‘.‘i‘f
i3

L J

.}_ ( ¢ :
XHE fir Wasserwirtschaft

£

. Bayerisches Landesamt

rung in die
dwasserbiologie
ethodik und Interpretationshinweise

Materialien Nr. 81 (Juni 1999)
2. Uberarbeitete Auflage (Mai 2000)



Einfithrung in die
Grundwasserbiologie
Methodik und Interpretationshinweise

Materialien Nr. 81 (Juni 1999)
2. Uberarbeitete Auflage (Mai 2000)



Herausgeber: Bayerisches Landesamt flir Wasserwirtschaft, LazarettstraBle 67, D-80636 Miinchen,
eine Behdrde im Geschiftsbereich des Bayerischen Staatsministeriums flir Landesentwicklung
und Umweltfragen
Bearbeitet: Dr. Michael Gierig, Bayerisches Landesamt fiir Wasserwirtschaft
Brigitta Ballweg, Bayerisches Landesamt fiir Wasserwirtschaft
AG Zoosystematik und Morphologie der Carl von Ossietzky-Universitit Oldenburg
Druck: Eigendruck
Fiir den Druck wurde umweltfreundliches, chlorfreigebleichtes Papier verwendet.

Nachdruck und Wiedergabe — auch auszugsweise — nur mit Genehmigung des Herausgebers



Vorwort

Grundwasser lebt - keine ganz neue Erkenntnis, wie schon Untersuchungen aus der zweiten
Hilfte des neunzehnten Jahrhunderts zeigen. Trotzdem ist die wichtige okologische Funktion
der Bakterien und Tiere im Grundwasser voriibergehend etwas in Vergessenheit geraten. An-
thropogene Einfliisse auf das Grundwasser - immerhin die wichtigste Ressource fiir unser Le-
bensmittel Nummer 1, das Trinkwasser - haben die Bedeutung der Selbstreinigungskraft der
tkologischen Einheit Boden / Grundwasser und die Sensibilitiit dieses Okosystems wieder
mehr ins Blickfeld riicken lassen.

Noch weil man nur wenig iiber diesen weitgehend unsichtbaren und daher leicht zu iiberse-
henden Biotop. DaB aber grundwasserbiologische Untersuchungen nicht nur Selbstzweck sind
oder ausschlieBlich der Befriedigung wissenschaftlicher Neugier dienen, zeigen die in der
Praxis umgesetzten Ergebnisse der bisherigen Untersuchungen. So lieBen sich bereits in einer
Reihe von Féllen wertvolle Erkenntnisse iiber die Filterleistung der natiirlichen Bodenpassage
im Einzugsgebiet von Brunnen, den Einflu von Oberflichenwasser auf das Grundwasser und
zur Effektivitit der Trinkwasseraufbereitung gewinnen.

Die in den letzten Jahren am Bayerischen Landesamt fiir Wasserwirtschaft durchgefiihrten
Untersuchungen zur Grundwasserbiologie haben so die hohe Bedeutung eines intakten Oko-
systems Boden / Grundwasser fiir ein einwandfreies und reines Grundwasser belegt. Gezeigt
hat sich aber auch, daB kiinftig in Fachfragen von Boden-, Grund- und Trinkwasserschutz
sowie Trinkwassergewinnung und -aufbereitung biologische Aspekte stirkere Beriicksichti-
gung finden miissen. Nicht zuletzt im Zusammenhang mit den neuen Aufgaben der Wasser-
wirtschaft im Bereich des Bodenschutzes wird daher die Erfassung und Interpretation biologi-
scher Prozesse in Boden und Grundwasser deutlich an Bedeutung gewinnen. Dieser Band soll
daher vor allem dazu dienen, den aktuellen Wissensstand tiber grundwasserbiologische Unter-
suchungen nicht nur den Spezialisten zu vermitteln, sondern allen, die sich mit Grundwasser-
und Bodenschutz oder Wasserversorgung beschiftigen.

Der vorliegende Materialienband stellt die iiberarbeitete zweite Auflage des inzwischen ver-
griffenen Bandes Nr. 81 vom Juni 1999 dar. Dies werten wir als Beleg dafiir, daB die Er-
kenntnisse der Grundwasserbiologie auch von praktischem wasserwirtschaftlichen Nutzen
sind. In Anbetracht der enormen Bedeutung eines reinen Grundwassers - nicht nur als Trink-
wasserressource sondern auch aus 6kologischer Sicht — erscheint es notwendig, da die
Uberwachung der biologischen Grundwasserbeschaffenheit kiinftig zumindest an ausgewihl-
ten Stellen Aufnahme in das Routineprogramm der technischen Gewisseraufsicht findet.

Bayerisches Landesamt fiir Wasserwirtschaft
Abteilung ,,Gewisserdkologische Forschung*
Miinchen, im April 2000

Dr. Walter Miihlhélzl
Abteilungsdirektor
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1 Einleitung

Etliche Wasserfassungen in Bayem sind potenziell durch den Einflu8 von Oberflichenwasser in
hygienischer Hinsicht gefihrdet. Uber 20 % der abgegebenen Wassermenge miissen mittlerweile
einer Desinfektion unterzogen werden - mit steigender Tendenz. Durch das normale hygienisch-
chemisch orientierte Uberwachungsprogramm kénnen negative Beeinflussungen oft erst mit dem
Auftreten derjenigen hygienisch relevanten Bakterien erkannt werden, die gemiiB der TrinkwV
untersucht werden miissen. Der Einbau einer Desinfektionsanlage oder eine weitergehende Auf-
bereitung ist dann meist unumginglich. Zusitzlich kommt gerade bei Oberflichenwassereinflu8
die hygienische Gefihrdung durch Krankheitserreger wie z.B. parasitire Protozoen (Cryptospo-
ridium und Giardia) hinzu, die nicht durch das klassische Indikatorsystem erfaBt werden kénnen
und zudem durch eine Desinfektion allein nicht kontrollierbar sind.

Nicht zu unterschitzen sind auch die Einwirkungen von schidlichen Bodenverunreinigungen,
wie z.B. Altlasten auf die Reinigungswirkung der Deckschichten iiber dem Grundwasserleiter.
Der GroBteil der Reinigungswirkung findet in der belebten Bodenzone, also etwa den obersten
50 cm statt. Verdnderungen im Reinigungspotential konnen gravierende Auswirkungen auf die
Grundwasserqualitit haben.

Die chemischen Parameter kénnen dabei nur in beschriinktem Umfang Aufschliisse iiber Ande-
rungen der mikrobiellen Umsetzungsprozesse liefern, bieten lediglich eine "Momentaufnahme"
der Grundwasserbeschaffenheit zum Zeitpunkt der Probennahme. Ausgehend von der Uberle-
gung, daB biologische Untersuchungen im Grundwasser dhnlich wie bei Oberflichengewissern
AufschluB iiber die linger andauernden Einfliisse geben kénnen, wurde nach Méglichkeiten ge-
sucht, bereits im Vorfeld Indikatoren fiir eine hygienische Gefihrdung zu finden.

Uber die Indikationsfunktion biologischer Parameter im Grundwasser ist auBer den klassischen
hygienischen Untersuchungen praktisch nichts bekannt. Das wesentliche Ziel der im folgenden
vorgestellten Untersuchungen ist es daher, den Wissensstand iiber die biologische Grundwasser-
beschaffenheit und die entsprechenden Untersuchungsmethoden in Bayern zu erweitern und vor
allem mégliche Indikatoren fiir eine Beeinflussung des Grundwassers durch Oberflichenwasser
nachzuweisen. Im Vordergrund steht dabei die potenzielle Gefihrdung der Wasserversorgungen
mit Uferfiltratanteil, da hier die biologischen Prozesse im Untergrund zu einem wesentlichen Teil
an der Aufbereitung des Trinkwassers beteiligt werden. Dabei konnte gezeigt werden, daB in
vielen Fallen ein diffuser OberflachenwassereinfluB bereits durch eine einfache mikroskopische
Untersuchung nachgewiesen werden kann.

Die hier vorgestellten Ergebnisse sollen eine erste Einfiihrung in die Grundwasserbiologie und
die entsprechende Untersuchungsmethodik geben. Die dabei vorgestellten Organismen stellen
aber lediglich einen Ausschnitt aus der Grundwasserfauna und -flora dar und sollen den Einstieg
in eigene Untersuchungen erleichtern.

Zunehmend wird erkannt, daB infolge der allgemeinen anthropogenen Grundwasserbelastungen
kiinftig die Kenntnis der biologischen Umsetzungsprozesse und der ckologischen Zusammen-
hinge im Grundwasser erheblich an Bedeutung gewinnen wird. Aus diesem Grund wiire zu wiin-
schen, daB die in diesem Band vorgestellten Methoden und Untersuchungen den notwendigen
Eingang in die tigliche Arbeit in der wasserwirtschaftlichen Praxis finden.
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Bedeutung biologischer Prozesse fiir das Grundwasser

2

1 Grundlagen der Grundwasserbiologie

An dieser Stelle kann und soll kein vollstindiger Abri8 der bisherigen Kenntnisse iiber die
Grundwasserbiologie erfolgen. Zum besseren Verstindnis sollen jedoch kurz die wesentlichen
Grundlagen erldutert werden. Zusitzlich wird ein Uberblick iiber die wichtigsten Ergebnisse der
bislang durchgefiihrten eigenen Untersuchungen gegeben.

Erste Untersuchungen zur Trinkwasserbiologie in Mitteleuropa wurden von COHN und HAS-
SALL Mitte des 19. Jahrhunderts durchgefiihrt. Fiir beide waren Choleraepidemien die Ursache
ihrer Untersuchungen. In der damaligen Zeit galten noch andere Begriffe von Hygiene und As-
thetik, wie z.B. das Zitat von NAEGELI (1877) belegt. Demnach entspricht das ,, Auftreten von
Organismen im Trinkwasser etwa einer Made in einer Kirsche* und ,,der Genuf einer Flasche
von sog. verpestetem Trinkwasser sei nur die homoopathische Dosis einer Mahlzeit von Kiise*.
Trotzdem hatte das Trinkwasser auch damals mit Image-Problemen zu kimpfen, wie eine Kari-
katur von 1827 (Abbildung 1) zeigt.
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Abbildung 1: Karikatur aus dem Jahre 1827 iiber die Verschmutzung des Themsewassers in London bei seinem
Eintritt in das Grand Junction Wasserwerk (The Dolphin or Grand Junction Musance).

Noch vor wenigen Jahrzehnten wurden auch zahlreiche andere Organismen in Brunnen gefun-
den, deren Auftreten in der heutigen Wasserversorgung undenkbar ist. So schreibt beispielswei-
se BEGER noch 1966(!): Beriicksichtigt man die Verstindnislosigkeit, Unachtsamkeit und
Gleichgiiltigkeit, mit der noch gegenwdrtig manche Brunnenbesitzer und Brunnenbenutzer der
Trinkwasserversorgung gegeniiberstehen, so ist die Behauptung nicht iibertrieben, daf} es an
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Unrat und Abfall nichts gibt, was nicht schon in einem nicht fest verschlossenen Kesselbrunnen
aufgefunden worden ist, selbst die Uberreste von Hunden, Katzen, Ratten, Miiusen, Hamstern,
Maulwiirfen, Igeln, Giinsen, Hiihnern, Frischen, Kroten und Molchen, die durch irgendein
Mifigeschick in die Brunnen gerieten und dort unbeachtet zugrunde gingen.

Nicht zuletzt dank der Erkenntnisse der modernen Hygiene sind derlei MiBstinde heute nicht
mehr zu beobachten. Trotzdem hat sich aber der Wissensstand iiber das Grundwasser als dkolo-
gisch hochst bedeutsamen Lebensraum bis heute nicht wesentlich erweitert. Dabei handelt es
sich aufgrund der dort herrschenden, sehr spezifischen Milieubedingungen um einen hochinter-
essanten und faszinierenden Lebensraum, der auBer einer vielfiltigen Mikroflora auch noch viele
hoher entwickelte Organismen beherbergt. Wesentliche Kennzeichen dieses Lebensraumes sind
vollige Dunkelheit, weitgehende Temperaturkonstanz und Nahrungsarmut (THIENEMANN,
1925). Diese Bedingungen haben das Entstehen einer hoch spezialisierten Fauna und Mikroflora
gefordert, deren Urspriinge bis in die letzte Eiszeit zuriickreichen.

Mikrobiologie des Grund- und Trinkwassers

Untersuchungen, die die Mikrobiologie des Grundwassers betreffen, beschrinkten sich bis vor
wenigen Jahren weitgehend auf die hygienisch relevanten Mikroorganismen. Erst mit zuneh-
mendem Interesse an den mikrobiellen Umsetzungsprozessen - etwa bei der Uferfiltration - und
besonders auch bei Grundwasserverunreinigungen (Altlastenproblematik) wurde die Bedeutung
der eigenstindigen Grundwassermikroflora deutlicher. Die Stoffwechselleistungen der Grund-
wasserbakterien sind vielféltig und werden bei der Langsamsandfiltration und der Trinkwasser-
gewinnung aus Uferfiltrat bereits seit Ende des letzten Jahrhunderts biotechnologisch eingesetzt.
Trotz der teilweise enormen Bedeutung dieser Prozesse fiir die Trinkwasserversorgung ist nach
wie vor wenig iiber sie bekannt.

Mit den bei den klassischen mikrobiologischen Untersuchungen nahezu ausschlieBlich verwen-
deten hygienisch orientierten Methoden sind kaum Bakterien im Grundwasser nachweisbar, da
diese auf den néhrstoffreichen Substraten nicht zur Entfaltung kommen kénnen. Erst mit dem
Einsatz spezieller nihrstoffarmer Nihrboden konnen nennenswerte Zahlen an koloniebildenden
Einheiten gefunden werden. Doch auch mit diesen verfeinerten Verfahren kann nur ein kleiner
Teil der tatsdchlich vorhandenen Population erfait werden, da viele dieser Organismen aufgrund
threr Spezialisierung auf bestimmte Stoffwechselprozesse unter den iiblichen Laborbedingungen
nicht zum Wachsen kommen. Den Durchbruch brachte erst die Entwicklung spezieller fluores-
zenzmikroskopischer Firbemethoden, mit deren Hilfe alle Bakterien einer Probe unter dem Mi-
kroskop ausgezihlt werden konnen. Mit einer neu entwickelten Methode von SCHAULE et al.
(1993) ist nun auch eine Unterscheidung zwischen aktiven und inaktiven Bakterien méglich.
Entscheidend fiir die Bakterienflora des Grundwassers ist die mit der Tiefe zunehmende Nah-
rungsarmut. Untersuchungen von GOTTFREUND et al. (1983) und HOOS & SCHWEIS-
FURTH (1982) zeigten aber, dal auch in 90 m Tiefe noch zahlreiche Bakterien nachweisbar
sind. Eine Tiefenbegrenzung konnte bislang nicht festgestellt werden.



Nach WOLTERS & SCHWARTZ (1956) befindet sich mit iiber 80 % die Masse der Bakterien
eines Grundwasserleiters als Biofilm auf festen Oberflachen, nur ein relativ geringer Teil
schwimmt frei suspendiert im Interstitialwasser mit. Untersuchungen von MARXSEN (1982)
und anderen haben diese Werte bestitigt. Aus diesem Grund kann mit der Beprobung des
Grundwassers selber immer nur ein geringer Teil der eigentlichen Grundwassermikroflora unter-
sucht werden. Mangels geeigneter Routinemethoden zur mikrobiologischen Beprobung der fe-
sten Bestandteile des Grundwasserleiters bezieht sich der GroBteil der bisherigen Verof-
fentlichungen jedoch auf die suspendierten Bakterien.

In eigenen Versuchen wurde in Anlehnung an Versuche von ALTMEIER
& SCHWEISFURTH (1989) und MARXSEN (1982) durch das Einbrin-
gen von Aufwuchstragern (sandgefiillte, perforierte Plastikrohrchen, Lin-
ge ca. 15 cm, Abbildung 2) in GrundwassermeBstellen versucht, den An-
teil der sessilen Mikroflora zu quantifizieren. Die dabei erzielten Daten
wiesen eine sehr groBe Streubreite auf, ein Zusammenhang der mit den
Aufwuchstrigern gefundenen Werte mit den jeweiligen Koloniezahlen des
Grundwassers konnte nicht festgestellt werden. Generell war die Besied-
lung sehr gering, als hochster Wert konnte eine besiedelte Fliache von 0,07
% gefunden werden. Bei den Untersuchungen mit dem Rasterelektronen-
mikroskop konnte trotz intensiver Suche auf den fixierten Proben kein
Bewuchs festgestellt werden. Abbildung 3 zeigt das urspriingliche Filter-
material vor der Exponierung in verschiedenen VergroBerungen. Deutlich
erkennbar ist eine stark gegliederte Oberfliche, die eigentlich aufgrund
dieser Rauhigkeit gute Ansatzpunkte fiir eine Biofilmbildung bietet.

Abbildung 2: Sandgefiillte Aufwuchstriiger
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Abbildung 3: Frischer Sand Abbildung 4: Sand nach 3 Monaten

(Mafistab oberes Bild 63 um, Ausschnitt 6,3 pm) (MaBstab oberes Bild 55 um,Ausschnitt 3,5 um)




Abbildung 4 zeigt das Material nach 3
Monaten Exposition. Gegeniiber dem ur-
spriinglich eingesetzten Material sind kei-
nerlei Veridnderungen zu erkennen. Zum
Vergleich zeigt Abbildung 5 Filtermateri-
al aus einem biologisch arbeitenden
Trinkwasserfilter, der von einem dichten
Biofilm bewachsen ist. Vergleichbare
Untersuchungen von MARXSEN (1982),
TUSCHEWITZKI & GRUBERT (1988)
und ALTMEIER & SCHWEISFURTH
(1989) bestitigen auch die sehr geringen
Besiedelungsdichten. Schwankungen in
der GroBenordnung von 10>-10° werden
auch von SCHMITT et al. (1997) bei der
Untersuchung der Biofilmbildung im
Trinkwasser erwihnt. TUSCHEWITZKI &
GRUBERT (1988) fanden bei REM-
Untersuchungen von Grundwassersedi-
menten aufgrund einer Besiedelungsdichte
von max. 0,00004 % ebenfalls keine
Bakterien auf dem Material und geben an,
daB bei 5000-facher VergréBerung nur in
.-\l?bildung‘:'\: Filtcrmarcn%l aus einem biologisch ar- einem von | Million Bildausschnitten
beitenden Filter (MaBstab 5,3 um) (384 Hml-) eine Bakterie zu sehen wire.
Geht man bei der vorliegenden Untersu-
chung von der stirksten gefundenen Be-
siedelung von 1,7 x 10° Bakterien je
Gramm Material aus, so wiirde etwa eine Bakterie je 1000 um® zu finden sein, also etwa in
jedem dritten Bildausschnitt. Unter Beriicksichtigung des Vorkommens extrem kleiner For-
men und der im allgemeinen eher inselartigen mikrobiellen Besiedelung von Oberflichen ist
eine REM-Untersuchung zur Analyse der mikrobiellen Besiedelung im Grundwasser nicht
geeignet. Zur Charakterisierung der sessilen Mikroflora ist die Verwendung von Aufwuch-
stragern jedoch die einzige mit vertretbarem Aufwand einsetzbare Methode. Trotz der ge-
nannten Schwierigkeiten wird daher weiter versucht werden, die Methode so weit zu standar-
disieren, da} reproduzierbare und vergleichbare Werte erhalten werden kénnen.
Die autochthone Grundwassermikroflora ist an die in weiten Teilen ihres Biotops vorherrschende
Nahrungsarmut bestens adaptiert. Aufgrund mikroskopischer Untersuchungen kam MARXSEN
(1982) dennoch zu dem SchluB, daB sich der GroBteil der Grundwasserbakterien wegen ihrer
geringen GroBe in mehr oder weniger inaktivem Zustand befindet. Diese Bakterien haben eine
Linge zwischen 0,1 und 0,5 um (sonst durchschnittlich 1-3 um), die bei "normalen" Bakterien
unter Laborbedingungen sonst nur bei Hungerkulturen auf Minimalmedien zu finden ist. Bei
Verbesserung der Nahrungssituation sind sie jedoch jederzeit zu hoherer Aktivitit und Wachs-
tum bereit.
Die im Normalfall geringe Aktivitit ist auch der Grund, warum enzymatische Methoden zur
Charakterisierung der physiologischen Eigenschaften der Grundwassermikroflora sich bislang
noch nicht etablieren konnten, da bisher auch mit Fluoreszenzmethoden keine reproduzierbaren
Messungen mit ausreichender Empfindlichkeit méglich sind.
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Die wesentlichen Stoffwechselleistungen umfassen den Abbau der natiirlich vorkommenden
organischen Substanzen, sowie die Umsetzungen des Stickstoftkreislanfes (Denitrifikation, Ni-
tratammonifikation und Nitrifikation), des Schwefelkreislaufes (Desulfurikation und Sulfurika-
tion) sowie des Eisen- und Mangankreislaufes.

Neben den klassischen hygienischen Indikatorbakterien wie beispielsweise E.coli gibt es noch
weitere Bakterien mit Indikatorfunktionen. So deutet z.B. das Vorkommen von Crenothrix poly-
spora auf einen Mischbereich von sauerstoffarmem, reduziertem und sauerstoffreichem Grund-
wasser hin (BUMB & SCHWEISFURTH 1981). Das Vorkommen von Bakterien der Gattungen
Flexibacter und Sporocytophaga im Grundwasser zeigt an, da8 in diesem Bereich eine mangel-
hafte Bodenfilterwirkung gegeben ist und ein hygienisch bedenklicher Zufluf von Oberflichen-
wasser moglich ist (SCHINDLER 1989, MULLER 1993).

Insgesamt haben vor allem die neueren Forschungsarbeiten gezeigt, dal es im Grundwasser eine
wesentlich reichere autochthone Grundwassermikroflora gibt, als man lange Zeit anhand der
klassischen, rein hygienisch orientierten Untersuchungsmethoden annahm. Diese ist jedoch trotz
teilweise hoher Bakterienzahlen - auch in reinen Grundwissern kénnen bis zu 10° Keime je ml
gefunden werden - hygienisch in keiner Weise bedenklich, da es sich nicht um tier- oder hu-
manpathogene Mikroorganismen handelt. Vielmehr ist das Vorhandensein dieser hoch speziali-
sierten eigenstdndigen Mikroflora von entscheidender Bedeutung fiir die Reinheit des Grund-
WasSers.

Grundwassertiere

Im Grundwasser kommen nicht nur zahlreiche spezifische Bakterienarten vor, sondern auch
zahlreiche an die spezifischen Lebensbedingungen adaptierte Tiere. Wegen der Begrenztheit des
dort zur Verfiigung stehenden Lebensraumes kénnen nur Tiergruppen im Grundwasser vorkom-
men, deren Vertreter klein genug sind, um sich im Liickensystem fortzubewegen. Neben den
Protozoa (Einzellern) sind vor allem Arten der Turbellaria (Strudelwiirmer), Rotatoria (Rider-
tierchen), Nematoda (Fadenwiirmer), Polychaeta (Vielborster), Oligochaeta (Wenigborster),
Gastropoda (Schnecken), Tardigrada (Bartierchen), Acari (Milben) und Crustacea (Krebstiere)
anzutreffen. Die grofiten Exemplare erreichen eine Grofle von max. 3 cm (Niphargus), die Masse
ist jedoch unter 1 mm groB und mit freiem Auge nicht zu erkennen (SCHMINKE, 1997). Ent-
wicklungsgeschichtlich interessant sind vor allem Organismen, die in den seit der letzten Eiszeit
mehr oder weniger konstanten Milieubedingungen des Grundwassers einen Zufluchtsort vor den
Verdnderungen an der Erdoberfliche gefunden haben. Diese Glazialrelikte, deren oberirdische
Verwandten nahezu ausgestorben sind, stammen vor allem aus dem Bereich der Krebstiere
(HUSMANN 1956). Neuere Theorien zur Entwicklungsgeschichte der Grundwasserfauna gehen
eher davon aus, dafl expansive, generalistische Arten den Ausgangspunkt fiir die Evolution der
stygobionten Fauna darstellen (SCHMINKE, 1997).

Allen diesen Tieren gemeinsam ist, wie bereits erwihnt, ihre geringe GroBe sowie das generelle
Fehlen von Lichtsinnesorganen und Korperpigmenten. Charakteristisch ist auch die langge-
streckte spindelformige Gestalt der groBeren Grundwasserorganismen, die ihnen die Fortbewe-
gung in den meist engrdumigen Kliiften und Spalten eines Grundwasserleiters erleichtert (siehe
Abbildung 6). -
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Tabelle 1: Vergleich von Lebensdaten einer oberirdisch le-
benden Assel (Asellus aquaticus) und einer Grundwasserassel
(Stenasellus virei). (aus SCHMINKE, 1997)

Asellus aquaticus | Stenasellus virei Der gesamte Lebenszyklus ist ge-
Marsupialphase | 3 Wochen 66 Wochen geniiber den oberirdischen Ver-
Juvenilphase 3 Monate 60 - 84 Monate wandten deutlich verlingert. Ist
Fortpflanzungs- | 1 Gelege pro 1 Gelege alle beispielsweise die durchschnittliche
dnims Mapat god Alip Lebensdauer eines typischen Cope-
Héautungen einmal alle einmal im Jahr .

2 . 3 Wochen poden etwa 6 Monate, so l?enchtet
Dauer der 1,5 Tage 14 Tage SCHMINKE (1997) von einer Le-
Hautungen bensdauer von 14 Jahren bei einem
Lebensdauer 1 Jahr 15 Jahre Niphargus virei und von 15 Jahren

bei einer Assel der Gattung Stena-
sellus (weitere Daten sieche Tabelle
1).

Abbildung 6: Tiere im Liickensystem grundwasserfiihrender Kiese und Sande (nach Bou, aus SCHMINKE
(1997)). 1 - Hydracaria (Milbe), 2 - Cyclopoide (Ruderfulkrebs), 3 — Ostracoda (Muschelkrebs), 4 - Bathynella
(Brunnenkrebs), 5 - Harpacticoide (Elaphoidella spec; Ruderfulkrebs), 6 - Harpacticoide (Parastenocaris sp.;
RuderfuBkrebs), 7 - Nematode (Fadenwiirmer), 8 - Balcanella (RuderfuBkrebs) 9 - Amphipode (Niphargus
spec.), 10 - Assel (Microcharon spec.), 11 - Assel (Stenasellus spec.), 12 Steinfliegenlarve (Leuctra spec.)

Die fiir das Grundwasser typischen Arten, deren gesamter Lebenszyklus nur im Grundwasser
ablaufen kann, werden nach THIENEMANN (1925) als "'stygobiont' (nach dem Unterweltfluf3
Styx aus der griechischen Mythologie) bezeichnet. Organismen, die ihren Hauptlebensraum in
Oberflichengewissern haben und sich bevorzugt dort vermehren, zusitzlich aber zumindest
Teile ihrer Entwicklung auch im Grundwasser vollziehen konnen, werden als "'stygophil'’ be-
zeichnet. Dies sind vor allem Formen, die in Mischzonen zwischen Grund- und Oberflichen-
wasser vorkommen, wie beispielsweise im Interstitial eines Flusses. Von dort konnen sie dann
ins Grundwasser einwandern. Reine Oberflichenwasserformen, die im Grundwasser nicht oder
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nur beschrinkte Zeit lebensfahig sind, werden als "stygoxen'' , also dem Grundwasser fremd
bezeichnet. Dazu zdhlen beispielsweise alle Algen, die aquatischen Larvenstadien fliegender In-
sekten u.a.m.(vgl. Abbildung 7).

Die Untersuchungen iiber die Indikationsfunktion der Grundwasserfauna stehen erst am Anfang.
Fest steht bislang, daB das alleinige Vorkommen von "echten” stygobionten Organismen in den
meisten Fillen als Indikator fiir ein einwandfreies, nicht oder nur sehr gering verunreinigtes
Grundwasser gewertet werden kann. Fiir die stygophilen Organismen gilt dies dort, wo sie als
Begleitfauna der Stygobionten auftreten, in analoger Weise. Bei ausschlieBlichem Vorkommen
sind sie Hinweis auf eine Versickerungszone.

 stygobionte Asten = reine Grundwasserformen _, y . 5 [ R
. . b K N i

b7 7 o

stygophile Arten konnen in Grund- und Oberflachenwasser leben wa—u

— reine Oberflichenwasserformen

Abbildung 7: Charakteristische Vertreter verschiedener Faunenelemente im Grundwasser
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In diesemn Fall hingt die dkologische Bewertung von der saprobiellen Einstufung dieser Orga-
nismen ab, soweit diese bekannt ist. Da nur wenig autokologische Daten fiir die Grundwasser-
fauna vorliegen, konnen bislang keine detaillierten Erkenntnisse aus der Zusammensetzung einer
Grundwasserbiozonose gewonnen werden, wie dies beispielsweise im Oberflichenwasserbereich
der Fall ist.

Das Auftreten stygoxener Organismen im Grundwasser zeigt zundchst einmal nur die Infiltration
von Oberflichenwissern an. Allerdings lassen sich bei Kenntnis der saprobiellen Einstufung und
des natiirlichen Lebensraumes dieser Organismen wichtige Riickschliisse iiber die moglichen
Kontaminationspfade ziehen.

Die dkologische Bedeutung der Grundwassertiere ist noch nicht vollstindig gekldrt. Vor allem
aus Untersuchungen an Langsamsandfiltern, die als Modellgrundwasserleiter angesehen werden
konnen (HUSMANN, 1956), wurde geschlossen, dal die Hauptbedeutung in der Freihaltung der
Porenrdume des Grundwassers liegt. Die permanente Nahrungszufuhr miiite bei ausschlieBlich
bakterieller Mineralisation auf Dauer zu einer Kolmation (Verstopfung) der Porenrdume fiihren.
Versuche von EDER (1980) haben diese Vermutung bestitigt. Bei diesen Versuchen wurden
sandgefiillte Saulen mit Sedimentbakterien aus dem Freiland beimpft und unter definierten Be-
dingungen mit Nahrstoffen versorgt. In eine Sdule wurden zusitzlich Nematoden zugegeben. Bei
hoherer Nahrungszufuhr bildete sich auf der Sandsiule ohne Nematoden ein starker Biofilm, der
letztendlich zur Verstopfung fithrte. Auf den mit Nematoden besetzten Saulen liel sich dies nicht
beobachten. EDER (1980) folgerte, da die Bakterien fiir die Mineralisation der organischen
Substanzen zustidndig sind, wohingegen die Nematoden die Dichte der Bakterien regeln und
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gleichzeitig den vorhandenen Biofilm durch stéindige FreBtatigkeit auf einem hohen Aktivitiits-

niveau halten.

Das Zusammenwirken von Bakterien und Grundwassertieren scheint so von wesentlicher Be-

deutung fiir die Freihaltung des Porensystems im Grundwasser zu sein und damit auch fiir die

Aufrechterhaltung wichtiger mikrobiologischer Umsetzungsprozesse.

Durch die Verlangsamung der Entwicklung der Grundwassertiere ist aber die Biozonose des

Grundwassers empfindlich gegeniiber Einwirkungen von auBen, so daB Grundwasserverschmut-

zungen fiir das Zusammenwirken der Grundwassermikroflora und -fauna gravierende Folgen

haben konnen. Fiir die Zukunft gewinnt daher die Kenntnis der dkologischen Zusammenhinge

im Grundwasser aus zwei Griinden erheblich an Bedeutung:

¢ Zum einen aus grundsitzlichen Uberlegungen des allgemeinen Grundwasserschutzes heraus,
da das Grundwasser ein bislang zwar weitgehend unbekanntes, deswegen aber nicht weniger
schiitzenswertes Biotop darstellt,

e und zum anderen, weil sauberes Grundwasser mit einer intakten Flora und Fauna die wichtig-
ste Ressource fiir unser Trinkwasser bildet.

22 Biologische Besonderheiten der Trinkwassergewinnung aus Uferfiltrat

Seit Anfang dieses Jahrhunderts ist die reinigende Wirkung einer Bodenpassage bei der Trink-
wassergewinnung bekannt. Vor allem in dicht besiedelten Gebieten mit hohem Wasserbedarf
wurden Entnahmebrunnen in der Nihe von Fliissen und Seen niedergebracht, um so das durch
den Boden nachstromende Oberflachenwasser zu nutzen. Eine Variante dieser natiirlichen Ufer-
filtration stellt die kiinstliche Grundwasseranreicherung dar, bei der Oberflichenwasser zur Ver-
besserung des Grundwasserdargebots zusitzlich versickert wird.

Abwasserreinigung Seﬁ%i%‘fgrg

Kostxnlos
\

Wasser

Abwasserreinigung Sﬂ'ﬁf{'ﬁg‘r‘ﬁ?@g Uferfiltration

Abbildung 8: Zusitzliche Reinigungswirkung der Untergrundpassage bei der Trinkwassergewinnung aus Ufer-
filtrat
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Bei der natiirlichen Uferfiltration, wie sie in Bayern vorwiegend zum Einsatz kommt, finden
weitergehende Reinigungsvorginge statt, die die natiirliche Selbstreinigung im FlieBgewasser
erginzen (siche Abbildung 8).

Beim Ubergang in das Grundwasser wird das versickernde FluBwasser durch physikalische,
chemische und vor allem biologische Vorgidnge mehr und mehr dem Charakter des eigentlichen
Grundwassers angepaft. Ungeloste Stoffe werden durch Filtration und Adsorption zuriickgehal-
ten und falls méglich biologisch abgebaut. Geldste Substanzen werden durch Adsorption, lonen-
austausch und Ausfillung zuriickgehalten und gleichfalls soweit wie mdglich auf biologischem
Weg mineralisiert. Biologisch nicht abbaubare geloste Stoffe dringen je nach Riickhaltevermé-
gen des Untergrundes frither oder spéter ins Grundwasser vor.

Beim Eintritt in den Boden vergroBert sich die fiir die mikrobiologischen Umsetzungsprozesse
relevante reaktive Oberfliche im Vergleich zum Oberfldchengewisser erheblich, so daf es i.d.R.
zu einer deutlichen Beschleunigung der Abbauvorginge kommt. Der wesentliche Unterschied
zum Oberfldchengewisser liegt darin, da8 kein Sauerstoff mehr iiber die Photosynthese nachge-
liefert werden kann. Die Abbauprozesse verlaufen zunichst aerob, bei entsprechender organi-
scher Belastung des FluBwassers ist aber dann im weiteren Verlauf der Uferfiltratstrecke die
Ausbildung anaerober Zonen méglich. Hier werden die organischen Substanzen weiter abgebaut,
durch entsprechende Redoxprozesse kann es dabei aber auch zur Remobilisierung von Eisen und
Mangan, sowie zur Bildung von Ammonium, Schwefelwasserstoff und Methan kommen. Bei
hoéheren Konzentrationen dieser Stoffe kann die nachfolgende Aufbereitung erhebliche Schwie-
rigkeiten bereiten. Beim Kontakt des Uferfiltrats mit sauerstoffreichem landseitigem Grundwas-
ser konnen etliche dieser reduzierten Substanzen von anderen Mikroorganismen wiederum oxi-
diert werden, was Massenvermehrungen einzelner Bakteriengruppen und das ,,Zuwachsen® von.
Brunnen nach sich ziehen kann (BUMB & SCHWEISFURTH,; 1981).

23 ~Neue™ Krankheitserreger im Grundwasser

Gegeniiber hygienisch relevanten Bakterien wie z.B. E.coli ist die Eliminationsleistung einer
Bodenpassage im allgemeinen sehr hoch. Neben den rein physikalischen Filtrationsprozessen ist
vor allem auch der Konkurrenzdruck durch die sog. autochthone Mikroflora, also die spezifi-
schen ans Grundwasser angepaBten Bakterien, dafiir verantwortlich (siehe Abbildung 9).
| In den letzten Jahren wird
zunehmend auch die hygie-
nische Bedeutung von para-
sitiren Protozoen im Zu-
sammenhang mit einer
Ubertragung durch Trink-
wasser diskutiert. Im we-
sentlichen handelt es sich
dabei um Cryptosporidium
parvum und Giardia lam-
blia, zwei Protozoen, die
sich durch extrem hohe
Resistenz  gegen  Um-
Abbildung 9: Eliminationsleistung der autochthonen Mikroflora gegeniiber Welteinfliisse und  Desin-
grundwasserfremden Bakterien fektionsverfahren auszeich-
nen. Spektakuldrer Hohe-
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punkt war eine durch Cryptosporidium ausgeldste Epidemie 1993 in Milwaukee, USA, in
deren Verlauf iiber 400.000 Personen erkrankten.

Beide Protozoen bilden Dauerstadien (Oozysten bzw. Zysten) aus, die sehr widerstandsfihig
gegen Umwelteinfliisse sind und durch Fikalien infizierter Tiere und Menschen auf verschie-
denen Wegen in die Gewisser gelangen kénnen. Probleme im Trinkwasserbereich kénnen
daher in erster Linie bei oberflichenwasserbeeinfluBtem Grundwasser ( z.B. Uferfiltrat) sowie
unzureichenden Wasserschutzgebieten auftreten, wenn keine oder nur eine unzureichende
Aufbereitung existiert.

2.3.1 Allgemeines iiber parasitire Protozoen
Cryptosporidium

Die Gattung Cryptosporidium gehdrt systematisch zur Klasse der Sporentierchen (Sporozoa)
im Stamm der Protozoa. Verantwortlich fiir die Erkrankungen bei Tier und Mensch ist nur
die Art Cryptosporidium parvum. Der Parasit ist bei fast allen Nutztieren und vielen Wildtie-
ren verbreitet, wobei besonders hiufig Jungtiere befallen sind. Eine Ubertragung von Tier auf

Mensch ist moglich.
Der Entwicklungsgang von Cryptosporidium besteht aus einem mehrphasigen Generations-
wechsel (Abbildung 10). Infektiés sind
Sporozoit die Oozysten und die Sporozysten (GroBe
~~ Vse'"‘eh' uRg dar 4 - 6 um), die auBerhalb des Wirtes lin-

¥ porozoiten an

e
/7 5/‘>einer Darmzelle ger als ein Jahr iberlebensfihig sind.

E;ﬂfjfo‘;{;?,"e@ A Jede Sporozyste enthdlt 4 Sporozoite, die
o sich an der Oberfliche der Darmzellen

/‘ 1 fest-heften, durch Zerfallsteilung vermeh-

s Ste@ @ ren und so zu einem Massenbefall des
e @ Darmes fithren. Dadurch wird 2-10 Tage

s 7 nach der Infektion eine akute Gastroente-

Wandum- - ritis ausgeldst, die von starken Bauch-

bildung \' krimpfen und heftigen wiiBrigen Diar-

. v thoen begleitet wird. Bei Paticnlten mit

Oozyste Mikrogamet Makrogamet intaktem Immunsystem dauvern die Sym-

ptome zwischen 3 und 14 Tagen an, bei

Verschmelzung Patienten mit geschwichtem Immunsy-

A &) stem kann die Infektion im schlimmsten
Wandausbildung
ey
L=

N\ 2 Fall allerdings auch tédlich verlaufen.

Die infektiose Dosis ist extrem niedrig,
Zygote im Extremfall kann eine Oozyste zur
Infektion ausreichen. Eine Behandlung

Abbildung 10: Lebenszyklus von Cryptosporidium ist derzeit nicht mé glich.
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Giardia

Die Gattung Giardia gehort systematisch zur Klasse der GeiBeltierchen (Zoomastigophora) im
Stamm der Protozoa. Verantwortlich fiir die Erkrankungen bei Menschen ist nur die Art Gi-
ardia lamblia. Der Parasit ist bei vielen Nutz- und Wildtieren verbreitet, wobei aquatisch
lebenden Wildtieren wie Bibern und Bisamratten mit Infektionsraten von iiber 90 % besonde-
re Bedeutung zukommt (daher der amerikanische Name ,Beaver-Feaver” fiir Giardiasis).
Eine Ubertragung von Tier auf Mensch ist méglich.

Die Infektion wird durch 10 - 15 pm groBe Zysten ausgelost. Aus jeder Zyste konnen 2 sog.
Trophozoite hervorgehen, die sich mittels eines Saugnapfes an den Darmzellen des Wirtes
anheften. Die Trophozoiten vermehren sich durch Zweiteilung, bei Massenbefall der Darm-
zellen werden etwa analog zur Cryptosporidiose Symptome wie z.B. krampfartige Bauch-
schmerzen, Ubelkeit, Erbrechen und wiiBrige Durchfille ausgeldst. Gleichzeitig wird die
Fettresorption iiber die Darmoberfliche vermindert. Es besteht die Gefahr der Abmagerung
und Austrocknung des infizierten Organismus.

2.3.2 Cryptosporidium und Giardia im Wasser

Die parasitiren Protozoen konnen fakal-oral durch ihre resistenten Dauerstadien, die Oozy-
sten (bei Cryptosporidium) bzw. Zysten (bei Giardia) iibertragen werden. Infizierte Men-
schen und Tiere kénnen durch ihre Fikalien zur Wasserverunreinigung beitragen. In unge-
klarten Abwissern kommen Cryptosporidium-Oozysten und Giardia-Zysten in Konzentra-
tionen von bis zu 10° je 100 1 vor. Im geklarten Abwasser konnen Reduktionsraten bis zu 10°
erreicht werden. Eintrige aus der Landwirtschaft und der Tierhaltung fiihren also insgesamt
zu einer hoheren Belastung als Einleitungen von Kldranlagen.

Problematisch an diesen Organismen ist vor allem, daB sie mit den herkdmmlichen Indikator-
systemen nach der TrinkwV (E.coli, Coliforme) nicht sicher erfaBt werden konnen, d.h. auch
wenn die Befunde nach TrinkwV negativ sind, besteht trotzdem die Mdoglichkeit einer Kon-
tamination. Dariiber hinaus konnen diese Organismen mit den in der Trinkwasseraufberei-
tung iiblichen Desinfektionsmethoden nicht inaktiviert werden.

Je nach Belastungszustand des Oberflichengewissers konnten bundesweit in 30 - 70 %
Cryptosporidium-Oozysten und Giardia-Zysten nachgewiesen werden. Bei der Nutzung von
Wissern fiir die Trinkwasserversorgung kann man 4 Risikogruppen unterscheiden (Tabelle
2). In den Gruppen III und IV ist u.U. mit dem Auftreten von Cryptosporidium-Oozysten und
Giardia-Zysten zu rechnen, regelméBige Untersuchungen sind in diesen Fillen anzuraten.

VERSORGUNGSTYP RISIKO- MIKROBIOLOGIE NACH EINZUGSGEBIET
GRUPPE TRINKWYV (VOR DESINF.) (ZONE I UND II)

ohne Aufbereitung I stets einwandfrei einwandfrei

ohne Desinfektion

mit Aufbereitung 11 stets einwandfrei einwandfrei

ohne Desinfektion ‘

mit/ohne Aufbereitung " nie E.coli : nicht einwandfrei
mit Desinfektion gel. KZ, selten Coliforme

mit/ohne Aufbereitung gel. E.coli nicht einwandfrei
mit Desinfektion regelm. KZ und Coliforme

Tabelle 2 : Risikopotential nach Rohwasserkategorien
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2.3.3 Aktuelle Belastungssituation im Grund- und Trinkwasser

Nach den bisherigen, allerdings noch recht spirlichen Untersuchungen sind bundesweit je
nach Region 30- 70% der Oberflichengewisser mit Cryptosporidium-Oozysten und Giardia-
Zysten kontaminiert. Grundwasser ist i.d.R. deutlich geringer kontaminiert, aussagekriftige
Daten liegen bislang aber noch nicht vor. Dasselbe gilt fiir die Situation in Bayern, auch hier
gibt es iiber einige Einzelfunde im Roh- und auch im Trinkwasser hinaus keine weiteren Da-
ten.

Epidemien sind aber bislang weder in Bayern noch aus anderen Bundeslindern bekannt ge-
worden, wobei hier 2 Erlduterungen gegeben werden miissen:

* Bundesweit existiert kein epidemiologisches Erfassungssystem, das vergleichbar mit dem
der USA oder GroBbritannien wire. Es ist daher méglich, daB kleinere Epidemien unent-
deckt bleiben.

* Einschriankend muB jedoch gleichzeitig erwihnt werden, daB aufgrund des in Deutschland
iiblichen Multi-Barrieren-Prinzips (allgemeiner Grundwasserschutz, Ausweisung von
Wasserschutzgebieten mit hohen Auflagen, qualifizierte Aufbereitungstechnologie) keine
mit den genannten Lindern vergleichbare Situation herrscht. Die Sicherheitsstandards sind
gerade bei der Nutzung von Oberflichenwasser deutlich hoher, so daB das Risiko einer
Trinkwasserkontamination erheblich niedriger ist.

Trotzdem besteht natiirlich regional durchaus ein gewisses Risiko, zumal bei Anlagen mit
einer Desinfektion als alleiniger Aufbereitungsstufe.

Aufgrund der hohen Kosten der Untersuchung und der bislang bundesweit geringen Labor-
kapazititen sollte daher zur Erh6hung der Sicherheit bei risikobehafteten Wasserversor-
gungsanlagen nach Untersuchungsalternativen gesucht werden. Hier kann die grundwasser-
biologische Untersuchung zumindest als Mittel fiir eine erste Risikoabschiitzung eingesetzt
werden. In einer Studie von GOLLNITZ et al. (1997) konnten Zusammenhinge zwischen
dem Auftreten von Planktonorganismen und parasitiren Protozoen festgestellt werden.

Falls also in einer Wasserfassung Organismen aus einem Oberflichengewisser, wie z.B. Al-
gen 0.4, nachgewiesen werden konnen, besteht zumindest das Risiko, daB diese Wasserfas-
sung auch hygienisch gefiahrdet werden kann. Im Fall eines negativen Nachweises und ent-
sprechend einwandfreier mikrobiologischer Befunde ist das Kontaminationsrisiko demzufol-
ge als gering einzustufen, bei einem positiven Nachweis sind weitergehende Untersuchungen
dringend anzuraten.

Ohne weitergehende, zur Zeit aber noch nicht existierende Untersuchungen iiber die Zusam-
menhéinge zwischen dem Nachweis von Organismen aus dem Oberflichenwasser im Grund-
wasser und der Anwesenheit von parasitiren Protozoen kdnnen dies vorldufig nur orientie-
rende Untersuchungen sein.



3 Organisation einer biologischen Grundwasserbeprobung

3.1 Hinweise zur Auswahl der MeBstellen

Biologische
Grundwasserpro-
ben konnen grund-
sitzlich an Brun-
nen oder an
Grundwassermef-
stellen entnommen
werden, eine di-
rekte Probennahme
im Grundwasser ist
1.a. nur an Quell-
austritten oder
dhnlichem mog-
Abbildung 11: Eine freie Beprobung des Grundwassers ist selten méglich lich. Die Proben-

nahme an Brunnen
erfolgt i.d.R. direkt am Wasserhahn und bedarf daher keiner weiteren Erlduterung. Die biologi-
sche Beprobung von GrundwassermeBstellen gestaltet sich hingegen komplizierter. Anhand der
Erfahrungen, die im Forschungsprojekt ,,Untersuchungen zur Biologie des Grundwassers und die
Beeinflussung durch Oberflichenwasser* gesammelt wurden, wird die nachfolgend vorgestellte
Vorgehensweise empfohlen. Fiir weitere Informationen sei auf den Band 120 der DVWK-
Schriften ,, Parameter und Methoden der biologischen Charakterisierung des Untergrundes -
Feststoffe und Wasser* hingewiesen.

Folgende Punkte erfordern bei der Vorbereitung und wihrend der Probennahme besondere Be-
achtung:

e FEs sollten Ausbaupline vorliegen, aus denen sowohl die Lage des geschlitzten Rereichs, als
auch die Schlitzweite hervorgehen. Eine reprisentative Probe wird stets aus diesem Bereich
entnommen. Fiir die meiofaunistische Beprobung ist es wichtig, daB die Schlitzweite mdg-
lichst groB ist (mindestens 1 mm), damit auch groBere Tiere wie beispielsweise Amphipoden
erfaBt werden kdnnen (vgl. Abbildung 12).

e Eine Beprobung des MeBstellensumpfes kann zuweilen interessante Zusatzinformationen
liefern. In diesem Bereich sammeln sich haufig groBere Tiere, wie Brunnendrahtwiirmer oder
Krebse.

e Die MeBstellen sollten iiber ein Peilrohr verfiigen, das sich so weit iiber den Boden erhebt,
daB keine Erde in das Grundwasser fallen kann. Bei ebenerdigen MeBstellen 148t sich das
kaum verhindern, Verfilschungen sind somit unvermeidbar.

¢ Die MeBstellen miissen sich in einem guten Zustand befinden. Das bedeutet, daB die Schlitze
nicht durch Verockerungen oder sonstige Ablagerungen verstopft sein diirfen, was bei alten,
selten abgepumpten MeBstellen haufig der Fall ist. Will man eine alte MeBstelle trotzdem be-
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proben, so sollte mehrere Wochen vor der Probennahme eine Reinigung von Sand und Abla-

gerungen erfolgen.

> MeBstellenkop!

Tonabdichtung mind. 1 m

Gegenfilter mind. 1 m

Filkies/-sand

i ? A5 PVC-Voilwandrohr DN125
Soerveckurn 1 jes) (DIN 4825, Teil 1)

=

Filterkies (DIN 4924)
mind. 1 m dber O.K. Filterrohr

PVC-Filterrahr DN125
(DIN 4925, Teil 2)
mind. 1 m Ober HHGw

HHGw

|~ Abstandhalter (Kunststaff),
3 alleam

i

e

; Bohrloch ON 2300

GuSohts 55| PVC-AbschiuBkappe DN125

Abbildung 12: Regelplan einer GrundwassermeRBstelle

e Die MeBstelle sollte mindestens drei Wochen

vor der Probennahme nicht mehr abgepumpt
werden, damit sich ein Faunengleichgewicht
einstellen kann. Beprobungen im Zuge von
Pumpversuchen, bei denen in Abhingigkeit
von der Fordermenge ein moglicherweise zu-
nehmender EinfluB von Uferfiltrat nachgewie-
sen werden soll, stellen dabei eine Ausnahme
dar.

Der Durchmesser der Peilrohre muf minde-
stens 2 Zoll betragen, damit eine Beprobung
mittels Tauchpumpe méglich ist.

Fiir die Beprobung mit einer Saugpumpe ist
fiir die Tiefe des Grundwasserspiegels ein Li-
mit von ca. 6 - 7 m gesetzt.

32 Vorbereitung der Probennahmeausriistung

Schliduche

¢ Es werden insgesamt drei Schlduche bendtigt fiir:

Bakteriologie des Grundwassers
Plankton (und Chemie) des Grundwassers
Oberflichenwasser und zur Sumpfbeprobung

¢ Es werden durchsichtige 1/2”"- PVC-Schlduche mit Stiitzgewebe verwendet.



Die Schlduche, die fiir die bakteriologische Beprobung von Grund- und Oberflichenwasser
verwendet werden, miissen vor jedem Probennahmetermin desinfiziert werden. Sie werden
dazu mit 0,06%iger H,O, befiillt und nach mind. 2 Stunden Einwirkzeit mit demin. Wasser
griindlich ausgespiilt. Damit sich keine Biofilme bilden oder sonstige Verunreinigungen in
den Schlduchen anlagern konnen, werden alle drei Schlduche unmittelbar nach jedem Pro-
bennahmetermin mit Leitungswasser und anschlieBend mit demin. Wasser ausgespiilt.

Es soll vermieden werden, daB8 die Schlduche bei der Probennahme durch Erde verunreinigt
werden. Sie werden daher auf Schlauchwigen aufgerollt. Beim Abrollen diirfen sie keinen
Bodenkontakt bekommen. Angelrutenhalter konnen dabei hilfreich sein.

Pumpen

Die bakteriologische Probennahme erfolgt iiber eine Tauchpumpe, die ebenfalls desinfiziert
wird. Am Ende des Schlauches befindet sich ein abflammbarer Wasserhahn.

Die Planktonprobe muB mittels Saugpumpe entnommen werden, da die empfindlichen Orga-
nismen durch die Tauchpumpe zerstort werden wiirden. Die angesaugte Probe durchliuft ein
spezielles Probennahmesystem, das einen Kontakt der Probe mit der Pumpe vermeidet (siehe
Abbildung 12).

ProbennahmegefiBe (pro Probennahmestelle )

- bakteriologische Proben:
Koloniezahlbestimmung: 1 x 500 ml-Glasflasche mit Schraubdeckel (steril*)
Gesamtkeimzahlbestimmung: 1 x 100 ml-MeBkolben (steril*)
Zahl der aktiven Bakterien: 1 x 100 mi-MeBkolben (steril*) mit Einwaage von

10-12 mg CTC, lichtgeschiitzt durch Alufolie

* Zum Sterilisieren werden die GefiBe und Deckel im Steril-
schrank 2 Stunden bei 180 °C erhitzt.

- meiofaunistische Proben:

Grundwasserprobe mit Sum-Netz: 1 x 100 ml-Glasflasche mit Schraubdeckel
Grundwasserprobe mit S5um-Netz: 1 x 250 ml-Glasflasche mit Schraubdeckel
Sumpfprobe: 1 x 1000 ml-Glasflasche mit Schraubdeckel

Anmerkung: Wenn sehr viel Sediment in einer Probe ist, dann
grofere oder mehrere Flaschen pro Probe verwenden.

Sonstige Utensilien

|

Bunsenbrenner zum Abflammen des Probennahmehahns

pro Probennahmestelle je ein Planktonnetz inklusive Netzbecher mit 5 pm und mit 55 um
Maschenweite

Kiihltasche

Probennahmetopf fiir Planktonbeprobung
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3.3 Probennahme, Vorbehandlung und Verarbeitung fiir meiofaunistische Untersuchungen
33.1 Probennahme

Bei der Probennahme mit einer Tauchpumpe besteht die Gefahr, daB groBere Tiere, wie z.B.
Flohkrebse und Asseln, zerstiickelt werden. Eine Artbestimmung ist dann nicht mehr méglich.
Aus diesem Grund ist eine Probennahme mit dem unten beschriebenen Probennahmesystem an
GrundwassermeBstellen grundsitzlich vorzuziehen. Bei der Probennahme an Brunnen ist die
Probennahme iiber Tauchpumpen i.a. unumginglich, so daB die Ergebnisse, zumindest was die
groBeren Tiere angeht, mit einem gewissen Vorbehalt zu werten sind.

e Die Planktonentnahme erfolgt an GrundwassermeBstellen stets zu Beginn der Probennahme,
da mit dem ersten Schwung die meisten Organismen abgesaugt werden.

e Es werden in der Regel 100 | Wasser entnommen.

e Bei der Beprobung von GrundwassermeBstellen kommt ein spezielles Probennahmesystem
zum Einsatz, das nach einem Muster der Carl v. Ossietzky Universitit Oldenburg gebaut
wurde (siche Abbildung 12). Dieses beruht auf dem Prinzip einer Vakuumkammer, in die ein
Planktonnetz eingehéngt ist. Mittels einer Vakuumpumpe wird zunichst die Kammer befiillt,
um die ndtige Wassersdule fiir die Saugpumpe zu erzeugen. Die Saugpumpe ist dem System
nachgeschaltet, sie saugt aus dem oberen Drittel der Kammer das Wasser ab, wodurch ein
kontinuierlicher Durchflufl gegeben ist. Das Wasser durchlauft zuerst das Planktonnetz, in
dem sich die Tiere fangen, bevor es seitlich abgesaugt wird. Der Vorteil dieser Methode be-
steht darin, daf die Tiere nicht in Kontakt mit der Pumpe kommen und im Wasser ohne Tur-
bulenzen langsam in den Trichter des Planktonnetzes sinken kénnen, um sich schlieBlich im
Netzbecher zu sammeln.

® j Vakuumpumpe

.—“E

Saugpumpe

—

== ZL:5:| AblaBhahn
-

Filterschlitze

SNBSS
), VIR E
III:JII\.: | | =
Pl

Abbildung 13: Probennahmesystem fiir Grundwasserorganismen



Abbildung 14 : Probennahmekammer mit Planktonnetz

e Bei der Brunnen- oder Quellenbeprobung ist dieses Verfahren nicht notwendig, sofermn das
Wasser an einem Wasserhahn entnommen werden kann. In diesem Fall kann man das Netz
direkt unter den Hahn héngen.

e In den Probennahmetopf wird ein Planktonnetz der Maschenweite 55 um eingehidngt. Ein 5
um-Netz wiirde zu schnell verstopfen, so dal der Vorgang unter groBem Aufwand oft unter-
brochen werden miifite. In vielen Fillen lohnt sich jedoch die Zusatzinformation, die die Pro-
bennahme mit einem feineren Netz liefert. Zu diesem Zweck enmimmt man die 5 um-Probe
am besten entsprechend der bakteriologischen Beprobung mit der Tauchpumpe; die Entnah-
memenge richtet sich dabei danach, wie schnell das Netz verstopft. Bei der Beprobung von
Brunnen und Quellen wird in der Regel nur das Sum-Netz verwendet, da hier wesentlich we-
niger Partikel vorhanden sind, die die Poren zusetzen konnten.
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* Bei stark verockerten oder sandigen MeBstellen verstopft auch das 55-pm-Netz oft anfangs
schnell, da durch das Herablassen des Schlauches Ablagerungen losgeldst werden kénnen. Ist
der AbfluB nicht mehr gewihrleistet, so muB die Probennahme kurz unterbrochen und die be-
reits filtrierte Teilprobe aufgefangen werden. Das gereinigte Netz kann danach wieder einge-
hiingt und die Probennahme fortgesetzt werden.

e Ist die Filtration abgeschlossen und das Probenvolumen auf den Netzbecher eingeengt, so 148t
man das Konzentrat in die Sammelflasche ab. Das Netz wird anschlieBend mehrmals mit
Wasser aus dem Probennahmetopf nachgespiilt, das Spiilwasser ebenfalls aufgefangen.

¢ Die weilen Grundwassertiere heben sich kaum gegeniiber dem ebenfalls weifen Netz ab.
Man mu8 daher genau iiberpriifen, ob Tiere im Netz, insbesondere an der Ubergangsstelle
vom Trichter zum Netzbecher, hiingen geblieben sind.

¢ Die Proben werden in Glasflaschen mit Schraubdeckel abgefiillt und in einer Kiihltasche
transportiert. Sind viele groBe Tiere zu sehen, so fiillt man die Flaschen nicht ganz voll, um
ihnen Atemluft zu lassen. Ansonsten ist es jedoch besser, die Flaschen bis zum Rand aufzu-
fiillen, um die Zerst6rung empfindlicher Organismen durch Schiitteln beim Transport zu ver-
meiden. Bei Wissern mit sehr viel Sediment sollte man die Probe mit geniigend Wasser auf
mehrere Flaschen aufteilen, damit die Tiere nicht zerdriickt werden.

* Nach jeder Probennahmestelle wird der Schlauch fiir die PlanktonProbennahme mit mitge-
brachtem Leitungswasser gespiilt, damit es zu keinen Verschleppungen kommt.

3.3.2 Vorbereitung der Probe

¢ Die Probe wird in kleinen Portionen in eine Petrischale gefiillt; bei der Durchsicht mit dem
Binokular sollte sich nur eine Sichtebene ergeben.

¢ Enthilt eine Probe sehr viele Partikel, so daB das Aussortieren kaum noch méglich ist, mu8
verdiinnt werden. Man 148t die Schwebstoffe auf den Grund des ProbennahmegefiBies sinken
und gieBt den groBten Teil des Uberstandes in ein anderes GefiB ab. Der Satz sollte jedoch so
fliissig sein, daB sich die Organismen noch gut bewegen konnen. Dann wird jeweils nur ein
kleiner Teil der konzentrierten Probe in die Schale gegeben und mit geniigend Uberstands-
wasser verdinnt, so daB sich ein klares mikroskopisches Bild ergibt. Dieser Vorgang wird so
oft wiederholt, bis der gesamte Satz untersucht ist.

¢ Sind nur sehr wenige Partikel in einem groBen Wasservolumen enthalten, so kann die Probe
mittels eines Filters eingeengt werden. Als Filter kann ein kleines Sieb mit einer Maschen-
weite von 5 bis 55 um (entsprechend dem eingesetzten Planktonnetz) verwendet werden. Die
abfiltrierten Tiere und Partikel werden anschlieBend in einer kleineren Wassermenge wieder
aufgenommen.

* Grundsitzlich wird zum Verdiinnen oder zum Aufheben von lebendigen Tieren nur Proben-
wasser verwendet, andere Wisser kénnen den Organismen schaden.



3.3.3 Untersuchung der Meiofauna

Die Organismen einer Planktonprobe sollten méglichst innerhalb von 24 Stunden nach der Pro-
bennahme quantifiziert, aussortiert und gegebenenfalls konserviert werden, um FraBverluste und
die Auflosung von empfindlichen Organismen (Troglochaetus beranecki zerfillt z.B. bereits
nach 1-2 Tagen aus bislang nicht bekannten Griinden) zu minimieren.

Einteilung in Organismengruppen

Bei der Auswertung von Planktonproben kénnen zwei Gruppen von Organismen unterschieden
werden. Die Gruppe | (siche Abbildung 15) beinhaltet dabei kleinere Organismen bis zu einer
GroBe von ca. 150 pm, die z.T. in hoher Zahl vorkommen und auch aufgrund ihrer geringen
GroBe nicht vollstandig ausgezihlt werden kdnnen. Thre Menge wird daher stichprobenartig nach
Erfahrungswerten abgeschitzt und in Abundanzen ausgedriickt:

Haufigkeitsskala fiir Mikroorganismen (Gruppe 1)
1 = Einzelfund; 2 = selten; 3 = miBig hdufig,
5 = héaufig; 7 = sehr hdufig; 9 = Massenvorkommen

Die GroBe und die zumeist verhiltnisméBig geringe Anzahl der Organismen der Gruppe 2 (siche
Abbildung 16) machen eine Bestimmung der Stiickzahl dagegen méglich.

Die genannte Unterscheidung beruht auf Erfahrungswerten, kann aber je nach Probe und
Auswertungsroutine auch variabel angewandt werden (z.B. Einzelzidhlung von Rotatorien).

Sonstige Partikel

B anorganische Partikel - Fasern (hdufig bunt schillernd)
- Sandkdrner
- Fe- und Mn- Ablagerungen
B organische Partikel - Flocken aus Zerfallsteilen, Bakterien, Pilzen etc.
- Pflanzenfasern
- Pollen

Aussortieren der Tiere

e Als erster Schritt der Planktonbestimmung sollten die Tiere der Gruppe 2 méglichst rasch
nach der Probennahme aussortiert werden, da diese das Ergebnis durch FraBl verfilschen kon-
nen.

e GroBere Tiere wie Amphipoden, Bathynellen oder Cyclopoiden konnen hdufig bereits mit
bloBem Auge erkannt und aussortiert werden. Ein erstes Durchschauen ohne Hilfsmittel kann
das anstrengende Durchsuchen mit dem Binokular verkiirzen. Stellt man die Petrischale zu
diesem Zweck auf einen dunklen Untergrund, so heben sich die meist weiBen Tiere sehr
deutlich ab.

¢ Die Petrischale wird systematisch nach Tieren durchgesehen, eine Schale mit Raster kann
dabei hilfreich sein. Der Vorgang wird mehrmals wiederholt, da sich die Tiere im Untersu-
chungsfeld bewegen. In der Regel wird einmal auf groBere Tiere untersucht, dreimal auf klei-
nere. Dazwischen wird die Probe immer wieder durchmischt, um unter Partikeln verborgene
Tiere sichtbar zu machen.
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Gruppe 1

Bakterien (Bacteriophyta)

Einzelzellen: Stabchen u. Kokken

Fadenbildende Bakterien
Crenothrix polyspora VIV
Fe- und- Mn-Oxidierer —
Leptothrix sp. Gallionella sp.
Schwefel-Oxidierer D @
Beggiatoa sp. Thiothrix sp.

Blaualgen (Cyanophyta)
Ho6here Algen
Griinalgen (Chlorophyta)

Kieselalgen (Diatomeae)
Pilze (Mycophyta)
GeiBeltierchen (Flagellata)

Wimpertierchen (Ciliata)

Amében (Rhizopoda)

Nacktamoben (Amoebida)

Schalenamoben (Testacea) S
/X Euglypha sp.

Ridertiere (Rotatoria)

Abbildung 15: Organismen der Gruppe 1 (Abbildungen aus Streble & Krauter, 1988)
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Fadenwiirmer ( Nematoda)

Strudelwiirmer ( Turbellaria)
Wenigborster (Oligochaeta)

Vielborster (Polychaeta)

Birtierchen (Tardigrada)

RuderfuBBkrebse (Copepoda)

Y ‘-: -m.wm: =
— , y
= — R Harpacticoida ;”‘M‘\‘
Cyclopoida Naupljew (Larve)

Muschelkrebse ( Ostracoda)

Flohkrebse (Amphipoda)

Asseln (Isopoda)

Bathynellen (Syncarida)

Milben (Acari)

Schnecken (Gastropoda) @ =
o Vet

Muscheln (Bivalvia)
Wasserflohe ( Phyllopoda)
Springschwiinze ( Collembola ) ;Er_ﬂ:zmjﬁ‘
“”‘gﬁﬁ“ {
Insektenlarven ' T T*-"”"T‘ngr—;

Abbildung 16: Organismen der Gruppe 2 (Abbildungen aus Streble & Krauter 1988 und Bole & Velkovrh,
1986)
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Sammeln und Quantifizieren der Tiere

¢ Die Organismen werden mit Glaspipetten, Priipariernadeln, Impfosen oder Pinzetten entnom-
men und in Blockschilchen gesammelt.

e Es hat sich bewihrt, die Organismen bereits bei der Uberfiihrung von der Petrischale in die
Blockschélchen zu zihlen und nicht nachtréglich in den Blockschélchen.

¢ In den Blockschdlchen mufl immer geniigend Wasser sein, damit sich die Tiere frei bewegen
konnen.

* Es ist sinnvoll einzelne Tiergruppen in verschiedenen Blockschilchen getrennt zu sammeln.
So kann man FraBverluste minimieren und die Tiere kénnen leichter wiedergefunden werden.
Bei manchen Tieren, so z. B. bei Asseln, empfiehlt es sich sogar die einzelnen Exemplare ge-
sondert aufzubewahren, da sich diese auf zu engem Raum gegenseitig angreifen.

¢ Die Grundwasserorganismen sind sehr licht- und wiarmeempfindlich. Man sollte die Proben
daher nie unnétig auBerhalb des Kiihlschranks herumstehen lassen. Die Kiihlschranktempe-
ratur sollte ca. 10 °C betragen. Wihrend des Aussortierens ist es ratsam, die Blockschilchen
mit den Organismen auf Kiihlelemente zu stellen. Miissen sie linger aufbewahrt werden, so
lagert man sie abgedeckt im Kiihlschrank. Beim Aussortieren der flinken Copepoden ist es
hilfreich, wenn man die Probe zeitweise kalt stellt, was eine Verlangsamung ihrer Bewegun-
gen zur Folge hat.

Konservierung

e Zur daverhaften Lagerung der Tiere werden diese in 5%iger Formalinldsung konserviert.
(Achtung: Die 37-%ige Formaldehydlosung entspricht einer 100%igen Formalinlgsung, da es
sich hier um die gesittigte Losung des Gases handelt !).

¢ Die Tiere werden aus den Blockschilchen entnommen und mit wenig Fliissigkeit in ein klei-
nes GlasgefdB mit Schraubdeckel gegeben. Zunichst wird nur ein Tropfen Formalin zudosiert,
um die Tiere zu betduben. Anschliefend wird die gewiinschte Formalinkonzentration einge-
stellt.

e Alle Tiere einer Probe kommen nach Gruppen getrennt in GefiBe, die stets genau mit Probe-
nummer, -bezeichnung, Probennahmeort, -datum und dem verwendeten Konservierungsmittel
beschriftet sind.
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Kleinere Organismen (Gruppe 1)

e Nachdem die groBeren Tiere entfernt wurden, wird die Probe lichtmikroskopisch auf feinere
Strukturen untersucht. Wurden beim vorherigen Schritt Tiere iibersehen, so konnen sie bei der
Stichprobenuntersuchung noch gefunden und registriert werden.

e Mit einer Pasteurpipette werden mehrere Stichproben vom Grund und vom Uberstand der
Planktonprobe entnommen und systematisch mit dem Mikroskop bis zur 1000-fachen Ver-
groBerung untersucht. In Proben mit wenig Partikeln sollte auch hier das Volumen mit einem
Sieb (5 um) eingeengt werden. Die Abundanzen werden dann wie oben beschrieben ermittelt.

3.4  Probennahme, Vorbehandlung und Verarbeitung fiir mikrobiologische Untersuchungen
3.4.1 Probennahme

Die Entmahme der Proben erfolgt unter Beriicksichtigung der DEV, DIN 38 411 an einem ab-
flammbaren Wasserhahn entweder soweit vorhanden direkt am Brunnen, ansonsten wie unter
3.2 beschrieben. Schlduche und Pumpe werden vor der Probennahme mind. 2 Stunden mit
0,06% iger H,O,-Losung desinfiziert.

342 Probenvorbehandlung

Die Proben werden folgendermafen abgefiillt und behandelt:

- Koloniezahl: sterile 500 ml Glasflasche, sofort kiihlen und am nichsten Morgen ansetzen.

- Lebendzellzahl: 100 ml in sterilen 100 ml-Glaskolben, in den 10 - 12 mg CTC vorgelegt sind,
bis zum nichsten Morgen bei 20°C lagern, anschlieBend kiihlen.

- Gesamtzellzahl (mit Acridinorange): 100 ml in sterilen 100 ml-Glaskolben, bis zum néichsten
Morgen bei 20°C lagern, anschlieBend bis zur Weiterverarbeitung kiihlen.
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3.4.3 Mikrobiologische Untersuchungen

3.4.3.1 Koloniezahlbestimmung

Koloniezahlbestimmungen auf verschiedenen Nihrbéden

Der DEV-Nihrboden (Merck 11471) ist aus der TrinkwV bekannt. Auf diesem nahrstoffrei-
chen Medium wachsen vor allem Bakterien mit einem hohen Bedarf an organischem Kohlen-
stoff (saprophage Bakterien).

Das Probenwasser wird mit einem Drigalsky-Spatel auf dem vorgegossenen, erkalteten Nihrbo-
den verteilt (Oberfldchen-Spatel-Verfahren). In Petrischalen mit 145 mm Durchmesser wird 1 ml
aufgebracht, in die Standard-Petrischalen mit 94 mm Durchmesser 0,1 ml. Gegebenenfalls wer-
den weitere Verdiinnungsstufen jeweils mit 0,1 ml angesetzt. Die Inkubation der Platten erfolgt
bei 20°C, die Kolonien werden das erste Mal nach 48 Stunden (wie in der Trinkwasserverord-
nung vorgeschrieben) und dann nochmals nach 7 Tagen ausgezihlt.

Der R2A-Nihrboden (Difco 1826-17-1) enthilt deutlich weniger Nihrstoffe als der DEV-
Nahrboden, wirkt also selektiv zugunsten der oligocarbophilen Grundwasserbakterien, da
diese von einem zu hohen Nihrstoffangebot gehemmt werden kénnen.

Der Ansatz erfolgt wie beim DEV-Nihrboden, nur wird hier bei 27 °C inkubiert und aus-
schlieBlich nach 7 Tagen ausgezihlt.

Nachweis von Bakterien der Flexibacter-/Sporocytophaga-Gruppe und von violett pigmen-

tierten Bakterien

Neben der Gesamtkeimzahl wird mit den R2A-Platten auch die Zahl der Bakterien ermittelt,
die der Flexibacter-Sporocytophaga-Gruppe (F/Sp) angehéren, sowie violett pigmentierte
Bakterien (v.p.). Nach SCHINDLER (1989) handelt es sich dabei um bewegliche Bakterien,
die sehr gut am Boden adsorbieren. Werden sie nun entweder durch Sickerwasser von oben
oder tiber die Uferfiltration ins Grundwasser gespiilt, so zeigt dies eine mangelnde Filterwir-
kung des Bodens gegeniiber Kontaminationen von der Oberfliche an und damit mogliche
hygienische Risiken.

F/Sp- und v.p.- Bakterien sind selber aus hygienischer Sicht véllig unbedenklich, allerdings
dienen sie als Hinweis fiir eine potenzielle Gefihrdung des Grundwassers durch fikale Ver-
unreinigungen.

Kolonien der F/Sp-Bakterien sind in der Regel gelb und haben hiufig einen Schwirmsaum
oder sind insgesamt nicht klar umrissen. Bakterien dieser Gruppe werden anhand des Nach-
weises von Flexirubinpigmenten ermittelt. Beim Auftropfen von 20%iger KOH firben sich die
Kolonien rot (s. Abbildung 17) und bei anschlieBendem Auftropfen von 1%iger HCI entfirben
sie sich wieder. Kolonien von violett pigmentierten Bakterien verfirben sich beim Auftropfen der
KOH griin.
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2 Tage 7 Tage 7 Tage, F/Sp-Nachweis

Abbildung 17: Platten mit R2A-Medium nach 2 Tagen Inkubation, 7 Tagen Inkubation und mit positivem
F/Sp-Nachweis nach Auftropfen von KOH (Pfeile)
Die eigentlich hellgelben R2A-Platten erscheinen hier wegen der gewiihlten Unterlage blau-griin.

3.4.3.2 Zellzahlbestimmung

Mittels fluoreszenzmikroskopischer Direktzahlung werden die Gesamtzellzahl und der Anteil der
stoffwechselaktiven Bakterien der Grundwasserproben ermittelt. Die Bakterien werden dazu mit
verschiedenen Reagenzien als leuchtende Objekte im Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht
und ausgezihlt.

Die Vorteile dieser Methode gegeniiber der Koloniezahlbestimmung sind die schnelle Verfiig-
barkeit der Ergebnisse und die weitgehende Erfassung aller Bakterien.

Vitalititsfirbeverfahren mit CTC (nach SCHAULE, FLEMMING UND RIDGWAY)

Die wiBrige Losung des Tetrazoliumsalzes CTC (5-Cyano-2,3-Ditolyltetrazoliumchorid) ist
farblos und fluoresziert nicht, wihrend das korrespondierende Formazan (CTF) im roten Be-
reich bei 620 nm fluoresziert, wenn es bei 420 nm angeregt wird.

Uber das Elektronen-Transport-System des Bakterienstoffwechsels wird das 16sliche CTC
zum wasserunlslichen CTF reduziert und im Zellinneren eingelagert. Atmungsaktive Bakte-
rien, die CTF enthalten, werden als rotfluoreszierende Punkte auf schwarzem Hintergrund
ausgezihlt.

Bestimmung der Gesamtzellzahl

Zur Ermittlung der Gesamtzellzahl wurden bisher zwei Farbstoffe getestet, DAPI und Acri-
dinorange. Im Gegensatz zum CTC werden sie nicht aktiv in die Zellen eingelagert, sondern
binden an die DNA bzw. RNA von lebenden und toten Bakterien.

DAPI (4,6-Diamidino-2-phenylindoldihydrochlorid) 1dBt die Bakterien bei einer Anregung
mit 365 nm in hellblauem Licht (390 nm) auf schwarzem Hintergrund erscheinen. Diese
Methode hat den Vorteil, daf sie in einer Probe in Kombination mit CTC angewendet werden
kann, wodurch ein unmittelbarer Vergleich angestellt werden kann. Fiir Trinkwasseruntersu-
chungen ist sie uneingeschrankt anwendbar.
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In Grundwasserproben dagegen befinden sich neben den Bakterien auch viele organische und
anorganische Partikel, die bei der eingesetzten Wellenlinge ebenfalls bldulich erscheinen
konnen. Dieser Umstand erschwert die DAPI-Zzdhlung erheblich. Auch in Proben mit Aggre-
gat- und Schleimbildungen ist die Methode nur eingeschriinkt einsetzbar.

Mit Acridinorange eingefdrbt grenzen sich die meisten Bakterien hier auch in schleimiger
Matrix, sowie gegeniiber den schwach rotlich leuchtenden Schwebstoffen sehr deutlich griin
ab. Nach HOBBIE et al. (1977) fluoresziert der reine DNA-AO-Komplex bei einer Bestrah-
lung mit 436 nm oder 490 nm griin, der RNA-Komplex rot-orange und Uberlagerungen von
beiden gelb. Der mit 95 % groBte Anteil der Bakterien im Grundwasser, der sich in inaktivem
Zustand oder langsamem Wachstum befindet, erscheint damit griin, tote oder stark aktive
Bakterien rot. Der Nachteil der Methode ist, daB sich die Fluoreszenz mit der des CTF iiber-
lagert und die Reagenzien somit nicht im selben Ansatz eingesetzt werden knnen.

Versuchsvorbereitung

CTC: Polyscience 19292;

Einwaage in sterilen MeBkolben: 10-12 mg pro 100 ml Probe

Der Kolben wird mit Alufolie umwickelt, damit das Reagenz vor Lichteinstrahlung geschiitzt
ist.

Acridinorange: Merck 1333

Gebrauchslosung: 0,1 g/l in Phosphat-Puffer pH 6,88; mehrere Wochen im Kiihlschrank halt-
bar; vor Gebrauch sterilfiltriert

DAPI: Merck 24653

Stammldsung: 0,1 g/l in a.dem.; ca. 2 Wochen im Kiihlschrank haltbar, auch einfrierbar
Gebrauchslosung: 1:10-Verdiinnung der Stammldsung mit a.dem. unmittelbar vor Gebrauch
(0,01 g/l); sterilfiltriert

II' Beim Umgang mit den genannten Reagenzien sollen Handschuhe, beim Einwiegen zu-
sdtzlich ein Atem- und Augenschutz getragen werden!!!

Probennahme und Inkubation

¢ Untersuchungen von SCHAULE et al. (1993) haben ergeben, daB Probentransport und
-lagerung zu einer Inaktivierung der Bakterien fithren kénnen. Die Grundwasserproben
werden daher unmittelbar nach der Probennahme mit dem CTC angesetzt.

¢ Parallel dazu wird auch die Probe fiir die AO-Firbung entnommen. Fiir jeden Ansatz wer-
den 100 ml Grundwasser in sterile Kolben gefiillt.

¢ Durch den zeitlichen Ablauf der Probennahme ist eine Inkubationsdauer von 18-24 Stun-
den festgelegt.

¢ Die Kolben werden im Dunkeln zunichst im Laborbus, spiter bei 20 °C im Brutschrank
gelagert. Da die Temperaturen im Laborbus zu verschiedenen Jahreszeiten stark variieren,
muB man sich mit Kiihltasche bzw. Heizung behelfen.
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Féarbung

Nach Ablauf der Inkubationszeit werden die Proben iiber Polycarbonatfilter von Millipore mit
0,2 um Porenweite abfiltriert und anschlieBend weiter behandelt.

a) Kombinationsfarbung CTC/DAPI

Nachdem der CTC-Ansatz abfiltriert wurde, wird der Filter mit 1 ml der DAPI-
Gebrauchslosung iiberschichtet und im Dunkeln 15 Minuten inkubiert. AnschlieBend wird
der Uberstand abgesaugt und mit 20 ml sterilfiltriertern a.dem. nachgespiilt.

b) Acridinorange (AO) und CTC

Hier erfolgt die getrennte Bearbeitung der Proben. Der CTC-Ansatz wird lediglich abfiltriert.
Fiir die AO-Firbung wird die abfiltrierte Parallelprobe mit 3 ml Gebrauchsldsung iiber-
schichtet, 3 Minuten im Dunkeln inkubiert und anschlieBend gespiilt.

[n Abbildung 18 sind die einzelnen Versuchsschritte schematisch dargestellt.

Vorbereitung Probenahme Inkubation Filtration Farbung Priparation zur
2 Mikroskopie
©~"§ A‘\ & DAPI
=] L
; e _ bei Dunkelheit : E
1) Kombinations ; : S Q
Firbung CTC/DAPI W 20°C Gl 8 E
0Ol
18-24h » .
— — Cilter

5 AD
bei Dunkelheit ;
b) Firbung mit 20 °C J Q
. i 3 min
CTC und AO 18-24 h a H,0 dem

e O
—
H,0 del

bei Dunkelheit
200°€

Abbildung 18: Ablaufschema bei der Fluoreszenzfirbung
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Anmerkungen:

¢ [m Grundwasser konnen die Gesamtzellzahlen stark variieren. Kann die Keimzahl einer Probe
nicht abgeschitzt werden, so wird das Probenvolumen aufgeteilt in 10 ml und 90 ml. Je nach
Bakteriendichte wird die 10 ml- oder die 90 ml-Teilprobe ausgezihlt.

e Ebenso verfihrt man bei einer Probe, die durch Sand oder andere Partikel verunreinigt ist, wie
es in Proben, die an GrundwassermeBstellen entnommen werden, hiufig der Fall ist.

* Insbesondere die Durchfiihrung der CTC-Farbung ist relativ storanfillig gegen verschiedene
Wasserinhaltsstoffe, so daB eine qualifizierte Bewertung der Ergebnisse eine lingere Einar-
beitungszeit und eine Mindestanzahl von Proben erfordert.

Priiparation fiir die mikroskopische Auswertung

* Die Proben sollten moglichst innerhalb von 7 Tagen nach der Firbung ausgezihlt werden,
da die Qualitiit bei der Lagerung, insbesondere durch Lichteinstrahlung abnimmt. Gelagert
werden die Filter z. B. in Petrischalen, die mit Parafilm verschlossen und in den Kiihl-
schrank gestellt werden.

e Fiir die Auswertung wird jeweils nur eine Filterhiilfte verwendet, so daB man noch eine in
Reserve hat.

e Der DAPIVCTC-Filter wird auf einem Objekttriger mit fluoreszenzfreiem I[mmersionsél
(Neolab 1-6111) diinn unter- und iiberschichtet und mit einem Deckglischen abgedeckt.

* Der AO-Filter wird in sterilfiltriertes dem. Wasser eingebettet und mit einem Deckglischen
abgedeckt.

Mikroskopische Auszihlung

Die Zihlung erfolgt bei 1000-facher VergroBerung (Olimmersion) in der Auflicht-
Fluoreszenz mit Hilfe eines geeichten Okulargitters. Im Projekt wurde dabei ein Leitz-
Diaplan-Mikroskop mit Fluoreszenzeinrichtung Ploemopak III und folgende Filter verwendet
(mikroskopisches Bild vgl. Abb. 19):

Filtersystem [3, Blau-Anregung fiir Acridinorange
Filtersystem I3 mit Sperrfilter LP 580 fiir CTC
Filtersystem A, UV-Anregung fiir DAPI

* Ausgezihlt werden zehn GroBquadrate mit jeweils 100 Kleinquadraten nach dem Zu-
fallsprinzip iiber die Filtertlache verteilt.

* Eine Zahlung ist nur moglich, wenn die Bakterien in einer Schicht auf dem Filter liegen.
Bei Proben mit groBer Bakteriendichte oder vielen Partikeln ist nur eine Auswertung an-
hand der 10 ml-Teilprobe méglich.

* Pro Zahlquadrat sollten nicht mehr als 200 Keime ausgezahlt werden, da die Augen rasch
ermiiden und die Keime bei der Bestrahlung schnell verblassen. Bei hoherer Keimdichte wird



der Zahlvorgang dadurch beschleunigt, da8 nur Teilbereiche des Quadrates ausgewertet und

spater auf das gesamte Zahlfeld hochgerechnet werden

e Das Vorkommen von Schleimbildungen kann das Auszihlen der Keime unmdglich machen.
[n diesem Fall wird lediglich notiert, daB und in welchem MaBe Schleimklumpen vorliegen

e Grundsitzlich werden alle Besonderheiten, wie das gehdufte Auftreten von anorganischen und
organischen Partikeln, das Vorkommen von hoheren Organismen oder auffilligen Bakterien-

formen und -groBen schriftlich festgehalten.

Berechnung

Gesamtzellzahl / ml = ( MW der Zahlung * F ) / Probenvolumen in ml

MW = der Mittelwert aus der Bakterienzahl von 10 Zdhlungen
F = BF/ZQ

BF = benetzte Filterfliche BF = 1t * (d/2)*

d = innerer Durchmesser des Filteraufsatzes

ZQ = Fliche des Zihlquadrats mit 1000-facher Vergroferung

1

Abbildung 19: Fluoreszenzfirbungen im mikroskopischen Bild; a: DAPI, b:

CTC
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