





























































































































































































































































































































































































































































































































































































































Bedingungen:

1. Im Grundwasser.

2. Im mit Grundwasser Uberschichteten Sand.
3. Im mit Grundwasser gesdttigten Sand.

Nach 60 Tagen wurden die Viren im mit Grundwasser ges#ttigten Sand vil-
lig inaktiviert. Unter den anderen Bedingungen nahm der Virentiter nach 100
Tagen um zwei log ab.

Aufgrund dieser und anderer Untersuchungen zur Uberlebenszeit von Viren
war es fir uns wichtig festzustellen, inwieweit der Boden die Fa#higkeit besitzt,
Viren (bis zu einer Inaktivierung) zu adsorbieren oder zurlickzuhalten. Fir diese
Versuche wihlten wir vier Wasserarten, die flr den Virentransport ins Grund-
wasser von Bedeutung sein konnen. Zur Auswahl kamen: destilliertes Wasser
(wurde stellvertretend flir Regenwasser genommen), Grundwasser, biologisch
behandeltes Abwasser (Belebtschlammverfahren) und weitergehend gereinigtes
Abwasser (die Aufbereitung bestand aus Flockung, Filtration und Ozonung). Als
Testviren nahmen wir Poliovirus I, Coxsackievirus B1, Coxsackievirus A9, Echo-
virus 7 und ein Rota SA-11 Virus (Affenvirus).

In Abbildung 2 ist das Versuchssystem dargestellt. Die FlieBgeschwindigkeit
wurde durch ein Gefdlle im System auf 2 m/Tag eingestellt. Das Sauleneluat
wurde mit einem Fraktionssammler automatisch gesammelt.

Nachdem 1200 ml Wasser die Sands#dule passiert hatten, wurde das Restwas-
ser in der Saule mit Hilfe eines Gummiballes ausgepreBt und die Sandsdule in
1 cm dicke Fraktionen aufgeschnitten. Die am Sand adsorbierenden Viren wurden
sofort mit 20 ml 1 %iger Nutrient-Broth-L&sung durch Schiitteln eluiert und
zentrifugiert. Die Viren wurden mit Hilfe des Plaquetestverfahrens bestimmt.

Die Mobilitat der verschiedenen Viren in der mit destilliertem Wasser gefill-
ten Saule ist in der Abbildung 3A angegeben. Im Eluat wurden keine nennens-
werten Virusmengen nachgewiesen. Die Viren waren nur in der obersten Schicht-
hthe von 8 cm nachweisbar. 90-100 % der Viren wurden bereits in den ober-
sten 5 cm adsorbiert. Abbildung 3B stellt die Ergebnisse der Virenwanderung
in der Saule mit Grundwasser dar. Ca. 99 - 100 % der Viren wurden in den
obersten 5 cm zurlickgehalten. In den ersten zwei Fraktionen waren Poliovirus
I und Echovirus 7 zu 100% adsorbiert. In Abbildung 3D sind die Ergebnisse des
Versuches mit weitergehend behandeltem Abwasser wiedergegeben. 90 - 100
% der Viren adsorbierten in den obersten 5 cm mit Ausnahme von Coxsackie-
virus B1, das in allen Fraktionen in Portionen von 5 - 20 % verteilt ist. Ab-
bildung 3C faBt die Ergebnisse von biologisch behandeltem Abwasser zusammen.
Die Viren sind in unterschiedlichen Portionen in der S&ule verteilt. Poliovirus
I, Coxsackievirus A9 und Echovirus 7 werden zu 80 - 100% in den obersten
5 cm adsorbiert, wahrend Coxsackievirus B1 in allen Fraktionen in Portionen
von 5-25 % in der Saule vorliegt. Im gesammelten Eluat des Versuches mit
biologisch behandeltem Abwasser wurde 1% der Viren nachgewiesen, was auf
einen Virusdurchbruch zuriickzufiihren ist.
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SchluBfolgerungen

1.

3.

Die Adsorption und der Transport der Viren im Boden kann durch die Zusam-
mensetzung des Wassers wesentlich beeinfluBt werden. Die Viren werden
in eine mit Grundwasser gefiillte Sandsdule am besten und auf biologisch
behandeltem Abwasser am schlechtesten adsorbiert. Die ungiinstigen Adsop-
tionsraten beim biologisch gereinigten Abwasser konnen auf die organische
Belastung des Wassers zuriickgefiihrt werden.

Verschiedene Viren adsorbieren unterschiedlich unter den gegebenen Versuchs-
bedingungen. In allen Versuchen adsorbierte Echovirus 7 am st&rksten und
Coxsackievirus B1 am schwéchsten. Kein Virustyp kann als Modell fur das
Adsorptionsverhalten von Enteroviren herangezogen werden.

Der Boden kann nur dann als ein sehr gutes Filter fir die Beseitigung der
Viren aus dem Wasser wirken, wenn dessen organische Belastung niedrig ist.
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Tabelle 1: Mit dem Wasser Ubertragene Virusarten

Virusgruppe Anzahl der Hervorgerufene Krankheiten
Serotypen

Enteroviren

Polioviren 3 Kinderldhmungen, Meningitis, Fieber

ECHO-Virus 34 Atemwegserkrankungen, Meningitis, Durch-
fall, Fieber, Myocarditis, L#&hmungen.

Coxsackievirus A 24 Meningitis, Herpangina, Fieber, L&hmungen,
Durchfall, Atemwegserkrankungen.

Coxsackievirus B [3 Myokarditis, Meningitis, Pleurodynia, Fie-
ber, Atemwegserkrankungen, Perikarditis.

Neue Enteroviren 4 Fieber, Enzephalitis, Atemwegserkrankungen,
Meningitis.

Adenovirus 31 Akute Konjunktivitis, Augeninfektion, Atem-
wegserkankungen.

Reovirus 3 Gastroenteritis

Rotavirus 13 Infantile Gastroenteritis

Hepatitisvirus A

Infektigse Hepatitis, Fieber, Durchfall.
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Tabelle 2: Mit dem Trinkwasser Ubertragene Erkrankungen (1981)
(Aus dem Center for Disease Control, USA)

Offentliches
Netz
Ausbriiche Falle

Privatversorgung

Ausbriiche Fille

Gesamt

Ausbriiche Falle

AGI* 14 1893
Giardia 9 297
Shigella 1 253
Campylobacter 1 81
V.Cholerae 1 17
Rotavirus 1 1761
Gesamt 30 4426

N O O O O o o

& O 0O oo o o

14

- - = = \D

32

1893
297
253
81
17
1761

4430

*Gastroenteritis ungekldrter Atiologie
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Tabelle 3a: Eindringtiefe, Eindringgeschwindigkeit,
U-Wert (Wassergeschwindigkeit/Eindringgeschwindigkeit)
Viren fiir die langsamsten 90% der eingegebenen Viren

Vw (m/d) maximale Eindringgeschwindigkeit
Eindringtiefe (em/d) U-Wert
d.Viren (cm)

0,6 2 0,6 90,3

2,5 1,4 73,6
2 3 3,5 59,6
5,1 4 9,2 44,8

Tabelle 3b: Wie in Tabelle 3a, aber fur die langsamsten 99% der Viren

Vw (m/d) maximale Eindringgeschwindigkeit
Eindringtiefe (cm/d) U-Wert
d.Viren (cm)

0,6 3 0,9 60,2
4 2.2 46
5 5,8 35,8

5,1 6 13,8 30
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Abbildung 1: Inaktivierung von Rota SA-11-Viren
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Abbildung 2:

Schematische Darstellung der Versuchsanordnung fiir die Saulenversuche. Das
Wasser floB vom oberen offenen Erlenmeyerkolben in das untere geschlossene
GefdB, das als Mariott'sche Flasche diente. Der hydrostatische Druck, und
somit die Wassergeschwindigkeit, wurde eingestellt durch Anderung der Hohe
der Mariott'schen Flasche gegeniiber dem Ausgang der Saule. Die Zeichnung
ist nicht maBstabgerecht.
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Abbildung 3: Prozentuale Verteilung von verschiedenen Viren in S&ulen, die mit
Wasser unterschiedlicher Herkunft eluiert wurden. 1200 ml, 2m/d.
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Schr.-Reihe Verein WaBoLu 64 (1986)

Mikrobiologische Untersuchungen als ein Beitrag zum
Grundwasserschutzkonzept

D. Kaddu-Mulindwa und Z. Filip

Einleitung

In der Bundesrepublik Deutschland wurden Trinkwasserschutzgebiete festge-
setzt, um eine mdogliche Gefdhrdung der menschlichen Gesundheit durch kon-
taminiertes Trinkwasser zu vermeiden. Die Trinkwasserschutzgebiete werden
in mehrere Schutzzonen untergliedert, innerhalb deren Nutzungsbeschrénkungen
und Auflagen festgelegt sind, deren Schérfe in einer umgekehrten Relation zur
Entfernung von der jeweiligen Brunnenfassung steht. Durch die Schutzzone II
soll u.a die Trinkwasserverunreinigung durch krankheitserregende Mikroorga-
nismen ausgeschlossen werden (DVGW Arbeitsblatt 101 vom Februar 1975). Um
dieses Ziel zu erreichen, wird fir das zur Trinkwasserversorgung dienende Grund-
wasser eine Verweildauer im Untergrund von mindestens 50 Tagen gefordert.
Diese Forderung beruht auf Untersuchungen und Ausfilhrungen, wonach in den
Untergrund eingebrachte allochthone Mikroorganismen dort in der Regel inner-
halb von 50 Tagen absterben (3, 4). Im gleichen Zeitraum sollen auch chemi-
sche biologisch abbaubare Stoffe eliminiert werden. Aufgrund dieser Uberlegun-
gen wurde die Schutzzone II durch die sog. Fiinfzigtagelinie begrenzt, von der
aus das Grundwasser 50 Tage bis zum Eintreffen an der Brunnenfassung bend-
tigt.

Nach experimentellen Ergebnissen (2, 6) und ebenfalls nach Angaben einer
umfassenden Literaturstudie (1) muB allerdings angenommen werden, daB es
eine Reihe von Mikroorganismen gibt, die unter den in einem Grundwasserlei-
ter herrschenden Bedingungen oft viel langer als 50 Tage (Uberleben kd&nnen.
Jedoch werden auch betrdchtliche Schwankungen der Versuchsergebnisse verzeich-
net, die auf unterschiedliche Versuchsbedingungen zuriickzufiihren sind. Auch
darf man nicht uneingeschrénkt annehmen, daB das Verhalten von Indikatorbak-
terien im Grundwasser auf das Verhalten verschiedener hygienisch relevanter
Mikroorganismen (bertragbar ist. Aus diesen Uberlegungen heraus wurden un-
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sere Untersuchungen (ber die Lebensdauer einer Reihe von hygienisch bedeut-
samen Mikroorganismen im Grundwasser konzipiert. Dabei wurde auch der even-
tuelle EinfluB eines natirlichen, im Grundwasserleiter vorkommenden minera-
lischen Substrats (Sandes) beriicksichtigt.

Material und Methoden

In der Tabelle 1 sind die Mikroorganismen aufgefiihrt, die in die Untersu-
chungen einbezogen wurden. Bei ihrer Auswahl wurden Pathogenitét, Indikator-
funktion sowie Héufigkeit des Vorkommens unter natiirlichen Bedingungen be-
riicksichtigt .

Die Kulturen wurden auf geeigneten N&hrbdden geziichtet, mit Phosphatpuf-
fer gon Agarplatten abgeschlammt und in Organismenkonzentrationen von 10
- 10" ml  in die Versuche genommen.

Das Grundwasser entstammte einem pleistozdnen glazifluviatilen Grundwas-
serleiter, Lokalitdt Berlin-Beelitzhof/GroBes Fenster, der durch einen ca. 40
m tiefen Brunnen erschlossen wurde.

Der in den Versuchen verwendete Sand war ein saaleeiszeitlicher Schmelzwas-
sersand vom Grundwasserleiter des Seegeberger Forstes bei Hamburg. Er wur-
de durch das Geologisch-Paldontologische Institut der Universitdt Kiel zur Ver-
fiigung gestellt und dort auch analysiert (5). Durch unsere mikrobiologischen
Kultivierungstests wurde festgestellt, daB der Sand frei von den zu untersuchen-
den Mikroorganismen war.

Die Uberlebensdauer der Mikroorganismen wurde im Laborversuch in 1000 ml-
Erlenmeyerkolben mit 500 ml Grundwasser getestet. Nach der Bejimpfung lag
die Anfangskonzentration der Mikroorganismen bei 10 - 100 ml” . Fir jede
Kultur wurden drei ParallelgefédBe angesetzt. Die Kolben wurden steril verschlos-
sen in einer Kiihlzelle bei 10 + 1°C im Dunkeln aufbewahrt. Die Probenahme
erfolgte sofort nach der Beimp?ung und weiter nach 1, 2, 5, 10, 20, 30, ...
100 Tagen. Einige Kulturen wurden bis zum 300. Tag untersucht.

In der Versuchsreihe mit Sand vom Grundwasserleiter wurden 350 g Sand pro
GefdB eingefiillt und mit 500 ml Grundwasser (steril) Uberschichtet. Nach der
Beimpfung erfolgte die Probeentnahme in gleichen Intervallen wie vom Grund-
wasser allein. Zur Feststellung des Adsorptionsverhaltens einiger Mikroorganis-
men wurde Sand in Portionen von 0,1; 0,5; 1; 2; ... 10g abgewogen und je-
weils in einen sterilen 100ml-Erlenmeyerkolben Uberfiihrt. Es wurden 9 ml ste-
rilfiltriertes Grundwasser und 1 ml Bakteriensuspension beigefilgt. Die Kolben
wurden auf einem Horizontalschiittler geschiittelt, um eine gute Vermengung
aller Komponenten zu gewdhrleisten. Der Anteil adsorbierter Bakterien wurde
nach der Gleichung

G = C
A(%)=_° 't 100
C
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berechnet, darin bedeuten C_ = Konzentration freisuspendierter Bakterien in
sandfreien Kontrollkolben, C, = Konzentration freisuspendierter Bakterien in
den mit Sand beschickten Kolben.

Ergebnisse und Diskussion

Das Verhalten der untersuchten Mikroorganismen wéhrend einer 300t&gigen
Verweildauer im Grundwasser ist aus den Abbildungen 1a und 1b ersichtlich.
Man kann dem Kurvenverlauf entnehmen, daB unter den Versuchsbedingungen
zwar keine nennenswerte Vermehrung der Mikroorganismen stattfand, daB je-
doch die Uberlebensrate bei den meisten Testkulturen als hoch bis sehr hoch
bezeichnet werden kann. Lediglich die Konzentrationen von B.cereus, B.me-
gaterium und S.aureus nahmen bereits nach 10 Tagen um 2 - 6 Zehnerpoten-
zen ab. B.megaterium konnte nach 12 Tagen nicht mehr nachgewiesen werden,
am 30. Tag war auch S.aureus nicht mehr nachweisbar. Bei B.cereus kam es
nach einem anfénglichen Riickgang zur Stabilisierung der Konzentration, die
dann bis zum 300. Tag fast unverdndert blieb. Hier wie auch bei C.perfrin-
gens kann in der Bildung resistenter Sporen der Hauptgrund fir die fast kon-
stante Zellkonzentration innerhalb der Versuchsperiode gesehen werden.
B.megaterium, ebenfalls ein Sporenbildner, war unter gegebenen Versuchsbe-
dingungen offensichtlich nicht in der Lage, resistente Sporen zu bilden. Die
tbrigen Mikroorganismen, gleich ob es sich um grampositive Streptokokken,
gramnegative Entero- und andere Bakterien bzw. um (Pro-) Aktinomyceten und
Pilze bhandelte, hatten die 50-Tage-Grenze bei einem WKonzentrationsriickgang
zwischen < 90% und 99,9% und einer Konzentration von 10° - 10° ml~ sicher
tiberlebt.

Die Ergebnisse der Untersuchungen iber das Verhalten der Testmikroorganis-
men in einem grundwasserleiterdhnlichen Milieu sind in Abbildungen 2 - 4 am
Beispiel von E.coli, S.typhimurium und P.aeruginosa dargestellt. Verglichen
mit Grundwasser allein ging die Konzentration von E.coli in der mit Grundwas-
ser gesdttigten Sandschicht etwas schneller zurlick. Am 50.Tag lag der Riick-
gang bei 90 - 99% und erreichte bis_99,99% am 100.Tag. Jedoch waren nach
100 Tagen noch immer zwischen 10° - 10" vermehrungsféhige Bakterien pro
ml Grundwasser vorhanden. Es blieb offen, ob der etwas schnellere Riickgang
der Bakterienkonzentration auf eine sorptive Riickhaltung von E.coli zurlickzu-
fiihren war. Bei S.typhimurium (Abb. 3) konnte bis zum 100.Tag kein Unter-
schied zwischen dem Verhalten im Grundwasser und im grundwassergeséttigten
Sand festgestellt werden.

Demgegeniiber haben sich Mittel- und Grobsandfraktionen in den ersten Ver-
suchsphasen auf _die Vermehrung von P.aeruginosa giinstig ausgewirkt (Abb. 4).
Die bis iiber 10 ml"I angestiegene Konzentration von P.aeruginosa in den Va-
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rianten mit Mittelsand blieb mit geringen Schwankungen bis zum 100.Tag fast
unveréndert. In den Versuchsvarianten mit Grobsand nahm die Bakterienkonzen-
tration bis zum 60.Tag schnell ab und blieb danach relativ stabil. Ein Riick-
gang der Bakterienkonzentration um ca. 99,9% bis zum 100.Tag wurde in der
Variante mit ungesiebtem Sand festgestellt, w&hrend im Grundwasser allein eine
Abnahme von nur 90% zu verzeichnen war.

In der Abbildung 5 ist am Beispiel von S.aureus das Adsorptionsverhalten der
Bakterien bei steigenden Sandmengen dargestellt. Wie ersichtlich, konnte bei
hoheren Sandkonzentrationen eine fast vollsténdige Adsorption festgestellt wer-
den. Bei E.coli und P.aeruginosa war die Adsorptionsrate von der jeweiligen
Sandfraktion abh@ngig und erreichte z.T. nur 70 - 75%.

Aufgrund der erreichten Ergebnisse konnte die Absterberate in Tagen fir die
Testmikroorganismen und die notwendige Zeit zum Erreichen einer Absterbequo-
te von 90 - 99% berechnet werden. Die Werte sind der Tabelle 2 zu entneh-
men.

Wie ersichtlich, konnte fir die gegebenen Versuchsbedingungen eine Abster-
bequote von 99,9% innerhalb von 50 Tagen von den gesundheitlich besonders
relevanten Testmikroorganismen nur bei S.aureus erreicht werden. Bei S.fae-
calis war die 50-Tage-Grenze relativ knapp Uberschritten. Fir die anderen Bak-
terien ergab sich eine viel ldngere Zeitspanne.

Die hier erdrterten Versuchsergebnisse werfen die Frage auf, ob bei der Be-
messung der Trinkwasserschutzzone II die von (3, 4) geforderte 50-Tage-Ver-
weildauer von hygienisch relevanten Mikroorganismen im Grundwasser fir die
Eliminierung potentieller Gesundheitsrisiken ausreichend ist. Man konnte beob-
achten, daB unter unseren Versuchsbedingungen von den fakultativ pathogenen
Bakterien nur S.aureus innerhalb der 50-Tage-Grenze inaktiviert wurde, wé&h-
rend andere Mikroorganismen lénger Uberlebten. So konnten nach mehr als 100
Tagen relativ hohe bis sehr hohe Konzentrationen von E.coli, S.typhimurium,
P.aeruginosa, Y.enterocolitica, S.faecalis und anderen Mikroorganismen im
Grundwasser nachgewiesen werden. Zwar haben die Untersuchungen auch ge-
zeigt, daB am grundwasserleitereigenen mineralischen Material (Sand) eine wirk-
same Adsorption stattfindet, die sich zweifelsohne in einer mechanischen Riick-
haltung der Mikroorganismen auswirken kann. Eine potentielle Desorption der
adsorbierten Bakterien und ein danach folgender weiterer Transport in Grund-
wasserleiter missen aber ebenfalls in Betracht gezogen werden. Hierzu sind
noch weitere Untersuchungen notwendig.

In unseren Untersuchungen konnten nur einige Aspekte der vielfédltigen und
komplexen Bedingungen eines Grundwasserleiters simuliert werden. Insbesonde-
re sind Ergdnzungsuntersuchungen iber die zusdtzliche Elimination durch Filtra-
tion wéhrend des Transports im Grundwasserleiter erforderlich. Um die Ergeb-
nisse auf natiirliche Verhédltnisse {bertragen zu kénnen, bedarf es auch einer
Verifizierung "in situ", die allerdings bei pathogenen Mikroorganismen nur mit
groBen Einschrdnkungen durchfilhrbar ist. Jedoch sind weitere Labor- und Feld-
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versuche notwendig, um mit voller Verantwortung lber die Giiltigkeit der The-

tUber die 50-Tage-Verweildauer von Mikroorganismen im Grundwasser fir die

Bemessung von Trinkwasserschutzzonen entscheiden zu kdnnen.
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Tabelle 1: Auflistung der untersuchten Mikroorganismen

Mikroorganismus

Herkunft (Stammsammlung - Nr.)

Escherichia coli.
Salmonella typhimurium
Yersinia anterocolitica
Pseudomonas aeruginosa
Staphylococcus aureus
Streptococcus faecalis
Bacillus cereus

Bacillus megaterium
Clostridium perfringens
Aspergillus niger
Nocardia alba
Streptomyces griseus

ATCC 11229
BGA-Stammsammlung
BGA-Stammsammlung
DVG-Stammsammlung
ATCC 566511

ATCC 6057

ATCC 128226

NCTC 5635

NCTC 8239
BGA-Stammsammlung
DSM 43 130
BGA-Stammsammlung

Tabelle 2: Absterberaten und Absterbequoten einiger Mikroorganismen im Grundwasser

Mikroorganismus Absterberate Zeit (Tg™!) fiir Absterbe-
Tg! quote von (%)

90 99 99,9
E.coli 0,0304 33 66 99
S. typhimurium 0,0120 83 167 250
Y. enterocoliticas 0,0095 105 210 316
P. aeruginosa 0,0246 41 81 122
S. aureus 0,4340 2 5 7
S. faecalis 0,0523 19 38 57
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Die genannten Veroffentlichungen kénnen beim Gustav Fischer Verlag,
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Mit * gekennzeichnete Nummern sind vergriffen, kdnnen jedoch als Foto-
kopienvom Verein fur Wasser-, Boden und Lufthygiene E.V., Corrensplatz 1,
D-1000 Berlin 33, geliefert werden.

Vereinsmitglieder kénnen die Veréffentlichungen beim Verein zu Vorzugs-
preisen erwerben.

Der gemeinnutzige Verein fordert insbesondere die wissenschaftlichen
Arbeiten des Instituts fir Wasser-, Boden- und Lufthygiene des Bundes-
gesundheitsamtes.

Wer an Informationen tiber den Verein fiir Wasser-, Boden- und Lufthygiene
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bitte an den Geschéftsfiihrer, Herrn Dipl.-Ing. H. Schénberg, Telefon (030)
8662342 (Anschrift: Verein flir Wasser-, Boden- und Lufthygiene E.V.,,
Corrensplatz 1, D-1000 Berlin 33).








