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Englischer Titel

Comparative studies on the determination of clostridium perfringens in surface water
samples by 1SO 14189 and mCP methods according to Drinking Water Ordinance 2001.

Kurzbeschreibung:

Die vorliegende Arbeit soll einen Uberblick tber den Nachweis des Bakteriums
Clostridium perfringens in Rohwasserproben geben. Fir die Identifizierung dieser
Bakterienart dienen die Nachweismethoden nach ISO 14189 und mCP nach
Trinkwasserverordnung 2001.

Des Weiteren werden die erforschten Ergebnisse der beiden Verfahren gegentiber

gestellt und miteinander verglichen.

Abstract:

This these gives an overview about the determination of the bacterium clostridium
perfringens in surface water samples.

The proof is based on the methods 1SO 14189 and mCP according to drinking water
ordinance 2001.

Finally the results are compared with each other.
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1 Einleitung

Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass sich Bakterien im Trinkwasser befinden.
Laut Trinkwasserverordnung 2001 (TrinkwV 2001) § 4 Abschnitt 1 muss gewéhrleistet
sein, dass der Genuss oder Gebrauch von Trinkwasser keinen Schaden auf die
menschliche Gesundheit nimmt.

Des Weiteren dirfen im Trinkwasser keine Krankheitserreger in einer solchen
Konzentration enthalten sein, in der sie die Gesundheit des Menschen geféhrden
konnten. (TrinkwV2001,8 5, Abschnitt 1)

Bis 2001 wurden Bakterien, wie Escherichia coli, Enterokokken und andere coliforme
Bakterien als sehr verlassliche Indikatoren fur die fakale Verunreinigung von
Trinkwasser angesehen.

Eine Trinkwasserepidimie 1993 in Milwaukee, Wisconsin (USA), bei welcher ca.
400.000 Menschen an Cryptosporidiosis erkrankten, hat jedoch gezeigt, dass eine
Desinfektion mit Chlor nicht ausreicht, um das Trinkwasser von krankheitserregenden
Mikroorganismen (MO) zu befreien.

Solche MO konnen Parasiten, Viren oder Protozoen sein, welche Erkrankungen wie
Diarrhd, Erbrechen, geringes Fieber hervorrufen kénnen. Diese Symptome koénnen zu

einem Flussigkeitsverlust im Korpers und zur Dehydrierung fuhren. [URL - 1]

Dieser Vorfall verdeutlicht, dass nicht nur Entwicklungslander mit Kontaminationen
von Trinkwasser zu kampfen haben, sondern auch groRe Industrienationen, wie zum
Beispiel die USA. Die Lander fuhren die Aufbereitung von Wasser mithilfe von
Desinfektionsmitteln durch. Doch einige MO haben mit der Zeit eine Resistenz gegen
diese Vorgehensweise entwickelt und kdnnen so nicht mehr aus dem Wasser entfernt
werden.

Es gibt einige Ursachen fir die fakale Verunreinigung von Gewassern.
Angefangen von einer Kontamination durch Abwasser, Zuflisse kontaminierten
Oberflachenwassers, undichte Rohrleitungen in verschmutzten Grundwaéssern, bis hin
zu intensiven Tierhaltungen oder der Verbreitung von Gulle in Trinkwasser —
Schutzgebieten. [3]



Seit dem Vorfall in den USA wird versucht, die Sicherheit des Trinkwasser in Hinsicht
auf Parasiten, Viren oder Protozoen zu verbessern, da diese Arten von MO resistent

gegenuber Desinfektionsmittel, wie zum Beispiel Chlor, sind. [URL - 1]

Auf der Suche nach sporenbildenden Bakterien, welcher fakaler Herkunft sind, wurde
das Bakterium C. perfringens gefunden.

C. perfringens besitzt die Fahigkeit, bei unglnstigen Umweltbedingungen Sporen
ausbilden zu kénnen, welche dhnlich umwelt — und chlorresistent sind, wie zum Bespiel
Parasitendauerformen.

Laut der EU — Richtlinie ,,Qualitdtsanforderungen an Wasser fiir den menschlichen
Gebrauch® sollten in Trinkwasser keine Parasitendauerformen enthalten sein, falls der
Nachweis auf C. perfringens in 100 ml negativ ausgefallen ist.

Des Weiteren wird empfohlen, alle Gewasser zu untersuchen, welche aus

Oberflachenwassern stammen oder von solchen beeinflusst werden. [3]

Ein for den Nachweis von C. perfringens genormtes Verfahren, welches mit einem
Membran — Clostridium — Perfringens Agar (mCP) durchgeftihrt werden soll, ist in der
der TrinkwV 2001 beschrieben. [2]

Eine weitere Methode zur Untersuchung von Trinkwasser auf C. perfringens wird in der
internationalen 1SO 14189 beschrieben. [1]

1.1 Clostridien

Clostridien sind obligat anaerobe, grampositive, stabchenformige Bakterien der Familie
Clostridiaceae, welche ubiquitér in der Umwelt, vorwiegend im Erdboden, Staub und
Verdauungstrakt, von Mensch und Tier, vorkommen.

[URL - 5]; [Botzenhart & Feuerpfeil (2008)]

Diese MO zédhlen zu den Fermentern, welche in der Lage sind, Kohlenhydrate und
andere organische Stoffe abzubauen. Alle Arten der Clostridien sind katalase negativ
und féahig, bei ungunstigen Umweltbedingungen wie Hitze, Verschmutzungen,

sauerstoffreiche Milieus, Endosporen auszubilden. [URL - 6]


https://de.wikipedia.org/wiki/Clostridiaceae

Die einzelnen Unterarten der Clostridien rufen eine Reihe von schwerwiegenden
Krankheiten, wie Botulismus (Clostridium boutlinum), Tetanus (Clostridium tetani)
oder Clostridien — Myositis, besser bekannt als Gasbrand (Clostridium perfringens),
hervor.

Des Weiteren sind Clostridien an eiterbildenden Infektionen beteiligt. [URL - 5];
[Neuman,G. & Feucht, H.H (2010)]

1.2 Clostridium perfringens

Das Bakterium Clostridium perfringens wurde 1892 von W.H. Welch und G.H.F.
Nutall entdeckt und von Veillon und Zuber 1898 umbenannt. [Rodloff A.C. (2012)]

Dadurch, dass diese Bakterien im Verdauungstrakt von Mensch und Tier vorkommen,
gelten sie als ideale Indikatoren fiir die Verunreinigung von fékal belasteten Abwasser.
Anders als die anderen Clostridienarten besitzt C. perfringens keine BegeilRelung,
welche der Fortbewegung dient.

Bei ungunstigen Umweltbedingungen bilden die Bakterien widerstandsfahige
Endosporen aus, welche kurzzeitig in sauerstoffreichen Milieu oder unter extremen
Bedingungen wie Hitze, Kalte Gberleben kénnen.

Des Weiteren besitzen die Sporen eine Resistenz gegeniber Desinfektionsmitteln,
weshalb es nicht moglich ist, diese Dauerformen mit Chlor zu beseitigen.

Falls sich die Umgebungsverhéaltnisse wieder stabilisieren, keimen die Sporen aus.

C. perfringens kommt in den Serotypen A, B, C, D und E vor. Diese Typen kénnen
aufgrund der unterschiedlich gebildeten Toxine, Alpha, Beta, Epsilon und lota,
voneinander unterschieden werden. [URL - 6]

Dabei sind die Serotypen A und C besonders fur die Humanmedizin von Bedeutung, da
sie die Erreger fur Gasbrand (Typ A) und fiir Darmentziindungen (Typ C) sind.

Die verschiedenen Serotypen, ihre dazugehdrigen Toxine und die human — und

veterindrmedizinischen Bedeutungen, sind in Tabelle 1 zusammengefasst.



Tabelle 1: Serotypen von C.perfringens und ihre Bedeutungen

Serotypen | Toxine Humanmedizinisch | Veterindrmedizinisch
bedeutsame bedeutsame
Erkrankungen Erkrankungen
a|B|e
A + - |- Gasbrand  (Gangrén | Durchfall (Fohlen,
mit Wundinfektion) Ferkel, usw.)
Gastroenteritis Nekrotisierende
(lebensmittelbedingt) | Enteritis (Geflligel)
B + |+ |+ Dysenterie bei
Lammern, Enteritis
bei Kélbern und
Fohlen
C + |+ |- Nekrotische Enteritis | Nekrotisierende
(Darmbrand) Enteritis bei Ferkeln,
Lammern, Fohlen
D +]- |+ Gastroenteritis Enterotoxamie bei
Lammern, Schafen
E + - |- Enterotoxamie bei
Kélbern
[Kehr (2010)]

1.3 Gasbrand und weitere Erkrankungen

Das Bakterium Clostridium perfringens ist einer von vielen Gasbranderregern und ist

flr 60 — 80 % aller Gasbrandfélle verantwortlich. [Neumann, G. (2010)]

Aufgrund der guten chirurgischen Behandlung wurden in Deutschland nur noch 50 — 70

Gasbranderkrankungen registriert. [Hof, H. & Dorries, R. (2012)]

Eine Gasbranderkrankung wird durch den C. perfringens Typ A, welcher das

Alpha - Toxin, eine membranzerstorende Lecithinase, ausbildet, ausgelost.




Das Enzym weist ein aggressives Verhalten auf, und spaltet das membranstandige
Lecithin in die Bestandteile Phosphorylcholin und Diazylglyzerol.
[Hof, H. & Ddrries, R. (2012)]

Eine Infektion der Wunde kann exogen, durch den Staub oder den Dreck aus der
Umwelt, oder endogen, durch Clostridien der physiologischen Bakterienflora,
entstenen. Die Inkubationszeit nach einer Infektion mit den Erregern liegt bei 3-5
Tagen.

Wunden, welche mit den Bakterien infiziert wurden, sind durch die CO; — Entwicklung
stark gespannt und weisen eine rotbraune Verfarbung auf.

Beim Abtasten, auch Palpation genannt, ist oft ein Knirschen, Krepitation, festzustellen.
Héufig kann aus der Wunde ein Herauslaufen eines tbelriechenden Sekretes

beobachtet werden.

Des Weiteren sind starke Schmerzen, hohe Pulsfrequenzen, Fieber tber 38 °C und
Verwirrtheit die Folgen einer Clostridien — Infektion. [URL - 2]; [Rodloff, A.C.(2012)]

Bei einer Nichtbehandlung kommt es friher oder spéter zu einem Nierenversagen, bis
hin zu einem septischen Schock mit tddlichem Ausgang.

Deshalb ist es von dringender Bedeutung, dass eine Gasbrandinfektion schnell
diagnostiziert wird, da solch eine Erkrankung einen schnellen und letalen Verlauf
aufweist. [[Neumann, G. (2010)]]

Auch bei Eiterbildungen kann das Bakterium C. perfringens beteiligt sein.
Eine Gasentwicklung, wie sie bei einer Gasbrandinfektion auftritt, ist dabei nicht zu
beobachten. Dagegen handelt es sich haufig um Mischpopulationen, welche aus
Clostridium perfringens, Enterobakterien und anderen anaeroben Bakterien bestehen.
Eine intestinale Infektion kann durch das Toxin des Serotyps A ausgelGst werden.
Eine Kontamination entsteht dabei hdufig durch die Aufnahme von Fleisch (Gefligel)
und anderen infizierten Fleischprodukten. Eine Lebensmitteltoxikation setzt jedoch
voraus, dass sich in einem Gramm 10° Bakterien aufhalten.

Das darmangreifende Enterotoxin verursacht Ubelkeit, Bauchkrampfe und Durchfall.

In der Regel, sind das Erbrechen und Fieber keine Symptome einer solchen Infektion.



Der Krankheitsverlauf klingt nach ca. 24 — 48 h rapide ab, weshalb dieser auch als
harmlos einzustufen und eine spezielle medizinische Behandlung nicht nétig ist.
[Rodloff, A.C. (2012)]; [Hof, H. & Dorries, R. (2012)]

Dagegen ist eine Enteritis necroticans, auch als Darmbrand bezeichnet, eine sehr
ernstzunehmende Krankheit, welche durch die Infektion mit einem Clostridium
perfringens Stamm vom Typ C ausgeldst wird. Das gebildete Beta — Toxin sorgt flr
eine schwere nekrotisierende Infektion des Leerdarms, einem Teil des Dinndarms.
Diese Kontamination ist durch haufig durch einen letalen Verlauf gekennzeichnet.
[Rodloff, A.C. (2012)]

1.4 Nachweis von Clostridium perfringens

Das Bakterium Clostridium perfringens wachst nur unter strikt anaeroben Bedingungen.
Das Wachstumsoptimum liegt bei einem pH — Wert zwischen 5,5 - 8,0 und einer
Temperatur von 20-50 °C. Die optimale Temperatur betragt 45 °C. Unter glnstigen
Bedingungen betragt die Generationszeit 30 Minuten.

Ein Wachstum kann bereits nach 8 — 10 stiindiger Inkubation beobachtet werden. Die
Inkubationszeit gilt nach 18 — 24 h als abgeschlossen.[Rodloff, A.C. (2012)]

Nach TrinkwV von 2001, sind Oberflichenwasser, von Oberflachengewassern
beeinflusste Trinkwasser und oberflachennahe Grundwaésser auf das VVorhandensein von
C. perfringens zu untersuchen. Dabei dirfen in 100 ml untersuchten Wasser keine
Bakterien enthalten sein. [2]

Als Oberflachenwasser wird das Wasser aus natirlichen oder kinstlichen, oberirdischen
Gewassern bezeichnet. Es kann als Rohstoff fur die Trinkwasseraufbereitung verwendet
werden und ist in der Regel nicht frei von organischen Substanzen. [URL - 3]



1.5 Rohwasser

Als Rohwasser wird ein unbehandeltes Wasser bezeichnet, welches aus einem Brunnen,
einem Gewaésser oder aus einem Uferfiltrat entnommen wird und das zur Gewinnung
von Trinkwasser Verwendung findet.

In manchen Gebieten Deutschlands ist die Qualitidt des Rohwassers so gut, dass keine
oder nur wenige Aufbereitungsschritte nétig sind.

Andererseits kann die Qualitdt der Rohwésser durch Verunreinigungen, wie
Algenwachstum, beeintrachtigt werden, was mehrere aufwendige Reinigungsschritte
zur Folge hat. [URL - 4]

1.6 Methoden zur Identifizierung von Clostridium perfringens

Im Rahmen des Nachweises und Identifizierung von C. perfringens, in Rohwassern und

Zuflussen wurden folgende Methoden angewandt:

1.6.1 mCP — Methode

Das mCP — Verfahren wird auf Grundlage der TrinkwV von 2001 durchgefiihrt.

Fur die Identifizierung von C. perfringens, wurde 1979 von Bisson und Cabelli ein
Membran — Clostridium — Perfringens  Selektivndhrboden verwendet. Dieses
Né&hrmedium gilt zur schnellen und quantitativen Erfassung von C. perfringens aus
verschiedenen Wasserproben.

Fur die Differenzierung von C. perfringens kann das Fehlen der § — D - Glukosidase,
die Fermentation von Saccharose und die Bildung einer sauren Phosphatase im mCP —
N&hrmedium genutzt werden.

Durch das nicht Vorhandensein des Enzyms B — D —Glukosidase ist das Bakterium
C. perfringens nicht in der Lage, das im Né&hrboden enthaltene Inoxyl — 8 — D —
Glukosid, zu spalten.

Die Fermentation der Saccharose senkt den pH — Wert ab und der pH — Indikator
Bromkresolpurpur schlagt von purpur nach gelb um.

Das Ergebnis, flr die Identifizierung solcher Bakterien, ist der charakteristisch opak
gelbe Farbton, welchen die C. perfringens Kolonien annehmen.

Prasumtive C. perfringens Kolonien konnen aufgrund der vorhandenen sauren
Phosphatase — Aktivitat durch Bedampfung mit Ammoniumhydroxid getestet werden.

Dabei verfarben sich die Kolonien von gelb zu rosarot. Die Erklarung fir den



Farbumschlag gibt die Spaltung von Phenolphtalein — Diphosphat zu Phenolphtalein,
durch das Enzym saure Phosphatase.

Die zu untersuchende Wassermenge, in der Regel 100 ml, wird dabei durch einen
sterilen  Membranfilter, —mit einer  PorengroBe von  0,45um, filtriert.
Nach der Filtration wird der Filter auf die N&hragarplatte gelegt und unter anaeroben
Bedingungen, bei einer Temperatur von 44 + 1 °C fiir 21 = 3 Stunden (h), inkubiert.
Nach der Inkubation werden alle gelben Kolonien, welche nach der Bedampfung, mit
Ammoniumhydroxid, einen rosa oder roten Farbstoff aufweisen, gezahlt.

Die Ausbreitung einer unerwiinschten Begleitflora wird durch das im N&hrmedium

enthaltene D — Cycloserin und PolymyxinB — Sulfat verhindert.  [4]

1.6.2 1SO 14189 — Tryptose — Sulfit - Cycloserin — Verfahren

Das Verfahren nach ISO 14189 beschreibt die Untersuchung auf C. perfringens mittels
Tryptose — Sulfit - Cycloserin Nahragar (TSC).

Ebenso wie das mCP — Verfahren wird der TSC - Nahragar zur lIsolierung und
Identifizierung von C. perfringens und anderen sulfitreduzierenden Bakterien, in
Lebensmitteln und Wasserproben, verwendet.

Die auftretende Sulfitreduktion mit einer Schwarzfarbung der Kolonien, welche durch
die Bildung von Eisensulfid beschrieben werden kann, wurde durch Watson und Blair
etabliert.

Die im N&hrmedium enthaltenen Stoffe férdern das Wachstum der Kolonien.

Das im TSC — Agar enthaltene D — Cycloserin hemmt das Vorkommen unerwinschter
Begleitflora.

Die Membranfiltration wird nach der 1SO 8199 durchgefiihrt. Der Membranfilter wird
nach der Filtration auf dem TSC — N&hrmedium, bei einer Temperatur von 44 = 1 °C

und fur 21 £ 3 h, unter anaeroben Bedingungen inkubiert.

Daraufhin erfolgt die Auszéhlung der schwarzen, grauen, gelb — braunen, auch schwach
sichtbaren, Kolonien. Falls die Anzahl der KBE groRer 10 ist, werden zuféllig
mindestens 10 Kolonien ausgewahlt und auf einen DEV — Né&hragar bertragen.

Analog dazu werden die identischen Kolonien auf mCP — Nahragar tberimpft. Dieses

Verfahren dient zur Kontrolle und zur eindeutigen Identifizierung der Kolonien.



Die Subkulturen auf dem DEV - Agar werden fur 21 £ 3 h, bei einer Temperatur von

36 =2 °C, inkubiert.

Die Kontrollkulturen auf dem mCP - Medium werden fiir 21 + 3 h, bei einer
Temperatur von 44 = 1 °C, bebrtet.

Nach Ablauf der Inkubation werden gewachsene Kolonien auf dem DEV - Medium
mithilfe einer sauren Phosphatase — Reagenz versetzt.

Ein positives Testergebnis wird durch eine dunkelbraune Farbentwicklung beschrieben.
Die gelbgeféarbten Kolonien auf dem mCP — Medium werden mit Ammoniumhydroxid

bedampft und weisen bei einer rosaroten Farbentwicklung ein positives Ergebnis auf.

[1]

1.6.3 Gemeinsamkeiten und Unterschiede zwischen 1SO 14189 und mCP

Die Unterschiede und Gemeinsamkeiten der beiden Untersuchungsverfahren auf

C. perfringens, werden in folgender Tabelle dargestelt.

Tabelle 2: Gemeinsamkeiten und Unterschiede von 1SO 14189 und mCP - Verfahren

ISO 14189 mCP - Verfahren
Dauer bis 48 Stunden bis 24 h
Farben der Kolonie schwarz, grau, gelbbraun | opak gelb
Hemmstoffe flr D — Cycloserin D — Cycloserin,
Begleitflora PolymyxinB-Sulfat
Bestatigung der durch versetzen mit durch bedampfen mit
Phosphatase — Aktivitat | saurer Phosphatase Ammoniumhydroxid
Reagenz
Gemeinsamkeiten Verfahren zum Nachweis von C. perfringens
Anaerobe Wachstumsbedingungen
Identische Inkubationstemperaturen

[Schneider, S. (2015)]



2 Zielstellung

In dieser Bachelorarbeit sollte eine vergleichende Untersuchung der Verfahren ISO
14189 und mCP nach Trinkwasserverordnung 2001, zur Bestimmung von Clostridium
perfringens in Oberflachengewassern, durchgefiihrt werden.

Um diese Umstellung von der mCP — Methode auf die 1SO 14189 bewerten zu kénnen,
sollten verschiedene Rohwasser und Zufliisse unterschiedlicher Herkunft auf das

Bakterium Clostridium perfringens untersucht werden.

10



3 Material

Die in dieser Arbeit aufgezdhlten Materialien und Chemikalien wurden nach den

Vorschriften der 1SO 14189 und ISO 8199 verwendet.

3.1 Chemikalien

e Rohwasser
o Zufliisse
e Saure Phosphatase Reagenz
o 1 - Naphtylphosphat — Mononatriumsalz
o Fast Blue B Salz (o- Dianisidin Bis (diazotiert)
Zinkdoppelsalz

o Acetat Puffer
= Eisessig
= Natriumacetat
= Deionisiertes Wasser
e  Ammoniumhydroxid

3.2 Geréate

e Membranfiltrationsanlage

e Membranfilter (PorengrélRe 0,45um)
e Sterile Trichter (100ml)

e Bunsenbrenner

e Autoklav

e Brutschrank

e Sterile Pinzetten

e Anaerotest®

e Anaero Gen

e Anaerobiertopf

049

0,89

20 ml
0,3 ml
0,449
1000 ml
VWR

Satorius
Satorius

Satorius

VARIOKLAV®
WTC binder

Merck

Thermo Sientific
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3.3 Medien

e mCP-

©)

©)

(@]

Agar:

Tryptose

Hefeextrakt
Magnesiumsulfat
Saccharose
Bromkresolpurpur

Agar

L — Cysteinhydrochlorid
Phenolphtalein diphosphat
Indoxyl — B — D — Glukosid
Cycloserin
Eisenchloridhexahydrat
pH-Wert

e TSC - Agar

(@]

o

o

o

o

Tryptose

Hefeextrakt

Sojapepton

Natriumdisulfit
Ammoniumeisen(l1l) - citrat
D - Cycloserin

Agar

Wasser

pH — Wert

OXOID
30,0 g/l
20,0 g/l
0,149/l
5,00/l
0,04 g/l
15,0 g/l
1,0 g/l
0,149/l
0,06 g/l
0,4 g/l
0,09 g/l
76+0,2

[2]
Merck
15 g/l
59/l
59/l
19/
19/l
4 g/l
15,0 g/l
1000 ml
76+2

[1]
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e DEV-

©)

(@]

(@]

Néhragar

Pepton
Fleischextrakt
Hefeextrakt
Natriumchlorid
Agar

Destilliertes Wasser
pH — Wert

VWR
5,00/l
1,0 g/l
2,09/l
5,00/l

15 g/l
1000 ml
74 £0,2
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4 Methoden

Die Methoden wurden auf Grundlage der TrinkwV 2001 und der DIN EN ISO 14189
durchgefihrt.

4.1 Probenahme

Die Probenahme wurde durch Eintauchen der sterilen Probeflaschen an den jeweiligen
Entnahmestellen vorgenommen. Daraufhin wurden die Proben kihl ins Labor
transportiert.

Die Untersuchung der Wasserproben erfolgte am gleichen Tag der Probenahme oder am
darauffolgenden Morgen. War dies der Fall, lagerten die Proben bei einer Temperatur

von 5°C in einem Kihlschrank.

4.2 Angabe zu untersuchten Wasserproben

Insgesamt wurden 77 Wasserproben untersucht. 60 dieser Wasserproben wurden auf
vegetative Zellen und Sporen von C. perfringens untersucht.

17 von 77 Proben wurden in einem 60°C heil’en Wasserbad erhitzt. Durch die Erhéhung
der Temperatur konnten die vegetativen Zellen zerstort und die Wasserproben auf
Sporen von C. perfringens untersucht werden. [1]

Die 77 Wasserproben, einschlielich der Sporenproben sind Rohwasserproben und
Zuflussproben, welche aus séchsischen Talsperren stammen.

4.3 Membranfiltration der Proben

Die Membranfiltration der Wasserproben wurde nach Vorschrift der 1SO 8199
durchgefiihrt.

Vor Beginn der Filtration wurde die Anlage, durch Abflammen mittels Bunsenbrenner,
desinfiziert. Die von der Firma Satorius zur Verfugung gestellten Membranfilter, mit
einer PorengroflRe von 0,45 um, wurden auf die Fritten aufgelegt und durch das Anlegen
eines Vakuums festgesaugt.

Durch den Ansaugdruck lésten sich die Schutzpapiere der Filter ab und konnten mit

einer sterilen Pinzette entfernt werden.
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Daraufhin wurden sterile Trichter, mit einem Fassungsvermdgen von 250 ml, auf die
Anlage geschraubt und die 100 ml Wasserprobe filtiert.

Nachdem die Probe durchgelaufen ist, wurden die Abldufe geschlossen, um die
Vakuumbedingungen aufzuheben und eine Zerstérung der Filter zu vermeiden. Die
Membranfilter wurden anschlieBend auf die jeweiligen N&hrmedien aufgelegt und

weiter untersucht.

4.4 Nachweis von C. perfringens mittels mCP — Verfahren

Es wurde eine Analyse von 77 Wasserproben, auf das Bakterium C. perfringens,
mit Hilfe des mCP — Verfahrens, durchgefihrt.

Von diesen 77 Proben wurden 60 auf vegetative Zellen und Sporen untersucht.
Die restlichen 17 Gewasserproben wurden einer Hitzebehandlung, bei 60 °C,
unterzogen. Dadurch konnten die vegetativen Zellen zerstort und die Proben konnten

auf das Vorhandensein von Sporen untersucht werden. [1]

Nach der Membranfiltration wurden die Filter auf den mCP — Agar gelegt und in einem
Anaerobiertopf gestapelt. Um die optimalen Bedingungen, fur das Wachstum von

C. perfringens, zu schaffen wurden Anaero — Gen™ - Beutel in die Topfe gelegt.
Diese Péckchen absorbieren den im Behélter befindlichen Sauerstoff und bilden
Kohlenstoffdioxid. Da die Reaktion bereits schon beim Offnen des Beutels beginnt,
muss der Anaerobiertopf schnell geschlossen werden. Um die anaeroben Verhaltnisse
im Topf zu Uberprufen, wurde ein Anaeroteststreifen dazugelegt, welcher bei positiver
Reaktion einen Farbumschlag von blau nach weil3 aufzeigt.

Daraufhin wurden die Behdlter, mit den enthaltenen mCP — Platten, bei einer
Temperatur von 44 + 1 °C fir 21 £ 3 h inkubiert.
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4.5 Nachweis von C. perfringens mittels 1SO 14189

Es wurden, wie auch bei der mCP — Methode, 77 Wasserproben mittels des TSC —
Verfahrens untersucht. Unter diesen 77 Wasserproben befinden sich 17 Proben, welche
auf mogliche Sporen analysiert wurden.

Analog zur mCP — Methode wurden die Zellulosemembranfilter, nach Filtration von
100 ml Wasserprobe, auf den TSC - Agar gelegt.

Daraufhin wurden die Platten, unter anaeroben Bedingungen, in den Behaltern
eingelagert. Die Inkubation, in den Brutschréanken, wurde bei einer Temperatur von

44 + 1 °C fur 21 £ 3 h durchgefiihrt.

Nach der Inkubation wurden die Platten auf ein mégliches Wachstum untersucht.

Falls schwarze, graue, gelbbraune Kolonien beobachtet werden konnten, wurden diese
ausgezahlt.

Wenn die Anzahl der KBE 10 Uberschritten hat, sollten mindestens 10 Kolonien zuféllig
ausgewahlt und auf einen DEV - Agar und zusétzlich auf mCP — Medium (bertragen
werden.

War die Zahl, der gewachsenen Kolonien, kleiner oder gleich 10, mussten alle KBE auf
den DEV - Nahragar und auf ein mCP — Medium tberimpft werden.

Die Subkulturen wurden daraufhin nochmal einmal fur 21 + 3 h, bei einer Temperatur
von 44 +1 °C, inkubiert.[1]

4.6 Nachweis der sauren Phosphatase

Nach dem Ablauf der Inkubationszeit wurden die gelben KBE auf den mCP — Medien
gezahlt.

Daraufhin wurde das mCP — Medium fur 20 — 30 Sekunden, mithilfe von
Ammoniumhydroxid, bedampft, um die Aktivitdt der sauren Phosphatase zu testen.
Falls das Enzym existiert, kommt es zu einem Farbumschlag von gelb nach rosarot.

Die mCP — Nahrmedien, welche mit Subkulturen der TSC — Platten beimpft wurden,
muissen ebenfalls mit Ammoniumhydroxid bedampft werden, um die gewachsenen

Kolonien als C. perfringens zu bestéatigen. [2]
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Die auf dem DEV Agar

gewachsenen Kolonien wurden mit einer sauren

Phosphatase — Reagenz versetzt. Falls das Enyzm saure Phophatase gebildet wurde,

verfarben sich die Kolonien dunkelbraun. [2]

Die nachfolgende Tabelle zeigt die Anzahl der untersuchten Proben und deren Art.

Tabelle 3: Gesamtanzahl der untersuchten Wasserproben

Art der Wasserprobe Anzahl der untersuchten Anzahl der untersuchten
Proben mittels Proben nach ISO 14189
mCP - Verfahren

Rohwasser 58 58

(vegetative Zellen und Sporen)

Zuflussproben 2 2

Rohwasser (Sporen) 17 17

Gesamt 77 77
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Zum besseren Verstandnis der

nachfolgend aufgefiihrten Abbildungen dienen.

durchgefuhrten Nachweisverfahren, sollen die

Membranfiltration von 100 ml auf mCP - Medium

Anaerobe Inkubation
bei 44 + 1°C fur 21 3h

Wachstum?

NEIN

Negativer Nachweis auf

JA

Auszahlen der gelben
Verdachtigen Kolonien

Bedampfen der gelben Kolonien mit
Ammoniumhydroxid fiir 20 - 30 s

rosarot

Farbumschlag von gelb nach

]

\ NEIN

C. perfringens

JA

Kolonien mit anderen Farben

Positiver Befund auf
C. perfringens

Nachweis auf
C. perfringens negativ

Abbildung 1: Schemenhafte Beschreibung der mCP — Methode
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Membranfiltration von 100 ml auf TSC - Medium

Anaerobe Inkubation
bei 44 + 1°C fur 21 3h

NEIN
\

Wachstum?

A

uszahlen der

Verdachtigen Kolonien

% \JA

Negativer Nachweis auf
C. perfringens

/

/

Subkulturen auf
nahrstoffreichen Agar

l

Anaerobe Inkubation
bei 44 + 1°C fir 21 3h

v

Phosphatase -Reagenz ve

Kolonien mit 2-3 Tropfen saure

rsetzen

|

dunkelbraun

Verféarbung der Kolonien zu

./ N

Kolonien mit anderen Farben

™~

Subkulturen auf mCP - Medium

Anaerobe Inkubation
bei 44 + 1°C fir 21 3h

N

Bedampfen der gelben Kolonien mit
Ammoniumhydroxid fiir 20 — 30 s

rosarot

Farbumschlag von gelb nach

JA/
L

PositiverVBefund auf

Positiver Befund
auf C. perfringens

Nachweis auf
C. perfringens
negativ

C. perfringens

\I NEIN

Abbildung 2: Schemenhafte Beschreibung der 1SO 14189

Nachweis auf
C. perfringens
negativ
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5 Ergebnisse

5.1 Uberblick tiber moglich auftretende Ergebnisse

Die maoglichen Ergebnisse, welche in den vorangegangen Methoden beschrieben

wurden, sind in der nachfolgenden Tabelle 4 zusammengefasst.

Tabelle 4: Ergebnisse, welche nach der Durchfihrung auftreten kénnen

C. perfringens Wachstum auf mCP | Wachstum auf Wachstum auf Néahragar
— Medium TSC - Medium

Grole der KBE 3—4mm 1-2 mm 2-5mm

Farbe der KBE Gelb Schwarz cremefarbig

Form der KBE rund gewolbt rund gewolbt rund, flach

Farbumschlag der nach Bedampfen mit nach versetzen mit saurer

KBE nach Analyse auf | Ammoniumhydroxid: Phosphatase — Reagenz

saure Phosphatase - von gelb zu rosarot von cremefarbig zu

Aktivitat dunkelbraun

5.2 Nachweis auf C. perfringens mittels mCP — Verfahren

Mit dem mCP — Verfahren konnte das Bakterium Clostridium perfringens in 45 von 77

untersuchten Wasserproben nachgewiesen werden.

Zwei der untersuchten Wasserproben konnten sich von den anderen Proben abheben, da
die untersuchte Koloniezahl > 100 betragen hat.

Die gewachsenen Kolonien wurden durch einen opakgelben Farbton charakterisiert.
Des Weiteren besallen die KBE eine Grofe von 3-5 mm.

Dabei konnte festgestellt werden, dass die Grolie der Kolonien, bei einer hohen Anzahl
von KBE, stark variiert. Es konnten unterschiedlich groRe und kleine KBE beobachtet
werden, welche sich dennoch strikt von den anderen Kolonien, durch eine glatte

Umrandung, abgrenzten.
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Insgesamt konnte ein Wachstum von 58,44 %, auf mCP — Medium, beobachtet werden.
Das nachfolgend aufgefiinrte Diagramm gibt einen Uberblick tber die Anzahl der

positiven und negativen Proben.

Clostridium perfringens - Nachweis
auf mCP - Nahrmedien

90
80
c 70
2
S 60
o 50
()]
d 40
-
o 30
c
< 20
10
0
mCP - Verfahren
B Gesamtanzahl an Proben 77
M Postive Proben 45
1 Negative Proben 32

Abbildung 3:Anzahl der positiven und negativen Versuchsergebnisse auf C. perfringens mit mCP - Methode

5.3 Bedampfung der mCP - Platten nach der Inkubation

Die 45 Platten, welche ein positives Untersuchungsergebnis, auf C. perfringens,
nachweisen konnten, sind mit einer unterschiedlich grolen Anzahl an KBE besiedelt
wurden.

Die Spanne der Kolonien reicht dabei von 153 verdéachtigen Kolonien bis hin zu einer
einzigen.

Insgesamt konnten auf den Platten 791 verdéchtige Kolonien, welche einen opakgelben
Farbton besessen haben, gezahlt werden.

Damit eine eindeutige Identifizierung der Kolonien durchgefiihrt werden konnte,
mussten die gewachsenen Bakterienkolonien, mithilfe von Ammoniumhydroxid,
bedampft werden.

Nach der Begasung, welche 20 — 30 Sekunden in Anspruch genommen hat, wurden bei
673 KBE ein Farbwechsel von opak gelb zu rosarot beobachtet.
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Die GroRe und die Form, der Kolonien, haben sich dabei nicht verandert.
Die verbliebenen 118 KBE konnten kein positives Testergebnis verzeichnen.
Stattdessen behielten einige von ihnen den gelben Farbstoff. Bei anderen konnte ein

Farbumschlag von gelb nach blau notiert werden.

Die Abbildung 4 zeigt die Verteilung der verdachtigen, bestatigten und nicht bestatigten

Kolonien, welche auf dem mCP — Medium nachgewiesen werden konnten.

Verdachtige und bestatigte C. perfringens
Kolonien auf mCP - Medium

900
800
700
3 c 600
22 500
S o
S 400
< ¥ 300
200
100
0
B Verdachtige Kolonien 791
= Bestati _ -
estatigte C perfrlngens 673
Kolonien
Nicht bestatigte C.perfringens
. 118
Kolonien

Abbildung 4:Verdachtige und bestétigte C. perfringens Kolonien

5.4 Nachweis von Sporenbildung durch C. perfringens auf mCP — N&hragar
Insgesamt wurden 17 Wasserproben auf 60 °C erhitzt, um ein maogliches
Sporenwachstum durch C. perfringens, auf mCP — Agar, festzustellen.

Nach Ablauf der Inkubation, konnte auf sechs Agarplatten ein Wachstum beobachtet
werden.

Die Anzahl der gewachsenen KBE lag jedoch weit unter der Koloniezahl, welche bei

den nicht vorbehandelten Proben nachgewiesen werden konnten.
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In den restlichen 11 Wasserproben konnte, nach der Membranfiltration von 100 ml

Wasser und anschlieBender Inkubation, kein Wachstum auf mCP - Platten festgestellt

werden.

Das folgende Diagramm beschreibt die Anzahl der Proben und welche von ihnen ein

positives Wachstum auf mCP — Agar verzeichnen konnten.

Anzahl der Proben

Sporenbildung auf mCP - Medium

mCP

B Sporenproben Gesamt

17

M postive Sporenbildung

6

negative Sporenbildung

11

Abbildung 5: Sporenbildung von Clostridium perfringens auf mCP — Nahragarplatten

Auf den sechs Platten, welche ein positives Sporenwachstum zu verzeichnen hatten,

konnten insgesamt 9 KBE betrachtet werden.

Diese Kolonien konnten durch einen opak gelben Farbton und einer GroRe von

3 — 5 mm charakterisiert werden.

Des Weiteren besalien sie eine leicht gewdlbte Form und eine glatte Umrandung.

Durch die Bedampfung, mit Ammoniumhydroxid, sollte das Enzym saure Phosphatase,

welches durch C. perfringens gebildet wird, nachgewiesen werden.

Bei allen Kolonien konnte eine Farbanderung von gelb nach rosarot festgestellt werden.

Dieses Ergebnis wird anhand des folgenden Diagramms (Abbildung 6) veranschaulicht.
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Verdachtige und bestatigte C. perfringens
Sporen auf mCP - Medium

10
. 8
S8
=5 6
c =2 4
N o
S v
< 2
0
B Verdachtige 9
Sporenkolonien
M Bestatigte C. perfringens 9
Sporen

Abbildung 6: Verdéachtige und bestatigte Sporenkolonien auf mCP — Medium

5.5 Nachweis von C. perfringens nach 1SO 14189

Parallel zu den Untersuchungen der Wasserproben mit mCP — Verfahren, wurden die
Kontrollen, auf C. perfringens, mithilfe der ISO 14189 Vorschrift durchgefuhrt.

Dabei konnten von 77 untersuchten Proben, 43 positiv auf ein Wachstum von
C. perfringens getestet werden.

Die verbliebenen 34 Nahrmedienplatten konnten das VVorhandensein des Bakteriums, in
den Wasserproben, nicht bestétigen.

Das nachfolgend aufgefiuhrte Diagramm zeigt die Verteilungen der positiven und
negativen Testergebnisse. Demzufolge wiesen 55,84 % der untersuchten Proben ein

positives Wachstum auf C. perfringens auf.
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Clostridium perfringens - Nachweis
auf TSC - Nahrmedien
90
80
E 70
o 60
< 50
(]
o 40
" 30
N
& 20
10
0
TSC - Verfahren
B Gesamtanzahl an Proben 77
M Postive Proben 43
Negative Proben 34

Abbildung 7: Clostridium - Nachweis mittels TSC — Nahrmedien

Insgesamt konnten auf den untersuchten TSC — Platten 610 verdachtige KBE gezéhlt
werden. Diese wurden durch einen schwarzen, grauen oder braunlichen Farbton
charakterisiert.

Die Kolonien wiesen eine GroRe von 1-2 mm auf und besalRen eine kreisformige
Geometrie mit glatter Umrandung.

Um die genaue ldentifizierung der 610 KBE herausfinden zu konnen, wurden die
Kolonien auf DEV - Agar und zur Kontrolle auf mCP — N&hrmedium tberimpft.

Dabei muss beachtet werden, dass nicht alle 610 KBE untersucht wurden. Nach der ISO
14189 war es nicht notwendig alle verdachtigen Kolonien auf DEV - Agar zu
uberfihren.

Falls auf den TSC — Platten mehr als verdachtige KBE gewachsen sind, mussten
mindestens 10 zuféllig ausgewahlte Kolonien auf das Kontrollmedium Uberimpft
werden.

Bei einer Anzahl der KBE, welche kleiner oder gleich 10 betrug, wurde von allen
gewachsenen Kolonien eine Subkultur erstellt. Insgesamt wurden 218 Kolonien auf
DEV — Agar untersucht.

Nach Ablauf der Inkubation konnten auf beiden Medien ein Wachstum von KBE

festgestellt werden.
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Die Kolonien, welche auf dem DEV - Agar gewachsen sind, konnten durch einen
gelblich, cremefarbenen Farbstoff beschrieben werden.

Des Weiteren konnte eine GrolRe von 3-4 mm, vergleichsweise so gro wie auf dem
mCP — Medium, festgestellt werden.

Um die Art der Bakterienkolonien bestimmen zu kdnnen, welche auf dem DEV - Agar
gewachsen sind, wurden diese mit einer sauren Phosphatase — Reagenz versetzt.

Diese Mixtur weist die Bildung des Enzyms saure Phosphatase, durch C. perfringens,
nach.

Bei einem positiven Testergebnis verfarbten sich die Kolonien nach 3-4 min
dunkelbraun, was bei 190 KBE der Fall war.

Analog dazu wurden die identischen 218 Kolonien auch auf mCP — Platten Uberfuhrt.
Dieser Schritt diente als Kontrolle fur den DEV — Agar.

Als Testergebnis konnte ein Wachstum von 218 Kolonien auf mCP — Medium
festgestellt werden. Die KBE wiesen den fir C. perfringens charakterlichen opakgelben
Farbstoff und eine Grofze von 3-5 mm auf.

Um die Kolonien letztlich genau identifizieren zu kdnnen, wurden die Platten mit
Ammoniumhydroxid bedampft.

Dabei konnten bei 194 KBE ein Farbwechsel, von gelb zu rosarot, beobachtet werden.
Die Abbildung 8 gibt einen Uberblick tiber die beschriebenen Testergebnisse.
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Verdachtige und bestatigte C. perfringens
Kolonien auf TSC - Medium

700
600
. 500
Q C
> 400
<5
RS 300
S v
< 200
100
0
H Verdachtige Kolonien 610
B Untersuchte Kolonien auf auf
.. 218
Nahragar
Untersuchte Kolonien auf mCP
. 218
- Medium
B bestatigte C.perfringens
. “ 190
Kolonien auf Nahragar
- s verfri
bestatigte C. perfringens 194

Kolonien auf mCP - Medium

Abbildung 8: Gesamtanzahl der verdéchtigen und bestatigten Kolonien auf Nahragar und mCP — Medium

5.6 Berechnung der tatsachlich positiv C. perfringens Kolonien auf TSC — Medium

Aufgrund der Tatsache, dass laut 1SO 14189 nicht alle verdachtigen Kolonien auf
DEV — Agar und mCP — Medium Uberprift werden missen, kann ein ordnungsgemafer
Vergleich der beiden Verfahren nicht durchgefuhrt werden.

Deshalb ist es notwendig, dass die positiv untersuchten KBE hochgerechnet werden,
damit man die tatsachliche Gesamtanzahl der positiven C. perfringens Kolonien erhdlt.
Wenn 89 verdachtige Kolonien gewachsen sind und die 10 untersuchten KBE als
C. perfringens nachgewiesen werden konnten, kénnen alle 89 Bakterienkolonien als
C. perfringens identifiziert werden.

Die Hochrechnung wird flr beide Kontrollmedien durchgefihrt.

Die nachfolgend aufgefiihrte Tabelle und die daran angekntipfte Rechnung dienen als

Beispiel und sollen zum besseren Verstandnis beitragen.
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Tabelle 5: Werte fiir die Berechnung der Gesamtzahl an Kolonien

Verdéachtige | Untersuchte Kolonien Bestatigte Kolonien Gesamtanzahl

Kolonien an

C.perfringens

Kolonien
DEV - Agar | mCP - Agar | DEV —Agar | mCP - Agar | DEV | mCP —
— Agar
Agar
89 10 10 8 8 72,8 72,8
123 10 10 6 6 73,8 73,8

Berechnung:

bestitigte Kolonien

Gesamtanzahl = verdachtige Kolonien * :
untersuchte Kolonien

8
Gesamtanzahl = 89 * —
10

Gesamtanzahl = 72,8 ~ 73

Werden die berechneten Gesamtanzahlen der Bakterienkolonien miteinander addiert,
erhdlt man das jeweilige Ergebnis fur die tatsdchlich positiv gewachsenen
C. perfringens Kolonien.

Fur die verdachtigen Koloniezahlen, welche mit DEV — Agar untersucht wurden, ergibt
sich eine Anzahl von 521 KBE.

Die Summe der hochgerechneten Koloniezahlen, welche mit mCP — Agar nachgewiesen
wurden, betragt 525 KBE.

Das nachfolgend aufgefuhrte Diagramm fasst die ermittelten Werte noch einmal

Ubersichtlich zusammen.
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Verdéachtige Anzahl an C. perfringens - Kolonien und
Gesamtanzahl der bestatigten C. perfringens - Kolonien
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[ ] Gesamtanzahl der
bestatigten C. perfringens 521
Kolonien auf DEV - Agar

[ ] Gesamtanzahl der
bestéatigten C. perfringens 525
Kolonien auf mCP - Agar

Abbildung 9: Verdéchtige Anzahl an C. perfringens Kolonien und die Gesamtanzahl der bestatigten
C. perfringens Kolonien

Somit kann davon ausgegangen werden, dass ca. 85,41 % der verdachtigten Kolonien,
mithilfe des DEV — Agars, positiv auf C. perfringens getestet wurden.
Dagegen konnten 86,01 % der verdachtigen KBE, mit dem mCP — Medium, als

C. perfringens bestéatigt werden.

5.7 Nachweis von Sporenbildung durch C. perfringens auf TSC — Medium

Nach der Vorbehandlung, wobei 17 Wasserproben auf 60 °C erhitzt wurden, sollte der
Nachweis auf eine mogliche mit dem Verfahren nach ISO 14189 durchgefiihrt werden.

Nach durchgefiihrter Membranfiltration von 100 ml Wasserprobe und der
anschlieBenden Inkubation, unter anaeroben Bedingungen, konnten auf 9

TSC — Agarplatten ein positives Wachstum nachgewiesen werden.
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Auf den restlichen Platten konnten keine Bakterienkolonien festgestellt werden
(Abbildung 10).

Sporenbildung auf TSC - Medium
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M postives Wachstum
M negatives Wachstum

Abbildung 10: Sporenbildung auf TSC — Medium

Auf den positiv getesteten Platten konnten insgesamt 18 Bakterienkolonien gezéhlt
werden. Die KBE waren schwarz, grau oder bréunlich gefarbt und wiesen eine GroRe
von 1-2 mm auf.

Die verdachtigen 18 Kolonien wurden auf DEV - Agar und parallel dazu auf
mCP — Medium, zur Kontrolle, Gberimpft.

Nach der anaeroben Inkubation der Subkulturen konnten folgende Ergebnisse
beobachtet werden.

Auf dem DEV - Agar konnte ein Wachstum der 18 Kolonien nachgewiesen werden.
Dabei wurden diese, durch einen gelblich cremefarbenen Farbstoff und einer GréRRe von
3-4 mm, charakterisiert.

Nach Versetzen mit saurer Phosphatase — Reagenz, konnte bei 13 Kolonien ein
Farbumschlag, von gelb nach dunkelbraun, beobachtet werden. Die anderen 5 Kolonien

konnten keine Reaktion aufweisen.
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Von den gleichen Kolonien, welche parallel auf mCP — Agar Ubertragen wurden, sind
18 KBE mit einem opakgelben Farbton gewachsen.

Nach der Begasung, mit Ammoniumhydroxid, konnte bei 15 von 18 verdachtigen
Kolonien ein positives Testergebnis nachgewiesen werden. Bei diesen

Bakterienkolonien wandelte sich der Farbton von gelb zu rosarot um.

Somit konnte mit der Methode nach ISO 14189 ein positives Testergebnis von 72,22 %
auf DEV Nahrboden und 83,33 % auf mCP — Nahragar erzielt werden.

Sporenbildung auf TSC - Medium
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= Untersuchte Sporen auf mCP - 18
Medium
M bestatigte Sporen auf DEV - 13
Agar
M bestatigte Sporen auf mCP - 15
Medium

Abbildung 11: Bestatigte Sporenkolonien auf mCP - und DEV - Agar
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5.8 Vergleich mCP - Verfahren und 1SO 14189

Die nachfolgend aufgefiihrten Diagramme zeigen einen Vergleich zwischen den beiden
Verfahren.

Dabei werden die ermittelten Werte, fur beide Verfahren, gegeniber gestellt.Die
Abbildung 11 beschreibt die positiven, auf C. perfringens untersuchten, Wasserproben.
Von 77 untersuchten Wasserproben wurden 45 Proben mit dem mCP — Verfahren
positiv auf C. perfringens getestet.

Mithilfe des ISO 14189 Verfahrens wurden 43 Platten mit C. perfringens besiedelt.
Prozentual entspricht das bei der mCP Methode 58,44% und nach ISO 14189
basierenden Verfahren 55,84% an positiven Proben (Abbildung 12).

Clostridium perfringens - Nachweis
auf mCP - und TSC - Nahrmedien

90
80
] 70
o]
o 60
< 50
(]
S 40
® 30 -
<
b 20 —
10 —
0
mCP - Verfahren TSC - Verfahren
B Gesamtanzahl an Proben 77 77
M Postive Proben 45 43
Negative Proben 32 34

Abbildung 12: Anzahl an positiven und negativen Proben der mCP - Methode und der 1SO 14189

Mit dem mCP — Medium, basierend auf TrinkwV 2001, konnten 791 verdéachtige
Kolonien nachgewiesen werden, wovon 672 KBE positiv als C. perfringens Kolonien
bestatigt wurden.

Mithilfe der 1ISO 14189 wurden 610 verdéchtige Kolonien gezéhlt.

Durch die Kontrolle mit DEV — Agar und mCP — Medium, konnten nach Hochrechnung
der bestatigten Kolonien ca. 521 und 525 KBE als C. perfringens identifiziert werden.
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Das nachfolgende Diagramm (Abbildung 13) stellt die ermittelten Werte, nach
Hochrechnung der bestatigten Kolonien auf die Gesamtanzahl, gegenuber und

ermdglicht somit einen besseren Uberblick.

Clostridium perfringens - Nachweis nach mCP -
Verfahren und ISO 14189
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M bestatigte Kolonien auf DEV -
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521

i bestatigte Kolonien auf mCP -

Nahrmedium 673 >25

Abbildung 13: Untersuchte und bestatigte Kolonien nach mCP - Verfahren und 1SO 14189
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Die nachfolgende Tabelle gibt eine Zusammenfassung der Ergebnisse, welche mit den

unterschiedlichen Verfahren ermittelt werden konnten.

Tabelle 6: Vergleich der Ergebnisse von mCP - Verfahren und 1SO 14189

mCP — Verfahren ISO 14189

DEV mCP
Untersuchte 7 77 77
Wasserproben
Positive Wasserproben 45 43 43
Verdachtige Kolonien 791 610 610
Untersuchte Kolonien 791 218 218
Bestatigte Kolonien 673 521 525
(hochgerechnet)
Positiver Nachweis der 85,08 85,41 86,01
Kolonien in %
Sporenuntersuchung 17 17 17
Positive Sporenproben 6 9 9
Verdachtige Sporen 9 18 18
Positiver Nachweis auf 9 13 15
Sporen
Positiver Nachweis in % | 100% 72,22 83,33
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6 Diskussion

Die unter Kapitel 5 erfassten Ergebnisse des mCP — Verfahrens und der ISO 14189 zur
Bestimmung von C. perfringens, bilden die Grundlage fur die anschlielende

Diskussion.

6.1 Nachweis von C. perfringens mit der mCP - Methode

Von 77 untersuchten Wasserproben konnten 45 positiv auf das Bakterium
C. perfringens getestet werden.

Mithilfe des mCP — Verfahren wurden auf dem mCP - Néahragar insgesamt
791 prasumtive C. perfringens KBE gezahlt.

Durch die Fermentation der im Nahrboden enthaltenen Saccharose, wird eine Séure
gebildet, welche einen Farbumschlag des pH - Indikators Bromkresolpurpur,
von purpur nach gelb, verursacht. Diese Farbentwicklung ist charakteristisch fir das
Wachstum von C. perfringens auf mCP — N&hrmedien. [4]

Durch die Bedampfung der Kolonien, mit Ammoniumhydroxid, wurden letztlich
673 KBE als C. perfringens, welche sich aus vegetativen Zellen und Sporen
zusammensetzen, identifiziert.

Das Ammoniumhydroxid weist die Bildung des Enzyms saure Phosphatase nach, in
dem sich die opak gelben Kolonien rosa verfarben. Diese Farbentwicklung ist auf die
Spaltung des im N&hrboden Phenolphtalein — Diphosphat zu Phenolphtalein
zuruckzufihren. [4]

Der Anteil an positiv nachgewiesenen C. perfringens Kolonien ist mit 85,08% um
einiges hoher als die negativ getesteten KBE, welche einen Wert von 14,91 %
aufweisen.

Der Nachweis der sauren Phosphatase ist ein wesentlicher Bestandteil bei der
Identifizierung von C. perfringens. Andere Clostridienarten kénnen ebenfalls durch eine
opak gelbe Farbentwicklung auf mCP — Medium charakterisiert werden.

Sie sind jedoch nicht in der Lage, das Enzym auszubilden und behalten nach der
Bedampfung mit Ammoniumhydroxid ihre gelbe Farbe.
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Zwei untersuchte Wasserproben zeigen ein erhohtes C. perfringens Wachstum auf den
mCP — Medien. Das héngt mit der Herkunft der Wasserproben ab, welche in diesen
beiden Féllen aus Zufliissen gewonnen werden konnten.

Zuflusse besitzen in der Regel eine schlechtere Qualitidt als Rohwaésser, da sie jede
Menge Partikel, organische und anorganische Substanzen aus der Umgebung
aufnehmen konnen. Des Weiteren konnen Fakalien von Tieren in die Zuflusse
eingespult werden, was eine Beeintrachtigung der Wasserqualitat zur Folge hat.

Die Qualitat der Rohwasser wird durch die Hoéhe der Entnahmestelle bestimmt.
Das héngt damit zusammen, dass sich das Wasser in Talsperren anstaut und sich somit
enthaltene Partikel absetzen kdnnen. Das Wasser klért sich in gewissem MafRe von
selbst. [7]

Algenwachstum kann die Qualitat der Rohwasser in Talsperren ebenso beeintréchtigen.
Das kann damit erklart werden, dass die Algenbiomasse im Tiefenwasser der
Talsperren, unter Sauerstoffverbrauch, zersetzt wird und sich Stoffe ausbilden kdnnen,
welche fir die schlechte Qualitat verantwortlich sind. [URL - 8]

6.2 Nachweis von C. perfringens Sporen mittels mCP — Methode

Durch das Erwarmen von 17 Wasserproben, auf 60 °C, wurden die darin enthaltenen
vegetativen Zellen abgetotet.

Mithilfe des mCP — Verfahrens konnten in 6 Wasserproben C. perfringens Sporen
nachgewiesen werden. Der Anteil der positiv getesteten Proben ist sehr gering und
betrdgt mit 35,29 % weniger als die Halfte.

Die Reaktionen, welche die Sporen auf den mCP — Nahrbdden ausldsen, sind identisch
mit denen der vegetativen Zellen. Des Weiteren konnen die Kolonien nicht
voneinander unterschieden werden, da sie die gleiche Form, GroéRe und
Farbentwicklung besitzen.

Insgesamt konnte ein Wachstum von neun prasumtiven C. perfringens Sporen, auf den
mCP — Medien, festgestellt werden.

Durch das Bedampfen mit Ammoniumhydroxid, konnten 100 %, der verdachtigen
KBE, als C. perfringens Sporen identifiziert werden.

Die Reaktion, welche auf dem mCP — Medium stattgefunden hat, wurde bereits im
Punkt 6.1 erldutert.
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6.3 Nachweis von C. perfringens nach 1SO 14189

Analog zum mCP - Verfahren wurden auch mithilfe der 1SO 14189 die
77 Wasserproben auf das VVorhandensein von C. perfringens untersucht.

Dabei wurde das Bakterium in 43 Proben nachgewiesen. Das macht einen prozentualen
Anteil von 55,84 % aus,

Insgesamt konnten 610 Kolonien gezéhlt werden, welche als C. perfringens verdéchtigt
werden konnten.

Das im N&hrboden enthaltene Ammoniumeisen(lll)citrat und das Natriumdisulfit
weisen die Produktion von Schwefelwasserstoff durch die Bakterien nach und bewirken
gleichzeitig eine Schwarzfarbung der Kolonien. Die KBE, welche in der Lage sind den
Schwefelwasserstoff zu produzieren, kdnnen durch ihre Schwarzfarbung, welche mit
der Eisenreduzierung zu erklaren ist, identifiziert werden. [5]

Durch das im TSC - Nahragar enthaltene D — Cycloserin, wird die GroRe der
wachsenden Kolonien klein gehalten, und eine das Auftreten mdoglicher Begleitflora
gehemmt. [1]

Nach ISO 14189 wurden nur 218 Kolonien auf die Identitdt von C. perfringens
untersucht. Nach Ubertragung der KBE auf DEV — Agar und der anschlieBenden
Inkubation, wurden die gewachsenen Kolonien mit saurer Phosphatase — Reagenz
versetzt. Dabei konnte bei 190 KBE ein Farbumschlag, von cremefarben nach
dunkelbraun, beobachtet werden.

Dieses Ergebnis zeigt das Vorhandensein des Enzyms saure Phosphatase.
Falls die KBE, nach dem Versetzen mit der Reagenz, ihre Farbe behalten, wird das
Enzym nicht nachtgewiesen und das Koloniewachstum ist nicht auf C. perfringens
zurlckzufihren.

Auf dem mCP — Medium wurden 194 Kolonien, als C. perfringens, identifiziert.

Damit kann geschlussfolgert werden, dass in diesem Fall die Kontrolle, der
untersuchten C. perfringens Kolonien, auf dem DEV — Agar und dem mCP — Agar,

nahezu identisch sind.
Um die Ergebnisse des Verfahrens nach ISO 14189 am Ende mit dem mCP - Verfahren

vergleichen zu konnen, mussten die bestatigten Kolonien, auf die Gesamtzahl an

identifizierten KBE, hochgerechnet werden.
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Somit konnten auf dem TSC — Medium von 610 verddchtigen Kolonien, ca. 521
Bakterienkolonien mithilfe des DEV - Agars nachgewiesen werden.

Das Ergebnis, welches die Hochrechnung der bestatigten Kolonien auf dem
mCP — Medium ergab, weicht mit 525 identifizierten KBE nur geringfiigig ab.

Der Vergleich der Prozentangaben zeigt, dass mithilfe des DEV — Agars 85,41 % und
durch den mCP — Agar 86,01 % der Kolonien, als C. perfringens bestétigt werden
konnten.

Der Unterschied ist so gering, dass von einem nahezu identischen Ergebnis gesprochen

werden kann, welches unter gleichen Umgebungsbedingungen erreicht werden konnte.

6.3 Nachweis der C. perfringens Sporen nach 1SO 14189
Es wurden 17 Wasserproben, mithilfe der 1SO 14189, auf C. perfringens Sporen

untersucht.

Dabei konnten in neun Wasserproben das Vorhandensein von Sporen nachgewiesen
werden. In den anderen acht Proben wurde kein Wachstum festgestellt.

Auf den neun TSC — Platten sind 18 KBE gewachsen, welche mit dem DEV — und dem
mCP — Agar untersucht wurden.

Auf beiden DEV - Medium konnten 13 Kolonien (72,22%), als C. perfringens Sporen,
bestatigt werden. Mit dem mCP — Kontrollmedium wurden 15 der 18 (83,33%)
untersuchten Kolonien als C. perfringens identifiziert.

6.4 Vergleich mCP — Verfahren und 1SO 14189

Beide Verfahren wurden unter den gleichen sterilen Bedingungen durchgefiihrt.

Das mCP — Verfahren konnte nach 21 + 3 h ein endgiltiges Ergebnis fir die
Untersuchung der Wasserproben auf C. perfringens vorweisen.

Dagegen konnten mithilfe 1SO 14189 Verfahrens nach 21 + 3 h nur verdachtige
Kolonien beobachtet werden. Es waren weitere 21 + 3 h nétig, um die Identifizierung
der KBE abschlieRen zu kdnnen.

Wenn die Ergebnisse beider Verfahren miteinander verglichen werden, ist festzustellen,
dass mithilfe der mCP — Methode 45 Wasserproben positiv auf das VVorhandensein von
C. perfringens getestet werden konnten.

Das ISO 14189 Verfahren konnte 43 Proben positiv auf C. perfringens testen.
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Der Unterschied beider Methoden ist in diesem Fall sehr gering und kann keinerlei
Aussagen darlber treffen, welches Verfahren geeigneter, fir die Untersuchung auf das

Vorkommen dieses Bakterium, ist.

Des Weiteren kann aus der im Anhang beigefuigten Tabelle entnommen werden, dass
bei 64 Proben sowohl durch das mCP — Verfahren, also auch durch die 1ISO 14189 ein
gleiches Ergebnis erzielt werden konnte. Das heil3t, dass entweder ein Wachstum auf
den Nahrmedien festgestellt wurde oder nicht. Die Ubereinstimmung ist mit 83,12 % als

sehr hoch anzusehen.

Ein etwas groRerer Unterschied ist bei den prasumtiven Kolonien zu erkennen, welche
auf den jeweiligen Medien gewachsen sind.

Auf dem mCP — Medium konnte ein Wachstum, von 791 verdachtigen Kolonien,
beobachtet werden. Der TSC — Agar wies dagegen ein Koloniewachstum von 610
verdachtigen.

Diese Zahlenwerte geben noch keine Auskunft Gber die letztlich positiven
C. perfringens Kolonien. Es kann vermutet werden, dass die beiden Medien
das Auftreten von unerwinschter Begleitflora unterschiedlich stark hemmen und somit
das Wachstum von C. perfringens beeintrachtigen.

Nachdem die verdachtigen Bakterienkolonien in den einzelnen Schritten weiter
analysiert wurden, konnten, mithilfe des mCP — Verfahrens, 673 Kolonien als

C. perfringens identifiziert werden. Prozentual gesehen, entspricht das einem Anteil von
85,08%.

Ein nahezu identisches Ergebnis konnte die Identifizierung, der verdachtigen Kolonien,
durch die 1SO 14189 aufzeigen.

Die Hochrechnung der bestétigten Kolonien ergab eine Gesamtanzahl von 521Kolonien
(85,41%), welche mithilfe des DEV - Agars, als C. perfringens nachgewiesen, werden
konnten.

Diese zwei Prozentangaben geben Aufschluss dariiber, dass keines der beiden
Verfahren schlechter oder besser ist, als das andere.

Der Nachweis auf Sporen, in den Wasserproben, zeigte einen etwas groferen

Unterschied zwischen beiden Verfahren.
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In sechs Proben konnten, mithilfe des mCP — Verfahrens, Sporen nachwiesen werden.
Dagegen wurden neun Proben, durch das TSC — Verfahren, positiv auf Sporen getestet.
Dieser Unterschied kann dadurch entstanden sein, dass die Proben vor der
Membranfiltration nicht ordnungsgemall geschuttelt wurden und die enthaltenen
Sporen sich nicht richtig verteilen konnten bzw. sich an der Innenwand der
Probefalschen anhefteten.

Auf dem mCP — Agar sind neun verdachtige Kolonien gewachsen, welche zu 100 % als
C. perfringens Sporen bestatigt werden konnten.

Mithilfe des TSC — Verfahrens konnten 18 verdéchtige Kolonien nachgewiesen werden,
von denen 13 (72,22%) C. perfringens Sporen waren.

Statistisch gesehen, gibt es keinen groflen Unterschied zwischen beiden Verfahren.
Es konnten anndhernd die gleiche Anzahl an Wasserproben positiv, auf das
Vorhandensein des Bakteriums C. perfringens, getestet werden.

Jedoch ist der Nachweis der sauren Phosphatase, nach ISO 14189, nicht ganz
ungefahrlich. Die Substanz Echtblausalz B, welche fur die Zusammensetzung der
sauren Phosphatase — Reagenz benétigt wird, ist giftig und besitzt eine krebserregende
Wirkung. [1]; [Schneider, S. (2015)]

Ein weiterer Nachteil der ISO 14189 Methode ist, dass die Untersuchung 21 + 3 h
langer dauert als die mCP — Methode. Das mCP — Verfahren ist deshalb auch das
bessere Schnelltestverfahren, um Wasserproben auf das Vorkommen von C. perfringens
zu Uberprufen.

Das in manchen Wasserproben keine C. perfringens Bakterien nachgewiesen werden
konnten, ist auf die gute Qualitat der Talsperrenwasser und auf den Zeitpunkt der
Probenahme zurtickzufuhren.

Die Wasserqualitét ist auf die Hohe der Entnahmestellen zuruickzufuhren. Damit wird
sichergestellt, dass fur die Trinkwasseraufbereitung nur das qualitativhochwertigste
Rohwasser genutzt wird. Die HOhe der Entnahmestellen ist abhdngig von den
Umweltfaktoren und Jahreszeiten. [URL - 8]
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7 Zusammenfassung und Ausblick

Mithilfe der Arbeit wird gezeigt, dass das Bakterium C. perfringens mit den Verfahren
nach TrinkwV 2001 und nach ISO 14189 in Wasserproben nachgewiesen werden kann.
Das Prinzip beider Methoden kann als ibereinstimmend angesehen werden, auch wenn

die Durchfiihrung nicht identisch durchgefihrt wird.

Ein Nachteil der ISO 14189, gegentiber der mCP — Methode, ist die Dauer des Tests.
Dadurch, dass die verdéachtigen Kolonien ein zweites Mal inkubiert werden mdssen,
dauert der Test 21 + 3 h langer als das mCP —Verfahren.

Die langere Inanspruchnahme nimmt jedoch keinen Einfluss auf die Qualitat bzw. das
Wachstumsverhalten der Kolonien.

Das Verfahren nach der TrinkwV 2001 eignet sich eher flr eine schnelle Untersuchung
auf C. perfringens in Wasserproben.

Die Brauchbarkeit der Kolonien, welche auf dem TSC — Medium wachsen kann durch
das Alter und die Lagerung der Platten beeintrachtigt werden.

Je élter das Medium ist, desto schlechter ist die Farbentwicklung der Bakterienkolonien
auf dem Agar. Somit ist es schwieriger prasumtive C. perfringens Kolonien von

anderen Bakterienkolonien unterscheiden zu kdnnen.

Ein weiteres Problem der ISO 14189 ist der Einsatz der krebserregenden Substanz
Echtblausalz B, welche flr die Laboranten gesundheitsschédlich sein kann.

Der Nachweis der sauren Phosphatase Aktivitat kann daher bei der mCP — Methode als
sicherer bezeichnet werden, da keine gefahrlichen Chemikalien zum Einsatz kommen.
Deshalb sollte das Verfahren (berarbeitet werden, um die Gesundheit der Menschen
nicht zu gefahrden.

Des Weiteren kann die saure Phosphatase Aktivitat einfacher und schneller
nachgewiesen werden, da innerhalb von 20 — 30 Sekunden ein positives oder negatives
Ergebnis zu erwarten ist.

Mithilfe der ISO 14189 tritt kann ein positives oder negatives Ergebnis erst nach 3 — 4
Minuten beobachtet werden. Erschwerend, fur den Nachweis, kommt hinzu, dass der

Farbumschlag bei den KBE manchmal nur sehr schwach zu erkennen ist.
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Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass sich die Ergebnisse, welche mit beiden
Methoden erreicht wurden, sehr &hneln und gut vergleichbar sind. Beide Methoden sind
flr die Untersuchung von Wasserproben geeignet, wobei die Methode nach 1SO 14189
umstandlicher als das mCP — Verfahren ist.

Es ist nicht notig, dass die Kontrolle der sauren Phosphatase auf dem DEV — und dem
mMCP — N&hrmedium durchgefiihrt werden muss.

Fur den Nachweis wiirde eine Methode reichen, da die Testergebnisse, in dieser Arbeit,

gezeigt haben, dass beide Verfahren fast identisch in ihren Resultaten sind.

Unterschiede zwischen den Verfahren nach I1SO 14189 und nach TrinkwV 2001
kénnen auf naturliche Ursachen, wie die Ungleichverteilungen der Bakterien in den
Proben oder auf das Wachstumsverhalten der KBE auf den Platten zurlckgefuhrt
werden.

Das Auftreten unerwiinschter Begleitflora, kann die subjektive Wahrnehmung der
Kolonien beeintrachtigen und zu Ungenauigkeiten bei der Auszahlung fihren.

Weitere Ungenauigkeiten der Ergebnisse kdnnen damit erklart werden, dass es zu
Problemen bei der anaeroben Inkubation gab.

Es kann durchaus vorkommen, dass die Anaero Gen — Packchen nicht zu 100% ein
anaerobes Milieu geschaffen und somit das Wachstum der Kolonien beeinflusst haben

kdnnten.
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