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Verzeichnis der im Text verwendeten Abklrzungen
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»-..any approach to identify specific microbial populations
without cultivation directly in their natural environments could
be revolutionary, since it could change the character of
microbiology...“ (Rudolf Amann, 1995)

1. Einleitung und Fragestellung

1.1 Mikroorganismen im Wasser als Krankheitserreger

Seitdem Menschen unseren Planeten bevélkern, sind sie auch einer standigen
Beeintrachtigung ihrer Gesundheit durch den Kontakt mit Krankheitserregern
ausgesetzt, die Uber Wasser fur den menschlichen Gebrauch (Trink-, Wasch- und
Badewasser) tUbertragen werden kénnen.

Der Entstehung von typischerweise durch fakale Verunreinigung von Wasser
Ubertragenen Krankheiten, wie z.B. Cholera, stand man bis in die Mitte des 19.
Jahrhunderts mehr oder weniger hilflos gegeniber und erklarte sie mit dem Auftreten
sogenannter ,Miasmen®, also schlecht definierten ,Ausdinstungen“, die durch
organische Zerfallprozesse bedingt sein sollten. Erst mit den bahnbrechenden
Entdeckungen von Robert Koch konnten Mikroorganismen als auslésendes Agens
der mit Fékalien assoziierten Erkrankungen identifiziert werden (Koch, 1893).

Die Mikrobiologie des 20. Jahrhunderts klarte nachfolgend die Ubertragungswege
einer Fullle verschiedener Mikroorganismen und die von ihnen verursachten
Krankheiten auf. Die Notwendigkeit der Reinhaltung des Trinkwassers von
Krankheitserregern erforderte eine genaue mikrobiologische Untersuchung dieses
Lebensmittels und gegebenenfalls eine Desinfektion desselben. Da es jedoch aus
Okonomischen Grunden kaum mdglich schien, das Trinkwasser mit den zur
Verfugung stehenden mikrobiologischen Methoden (Anzucht und biochemische
Identifikation) auf alle denkbaren Krankheitserreger zu untersuchen, die durch fakale
Verunreinigung mit den Wasser UUbertragen werden konnen, wahlte man
stellvertretend fur all diese Organismen den an sich harmlosen Darmbewohner
Escherichia (E.) coli.

Bis auf den heutigen Tag hat sich dieses Indikatorprinzip bewahrt. Man geht davon
aus, dal3 in einem Wasser, in dem sich keine E. coli nachzuweisen lassen, auch
keine durch fakale Verunreinigung eingetragenen Krankheitserreger zu finden sind.
Die heutige Trinkwasserverordnung fordert, dal in 100 ml eines fur den

menschlichen Genul3 bestimmten Wassers keine vermehrungsfahigen E. coli und
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sonstigen coliformen Keime nachweisbar sein durfen. So gut belegt das
Indikatorprinzip auch ist, so langwierig ist allerdings die praktische Bestimmung der
Féakalindikatoren mit den durch die Trinkwasserverordnung vorgeschriebenen
Methoden (Anzucht und biochemische Differenzierung), die gréf3tenteils schon zu
Zeiten Robert Kochs etabliert wurden. Der grof3te Nachteil der konventionellen
kulturellen Methode besteht darin, da? der komplette Untersuchungsgang etwa 48 -
96 Stunden erfordert. Im ungunstigsten Fall liegen also erst nach vier Tagen
spezifische Ergebnisse vor, die zur Ergreifung entsprechender GegenmalRnahmen

durch die Gesundheitsbehdrden filhren kdnnen.

1.2 Gefahrdung von Karstgrundwasser durch anthropog enen Einfluf3

In der Bundesrepublik Deutschland wird das meiste Trinkwasser entweder aus
Oberflachenwasser (z.B. Bodensee) oder aus Grundwasserleitern gewonnen.
Wahrend das Wasser in typischen Porengrundwasserleitern meistens durch geringe
FlieRgeschwindigkeiten gekennzeichnet ist, konnen sogenannte verkarstungsfahige -
also durch die Kohlensdure des im  Untergrundes versickernden
Niederschlagswassers l6sliche - Gesteine Uber bevorzugte AbfluRbahnen
oberflachlich eingetragene Verunreinigungen mit hohen Abstandsgeschwindigkeiten
(bis mehrere hundert Meter pro Stunde) Richtung Vorfluter transportieren. Darum
besteht in Karstgebieten immer die Gefahr, dal3 im Einzugsgebiet in den Untergrund
eingebrachte Féakalerreger innerhalb weniger Stunden oder Tage wieder in einer
Karstquelle austreten, bevor die natirliche Elimination eine substanzielle Grol3e
erreicht hat. Aus diesem Grund kommt der Untersuchung von Zusammenhangen
zwischen Einzugsgebiet und Quelle gro3te Bedeutung zu, um Verunreinigungen des
Wassers maoglichst gering zu halten. Methodisch werden hierbei hauptsachlich
Markierungsversuche mit Fluoreszenztracern eingesetzt (Kass, 1992).

Etwa ein Drittel der Flache von Baden-Wirttemberg gilt als verkarstet. Neben dem
groBten zusammenhangenden Karstgebiet dieses Bundeslandes, der aus
Weil3jurakalken aufgebauten Schwabischen Alb, sind vor allem die kleineren
Muschelkalkkarstgebiete im Neckartal und in Hohenlohe von Bedeutung.

Viele der in diesen Karstgebieten vorhandenen Quellen werden fur die
Trinkwasserversorgung genutzt. Problematisch fir die Wasserversorger ist dabei
jedoch, dafd in Abhangigkeit vom Niederschlagseintrag die Quellschittung und die

damit assoziierte Konzentration hygienisch relevanter Mikroorganismen in wenig



vorhersehbarer Weise stark schwanken. Im Regelfall missen daher diese

Karstwasser vor der Weiterleitung an den Verbraucher aufbereitet werden.

1.3 Besiedelung der oligotrophen Grundwasserrdume durch Mikroorganismen
Wahrend das Wasser der fur die Trinkwasserversorgung genutzten Karstquellen
regelmalig gemald Trinkwasserverordnung auf Koloniezahl und coliforme Keime
untersucht wird, gibt es bisher nur wenige Untersuchungen tber die Besiedelung der
Karstgrundwasserraume, die sich im Regelfall auf die Anzucht von Bakterien stiitzen
(Menne, 1999; Rusterholtz, 1994) . In den letzten Jahren hat sich jedoch gezeigt,
dal oft nur weniger als 1 % der in einem oligotrophen Umwelthabitat mittels
mikroskopischer  Direktzahlung nachweisbaren  Bakterien tatsachlich  auf
Standardnahrmedien sichtbare Kolonien produzieren (Staley und Konopka, 1986).
Fur diejenige Bakterienfraktion, die sich zwar mittels Lebendmarkern wie FDA oder
Tetrazoliumsalzen anfarben |af3t, die aber mit den derzeit zur Verfigung stehenden
Standardmedien nicht kultivierbar ist, wurde von Roszak und Colwell (1987) der
Begriff ,Viable But Non Culturable Cells* (VBNC) gepragt.

Noch ist allerdings nicht klar, ob die meisten der in einem oligotrophen System
lebenden VBNC-Bakterien nicht kultivierbar sind, weil sie in einen irreversiblen, nicht
mehr vermehrungsfahigen Zustand Ubergegangen sind, oder weil die derzeit
verfugbaren Nahrmedien den Ansprichen dieser Bakterien (noch) nicht gerecht
werden.

Das grundlegende Dilemma der Mikrobiologie, dal3 namlich nichtkultivierbare
Mikroorganismen aus verstandlichen Grinden nicht mittels Anzucht und
biochemischer Differenzierung identifiziert werden konnten und dal3 die
unscheinbare und wenig differenzierte Bakterienmorphologie in den allermeisten
Fallen keine weitergehende mikroskopische Direktidentifikation zuliel3, verlangte

nach einer neuen Methodik.



1.4 rRNA-Technologie als Schlussel zur in situ-ldentifikation von
Mikroorganismen

Bereits im Jahre 1965 hatten Zuckerkandl und Pauling die Idee formuliert, dald
sogenannte informative Makromolekile sich als molekulare Uhren fir die
Rekonstruktion der Stammesgeschichte eigneten. Durch eine Anhéufung von
Mutationen im Gen eines bestimmten Makromolekils wéhrend der Evolution hoffte
man, Aufschlul3 Uber den Verwandtschaftsgrad verschiedener Organismen zu
erhalten.

Carl Woese (1987) griff diese Idee auf und erkannte als erster das Potential
ribosomaler Ribonukleinsaure (rRNA) als informationstragendes Molekul fur eine
vergleichende Sequenzanalyse verschiedener Bakterien. Das rRNA-Molekil bietet
den grof3en Vorteil, in allen selbstvermehrungsfahigen Organismen vorhanden zu
sein. Daruber hinaus sorgen fur die Funktion der Eiweil3synthese unterschiedlich
wichtige  Bereiche im rRNA-Molekul fir eine unterschiedlich  hohe
Basenaustauschrate. Man unterscheidet hierbei konservierte Bereiche, die einem
hohen Funktionsdruck unterliegen und deshalb ohne dramatische Konsequenzen fir
die Zelle kaum mutieren kénnen, und variable Bereiche, deren Mutation fur die Zelle

offensichtlich zu einer weit weniger schwerwiegenden Funktionseinschrankung fuhrt.

Bacteria Archaea Eucarya
Sgﬁ?:ulfur Entamoebae ﬁ{gﬂ; Animals

bacteria
Euryarchaeota Fungi

Gram Methanosarcina .
Proteo- positives | Cren- Methano? Halophiles Plants
bacteria archaeota | pacteriyn Ciliates

Thermoproteus coccus

Cyanobacteria Pyrodictium

Flavobacteria

Flagellates

Trichomonades

Thermotogales

Microsporidia
Diplomonads

Abb. 1 Phylogenetischer Baum der drei Domé&nen der lebenden Organismen auf Basis der 16S
(Prokaryonten) bzw. 18S (Eukaryonten) rRNA (nach Woese, 1994)

Diese unterschiedliche Verteilung lal3t sich fir die hierarchiespezifische Identifikation
von Organismen nutzen. Mittels Computerunterstiitzung lassen sich namlich
sogenannte Signatursequenzen ermitteln, kurze Sequenzabschnitte also, die einer

bestimmten phylogenetischen Gruppe von Organismen gemeinsam sind.
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Liegt diese Signatursequenz in einem eher konservierten Bereich des rRNA-
Molekils, so lassen sich damit groR3ere phylogenetische Einheiten identifizieren,
liegen sie in einem hochvariablen Bereich so ist hingegen die Identifikation von
Organismen bis auf Speziesebene maoglich. Aufgrund ihres unterschiedlichen
Sedimentationsverhaltens in der Ultrazentrifuge unterscheidet man hierbei drei
Untereinheiten bakterieller rRNA: eine 5S rRNA mit ca. 120 Nukleotiden, eine 16S
rRNA mit ca. 1500 Nukleotiden und eine 23S rRNA mit ca. 3000 Nukleotiden.

Die Arbeitsgruppe von Norman Pace (Olsen et al., 1986) machte sich daran, die
relativ. kurze 5S rRNA fur eine umfassende kultivierungsunabhangige
Charakterisierung mikrobiologischer Habitate zu nutzen, was zu aufsehenerregenden
Erkenntnissen fuhrte, da viele der untersuchten Arten Sequenzen besal3en, die noch
nicht in den Gendatenbanken vorhanden waren. Auf Dauer erwies sich aber der
Informationsgehalt der 5S rRNA als zu gering fir die vergleichende Sequenzanalyse.
Da die Sequenzierung des 23S rRNA - Genes als zu aufwendig erschien, etablierte
man als Kompromil3 zwischen Sequenzierungsaufwand einerseits und
Informationsgehalt des Molekils andererseits die 16S rRNA als Standardmolekdl fur
die vergleichende prokaryontische Sequenzanalyse. Durch die Entwicklung der
Polymerase Kettenreaktion (Saiki et al., 1988) wurde es nunmehr méglich, die 16S
rRNA-Gene (rDNA) einer Vielzahl von Mikroorganismen aus komplexen
Umweltproben im Reagenzglas millionenfach zu vermehren, in entsprechende
Vektoren zu klonieren und anschlieBend die Basensequenz mit der
Kettenabbruchmethode nach Sanger (1977) zu bestimmen.

Mit diesem Datenmaterial konnten nun durch Computerunterstiitzung meist 15-24
Basen lange Oligonukleotide entworfen werden, deren Sequenz komplementar zu
rRNA-Signatursequenzen bestimmter Organismengruppen war.

Die Aneinanderlagerung zweier einzelstrangiger Nukleinsaureabschnitte Uber
Wasserstoffbriickenbindung - hier die Bindung von markierten Oligonukleotiden an
ribosomale RNA - wird als in situ-Hybridisierung bezeichnet und erlaubt im Falle der
Bindung an rRNA-Signatursequenzen die spezifische Detektion von
phylogenetischen Gruppen. Wahrend bis Ende der 80-er Jahre uberwiegend
radioaktiv markierte Oligonukleotide verwendet wurden, hat sich aufgrund der
einfacheren Handhabung mittlerweile die Markierung mit Fluoreszenzfarbstoffen
(z.B. Cy3) durchgesetzt, die wegen der grol3en Anzahl von Zielmolekilen (eine Zelle

kann je nach Stoffwechselaktivitat bis zu 10° Ribosomen im Zytoplasma enthalten)



eine gute Nachweissensitivitat erlaubt (DeLong, 1989). Diese sogenannte
Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (FISH) erlaubt die Markierung von ribosomaler
RNA in der fixierten und morphologisch intakten Zelle und damit die unmittelbare
Untersuchung eines Praparates im herkémmlichen Fluoreszenzmikroskop. Damit ist
erstmals der direkte kultivierungsunabhangige Nachweis von Bakterien am Ort ihres

Wirkens moglich geworden (Amann et al., 1995).

1.5 Biofilme als typische Organisationsform von bakteriellen
Lebensgemeinschaften in aquatischen Systemen
Der direkte in situ-Nachweis von Mikroorganismen ist vor allem fiir die Untersuchung
von bakteriellen Biofilmen von groBer Bedeutung. Mittlerweile hat sich namlich
gezeigt, dal3 nur ein Bruchteil der in aquatischen Systemen lebenden Bakterien in
der freien Wasserphase zu finden ist (Olson und Nagy, 1984). Die meisten Bakterien
hingegen heften sich an Oberflaichen an und betten sich in extrapolymere
Substanzen (EPS) ein, die eine wichtige Rolle bei der Bewaltigung ungtnstiger
Lebensverhaltnisse, wie z.B. Nahrstoffmangel, spielen (LeChevalier et al., 1987).
Obwohl anzunehmen war, daf bakterielle Biofilme auch in den eher nahrstoffarmen
Karstaquiferen vorkommen, und daf3 sie eine fir den Menschen durchaus nutzliche
metabolische Aktivitat, z.B. beim Abbau von organischen Verunreinigungen und
Nitrat, entfalten, war bislang Uber die reale Artenverteilung von Bakterien in
Karstsystemen nichts bekannt.
Alle bisherigen Untersuchungen stitzten sich auf die Kultivierung von Wasser- oder
Schlammproben aus Karstsystemen, die nach neueren Erkenntnissen der
Umweltmikrobiologie durch selektive Anreicherung von leichter kultivierbaren
Organismen (vor allem aus der y-Subklasse der Proteobakterien, typische Vertreter
dieser Gruppe sind z.B. Pseudomonas, Acinetobacter, Moraxella und
Enterobacteriaceae) zu drastischen Verzerrungen des realen Artenspektrums fiihren
konnen.
Bisher wurden aus dem oligotrophen Grund- und Trinkwasserbereich haufig
Bakterien der Gattungen Pseudomonas, Acinetobacter, Moraxella, Flavobacterium
und Arthrobacter isoliert (Dott, 1983; LeChevalier, 1987; Olson und Nagy, 1984,
Rusterholtz et al., 1994; Balkwill et al., 1997). Eine neuere Studie, die Biofiime in aus
Berliner Grundwasser gespeisten Trinkwasserleitungssystemen mittels FISH

untersuchte, zeigte jedoch im Gegensatz zur hohen Kultivierungsfrequenz von



Bakterien aus der y-Subklasse der Proteobakterien eine in situ-Dominanz der in der
Kultur unterreprasentierten 3-Subklasse der Proteobakterien (Kalmbach et al., 1997).
Obwohl Trinkwasser als eines der am besten mikrobiologisch untersuchten
Lebensmittel gelten darf, fihrte die Anwendung von molekularbiologischen in situ-
Verfahren im Rahmen der Berliner Studie zur Entdeckung einer neuen Gattung
Aquabacterium (3-Subklasse der Proteobakterien), die Uber 60 % der Bakterien im

Trinkwasserrohrleitungssystem ausmachte.

1.6 Fragestellung

Im Rahmen dieser Arbeit sollten erstmals durch die Anwendung der rRNA-Methode
konkrete Daten uber die reale Artenverteilung von bakteriellen Biofilmen in einem
suddeutschen Karstaquifer gewonnen werden. Als Untersuchungsobjekt wurde die
geologisch im Weil3jura 3 (Oxford 2) befindliche Wulfbachquellhéhle bei Mihlheim an
der Donau (Kreis Tuttlingen) ausgewahlt (Bohnert et al., 1997). Es handelt sich dabei
um eine ca. 6,5 km lange Quellhéhle, in deren durch die drei tief eingeschnittenen
Taler von Lipbach, Bara und Wulfbach fast vollstandig vom Rest der Albtafel
abgetrennten Einzugsgebiet sowohl Siedlungsflachen als auch landwirtschaftlich
genutzte Areale anzutreffen sind (Abb. 10). Im Einzugsgebiet leitet eine Klaranlage
fakal belastetes Abwasser in eine Karstschwinde ein, welches nach einer
FlieRstrecke von etwa 800 m wieder im Wulfbach erscheint. Die fakale Belastung des
Aquifers sollte mit mikrobiologischen und wasserchemischen Verfahren untersucht
werden. Da in den Hauptstrang der weit in die Albhochflache hineingreifenden
Quellhéhle mehrere Zubringer entwassern, ergab sich die Moglichkeit, Gerinne aus
bestimmten Kleineinzugsgebieten zu identifizieren, die durch anthropogene Einfliisse
besonders belastet sind.

Als Vergleichsobjekt sollte zudem die ca. 20 km N der Wulfbachquelle gelegene
Quellhéhle des Lochbrunnens bei Unterdigisheim mikrobiologisch beprobt werden
(Jantschke, 1993). Es handelt sich hierbei um ein typisches Karstgerinne der Region,
das ungefahr dem gleichen Niederschlag wie der Wulfbach ausgesetzt ist, in dessen
Einzugsgebiet allerdings nur eine landwirtschaftliche und keine

siedlungswirtschaftliche Nutzung vorliegt.



2. Material und Methoden

2.1 Probenahme

2.1.1 Wasserproben

Die Wasserproben wurden bei einer ganzjahrig nahezu konstant bleibenden
Wassertemperatur von 9,2 - 96°C (Kass, 1992) mit 1000 ml
Polycarbonatschraubverschluf3flaschen gezogen und in Kihlboxen ins Labor
transportiert. Mit Ausnahme von Proben, die in den hinteren Hohlenbereichen
gezogen wurden, konnten alle Wasserproben im Regelfall innerhalb von 24 h im

Labor weiterverarbeitet werden.

2.1.2. Glasobjekttragerbiofilme

Polycarbonatbeschichtete 10-Feld Objekttrager (Roth, Nurnberg) wurden fir
mindestens zwei Wochen im Bachbett des Hohlenflusses exponiert (Kalmbach et al,
1997). Anschlielend wurden sie direkt am Ort der Probennahme entweder mit 3,7 %
(v/v) Formaldehyd in 1 M PBS (Zusammensetzung: 130 mM NaCl, 7 mM NazHPOy,
3 mM NaH;PO., pH 7,4) fur eine Stunde bei 9°C oder fir 5 min mit 96 % Ethanol
fixiert und danach bei Raumtemperatur im getrockneten Zustand bis zur
Weiterverarbeitung aufbewahrt.

Alternativ wurden Biofilme von unfixierten Objekttragern mit einem sterilen
Kunststoffspatel abgeschabt, in sterilfiltriertem PBS resuspendiert und jeweils 100 pl
der Suspension auf 100-fach verdinntem, mit autoklavierter Schlammsuspension
aus der Wulfbachquellhohle  versetztem R2A-Agar (Difco,  Augsburg;
Zusammensetzung des 1-fach konzentrierten Mediums pro 1000 ml H»O: 0,5 g
Hefeextrakt, 0,5 g Difco Proteose Pepton Nr. 3, 0,5 g Casaminosauren, 0,5 g
Glukose, 0,5 g l6sliche Starke, 0,3 g Natriumpyruvat, 0,3 g Ko:HPO4, 0,05 g MgSOsy,
15 g Agar, pH 7,2) fir mindestens 10 Tage bei 9° C im Dunkeln inkubiert. Die starke
Verdinnung des Nahrmediums und die niedrige Inkubationstemperatur wurden

gewahlt, um den realen Habitatbedingungen méglichst nahe zu kommen.

2.1.3 Biofilme auf natiirlichen Aufwuchsflachen
In 50 ml sterilen Polyethylen-Réhrchen wurde am Grund des Hohlenbaches
befindlicher Feinschlamm asserviert und im Laborkthlschrank bei 4° C ohne Fixation

aufbewahrt.



Zur Fixation wurde die Schlammsuspension gut geschiittelt, anschlieRend die
feinpartikularen Sedimentanteile aus dem Uberstand nach einer Absetzzeit von 30
min mit einer 20 ml Spritze aspiriert und jeweils 10 ml Suspension durch einen
Polycarbonatfilter mit 47 mm Durchmesser und 0,2 um Porenweite (Millipore,
Eschborn) filtriert. Die noch feuchten Filter wurden danach bei 80° C fir 20 min im
Heizofen gebacken und anschlie3end das Trockengewicht mit einer Feinwaage bis
auf 0,1 mg genau bestimmt. Die Filter wurden bis zur weiteren Verarbeitung bei
Raumtemperatur gelagert.

Zudem wurden vereinzelt Bachkiesel aus Weil3jurakalk unter sterilen Kautelen
asserviert und ebenfalls im Kuihlschrank bei 4°C kurze Zeit bis zur weiteren

Untersuchung gelagert.

2.2 Bestimmung der Gesamtzellzahl und der Lebendzellzahl

Jeweils 100 ml Wasserprobe wurden durch einen Polycarbonatfilter mit 25 mm
Durchmesser und 0,2 pum Porenweite (Millipore, Eschborn) filtriert. FOr die
Gesamtzellzahlbestimmung wurden die Zellen durch Benetzen eines der Filter mit
96% Ethanol abgetttet und anschlieRend 5 pM Sytox Green (Molecular Probes,
Oregon, USA) fur 5 min auf die Filteroberflache aufgetragen. Anschlie3end wurde
der Filter kurz vorsichtig in einer Petrischale mit destilliertem Wasser gewaschen und
danach luftgetrocknet.

Fur die Bestimmung der Lebendzellzahl wurden ebenfalls 100 ml Wasserprobe durch
einen der oben beschriebenen Filter filtriert und sofort anschlielend mit
Fluoresceindiacetatlosung (5 ul einer 0,5 % (w/v) Lésung von Fluoresceindiacetat
(Sigma) in Aceton wurde kurz vor der Untersuchung mit 1 ml PBS gemischt) fur 15
min Uberschichtet.

AnschlieRend wurden beide Filter auf einem Objekttrager mit Antibleichmittel fur die
Fluoreszenzmikroskopie (STZ Techn. Chemie, Reutlingen) tberschichtet und nach
Auflage eines Deckglases jeweils 15 zufallig ausgewahlte Gesichtsfelder bei 1000-

facher VergroéRerung im Fluoreszenzmikroskop ausgezahlt.

2.3 Bestimmung der Kolonizahl bei 20° C und 36° C
Pro Wasserprobe wurden je zweimal 0,1 ml Wasser mit 10 ml flissigem auf 44° C

erwarmten Koloniezahlagar gemafd Deutsche Einheitsverfahren (DIN, 1983; in 1000



ml H20 wurden folgende Stoffe geldst und autoklaviert: 10 g Fleischpepton (tryptisch
verdaut), 10 g Fleischextrakt, 5 g NaCl, 15 g Agar, pH 7,2 + 0,3) in einer Petrischale
unter gegenlaufigen Achtertouren gemischt. Nach dem Erkalten wurde eine
Agarplatte bei 20 £ 2 °C, die andere bei 36 + 1 °C fir 44 £ 4 h im Brutschrank
inkubiert. Unter Zuhilfenahme einer 6-fach vergréRernden Lupe wurden die
sichtbaren Kolonien ausgezahlt. Der jeweilige Wert wurde mit dem Faktor 10

multipliziert, um die Koloniezahl pro ml zu erhalten.

2.4 Untersuchung der Wasserproben auf E. coli und Fékalstreptokokken

Je 100 ml der Wasserprobe wurden durch einen Polycarbonatfilter mit 47 mm
Durchmesser und 0,2 um Porenweite (Millipore) filtriert und einer der Filter auf
Chromocult Coliformen Agar (Merck, Darmstadt) der andere auf Tetrazolium-Azid
Agar (in 1000 ml H20 wurden folgende Stoffe geldst und autoklaviert: 20 g tryptisches
Pepton aus Kasein, 5 g Hefeextrakt, 2 g D-Glukose, 4 g K;HPO4, 0,4 g NaN3, 0,1 g
Triphenyltetrazoliumchlorid, 15 g Agar, pH 7,2) fir jeweils 48 h bei 36° C inkubiert.
Auf Chromocult Coliformen Agar blau gefarbte Kolonien (R-Glukuronidasereaktion
positiv) wurden gemall den Anweisungen des Hersteller als E. coli gewertet, rote
Kolonien (3-Glukuronidasereaktion negativ, Lactosespaltung positiv) hingegen als
coliforme Keime, die nicht als E. coli anzusprechen sind. In der Regel handelt es
hierbei um die zur Lactosespaltung befahigten Enterobacter cloacae, Citrobacter
freundii oder Klebsiella pneumoniae.

Féakalstreptokokken stellten sich auf Tetrazolium-Azid als braune Kolonien dar. Bei
sehr geringen bzw. sehr hohen Keimzahlen wurde der Versuch mit entsprechend

erhdhten bzw. erniedrigten Volumina wiederholt.

2.5 Untersuchung der Wasserproben auf Salmonellen und Yersinien

Die salmonellenspezifische Oligonukleotidsonde SAL544, die yersinienspezifische
Sonde YER1243 und die enterobacteriaceenspezifische Positivkontrollsonde
EBAC1790 wurden unter Verwendung der Linux-Software ARB (siehe 2.9) entworfen
und wie die anderen im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Sonden von MWG-
Biotech (Ebersberg) mit dem Fluorochrom Cy3 am 5‘-Ende synthetisiert (Tab 2). Von
Januar bis August 2000 wurden nach jeder Probennahme in der Wulfbachquelle 100

ml Wasserprobe 44 + 4h bei 36 + 1° C in 100 ml doppelkonzentrierter Lactose-
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Pepton-Bouillon inkubiert (in 1000 ml H.0 wurden folgende Stoffe geldst und
autoklaviert: 34 g Pepton aus Kasein (tryptisch verdaut), 6 g Pepton aus Sojamehl
(papainisch verdaut), 10 g NaCl, pH 7,2 £ 0,1). 50 ml dieser Bakteriensuspension
wurden in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen transferiert und 10 min bei 4500
Umdrehungen zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 5 ml
99% Ethanol resuspendiert. Nach 5 min Fixationszeit wurden 5 ml PBS (pH 7,4)
hinzugefigt und die Suspension bei —20 °C bis zur weiteren Verarbeitung
aufbewabhrt.

Zur Untersuchung auf Salmonellen und Yersinien wurde jeweils 10l fixierte
Probensuspension auf ein  Objekttragerfeld  aufgetragen, tber  der
Bunsenbrennerflamme vorsichtig getrocknet und eine Fluoreszenz in situ-
Hybridisierung wie unter 2.6 beschrieben durchgefuhrt. Die Formamidkonzentration
fir SAL544 betrug 10, fir YER1243 30% und fir EBAC1790 40%.

2.6 Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (FISH)

Biofilmproben (im  Habitat exponierte  Objekttrager oder  hitzefixierte
sedimentbedeckte Polycarbonatfilterstiicke mit 47 mm Durchmesser) wurden mit 2 %
(w/v) Magermilchpulver (Oxoid, Wesel) in PBS (pH 7,4) Uberschichtet und in einer
feuchten Kammer 45 min lang bei 46° C vorhybridisiert, um die unspezifische
Bindung der Oligonukleotidsonden zu blockieren. Hitze- oder ethanolfixierte
Bakteriensuspensionen wurden hingegen direkt auf einen 10-Felder Objekttrager
aufgetragen (10 pl pro Feld) und dber der Bunsenbrennerflamme vorsichtig
getrocknet. Anschliel3end wurden die Objekttrager, nicht aber die Filterstiicke, jeweils
3 min in einer aufsteigenden Ethanolreihe von 50 %, 80 % und 96 % Konzentration
bei Raumtemperatur dehydriert. Jeweils 9 ul Hybridisierpuffer (0,9 M NaCl, 20 mM
Tris-HCI (pH 8.0), 0.01% SDS, Formamidkonzentration fiir jedes Oligonukleotid in
Tab. 2) wurden mit 1 pl 8 uM Oligonukleotidvorratslésung (Sonden am 5'-Ende mit
Cy3 markiert, synthetisiert von MWG-Biotech, Ebersberg) gemischt und
anschlieRend auf ein Objekttragerfeld aufgetragen (Kalmbach et al., 1997). Fir die
Filterhybridisierung eines typischen Filterstlicks (geachtelter Polycarbonatfilter mit 47
mm Durchmesser, auf Glasobjekttrager immobilisiert) wurde das Gesamtvolumen der
Hybridisierlosung von 10 pl auf 20 pl erhoht. Die Hybridisierung erfolgte fur
Glasobjekttrager und Filterstiicke jeweils in einer feuchten Kammer bei 46°C fir

mindestens 90 min und maximal 12 h. AnschlieRend wurden nicht gebundene
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Oligonukleotidsonden durch 20-minttiges Inkubieren in auf 46°C vorgewarmten
Waschpuffer entfernt. Die Zusammensetzung des Waschpuffers bestand aus 20 mM
Tris-HCI, 0.01% (w/v) SDS, die NaCl-Konzentration wurde in Abhangigkeit von der
Formamidkonzentration im Hybridisierungpuffer unter Verwendung von folgender
Gleichung berechnet:

NaCl [mM] = 1000 x (2 Formamid [ x 0.1y =1

Nach vorsichtigem Abwaschen in doppelt destiliertem H,O wurde das
Probenmaterial getrocknet und 5 min mit DAPI (1 pg/ml) im Dunkeln bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem Abwaschen in doppelt destilliertem H,O
wurde getrocknet und STZ Antibleichmittel fir die Fluoreszenzmikroskopie
aufgetragen. Nach Auflegen eines Deckglaschens wurde das Praparat in einem
Axioplan-Fluoreszenzmikroskop (Zeiss,  Oberkochen) mit 50 Watt
Quecksilberdampflampe bei 1000-facher VergroRerung durch das
Olimmersionsobjektiv betrachtet. Folgende Filtersatze wurden verwendet: Zeiss
Filtersatz Nr. 2 fur DAPI (Anregung 365 nm; Strahlenteiler 395; Langpassfilter 420
nm), Nr. 9 fur Fluorescein (Anregung 450-490 nm; Strahlenteiler 510 nm;
Langpassfilter 520 nm), Nr. 15 fir TRITC (Anregung 546 nm; Strahlenteiler 580 nm;
Langpassfilter 590 nm) und HQ Filter F41-007 (AF Analysentechnik, Tubingen) fur
Cy3—markierte Sonden (Anregung 530-545 nm; Strahlenteiler 565 nm; Bandpassfilter
610-675 nm).

Zur Quantifizierung wurden die Bakterienzellzahlen in mindestens 15 zufallig
ausgewahlten mikroskopischen Feldern (Gesichtsfeld bei 1000-facher Vergréf3erung:
r = 125um) bestimmt und anschlieend arithmetischer Mittelwert und
Standardabweichung unter Verwendung des Programmes StarCalc (Sun
Microsystems) ermittelt. Die Aufzeichnung von Digitalbildern auf Datentrager wurde
mit einer Sony 3CCD-Camera und dem KS300 Digitalbildanalysesystem (Kontron
AG, Eching) durchgefuhrt. Der prozentuale Anteil der einzelnen phylogenetischen
Gruppen an der bakteriellen Gesamtzellzahl wurde auf die Zahl der mit Sonde

EUB338 markierbaren Bakterien im gleichen Praparat bezogen.

2.7 Polymerase Kettenreaktion (PCR) und Restriktionsfragmentlangen-
polymorphismus (RFLP)
Ausgewahlte Isolate, die zu in situ dominanten phylogenetischen Gruppen gehdrten,

wurden bis zur sichtbaren Tribung der Nahrlésung in 10 ml R2A-Bouillon
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(Zusammensetzung wie R2A-Medium unter 2.1.2., allerdings ohne Agarzugabe) bei
9° C inkubiert. Nach Zentrifugation fur 10 min bei 4500 Umdrehungen wurde der
Uberstand verworfen und das Pellet in 1 ml sterilfiltriertem hochreinem aqua ad
injectabilia resuspendiert. Die Suspension wurde einem zweimaligen Frier-Tau-
Zyklus unterworfen (Einfrieren bei —70° C und anschlieBendes Erhitzen fir 5 min bei
96 ° C), um genomische DNA fur die Amplifikation des 16S rRNA-Genes freizusetzen.
5 pl von jeder Probe wurden nun jeweils zu einem PCR-Mastermix folgender

Zusammensetzung gegeben:

50u 10-fach Promega PCR-Puffer (15 mM Mg++)

0,5ul Promega Thermus aquaticus - Polymerase (5000 U/ml)
1,0 Promega dNTPs (10 mM)

1,0 Forward Primer (10 puM), synthetisiert von MWG-Biotech
1,0 Reverse Primer (10 uM), synthetisiert von MWG-Biotech
355 u H20

Tab. 1 Verwendete PCR - Primer

Primer Spezifitat rRNA - Sequenz (5°- 3) Referenz
Position*
27F Domane Bacteria 16S AGAGTTTGATCMTGGCTCAG Lane,
(27-46) 1991
1492R Domane Bacteria 16S GGYTACCTTGTTACGACTT Lane,
(1492-1510) 1991
BONEG95FW Bl - Subgruppe 16S CGGYAGAGGGGGATGGAATTIese
der Proteobak- (695-715) Arbeit
terien
BONE1413RW Bl - Subgruppe 16S CTGGCAGAACCCGCTCCCATDiese
der Proteobak- (1413-1432) Arbeit
terien

°E. coli— Nummerierung (Brosius et al., 1981)
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Die PCR wurde in einem Perkin-Elmer Thermocycler Gene Amp 9700 mit

Deckelheizung unter Benutzung der folgenden Temperaturprofile durchgefihrt:

a) Primerpaar 27F-1492R:

Initiale Denaturierung 3 min bei 94 ° C, dann 35 Zyklen mit 1,5 min Denaturierung bei
94° C, 1,5 min Primeranlagerung bei 50° C, 2 min Kettenverlangerung bei 72° C. Zum
Schlufd noch einmal 10 min bei 72° C.

b) Primerpaar 695FW-1413RW:

Initiale Denaturierung 3 min bei 94 ° C, dann 38 Zyklen mit 1,5 min Denaturierung bei
94° C, 1 min Primeranlagerung bei 55° C, 1,5 min Kettenverlangerung bei 72° C. Zum
Schlufd noch einmal 10 min bei 72° C.

Anschliel3end wurde das jeweilige PCR-Amplicon mit dem Restriktionsenzym Haelll
(Erkennungssequenz 5'-GG | CC-3') geschnitten. Dazu wurden jeweils 10 pl PCR-

Amplicon direkt ohne Aufreinigung in folgenden Haelll-Mastermix eingesetzt:

7,3 u H20

2,0 10-fach Promega Restriktionspuffer
0,2 ul BSA (10 pg / pl)

0,5ul Haelll-Restriktionsenzym (Promega)

Nach einer 2-stiindigen Inkubation bei 37° C wurden jeweils 20 pl des geschnittenen
Amplikons pro Geltasche in einem Agarosegel (2 % w/v Agarose in 1 x TAE-Puffer
(Zusammensetzung: 4,84 g Tris-Base, 1142 pl Essigsaure, 2 ml 0,5 M EDTA pH 8,0;
mit H,O auffillen auf 2000 ml)) bei 150 V fur 1 h Gber 10 cm Laufstrecke aufgetrennt.
Das Gel wurde fir 20 min in einer Ethidiumbromidlésung (0,5 pg/ml) gefarbt und

anschlieend auf einem UV-Leuchtschirm fotografiert.
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2.8 Selektion und Charakterisierung von Biofilmisolaten

Die Biofilme wurden von der jeweiligen Unterlage mit einem sterilen Schaber, bzw.
(bei stark unregelmaliger Oberflache) mit einer Zahnbirste abgeschabt und in
sterilfiltriertem PBS (pH 7,4) resuspendiert. Jeweils 100 ul der Suspension wurden
auf 100-fach verdinntem R2A-Agar (angesetzt mit autoklaviertem Wasser und
Feinschlamm aus der Hohle) ausplattiert und fur mindestens 10 Tage bei der
Habitattemperatur von 9° C inkubiert. Zufallig ausgewahlte Kolonien wurden dann auf
konventionelle R2A-Platten Gberimpft und nach 2 Kultivierungspassagen mit Sonden

fur die in situ dominanten phylogenetischen Gruppen untersucht.

Um eine moglichst hohe Speziesdiversitat zu gewahrleisten wurden auch Proben bei
20°C und auf unverdinntem R2A-Agar inkubiert und insgesamt 20 dieser so
gewonnen Isolate mittels FISH grob charakterisiert. Dartber hinaus wurden 11
morphologisch auffallige Kolonien bei 100-facher VergroRerung unter dem Mikroskop
mit Hilfe einer an einem Mikromanipulator befestigten Glaskapillare vereinzelt.
Insgesamt wurden 340 Isolate mittels FISH charakterisiert, davon wurden 198
verworfen, weil sie keiner in situ vertretenen Gruppe angehorten, oder weil sich
bereits identische Spezies in der Isolatsammlung befanden. 142 Isolate wurden
mittels Gefriertrocknung archiviert und ausgewahlte Isolate zur Sequenzierung
eingesandt.

Archivierte Isolate wurden auf biochemische Eigenschaften untersucht. Folgende

biochemischen Tests wurden durchgefihrt:

a) Test auf Oxidasereaktion
Mit einer Impfése wurde eine Kolonie vom Agar abgetragen und auf einem Bactident
Oxidase (Merck, Darmstadt) Teststreifen verrieben. Eine violette Verfarbung wurde

als positive Reaktion gewertet.

b) Test auf Katalasereaktion
Am Rand einer Agarplatte wurde ein kleiner Tropfen einer 3 %
Wasserstoffperoxidlosung auf eine Kolonie getropft. Ein kurzes Aufschaumen wurde

als positive Reaktion gewertet.
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c) Test auf Nitratreduktion

Zu 10 ml R2A-Bouillon wurde 2 mg KNO3 gegeben. In dieser Nahrlosung wurde das
fragliche Isolat bei 9° C mindestens 4 Tage bebritet. AnschlieRend wurden 350 pl
Griess-Reagens (Merck) zugegeben. Eine Rotfarbung zeigte das Auftreten von Nitrit
und damit die Reduktion des Nitrates bis zur Stufe des Nitrits an. Bei Ausbleiben der
Verfarbung wurde etwas Zinkstaub zugegeben. Eine daraufhin eintretende
Rotfarbung wurde als nicht erfolgte bakterielle Nitratreduktion interpretiert
(Nitratreduktion erst durch Zinkstaub), eine ausbleibende Farbreaktion hingegen als

bakterielle Nitratreduktion Uber die Stufe des Nitrit hinaus.

d) Indolbildung aus Tryptophan

0,1 g Tryptophan wurde zu 10 ml R2A-Bouillon gegeben. Das fragliche Isolat wurde
in dieser Lésung mindesten 4 Tage bei 9° C bebritet. AnschlieRend wurden einige
Tropfen Kovacs-Reagenz zugegeben. Eine Rotfarbung wurde als positive

Indolreaktion gewertet.

e) API 20 NE

Alle zu sequenzierenden Isolate mit positiver Oxidasereaktion wurden mit einem API
20 NE Testkit (bioMérieux, Nurtingen) gemald der Vorschrift des Herstellers einer
biochemischen Identifikation unterworfen. Die Auswertung erfolgte mit dem MS-
DOS-Programm Apilab unter Verwendung des numerischen

Identifikationsschliissels.

2.9 Vergleichende Sequenzanalyse und Sondendesign

Vollstdndige 16S rRNA-Gen-Sequenzen ausgewahlter Isolate wurden von Yves
Neitzel (Arbeitsgruppe Prof. Szewzyk, TU-Berlin) im Rahmen des DFG-
Gesamtprojektes bestimmt und unserer Arbeitsgruppe zur Verfigung gestellt. Die
Sequenzen wurden in das rRNA-Sequenzanalyseprogramm ARB (Software fur das
Betriebssystem Linux, erhéltlich im World-Wide-Web unter folgender Adresse:
http://www.biol.chemie.tu-muenchen.de/pub/ARB) importiert und mittels des ARB
Sequenzeditors (Neighbour Joining Methode) ein Sequenzalignment berechnet. Uber
das Ribosomal Database Project (RDP, WWW-Adresse:
http://mww.cme.msu.edu/rdp/html/index.html) wurden 16S rRNA - Sequenzen bereits

bekannter Organismen importiert, die Ahnlichkeit der 16S rRNA-Gensequenzen der
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Wulfbachisolate mittels ARB verglichen und die nachsten Verwandten und ihre
prozentuale Sequenzédhnlichkeit bestimmt. Die 16S rRNA-Gensequenzen dieser
bereits bekannten Organismen wurden zusammen mit den Wulfbachisolatsequenzen
in einem phylogenetischen Stammbaum dargestellt.

Mit Hilfe des ARB EDIT Programmteils wurden aus den gegebenen 16S rRNA-
Gensequenzen Oligonukleotidsonden fur bestimmte phylogenetische Gruppen bis
hinab zur Speziesebene berechnet, um die in situ-Bedeutsamkeit dieser Organismen
in den Biofilmen mittels FISH Uberprifen zu kénnen (Tab. 2).

Die Sonden wurden dann von MWG-Biotech (Ebersberg) synthetisiert und dabei am

5'-Ende mit dem Indocarbocyanin Cy3 markiert.
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Tab. 2 Verwendete Oligonukleotide fur FISH

Pr ot eobakt eri en

Sonde Spezifitat Zielposition Sequenz %]FA Literatur
(5-3) n situP
EUB338 |Domane Bacteria 16S (338-355) GCT GCC TCC 0 Amann et
CGT AGG AGT al., 1990
EUB2490 Domane Bacteria 23S (2490-2507) GAC ATC GAG 20 Diese
GTG CCA AAC Arbeit
EUB879 |Domane Bacteri a, 16S (879-894) CGT ACT CCC 20 Bohnert
einige  Archaea CAG GCG G et al.,
2001
ARC915 |Domaéane Archaea 16S (915-934) GTG CTC CCC 40 Stahl et
CGC CAATTC al., 1991
CT
EUK516 |Domane Eukarya 18S (502-516) ACC AGACTT 40 Amann et
GCCCTCC al., 1995
NB129 Nicht-bindende 23S (129-147) GTG TGA CGA Bohnert
Negativkontroll- GTC ACACTG et al.,
sonde G 2001
ALF1b o-Subklasse der 16S (19-35) CGT TCG YTC 30 Manz et
Proteobakterien , TGA GCC AG aI., 1992
einige  Gram-
positive
BET42a B-Subklasse der 23S (1027-1043) GCC TTC CCA 40° Manz et
Pr ot eobakt eri en CTTCGTTT aI., 1992
GAM42a \y-Subklasse der 23S (1027-1043) GCC TTC CCA 40° Manz et
Pr ot eobakt eri en CATCGTTT al., 1992
SRB385 |5-Subklasse der 16S (385-402) CGG CGT CGQ 40 Amann et
Pr ot eobakt eri en TGC GTC AGG al., 1990
CF319a [Cyt ophaga- 16S (319-336) TGG TCC GTG 40 Manz et
FI avobact eri um TCT CAG TAC al., 1996
Cluster
LGC2043 |Gram-positive mit 23S (2043-2061) CTT TCC GTC 30 Bohnert
niedrigem G+C DNA- CTG TCG CGG et al.,
Gehalt, ohne die 2001
meisten
C ostridi um sp.
HGC69a |Gram-positive mit 23S (1901-1918) TAT AGT TAC 40 Roller et
hohem G+C-DNA CAC CGC CGT al., 1994
Gehalt
BONE23a Bl_Subgruppe der 16S (663-679) GAA TTC CAT 40 /Amann et
Proteobakterien CCC CCTCT al., 1996
BTWO23a |[Kompetitor fir 16S (663-679) GAA TTC CAC 40 Amann et
BONE23a CCC CCTCT al., 1996
Ns01225 |Ammoniumoxidierer 16S (1225-1244) CGC CAT TGT 40 Mobarry
aus der B- ATT ACG TGT et al.,
Subklasse der GA 1996

Tabelle
fortgesetzt auf
nachster Seite
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Sonde Spezifitat Zielposition a Sequenz [%]FA [|Literatur
(5-3) in situP
PSM Pseudononas sp. 16S (440-454) CCT TCC TCC 40 Braun-
CAACTT Howland
et al.,
1993
PSE2034 |Pseudononas sp. 23S (2034-2051) AGC CGC GGA 40 Bohnert
TAC ACT GCA et al.,
2001
PFI1030 |Pseudonobnas 16S (1030-1046) CTG TCT CAA 30 Bohnert
fl uorescens - TGT TCC CG et al.,
Gruppe 2001
EBAC1790Ent er obact eri a- 23S (1790-1807) CGT GTT TGC 40 Bohnert
ceae ACA GTG CTG et al.,
2000
Eco543 |[Escherichia coli 23S (543-560) GCA GTC ACA 10 Diese
CGC CTA AGC Arbeit
SAL544 |Sal nonel | a sp. 23S (544-561) GCA GTC ACA 10 Diese
CAG GTA AAC Arbeit
Eco524  |Helferoligo fur 23S (524-541) TGC TCC CAC 10 Diese
SAL544 TGC TTG TAC Arbeit
Eco561 |Helferoligo fur 23S (561-578) CCATTATAC 10 Diese
SAL544 AAA AGG TAC Arbeit
YER1243 |Yersinia sp. 16S (1243-1263) GTT CGCTTC 30 Diese
ACT TTG TAT Arbeit
CTG
WB 'Waulfbachisolat- 16S (64-83) GTT GCC CCG 30 Diese
26,68,73 [cluster 26,68,73 CGC TGC CGT Arbeit
TC
WB72 \Wulfbachisolat 72 16S (449-470) CGT ATT AGG 30 Diese
GCA GAC CGT Arbeit
TTC G
WB139  |Wulfbachisolat 139 16S (998-1018) TAT CTC TAG 30 Diese
CGA CTT CCG Arbeit
TAC
ATX1577 |Bacillus ant hracis [23S (1577-1596) GGC ACCTTT 20 Diese
— cereus - Gruppe TAT CTC GCT Arbeit
AG
BAC1577 Bacillus subtilis 23S (1577-1597) GCA CCT CTC 20 Diese
- Gruppe ACC TCG CTA Arbeit
G
ART1254 |Art hr obact er sp. 16S (1254-1273) CAC CTC ACA 40 Diese
GTA TCG CAA Arbeit
CC

®E. coli -Nummerierung (Brosius et al., 1981)
®Prozent (viv) Formamid im in situ-Hybridisierungspuffer zur Diskriminierung gegen

nah verwandte Organismen (ermittelt fir Markierung mit Cy3)
°Nur giiltig, wenn ein Kompetitor verwendet wird.
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3. Ergebnisse

3.1 Mikrobiologische Untersuchung auf hygienisch relevante Mikroorganismen
in Wasserproben aus der Wulfbachquellhéhle

Von August 1998 bis August 2000 wurden die Koloniezahl bei 20° C und 36° C und
die E. coli-Konzentration am Eingang der Wulfbachquellhéhle und des Lochbrunnens
bestimmt Bei jeder Probenahme wurden die Wasserstande am Eingang der
Wulfbachquellhdhle notiert. Die Ergebnisse sind grafisch in Abb. 2-5 dargestellt. Die
mediane Konzentration an E. coli pro ml betrug beim Lochbrunnen 0,4 (minimal O;
maximal 4 E. coli pro ml) und bei der Wulfbachquelle 0,5 E. coli pro ml (minimal 0O;
maximal 48 E. coli pro ml). Von Mitte 1999 bis August 2000 wurde zudem auch die

Féakalstreptokokkenkonzentration bestimmt (Abb. 8).

Ab Januar 2000 wurden jeweils 100 ml Wasser nach erfolgreicher Testung der
Sonden SAL544 und YER1243 mittels FISH auf Salmonellen und Yersinien
untersucht. Wahrend YER1243 in den Vortests mit Referenzstdmmen sehr gute
Fluoreszenzsignale lieferte, konnten mit SAL544 nur recht schwache Signale
erhalten werden. Der Einsatz der beiden in unmittelbarer Nahe zu SAL544
bindenden unmarkierten Helferoligonukleotide Eco524 (5'-Ende) und Eco561 (3'-
Ende) entsprechend der Vorgehensweise von Fuchs et al. (2000) fuhrte jedoch zu
einer deutlichen Anhebung der Fluoreszenzintensitat.

Nur an einem Probenahmetermin, namlich am 15.7.2000, konnten im Wulfbach in
100 ml Wasserprobe Salmonellen nachgewiesen werden. An diesem Tag herrschte
extremer Niedrigwasserstand, obwohl es nach einer wochenlangen Trockenperiode
erstmals wieder heftig geregnet hatte. Das Wasser war schaumig getriibt. Genau zu
diesem Zeitpunkt konnte im Wulfbach mit 48 E. coli pro ml die bis dahin héchste
gemessene Konzentration dieser Fakalindikatoren gemessen werden.

100 ml des stark getriibten und leicht schaumigen Wassers wurden durch 47 mm
Polycarbonatfilter filtriert und die Filter mittels FISH untersucht. 72,8 % der mit Sytox
Green markierbaren planktonischen Zellen konnten mit EUB338 hybridisiert werden.
Die genaue phylogenetische Zusammensetzung ist Abb. 20 zu entnehmen. Es fallt
auf, dall wahrend des massiven Durchbruchs von Abwasser aus der Kolbinger
Klaranlage in den Wulfbach mehr als 50 % der EUB338-markierbaren Bakterien zur

Gruppe der Gram-positiven zu rechnen sind (darunter 36,5 % zur HGC-Gruppe), die
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ansonsten im System Uberhaupt keine Rolle spielten und erstmals auch mit ALF1b
(4,3 %) und CF319a (3 %) markierbare Bakterien nachweisbar sind.

Demgegenuber konnten am 15.7.2000 keine Yersinien detektiert werden. Nur am
18.6.2000 konnten in 100 ml Wasserprobe Yersinien nachgewiesen werden.

Bei der groRRen 2-tdgigen Beprobungstour am 1.5.1999 konnten weder mit
Chromocult Coliformen Agar noch mit Sonde Eco543 in einem der Zubringer in 10 ml
Wasserprobe E. coli nachgewiesen werden. Im Sologang und im Siphon 8b (Abb.
10) konnten jedoch in 10 ml Wasser nach Inkubation in R2A-Bouillon Yersinien mit
Sonde YER1243 detektiert werden.

In dem in Richtung Kolbinger Klaranlage ziehenden Siphon 8b konnten bei drei
Einzelbeprobungen gegentuber dem Hauptzubringer nur bei Niedrigwasserstand

(< -57 cm) signifikant hohere Fakalindikatorkonzentrationen gemessen werden.
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Mikrobiologische Einzelwerte von August 1998 bis August 2000

6000
5000
4000
3000
2000
1000

i l\
' ]\
/% '
7\ IR N
g%-g% d gl g e———a o Axe/S b
o I\ ™ © o I ™ ©
(@) — (@) (@) (@) — (@) (@)
0 0 0 0 0 0 0 0
(@) (@) (@) (@) (@) (@) (@) (@)

Abb. 2 Koloniezahl in 1 ml Wasser (Wulfbachquelle) bei 20° C

(gestrichelte Linie) und 36° C (durchgezogene Linie)
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Abb. 5 Wasserstand am Eingang der Wulfbachquellh6hle (cm unter

Hochststandsmarke)
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Mikrobiologische Parameter von November 1999 bis August 2000
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Abb. 6 Zahl der mit Sytox Green markierbaren Bakterien in Wasserproben am Eingang der
Wulfbachquelle (logarithmische Darstellung der Mittelwerte aus 15 mikroskopischen Feldern)
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Abb. 7 EUB338-Cy3 markierte Bakterien pro mg Trockensediment in Schlammproben aus dem ersten
Siphon der Wulfbachquellhéhle (Mittelwerte aus jeweils 15 mikroskopischen Feldern)
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Abb. 8 E. coli (durchgehende Linie) und Fakalstreptokokken (gestrichelte Linie) pro ml Wasser in der
Wulfbachquellhéhle (logarithmische Darstellung der Einzelwerte)

Abb. 9 Wasserstand in cm unter Hochststandsmarke am Eingang der Wulfbachquellhéhle
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Abb. 10 Lage der Wulfbachquellhdhle innerhalb des Einzugsgebietes.
Die Probenahmestellen sind mit kursiven Buchstaben dargestellt:
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WBS8b Siphon 8b
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Abb. 11 E. coli pro ml Wasserprobe im Hauptzubringer (S8) und im Nebenzubringer (S8b)
der Wulfbachquellhéhle an drei verschiedenen Probenahmeterminen.

In Klammern ist der zugehorige Wasserstand am Eingang der Quellhéhle vermerkt.

3.2 Wasserchemische Untersuchung

Die wasserchemische Beprobung der verschiedenen Zubringer ergab erhohte
Natrium-, Kalium- und Nitrateintrdge im Bereich von Siphon 8b (WBS8b) und erhéhte
Werte fur Nitrat und Phosphat im Bereich des Sologanges (WBSG) (Tab. 3).

Bei drei Einzelbeprobungsterminen am Eingang der Wulfbachquellhdhle zeigte sich
ein Trend zu einer Konzentrationsabnahme von Na®, K', CI" und NOs3 mit
zunehmender Schittung (Abb. 12).

Der im Quellwasser geloste organische Kohlenstoff (DOC) bewegte sich im

Untersuchungszeitraum zwischen 0,6 und 0,9 mg/l.
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Abb. 12 Konzentration von Na*, K*,CI"und NOs - lonen in mg/l am Eingang der
Wulfbachquellhéhle an drei verschiedenen Probennahmeterminen und zugehdriger

Wasserstand (W) in cm unter Hochststandsmarke.

Tab. 3 Wasserchemische Untersuchungsergebnisse der grolien Beprobungs-

kampagne in den hinteren Bereichen der Wulfbachquellhéhle vom 1.5.1999

Alle Werte in mg/I

Entnahmeort* Na K Ca Mg NH 4 NQ NQ SO PQ Cl

WBOQ (0) 41 0,8 100 3,9 <0,1 <0,01 12,6 22,9 <0,1 13,7
WBS8b(800) 53 24 94 25 <0,1 <0,01 22,8 21,2 <0,1 13,2
WBHG (2600) 3,5 0,5 90 4,5 <0,1 <0,01 11,6 21,6 <0,1 13,0
WBBW (3000) 3,6 0,5 100 4,5 <0,1 <0,01 11,6 21,2 <0,1 13,3
WBLT (3900) 2,7 0,5 90 3,0 <0,1 <0,01 13,1 18,0 <0,1 12,3
WBSG (4300) 3,0 0,8 8 3,7 <0,1 <0,01 16,9 21,5 0,4 13,4
WBHB (4210) 3,8 0,5 90 4,7 <0,1 <0,01 8,4 20,2 <0,1 12,9

*in Klammern steht die Entfernung in Metern zum Eingang der Quellhéhle
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3.3 Bestimmung von Gesamtzellzahl, Lebendzellzahl und Kultivierbarkeit von
Bakterien in den Wasserproben und Biofilmen

Fur die Bestimmung der Gesamtzellzahl in Wasserproben wurde zuerst die
Standardmethode, namlich die Markierung der Bakterien mittels DAPI auf der
Membranfilteroberflache nach Filtration von 100 ml Wasservolumen angewandt.
Bereits nach kurzer Zeit stellte sich jedoch heraus, dal3 dieser Nukleinsduremarker
fur das in diesem Fall vorhandene Karstgrundwasser nicht besonders gut geeignet
war. Zum einen erwies sich DAPI als relativ kontrastarm im Vergleich zu in diesem
Wellenlangenbereich ebenfalls fluoreszierenden Kalkpartikeln, zum anderen kam es
zu unspezifischer Bindung an Sedimentpartikel. Aus diesem Grunde waren auch
DAPI-markierte Bakterien auf kinstlich exponierten Glasobjekttragern nur sehr
schwer von der Umgebung abgrenzbar. Versuche, mit anderen klassischen
Nukleinsauremarkern wie Ethidiumbromid, Propidiumiodid oder Acridinorange eine
Verbesserung des Signal-Rausch-Abstandes zu erreichen, waren ebenfalls nicht von
Erfolg gekront.

Wesentlich bessere Ergebnisse konnten mit dem Einsatz des im Grinbereich
emittierenden Nukleinsauremarkers Sytox Green erreicht werden, so dal ab
November 1999 eine erfolgreiche Bestimmung der Gesamtzellzahl in der
Wasserphase (Abb. 6) und der Zelldichte auf den Glasobjekttragern (Tab. 4) erreicht
werden konnte. Zwischen 12,5 % und 36,4 % der auf den Glasobjekttragern mit
Sytox Green markierten Bakterien konnten mit dem Lebendmarker FDA angefarbt

werden.

Tab. 4 Zelldichte auf im Wulfbach exponierten Glasobjekttragern,

bestimmt mit Sytox Green als Mittelwert aus jeweils 15 Feldern

Expositionsdauer Mittlere Zellzahl / Wasserstand bei
cm? (£ 5) Entnahme (cm)
06.06.1999 - 16.10.1999 8,2 (+ 3,6) x 10* -68
16.10.1999 - 30.11.1999 1,8 (+0,2) x 10° -71
30.11.1999 - 16.01.2000 2,9 (+ 0,9) x 10* -50
16.01.2000 - 13.02.2000 4,9 (+ 1,6) x 10* -36
04.03.2000 - 19.03.2000 25 (+ 2,6) x 10> " -14
19.03.2000 - 16.04.2000 1,2 (+0,7) x 10* -44

" s nicht interpretierbar, da s > X
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Die Kultivierbarkeit der planktonischen Bakterien am Quellmund (gemessen als
Koloniezahl nach Inkubation bei 20°C auf Koloniezahlagar gemal Deutsche
Einheitsverfahren) schwankte im Untersuchungszeitraum November 1999 bis August
2000 zwischen 0,1 % und 6,7 % der mittels Sytox Green markierbaren Zellen.
Zwischen 0,7 % und 1,2 % der Sytox Green - markierten Zellen konnten mit dem

Lebendmarker FDA angeféarbt werden.

3.4 Bestimmung der in situ dominanten phylogenetischen Gruppen in den
Biofilmen auf kinstlichen und natirlichen Aufwuchsflachen in der
Wulfbachquellhéhle

Die Untersuchung der Biofilmbildung begann im August 1998 mit der Exposition von
Glassobjekttragern an mehreren Stellen im unterirdischen Bachlauf. Nach 2-16
Wochen wurden diese Objekttrager jeweils entnommen, mit Formaldehyd fixiert und
anschlieRend im Labor mit rRNA-gerichteten Sonden fir die Subklassen der
Proteobakterien untersucht. Es zeigte sich jedoch, dald die Cy-3 markierten Sonden
unspezifisch an auf der Glasoberflache befindliche Partikel banden, wodurch es zu
einer starken Verschlechterung des Signal-Rausch-Verhaltnisses kam. Ebenso kam
es zu einer unspezifischen Bindung von DAPI an die auf der Glasoberflache
befindlichen Partikel. Dadurch waren weder eine Quantifizierung der
Bakteriengesamtzellzahl, noch eine Charakterisierung der phylogenetischen
Gruppen mdoglich. Ein Ausweichen auf Sytox Green anstelle von DAPI brachte hier,
wie bereits unter 3.3 beschrieben, eine deutliche Verbesserung des Signal-Rausch-
Verhéltnisses (Abb. 23). Eine Direkthybridisierung von Bakterien auf den
Kalksteinoberflachen erwies sich aufgrund der starken Autofluoreszenz und ebenfalls
auftretender unspezifischer Bindung als unmdglich. Parallel zu diesen
Untersuchungen wurden Glasobjekttréager im Lochbrunnen bei Unterdigisheim, in der
Falkensteiner Hohle bei Urach und im Blautopf bei Blaubeuren exponiert, um
festzustellen, ob die Probleme mit der in situ-Hybridisierung von Karstbiofilmen nur
auf die Wulfbachquellhéhle beschrankt waren. Einzig in der Falkensteiner Hohle
waren gute Ergebnisse mit in situ-Hybridisierung mdglich. Es zeigte sich hier, dal3
etwa 2/3 der Bakterien zur 3-Subklasse und 1/3 zur y-Subklasse der Proteobakterien
zu rechnen war. Die Grinde fur die bessere Hybridisierbarkeit der Biofilme aus der

Falkensteiner H6hle sind bisher nicht bekannt.
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Die Direktuntersuchung von Kalksteinoberflachen aus der Wulfbachquellhéhle mit
FDA brachte schlieBlich positive Ergebnisse und zeigte, dal3 die natirlichen
Oberflachen mit metabolisch aktiven Bakterien besiedelt waren (Mittelwerte 3,3 (s
1,5) x 10* = 1,2 (s + 0,6) x 10> Zellen/cm?).

Insofern stellte sich klar heraus, dal3 die schlechte Hybridisierbarkeit der bakteriellen
Biofilme nicht in erster Linie auf metabolische Inaktivitit der Bakterien
zurtckzufihren war, sondern auf unspezifische Wechselwirkungen der Matrix mit
den Cy3-markierten Sonden.

Es wurde nun versucht, mittels klassischer cytologischer Methoden durch Blockieren
der Fehlbindung die unspezifische Hintergrundmarkierung zu verringern. Dazu wurde
eine Vorhybridisierung der Glasobjekttrager mit einem 10-fachen UberschuBB an
unmarkierten  non-EUB-Oligonukleotiden  bzw. mit  ultraschallbehandelter
Kalbsthymus-DNA benutzt. Nachdem diese Vorbehandlung sich als ergebnislos
erwies, wurden weitere klassische Blockadelésungen wie Denhardt's Solution
(Anderson et al., 1988), Heparin-Natrium 25000 i.E./ml (Ratiopharm, Ulm), 2 % (w/v)
Rinderserumalbumin  und Magermilch  getestet. Wahrend Heparin und
Rinderserumalbumin keinen sichtbaren Effekt zeigten und Denhardt's Solution die
unspezifische Bindung nur leicht verringerte, fuhrte eine 2 % Lésung von
Magermilchpulver in PBS (pH 7,4) zu sehr guten Ergebnissen. Nach einer 45—
minutigen Vorhybridisierung mit diesem Puffer bei 46°C wurde der Hintergrund
drastisch verringert (Bohnert et al., 2001).

Auf einem vom 16.10.-30.11.1999 exponierten Glasobjekttrager konnten mit dieser
Methode erstmals auch die phylogenetischen Gruppen in einem Biofilm aus dem 1.
Siphon der Wulfbachquellhéhle charakterisiert werden.

Es zeigte sich, dal3 die B-Subklasse der Proteobakterien 53 % und die y-Subklasse
21 % der mit der eubakteriellen Sonde EUB338 hybridisierbaren Bakterien
ausmachten. In einem vom 16.01.-13.02.2000 exponierten Objekttrager waren es
dann bei zunehmender Schittung 24 % (3- und 45 % y-Proteobakterien (Abb. 13).
Allerdings entsprach die mittlere Zellzahl der auf den kunstlichen Aufwuchsflachen
mit Sytox Green markierbaren Bakterien (5,7 x 10* Zellen/cm?) in einem
mikroskopischen Gesichtsfeld von 250 pm Durchmesser (Vergré3erung x1000)
gerade einmal noch 28 Zellen. Obwohl dies fur die Zuordnung zu einer
phylogenetischen Hauptgruppe ausreichte, erschien die Identifikation der Bakterien

bis zur Speziesebene aus statistischen Grinden als wenig erfolgversprechend.
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Zudem stellte sich die Frage nach einer Vergleichbarkeit des Besiedelungsspektrums
von kunstlichen mit nattrlichen Oberflachen.

Auf der Suche nach dichter besiedelten natirlichen Oberflachen wurde das Interesse
auf die im unterirdischen FluRBbett ubiquitdr vorhandenen Sedimente gelenkt. Zum
einen erwiesen sich die Sedimente im Gegensatz zu den Kalksteinoberflachen als
relativ wenig autofluoreszent, zum anderen bot die gro3e Oberflache der kleinen
Sedimentpartikel den Bakterien eine gute Mdoglichkeit zur Biofilmbildung. Bei der
genauen optischen Inspektion der natirlichen, wie auch kinstlich exponierten
Oberflachen fiel immer wieder auf, dal3 auf der eigentlichen Oberflache ein dinner
Sedimentiiberzug zu finden war. Dieser Uberzug wurde allerdings durch das
Untertauchen der Objekttrager in der Fixierlésung in der Regel heruntergewaschen.
Zudem zeigte sich bei Hochwasserausbriichen, daf3 sich im durch Sedimentpartikel
stark getribten Wasser mittels FDA etliche metabolisch aktive Bakterien nachweisen
lieen. Daher lag die ldee nahe, die mobilen Biofilme auf den Sedimentpartikeln
einmal mit FISH zu untersuchen. Leider versagte die Methode initial komplett.
Daraufhin wurden etliche FISH-Optimierungsprotokolle erprobt, von denen sich
folgendes als hervorragend geeignet erwies: mittels einer aus der
Koloniehybridisierung bekannten Hitzefixierung von durch Polycarbonatfiltern
filtrierter Schlammsuspension (80° C fur 20 min) in Kombination mit dem bewahrten
Vorhybridisierungsprotokoll (Magermilch in PBS) lie3 sich die Detektionsrate
dramatisch steigern (Bohnert et al., 2001).

Erstmals in einer Schlammprobe vom 04.03.2000 (Hochwasserperiode) konnten nun
bei dramatisch verbessertem Signal-Rausch-Verhéltnis die Bakterien phylogenetisch
charakterisiert werden (siehe Abb. 13). Es ergab sich folgende Verteilung: (-
Subklasse der Proteobakterien 35 % der EUB338-markierten Bakterien (davon 65 %
B1-Subgruppe), 65,8 % y-Subklasse (davon 58 % Pseudomonas fluorescens-
Subgruppe). Durch die Bestimmung des Trockengewichtes der auf dem Filter
befindlichen Sedimente konnte festgestellt werden, daR 6,1 x 10° der mit EUB338
markierbaren Bakterien pro mg trockenem Sediment vorhanden waren. Das
entspricht in diesem konkreten Fall 430 Zellen pro Gesichtsfeld bei 1000-facher
VergroRerung — mehr als ausreichend fir eine exakte Auswertung bis auf
Speziesebene.

Bei kontinuierlich ricklaufiger Schittung nahm nun auch die Zahl der im Sediment

mittels EUB338 hybridisierbaren Zellen ab, bis am 27.05.2000 ein Minimum von nur
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noch 7 x 10% Bakterien pro mg Trockengewicht erreicht war (Abb. 7). Mit
abnehmender Schiittung konnte zudem eine Verschiebung des Keimspektrums hin

zur B-Subklasse der Proteobakterien beobachtet werden (Abb. 13).
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Abb. 13 Prozentualer Anteil (Mittelwerte aus 15 Gesichtsfeldern) der 3 (B) - und y (G) -Subklasse der
Proteobakterien an den mit der Sonde EUB338 durch FISH markierbaren Zellen an vier
verschiedenen Probenahmeterminen und dazugehoriger Wasserstand (W) in cm unter
Hochststandsmarke am Eingang der Wulfbachquellhéhle.

Bei den am 30.11.1999 und 13.02.2000 entnommenen Proben handelt es sich um Biofilme auf
Glasobjekttragern (exponiert vom 16.10.-30.11.1999 bzw. 16.01.-13.02.2000), bei den am 04.03.2000
und 16.04.2000 entnommenen Proben um Biofilme auf Schlammpartikeln. Alle Proben stammen aus
dem 1. Siphon der Wulfbachquellhthle.

Die Schlammsuspension vom 16.04.2000 aus dem 1. Siphon der Hoéhle (erste
Unterwasserpassage, ca. 40 m vom Eingang entfernt) erwies sich mit immer noch
2,7 x 10° Zellen/mg Trockenschlamm als hervorragend geeignet fiir eine umfassende
Analyse des phylogenetischen Spektrums, zumal mittlerweile speziesspezifische

Sonden angefertigt worden waren.

Die phylogenetischen Gruppen in den Sedimenten konnten nun mittels FISH
charakterisiert werden (Abb. 22), davon 87,7 % bis zu einer subgruppenspezifischen
Hierarchieebene und 52 % bis auf Speziesebene (alle Angaben beziehen sich auf
die Zahl der mit EUB338 zu markierenden Zellen, da aufgrund der unspezifischen

Adharenz an die Sedimente keine Gegenfarbung mit DAPI oder Sytox Green mdglich
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war, vergl. Abb. 21). Mit 59,2 % der Bakterien stellte die B-Subklasse der
Proteobakterien nun klar den Hauptanteil, wahrend die y-Subklasse immerhin noch
29,4 % ausmachte (Abb. 17). Die weitere Untergliederung der B-Subklasse zeigte
eine leichte Dominanz der B1-Subgruppe (34,8 %, Abb. 18). Nachdem die 16S rRNA-
Gene einiger Isolate sequenziert worden waren und auch entsprechende
clusterspezifische bzw. speziesspezifische Sonden angefertigt worden waren, ergab
sich folgendes Bild: 24,3 % der Bakterien konnten mit der Sonde fur die zur
Oxalobactergruppe gehérenden Isolate 26, 68 und 73 markiert werden. Zusammen
mit den BONE23a - markierten Bakterien (B1-Subgruppe) sind damit fast 100 % der
B-Proteobakterien mit subgruppenspezifischen Sonden erfal3t worden.

Auf  Speziesebene klaffen noch einige Liucken. Wéahrend 63 % der [1-
Proteobakterien von nur einer Spezies (Isolat 139) ausgemacht werden, vertreten
Isolat 26, 68 und 73 innerhalb ihres Clusters nur 47 % der mit Sonde WB26,68,73
markierten Bakterien aus der Oxalobactergruppe, wobei Isolat 73 in situ deutlich
dominiert (Abb. 19),.

Fast alle der y-Proteobakterien konnten mit der neuentwickelten Sonde PSE2034
(28,6 %) und der Kontrollsonde PSMg (31,2 %) der Gruppe der Pseudomonaden
zugeordnet werden, davon waren immerhin 74 % mit der Sonde Pfl1030 in die
Pseudomonas fluorescens Gruppe zu stellen.

Die Detektionschwelle der Nachweismethode wurde mit der Cy3-markierten
Negativkontrollsonde NB129 ermittelt, sie lag bei 0,5 % der mit EUB338 markierten
Bakterien. In den Schlammproben konnten dartber hinaus mit den Standardsonden
ALF1b, SRB385, CF319a, HGC69a (Tab. 2) und der neuen Sonde LGC2043 (Gram-
positive mit niedrigem G+C-DNA-Gehalt), sowie der Ammoniumoxidierersonde
Ns01225, der Archaeasonde ARC915 und der Eukaryontensonde EUK516 keine

Zellzahlen oberhalb der Detektionsschwelle ermittelt werden.

Eine Untersuchung von Schlammproben aus dem Lochbrunnen ergab eine &hnliche
phylogenetische Verteilung. 22,9 % der EUB338-markierten Zellen waren hierbei am
21.04.2000 der B- und 23,9 % der y-Subklasse der Proteobakterien zuzuordnen.
Allerdings konnten zudem 11,9 % der Bakterien mit der Sonde LGC2043 markiert
werden. Mit 66 % der y-Proteobakterien stellte auch hier die Pseudomonas

fluorescens -Gruppe den grof3ten Anteil an den Pseudomonaden.
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50 % der auf 100-fach verdinntem R2A-Agar bei 9° C kultivierten Biofilmisolate vom
30.11.1999 aus der Wulfbachquelle gehoérten der y-Subklasse der Proteobakterien
an (davon sind alle Mitglieder der Pseudomonas fluorescens - Gruppe) und
immerhin 21 % konnten an diesem Datum in situ nachgewiesen werden.
Demgegenuber zeigte sich klar die schlechtere Kultivierbarkeit der [3-Subklasse der
Proteobakterien. Wahrend diese am 30.11.1999 in situ 53 % der EUB338-markierten
Bakterien ausmachen, sind sie im 100-fach verdiinnten R2A-Medium (9° C) mit nur 8
% vertreten (Tab. 5). Ein Extremfall ist das zur B1-Subgruppe gehérende Isolat 139.
Dieses machte in situ am 16.4.2000 immerhin 21,9 % der hybridisierbaren Zellen
aus, war jedoch in der 100-fach verdinnten R2A-Kultur (9°C) gleichen
Probenahmedatums nur mit einem Anteil von 1,4 % vertreten (Daten aus einer (31-
Proteobakterien-Screeningreihe mit 140 zuféllig ausgewahlten Einzelkolonien aus
einer Biofilmsuspension vom 16.04.2000). Obwohl das klassische R2A-Medium nach
Reasoner und Geldreich (1985) eine Inkubation von Umweltkeimen bei 20° C fur 10
Tage vorsieht, wurde die Inkubationstemperatur der Habitattemperatur von 9°C
angepaldt und die Nahrstoffkonzentration um das 100-fache erniedrigt, was sich als
gunstig erwies, da in Kultivierungsvorversuchen bei 20°C im R2A-Vollmedium
hauptsachlich die in situ unbedeutenden gram-positiven Keime (LGC- wie auch
HGC-Gruppe) sowie Acinetobacter anzutreffen waren.

Insgesamt wurden 340 Isolate mittels FISH-Sonden untersucht, davon wurden 142
Isolate dauerhaft mittels Gefriertrocknung archiviert und die 16S rRNA-Gene der in
Abb. 30 gezeigten Isolate von Yves Neitzel (Arbeitsgruppe Prof. Szewzyk) komplett
sequenziert. Zusatzlich wurden insgesamt 4 morphologisch durch Bildung von
langen Bakterienketten auffallige Isolate mit dem Mikromanipulator auf R2A-Agar
Uberimpft und partiell sequenziert. Zwei der Isolate konnten als Bacillus subtilis
(Isolat 48 und 63), die anderen beiden als Bacillus cereus (Isolat 43 und 44)
identifiziert werden. In situ konnten allerdings in den mobilen Biofilmen der
Wulfbachquellhdhle weder mit Sonde LGC2043 ( Gram-positive mit niedrigem G+C-
DNA Gehalt) noch mit den Sonden ATX1577 (Bacillus anthracis - cereus - Gruppe)
und BAC1577 (Bacillus subtilis - Gruppe) Zellzahlen oberhalb der

Detektionsschwelle gefunden werden.
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Tab. 5 Phylogenetische Zugehdorigkeit von Einzelkolonien (n = 60) nach
Kultivierung eines von einem Glasobjekttrager (exponiert von
16.10.1999 - 30.11.1999 in Siphon 1 der Wulfbachquellhdhle) auf
100-fach verdiinnten R2A — Agar transferierten und fiir 10 Tage bei 9°C

inkubierten Biofilms. Alle Einzelkolonien wurden zuféllig ausgewahlt.

Sonde Zahl der markierten Anteil in %  Anteil im
R2A-Isolate Biofilm

direkt (%)
BET42a 5 8 53
GAM42 30* 50 24
CF319a 18 30 <0,5
HG69a 6 10 <0,5
nicht identifiziert 1 2

* davon alle mit Sonde Pfl1030 markierbar

Ein besonderes Problem stellte die Gewinnung von Reinkulturen der p-Subklasse
der Proteobakterien dar, da diese Organismen, wie bereits oben dargestellt,
entgegen ihrer in situ-Abundanz selbst auf habitatoptimiertem R2A-Medium eine
recht geringe Isolationsfrequenz aufwiesen. Einzelkolonien dieser phylogenetischen
Gruppe waren zudem oft sehr stark verunreinigt und es bedurfte aufwendiger
Uberimpfungsvorgange unter standiger Sondenkontrolle, um die Isolate anzureichern
und Daten fir die rDNA-Sequenzierung zu gewinnen. Um diesen langwierigen
Vorgang fur die in situ bedeutsame [(1-Subgruppe der Proteobakterien zu
beschleunigen, wurde das spezifische Primerpaar BONE695FW-BONE1413RW
verwendet, das ein ca. 760 bp langes Fragment innerhalb des 16S rRNA-Genes
bereits in einer noch verunreinigten Mischkultur mittels PCR amplifizieren konnte.
Uber Haelll - Restriktionsspaltung konnte dann initial eine grobe phylogenetische

Einordnung getroffen werden.



Abb. 14 PCR verschiedener noch unreiner Zwischenkulturen mit (1-
Proteobakterienspezifischem Primerpaar BONE695FW-1413RW und anschlieBende
Restriktionsspaltung mit Haelll.

In Spur 3 und 4 konnte Wulfbachisolat 139 bereits in einer frihen Phase aufgrund
seiner spezifischen 220 und 310 bp grof3en Restriktionsbanden als Mitglied der
Rhodoferax fermentans — Gruppe identifiziert werden, was sich spater durch die 16S
rDNA-Sequenzierung bestétigen lie3. Als Marker wurde in Spur 7 die 100 bp DNA-
Leiter (Promega) verwendet.

Falls es sich um noch nicht angetroffene Bandenmuster handelte, wurden die

betreffenden

Isolate der Sequenzierung zugefuhrt, um spezies- oder

clusterspezifische Sonden fiur FISH entwerfen zu kénnen.
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Abb. 15

\

-
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L)

Abb. 16

Spuren von links nach rechts (identische Belegung fur Abb. 15 und 16):

1
2)
3)
4)
5)
6)

Isolat 140 (leicht verunreinigt)
Isolat 139

Isolat 73

Isolat 72

Isolat 68

Isolat 26

7) Ralstonia pickettii ATCC 49129
8) 100bp DNA — Leiter (Promega)

Abb.15: ca. 1500 bp groRe rDNA-Banden nach PCR einiger —Proteobakterien

aus der Wulfbachquelle mit universellen 16S rDNA Primern 27FW-
1492RW.

Abb. 16: Restriktionsspaltung der PCR-Amplicons aus Abb. 15 mit Haelll

Reinkulturen wurden unter Verwendung bereits vorhandener Sonden und nach

Haelll-Spaltung von mittels Primerpaar 27F und 1492R generierten PCR-Amplicons
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auf Reinheit und Ubereinstimmung mit bereits vorhandenen Bandenmustern gepriift
und anschlieRend das gesamte 16S rRNA-Gen noch nicht charakterisierter
Reinkulturen sequenziert.

Acht der sequenzierten Isolate besitzen 97 % oder weniger 16S rRNA-Ahnlichkeit mit
bereits in den 6ffentlichen Datenbanken vorhandenen Sequenzen und sind daher als
neue Spezies anzusprechen, davon sechs aus der -Subklasse der Proteobakterien,
ein Isolat aus der Cytophaga-Flavobakterium-Gruppe und ein Isolat aus der Gruppe
der Gram-positiven mit hohem G+C-DNA-Gehalt (Abb. 30).

37



angegebene Werte (%)
sind Mittelwerte Phylogenetische Hauptgruppen in Sedimenten aus
aus 15 mikroskopischen der Wulfbachquellhéhle (16.4.2000, 1. Siphon)

Feldern, bezogen auf

die Zahl der mit
5
11,2

EUB338 markierbaren
Bakterien im gleichen
Praparat.

n.i. = nicht identifiziert

Abb. 17

Phylogenetische Gruppen der mittleren
Hierarchieebene (Wulfbachquellhdhle 16.4.2000,
Sedimente aus 1. Siphon)

Abb. 18

Il BONE23a B Wwb26,68,73 [ PSE2034 (] ni

Artzusammensetzung (Wulfbachquellhdhle
16.4.2000, Sedimente aus 1. Siphon)

Abb. 19

0 wb26 M whes M wbh73 [ wb72 [ wb139 [ Pfl1030 [ n.i
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Phylogenetische Hauptgruppen in 100 ml
Wasserprobe aus dem Wulfbach (15.7.2000)

Abb. 20

BALF1b [l BET42a [l GAM42a [l SRB385 [ |CF319a [l LGC2043 [@ HGC69a [ In.i.

Abb. 21

DAPI-markierte
Schlammsuspension aus
dem 1. Siphon der
Waulfbachquellhdhle
(16.04.2000) mit
schlechtem Signal-Rausch-
Verhdltnis durch un-
spezifische Adhérenz.des
DNA-Markers.

micrometer

Abb. 22

Identisches Gesichtsfeld
wie Abb. 21. FISH von
Bakterien mit der Cy3-
markierten Sonde
EUB338.

Geringer Hintergrund
nach Vorhybridisierung
mit PBS-gepufferter
Magermilch.

micrometer
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Abb. 23

Sytox Green-markierte
filamentférmige Bakterien
auf Glasobjekttrager

im 1. Siphon der
Wulfbachquellhthle
(exponiert vom
16.10.1999 -30.11.1999).

-
micrometer

Abb. 24
R2A-Reinkultur von
Woulfbachisolat 139
nach FISH mit der Cy3-
markierten Sonde
WB139.

micrometer

Abb. 25

Spezifisch durch FISH
mit der Cy3-markierten
Sonde SAL544 rot
angefarbte Salmonellen
und unspezifisch mit
DAPI blau angefarbte
Bakterien nach
Inkubation in Lactose-
Pepton-Bouillon
(Wulfbach 15.07.2000).

micrometer
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Abb. 26
FDA-Markierung von
biofilmbildenden
Bakterien auf

einer natirlichen
Kalksteinoberflache
(Wulfbachquellhéhle
04.03.2000).

micrometer
10.00

Abb. 27

Starker unspezifischer
Hintergrund nach FISH
von Schlammsuspension
mit der Cy3-markierten
Sonde EUB338 ohne
Vorhybridisierungslésung
(Lochbrunnen, Endsiphon
21.04.2000).

Abb. 28

Gleiches Praparat und
gleiche Sonde wie in
Abb. 27 aber nach
Vorhybridisierung mit
Magermilch.

micrometer

micrometer
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Cytophaga-Flavobakterien

Chryseobacterium meningosepticum
_':‘l Flavobacterium paraogurij
Myroides odoratus

Flavobacterium saccharophifum
Flavobacterium hydatis
Wuba46
Flavobacterium pectinovorum
Flavobacterium flevense

Flavobacterium johnsoniae
Flexibacter aurantiacus

Flavobacterium johnsoniae

Flavobacterium psychrophilum
Flavobacterium columnare

Gram-positive mit
hohem C+G-DNA-Gehalt

Wubad7
Renibacterium salmoninarum
Arthrobacter globiformis
Arthrobacter ramosus
Arthrobacter pascens
Arthrobacter oxydans
Arthrobacter ureafaciens
Arthrobacter nicotinovorans
Arthrobacter aurescens
Arthrobacter sulfureus
Wuba49
Arthrobacter protophormiae
Micrococcus luteus
Wubas7

Wuba45
Acinetobacter baumannii

Acinetobacter junii
Acinetobacter radioresistens

=

v —Proteobakterien

—

Acinetobacter lwoffii
Wubat6
Wuba25
Wuba3s
Wuba14
Acinetobacter haemolyticus
Acinetobacter johnsonii
Acinetobacter calcoaceticus
Pseudomonas stutzeri
Pseudomonas mendocina
Pseudomonas putida
Pseudomonas fluorescens
Wuba22
Wuba30

Escherichia coli

Burkholderia norimbergensis
Burkholderia cepacia
Duganella zoogloeoides
Duganella zoogloeoides
Janthinobacterium lividum
str.10_40, str PUS1040
str.Berin1, unnamed organism

—

Wuba26
Wubab8
Wuba73

Telluria mixta

Pseudomonas lemoignei

Oxalobacter formigenes
Ralstonia picketlii
Rhodocyclus tenuis
Comamonas lestosteroni
Hydrogenophaga pseudoflava

_[_:Rhodoferax fermentans
A

Wuba139
quaspirillum delicatum

Polaromonas vacuolata
E AJ224987
Wuba72
Roseateles depolymerans
Aquabacterium parvum
Aquabacterium commune
Aquabacterium citratiphilum
ldeonella dechloratans
Leptothrix mobilis
Leptothrix discophora

Rubrivivax gelatinosus

Alcaligenes latus

3.10

Abb. 30 Phylogenetische Einordnung

Wuba70
Telluria chitinolytica

Herbaspirillum seropedicae

f—Proteobakterien

der Isolate aus der

Wulfbachquellhéhle (Prefix ,Wuba“) anhand der von Yves Neitzel ermittelten 16S
rDNA -Sequenzen. Der Mal3stab reprasentiert 10 % Sequenzunterschied
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Tab. 6 Morphologische und metabolische Eigenschaften der im Biofilm vom
16.04.2000 in situ dominanten R2A-Isolate (Schlammsuspension aus dem 1. Siphon
der Wulfbachquellhdhle)

Isolat Pseudomonas Neues Neues Neues
fluorescens B-Proteo- B-Proteo- [-Proteo-
(Wuba22, bakterium bakterium bakterium
Wuba30) Wuba72 Wuba73 Wubal39
Anteil im 21,7 1,6 5,2 21,9
Sedimentbiofilm (%)
Nachster Verwandter Pseudomonas Polaromonas Janthino- Aquaspirillum
laut 16S rDNA - fluorescens vacuolata bacterium delicatum
Sequenzierung (98,1) (93,2) lividum (96,6)
(Ahnlichkeit in %) (95,7)
Koloniemorphologie klein, rund klein, rund grof3, klein, rund
schleimig,
oval
Pigmentbildung weil3 weil3 feuerrot gelbbraun
Oxidasereaktion + + + +
Katalasereaktion + + + +
Indolreaktion - - - -
Nitratreduktion tber NO2 tber NO2 tber NO2 uber NO
hinaus hinaus hinaus hinaus
APl 20 NE — Resultat Pseudomonas unakzep- Flavobac- unakzep-
(Wahrscheinlichkeit fluorescens tierbares Profil  terium  tierbares Profil
in %) (99) meningo-
septicum
(99,8)
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Bindungsstelle fur Sonde WB139 (E. coli - Position 998 - 1018)

33-c AT G €C CcTT € AGC G AT C TC T A T -05"

Ausschnitt-
vergrolkerung

Abb. 31 Hypothetische Sekundarstruktur der 16S rRNA von Wulfbachisolat 139,
berechnet mit dem Programm RNA-Draw
(erhaltlich unter http://mango.mef.ki.se/ ole/rnadraw/rnadraw.html)
auf Basis der von Yves Neitzel ermittelten 16S rDNA-Sequenz
mit AusschnittvergréfRerung der Bindungsstelle von Sonde WB139.



4. Diskussion

4.1 Karstwasserhygienische Relevanz der Mel3daten

Im Fall der Wulfbachquellhéhle lassen sich anthropogene Einflisse wie
Siedlungswirtschaft aber auch Landwirtschaft anhand wasserchemischer und
mikrobiologischer Parameter gut nachzuvollziehen. Durch das Vorhandensein von
gut entwickelten KarstabfluRbahnen im Bereich der Kolbinger Berghalbinsel und die
heterogene Nutzung der Karstoberflache im Einzugsgebiet Gberrascht es nicht, dal3
die verschiedenen Zubringer innerhalb der Quellhéhle unterschiedlich stark mit
Féakalindikatoren belastet sind. Aufgrund der sehr schwierigen
Probenahmeverhaltnisse im hinteren Bereich der Quellhdhle &3t sich hier nur eine
Momentaufnahme der Bedingungen am 01.05.1999 erheben.

Allerdings zeigt sich hierbei eine klare Tendenz zu hdheren Nitrat- und
Kaliumkonzentrationen in den Zubringern innerhalb der Ho6hle, die auf
Siedlungsgebiete zulaufen (Abb. 10). So konnten im Sologang (Verlauf Richtung
Renquishausen, Nitrat 16,9 mg/l) und im Siphon 8b (Verlauf Richtung Kolbingen,
Nitrat 22,8 mg/l) deutlich hohere Nitratwerte als am Eingang der Quellhéhle
gemessen werden. Durch diese zwei bedeutenden Zubringer, die zusammen etwa
ein Drittel der Gesamtwasserfihrung ausmachen, steigt der Nitratgehalt von 8,4 mg/I
am tagfernsten Punkt des Hauptganges (4210 m vom Eingang entfernt) bis auf 12,6
mg/l am Quellmund an.

Zum Zeitpunkt der Probennahme in den hinteren Bereichen herrschte relativ hoher
Wasserstand, so dal3 in dem untersuchten Volumen (10 ml) in allen Zubringern
offensichtlich durch ausgepragte Verdinnungseffekte keinerlei E. coli nachweisbar
waren und zwar weder mit Chromocult Coliformen Agar noch mit Sonde Eco543. Im
Sologang und Siphon 8b fanden sich jedoch nach Inkubation von 10 ml Wasserprobe
in R2A-Bouillon mit der Sonde YER1243 Yersinien. Da diese Sonde nur Yersinia sp.
sensu stricto und nicht die phylogenetisch nahe verwandten und in aquatischen
Habitaten haufig anzutreffenden Rahnella sp. detektiert, ist dies ein interessanter
Befund. Die hygienische Wertigkeit einiger bisher als apathogen aufgefasster
Yersinien, wie z.B. Yersinia intermedia, die auch im Grundwasser hin und wieder
nachweisbar sind, ist allerdings Uberhaupt nicht klar. Trotzdem ist die klare
Assoziation von Yersinien mit den zwei laut Wasserchemie am starksten durch

anthropogene Einflisse belasteten Karstwasserzubringern bemerkenswert.
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Die bei jeder der drei wasserchemischen Beprobungen nachweisbare starkere
Belastung des Siphon 8b gegeniber dem Hauptzubringer a8t sich bei
Normalwasserstand (>= -57 cm) mikrobiologisch nicht fassen (Abb. 11). Bei diesen
Verhaltnissen war sogar die Konzentration von E . coli im Hauptzubringer hoher als
die von Siphon 8b, der auf das Kolbinger Siedlungsgebiet zulduft. Dies ist mit grol3er
Wahrscheinlichkeit bedingt durch die anthropogene Belastung des bereits relativ weit
im Einzugsgebiet liegenden Sologanges der in Richtung der Gemeinde
Renquishausen verlauft (Abb. 10). Alle anderen tagfernen Zubringer, vor allem der
Hauptzubringer am Hahnenbergversturz, sind demgegeniber relativ gering belastet.
Nur bei extremem Niedrigwasserstand (-70 cm am 23.07.2000) konnte im Siphon 8b
gegenuber dem Hauptzubringer (gemessen am Probenahmepunkt S8) eine etwa 3-
fach hohere E. coli - Konzentration gemessen werden (Abb. 11).

Der Vergleich der E. coli - Konzentrationen im Karstwasser von Wulfbachquelle und
Lochbrunnen zeigt zudem klar, dal3 es in Abhangigkeit von der Quellschittung tber
das Jahr hinweg zu teilweise dramatischen Schwankungen der Keimfracht kommit.
Dies ist aul3erst typisch fir ein gut entwickeltes Karstgebiet, das auf Niederschlage
innerhalb weniger Stunden bis Tage mit einer Mobilisierung von Keimen reagieren
kann. Daraus ergibt sich auch ganz klar, daf3 eine Nutzung von Karstquellwasser fur
den menschlichen Gebrauch bei anthropogener Nutzung des Einzugsgebietes im
Regelfall ohne eine entsprechende Aufbereitung nicht erfolgen kann.

Legt man die mikrobiologischen Grenzwerte der Trinkwasserverordnung (in 100 ml
Wasser keine coliformen Keime nachweisbar und Koloniezahl bei 20 und 36° C < 100
/ ml), so sind von insgesamt 34 Proben aus der Wulfbachquelle nur drei der Proben
mikrobiologisch nicht zu beanstanden, im Falle des Lochbrunnens wirde von 27
Proben sogar nur eine den Anforderungen der Trinkwasserverordnung gerecht. Das
Wasser des Wulfbachs darf als fakal &hnlich stark belastet gelten, denn der Median
der E. coli - Konzentration war im Untersuchungszeitraum ungefahr gleich hoch wie
im Lochbrunnen (0,5 versus 0,4 E. coli pro ml). Allerdings ist die Schwankungsbreite
beim Wulfbach (0-48 (!) E. coli pro ml) deutlich héher als beim Lochbrunnen (0-3 E.
coli pro ml). Hier scheint sich die unterschiedliche Nutzungsart der Einzugsgebiete
(Siedlungsabwasser im Wulfbacheinzugsgebiet versus rein landwirtschaftliche
Nutzung im Lochbrunneneinzugsgebiet) wiederzuspiegeln. Betrachtet man die
grafische Darstellung der Fakalindikatorkonzentration beider Karstquellen (Abb. 3

und Abb. 4) in Abhangigkeit vom Wasserstand am Eingang der Wulfbachquellhéhle
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(Abb. 5), so stellt man fest, dal3 sich im Wulfbach eher bei niedriger Schittung und
im Lochbrunnen eher bei hoherer Schittung ein Trend zu hohen
Féakalindikatorkonzentrationen zeigt. Auch die wasserchemischen Parameter des
Wulfbachs deuten in diese Richtung (Abb. 12). Interpretieren kann man diesen Trend
wohl so, dal3 die im Wulfbacheinzugsgebiet mehr oder weniger kontinuierlich
versickerten Siedlungsabwasser mit zunehmender Schittung des Hauptzubringers
weitgehend verdinnt werden, wahrend der Lochbrunnen mit der klassischen
Mobilisierung von Uberwiegend durch landwirtschaftliche Nutzung eingetragenen
Keimen im Takt der Schittung reagiert. Extreme Niederschlage wirken sich beim
Waulfbach besonders dramatisch aus, da dann die Uberlaufe der im Einzugsgebiet
befindlichen Klaranlagen gedffnet werden missen.

Bei der Beprobung der Wulfbachquellhohle am 15.07.2000 gelang es, den
kurzfristigen Durchbruch stark fakal belasteten Wassers in das Hauptsystem
nachzuweisen. Nach wochenlanger Trockenheit im Juni 2000 war es im Juli 2000 zu
starken Gewittern gekommen. Bei noch extrem niedrigem Wasserstand an der
Wulfbachquelle und damit auf3erst geringer Verdlinnung gelangten offensichtlich
Siedlungsabwéasser aus dem Uberlauf der ortlichen Klaranlage in den Untergrund,
was bereits an Geruch und Trubung des Wasser deutlich erkennbar war. Wahrend
unter normalen Umstanden im Wulfbach Uberwiegend Bakterien der (- und y-
Subklasse der Proteobakterien nachweisbar sind, kam es nun zu einer dramatischen
Verschiebung des phylogenetischen Spektrums. Mehr als 50 % der Keime im
Karstwasser lieRen sich nun der Gruppe der Gram-positiven zuordnen, dazu auch
erstmals Bakterien der Cytophaga-Flavobacterium Gruppe und der a-Subklasse der
Proteobakterien. Erstmals im Verlauf des Jahres 2000 konnten in 100 ml Wasser mit
der Sonde SAL544 auch Salmonellen nachgewiesen werden. In diesem
Zusammenhang zeigt sich, dal’ das Indikatorprinzip sich hier gut bewahrt hat, denn
der Nachweis von obligat pathogenen Organismen ging Hand in Hand mit einem
starken Anstieg der klassischen Indikatorkeime E. coli (48 pro ml) und
Féakalstreptokokken (6 pro ml). Bei der im Untersuchungszeitraum zweithdchsten
Fakalindikatorkonzentration (17.05.2000: 12 E. coli pro ml und 4 Fakalstreptokokken
pro ml) waren demgegeniber in 100 ml Wasser noch keine Salmonellen
nachweisbar.

Am Beispiel der Salmonellen und Yersinien konnte klar gezeigt werden, dafd der

Nachweis von hygienisch relevanten Mitgliedern aus der Familie Enterobacteriaceae
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durch eine Kombination aus kulturellem Anreicherungsschritt und nachfolgender
Identifikation mittels FISH eine potente Alternative zur klassischen, ausschlie3lich auf
Kultivierung und biochemische Identifizierung gestitzten, Nachweismethode ist.

Der gro3te Vorteil liegt in der enormen Zeitersparnis (maximal 1,5 Tage statt
maximal 5 Tage) und der hohen Spezifitdt der Diagnostik begriindet.

Obwohl fir diese Arbeit auch eine E. coli - Sonde angefertigt wurde, wurde flr den
Nachweis dieser Féakalindikatoren Uberwiegend der Chromocult Coliformen Agar
verwendet, da sich zeigte, dal} dieses Verfahren genauso schnell wie FISH und
handhabungsmaliig einfacher durchfuhrbar ist. Dies liegt aber darin begriindet, dal3
fur E. coli mit der B-Glukuronidasereaktion ein hochspezifisches, an eine
Farbreaktion gekoppeltes, Nachweisverfahren vorliegt, dal3 fir viele andere
Mikroorganismen in dieser Form nicht existiert. Die E. coli - Sonde spielte ihre
Vorteile allerdings bei der Untersuchung von vorangereicherten und fixierten
Wasserproben aus, da die auf 1 ml Volumen reduzierten Proben auch noch nach
einer Archivierung von Monaten oder im Extremfall gar noch nach Jahren auf E. coli

untersucht werden konnten.

4.2 In situ-Detektion der biofiimbildenden Mikroorganismen im Karstaquifer

4.2.1 Optimierung der FISH-Technik fir Karstgrundwasserbiofilme

Wahrend die konventionelle wasserhygienische Beprobung der Wulfbachquelle ohne
groBere Probleme durchfuhrbar war, bereitete die in situ-Detektion der
Mikroorganismen in Wasserproben und Biofilmen anfangs groéf3te Schwierigkeiten.
Durch  den Einsatz des  wesentlich kontrastreicheren und sehr
nukleinsaurespezifischen Sytox Green an Stelle von DAPI konnte zumindest eine
ungestorte Bestimmung der Gesamtzellzahl in den Wasserproben und auch der
Zelldichte auf den kinstlich exponierten Glasobjekttragern erfolgen. Als viel
schwieriger erwies sich hingegen sowohl die Bestimmung der Zelldichte, als auch die
phylogenetische Charakterisierung der biofilmbildenden Mikroorganismen auf den
natlrlichen Oberflachen. In den methodischen Schwierigkeiten liegt wohl auch die
Tatsache begriindet, daf3 bisher keine einzige Abhandlung tUber die phylogenetische
Detektion von Mikroorganismen in Karstwasserbiofilmen mittels FISH in den

Literaturdatenbanken zu finden war.
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Bisher wurden Uberwiegend zwei Faktoren fiir das Versagen der FISH-Technik in
Umweltproben verantwortlich gemacht: zum einen eine recht geringe metabolische
Aktivitdt in den oftmals sehr nahrstoffarmen Habitaten mit konsekutiver
Herrunterregulierung der Ribosomenzahl und zum anderen eine schlechte
Permeabilitéat der bakteriellen Zellwand von gram-positiven Keimen (Amann et al.,
1995).

Fur beide Probleme wurden in der Vergangenheit mehrfach Ldsungsansatze
entwickelt.

Lee, et al. (1993) setzten mehrere fluoreszenzmarkierte Sonden identischer
Spezifitat gleichzeitig in einem Hybridisierungsansatz ein, was zu einer signifikanten
Steigerung der FISH-Detektionsrate fuhrte.

Ouverney et al. (1997) inkubierten Bakterien mit Chloramphenicol unter der
Vorstellung einer Verminderung des rRNA-Abbaus bei weiterlaufender rRNA-
Synthese und fanden eine signifikante Erhéhung der FISH-Detektionsrate.

Eine andere Mdglichkeit liegt in der Inkubation von Umweltproben in R2A-Medium
unter Gyrasehemmerschutz (z.B. Kalmbach et al., 1997). Durch die Hemmung der
Zellvermehrung bei ansonsten weitgehend ungestortem Metabolismus kann
einerseits die Verwertung bestimmter Substrate durch die Bakterien in Form eines
Elongationsassays (die Lange von Bakterien, die die angebotenen Substrate
verwerten kénnen nimmt dabei zu) Uberprift werden und andererseits eine
Steigerung der Stoffwechselrate mit nachfolgender Hochregulierung der
Ribosomenzahl erreicht werden. Der enge Zusammenhang zwischen Erhéhung des
Nahrstoffangebotes und Vermehrung der Ribosomenzahl konnte bisher allerdings
nur an wenigen Bakterien gezeigt werden (DelLong et al., 1989, Schaechter et al.,
1958). Leider kénnen Gyrasehemmer nur ein begrenztes Keimspektrum an der
Vermehrung hindern, weshalb Verzerrungen des in situ-Keimspektrum nicht
ausgeschlossen werden kénnen.

Im konkreten Fall der Wulfbachquelle wurden alle drei Protokolle im Rahmen der
Vorversuche ebenfalls getestet, allerdings ohne merklichen Effekt.

Gegen eine metabolische Inaktivierung der Bakterien im Wulfbach als primére
Ursache der geringen Detektionsrate spricht, dal3 die Markierung von zahlreichen
Bakterien auf den naturlichen Kalksteinoberflachen mit dem Vitalmarker FDA
(mittlere Zelldichte 3,3 (s + 1,5) x 10* = 1,2 (s + 0,6) x 10° Zellen/cm?) trotz des

auRRerst geringen DOC im Karstgrundwasser (0,6-0,9 mg/l) méglich war.
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Das Problem der mangelnden Zellwandpermeabiltdt gram-positiver Organismen ist
von einigen Autoren (z.B. Roller et al., 1994) Uber den Ersatz von Formaldehyd
durch Ethanol als Fixiermittel und durch die Vorbehandlung mit Lysozym bzw.
Detergentien verringert worden.

Auch in den Wulfbachproben wurde dieser alternative Vorbehandlungsschritt
eingesetzt, ohne allerdings eine deutliche Verbesserung der Detektionsrate zu
bewirken. Wie sich spéter zeigen sollte, waren gram-positive Keime am Aufbau der
Biofilme sowieso so gut wie nicht beteiligt.

Bald nach den initialen Fehlschlagen bei der in situ-Hybridisierung rickte jedoch
noch eine andere Mdoglichkeit in den Vordergrund, die in der Literatur bisher
offensichtlich noch nicht in Erwadgung gezogen wurde. Beim Vergleich der fir einige
Wochen im Karstwassersystem exponierten Glasobjekttrager vor und nach der
Hybridisierung fiel auf, dalR letztere im Cy3 - Filter des Fluoreszenzmikroskopes
einen deutlich rotorangen Hintergrund aufwiesen, der offensichtlich nicht auf
Autofluoreszenz der an der Oberflache anhaftenden Partikel sondern auf eine
unspezifische Bindung der Cy3-markierten Sonden zurtickzufihren war. Aus diesem
Grund fuhrte auch die Simultanhybridisierung mit mehreren eubakteriellen Sonden in
einem Feld (EUB338, EUB879 und EUB2490) nur zu einer Vermehrung des
unspezifischen Hintergrundes und nicht zu einer Steigerung der Nutzsignalintensitat.
Das Problem der unspezifischen Sondenbindung ist im Ubrigen nicht neu. Seit der
Nutzung von  Hybridisierungtechniken  fur die  Detektion  spezifischer
Nukleinsauresequenzen wird mit Blockadesubstanzen experimentiert, die diese
unspezifische Bindung hemmen sollen. Interessant ist nur, zu konstatieren, daf3 die
fur diesen Zweck empfohlenen Substanzen Heparin, BSA, und ultraschallzerkleinerte
Kalbsthymus-DNA (Anderson et al., 1988) in diesem Fall zu keiner und Denhardt’s
Solution (Anderson et al., 1988) nur zu einer leichten Reduktion der unspezifischen
Bindung fihrten. Demgegenitber konnte simple Magermilch den Hintergrund auf
dramatische Weise reduzieren. Bereits Ed Southern, der Erfinder des Southern Blot,
schreibt in diesem Zusammenhang 1994 bezeichnenderweise:

.ES ist bemerkenswert wie gut sich die urspringliche Technik gehalten hat, und
obwohl erhebliche Veranderungen vorgenommen wurden - wie etwa die Verwendung
von Nylonmembranen - paf3ten die meisten Weiterentwicklungen. Dazu gehdort

beispielsweise die Verwendung von billigen Papierhandtiichern anstelle von
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Chromatographiepapier fur das Hochsaugen der Transferlésung und Milchpulver
anstelle von Denhardt’s Reagenz zum Unterdricken des Hintergrundes “.

Daher ist es aufRerst verwunderlich, dal3 die Vorhybridisierung von bakteriellen
Biofilmen mit diesem potenten Agens vor der eigentlichen FISH bisher in der
Literatur keinen Platz gefunden hat.

Es ist bisher nicht ganz klar, ob die unspezifische Bindung der Cy3-markierten
Sonden eher auf das Oligonukleotid oder das Fluorochrom zurlckzufihren ist. Da
jedoch Blockade-DNA, die normalerweise Oligonukleotidfehlbindungen an kinstliche
Oberflachen deutlich reduziert (Anderson et al., 1988), in diesem Fall Gberhaupt
keinen Effekt zeigte, lal3t sich zumindest indirekt schliel3en, da? das Cy3 in einem
hohen Mal3e fur die Fehlbindungen verantwortlich sein muf3. Dies steht auch im
Einklang mit den Ergebnissen einer Studie von Urdea et al. (1988), die
herausfanden, dal3 die Sensitivitat von fluoreszenzmarkierten Oligonukleotidsonden
durch die unspezifische Bindung der Fluorochrome und nicht durch die der
Oligonukleotide limitiert wird.

Durch die Magermilchvorhybridisierung war es nun relativ einfach, die
phylogenetischen Hauptgruppen auf den Glasobjekttragern zu bestimmen. Wie auch
in anderen Biofilmen oligotropher Systeme (Kalmbach et al., 1997) zeigte sich, dal3
Vertreter der 3-Subklasse der Proteobakterien einen grof3en Anteil am Keimspektrum
hatten. Uberraschenderweise bildeten jedoch auch Bakterien aus der y-Subklasse
der Proteobakterien eine fast gleichgrolle Gruppe im Biofilm. Andere
phylogenetische Grof3gruppen wie gram-positive Bakterien, andere Subklassen der
Proteobakterien oder Mitglieder der Cytophaga-Flavobacterium - Gruppe fanden sich
nicht.

Die feinere phylogenetische Aufschlisselung der zwei in situ dominierenden
Subklassen der Proteobakterien stie3 jedoch an Grenzen, da die kinstlich
exponierten Glasoberflachen relativ gering besiedelt waren. Man muf3 sich vor Augen
halten, daR bei einer Besiedelungsdichte von immerhin noch etwa 2 x 10° Bakterien
pro cm? gerade einmal eine einzelne Zelle in einem 1000-fach vergréRerten
mikroskopischen Gesichtsfeld zu sehen ist. Da die Anzahl der falsch positiven
Objekte pro Gesichtsfeld (durch Autofluoreszenz bedingt) ebenfalls oft in dieser
GroRRenordnung liegt, ist spatestens hier das Detektionslimit der FISH-Technik
erreicht. In dicht besiedelten Biofilmen werden in der Literatur standardmafig oft

mindestens 1000 Zellen ausgezahlt, um eine fundierte statistische Basis fur die
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phylogenetische Analyse zu erhalten. Auf den hier exponierten Glasobjekttragern
waren jedoch pro mikroskopischem Gesichtsfeld selbst mit dem Nukleinsduremarker
Sytox Green im Mittel nur 28 Zellen zu detektieren, was bei einer Auswertung von 15
Feldern nur 420 Zellen entspricht. Im unglnstigsten Fall jedoch  (Exposition
04.03.2000 - 19.03.2000) konnten nur 1,2 Zellen pro Gesichtsfeld detektiert werden,
eine Zahl die bereits im Bereich der Detektionsschwelle liegt. Spatestens Im letzteren
Fall war also eine phylogenetische Analyse nicht mehr moglich.

Ein weiteres Problem liegt in der Tatsache begriindet, dal3 sich in natirlichen
Systemen immer die Frage einer Vergleichbarkeit des Besiedelungsspektrums von
kinstlichen und natlrlichen Oberflachen stellt. Obwohl die Exposition von
kinstlichen Oberflachen in aquatischen Systemen entsprechend der Studie von
Kalmbach et al. (1997) eine methodisch einfache und an sich wirkungsvolle
Moglichkeit zur  kultivierungsunabhangigen Charakterisierung der in  situ
bedeutsamen phylogenetischen Gruppen darstellt, kann eine deutliche Diskrepanz
zum Besiedelungsspektrum auf natirlichen Materialien niemals ausgeschlossen
werden. Im Berliner Trinkwasserrohrleitungssystem war das Problem weniger
dramatisch, weil hier sowieso nur kiinstliche Materialien als Anheftungsgrundlage fur
Bakterien aus der planktonischen Phase in Frage kamen und
Rohrleitungsmaterialien in Form von Kkleinen Coupons separat auf ihre
Besiedelungseigenschaften getestet werden konnten.

Vergleicht man die mittleren Besiedelungsdichten auf den Glasobjekttragern im
Berliner Trinkwassersystem (5,9 x 10° Zellen/cm® und im 1. Siphon der
Woulfbachquellhéhle (5,7 x 10* Zellen/cm?), so stellt man fest, daR die Besiedelung
im letzteren Fall um fast exakt eine Zehnerpotenz niedriger ist. Dies konnte auf den
deutlich geringeren DOC-Wert der Wulfbachquelle zuriickzufihren sein (Berliner
Trinkwasser 3,2-3,8 mg/l; Wulfbach 0,6-0,9 mg/l). U.U. spielt hier auch die niedrigere
Temperatur des Wulfbachs eine Rolle (Berliner Trinkwasser 9,4-15,6° C; Wulfbach
ganzjahrig 9,2 —9,6° C (Kass, 1992, S. 401).

Die einfache Ubertragung des Berliner Konzeptes auf die Wulfbachquellhohle stieR
also an Grenzen und das Interesse an der Besiedelung der natirlichen Oberflachen
rickte in den Vordergrund. Leider waren die in der Wulfbachquellhbhle am
augenscheinlichsten nattrlichen Oberflachen - némlich die Kalksteinwdnde des
Karstgerinnes - der FISH-Technik nicht zuganglich, da Kalkstein eine starke

Autofluoreszenz Uber fast das gesamte sichtbare Lichtspektrum besitzt. Im Rahmen
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dieser Arbeit war die einzig funktionierende Methode zum Direktnachweis von
Bakterien der Einsatz von FDA, der trotz starker Autofluoreszenz gelang, weil der
Signal-Rauschabstand extrem hoch war und damit die Autofluoreszenz Uberstrahlt
wurde. Aus primar nichtfluoreszierendem FDA wird namlich nur an den Orten, wo
spezifische Esteraseaktivitdt lebender Organismen vorkommt, durch Abspaltung
einer Acetatgruppe Fluorescein freigesetzt, im nicht von lebenden Organismen
besiedelten Zwischenraum kommt es hingegen zu keiner Signalbildung. Insofern ist
auch die unspezifische Bindung von FDA an Oberflachen ohne Bedeutung, da FDA
in die lebende Zelle eindringen muf3, um Uberhaupt in das fluoreszierende Agens
umgewandelt zu werden.

Zwar war die auf Kalkstein befindlichen Biofilme der phylogenetischen Analyse nicht
zuganglich, aber als Ausweg boten sich andere natirliche Oberflachen an: die im
Bachlauf reichlich vorhandenen Sedimente. Bei den als Uberzug an Wanden und
Boden des Hohlenganges befindlichen Ganges handelt es sich Uberwiegend um
unlésliche Rickstdnde aus dem Verkarstungsprozel3. Es zeigte sich, dal3 diese
Sedimente relativ wenig autofluoreszent waren. Zudem machte die grol3e Oberflache
der Sedimentpartikel sie zu idealen Kandidaten fir eine intensive Besiedelung.

Wider Erwarten brachte aber die Verwendung des far die
Glasobjekttragerhybridisierung optimierten Hybridisierungsprotokolles so gut wie
keine positiven Ergebnisse. Durch einen glucklichen Umstand kam es jedoch zu
einer dramatischen  Steigerung der  Detektionsrate: eine aus der
Mikrokoloniehybridisierung bekannte Hitzefixierung bei 80° C fur 20 min fuhrte auf
einmal zu exzellenten Signalen. Leider liegt der genaue Mechanismus, der zu dieser
Verbesserung gefuhrt hat, derzeit noch im Dunkeln. Wahrend eine primare
Formaldehyd- oder Ethanolfixierung und sogar eine konventionelle Hitzefixierung
tber der Bunsenbrennerflamme unbefriedigende Ergebnisse lieferten, konnten diese
Fixierungsmethoden als sekundérer Schritt nach der Hitzefixation bei 80°C die
Detektionsrate nicht mehr beeintréachtigen (Bohnert et al., 2001). Da wahrend der
nachfolgenden Untersuchungen in den mobilen Sedimentbiofilmen uberwiegend
gram-negative  Organismen  gefunden  wurden, scheint eine  simple
Permeabilisisierung der Zellwand fur die eingesetzten FISH-Sonden durch das neue
Fixationsprotokoll hier nicht die primare Rolle zu spielen. Dennoch lieRe sich an
dieser Stelle diskutieren, ob nicht eine von den in diesem oligotrophen Habitat

lebenden Biofilmbildnern produzierte extrapolymere Matrix eine Barriere fur die
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FISH-Sonden darstellt, die erst durch die Hitzevorbehandlung aufgelockert wird.
Denkbar ware auch, dafld durch die Hitzedenaturierung von ribosomalen Proteinen
oder ribosomaler RNA bei 80° C die Zuganglichkeit der ribosomalen Nukleinsauren
fur FISH-Sonden so sehr verbessert wird, daf3 die Zahl der effektiv fur die
Sondenbindung zur Verfigung stehenden Signatursequenzen erhéht wird.

Mit der Hitzefixation in Kombination mit der Magermilchvorhybridisierung ist es nun
erstmals mdoglich geworden, Einblick in die Zusammensetzung des bakteriellen

Artenspektrums natirlicher Biofilme in Karstaquiferen zu gewinnen.

4.2.2 Nachweis der in den Aquiferbiofilmen vorkommenden Arten

Entgegen der normalerweise gangigen Methode zur rRNA-gestitzten Identifikation
der in situ dominanten Bakterien eines Umwelthabitates (Extraktion von genomischer
DNA aus einer Umweltprobe, Amplifikation von 16S rDNA mittels PCR, Klonierung in
einen geeigneten Vektor und anschlieRendes Screening einer Klonbibliothek (z.B.
Chandler et al., 1997)) bestand die Strategie in dieser Arbeit in einer Kombination
von Kklassisch mikrobiologischen Kultivierungsverfahren und molekularen rRNA-
gestitzten Identifikationsverfahren.

Die Vorteile liegen klar auf der Hand: wahrend Klonierungsverfahren in der Regel
recht schnell zur Identifikation der in situ bedeutenden Organismen anhand ihrer 16S
rRNA - Sequenzen fuhren, gelingt es mit dieser Methode in der Regel nicht, diese
Bakterien auch in die Kultur zu bringen und ihre metabolischen Eigenschaften zu
charakterisieren.

Der alternative - in dieser Arbeit verwendete - Ansatz geht von einem parallelen
Screening sowohl der im Habitat in situ vorhandenen Bakterien als auch von
kultivierten Isolaten auf einem Nahrmedium aus, das das Wachstum eines mdglichst
breiten Spektrums von Umweltbakterien unterstitzt (z.B. R2A-Agar).

Man beginnt in diesem Fall in situ mit Sonden fir die phylogenetischen Gro3gruppen
und tastet sich schrittweise in der phylogenetischen Hierarchie weiter nach unten
voran. Sobald phylogenetisch bedeutsame Gruppen in situ charakterisiert sind,
Uberpruft man eine zuféallig ausgewahlte Isolatreihe nur noch mit Sonden fur diese
Gruppen. Isolate, die keiner in situ bedeutsamen Gruppe angehdren, werden
verworfen und nur potentiell bedeutsame Isolate archiviert und mit einem noch

feineren Sondensatz weiter untersucht. Auf diese Weise kompensiert man die durch



die Kultivierung entstandenen Verzerrungen im Artenspektrum. Nach mehreren
Runden engt sich das Spektrum immer mehr ein und es sollten sich am Ende nur

noch in situ dominante Isolate in der engeren Auswahl befinden.

1) Identifikation der phylogenetischen

=)
Hauptgruppen im Biofilm durch FISH — ?SDgOC) = %QCZ Qf
mit einem Inventar bereits vorhandener Sonden OOQ c-TST
(z.B. aus der Literatur).

2) Selektion relevanter Biofilmisolate ‘
durch FISH zufallig auf R2A-Agar
ausgewahlter Kolonien mit Sonden fir
in situ — dominate phylogenetische Gruppen.
Mit jeder neuen Runde werden die Sonden
zunehmend spezifischer (bis zum Erreichen der
Speziesebene).

3) rDNA-Sequenzierung ausgewahlter rR2A- ‘
Blofllmlsol-ate und- ,-Anfemgung cluster- gOgCTOgOCTCQC
oder speziesspezifischer
rRNA-gerichteter Sonden. I

4) FISH im Biofilm mit den neuentworfenen
R2A-Isolatspezifischen Sonden zur 2 e ST
Uberprifung des realen Anteils der R2A-Isolate Q@of%o i %;boo;
im bakteriellen Biofilm. I—

5) Verwerfen nicht relevanter Stéamme und O O
Konservieren der in situ — abundanten @ O
Stamme. O O

O O

Abb. 32: Strategie fur die Identifikation in situ —

dominanter Spezies mittels rRNA-Technologie
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Obwohl diese Methode recht elegant die Vorteile von konventioneller und
molekularer Mikrobiologie vereint, ist auch sie nicht ohne Nachteile. Die Kultivierung
von Bakterien auf R2A-Agar kann nur gelingen, wenn die fraglichen Organismen
einen heterotrophen und keinen obligat autotrophen Stoffwechsel besitzen.

Es konnte jedoch gezeigt werden, dal3 die im Wulfbach bis auf Speziesebene
identifizierten und in situ tatséchlich bedeutsamen Bakterien alle Uber einen
heterotrophen Stoffwechsel verfigen.

Des weiteren ist die Isolationsfrequenz von bestimmten in situ bedeutsamen
Umweltkeimen vor allem aus der B-Subklasse der Proteobakterien sehr gering, wie
das Wulfbachisolat 139 (Anteil in situ 21,9 %, Isolationsfrequenz 1,4 %) und das von
Kalmbach et al. (1997) aus Berliner Trinkwasserleitungsbiofiimen isolierte
Aquabacterium commune (Anteil in situ 34 %, Isolationsfrequenz 1 %) eindrucksvoll
belegen. Die Gewinnung einer Reinkultur ist entsprechend aufwendig, auch wenn im
Fall von Wulfbachisolat 139 durch eine PCR mit B1-Proteobakterienspezifischen
Primerpaaren die Gewinnung von speziesspezifischen Sequenzdaten deutlich
beschleunigt werden konnte.

Insgesamt konnten 87,7 % der im mobilen Biofilm mit der eubakteriellen Sonde
EUB338 detektierbaren Bakterien bis zu einer subgruppenspezifischen
Hierarchieebene und 52 % bis zu einer speziesspezifischen Hierarchieebene
identifiziert werden, was bedeutet, dal}3 auf Speziesebene noch ein paar Licken
klaffen. Wahrend 74 % der y-Proteobakterien erfolgreich als Mitglieder der
Pseudomonas fluorescens - Gruppe identifiziert werden konnten, kénnen die weil3en
Flecken primar im Bereich der B-Subklasse der Proteobakterien lokalisiert werden.
Unter Berucksichtigung aller gewonnenen FISH-Daten kann abgeschatzt werden,
daR noch ca. 11 % der nicht bis auf Speziesebene identifizierten Bakterien zur [31-
Subgruppe der Proteobakterien und immerhin noch etwa 18 % zu dem mit Sonde

WB26,68,73 markierten Cluster innerhalb der Oxalobacter - Gruppe zu rechnen sind.

Auch in den Schlammsuspensionen aus dem Lochbrunnen findet sich eine ahnliche
phylogenetische Zusammensetzung, wobei hier allerdings B- und y-Subklasse der
Proteobakterien nur knapp 50 % der hybridisierbaren Bakterien ausmachen und im
Gegensatz zum Wulfbach auch einige gram-positive Organismen mit niedrigem

G+C-DNA-Gehalt zu detektieren sind. Immerhin zeigt dies, daf3 das verwendete
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Fixierungsprotokoll auch fur FISH von gram-positiven Keimen offensichtlich gut
funktioniert.

AulRerdem deutet sich mit den FISH-Ergebnissen aus dem Lochbrunnen an, daf3 der
Trend zu einer starken Pseudomonas fluorescens - Population nicht nur auf die
Wulfbachquellhdhle beschrankt ist, sondern dal} diese Gruppe wohl in den
Karstaquiferen des schwabischen Weil3jura eine generelle Rolle spielt. Damit &Rt
sich zumindest fur Pseudomonas fluorescens die durch klassische
Kultivierungsverfahren ermittelte Abundanz dieser Gruppe im Grundwasserbereich
auch mit in situ - Verfahren belegen. Demgegeniber zeigt sich, dal3 die haufige
Isolation von Bakterien der Gattungen Acinetobacter, Flavobacterium und
Arthrobacter aus Karstsystemen in situ kein Korrelat findet und wohl auf eine
deutliche Bevorzugung dieser Organismen auf den Standardnahrmedien gegentber
den tatsdchlich abundanten Umweltkeimen zurtickzufuhren ist, wie sich durch den
Einsatz der Sonden ACI432, CF319a und ART1254 in den mobilen Karstbiofilmen
klar zeigen laft.

Analysiert man die 8 durch das Kriterium weniger als 97 % rRNA-Ahnlichkeit als
neue Spezies definierten Isolate (Stackebrandt und Goébel, 1994), so stellt man fest,
dal immerhin 6 zu den in der Regel schlecht kultivierbaren [-Proteobakterien
gehoren. Wie Tab. 6 zeigt, konnten die in situ dominanten R-Proteobakterien im
Gegensatz zu den y-Proteobakterien nicht einmal anndhernd mit dem normalerweise
fur oxidase-positive Organismen geeigneten APl 20 NE-Testkit klassifiziert werden.
Unter den neuen Arten finden sich keine Vertreter der relativ gut kultivierbaren y-
Proteobakterien.

Die bis zur Speziesebene charakterisierten in situ dominanten Isolate weisen alle
einen klassischen heterotrophen Stoffwechsel mit organischen Substraten als
Elektronendonor auf, wie die Kultivierungsfahigkeit auf R2A-Agar zeigt.

Als Elektronenakzeptor kommt in durch offenes FlieRen gekennzeichneten
Karstwassergerinnen in erster Linie Sauerstoff in Frage, da an den Grenzflachen
Wasser-Luft eine stdndige Nachdiffusion von Sauerstoff erfolgen kann. Die Fahigkeit
dieser Isolate zur Nitratreduktion zeigt jedoch, dal® bei erniedrigtem Redoxpotential
(z.B. in anaeroben Zonen im nur langsam durchstromten Karstwasserkérper) auch

Nitrat eine Rolle als Elektronenakzeptor spielen kann.
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Fazit: Die erstmals auf ein Karstwassersystem angewandte rRNA-Technologie hat
sich in der Praxis gut bewadhrt. Neben hygienisch relevanten Organismen aus der
Familie Enterobacteriaceae konnten auch biofilmbildende Bakterien aus der (3- und y-
Subklasse der Proteobakterien direkt mittels FISH charakterisiert werden. Es zeigte
sich, dal3 Artenspektrum wie auch Besiedelungsdichte in Abhéangigkeit von
Niederschlagsereignissen starken Schwankungen unterworfen sind. Die Anderungen
des Nahrstoffeintrages und die periodische Mobilisierung von Sedimentpartikeln in
Abhangigkeit von unterschiedlicher Stromungsgeschwindigkeiten scheint hier einen
wesentlichen Einflu3 auszulben. Trotz des extrem niedrigen DOC sind die inneren
Oberflachen vor allem bei hoheren Flie3geschwindigkeiten dicht mit Gberwiegend
heterotrophen Organismen besiedelt, die geloste Stoffe im zum Teil fir den
menschlichen Gebrauch genutzten Karstwasser metabolisieren kénnen, wobei hier
insbesondere die Fahigkeit zur Nitratreduktion tUber die Stufe des Nitrit hinaus zu

nennen ist.
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5. Zusammenfassung

Von August 1998 bis August 2000 wurden Wasserproben und Biofilme aus der
Wulfbachquellhéhle bei  Miahlheim a.d. Donau mit konventionellen und
molekularbiologischen Methoden untersucht. Es zeigte sich, dal3 zwei der in
Richtung Siedlungsflachen ziehenden unterirdischen Wasserzubringer (Siphon 8b
und Sologang) wasserchemisch deutlich héher belastet waren als die unter rein
landwirtschaftlich genutzten Flachen befindlichen, zudem waren auch Yersinien
nachweisbar. Am 15.07.2000 wurde am Quellmund der Maximalwert von 48 E. coli
pro ml Wasser erreicht, gleichzeitig waren in 100 ml Wasserprobe erstmals auch
Salmonellen nachweisbar. Durch den Verdinnungseffekt des Hauptzubringers
wirkten sich die periodischen Einleitungen der im Einzugsgebiet befindlichen
Klaranlage hauptsachlich bei geringer Quellschittung in einem Anstieg der
Fakalindikatoren aus. Die jeweils fuir mehrere Wochen im Karstaquifer exponierten
Glasobjekttrager erwiesen sich als eher diinn besiedelt. Grol3ere Zellzahlen bis 6,1 x
10° / mg Trockengewicht konnten dagegen wahrend des niederschlagsreichen
Fruhjahrs 2000 auf Sedimentpartikeln (mobile Biofilme) nachgewiesen werden. Mit
einem speziell fur die Untersuchung von Sedimenten mit rRNA-gerichteten
Oligonukleotidsonden optimierten Protokoll konnte gezeigt werden, dal3 fast alle mit
der eubakteriellen Sonde EUB338 markierbaren Bakterien der B- und y-Subklasse
der Proteobakterien zuzurechnen sind. Mit zurtickgehender Quellschittung sank die
Zahl der mit EUB338 detektierbaren Zellen kontinuierlich und das bakterielle
Spektrum verschob sich von der zu Beginn des Fruhjahrs dominierenden vy-
Subklasse hin zur B-Subklasse. Um die am Aufbau der mobilen Biofilme beteiligten
Bakterien moglichst bis auf Speziesebene zu charakterisieren, wurden auf 100-fach
verdinntem R2A-Agar bei 9°C Kkultivierte Organismen dieser beiden Gruppen
sequenziert (16S rRNA-Gene) und cluster- bzw. speziesspezifische Sonden fir diese
Organismen angefertigt. Insgesamt konnten am Stichtag 16.04.2000 87,7 % der in
den Sedimenten mit der eubakteriellen Sonde EUB338 markierten Organismen in
einer der folgenden phylogenetischen Einheiten eingeordnet werden: Oxalobacter —
Gruppe (24,3 %), B1- Subgruppe der Proteobakterien (34,8 %), Pseudomonas —
Gruppe (28,6 %). 52 % konnten bis auf Speziesebene charakterisiert werden. 8 der
sequenzierten Isolate besitzen weniger als 97 % 16S rRNA-Ahnlichkeit mit bereits in
den offentlichen Datenbanken vorhandenen Sequenzen und sind daher als neue

Spezies anzusprechen.
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