als ndhrstoffarmes Trinkwasser
bezeichnet) und mit Nahrstoffen supplementiertes Trinkwasser (kinftig als nahrstoffreiches Trink-
wasser bezeichnet) verglichen wurden.

Erwdarmung der oberen Bodenzonen und dadurch des Trinkwassers
im Verteilungsnetz durch den Klimawandel?

Ermittlung/Bewertung von Temperaturverdnderungen und moglichen

mikrobiologischen Veranderungen im Trinkwasser
(Aufkeimung, Vermehrung hygienisch relevanter Mikroorganismen)

Feldversuche Laborversuche

Biofilmreaktoren mit Oberflachen-Coupons temperierbare Biofilmreaktoren mit Oberflachen-Coupons
. <
Variierende Wassertemperaturen o
Klimatope (z. B. Freiland, Innenstadt) kleinschrittige Temperaturbereiche: 8 —29 °C U?t
]
Oberflachen-Coupons aus Netz-relevanten Materialien g
Ethylen-Propylen-Dien-Kautschuk (EPDM), Polyethylen (PE), Edelstahl =
wn
Netzmanagment Nahrstoffgehalt des Trinkwassers %
Nennweiten, Durchfluss etc. 5 pug— 150 pg/L Acetat-C-Aquivalent =
]

Mikrobiologische Charakterisierung des Wassers sowie der Biofilme
Kulturelle Parameter nach TrinkwV, molekularbiologische Parameter

Abbildung 2: Experimentelles Vorgehen in Feld- und Laborversuchen zur Untersuchung des Einflusses der Wassertempe-
ratur auf das Vorkommen und Wachstum von hygienisch relevanten Bakterien im Trinkwasser und in Biofilmen.

Sowohl in den Feld- als auch in den Laborversuchen wurden parallel zu den konventionellen Kultur-
verfahren weitergehende Untersuchungen des Wassers und der Biofilme mit der kultivierungsunab-
hangigen molekularbiologischen Methode der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) durchge-
fuhrt. Damit lassen sich unter Umstanden auch solche Bakterien erkennen, die mit den tblichen Kul-
turmethoden nicht nachweisbar sind, aber noch leben. Der Nachweis von Bakterien in diesem VBNC-
Zustand ist von hygienischer Bedeutung, da die Bakterien unter geeigneten Umweltbedingungen wie
z. B. glinstiger Wassertemperatur und/oder giinstigeren Nahrstoffsituationen wieder kultivierbar und
im Fall von pathogenen Mikroorganismen auch wieder infektios werden kdnnen (1.3.1).
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14.1 Feldversuche

Die moglichen Auswirkungen variierender Bodentemperaturen auf die Trinkwassertemperatur sowie
auf die mikrobiologische Trinkwasserqualitat im Rahmen der Trinkwasserverteilung wurden in Feld-
versuchen in einem realen Trinkwasserverteilungssystem in Oberhausen als Modellstadt untersucht.
Die dafuir erforderlichen Arbeiten wurden malRgeblich durch den Projektpartner Rheinisch-
Westfélisches Institut fiir Wasserforschung (IWW) mit Unterstiitzung durch den Arbeitskreis Aquati-
sche Mikrobiologie am Biofilm Centre der Universitat Duisburg-Essen (UDE-BC), die Angewandte
Klimatologie und Landschaftsokologie der Universitat Duisburg-Essen (UDE-AGAK) sowie dem regio-
nalen Netzwerkpartner Rheinisch-Westfalische Wasserwerksgesellschaft mbH (RWW) durchgefihrt.
Die Untersuchungen in Oberhausen erfolgten im Zeitraum November/Dezember 2010 bis September
2011 in verschiedenen Klimatopen an sieben reprasentativen Standorten, an denen jeweils Messsta-
tionen eingerichtet wurden (Tabelle 2). Klimatope sind Gebiete, die auf Grund der Flachennutzung,
Relief- und Bebauungsstruktur, Vegetationsbedeckung und Bodenart im mikro- bis mesoklimatischen
Bereich ein relativ einheitliches, charakteristisches Klima ausbilden (VDI, 1997). Diese entsprechen
weitestgehend den ,thermal climate zones” nach Stewart und Oke (2009), die sich nach mikromete-
orologischen Parametern gliedern (Kuttler et al., 2012).

Klimatop Stationsname Kennzeichnende Merkmale

Innenstadt | Stadt Stark versiegelt, geringer Rasenflachenanteil, wenige kleine Strau-
cher

Park Park Umgeben von hohen Laubbdumen

Gewerbe Gewerbe 1 Kurzgehaltene Rasenflache; Parkplatz; keine schattenspendenden
Bdaume; geringe Durchflussgeschwindigkeit des Trinkwassers

Gewerbe Gewerbe 2 StraRRen, Parkplatz, Gebaude, Garten, Laubbdaume; Kanal in 40 m
Entfernung; beschattet; hohe Durchflussgeschwindigkeit des
Trinkwassers

Stadtrand Stadtrand Einfamilienhauser, Stralle, Gartenflachen, Laubbdume; teils be-
schattet

Wald Wald Wald; Waldwege, Garten; (iberwiegend stark beschattet, End-
strang

Freiland Freiland Waldchen; StraRe; teils beschattet

Referenz Wasserwerk Ausgang des Reinwasserbehdlters, aufbereitetes Trinkwasser

Tabelle 2: Ubersicht der Messstationen mit den entsprechenden Klimatopen, Stationsnamen und kennzeichnenden
Merkmalen (modifiziert nach Kuttler et al., 2012).

Fiir die Einrichtung der Messstationen wurden Biofilmreaktorstrecken verwendet, die an allen 8 in
Tabelle 2 aufgefiihrten Standorten in Trinkwasserschachten als Bypass in das bestehende Rohrnetz
eingebaut wurden (Abbildung 3). Die Reaktoren enthielten Werkstoffe aus dem Kunststoff PES80/100,
dem Elastomer EPDM und Edelstahl als Aufwuchsmaterial fiir die Biofilmbildung. Die beiden Werk-
stoffe PES80/100 und EPDM entsprachen den KTW-Empfehlungen und den Anforderungen des
DVGW-Arbeitsblatts W 270. Als Referenz zu den sieben Standorten in Oberhausen wurde im Was-
serwerk Milheim Styrum-Ost in Milheim an der Ruhr nach Aufbereitung und UV-Desinfektion am
Ausgang eines Reinwasserbehalters eine zusatzliche Messstelle installiert (Tabelle 2), bei der die
Wassertemperatur nur durch die Temperatur des aufbereiteten Rohwassers beeinflusst wurde und
keinen weiteren klimatischen AuReneinfliissen unterlag.
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Gewerbe 2 ; Quelle: IWW) und Ansicht der eingebauten Werkstoff-Coupons.

An den 8 Standorten erfolgten klimatopabhangig kontinuierliche Vor-Ort-Messungen der Trinkwas-
sertemperatur und des Wasserdurchflusses sowie Untersuchungen der mikrobiologisch-hygienischen
Beschaffenheit des Trinkwassers und der Biofilme auf den Trinkwasser-relevanten Materialien (PE8O,
EPDM, Edelstahl). Dabei wurden sowohl Standorte mit unterschiedlichen Nennweiten (DN 50 bis DN
150) als auch variierenden Wasserregimen betrachtet (hohe Wasserabnahme bis hin zu verlangerten
Stagnationszeiten). Es erfolgten insgesamt drei Probenahmekampagnen, bei denen sowohl das
Trinkwasser als auch Trinkwasserbiofilme vor Ort beprobt und anschlieBend im Labor untersucht
wurden. Die Probenahmekampagnen wurden im November/Dezember 2010 (kinftig benannt als
Herbst), Marz 2011 (kiinftig benannt als Winter) und September 2011 (kiinftig benannt als Sommer)

durchgefihrt.

Parameter

Trinkwasser

Biofilm

mikroskopisch

kulturell

molekular-
biologisch
(FISH)

mikroskopisch

Kulturell

molekular-
biologisch
(FISH)

Koloniezahl bei
22 °Cund 36 °C
nach TrinkwV a.
F.

E. coliund
coliforme Bakte-
rien

Enterokokken

P. aeruginosa

=+

+

Legionella spec.

+
T

=+
T

Aeromonaden

+ |+ |+ |+

+ |+ |+ |+

HPC

+

Gesamtzellzahl

+

a, E. coli; b, Legionella spp. und Legionella pneumophila
Tabelle 3: Zusammenstellung der mikrobiologisch-hygienischen Messparameter

In Tabelle 3 sind die mikrobiologisch-hygienischen Parameter der Untersuchungen des Trinkwassers
und der Biofilme zusammengefasst. E. coli, P. aeruginosa, Legionella spp. und L. pneumophila wurden
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sowohl mit Kulturmethoden als auch kultivierungsunabhdngig mittels der molekularbiologischen
Methode der FISH bestimmt. Zusatzlich wurden die Biofilme auf EPDM mit der denaturierenden
Gradientengelelektrophorese (DGGE) analysiert, um einen genetischen Fingerabdruck der Biofilme zu
erhalten. Detaillierte Informationen Uber die Vorbereitung sowie den Aufbau der Messstrecke und
der Analysemethoden kénnen dem Anhang entnommen werden (5.1).

Zusatzlich zu der Bestimmung der Trinkwassertemperatur und deren Einfluss auf die mikrobiologi-
sche Beschaffenheit des Trinkwassers wurde auch die Bodentemperatur wahrend des Messzeitraums
vom 01.08.2010 bis 30.09.2011 erfasst. Dies erfolgte durch die UDE-AGAK. Die Bodentemperaturen
wurden in der standortabhdngigen Tiefe des Trinkwasserleitungsnetzes an den oben genannten ur-
banen Standorten unterschiedlicher Flachennutzungen ermittelt. Die Messungen erfassten alle an
den jeweiligen Standorten auftretenden Bodenhorizonte, um deren potentielle Auswirkungen auf
das Temperaturprofil berlicksichtigen zu kénnen (Kuttler et al., 2012).

1.4.2 Laborversuche

Neben den Versuchen an Biofilmreaktorstrecken im Rohrnetz wurden Untersuchungen in temperier-
ten Durchflussreaktoren im Labor unter Verwendung derselben Werkstoffe als Aufwuchsoberflachen
wie im Feldversuch (EPDM und PE80) durchgefiihrt (Abbildung 4).

Abbildung 4: Drehkolbenreaktor der Laboruntersuchungen zur Einnistung, Persistenz und Vermehrung hygienisch rele-
vanter Mikroorganismen in Trinkwasserbiofilme (Quelle: IWW).

In dem temperierbaren Biofilm-Reaktorsystem (modifizierter RotoTorque-Drehkolbenreaktor) wur-
den Trinkwasserbiofilme auf Coupons aus EPDM und PE80 etabliert. Dazu wurden die Reaktoren mit
Trinkwasser betrieben. Es handelte sich um nahrstoffarmes Trinkwasser (aufbereitetes Trinkwasser
aus dem Wasserwerk Milheim Styrum-Ost) mit einer Konzentration von assimilierbarem organischen
Kohlenstoff (AOC) von 5,5 ug Acetat-C/L sowie um nahrstoffreiches Trinkwasser, das zusatzlich mit
1:1000 verdiinnter CASO-L6sung supplementiert wurde und dadurch einen erhéhten AOC-Gehalt von
150 pg Acetat-C/L aufwies. Die Reaktoren wurden kontinuierlich (20 ml/min) in einem Temperatur-
bereich zwischen 8 °C und 29 °C mit den Trinkwassern durchstromt. Nach 14-tdgier Etablierung der
Trinkwasserbiofilme auf den Coupons wurden die Reaktoren mit einer Mischkultur der Bakterien
E. coli/K. pneumoniae sowie P. aeruginosa/L. pneumophila modifiziert nach Moritz et al. (2010) be-
impft. Nach 20stiindiger statischer Inkubation wurden die Reaktoren im Durchfluss liber weitere 28
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Tage betrieben. Die Zu- und Abldufe der Reaktoren sowie die Biofilme auf den Coupons wurden tber
den genannten Zeitraum beprobt und mikrobiologisch-hygienisch mittels kultureller und molekular-
biologischer Methoden analysiert. Nahere Informationen tber den Aufbau des Versuches sowie der
Analysemethoden kénnen dem Anhang entnommen werden (5.1).

2. Einfluss der Temperatur auf hygienisch relevante Bakterien im
Trinkwasser und in Trinkwasserbiofilmen

2.1 Feldversuche

In Feldversuchen am Trinkwasserverteilungssystem der Modellstadt Oberhausen wurde an 7 Mess-
stationen in unterschiedlichen Klimatopen untersucht, ob die Verdanderung der Bodentemperatur
einen Einfluss auf die Trinkwassertemperatur hat. Tatsachlich wurde ein Einfluss der Bodentempera-
tur sowie der Durchflussmenge auf die Temperatur des Trinkwassers im Netz festgestellt. Der Tem-
peraturverlauf im Trinkwassernetz lber den Zeitraum der drei Probenahmekampagnen in den ver-

schiedenen Klimatopen ist in Abbildung 5 dargestellt. Die Schwankungen im Trinkwassernetz zwi-
schen den einzelnen Klimatopen betrugen hier bis zu 10 °C.

= Wassenwerk

= Klimatop Innenstadt

= Klimatop Freiland

= Klimatop Wald

= Klimatop Park

Temperatur (°C)
=
%)

= Klimatop Stadtrand

= Gewerbe 1 (niedriger Durchfluss)

= Gewerbe 2 (hoher Durchfluss)

Abbildung 5: Temperaturverlauf des Trinkwassers der verschiedenen Klimatope im Trinkwasserverteilungsnetz der Stadt
Oberhausen sowie im aufbereiteten Trinkwasser im Wasserwerk Miilheim Styrum-Ost (Referenz WW) vor Abgabe des
Trinkwassers in das Versorgungsnetz im Zeitraum September 2010 bis September 2011.

Zu den jeweiligen Probenahmekampagnen wurden im Sommer die héchsten Wassertemperaturen
bis zu 21,0 °C gemessen, wahrend im Herbst und im Winter die Temperaturen mit maximal 12,3 °C

sowie 9,6 °C deutlich niedriger lagen (Tabelle 4). Die maximal im Netz gemessene Temperatur betrug
23 °C.
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Klimatop Tagesmitteltemperatur (°C)
Sommer Herbst Winter

WW Ausgang 18,2 11,8 6,9
Freiland 18,7 7,3 7,5
Wald 14,9 10,6 6,0
Park 17,6 11,1 7,8
Gewerbe 1 21,0 11,6 9,6
Gewerbe 2 18,0 6,8 7,3
Stadtrand 18,4 11,1 6,7
Innenstadt 18,8 12,3 8,6

Tabelle 4: Tagesmitteltemperaturen des Trinkwassers zu den drei Probenahmekampagnen Sommer, Herbst und Winter

2.1.1 Trinkwasser

Das Trinkwasserverteilungssystem, in dem sich die 7 Messstationen befanden, wurde mit Trinkwas-
ser aus dem Wasserwerk Milheim Styrum-Ost versorgt. Es handelte sich um aus Oberflaichenwasser
kiinstlich angereichertes Grundwasser, das nach der weiteren Aufbereitung und vor Abgabe in das
Trinkwasserverteilungsnetz in der Regel durch eine UV-Desinfektion behandelt wurde (Donner et al.,
2012). Das aufbereitete Trinkwasser wies einen AOC-Gehalt von 5,5 pg Acetat-C-Aquivalent/L und ein
molares C:N:P-Verhaltnis (AOC:NO;-N:PO,-P) von 100:45.000:380 auf. Das fiir bakterielles Wachstum
erforderliche molare C:N:P-Verhéltnis betrug etwa 100:10:1. Dies bedeutet, dass im vorliegenden
Trinkwasser eine deutliche C-Limitierung vorlag. Der relativ niedrige AOC-Gehalt von unter 10 pg
Acetat-C-Aquivalent/L sowie die Limitierung von organischem Kohlenstoff im Verhiltnis zu Nitrat-N
und Phosphat-P wiesen somit darauf hin, dass es sich um ein biologisch stabiles Trinkwasser mit un-
ginstigen Nahrstoffverhaltnissen fiir ein mikrobielles Wachstum handelte (van der Kooij, 1992; Hu et
al., 2005).

Die im Zeitraum Juli 2010 bis September 2011 jeweils im Sommer, Herbst und Winter gewonnenen
Daten zur mikrobiologischen Beschaffenheit des Trinkwassers zeigten bezlglich der nach TrinkwV
festgelegten Parameter keine Verdnderung der mikrobiologischen Befunde mit steigenden Trinkwas-
sertemperaturen.

Die Koloniezahlen bei 22 °C und 36 °C nach TrinkwV lagen auch bei Temperaturen lber 20 °C im ein-
stelligen und niedrigen zweistelligen Bereich und erreichten in keiner Wasserprobe den Grenzwert
von 100 KBE/ml (Abbildung 6). Dabei wiesen selbst Standorte mit hohen Stagnationszeiten bis zu 20
h pro Tag (Klimatope Park, Gewerbe 1 sowie Stadtrand) keine deutlich erhéhten Koloniezahlen auf.
Die unter allen Bedingungen beobachteten, relativ geringen Koloniezahlen bestatigen, dass an allen
Stellen im Verteilungssystem ein biologisch stabiles Trinkwasser vorlag, welches keine Tendenz zur
Aufkeimung aufwies.
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150
B Koloniezahl 20°C Koloniezahl 36°C
= Grenzwert nach TrinkwV
u
= 100
D
I
]
=
E
>
ES
£ 50
=
-y
o
(n]
c
=
[u]
B
C
S odb— e 0 mag 2 T
> 0 5 10 15 20 25
Temperatur (°C)

Abbildung 6: Koloniezahlen nach TrinkwV im Trinkwasser in Abhédngigkeit von der Wassertemperatur an den untersuch-
ten Standorten im Trinkwasserverteilungssystem im Zeitraum Juli 2010 bis September 2011.
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Abbildung 7: Gesamtzellzahl sowie Gesamtkoloniezahl (HPC) im Trinkwasser an ausgewahlten Standorten im Vertei-
lungsnetz im Zeitraum Juli 2010 bis September 2011.

Die Gesamtzellzahl als Parameter fiir alle im Wasser vorkommenden Bakterien zeigte temperaturun-
abhingig Werte im Bereich von 10° Bakterien/ml (Abbildung 7). Der ebenfalls verwendete Parameter
der Koloniezahl heterotropher Bakterien (HPC), der eine gréRere Anzahl kultivierbarer Bakterien als
die Koloniezahlbestimmung nach TrinkwV erfasst, zeigte ebenfalls bei Temperaturerh6hungen im
Trinkwasser keinen deutlichen Anstieg der Werte (Abbildung 7). Der Anteil kultivierbarer Bakterien
lag im Mittel bei 0,4 % bezogen auf die Gesamtzellzahl. Dieses relative geringe Verhaltnis der Kolo-
niezahl von HPC-Bakterien zu der Gesamtzellzahl ist charakteristisch fiir ndhrstoffarme Wasser und
bestatigt das Vorliegen eines biologisch stabilen Trinkwassers.

Zusatzlich wurde das Trinkwasser auf die Anwesenheit von hygienisch relevanten Bakterien (E. coll,
coliforme Bakterien, P. aeruginosa, Legionella spp., Enterokokken, Aeromonaden) untersucht. Unab-
hangig von der Temperatur wurden nur in Einzelfédllen (3 von 24 Proben) einige dieser Organismen in
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niedrigen einstelligen Konzentrationsbereichen pro 100 ml nachgewiesen (Tabelle 5). Es wurden in
einer Trinkwasserprobe sowohl Aeromonaden (Aeromonas hydrophila/caviae) als auch das coliforme
Bakterium Enterobacter amnigenus sowie in zwei weiteren Proben einmal Enterokokken bzw. einmal
Aeromonas hydrophila/caviae nachgewiesen. AnschlieRende Nachbeprobungen an den gleichen Stel-
len wiesen immer die Abwesenheit dieser Bakterien auf. Ein gehduftes Auftreten hygienisch relevan-
ter Mikroorganismen durch erhéhte Temperaturen des Trinkwassers wurde nicht beobachtet.

Anzahl der positiven | Haufigkeit Konzentration

Parameter Proben (%) (KBE bzw. MPN/100 ml)
E. coli 0 0 -

P. aeruginosa 0 0 -

Legionella spp. 0 0 -

coliforme Bakterien (ohne E. coli) 1 4,2 1
Aeromonaden 2 8,3 1 bzw. 2
Enterokokken 1 4,2 3

Tabelle 5: Hygienisch relevante Mikroorganismen im Trinkwasser aus den Feldversuchen (n = 24 Proben).

Zur weitergehenden Charakterisierung der Trinkwasserproben wurden diese zusatzlich zu den kultu-
rellen Verfahren molekularbiologisch mittels der FISH-Methode untersucht. Im Gegensatz zu den
kulturellen Methoden, mit denen ein Nachweis der Zielorganismen nicht moéglich war, konnten mit
der FISH alle Zielorganismen in den Trinkwasserproben nachgewiesen werden. Betrachtet man die
Befundhaufigkeit der FISH-positiven Zielorganismen abhangig von Jahreszeit, so ist auffallig, dass im
Sommer die Zahl der Befunde der Zielorganismen im Trinkwasser am niedrigsten war (Tabelle 6). So
wurde P. aeruginosa im Sommer mittels FISH nicht nachgewiesen. Die héchste Anzahl an positiven
Befunden lieR sich fiir alle Zielorganismen im Winter beobachten. Hier konnten in 75 % bis 100 % der
untersuchten Wasserproben die Zielorganismen nachgewiesen werden. Im Herbst lagen die Befund-
haufigkeiten von E. coli, P. aeruginosa und L. pneumophila bei 50 % bis 75 %. Legionella spp. wurde
sowohl im Herbst als auch im Winter in 100 % der Trinkwasserproben nachgewiesen. Fir L.
pneumophila war der Trend zu erkennen, dass mit zunehmender Trinkwassertemperatur die Befund-
haufigkeit abnahm (Sommer < Herbst < Winter).

Befundhaufigkeit (%)
Organismus Herbst Winter Sommer
E. coli 50 75 50
P. aeruginosa 62,5 75 0
Legionella spp. 100 100 n. b.
L. pneumophila 75 100 12,5

Tabelle 6: Befundhaufigkeit (%) der mit der FISH-Methode nachgewiesenen Zielorganismen E. coli, P. aeruginosa,
Legionella spp. und L. pneumophila im Trinkwasser in Abhdngigkeit von der Jahreszeit (n = 24 Proben); n. b.: nicht be-
stimmt.

Kernaussagen Trinkwasser:

e Die Trinkwasser zeigten mit zunehmender Trinkwassertemperatur beziiglich der nach
TrinkwV (2001) festgelegten Parameter keine Verschlechterung der mikrobiologischen Be-
schaffenheit.

e Die Koloniezahlen nach TrinkwV lagen auch bei Temperaturen > 20 °C und langen Stagnati-
onszeiten im einstelligen und niedrigen zweistelligen Bereich und erreichten in keinem Fall
den Grenzwert von 100 KBE/ml.
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e Die Gesamtzellzahl sowie Gesamtkoloniezahl (HPC) zeigten temperaturunabhangig relativ
niedrige Werte, die auf ein biologisch stabiles Trinkwasser ohne Aufkeimungsneigung hin-
wiesen.

e Ein gehauftes Auftreten hygienisch relevanter Mikroorganismen durch Temperaturerhéhung
im Trinkwasser war nicht vorhanden.

e Mit Hilfe der molekularbiologischen Methode FISH waren nicht kultivierbare hygienisch rele-
vante Bakterien im Trinkwasser nachweisbar. Eine hygienische Beurteilung dieser Ergebnisse
ist zurzeit noch nicht moglich, stellt aber einen moglichen Hinweis auf das Vorkommen von
nicht kultivierbaren, hygienisch relevanten Bakterien im Trinkwasser dar.

2.1.2 Trinkwasserbiofilme

Da Biofilme auf Oberflachen, die mit Trinkwasser in Berihrung kommen, einen entscheidenden Ein-
fluss auf die mikrobiologisch-hygienische Qualitat des Trinkwassers haben, wurde an ausgewahlten
Werkstoffen (PE80/100, EPDM, Edelstahl) untersucht, inwieweit eine mogliche Temperaturerh6hung
zu einer Veranderung der hygienischen Situation im Biofilm beitragen kdnnte. Es handelte sich um
Biofilme, die sich Gber einen Zeitraum von mindestens 6 Monaten auf den Werkstoffen in Biofilmre-
aktorstrecken im Trinkwasserverteilungssystem gebildet hatten (Abbildung 3). Die insgesamt vor-
handenen sowie die kultivierbaren Bakterien in den Biofilmen wurden durch die Bestimmung der
Gesamtzellzahlen, der Koloniezahlen heterotropher Bakterien (HPC) und der Koloniezahlen bei 22 °C
und 36 °C nach der TrinkwV quantifiziert. Betrachtet man die Ergebnisse gruppiert in Intervallen der
Trinkwassertemperaturen von < 10 °C, 10 °C— 15 °C sowie 16 °C — 25 °C konnte Folgendes festgestellt
werden:

Die Gesamtzellzahlen der Biofilme auf Oberflichen von PE80/100 und EPDM zeigten keine deutliche
Zunahme mit ansteigender Trinkwassertemperatur, wahrend die Koloniezahlen (HPC, Koloniezahlen
nach TrinkwV) tendenziell einen geringen Anstieg von maximal einer Log-Stufe aufwiesen (Abbildung
8, Abbildung 9). Somit waren die maximalen Zelldichten der etablierten Trinkwasserbiofilme auf dem
jeweiligen Werkstoff (iber den gesamten Temperaturbereich dhnlich und unabhangig von der Was-
sertemperatur, aber der Anteil der kultivierbaren Bakterien schien bei den hoheren Temperaturen
geringfligig zuzunehmen. Auf Edelstahl wurden andere Verhaltnisse beobachtet. Hier waren die
hochsten Gesamtkoloniezahlen im Temperaturintervall von 10 °C bis 15 °C zu verzeichnen, die Kolo-
niezahlen heterotropher Bakterien nahmen leicht zu iber den Bereich von Temperaturen < 10 °C bis
zu Temperaturen von 10 ° bis 15 °C und die Koloniezahlen nach TrinkwV zeigten die geringsten Werte
im Bereich der hochsten Wassertemperaturen im Bereich von 10 °C bis 15 °C (Abbildung 10). Insge-
samt wurden keine Temperaturen festgestellt, die eine Biofilmbildung im untersuchten Trinkwasser-
verteilungssystem deutlich forderten. Die oben erwahnten unglinstigen Nahrstoffbedingungen fiir
mikrobielles Wachstum kdnnten eine Ursache fiir diese Beobachtung sein. So wurde zum Beispiel in
der Literatur berichtet, dass niedrige AOC-Werte, wie sie im hier untersuchten Trinkwasser auftraten,
eine limitierende Wirkung auf die Bildung von Trinkwasserbiofilmen haben (Van der Kooij et al.,
1995; Sun et al., 2012).
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Abbildung 8: Biofilmbildung auf PE80/100 in Abhingigkeit von der Trinkwassertemperatur. Die Biofilmbildung (Oberfli-
chenbelegung) wurde anhand der Gesamtzellzahlen (GZZ) sowie der Gesamtkoloniezahlen (HPC) und der Koloniezahlen
bei 20 °C und 36 °C nach TrinkwV (KZ 20 bzw. KZ 36) bestimmt.
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Abbildung 9: Biofilmbildung auf EPDM in AbhZngigkeit von der Trinkwassertemperatur. Die Biofilmbildung (Oberfla-
chenbelegung) wurde anhand der Gesamtzellzahlen (GZZ) sowie der Gesamtkoloniezahlen (HPC) und der Koloniezahlen
bei 20 °C und 36 °C nach TrinkwV (KZ 20 bzw. KZ 36) bestimmt.
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Abbildung 10: Biofilmbildung auf Edelstahl in Abhangigkeit von der Trinkwassertemperatur. Die Biofilmbildung (Oberfla-
chenbelegung) wurde anhand der Gesamtzellzahlen (GZZ) sowie der Gesamtkoloniezahlen (HPC) und der Koloniezahlen
bei 20 °C und 36 °C nach TrinkwV (KZ 20 bzw. KZ 36) bestimmt.

Die Zelldichte der etablierten Trinkwasserbiofilme war zudem materialabhéngig. Die hochste Bio-
filmbildung erfolgte auf EPDM. Die Gesamtzellzahlen waren auf EPDM-Coupons etwa eine Log-Stufe,
die Koloniezahlen nach TrinkwV bis zu 2 Log-Stufen und die HPC-Werte bis zu 3 Log-Stufen héher als
auf PE und Edelstahl (Abbildung 11). Die Werte lagen fiir die Parameter Gesamtzellzahl bei 9,0 x 10°
bis 2,3 x 10’ Bakterien/cm?, fiir die Koloniezahl 22 °C bei 7,8 x 10" bis 1,5 x 10* KBE/cm?, fiir die Kolo-
niezahl 36 °C bei 1,5 x 10” bis 6,9 x 10> KBE/cm? und fiir die Gesamtkoloniezahl (HPC) bei 2,8 x 10° bis
8,5 x 10° KBE/cm”. Diese Beobachtung entspricht anderen Untersuchungen mit Werkstoffen, die in
Biofilmreaktoren in kaltem oder erwarmtem Trinkwasser liber Wochen exponiert waren (Moritz et
al., 2010; Waines et al., 2011). Es wurde jeweils die starkste Biofilmbildung auf dem Elastomer EPDM
im Vergleich zu PE-Werkstoffen und Edelstahl gefunden.
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Abbildung 11: Biofilmbildung in Abhdngigkeit vom Werkstoff. Die Biofilmbildung (Oberflachenbelegung) wurde anhand
der Gesamtzellzahlen (GZZ) sowie der Gesamtkoloniezahlen (HPC) und der Koloniezahlen bei 20 °C und 36 °C nach
TrinkwV (KZ 20 bzw. KZ 36) bestimmt.
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Neben den Gesamtzellzahlen und Koloniezahlen wurden die Biofilme auf hygienisch relevante Bakte-
rien (E. coli, coliforme Bakterien, P. aeruginosa, Legionella spp., Enterokokken, Aeromonaden) mit
Kulturverfahren untersucht. Unabhédngig von der Temperatur wurden in 18 % der untersuchten Bio-
filmproben (n = 72) hygienisch relevante Bakterien im einstelligen und niedrigen zweistelligen Kon-
zentrationsbereichen pro cm? nachgewiesen, darunter siebenmal coliforme Bakterien (auBer E. coli),
zweimal E. coli, einmal Enterokokken sowie dreimal Legionella spp. (Tabelle 7). 6 von insgesamt 13
positiven Befunden wurden im Klimatop Wald erhalten. Bei dieser Probenahmestelle handelte es
sich um einen Endstrang mit geringer Wasserabnahme. Auffallend war eine leichte Zunahme der
Befundhaufigkeit von 4 % auf 17 % im Fall der coliformen Bakterien bei erhdhten Temperaturen
(Sommer > Herbst > Winter; Abbildung 12). Zusatzlich war die Anzahl positiver Befunde im Winter
am niedrigsten, wahrend im Sommer und insbesondere im Herbst sowohl die héchsten Konzentrati-
onen als auch die hochste Diversitat verschiedener Arten nachweisbar waren (Abbildung 12).

Organismus Konzentration

Coliforme Bakterien (Citrobacter | 0,1 bis 31 KBE/100 ml
braakii/freundii, Enterobacter amnigenus,

Enterobacter  intermedius, Enterobacter

chloacae)

E. coli 1 KBE/100 ml
Enterokokken (Enterococcus faecium) 0,2 KBE/100 ml

L. pneumophila 3 bis 29 KBE/100 ml

Tabelle 7: Hygienisch relevante Bakterien in den Trinkwasserbiofilmen, nachgewiesen mittels konventioneller Kulturver-
fahren. Die Identifizierung von Coliformen und E. coli erfolgte mit dem API 20 E-System, die von Enterokokken mit dem
API 20 Strep-System.

Sommer
1,00
mE. coli
M P. aeruginosa
L. spec
M coliforme Bakterien
83,32 ® Aeromonaden

Enterokokken

ohne Befund
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Herbst

mE. coli

M P. aeruginosa
L. spec

66,67 M coliforme Bakterien

m Aeromonaden

Enterokokken

ohne Befund

Winter

3,00 4,17

W E. coli
M P. aeruginosa

L. spec

M coliforme Bakterien
]
95,83 Aeromonaden
Enterokokken

ohne Befund

Abbildung 12: Prozentualer Anteil positiver Befunde hygienisch relevanter Bakterien in Abhdngigkeit von der Jahreszeit.

Zusatzlich zu den kulturellen Parametern wurden die in den Feldversuchen gewonnenen Biofilme
mittels der kulturunabhangigen FISH-Methode auf folgende Zielorganismen analysiert: E. coli, P.
aeruginosa, L. pneumophila und Legionella spp.. Es wurden im Rahmen der 3
Probenahmekampagnen insgesamt jeweils 24 Biofilmproben pro Material (PE80/100, EPDM, Edel-
stahl) gewonnen. Tabelle 8 zeigt die Befundhaufigkeiten der Zielorganismen in Abhdngigkeit vom
Werkstoff und der Jahreszeit. Flr E. coli zeigte sich auf PE80O der Trend, dass mit zunehmender Tem-
peratur auch die Befundhéaufigkeit zunahm. Auf den Werkstoffen PE und EPDM wurde E. coli im
Sommer am héaufigsten nachgewiesen. P. aeruginosa wurde sowohl auf PE als auch auf EPDM im
Sommer am seltensten nachgewiesen und im Herbst am haufigsten. Fiir Legionella spp. wurde kein
Einfluss der Temperatur auf die Befundhaufigkeit im Trinkwasserbiofilm beobachtet. Fir
L. pneumophila traf dies nur fir Biofilme auf PES0/100 zu; in Biofilmen auf EPDM und Edelstahl er-
folgte der Nachweis jeweils haufiger im Winter als im Sommer und im Herbst.
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Befundhaufigkeit (%)
Werkstoff E.coli P. aeruginosa
Herbst Winter Sommer Herbst Winter Sommer
PE80/100 37,5 25 62,5 100 100 75
EPDM 12,5 75 87,5 100 87,5 62,5
Edelstahl 12,5 0 12,5 37,5 50 37,5
Befundhéaufigkeit (%)
Werkstoff Legionella spp. L. pneumophila
Herbst Winter Sommer Herbst Winter Sommer
PE80/100 100 100 100 75 75 75
EPDM 100 100 100 37,5 100 87,5
Edelstahl 75 100 100 37,5 57 12,5

Tabelle 8: Befundhaufigkeiten (%) von E. coli, P. aeruginosa, Legionella spp. und L. pneumophila in Trinkwasserbiofilmen
auf unterschiedlichen Werkstoffen in Abhangigkeit von der Jahreszeit (n = 24).

Die detailliertere Betrachtung der einzelnen Klimatope und Probenahmekampagnen ergab fir E. coli,
dass in jedem Klimatop die héchste Konzentration im Sommer auf dem Werkstoff EPDM bestimmt
wurde. Einzige Ausnahme war das Klimatop Freiland. Hier wurde im Sommer E. coli nicht nachgewie-
sen. Im Klimatop Innenstadt war die Temperatur unter allen Klimatopen und allen Probenahmen am
hochsten. Hier war auch die Konzentration von E. coli von allen analysierten Proben mit 2 x 10° FISH-
positiven Zellen/cm? am héchsten. Der Unterschied in den Konzentrationen von E. coli zwischen dem
warmsten Klimatop im Sommer (Klimatop Innenstadt) und dem kaltesten Klimatop im Sommer
(Klimatop Wald) betrug etwa eine halbe Log-Stufe. Die groRte Differenz in der Konzentration von E.
coli bestand zwischen den Klimatopen Innenstadt und Stadtrand (etwa 1,7 Log-Stufen). Auf PE waren
die Proben entweder negativ oder die Konzentration der FISH-positiven E. coli-Zellen war 0,5 bis 1,5
Log-Stufen niedriger als auf EPDM. Die Konzentrationen von FISH-positiven E. coli-Zellen im Herbst
und Winter variierten von 3 x 10% bis 5 x 10 Zellen/cm?, wobei die Konzentrationen nur selten 10*
FISH-positive Zellen/cm® tberschritten. Im Klimatop Stadtrand wurde im Biofilm nur im Sommer E.
coli nachgewiesen. Fiir P. aeruginosa gab es keine Jahreszeit, in der die Konzentration der FISH-
positiven Zellen in den Biofilmen auffallig hoch war. In vier Klimatopen waren die Konzentrationen
von P. aeruginosa im Herbst am hochsten und in jeweils drei im Sommer oder Winter. Die Konzentra-
tionen lagen immer in einem Bereich zwischen 5 x 10* und 5 x 10° FISH-positiven Zellen/cm?. Auf PE
und Edelstahl waren die Konzentrationen vergleichbar, wobei die meisten Biofilme auf Edelstahl ne-
gativ fur P. aeruginosa waren. Im Klimatop Innenstadt wurde im Sommer, dem Zeitpunkt der hochs-
ten Wassertemperatur, weder im Biofilm noch in der Wasserphase P. aeruginosa nachgewiesen.
Legionella spp. wurde in den hochsten Konzentrationen im Sommer auf EPDM nachgewiesen. Dabei
schwankte die Zahl der FISH-positiven Zellen in den Klimatopen zwischen 2 x 10° und 1 x 10° Zel-
len/cm?®. Auf PE waren die Konzentrationen etwa 0,5 bis 1,5 Log-Stufen niedriger als auf EPDM. Es
war kein jahreszeitlicher Trend beziiglich der Hohe der Konzentrationen zu beobachten. Fir L.
pneumophila wurden in vier Klimatopen (Freiland, Park, Stadtrand, Innenstadt) die hochsten Kon-
zentrationen im Winter detektiert (2 x 10* bis 2 x 10° FISH-positive Zellen/cm?), in den vier anderen
untersuchten Klimatopen (Wasserwerk, Wald, Gewerbe 1 und 2) im Sommer (3 x 10 bis 1 x 10° Zel-
len/cm?). Im Winter waren die Konzentrationen zwei Mal auf PE am hdchsten, sonst immer auf
EPDM. Wie schon bei Legionella spp. zeigte auch bei L. pneumophila die Jahreszeit keinen Einfluss auf
die Hohe der Konzentration der FISH-positiven Zellen.

Bisher gibt es relativ wenige Literaturangaben zum Vorkommen der in dieser Untersuchung beriick-
sichtigten hygienisch relevanten Bakterien in Biofilmen von realen Trinkwasserverteilungssystemen.
E. coli wurde kulturell in Biofilmen von Rohren aus Trinkwassersystemen in Deutschland und Schwe-
den nicht nachgewiesen (Wingender und Flemming, 2004; Langmark et al., 2005), wahrend im Rah-
men einer Coliformen-Kontamination eines Trinkwasserverteilungssystems in den USA E. coli in Ei-
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senablagerungen gefunden wurde (LeChevallier et al., 1987). In einer anderen Studie wurde E. coli
ebenfalls kulturell in einem von funf Trinkwasserrohren aus Gusseisen nachgewiesen, die aus Frank-
reich, England, Lettland und Portugal stammten (Juhna et al., 2007). Mit der FISH-Methode (PNA-
FISH) wurde E. coli in allen Rohren detektiert. Parallel wurde E. coli auf Coupons, die fiir 1 bis 6 Mo-
nate im Trinkwasser exponiert worden waren, in Konzentrationen von 200 bis 500 Zellen pro cm?
nachgewiesen (Juhna et al, 2007). Es wurde festgestellt, dass es sich um metabolisch aktive Zellen
handelte. Die Bakterien lagen auf den Oberfldchen als einzelne Zellen und nicht als Mikrokolonien
vor, was darauf hinwies, dass keine Vermehrung der Bakterien stattfand. Diese Beobachtungen und
die eigenen Ergebnisse weisen darauf hin, dass E. coli in Biofilmen von Trinkwasserverteilungssyste-
men in kultivierbarer Form nicht oder selten vorkommt, im nicht kultivierbaren Zustand aber haufi-
ger anzutreffen ist. In einer Reihe von Felduntersuchungen unterschiedlicher Verteilungssysteme
weltweit wurden coliforme Bakterien (vor allem Citrobacter-, Enterobacter- und Klebsiella-Arten) mit
Kulturverfahren gelegentlich in Trinkwasserbiofilmen, z. B. auf Innenwandungen von Rohren oder auf
exponierten Coupons aus Eisenwerkstoffen oder auf weichdichtenden Absperrschiebern aus elasto-
meren Werkstoffen wie EPDM nachgewiesen (LeChevallier et al., 1987; Sartory und Holmes, 1997;
Kilb et al., 2003; Wingender und Flemming, 2004; Batté et al., 2006). Literaturangaben weisen darauf
hin, dass unter bestimmten Bedingungen bei Wassertemperaturen ab etwa 15 °C eine erhéhte Be-
fundhaufigkeit coliformer Bakterien im Trinkwasser von Verteilungssystemen auftreten kann (siehe
Abschnitt 1.3.4). Die Ergebnisse der vorliegenden Feldversuche zeigten die Tendenz einer Saisonalitat
fiir das Vorkommen von coliformen Bakterien in Biofilmen des untersuchten Netzes mit der hochsten
Befundhaufigkeit im Sommer als der warmsten Jahreszeit. Dies ist ein mdglicher Hinweis, dass mit
zunehmender Wassertemperatur erhéhte Gehalte von coliformen Bakterien im Biofilm einhergehen
konnen und die Freisetzung aus den Biofilmen unter diesen Bedingungen eine mogliche Erklarung fir
erhohte Befundhaufigkeiten dieser Bakterien im Trinkwasser ist.

Um einen moglichen Einfluss der Temperatur auf die Biofilmpopulationen zu untersuchen, wurden
die Biofilme auf EPDM mittels der denaturierenden Gradientengelelektrophorese (DGGE) weiterge-
hend analysiert. Die DGGE-Methode erlaubt die Analyse der genotypischen Zusammensetzung bzw.
Diversitat von mikrobiellen Gemeinschaften wie z. B. von Trinkwasserbiofilmen. Die Unterscheidung
einzelner Organsimen erfolgt durch die Erfassung der ubiquitdr in Bakterien vorkommenden 16S
rDNA, die sich in ihrer Sequenz organismenabhdngig unterscheidet. Mit Hilfe der PCR werden die
unterschiedlichen 16S rDNA-Fragmente vervielfaltigt und mittels der DGGE in Gelen aufgetrennt. Die
erhaltenen Bandenmuster stellen einen genetischen Fingerabdruck der jeweiligen mikrobiellen Ge-
meinschaft dar. Durch Vergleich der Bandenmuster lassen sich Ahnlichkeiten z. B. zwischen verschie-
denen Biofilmen berechnen. Verglichen wurden im Folgenden Biofilme von 8 verschiedenen Stan-
dorten aus drei Probenahmekampagnen im Sommer, Herbst und Winter (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Bandenmuster der DGGE von Biofilmpopulationen der Feldversuche. Spuren 1-3: Klimatop Innenstadt
(Herbst, Winter, Sommer), Spuren 4-6: Klimatop Stadtrand (Herbst, Winter, Sommer), Spuren 7-9: Klimatop Park (Herbst,
Winter, Sommer), Spuren 10-12: Klimatop Wald (Herbst, Winter, Sommer).

Die mittlere Ahnlichkeit der Biofilme innerhalb aller Klimatope der 8 Standorte war im Mittel 76 % fiir
den Sommer-Winter-Vergleich, 66 % fiir den Sommer-Herbst-Vergleich und 84 % fiir den Herbst-
Winter-Vergleich (Tabelle 9). Aus Tabelle 9 geht hervor, dass innerhalb der Klimatope die Ahnlichkei-
ten der Biofilmpopulationen bei der geringsten Temperaturdifferenz am hochsten sind. Jedoch sind
die Ahnlichkeiten der Biofilme bei der groRten Temperaturdifferenz nur 8 % geringer. Ein Vergleich
der Biofilmpopulationen zwischen den verschiedenen Klimatopen zeigte Ahnlichkeiten von 46 % im
Mittel fiir alle Jahreszeitenvergleiche (Tabelle 9). Die Ahnlichkeiten der Biofilmpopulationen am glei-
chen Standort waren also immer hoher als zwischen den 8 unterschiedlichen Standorten. Die Unter-
schiede der durchschnittlichen mittleren Tagestemperaturen des Trinkwassers am Probenahmetag
waren innerhalb der Klimatope zwischen Sommer und Winter 10,7 °C, zwischen Sommer und Herbst
7,9 °C und zwischen Herbst und Winter 2,9 °C. Klimatopiibergreifend waren die Differenzen zwischen
Sommer und Winter vergleichbar (Tabelle 10) Es wurde daher weder ein eindeutiger Einfluss der
Temperatur auf die Ahnlichkeiten der Biofilmpopulationen innerhalb der einzelnen Klimatope festge-
stellt noch zwischen den Klimatopen.

Temperaturdifferenz (°C) Ahnlichkeit Biofilmpopulation (%)
Sommer/Winter 10,5 46
Sommer/Herbst 9,4 46
Herbst/Winter 3,1 46

Tabelle 9 Durchschnittliche Temperaturdifferenzen des Trinkwasser am Probenahmetag und Ahnlichkeiten der Biofilm-
populationen; klimatopiibergreifend
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Temperaturdifferenz (°C) Ahnlichkeit Biofilmpopulation (%)
Sommer/Winter 10,7 76
Sommer/Herbst 7,9 66
Herbst/Winter 2,9 84

Tabelle 10: Durchschnittliche Temperaturdifferenz des Trinkwasser am Probenahmetag und Ahnlichkeiten der Biofilm-
populationen; betrachtet wurden die einzelnen Klimatope (nicht klimatopiibergreifend).

Kernaussagen Trinkwasserbiofilme:

2.2

Trinkwasserbiofilme waren starker auf den Materialien ausgepragt (hohere Zelldichten), die
Nahrstoffe abgeben kénnen (EPDM > PE > Edelstahl).

Die Biofilme auf EPDM und PE pragten sich durch zunehmende Trinkwassertemperaturen
starker aus, was zu einer erhohten Kontaminationswahrscheinlichkeit des Trinkwassers fiih-
ren kann.

In den Biofilmen wurden in 18 % der kulturell untersuchten Proben hygienisch relevante Mik-
roorganismen in geringer Konzentration nachgewiesen (coliforme Bakterien, E. coli, Entero-
kokken, Legionella spp.). Dabei war die Befundhaufigkeit abhangig vom eingesetzten Priifma-
terial (EPDM > PE > Edelstahl).

Eine leichte Zunahme der Befundhaufigkeit von 4 % auf 17 % von coliformen Bakterien wurde
bei erhdhten Temperaturen (Sommer > Herbst > Winter) nachgewiesen.

Mit Hilfe der molekularbiologischen FISH-Methode waren zusatzlich auch nicht kultivierbare
hygienisch relevante Mikroorganismen in Trinkwasserbiofilmen nachweisbar (E. coli, P.
aeruginosa, Legionella spp., L. pneumophila).

Die Befundhdaufigkeit von E. coli mittels FISH war abhdngig von der Temperatur: Zunahme mit
steigender Temperatur (Sommer > Herbst > Winter).

Die Befundhaufigkeit von E. coli war abhangig vom Werkstoff (EPDM > PE > Edelstahl).

Die Befundhdaufigkeit von FISH-positiven P. aeruginosa nahm mit steigender Temperatur ab
(Sommer < Herbst < Winter). Die detaillierte Betrachtung der Klimatope mit den groRten
Temperaturdifferenzen (Innenstadt, Wald, Park) unterstitzt dieses Ergebnis insofern, dass im
warmsten Klimatop im Sommer P. geruginosa nicht nachgewiesen wurde, jedoch aber in den
kiihleren Klimatopen.

Die detaillierte Betrachtung der Konzentrationen von Legionella spp. und L. pneumophila in
den Klimatopen mit den groRten Temperaturdifferenzen (Innenstadt, Wald, Park) mittels
FISH ergab keine eindeutigen Hinweise auf einen Temperatureinfluss.

Innerhalb eines Klimatops waren die Ahnlichkeiten der Biofilmpopulationen bei den ver-
schiedenen Probenahmekampagnen relativ vergleichbar. Es wurde zwischen den Klimatopen
kein eindeutiger Einfluss der Temperatur auf die Biofilmpopulation festgestellt.

Laborversuche

In den Laborversuchen wurden in Drehkolbenreaktoren etablierte Trinkwasserbiofilme mit vier ver-
schiedenen hygienisch relevanten Bakterienarten kontaminiert, um deren Einnistungsverhalten, ihre
Persistenz und mogliche Vermehrung temperatur- und nahrstoffabhangig zu untersuchen. Dazu wur-
den E. coli zusammen mit K. pneumoniae sowie P. aeruginosa zusammen mit L. pneumophila einge-
setzt. Die Biofilmreaktoren wurden kontinuierlich mit Trinkwasser durchstrémt, um Trinkwasserbio-
filme auf Coupons aus PE80 und EPDM zu erzeugen. Es wurde Trinkwasser, wie es vom Wasserver-
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sorger geliefert wurde (ndhrstoffarmes Trinkwasser), und in parallel betriebenen Reaktoren mit
Nahrstoffen versetztes Trinkwasser (nahrstoffreiches Trinkwasser) verwendet. Das Trinkwasser wur-
de im Temperaturbereich von 8 °C bis 29 °C temperiert. Nach 14 Tagen wurden die Reaktoren mit
den etablierten Biofilmen einmalig durch Zugabe von E. coli und K. pneumonia und parallel von P.
aeruginosa und L. pneumophila angeimpft, um eine bakterielle Kontamination zu simulieren. Nach
einer Stagnationsphase von 20 Stunden wurden die Reaktoren fiir weitere 28 Tage im Durchfluss
unter den gleichen Bedingungen wie vor der Beimpfung betrieben. Die Bildung der Biofilme wurde
anhand der Bestimmung der Gesamtzellzahl und der Gesamtkoloniezahl (HPC) verfolgt. Die Einnis-
tung der Zielorganismen in die Biofilme einen Tag nach der Kontamination sowie die Persistenz bzw.
Vermehrung der Organsimen in den Biofilmen Uber die gesamte Untersuchungsdauer von 28 Tagen
wurde mit Kulturverfahren sowie der molekularbiologischen Methode der FISH untersucht.

Biofilmbildung

Die maximalen Zelldichten (flachenbezogene Gesamtzellzahlen) der Trinkwasserbiofilme wurden
unter allen Bedingungen nach 14 Tagen zum Zeitpunkt der Animpfung der Reaktoren erreicht und
veranderten sich nicht wesentlich im Verlauf des weiteren Untersuchungszeitraums von 28 Tagen.
Die Gesamtzellzahlen der Biofilme in Nahrstoff-supplementiertem Trinkwasser waren mit ca. einer
Log-Stufe auf EPDM bzw. zwei Log-Stufen auf PE80 immer hdher als im nahrstoffarmen Trinkwasser.
Dabei waren die Gesamtzellzahlen der Biofilme auf EPDM um ca. eine bis zwei Log-Stufen erhéht im
Vergleich zu Biofilmen auf PE80. Die maximalen Zelldichten (flichenbezogene Gesamtzellzahlen) der
Trinkwasserbiofilme wurden unter allen Bedingungen nach 14 Tagen zum Zeitpunkt der Animpfung
der Reaktoren erreicht und verdnderten sich nicht wesentlich im Verlauf des weiteren Untersu-
chungszeitraums von 28 Tagen. Die Gesamtzellzahlen der Biofilme in Nahrstoff-supplementiertem
Trinkwasser waren mit ca. einer Log-Stufe auf EPDM bzw. zwei Log-Stufen auf PES80O immer hoher als
im nahrstoffarmen Trinkwasser. Dabei waren die Gesamtzellzahlen der Biofilme auf EPDM erhoht
(ca. eine bis zwei Log-Stufen) im Vergleich zu PE80. Unter ndhrstoffarmen Bedingungen lag die Ge-
samtzellzahl der Biofilme auf PE8O temperaturunabhingig bei etwa 1 x 10° bis 6 x 10° Zellen/cm®.
Unter nahrstoffreichen Bedingungen erhdhte sich die Gesamtzellzahl auf 3 x 107 bis 3 x 10° Zel-
len/cm?. Auf EPDM lag die Gesamtzellzahl bei etwa 2 x 10° bis 3 x 10’ Zellen/cm? unter nihrstoffar-
men Bedingungen und bei etwa 2 x 10’ bis 3 x 10® Zellen/cm? unter néhrstoffreichen Bedingungen.
Insgesamt waren unter den jeweiligen Bedingungen (unterschiedliche Werkstoffe und Nahrstoffge-
halte) keine deutlichen Verdanderungen der Gesamtzellzahlen der Biofilme lber den Temperaturbe-
reich von 8 °C bis 29 °C zu beobachten. Auch der HPC dnderte sich nicht wesentlich mit zunehmender
Temperatur. Nach 14 Tagen der Biofilmetablierung lagen im nahrstoffarmen System die Konzentrati-
onen des HPC bei den unterschiedlichen Temperaturen bei 2 x 10* (21 °C) bis 4 x 10°> KBE/cm” (29 °C)
(geometrisches Mittel beider ndhrstoffarmer Reaktoren). Unter nahrstoffreichen Bedingungen waren
die Konzentrationen mit Werten von 2 x 10’ (25 °C) bis 1 x 10° KBE/cm? (12 °C) (geometrisches Mittel
beider nahrstoffreicher Reaktoren) deutlich héher, jedoch wurde auch unter nahrstoffreichen Bedin-
gungen der HPC nicht wesentlich von der Temperatur beeinflusst. Diese Beobachtungen zeigten, dass
die Biofilmbildung abhangig vom Nahrstoffgehalt und dem Werkstoff erfolgte, aber eine deutliche
Abhangigkeit der Biofilmbildung von der Trinkwassertemperatur nicht vorhanden war.

2.2.1 Einnistung

Um zu Uberprifen, ob sich E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa und L. pneumophila in die etablier-
ten Trinkwasserbiofilme einnisten konnten, wurden die Biofilme unmittelbar vor und 1 Tag nach
Beimpfung mittels konventionellen Kulturverfahren und der molekularbiologischen Methode der
FISH analysiert.
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E. coli und K. pneumoniae

Vor Animpfen der Biofilmreaktoren konnten E. coli und K. pneumoniae weder kulturell noch mittels
FISH in den Biofilmen nachgewiesen werden. Unabhangig von der Wassertemperatur, dem Werkstoff
und dem Nahrstoffangebot fand eine Einnistung von E. coli und K. pneumoniae in die Trinkwasserbio-
filme statt wie fiir PESO in den Abbildungen 14 bis 17 gezeigt (Abbildungen fir EPDM sind im Anhang
zu finden). Dabei wurden mit kulturellen Methoden auf beiden Werkstoffen Konzentrationen der
Organismen im Bereich von ca. 10" —10° MPN/cm? bestimmt. Die Konzentration der FISH-positiven
Zellen, die kultivierbare und nicht kultivierbare Zellen umfassen, war fiir beide Organismen sowohl
auf PE8O als auch auf EPDM verglichen mit der Konzentration der kultivierbaren Zellen 2 bis 3 Log-
Stufen hoher und lag je nach Nahrstoffgehalt bei etwa 10 bis 10° Zellen/cm?. Unter nahrstoffreichen
Bedingungen war die Gesamtzellzahl immer 1 bis 3 Log-Stufen héher als die Konzentration der FISH-
positiven-Zellen und 5 bis 6 Log-Stufen hoher als die mit Kulturmethoden detektierten positiven Be-
funde. Die Konzentration der FISH-positiven Zellen in den Biofilmen wurde weitestgehend weder
durch die Temperatur noch durch Werkstoff und Nahrstoffzugabe beeinflusst. Unter nahrstoffarmen
Bedingungen war auf PE80 sowohl fir E. coli als auch fiir K. pneumoniae eine um ca. 2 Log-Stufen
verringerte Einnistung der kultivierbaren Zellen bei Temperaturen > 21 °C zu erkennen (Abbildungen
15 und 17). Dieser Effekt wurde auf EPDM unter nahrstoffarmen Bedingungen nur flir K. pneumoniae
beobachtet. Unter nahrstoffreichen Bedingungen war eine Abnahme der Konzentration der kultivier-
baren Zielorganismen auf keinem der beiden Werkstoffe zu erkennen. Auffallig war, dass bei 25°C
keiner der beiden Zielorganismen kulturell nachgewiesen werden konnte.
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Abbildung 14: Einnistung von E. coli in Trinkwasserbiofilme auf PE80 1 Tag nach Animpfung der Biofilmreaktoren unter
nahrstoffarmen Bedingungen.
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Abbildung 15: Einnistung von E. coli in Trinkwasserbiofilme auf PE80 1 Tag nach Animpfung unter ndhrstoffreichen Be-
dingungen.
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Abbildung 16: Einnistung von K. pneumoniae in Trinkwasserbiofilme auf PE 1 Tag nach Animpfung unter ndhrstoffarmen
Bedingungen.
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Abbildung 17: Einnistung von K. pneumoniae in Trinkwasserbiofilme auf PE 1 Tag nach Animpfung unter ndhrstoffreichen
Bedingungen.

P. aeruginosa und Legionella pneumophila

P. aeruginosa und Legionella spp. konnten vor Animpfen der Trinkwasserbiofilme mittels kultureller
Verfahren nicht detektiert werden. Mittels FISH wurden die Zielorganismen jedoch schon vor dem
Animpfen der Reaktoren in den etablierten Trinkwasserbiofilmen nachgewiesen.

P. aeruginosa nistete sich bei allen Temperaturen (8 °C bis 29 °C) in die etablierten Biofilme ein. Auf
PE80 war ein Anstieg der Konzentration kultivierbarer P. aeruginosa bei Temperaturen >21 °C zu
beobachten. Dieser Effekt war auf EPDM deutlicher ausgepragt und nahrstoffunabhangig (Abbildung
41, Daten im Anhang). Unter nahrstoffarmen Bedingungen stieg die Zahl der kultivierbaren P.
aeruginosa auf PE8O bei Temperaturen Gber 21 °C um etwa 1 Log-Stufe an (Abbildung 18). Auf EPDM
stieg sie sowohl unter nahrstoffarmen als auch nahrstoffreichen Bedingungen bei 23 °C um mehr als
eine Log-Stufe auf 4 x 10" KBE/cm” an und bei 25 °C lag sie bei 10° KBE/cm? (Abbildungen 41 und 43).
Unter nahrstoffreichen Bedingungen fand auf PE8O eine deutliche Zunahme bei 25 °C statt. Hier stieg
die Zahl der kultivierbaren P. aeruginosa um 3 log-Stufen auf 10° KBE/cm?” an und fiel bei 29 °C wie-
der ab auf 10* KBE/cm? (Abbildung 20).

Fiir L. pneumophila war sowohl auf PE80 als auch auf EPDM eine Zunahme der Konzentration an kul-
tivierbaren Bakterien um ca. 1 bis 2 Log-Stufen bei Temperaturen lGber 8 °C zu beobachten. Dies ge-
schah in gleicher GréRenordnung sowohl unter ndhrstoffarmen als auch unter nihrstoffreichen Be-
dingungen. Bei 25 °C war auf beiden Werkstoffen unter nahrstoffarmen Bedingungen eine Abnahme
der kultivierbaren L. pneumophila im Trinkwasserbiofilm zu beobachten. Bei 29 °C war eine Erh6hung
der Konzentration sowohl auf PE als auch auf EPDM, zu erkennen (Abbildungen 19 und 42). Unter
nahrstoffreichen Bedingungen konnten auf PE80 kulturell keine L. pneumophila bei Temperaturen
> 25 °C nachgewiesen werden (Abbildung 21). Die Konzentration kultivierbarer Legionellen stieg bei
konstanter Gesamtzellzahl bei Temperaturen ab 12 °C um 2 Log-Stufen auf 10° KBE/cm? verglichen zu
8 °C (Abbildungen 42 und 44). Bei 25 °C sank die Konzentration unter ndhrstoffarmen Bedingungen
um eine Log-Stufe und stieg bei 29 °C wieder leicht an. Unter nahrstoffreichen Bedingungen konnten
auf beiden Werkstoffen bei Temperaturen 2 25 °C keine Legionellen mit der kulturellen Methode
nachgewiesen werden.
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Abbildung 18: Einnistung von P. aeruginosa in Trinkwasserbiofilme auf PE80 1 Tag nach Animpfung unter ndhrstoffarmen
Bedingungen.
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Abbildung 19: Einnistung von L. pneumophila in Biofilme auf PE80 1 Tag nach Animpfung unter nahrstoffarmen Bedin-
gungen.
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Abbildung 20: Einnistung von P. aeruginosa in Trinkwasserbiofilme auf PE80 1 Tag nach Animpfung unter nahrstoffrei-
chen Bedingungen.
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Abbildung 21: Einnistung von Legionella pneumophila in Trinkwasserbiofilme auf PE80 1 Tag nach Animpfung unter ndhr-
stoffreichen Bedingungen.

Betrachtete man den Einfluss der Nahrstoffe in Abhadngigkeit von der Temperatur, so liel sich fest-
stellen, dass die Konzentration (KBE/cm?) von eingenisteten P. aeruginosa auf EPDM bei 12 °C, 21 °C
und 29 °C unter nahrstoffreichen Bedingungen immer etwa eine Log-Stufe héher war als unter nahr-
stoffarmen Bedingungen (Abbildung 22). Bei 8 °C betrug der Unterschied der Konzentrationen an
kultivierbarem P. aeruginosa zwischen dem nahrstoffarmen und dem nahrstoffreichem System we-
niger als eine halbe Log-Stufe. Auf PE8O zeigte sich bei 8 °C ein deutlicher Unterschied der Effektivitat
der Einnistung von P. geruginosa unter nahrstoffarmen und nahrstoffreichen Bedingungen. Unter
nahrstoffreichen Bedingungen war die Konzentration an kultivierbarem P. aeruginosa fast zwei Log-
Stufen hoher als unter ndhrstoffarmen Bedingungen. Bei héheren Temperaturen war dieser Effekt
nicht so ausgepragt (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Einnistung von P. aeruginosa in Trinkwasserbiofilme 1 Tag nach Animpfen in Abhangigkeit von Werkstoff,
Nahrstoffgehalt und Temperatur.

Die kulturelle Nachweisbarkeit von L. pneumophila nahm unter nahrstoffreichen Bedingungen bei
Temperaturen > 21 °C ab. Bei 8 °C war nur ein geringer Einfluss des Nahrstoffgehaltes auf die Effekti-
vitat der Einnistung zu erkennen. Dieser Einfluss war auf PE80 bei 12 °C und 16 °C ausgepragter. Auf
EPDM hingegen war bei diesen Temperaturen kein Effekt durch Nahrstoffzugabe zu beobachten
(Abbildung 23).
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Abbildung 23: Einnistung von L. pneumophila in Trinkwasserbiofilme 1 Tag nach Animpfen in Abhdngigkeit von Werkstoff
und Nahrstoffgehalt und Temperatur; n.n. : nicht nachgewiesen.

Kernaussagen Einnistung:

e Mit kulturellen Nachweismethoden wurden die vier untersuchten Spezies E. coli,
K. pneumoniae, P. aeruginosa und L. pneumophila vor Animpfen der Biofilmreaktoren weder
in der Wasserphase noch in den etablierten Biofilmen detektiert.
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e Alle Zielorganismen konnten in die etablierten Trinkwasserbiofilme eingenistet werden;
L. pneumophila war unter nahrstoffreichen Bedingungen jedoch nicht bei allen Temperatu-
ren 1 Tag nach Animpfen der Biofilme kulturell nachweisbar.

e Die Zahl der positiven Befunde fir E. coli und K. pneumoniae war mittels FISH hoher als mit
kulturellen Methoden, was auf ein mégliches Vorkommen der Organismen im VBNC-Zustand
hinweisen kann.

e Die Effektivitdt der Einnistung von E. coli und K. pneumoniae in die etablierten Trinkwasser-
biofilme war weitgehend unabhéangig von der Temperatur, dem Werkstoff und dem Nahr-
stoffangebot.

e Bei Temperaturen > 21 °C zeigte sich verringerte Einnistung der kultivierbaren E. coli und
K. pneumoniae.

e Die Effektivitat der Einnistung von P. aeruginosa war abhangig von der Temperatur: bei Tem-
peraturen > 21 °C nahm die Zahl der kultivierbaren Zellen deutlich zu.

e Bei 8 °C erhohte die Zugabe von Nahrstoffen deutlich die Effektivitat der Einnistung von
P. aeruginosa in Trinkwasserbiofilme auf PESO.

e Die Effektivitdt der Einnistung von L. pneumophila war bei Temperaturen > 8 °C relativ kon-
stant mit Ausnahme von 25 °C; hier nahm die Kultivierbarkeit ab.

e Fir L. pneumophila zeigte sich unter ndhstoffreichen Bedingungen eine Abnahme der Effekti-
vitat der Einnistung bei Temperaturen > 21 °C.

2.2.2 Persistenz
E. coli und K. pneumoniae

Zur Uberpriifung, wie lange die Zielorganismen E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa und L.
pneumophila in den Trinkwasserbiofilmen persistieren kénnen, wurden die Biofilme kulturell und
kulturunabhdngig liber einen Zeitraum von 28 Tagen analysiert. Die beiden Zielorganismen E. coli
und K. pneumoniae waren mittels der kulturunabhdngigen FISH-Methode in den Biofilmen langer
nachzuweisen als mit konventionellen Kulturverfahren. Unter ndhrstoffarmen Bedingungen auf PE80
konnte E. coli mittels FISH in 100 % der Biofilmproben Uber die gesamte Dauer der Experimente von
28 Tagen nachgewiesen werden, unter nahrstoffreichen Bedingungen in 87,5 % der Proben (bei 12 °C
wurde keine FISH durchgefiihrt; Abbildungen 24 und 25). Mit dem angewandten Kulturverfahren
wurde E. coli unter nahrstoffarmen Bedingungen bei allen Temperaturen auf PE maximal 1 Tag nach
Animpfen detektiert mit Ausnahme von 16 °C; hier war E. coli iiber den gesamten Untersuchungszeit-
raum von 28 Tagen kulturell nachweisbar. Die kulturelle Nachweisbarkeit im Ablaufwasser des Bio-
filmreaktors war immer genauso lang wie die kulturelle Nachweisbarkeit in den Biofilmen. Die Zuga-
be von Nahrstoffen erhohte die Dauer der kulturellen Nachweisbarkeit. Bei 8 °C, 12 °C, 21 °C, 27 °C
und 29 °C wurde E. coli unter nahrstoffreichen Bedingungen 28 Tage im Biofilm nachgewiesen. Die
Dauer der kulturellen Nachweisbarkeit im Ablauf erhdhte sich ebenfalls und betrug auRer bei 12 °C,
16 °C und 25 °C immer 28 Tage (Abbildung 25). Bei 25 °C wurde E. coli sowohl auf PE8O als auch auf
EPDM unter nahrstoffarmen Bedingungen nur mittels FISH nachgewiesen. Auch im Reaktorablauf
konnte bei dieser Temperatur E. coli kulturell nicht nachgewiesen werden. Die Ergebnisse auf EPDM
waren vergleichbar mit denen auf PE80 und sind im Anhang zu finden (Abbildung 45, Abbildung 46).

Die Ergebnisse fur K. pneumoniae waren dhnlich wie diejenigen fiir E. coli. Die Dauer der Nachweis-
barkeit mittels FISH war unter ndhrstoffarmen Bedingungen deutlich langer als der Nachweis mittels
kultureller Verfahren. Die Dauer der kulturellen Nachweisbarkeit war bei der Mehrzahl der Tempera-
turen maximal 1 Tag. Ausnahme war auch hier die Temperatur von 16 °C. Genau wie bei E. coli lag
die Dauer der kulturellen Nachweisbarkeit bei dieser Temperatur bei 28 Tagen. Bei 29 °C betrug die
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Persistenz 14 Tage. Durch die Zugabe von Nahrstoffen erhdhte sich die Dauer der kulturellen Nach-
weisbarkeit. K. pneumoniae war unter nahrstoffreichen Bedingungen auf PES80 mindestens 14 Tage
kulturell nachweisbar. Die Persistenz im Ablauf des Biofilmreaktors war unter nahrstoffarmen Bedin-
gungen fast immer so lang wie die im Biofilm. Ausnahme waren 27 °C und 29 °C. Bei 27 °C war K.
pneumoniae im Ablauf deutlich langer nachweisbar als im Biofilm selbst. Bei 29 °C war die Dauer der
kulturellen Nachweisbarkeit im Ablauf kiirzer als in den Biofilmen (Abbildung 26, Abbildung 27).
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Abbildung 24: Persistenz von E. coli in Trinkwasserbiofilmen auf PE80 und im Ablauf des Biofilmreaktors unter nahrstoff-
armen Bedingungen.
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Abbildung 25: Persistenz von E. coli in Trinkwasserbiofilmen auf PE80 und im Ablauf des Biofilmreaktors unter nahrstoff-
reichen Bedingungen.
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Abbildung 26: Persistenz von K. pneumoniae in Trinkwasserbiofilmen auf PE80 und im Ablauf des Biofilmreaktors unter
nahrstoffarmen Bedingungen.
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Abbildung 27: Persistenz von K. pneumoniae in Trinkwasserbiofilmen auf PE80 und im Ablauf des Biofilmreaktors unter
nahrstoffreichen Bedingungen.

P. aeruginosa und L. pneumophila

Fiir die Persistenz von P. aeruginosa und L. pneumophila in den Trinkwasserbiofilmen werden im
Folgenden nur die Ergebnisse der kulturellen Analyse beschrieben, da wie oben bereits erwahnt, mit
der FISH positive Befunde fiir beide Organismen in den Biofilmen schon vor Animpfen der Biofilmre-
aktoren vorlagen und daher eine Bewertung der FISH-Ergebnisse beziiglich der Persistenz der einge-
nisteten Zielorganismen nicht eindeutig moglich war. Auf PE8O konnte P. aeruginosa unter ndhrstoff-
armen Bedingungen mittels kultureller Methoden immer Uber den gesamten Zeitraum des Experi-
ments von 28 Tagen nachgewiesen werden. Die Zugabe von Nahrstoffen erhdhte die Dauer der kul-
turellen Nachweisbarkeit bei 25 °C auf 28 Tage (Abbildung 28, Abbildung 29). L. pneumophila konnte
unter nahrstoffarmen Bedingungen auf PE8O kulturell nur bei 21 °C nach 28 Tagen nachgewiesen
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werden. Die Zugabe von Nahrstoffen resultierte in einer Abnahme der Dauer der kulturellen Nach-
weisbarkeit (Abbildung 30, Abbildung 31). Wa&hrend unter néahrstoffarmen Bedingungen L.
pneumophila in allen Proben mindestens einen Tag nach Animpfen nachweisbar war, konnten auf
PE80 unter nahrstoffreichen Bedingungen bei drei von sieben Temperaturen kulturell keine
Legionellen detektiert werden. Im Gegensatz zu E. coli, K. pneumoniae und P. aeruginosa, wurde bei
L. pneumophila ein Temperatureffekt auf die Persistenz beobachtet. L. pneumophila persistierte bei
Temperaturen > 21 °C auf PE langer in den Biofilmen als bei Temperaturen < 21 °C. Auf EPDM war P.
aeruginosa unter nahrstoffarmen und nahrstoffreichen Bedingungen mit kulturellen Methoden, bis
auf eine Ausnahme bei 25 °C, immer Uber den gesamten Zeitraum des Experiments von 28 Tagen
nachweisbar. L. pneumophila konnte unter nahrstoffarmen Bedingungen auf EPDM nur bei 12 °C
liber 28 Tage nachgewiesen werden, sonst maximal 21 Tage. Die Zugabe von Nahrstoffen bewirkte
eine Abnahme der Dauer der kulturellen Nachweisbarkeit. Wahrend unter nahrstoffarmen Bedin-
gungen L. pneumophila in allen Proben mindestens einen Tag nach Animpfen nachweisbar war, wur-
den unter nahrstoffreichen bei drei Temperaturen kulturell keine Legionellen nachgewiesen.
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Abbildung 28: Persistenz von P. aeruginosa in Trinkwasserbiofilmen auf PE und EPDM und im Ablauf des Biofilmreaktors
unter nahrstoffarmen Bedingungen.
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Abbildung 29: Persistenz von P. aeruginosa in Trinkwasserbiofilmen auf PE und EPDM und im Ablauf des Biofilmreaktors
unter nahrstoffreichen Bedingungen.
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Abbildung 30: Persistenz von L. pneumophila in Trinkwasserbiofilmen auf PE und EPDM und im Ablauf des Biofilmreak-
tors unter nahrstoffarmen Bedingungen.
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Abbildung 31: Persistenz von L. pneumophila in Trinkwasserbiofilmen auf PE und EPDM und im Ablauf des Biofilmreak-
tors unter ndhrstoffreichen Bedingungen.

Um zu Uberpriifen, ob es sich bei den positiven Befunden in den Laborexperimenten auch um die
Zielorganismen handelte und nicht um eine Kontamination aus anderer Quelle, wurden die Isolate
von P. aeruginosa exemplarisch mittels der Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE) analysiert. Als Kontrolle
diente der Stamm AdS, der fiir das Animpfen der Reaktoren verwendet wurde. Es war anhand der
identischen Bandenmuster eindeutig zu erkennen, dass es sich bei allen Isolaten aus den Reaktorlau-
fen um den gleichen Stamm handelte, mit dem die Reaktoren angeimpft wurden (Abbildung 32).

-_--.-----r—v-

12345 67 8 910 11121314156 1617 18 19

Abbildung 32: Vergleich der Bandenmuster (PFGE) von P. aeruginosa-Isolaten aus den Drehkolbenreaktoren mit dem
Referenzstamm P. aeruginosa AdS. Spuren 1 und 19: Marker; Spuren 2,6,9,12,17: Isolate aus der Wasserphase; Spuren
3,4,5,7,8,10,11,13,14,15,16: Isolate aus Trinkwasserbiofilmen; Spur 18: Referenzstamm P. aeruginosa AdS.

Es wurde also fur alle Zielorganismen kein Einfluss der Temperatur auf die Dauer der kulturellen
Nachweisbarkeit in den Trinkwasserbiofilmen beobachtet. Jedoch zeigte sich eindeutig ein Einfluss
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des Nahrstoffgehaltes auf die Dauer der Kultivierbarkeit der Zielorganismen. Bei E. coli und
K. pneumoniae nahm diese unter nahrstoffreichen Bedingungen zu, bei L. pneumophila dagegen ab.

Kernaussagen Persistenz:

e Nicht-kultivierbare (FISH-positive) E. coli und K. pneumoniae, wurden in den untersuchten
Trinkasserbiofilmen auf PE und EPDM Uber die gesamte Dauer der Experimente (28 Tage)
nachgewiesen.

e Die langere Dauer der Nachweisbarkeit von E. coli und K. pneumoniae verglichen mit
kulturellen Methoden und die Detektion hoherer Kontzentrationen mittels FISH deutet auf
ein Vorliegen der Zielorganismen im VBNC-Zustand hin.

e Es konnte weder ein Temperatureffekt auf die mit FISH detektierten Zielorganismen
beobachtet werden noch auf die Dauer der kulturellen Nachweisbarkeit.

e Es zeigte sich ein deutlicher Einfluss der Zugabe von Nahrstoffen auf die Dauer der
kulturellen Nachweisbarkeit der Zielorganismen. Bei E. coli und K. pneumoniae nahm diese
unter Nahrstoffzugabe zu und bei L. pneumophila nahm diese ab.

e Die Persistenz von P. aeruginosa war weitestgehend unbeeinflusst von Temperatur, Material
und Néahrstoffsituation.

e Auf PE zeigte sich eine Verlangerung der Persistenz von L. pneumophila im kultivierbaren
Zustand bei Temperaturen > 21 °C.

e Die Dauer der Nachweisbarkeit der Zielorganismen in den Ablaufen der Biofilmreaktoren war
in der Mehrheit der Proben mindestens genau so lang wie die Dauer der kulturellen
Nachweisbarkeit der Zielorganismen auf einem oder beiden Werkstoffe. Somit ist ein
Kontaminationsrisiko fiir das Trinkwasser vorhanden.

2.23 Vermehrung

Zur Uberpriifung, ob sich die Zielorganismen E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa sowie L.
pneumophila in den Trinkwasserbiofilmen vermehren kdénnen, wurden die Biofilme kulturell und
kulturunabhéangig tGber einen Zeitraum von 28 Tagen analysiert. In den nachfolgenden Abbildungen
wurde der Quotient der Bakterienkonzentration nach 28tagiger Inkubation/Konzentration einen Tag
nach Animpfen der Biofilmreaktoren aufgetragen.

E. coli und K.pneumoniae

E. coli und K. pneumoniae wurden nur unter nahrstoffreichen Bedingungen bis zu 28 Tagen nach
Animpfen kulturell nachgewiesen. Im ndhrstoffarmen System nahm die Konzentration der Bakterien
deutlich ab, so dass bereits nach 14 bis 21 Tagen ein kultureller Nachweis nicht mehr erfolgte. Damit
war ein mittels kultureller Standardverfahren ermitteltes Wachstum im Trinkwasserbiofilm unter
nahrstoffarmen Bedingungen ausgeschlossen. Dagegen zeigten beide Bakterienarten im nahrstoffrei-
chen System nicht nur eine verlangerte Persistenz bis zu 28 Tagen, sondern ab 27° C ein Vermehrung.
In Abhangigkeit vom verwendeten Werkstoff wurden fiir K. pneumoniae und E. coli auf PE8O bei drei
Temperaturen (8 °C, 27 °C, 29 °C) und auf EPDM bei vier Temperaturen (8 °C, 23 °C, 27 °C, 29 °C) ein
schwaches Wachstum um bis zu 0,6 Log-Stufen festgestellt (Abbildungen 33 und 34).
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Abbildung 33: Temperaturabhangige Zu- bzw. Abnahme von K. pneumoniae nach 28 Tagen Inkubation unter nahrstoff-
reichen Bedingungen.
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Abbildung 34: Temperaturabhdngige Zu- bzw. Abnahme von E. coli nach 28 Tagen Inkubation unter ndhrstoffreichen
Bedingungen

P. aeruginosa und L. pneumophila

P. aeruginosa persistierte sowohl im ndhrstoffarmen als auch im nahrstoffreichen System tempera-
turunabhéngig Gber die gesamte Versuchszeit. Hier konnte festgestellt werden, dass bei keiner Tem-
peratur ein Wachstum nachzuweisen war. Uber den Temperaturbereich von 8 °C bis 29 °C nahm die
Konzentration des Bakteriums im Trinkwasserbiofilm Uiber 28 Tage ab (Abbildungen 35 und 36). Fiir L.
pneumophila konnte ebenfalls kein Wachstum, unabhangig von der Temperatur, dem Nahrstoffge-
halt und den Werkstoffen, nachgewiesen werden.
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Abbildung 35: Temperatur-abhangige Zu- bzw. Abnahme von P. aeruginosa nach 28 Tagen Inkubation unter nahrstoffar-
men Bedingungen — bestimmt mit kulturellen Standardverfahren.
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Abbildung 36: Temperatur-abhingige Zu- bzw. Abnahme von P. aeruginosa nach 28 Tagen Inkubation unter nahrstoffrei-
chen Bedingungen — bestimmt mit kulturellen Standardverfahren.

Kernaussagen Vermehrung:

Eine Vermehrung von P. aeruginosa und L. pneumophila fand im Trinkwasserbiofilm auch bei
erhohten Temperaturen von bis zu 29 °C nicht statt.

Ein erhdhter Nahrstoffgehalt von bis zu 150 pg/L AOC im Trinkwasser bewirkte ebenfalls
keine Vermehrung. Dagegen war eine Vermehrung von E. coli und K. pneumoniae im Trink-
wasserbiofilm in Anwesenheit von Nahrstoffen und Temperaturen lGber 27 °C in geringfiigi-
gem MaR mittels kultureller Methoden nachweisbar.

59



Sicherung der Trinkwasserqualitat bei der Wasserverteilung

e Dabei wurden mittels FISH nahrstoff- und temperaturunabhangig nicht nur langer hygienisch
relevante Bakterien nachgewiesen, sondern auch im Vergleich zu den Kulturverfahren in
deutlich hoheren Konzentrationen, teilweise um mehrere Zehnerpotenzen.

2.2.4 Denaturierende Gradientengelelektrophorese (DGGE)

Wie auch in den Feldversuchen wurden die in den Drehkolbenreaktoren etablierten Trinkwasserbio-
filme mittels DGGE analysiert, um einen moglichen Einfluss der Temperatur auf die Biofilmpopulatio-
nen zu erfassen. Dazu wurden die Bandenmuster der Biofilme aus einem ndhrstoffarmen Reaktor
und aus einem nahrstoffreichen Reaktor bei unterschiedlichen Temperaturen (8, 16, 21, 23, 29 °C)
miteinander verglichen. Es zeigte sich, dass die Ahnlichkeiten der Bandenmuster innerhalb eines Re-
aktors unter nahrstoffarmen und unter nahrstoffreichen Bedingungen bei der gleichen Temperatur
am hoéchsten waren (Tabellen 11 und 12). Jedoch waren die Ahnlichkeiten unter nahrstoffreichen
Bedingungen nicht so hoch, wie unter nahrstoffarmen Bedingungen. Die Bandenmuster eines Reak-
tors bei unterschiedlichen Temperaturen wiesen geringere Ahnlichkeiten auf als die Bandenmuster
bei der gleichen Temperatur. Es konnte jedoch mit zunehmender Temperaturdifferenz keine Zunah-
me der Populationsunterschiede festgestellt werden. Das bedeutet, dass beispielsweise die Ahnlich-
keiten der Biofilmpopulationen zwischen 8 °C und 12 °C nicht héher war als die zwischen 8 °C und 29
°C. Es wurde also insofern ein Einfluss der Temperatur auf die Diversitat der Biofilmpopulationen
festgestellt, dass diese bei gleicher Temperatur am dhnlichsten sind. Es gab jedoch keinen Trend,
dass die Diversitat mit zunehmenden Temperaturunterschieden ebenfalls zunimmt.

EPDM
nahrstoffar
m

PN18°C
PN2 8°C

PN6 8°C

PN116°C

PN2 16 °C

PN6 16 °C

PN121°C

PN221°C

PN6 21 °C

PN123°C

PN223°C

PN6 23 °C

PN129°C

PN2 29 °C

PN6 29 °C

Tabelle 11: Ahnlichkeiten (%) der Bandenmuster innerhalb eines ndhrstoffarmen Reaktors bei unterschiedlichen Tempe-
raturen. PN1: Probenahme vor Animpfen; PN2: Probenahme 1 Tag nach Animpfen, PN6: Probenahme 28 Tage nach
Animpfen.
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EPDM

nahrstoffrei PN1
ch

PN1 8°C

PN2 8°C 78
PN6 8°C 80
PN1 16°C 36
PN2 16 °C 32
PN6 16 °C 39
PN121°C 22
PN2 21 °C 30
PN6 21 °C 31
PN123°C 32
PN2 23 °C 17
PN6 23 °C 25
PN129°C 27
PN2 29 °C 21
PN6 29 °C 31

Tabelle 12: Ahnlichkeiten (%) der Bandenmuster innerhalb eines nihrstoffreichen Reaktors bei unterschiedlichen Tempe-
raturen. PN1: Probenahme vor Animpfen; PN2: Probenahme 1 Tag nach Animpfen, PN6: Probenahme 28 Tage nach
Animpfen.

3. Anpassungsstrategien

Eine klimabedingte Erwarmung des Trinkwasserverteilungsnetzes ist gerade wahrend sommerlicher
langerer Hitzeperioden und in stark versiegelten Bereichen mit geringem Durchfluss in den Leitungen
zu erwarten. Einen grofRen Einfluss iben dabei erwdrmte obere Bodenschichten aus, wobei dieser
Effekt durch hohere Rohwassertemperaturen, die zu einem Temperaturanstieg im Trinkwasser be-
reits am Wasserwerksausgang fiihren konnen, verstarkt wird (Blokker und Pieterse-Quirijns, 2013).

Da Trinkwasser und Trinkwasserbiofilme immer Mikroorganismen enthalten (Flemming und Wingen-
der, 2010) kénnen erhéhte Temperaturen, aber auch der Nahrstoffgehalt, unter ungiinstigen Um-
standen einen Effekt auf die mikrobiologisch-hygienische Qualitdt des Trinkwassers ausiiben. Dabei
kénnen sowohl eine verstarkte Aufkeimung (Erhohung der Koloniezahl) als auch eine erhéhte Nach-
weishaufigkeit hygienisch-relevanter Mikroorganismen ein Problem darstellen.

Untersuchungen an dem hier ausgewdahlten Trinkwassernetz zeigten zwar die bereits erwdhnten
Temperatureffekte, aber auch das im Falle eines in der Regel nicht Depot-desinfizierten und nahr-
stoffarmen Trinkwassers die Grenzwerte der Trinkwasserverordnung selbst unter Stagnation und
deutlicher Temperaturerh6hung eingehalten werden kdnnen. Eine temperaturabhangige Verschlech-
terung der mikrobiologischen Qualitat des Trinkwassers war weder beziglich einer Aufkeimung noch
eines erhohten Nachweises hygienisch relevanter Bakterien erkennbar.

Im Biofilm an den wasserbenetzten Oberflaichen wurde in der Regel kein gehauftes Auftreten hygie-
nisch relevanter Mikroorganismen durch Temperaturerhéhung im Trinkwasser festgestellt. Die Er-
gebnisse lassen jedoch vermuten, dass coliforme Bakterien bei erhohten Temperaturen, wie sie nach
langeren Hitzeperioden auftreten kbnnen, vermehrt im Biofilm nachgewiesen werden kénnen. Ein
Kontaminationspotential fir die Wasserphase durch die Biofilme ist dann nicht vollstandig auszu-
schlieRen. Die Laborversuche der vorliegenden Arbeit zeigten, dass in Trinkwasserbiofilmen eine
Einnistung von hygienisch relevanten Mikroorganismen, zum Beispiel bei Kontaminationsereignissen,

61



Sicherung der Trinkwasserqualitat bei der Wasserverteilung

stattfinden kann. Wahrend die Effektivitat der Einnistung von K. pneumoniae und E. coli Temperatur-
unabhangig war, nahm die Effektivitat der Einnistung von P. aeruginosa mit zunehmender Tempera-
tur zu. Die Persistenz der untersuchten Mikroorganismen wurde teilweise stark durch einen erhéh-
ten Nahrstoffgehalt verlangert.

Um dementsprechend einem maoglichen klimabedingten negativen Einfluss auf die Trinkwasserquali-
tat entgegen zu wirken, sind Anpassungsstrategien auf verschiedenen Ebenen denkbar. Sie umfassen
dabei sowohl die Trinkwasseraufbereitung, die Planung und das Management der Trinkwasservertei-
lungssysteme sowie das mikrobiologisch-hygienische Monitoring des Trinkwassers und der wasser-
benetzten Oberflachen.

Wassertechnologie/Wasseraufbereitung

Optimierungsstrategien in der Wasseraufbereitung zur Erhéhung der Trinkwasserstabilitat kénnen
bereits produktionsseitig zu einer Qualitat fiihren, die gegenliber klimabedingten Einfliissen weniger
empfindlich sind. Die Bereitstellung mikrobiologisch stabilen Trinkwassers stellt eine Schlisselaufga-
be bei der Bewaltigung klimabedingter hygienischer Problematiken im Trinkwasser dar.

e Dabei werden insbesondere erhohte Anforderungen an die mikrobiologische Stabilitat des
Trinkwassers gestellt. Eine deutliche Minimierung von assimilierbarem Kohlenstoff (AOC) am
Ende der Aufbereitung durch verfahrenstechnische Schritte kann zu einem mikrobiologisch
stabilen Trinkwasser flihren, das auch bei verringertem Wasserverbrauch, Gberdimensionier-
ten Verteilungsleitungen und/oder saisonal bedingten Erwdarmungen des Wassers nicht mehr
zur Aufkeimung durch autochthone Bakterien bzw. zur verstarkten Biofilmbildung neigt.

e Die Verminderung der Konzentration von Substraten, die ein Wachstum von Bakterien im
Trinkwasser bewirken, kann durch Entzug der Grundlage fir die AOC-bildung geschaffen
werden (z. B. Methandesorption, Optimierung Flockung). Ein moglichst vollstandiger Abbau
der assimilierbaren Kohlenstoffverbindungen im Rohwasser im Rahmen der Aufbereitung ist
anzustreben.

e Die Reduktion des AOC-Gehaltes kann dabei z. B. durch den Einsatz verschiedenster techno-
logischer Verfahren wie z. B. optimierte Fallung/Flockung, Schnellfiltration, Aktivkohlefiltrati-
on und Langsamsandfiltration erfolgen (van der Kooj und van der Wielen, 2014).

e Die AOC-Methodik kann dabei zur Steuerung und Optimierung von Aufbereitungsprozessen
eingesetzt werden.

e Der Einsatz von chemischen Desinfektionsverfahren mit Depot-Wirkung kann ebenfalls zu ei-
ner Verbesserung der mikrobiologisch-hygienischen Qualitdt des Trinkwassers fiihren. Hier-
bei ist jedoch neben dem Verfahren selbst zu bertlicksichtigen, ob damit den Bediirfnissen
und der Akzeptanz des Endkunden z. B. beziiglich des Geschmackes und Geruches des Trink-
wassers entsprochen wird.

e Daher kénnte eine Reduktion des AOC-Gehaltes, wenn dieser alleine noch nicht ausreichend
ist, in Kombination mit einer niedrigen Chlordosierung ein vielversprechender Weg sein, um
wirtschaftlich glinstig hygienisch einwandfreies Trinkwasser zu produzieren.

Wassernetze mit Netzplanung und Netzmanagement

Um eine Wiederverkeimung oder das gehaufte Auftreten von hygienisch-relevanten Mikroorganis-
men im Trinkwasserverteilungsnetz durch hohere Temperaturen zu vermeiden, mussen die Betreiber
dafiir sorgen, dass sich das Wasser im Rohrnetz moglichst nicht weiter erwarmt.
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e Primar missen zuerst eine Festlegung und darauf folgende Kontrollen von zuldssigen Tempe-
raturspannen des Bodens sowie des Wassers erfolgen, um temperaturgefahrdete Bereiche
zu identifizieren. Hier bietet sich ein Computer-gestiitztes Monitoring der Durchfliisse sowie
der Boden- und Wassertemperaturen an.

e Parallel dazu sollte grundsatzlich eine Verhinderung bzw. Verminderung einer falschen Di-
mensionierung der Trinkwasserrohre bei Neu- bzw. Sanierungsarbeiten angestrebt werden,
so dass mit einer bedarfsgerechten Vorgehensweise notige Wasserverbrauche erzielt und
Stagnation verhindert wird. Ein ausreichender Wasserwechsel unter Berlicksichtigung von
Spitzenverbrauchen ist dabei zu berlicksichtigen. So wird beispielsweise bei RWW seit eini-
gen Jahren bereits eine Querschnittsverkleinerung durchgefiihrt (RWW, 2010).

e Die Verminderung von Stichleitungen und dementsprechend Todenden ist anzustreben.

e Eine tiefere Verlegung der Trinkwasserleitungen in unkritische Bereiche sowie die Verlegung
auBerhalb von StraBenkoérpern in beschattetere Bereiche ware anstrebenswert, falls dies
technisch und finanziell moglich ist.

e Die Verwendung von Bettungsmaterialien sowie Trinkwasserleitungen, die den Warmeein-
trag vermindern, ware flir temperaturgefahrdete Bereiche anzustreben, bei denen die Tem-
peratur durch geeignete Netzmanagementmalinahmen nicht kontrollierbar ist.

e Nicht zuletzt kann zeitnah in der Regel ohne weitere Baumalinahmen mit Rohrnetzpflege-
malknahmen bereits Abhilfe geschafft werden. Die Einfihrung von Spillregimen kann eine
schnelle HilfsmaBnahme zur Vermeidung von Erwarmung und Stagnation darstellen.

e Zusatzlich zu bericksichtigen ist, dass wahrend sommerlicher langerer Hitzeperioden in Zu-
kunft wie auch bereits heute ein verstarkter temporarer Wasserverbrauch eintreten wird.
Dies flihrt im Leitungssystem zu héheren Durchfliissen (kiirzere Verweilzeiten), was wiede-
rum einer Erwdarmung des Trinkwassers in den erdverlegten Leitungen in diesem Zeitraum
entgegenwirken kann.

Monitoring der Wasserqualitat

Die Abgabe von dauerhaft mikrobiologisch-hygienisch einwandfreiem Trinkwasser ist Aufgabe der
Wasserversorger. Die in der Trinkwasserverordnung dafiir genannten Parameter mit ihren Grenzwer-
ten sowie der zu verwendenden kulturellen Methoden bieten die Grundlage dafiir. Durch die klima-
bedingt zu erwartende Temperaturerhohung im Trinkwasser kann unter unglinstigen Bedingungen
eine Gefahrdung der Trinkwasserhygiene im Verteilungsnetz und in Hochbehaltern nicht ausge-
schlossen werden. Zusatzlich kann bei der Abgabe des Trinkwassers in eine Hausinstallation eine
weitere Erwarmung des Kaltwassers nicht ausgeschlossen werden. Die Einhaltung der 25 °C-Grenze
in der Trinkwasser-Installation entsprechend der VDI/DVGW-Richtlinie 6023 (VDI, 2013) kann saiso-
nal bedingt ein Problem darstellen und Verdanderungen der mikrobiologischen Qualitat der Wasser-
phase mit sich bringen. Eine Erweiterung der Monitoring-MaBnahmen ist daher zu bedenken, um
friihzeitig auftretende Probleme zu erkennen und gegensteuern zu kénnen.

e Die Kontrolle des Trinkwassers bezliglich mikrobiologisch verwertbarer Nahrstoffe durch Be-
stimmung des Gehaltes an assimilierbarem organischen Kohlenstoff (AOC) und/oder der bio-
logisch abbaubaren geldsten organischen Kohlenstoffe (BDOC) verschafft Informationen liber
den Anteil an biologisch abbaubaren Stoffen und damit moglicher
Aufkeimungsproblematiken autochthoner Bakterien sowie lber das Biofilmbildungspotential
im Trinkwasser durch Temperaturerhéhung. Dabei ist die Bestimmung des AOC-Gehaltes ein
deutlich sensitiveres Verfahren, als die Koloniezahlbestimmung nach Trinkwasserverordnung.
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e Das friihzeitige identifizieren temperaturgefdahrdeten Bereiche bildet die Grundlage fir ein
zusatzliches mikrobiologisch-hygienisches Monitoring, bei dem nicht nur die Wasserphase
sondern insbesondere auch der Biofilm als eine mogliche Kontaminationsquelle von hygie-
nisch relevanten Mikroorganismen betrachtet wird.

e Im Trinkwasserverteilungsnetz kdnnen hygienisch relevante Bakterien vorkommen, die mit
Hilfe der kulturellen Methoden nach Trinkwasserverordnung nicht oder nicht vollstandig er-
fasst werden. Diese Bakterien kdnnen unter unglinstigen Bedingungen wie z. B. Temperatur-
erhohung und Nahrstoffeintrag wieder in einen kultivierbaren Zustand tbergehen. Hier kon-
nen erganzend zur den konventionellen Kulturverfahren modernere molekularbiologische
Methoden zum Einsatz kommen, die empfindlicher und gezielter Veranderungen detektieren
kénnen.
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5. Anhang

5.1 Material und Methoden

5.1.1 Feldversuche

Die Monitoringstrecke wurde vor dem Einbau sterilisiert, unter aseptischen Bedingungen zusam-
mengebaut und in Zusammenarbeit mit den Mitarbeitern der RWW an den entsprechenden Standor-
ten installiert. Fiir die Temperaturmessung im Trinkwasser wurden PT100-Temperaturfiihler verwen-
det. Die Bestimmung des Durchflusses erfolgte mit elektronischen Durchflussmessern der Fa. Krohne.
Die fiur das Biofilmmonitoring verwendeten Werkstoffe waren Edelstahl, Polyethylen (PES8O sowie
PE100) und Ethylen-Propylen-Dien-Monomer-Kautschuk (EPDM), welche den deutschen physikali-
schen und chemischen Empfehlungen fir Plastik und Gummi entsprechen (Anonym, 1977, 1985) als
auch den mikrobiologischen Anforderungen des Deutschen Vereins des Gas- und Wasserfachs e.V.
(DVGW) (Anonym, 2007) als Bedingung flir deren Einsatz im Trinkwasserbereich entsprachen. Diese
Werkstoffe wurden vor dem Einbau entweder durch Autoklavieren (Edelstahl) sterilisiert bzw. durch
den Einsatz von Wasserstoffperoxid (150 mg/L uber Nacht) desinfiziert.

Zusatzlich wurde bei jeder Probenahmekampagne jeweils ein Coupon pro Material entnommen, der
Biofilm entfernt und ebenfalls entsprechend untersucht. Bei jeder Probennahme wurden jeweils 1 L
des Zulaufs und der Ablaufe in sterilen Schottflaschen entnommen. AulRerdem wurden aus jedem
Biofilmreaktor jeweils ein Edelstahl-Coupon, ein EPDM-Coupon und ein PE80-Coupon entnommen
und die Biofilme mittels eines Teflonschabers von den Coupons entfernt und je nach Durchmesser
des Reaktors in 60 bis 160 ml DEPC-behandeltem Wasser (Roth) suspendiert. Die Homogenisierung
der Biofilmsuspensionen erfolgte mittels Spritzen mit verschiedenen Hohlnadeln. Zunachst wurde die
Suspension durch eine Hohlnadel mit 0,6 mm Durchmesser in die Spritze aufgesogen und wieder
herausgedriickt. Der Vorgang wurde mit einer Hohlnadel mit 0,4 mm Durchmesser wiederholt. Die
Proben wurden mittels kultureller Verfahren nach TrinkwV und molekularbiologisch mittels FISH
analysiert. Zusatzlich wurden die Biofilmsuspensionen auf EPDM noch mittels der DGGE analysiert.

5.1.2 Laborversuche
Bakterien

E. coli ATCC 25922 und K. pneumoniae ATCC 13883 wurden von der DSMZ (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen) bezogen. Bei dem Stamm P. aeruginosa AdS handelte es sich um
ein lIsolat aus dem Wasser einer Selbstschlussarmatur von einer kontaminierten Trinkwasser-
Installation in einer Schule (Moritz et al., 2010). L. pneumophila AdS (Serogruppe 1) wurde aus einem
Biofilm in derselben Selbstschlussarmatur isoliert (Moritz et al., 2010).

Materialien

Zwei Materialien wurden fiir die Coupons verwendet: Polyethylen (PE) und Ethylen-Propylen-Dien-
Monomer(EPDM)-Gummi, welche den deutschen physikalischen und chemischen Empfehlungen fir
Plastik und Gummi entsprechen (Anonym, 1977, 1985) als auch den mikrobiologischen Anforderun-
gen des Deutschen Vereins des Gas- und Wasserfachs e.V. (DVGW) (Anonym, 2007) als Bedingung fir
deren Einsatz im Trinkwasserbereich.

Vorbereitung der Bakterien

Fir die Kultivierung von P. aeruginosa AdS, E. coli, und K. pneumoniae wurden jeweils 20 ml 10-fach
verdinntes YEB-Medium mit Einzelkolonien, vorkultiviert auf Nahragar fiir 24 h bei 36 °C, angeimpft
und bei 30 °C unter Schiitteln bei 180 rpm fiir 24 h inkubiert. Fiir die Kultivierung von L. pneumophila
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AdS wurden 20 mL 5-fach verdiinntes YEB-Medium mit einer Einzelkolonie, vorkultiviert auf BCYEa-
Agar fiir 72 h bei 36 °C, angeimpft und bei 30 °C unter Schiitteln bei 180 rpm fiir 96 h inkubiert.

Zellen von der Flussigkultur wurden durch Zentrifugation (1912 x g, 15 min, 10 °C) geerntet und
zweimal mit sterilem Trinkwasser aus einer kupferfreien Leitung gewaschen. Nach dem Waschen
wurden 20 ml des kupferfreien Trinkwassers mit den geernteten Zellen angeimpft. Die Endkonzent-
ration der Bakterien in den Fliissigkulturen war 2 x 10® Zellen/ml. Die Fliissigkulturen wurden fiir 24 h
unter Schiitteln bei Raumtemperatur (ca. 22 °C) flir 24 h inkubiert.

Biofilmentwicklung

Die Trinkwasserbiofilme wurden in vier Drehkolbenreaktoren, in die 12 senkrechte Coupons aus zwei
verschiedenen Materialien (EPDM und PE80) eingebaut wurden, fiir 14 Tage etabliert. Die Reaktoren
wurden kontinuierlich mit Trinkwasser (Durchfluss 20 ml/min) bei unterschiedlichen Temperaturen
(8 °C bis 29 °C) durchspiilt. Bevor das Trinkwasser in die Reaktoren geleitet wurde, wurde es in einem
kleinen Tank gesammelt und temperiert. Die Trinkwassertemperatur wurde dann direkt in den Reak-
toren mit Hilfe von Temperaturfiihlern in 5 min Intervallen gemessen. Bei dem Zulauf der Reaktoren
handelte es sich um UV-desinfiziertes Trinkwasser aus einem Wasserwerk, das Oberflachenwasser
(Ruhrwasser) aufbereitet. Zwei der vier Drehkolbenreaktoren wurden mit 150 pg/L CASO angerei-
chert, so dass neben biologisch stabilem Trinkwasser (ndhrstoffarm) auch eine Kontamination mit
organischen Stoffen (ndhrstoffreich) Bedingungen simuliert wurde.

Animpfen der Biofilme

14 Tage nach Beginn der Biofilmbildung wurden die Drehkolbenreaktoren mit einer Mischkultur aus
den Laborstammen E. coli und K. pneumoniae, und separat den Umweltisolaten P. aeruginosa AdS
und L. pneumophila AdS angeimpft. Die Endkonzentration der Bakterien in den Drehkolbenreaktoren
war 10° Zellen/ml. Vor der Beimpfung mit den Bakterien wurden die Pumpen, die fiir die Wasserver-
sorgung der Reaktoren zustandig waren, ausgestellt. Die Rotoren wurden erst 5 bis 10 min nach
Animpfen ausgeschaltet, um eine gute Verteilung der Bakterien in den Reaktoren zu gewahrleisten.
Das Ausschalten der Rotoren war notwendig, da sich bei eingeschalteten Rotoren unter stagnieren-
den Bedingungen das Trinkwasser in den Reaktoren zu sehr erwdarmt hat. Nach statischer Inkubation
fiir 20 h wurden die Pumpen und Rotoren wieder eingeschaltet. 30 min nach Einschalten der Pumpen
und Rotoren, was einem kompletten Austausch des Wassers in den Reaktoren gleichkommt, wurden
die Biofilm- und Wasserproben entnommen.

Probenahme

Sowohl die Biofilmproben, als auch Zulauf und Abldufe der Drehkolbenreaktoren wurden mittels
verschiedener kultureller Parameter analysiert. Die Probennahmen der Biofilme auf EPDM und PE80
und der Wasserproben erfolgten unmittelbar vor der Animpfung der Reaktoren als auch 1, 7, 14, 21
und 28 Tage danach. Bei jeder Probennahme wurden jeweils 1 L des Zulaufs und der Ablaufe in steri-
len Schottflaschen enthnommen. AuRerdem wurden aus jedem Reaktor jeweils ein EPDM-Coupon und
ein PE80-Coupon entnommen und die Biofilme mittels eines Teflonschabers von den Coupons ent-
fernt und in 20 ml DEPC-behandeltem Wasser (Roth) suspendiert. Die Homogenisierung der Biofilm-
suspensionen erfolgte mittels Spritzen mit verschiedenen Hohlnadeln. Zunachst wurde die Suspensi-
on durch eine Hohlnadel mit 0,6 mm Durchmesser in die Spritze aufgesogen und wieder herausge-
driickt. Der Vorgang wurde mit einer Hohlnadel mit 0,4 mm Durchmesser wiederholt. Fir jeden ent-
nommenen Coupon wurde ein Edelstahlcoupon eingesetzt.
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5.1.3 Kulturelle Methoden

Gesamtzellzzahl

Die Gesamtzellzahl in den Biofilmsuspensionen und in den Trinkwasserproben (Zulauf und Ablaufe)
wurde durch Farbung mit dem Fluoreszenzfarbstoff 4,6‘-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) (Endkon-
zentration 5 pg/ml) bestimmt. Die Auszdhlung der Zellen erfolgte mittels Epifluoreszenzmikroskop.

Gesamtkoloniezahl

Die Gesamtkoloniezahl (,heteotrophic plate count“, HPC) wurde auf R2A-Agar mittels
Spatelplattenverfahren bestimmt. Dazu wurden unverdiinnte und verdiinnte Biofilm- und Wasser-
proben ausplattiert und die Platten bei 20 °C fiir 7 Tage inkubiert. Danach erfolgte die Auszdhlung
der koloniebildenden Einheiten (KBE) (Reasoner und Geldreich, 1985).

E. coli und coliforme Bakterien

Zum Nachweis von E. coli und coliformen Bakterien wurde das System Colilert 18/Quanti-Tray/2000
(Fa. IDEXX GmbH) eingesetzt.

P. aeruginosa

P. aeruginosa wurde entsprechend der Norm DIN EN ISO 16266 bestimmt. Verdiinnungen der Bio-
filmsuspension wurden auf Cetrimid-Agar ausplattiert. Fir den Nachweis von P. aeruginosa in den
Wasserproben (Zulauf und Abldufe) wurden Volumina bis zu 100 mL Uber Cellulose-Ester-
Membranfilter mit einer PorengrofRe von 0,45 um filtriert und die Filter auf Cetrimid-Agar lbertra-
gen. Die Platten wurden fiir 2 Tage bei 36 °C inkubiert und die KBE bestimmt.

L. pneumophila

L. pneumophila wurde entsprechend der Normen ISO 11731 und ISO 11731 Teil 2 bestimmt. Verdiin-
nungen der Biofilmsuspensionen wurden nach vorhergehender Hitzebehandlung (30 min, 50 °C) auf
GVPC-Agar ausplattiert. In Zulauf und Ablaufen wurde L. pneumophila AdS durch Filtration von Vo-
lumina von bis zu 100 mL tber Cellulose-Ester-Membranfilter mit einer PorengréRRe von 0,45 um und
nachfolgender Inkubation der Filter auf GVPC-Agar bestimmt. Die Inkubation der Platten erfolgte bei
36 °C fur 10 Tage.

5.1.4 Molekularbiologische Methoden

Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)

Fixierung
Feldversuche

6 mL der Biofilmsuspension wurden 5 Minuten bei 16.000 x und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgeschiittet und das Pellet anschlieRend zur Fixierung in 2 mL 4 % Paraformaldehyd
resuspendiert. Die Mischung wurde fiir 60 min bei 4 °C inkubiert und im Weiteren erneut fiir 5 Minu-
ten bei 16.000 x g und 4 °C zentrifugiert. Nach Abdekantieren des Uberstandes wurde das Pellet in 2
mL PBS aufgenommen und erneut fir 5 min bei 16.000 x g und 4 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde
abschlieRend nach Entfernung des Uberstandes in 250 pl Ethanol/PBS-Gemisch (1:1) aufgenommen
und bis zur weiteren Verwendung bei — 20 °C eingefroren. Fir die Trinkwasserproben wurde das ma-
ximal zu filtrierende Volumen der Probe Uber einen Acetatfilter (0,45 um) filtriert. Der Filter wurde in
kleine Stiickchen zerteilt und in 10 mL sterilem entionisiertem Wasser fiir 10 min bei voller Starke auf
einem Vortex geschittelt. Danach wurden 2 mL der Suspension in ein Eppendorfgefall tGbertragen
und zentrifugiert (5 min, 16.000 x g, 4 °C). Der Uberstand wurde verworfen und erneut wurden 2 mL
der Suspension in das gleichen Eppendorfgefal} pipettiert und wieder zentrifugiert. Dieser Vorgang
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wurde so lange wiederholt, bis die gesamte Suspension in einem Eppendorfgefall gepoolt wurde. Die
Fixierung erfolgte dann wie bei den Biofilmproben.

Laborversuche

1 mL der Biofilmsuspension wurde 5 Minuten bei 16.000 x g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet anschlieBend zur Fixierung in 2 ml 4 % Paraformaldehyd
resuspendiert und fir 60 min bei 4 °C inkubiert und im Weiteren erneut fiir 5 Minuten bei 16.000 x g
und 4 °C zentrifugiert. Nach Abdekantieren des Uberstandes wurde das Pellet in 2 ml PBS aufge-
nommen und nochmals flir 5 min bei 16.000 x g und 4 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde nach Entfer-
nung des Uberstandes in 250 pl Ethanol/PBS-Gemisch (1:1) aufgenommen und bis zur weiteren Ver-
wendung bei — 20 °C eingefroren. Fir die Trinkwasserproben wurde das maximal zu filtrierende Vo-
lumen der Probe Uber einen Acetatfilter (0,45 um) filtriert. Der Filter wurde in kleine Stlckchen zer-
teilt und in 10 ml sterilem entionisiertem Wasser fir 10 min bei voller Starke auf einem Vortex ge-
schiittelt. Danach wurden 2 ml der Suspension in ein Eppendorfgefall Gbertragen und zentrifugiert (5
min, 16.000 x g, 4 °C). Der Uberstand wurde verworfen und erneut wurden 2 ml der Suspension in
das gleichen EppendorfgefalR pipettiert und wieder zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde so lange
wiederholt, bis die gesamte Suspension in einem Eppendorfgefall gepoolt wurde. Die Fixierung er-
folgte dann wie bei den Biofilmproben.

Hybridisierung und Auswertung

Sowohl die Trinkwasserbiofilmsuspensionen als auch die Trinkwasserproben wurden mittels FISH auf
das Vorkommen der Zielorganismen hin untersucht. Dazu wurden fir die Proben aus den Feldversu-
chen und den Laborversuchen die spezifischen Oligonukleotidsonden Psae 165-182 (Wellinghausen
et al., 2005) fir den Nachweis von P. ageruginosa, LEGPNE 1 (Grimm et al., 1998) fiir den Nachweis
von L. pneumophila, LEG705 fiir den Nachweis von Legionella spp, Colinsitu (Regnault et al., 2000) fiir
den Nachweis von E. coli, und Kpn (Esperanza-Torres et al., 2008) fir den Nachweis von K.
pneumoniae (nur bei den Laborversuchen) verwendet. Alle Sonden waren mit dem fluoreszierenden
Farbstoff Cy3 markiert. Die Zellen wurden mit 4 % Paraformaldehyde in Phosphat-gepufferter Saline
(PBS, pH 7,2) fiir 1 h bei 4 °C fixiert, mit PBS gewaschen und in einem Gemisch aus Ethanol (p.a.) und
PBS (1:1) resuspendiert. 10 ul der resuspendierten Proben wurden auf Epoxy-beschichtete Glasob-
jekttrager mit 8 Vertiefungen pipettiert. Zur Dehydration der resuspendierten Proben wurden die
Objekttrager fir jeweils 3 min in aufsteigend konzentrierten (50 %, 80 %, und 96 %) Ethanolbddern
inkubiert. Nach der Ethanolbehandlung wurden 10 pl Hybridisierungspuffer (0,9 M NaCl, 20 mM Tris
[pH 8,0], 0,01 % SDS, 40 % (v/v) Formamid und 5 ng/I Oligonukleotidsonde Psae 165-182 oder 0,9 M
NaCl, 20 mM Tris [pH 7,6], 0,01 % SDS, 25 % (v/v) Formamid und 5 ng/l Oligonucleotidsonde
LEGPNE1 oder 0,9 M NaCl, 20 mM Tris [pH 7,6], 0,01 % SDS, 25 % (v/v) Formamid und 5 ng/I
Oligonucleotidsonde LEG705 oder 0,9 M NaCl, 20 mM Tris [pH 8,0], 0,01 % SDS, 20 % (v/v) Formamid
und 5 ng/l Oligonukleotidsonde Colinsitu oder 0,9 M NaCl, 20 mM Tris [pH 7,0] 30 % (v/v) Formamid
und 5 ng/l Oligonukleotidsonde Kpn) auf die entsprechenden Vertiefungen pipettiert. Fir die Sonden
Psae 16S-182, LEGPNE1, LEG705, und Colinsitu wurde die Hybridisierung bei 46 °C fir 90 min durch-
gefiihrt. Fir die Sonde Kpn betrug die Hybridisierungstemperatur 40 °C. Nach der Hybridisierung
wurden ungebundene Reste der Sonden durch Inkubation der Objekttrager in Waschpuffer (56 mM
NaCl, 20 mM Tris [pH 8,0], 0,01 % SDS und 5 mM EDTA fiir die Sonde Psae 16S-182 oder 160 mM
NaCl, 20 mM Tris [pH 7,6], 0,01 % SDS und 5 mM EDTA fiir die Sonde LEGPNE1 oder 225 mM NacCl, 20
mM Tris [pH 7,6], 0,01 % SDS fiir die Sonde LEG705 oder 250 mM NaCl, 20 mM Tris [pH 8,0], 0.01 %
SDS fiir die Sonde Colinsitu oder 0,9 M NaCl, 20 mM Tris [pH 7,0], 0,05 % SDS fir die Sonde Kpn) bei
46 °C flir 15 min entfernt. Fir die Sonde Kpn erfolgte die Inkubation bei 40 °C fiir 15 min. Eine Gegen-
farbung der Zellen erfolgte mit DAPI (1 pg/ml) fir 20 min. Zur Auswertung wurden die Proben unter
einem Epifluoreszenzmikroskop bei einer 1000-fachen VergroRerung betrachtet. Dazu wurden 10 bis
20 zufallig ausgewahlte Gesichtsfelder mit Hilfe eines Zahlfeldes (100 um x 100 um) ausgezahlt.
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Denaturiende Gradientengelelektrophorese (DGGE)

DNA-Isolierung

Je 20 ml der Biofilmsuspension aus den Feldversuchen (6 ml der Biofilmsuspension aus den Laborver-
suchen) wurden bei 20.000 x g, 4 °C, fiir 20 min zentrifugiert (Sorvall-Zentrifuge). Der Uberstand
wurde verworfen und das Zellpellet in 2 ml DEPC-Wasser (Roth) resuspendiert. Die Zellsuspension
wurde in ein 2-ml EppendorfgefaR (PCR-clean) lberfiihrt und in der Biofuge (Fresco) bei 16.000 x g,
4 °C, fur 30 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet bis zur DNA-
Isolierung bei — 20 °C eingefroren. Die DNA wurde unter Verwendung eines Bead-Beaters mit dem
PowerBiofilm™ Isolation Kit (MO BIO) gemaR den Herstellerangaben isoliert.

PCR

Zur Amplifizierung der 16S rDNA in den DNA-Isolaten aus den Biofilmproben wurde ein PCR-Gemisch
wie in Tabelle 13 beschrieben hergestellt. Als Negativkontrolle wurden statt des DNA-Templates 3 pl
Rotipuran® Wasser verwendet. Es wurde das in Tabelle 14 beschriebene Temperaturprofil verwen-
det.

Konzentration Endkonzentration ul pro Ansatz
Tag-Master - - 10,0
PCR-Puffer - - 5,0
dNTP-Mix 10 mM 200 uM 1,0
Forward-Primer 10 uM 0,5 uM 2,5
Reverse-Primer 100 pm 0,5 uMm 2,5
TagPolymerase 5U/ul 2,5U 0,5
DNA-Template - - 3,0
H,O (PCR-clean) - - 25,5
Gesamtvolumen - - 50,0

Tabelle 13: PCR-Komponenten.

T[°C] T [min]

94 2:00

94 1:00

59 1:00 30 Zyklen
72 1:30

72 5:00

4 oo

Tabelle 14: PCR-Profil.

Agarosegelelektrophorese

Zur Uberpriifung der PCR erfolgte eine elektrophoretische Auftrennung der DNA. Dazu wurde ein 1%
Agarosegel verwendet. Die Geltaschen wurden jeweils mit einer Mischung aus 1 ul TriTrack-Farbstoff
und 5 pl PCR-Produkt befllt. Auf jedem Gel wurden als GroRenmarker 5 pl DNA-Leiter aufgetragen.
Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte fir 50 min bei 100 V/cm®. Zur anschlieRenden Farbung
wurde das Gel 20 Minuten in Ethidiumbromid inkubiert und danach 5 Minuten lang in entionisiertem
Wasser entfarbt. Die Betrachtung erfolgte unter UV-Licht.

Bestimmung der DNA-Konzentration

Die DNA-Konzentration in den DNA-Isolaten wurde mittels des PicoGreen® Kits bestimmt. Dazu wur-
de zunadchst die Kalibration fiir hochkonzentrierte Proben entsprechend der Herstellerangaben
durchgefiihrt (Tabelle 15). Danach erfolgte die Messung der Proben ebenfalls nach Herstelleranga-
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ben mit einem Fluorimeter SFM 25 (BIO-TEK KONTRON Instrumente) oder einem Mikrotiterplatten-

Reader (Tecan).

Volumen (ul) des TE-
Puffers

Volumen (ul) der DNA-
Stamml6sung (2 pg/ml)

Endkonzentration (ng/ml)

0 1000 2000

900 100 200

990 10 20

999 1 2

1000 0 0 (Blindprobe)

Tabellel15: Kalibration fiir hochkonzentrierte Proben.

Durchfiihrung der DGGE

Zur Feststellung von Verschiebungen in der Spezieszusammensetzung der einzelnen Proben abhangig
von der Temperatur und Nahrstoffgehalt wurde die DGGE angewandt. Hierzu wurde ein 7,5 %
Acrylamidgel mit einem Denaturierungsgradienten von 40 % - 60 % hergestellt. Mit Hilfe eines Gradi-
enten-Delivery-Systems wurde das Gel langsam und kontinuierlich bis etwa 1 cm unter die obere
Kante der kiirzeren Gelplatte gegossen. Das Gel wurde mit wassergesattigtem 2-Butanol tiberschich-
tet, damit sich eine gerade Gelkante bildete. Die Polymerisationszeit betrug 3 h bis 4 h bei Raumtem-
peratur. Das verbliebene 2-Butanol wurde abgegossen und die Gelkante drei Mal mit 2 ml TAE-Puffer
(1 x) gewaschen. Danach wurde ein Sammelgel hergestellt, das mit Hilfe einer Spritze mit Kanile
etwa 2,5 ml auf die Gelkante gegeben wurde. Zur Herstellung der Geltaschen wurde in das Sammel-
gel ein Gelkamm blasenfrei hineingesteckt. Die Polymerisation erfolgte fir 45 min bei Raumtempera-
tur. AnschlieBend wurden die Kimme herausgezogen, die Taschen drei Mal mit TAE-Puffer (1 x) ge-
spilt und dann mit TAE-Puffer (1 x) befullt.

Zum Durchfiihren der Elektrophorese wurde ein Tank mit 7 L TAE-Puffer (1 x) befillt. Mit Hilfe der
Elektrophoresekontrolleinheit wurde dieser unter Rihren auf 68 °C erwarmt. Die Gelkassette wurde
in den Sandwichkern eingespannt und in den Tank Gberfihrt. Die Proben (130-250 ng DNA) wurden
mit TriTrack Beladungsfarbstoff (6 x) im Verhaltnis 5:1 gemischt. Nachdem 0,5 L 60 °C heiRer TAE-
Puffer (1 x) in den Kathodenraum gegossen wurden, konnten die Geltaschen mit Probe beladen wer-
den. AnschlieRend wurden nach dem Aufsetzen der Kontrolleinheit Riihrer und Pumpe gestartet und
die Temperatur auf 58 °C eingestellt. Am Spannungsgerat wurde folgendes Programm gewahlt: 20
min bei 20 V/500 mA/250 W; 17 h bei 70 V/500 mA/250 W, 3 h bei 10 V/500 mA/250 W. Anschlie-
Rend erfolgte die Farbung mit GelRed (Biotium). Dazu wurde das Gel in einer Farbewanne mit einer
3 % GelRed-Losung fir 60 min im Dunkeln inkubiert. Die Betrachtung des Gels erfolgte unter UV-
Licht.
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5.1.5 Daten zur Einnistung der hygienisch relevanten Bakterien in Trinkwasserbiofilme auf EPDM
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Abbildung 37: Einnistung von E. coli in Trinkwasserbiofilme auf EPDM 1 d nach Animpfung unter ndhrstoffarmen Bedin-
gungen.
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Abbildung 38: Einnistung von E. coli in Trinkwasserbiofilme auf EPDM 1 d nach Animpfung unter nédhrstoffreichen Bedin-
gungen.
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Abbildung 39: Einnistung von K. pneumoniae in Trinkwasserbiofilme auf EPDM 1 d nach Animpfung unter nahrstoffar-
men Bedingungen.
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Abbildung 40: Einnistung von K. pneumoniae in Trinkwasserbiofilme auf EPDM 1 d nach Animpfung unter nahrstoffrei-
chen Bedingungen.
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Abbildung 41: Einnistung von P. aeruginosa in Trinkwasserbiofilme auf EPDM 1 d nach Animpfung unter nahrstoffarmen
Bedingungen.
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Abbildung 42: Einnistung von Legionella spp. in Trinkwasserbiofilme auf EPDM 1 d nach Animpfung unter nahrstoffarmen
Bedingungen.
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Abbildung 43: Einnistung von P. aeruginosa in Trinkwasserbiofilme auf EPDM 1 d nach Animpfung unter ndhrstoffreichen
Bedingungen.
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Abbildung 44: Einnistung von Legionella spp. in Trinkwasserbiofilme auf EPDM 1 d nach Animpfung unter nahrstoffrei-
chen Bedingungen.
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5.1.6

Daten zur Persistenz der hygienisch relevanten Bakterien in Trinkwasserbiofilmen auf EPDM
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Abbildung 45: Persistenz von E. coli in Trinkwasserbiofilmen auf EPDM unter nahrstoffarmen Bedingungen.
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Abbildung 46: Persistenz von E. coli in Trinkwasserbiofilmen auf EPDM unter nahrstoffreichen Bedingungen.
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Abbildung 47: Persistenz von K. pneumoniae in Trinkwasserbiofilmen auf EPDM unter ndhrstoffarmen Bedingungen.
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Abbildung 48: Persistenz von K. pneumoniae in Trinkwasserbiofilmen auf EPDM unter nahrstoffreichen Bedingungen.
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