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1  E i n l e i t u n g  u nd  Z i e l s e tz u n g  

1.1 Einleitung 

Trinkwasser muss so beschaffen sein, dass durch Wasser übertragene Krankheitserreger 

nicht in Konzentrationen vorliegen, „die eine Schädigung der menschlichen Gesundheit 

besorgen lassen“ (TrinkwV, 2001), § 5.1). 

Die Sicherstellung dieses Qualitätsmerkmales setzt Methoden zum Nachweis hygienisch 

relevanter Mikroorganismen voraus. In der Trinkwassermikrobiologie werden in der Routine 

Kulturverfahren eingesetzt, die auf dem Wachstum der Organismen auf Nährmedien 

beruhen. Da sich einige hygienisch relevante Organismen nur langsam vermehren, kann es 

Tage bis Wochen dauern, bis ein Ergebnis vorliegt. Besonders Viren oder Bakterien im 

viable but not culturable Stadium (VBNC) lassen sich gar nicht oder nur mit großem Aufwand 

nachweisen. Eine zeitnahe Überwachung von Wasserressourcen oder Aufbereitungs-

verfahren ist somit mit Kulturverfahren nicht möglich. 

Mit molekularbiologischen Methoden, wie der quantitativen Polymerase-Kettenreaktion 

(qPCR), kann die DNA oder RNA von Organismen vervielfältigt und somit nachgewiesen 

werden. Im Gegensatz zu den Kulturverfahren dauert der Nachweis nur wenige Stunden. 

Außerdem ist die Detektion der Bakterien und Viren möglich, die sich in Kulturverfahren nicht 

nachweisen lassen.  

Die qPCR bietet den Vorteil eines sehr schnellen Nachweises, erlaubt aber derzeit – im 

Gegensatz zu Kulturverfahren – keine Beurteilung der Infektiosität. Tote Bakterien oder 

inaktive Viren können noch immer DNA oder RNA enthalten und werden somit in der qPCR 

nachgewiesen. Hygienisch sind nur die Organismen relevant, die eine Infektion auslösen 

können, also lebendig oder aktiv sind. Somit kann die qPCR nicht für Hygienebewertungen, 

Risikoabschätzungen oder den Nachweis einer Desinfektion eingesetzt werden, was den 

Anwendungsbereich stark einschränkt. 

Der Einsatz der qPCR für hygienische Fragestellungen setzt eine Unterscheidung zwischen 

lebenden und toten Organismen voraus. Eine solche Differenzierungsmöglichkeit sollte im 

Rahmen dieser Arbeit untersucht und geprüft werden. Seit einigen Jahren werden in der 

Molekularbiologie interkalierende Farbstoffe wie Propidiumiodid Monoazid (PMA) zur 

Unterscheidung zwischen lebenden und toten Organismen eingesetzt. PMA dringt in 

beschädigte Organismen ein und lagert sich an die DNA oder RNA. Mit PMA markierte DNA 

oder RNA kann in der qPCR nicht mehr nachgewiesen werden – somit werden beschädigte 

Organismen von der qPCR ausgeschlossen. 
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1.2 Zielsetzung 

Ziel dieser Arbeit ist die Entwicklung einer PMA-basierten Lebend/tot-Unterscheidung für 

molekularbiologische (qPCR) Methoden zum Nachweis von hygienisch relevanten 

Organismen. Da nur wenige Studien die Wirkung von PMA bei Viren zeigen, sollte die 

Methode nicht nur für Bakterien, sondern auch für Viren entwickelt werden. 

In der Literatur ist die qPCR mit PMA-Behandlung (PMA-qPCR) meist mit hitzebehandelten 

Bakterien beschrieben, was letztendlich nur eine geringe Relevanz für die Wasserpraxis hat. 

Die entwickelte Lebend/tot-Unterscheidung sollte in dieser Arbeit beim Einsatz gängiger 

Desinfektionsverfahren wie Chlorung, Ozonung und UV-Strahlung getestet werden. Im 

Fokus steht auch der Vergleich mit den standardisierten Kulturverfahren, dem aktuellen 

Gold-Standard in der Trinkwassermikrobiologie. Um einen hohen Bezug zur gängigen Praxis 

zu gewährleisten, sollten - im Gegensatz zu vielen bisherigen Studien - auch praxis-

relevante Konzentrationen bei Desinfektionsverfahren untersucht werden. Konkret sollte 

überprüft werden, ob sich eine Desinfektion von Bakterien und Viren mit dem entwickelten 

molekularbiologischen Verfahren und der Lebend/tot-Unterscheidung erfassen lässt. 

Die Durchflusszytometrie sollte als neue Methode am TZW Karlsruhe etabliert und als 

Referenzverfahren vergleichend in den Versuchen mit Bakterien eingesetzt werden. In der 

Durchflusszytometrie sollte ebenfalls eine Lebend/tot-Unterscheidung durchgeführt werden. 

Im Rahmen des BMBF-Projektes EDIT wurde von mehreren Projektpartnern ein 

Anreicherungs- und Detektionssystem für das Monitoring von wasserbürtigen Pathogenen 

entwickelt. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Integration der Lebend/tot-Unterscheidung 

in das Hygiene-online Monitoring. 

Letztendlich lassen sich die Ziele dieser Arbeit mit molekularbiologische Lebend/tot-

Unterscheidung bei Viren und Bakterien bei Desinfektionsverfahren zusammenfassen. 
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2  T h e or e t i s c he  Gr u n d l a ge n  

2.1 Wasserhygiene 

Trinkwasser wird aus natürlichen Ressourcen, beispielsweise aus Quell-, Oberflächen- oder 

Grundwasser gewonnen. Nach der Nutzung wird das Wasser in Kläranlagen gereinigt und 

gelangt wieder in die Umwelt, was den Wasserkreislauf schließt (Abbildung 1).  

 

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Wasserkreislaufs. 

Durch Krankheitsausbrüche gelangen menschliche Krankheitserreger – Viren, Bakterien und 

Parasiten – in hohen Konzentrationen in das häusliche Abwasser. So kann ein Liter 

Abwasser beispielsweise bis zu 108 Noroviren enthalten (Katayama et al., 2008; Rosa et al., 

2010). In Kläranlagen wird die Menge der Viren bei der Abwasserbehandlung vor allem 

durch Adsorption (Seidel et al., 2016), sowie Flockung und Aufnahme durch Organismen 

(Kim and Unno, 1996) reduziert. Studien zeigen allerdings, dass lediglich 30 bis 99 % der 

Viren entfernt werden (Carducci et al., 2008; Fleischer et al., 2000; La Rosa et al., 2010; 

Nordgren et al., 2009; Ottoson et al., 2006a; Payment et al., 1986). Im Beispiel der 108 

Noroviren verbleiben bei einer Reduktion von 99 % durch die Klärung 1.000.000 Viren pro 

Liter im geklärten Abwasser, welches in Flüsse geleitet wird. Dies erklärt, wieso sich in 

Oberflächenwassern in Deutschland (Hamza et al., 2009) und weltweit (Jones et al., 2017; 
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Lodder and de Roda Husman, 2005; Rutjes et al., 2009; Vecchia et al., 2012) ebenfalls 

humanpathogene Viren wie Entero-, Rota- und Noroviren nachweisen lassen. 

Auch extreme Wetterereignisse können Auswirkungen auf die Konzentration 

humanpathogener Organismen in der Umwelt haben. An Substrat adsorbierte Viren können 

beispielsweise durch Überschwemmungen gelöst werden und so auch in Oberflächenwasser 

oder Grundwasser gelangen. Trockenrisse verringern die Adsorptionskapazität der Böden, 

was wiederum bei folgenden Niederschlagsereignissen für eine geringere natürliche 

Reduktion von Viren und Bakterien führt (Karthe, 2015). Gleichermaßen können Organismen 

von gedüngten Feldern gespült werden oder über geklärtes Abwasser im Überlauf in die 

Umwelt gelangen (Gotkowitz et al., 2016; Rajal et al., 2007; Seidel et al., 2016; Sidhu et al., 

2012; Templar et al., 2016).  

Eine Infektion kann durch gastrointestinale Aufnahme ausgelöst werden (WHO, 2011), 

wodurch kontaminiertes Oberflächenwasser ein Risiko für Badende darstellt (Schijven and 

de Roda Husman, 2006). Dabei genügt die Aufnahme einer sehr geringen Anzahl von Viren. 

Die genaue infektiöse Dosis wird in der Literatur diskutiert und liegt zwischen einem und 

10.000 Virenpartikeln (Atmar et al., 2014; Kirby et al., 2015; Pond, 2005; Schmidt, 2015; 

Teunis et al., 2008). Andere bekannte Viren, beispielsweise Influenza, werden direkt 

zwischen Individuen übertragen; eine Verbreitung auf dem Wasserweg wurde noch nicht 

nachgewiesen (WHO, 2011). 

Da Trinkwasser aus diesen potentiell kontaminierten Quellen gewonnen wird, werden 

Maßnahmen zur Gewährleistung der hygienischen Unbedenklichkeit getroffen. Im Rahmen 

der Wasseraufbereitung wird das Rohwasser in mehreren Stufen gereinigt, um zu 

gewährleisten, dass durch Wasser übertragene Krankheitserreger nicht in Konzentrationen 

vorliegen, „die eine Schädigung der menschlichen Gesundheit besorgen lassen“ (TrinkwV, 

2001), § 5.1). 

2.2 Trinkwassergewinnung und Aufbereitung 

Um die Anforderungen an ein gesundheitlich unbedenkliches Trinkwasser zu erfüllen, 

werden verschiedene Verfahren eingesetzt, um potenziell belastete Wasserressourcen 

aufzubereiten. Dazu gehören die genaue Kenntnis der verwendeten Wasserressource und 

der Schutz des Einzugsgebietes. Grundwasser aus Tiefenbrunnen ist bereits durch die 

Passage des Wassers durch verschiedene Bodenschichten durch Filtration, Sedimentation, 

Sorption und Abbau gereinigt. Dieses Wasser bedarf teils lediglich einer Entfernung von 

Eisen (z.B. Karlsruher Trinkwasser). Durch Filtrationsbecken kann das Grundwasser 

beispielsweise durch Oberflächenwasser künstlich angereichert und die natürliche Reinigung 

genutzt werden (Balke and Zhu, 2008; Preuß and Schulte-Ebbert, 2001). Eine 2008 
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durchgeführte Umfrage von 954 DVGW-Mitgliedsunternehmen (Deutscher Verein des Gas- 

und Wasserfaches) ergab, dass Grundwasser in Deutschland von 83 % der Unternehmen 

als Quelle für Trinkwasser genutzt wird, 3 % davon aus angereichertem Grundwasser 

(Niehues, 2009). Doch nicht überall lassen die geologischen Gegebenheiten eine Nutzung 

von Grundwasser zu. Oberflächengewässer (10 % der Unternehmen), Uferfiltrat (7 %) und 

Stauseen werden ebenfalls als Ressource von Trinkwasser genutzt. Mit sinkender Intensität 

der natürlichen Reinigung steigen die mögliche Belastung und das mögliche Risiko 

(Abbildung 2).  

 

Abbildung 2: Variabilität und Risiko der für die Trinkwasser genutzten Wasserquellen. 1: (WHO, 2011), 2. 
Desinfektion bei Verunreinigungen, 3. Bei ungeschützten Talsperren, 4. Bei starker fäkaler Kontamination. 

 

Um weiterhin die Unbedenklichkeit des Trinkwassers zu gewährleisten, werden zur 

Aufbereitung chemische Desinfektionsverfahren, Membranfiltration, granulare Filter oder UV-

Strahlung sowie Flockung und Sedimentation eingesetzt. Etwa die Hälfte der Unternehmen 

setzten Desinfektionsverfahren ein, davon 42 % UV-Strahlung, 29 % Chlor oder Hypochlorit, 

24 % Chlordioxid und 5 % Ozon (Niehues, 2009). Eine Desinfektion wird routinemäßig zur 

Reduktion einer möglichen Kontamination oder punktuell als Reaktion auf eine vorhandene 

Kontamination eingesetzt. 

Ultraviolettstrahlung ist eine elektromagnetische Strahlung, die wirksam gegen Bakterien, 

Viren und Protozoen eingesetzt werden kann (Hijnen et al., 2006). Die Strahlung wird in der 

Wasserpraxis vor allem von Quecksilberdampflampen erzeugt. Die emittierte Wellenlänge 

des durch Elektronen angeregten Quecksilberdampfes ist vom Druck in der Lampe abhängig. 

Bei Niederdrucklampen (ca. 0,8 Pa) liegt 90 % der abgegebenen Strahlung bei 253,7 nm. 

Durch das nahe Absorptionsmaximum von Nukleinsäuren bei 260 nm kann somit das 
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genetische Material von Organismen geschädigt und diese so abgetötet werden. Mitteldruck-

Strahler emittieren bei einer breiteren Wellenlänge mit mehreren Emissionspeaks zwischen 

240 und 800 nm. Da nur ein enger Wellenlängenbereich von 240 bis 290 nm für die 

Desinfektion wirksam ist, geht ein Teil der eingesetzten Energie (u.a. in Form von sichtbarem 

Licht) verloren. Dennoch werden im Trinkwasserbereich Mitteldruckstrahler eingesetzt, da 

die Leistung der Strahler besser angepasst und der erhöhte Energieverbrauch kompensiert 

werden kann (Eggers, 2014). 

Eine thermische Desinfektion kann im Trinkwasserbereich in Warmwasserleitungen gegen 

Legionellen eingesetzt werden (Mouchtouri et al., 2007). Hausinstallationen sollen bei einem 

Legionellenbefall auf mindestens 70 °C geheizt werden (DVGW-Arbeitsblatt W 551). 

Thermische Behandlungsarten sind sonst vor allem aus der Lebensmittelindustrie 

(Pasteurisieren) oder zur Sterilisation in der Labor- und Medizintechnik bekannt. Durch Hitze 

werden zelluläre Stoffwechselwege gestört, da Proteine zerstört werden. Außerdem 

beschädigt Hitze die bakterielle Zellmembran und Hülle, sowie bei höheren Temperaturen 

auch die Nukleinsäure (Russell, 2003). 

Chlor wird als Desinfektionsmittel im Bade- und Trinkwasserbereich, so wie für die 

Flächendesinfektion eingesetzt. Eine Chlorung kann als Reaktion auf eine Belastung eines 

Trinkwassernetzes erfolgen (DVGW-Arbeitsblatt W 557) oder zum Schutz der 

mikrobiologischen Qualität bei langen Rohrleitungen als letzter Schritt einer 

Trinkwasserbehandlung dienen. Chlor, Chlordioxid und Hypochlorit werden bei etwa der 

Hälfte der Wasserversorger als Desinfektionsmittel eingesetzt (Niehues, 2009). Von den 

verschiedenen zur Desinfektion eingesetzten chlorhaltigen Substanzen hat reines Chlor (Cl2) 

das höchste Oxidationspotential. Dies führt jedoch auch dazu, dass Chlor mit organischen 

Bestandteilen im Wasser - beispielsweise Huminsäuren - reagiert und somit verbraucht wird. 

Für eine Desinfektionswirkung muss diese sogenannte Chlorzehrung erst mit einer höheren 

Dosis kompensiert werden. Durch die Reaktionen mit organischen Stoffen entstehen 

Reaktionsnebenprodukte wie Trihalogenmethane (Chloroform, Bromdichlormethan, 

Dichlorbrommethan und Bromoform), deren Konzentration im Trinkwasser 0,05 mg/L nicht 

überschreiten darf (TrinkwV, 2001). Alternativ zu Chlor kann beispielsweise Chlordioxid oder 

Natriumhypochlorit für eine Desinfektion eingesetzt werden. Durch das geringere 

Redoxpotential ist die Chlorzehrung und die Bildung von Nebenprodukten geringer (Amy, 

Bull, et al., 2000). Chlor reagiert in Wasser bei neutralem pH zu Salzsäure und hypochloriger 

Säure (HOCl). Aus letzterer bilden sich Oxonium- und Hypochlorit-Ionen; wobei hypochlorige 

Säure die größte Desinfektionswirkung hat. Chlor beeinträchtigt die bakterielle Zellmembran 

und kann durch Diffusion in Zellen beispielsweise Transportproteine zerstören und somit 

Stoffwechselwege unterbrechen, was letztendlich zur Inaktivierung der Bakterien führt 
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(Venkobachar et al., 1977; Virto et al., 2005). Bakterien reagieren je nach Zellwandaufbau 

unterschiedlich auf Chlor (Huang et al., 1997). 

Ozon wirkt wie Chlor als oxidatives Desinfektionsmittel und wird sowohl im Trinkwasser- als 

auch im Badewasserbereich eingesetzt. Zur Applikation wird gasförmiges Ozon aus 

Sauerstoff in einem Generator erzeugt und in Wasser gelöst (Ozonreaktor). Ozon ist sehr 

instabil, reagiert schnell und hat deswegen keine Langzeitwirkung wie Chlor. Die 

Desinfektionswirkung von Ozon basiert auf einer Beschädigung der Zellwand von Bakterien 

und einer folgenden Lyse (Diao et al., 2004).  

Ozon reagiert mit der im Wasser gelösten Organik und bestimmten anorganischen Stoffen – 

deswegen wird eine Ozonzugabe im Rahmen einer Trinkwasseraufbereitung meist erst nach 

einer ersten Reinigungsstufe eingesetzt. Als bedeutendes Nebenprodukt ist hier die Bildung 

von Bromat aus bromhaltigem Wasser zu nennen (Amy, Bull, et al., 2000). Die karzinogene 

Wirkung von Bromat wurde im Tierversuch bei Ratten, Mäusen und Goldhamstern 

nachgewiesen (Roßkamp and Dieter, 1999).  

In der Wasserversorgung kommen die genannten Desinfektionsverfahren auch in 

Kombination vor. Das im Überlinger See (Bodensee) gewonnene Wasser wird 

beispielsweise mittels Mikrofilter, Ozon und Schnellsandfilter aufbereitet. Abschließend 

erfolgt eine Chlorung, um die Qualität während des Transportes durch das Rohrnetz 

sicherzustellen (Zweckverband Bodensee-Wasserversorgung, 2017). Berliner und 

Hamburger Trinkwasser stammt aus Grundwasser, das über Flockung und Sandfiltration 

gereinigt wird (Berliner Wasserbetriebe, 2017; Hamburg Wasser, 2017). 

Ein wichtiger Punkt der Sicherheit des Trinkwassers ist die Gewährleistung und 

Überwachung der Funktionen aller technischen Maßnahmen. Ebenfalls wichtig ist dies bei 

Hausinstallationen. Diese Konzepte (Sicherung und Kenntnis des Einzugsgebietes, 

Aufbereitung und Desinfektion, Sicherung des Leitungssystems und der Hausinstallation) 

werden zusammenfassend als Multibarrierenprinzip bezeichnet (WHO, 2011). 
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2.3 Krankheitsausbrüche durch kontaminiertes Wasser  

Durch eine Kontamination von Trinkwasser wurde im Jahr 2003 in Torgau-Oschatz, 

Deutschland, in 88 Fällen eine Erkrankung mit Noroviren ausgelöst. Durch den zu geringen 

Druck einer Ersatzwasserleitung wurde kontaminiertes Wasser einer privat installierten 

Zisterne in das Wassernetz gedrückt (Merbecks et al., 2004). 

Eine defekte Desinfektionsanlage und Kontamination des Oberflächenwassers durch die 

einsetzende Schneeschmelze verursachten 2009 in einem Skigebiet im Allgäu, Deutschland, 

483 Fälle von Infektionen mit Noroviren (Robert Koch-Institut, 2012a). Diese und auch 

weitere in Tabelle 1 aufgeführte Krankheitsausbrüche waren ausnahmslos durch die 

fehlerhafte oder unzureichende Funktion der Aufbereitung oder der technischen 

Gegebenheiten bedingt. Dies zeigt, wie wichtig eine Überwachung der Trinkwasserqualität 

und die Einhaltung der Regelwerke (Multibarrierenprinzip) sind. 

Tabelle 1: Liste von Trinkwasser-assoziierten Krankheitsausbrüchen durch Viren. 

Quelle Viren Wasser Studienort Grund 

(Borchardt et 
al., 2012) 

Adenovirus 
Enterovirus 
Norovirus 
Rotavirus 

Trinkwasser 
(Grundwasser) 

Wisconsin 
(USA) 
2006 

keine Desinfeiktion 

(Hazam et al., 
2010) 

Hepatitis E Trinkwasser 
Delhi 
2000 

Kontamination mit Abwasser 

(Hewitt et al., 
2007) 

Norovirus 
Trinkwasser 

(Quellwasser, UV + 
Filtration) 

Neuseeland 
07.2006 

Kontamination mit Abwasser 

(Hoebe et al., 
2004) 

Norovirus 
Freizeitwasser 

Chlorung 
Holland 

2002 

Wiederbenutzung des Wassers, 
Kontamination des Reservoirs, 

unzureichende Chlorung 

(NygåRd et 
al., 2004) 

Norovirus 
(vermutet) 

Trinkwasser 
(Brunnen) 

Norwegen 
2002 

Kontamination durch 
Beschädigung und baufälliges 

System 

(Riera-Montes 
et al., 2011) 

Norovirus 

Grundwasser, UV 
desinfiziert, 

Schnellsandfiltration + 
Wasserreservetank. 

Schweden 
2009 

Kontamination des 
Reservetanks, Überlauf durch 

Schneeschmelze 

(Steyer et al., 
2011) 

Norovirus 
Astrovirus 
Hepatitis A 

Unbehandeltes 
Grundwasser und 
Leitungswasser 

Slovenien 
2008 

Keine Desinfektion 

(Zhou et al., 
2016) 

Novorius  
 

Trinkwasser 
China 
2014 

Zusammenlegung und Trink- und 
Abwasserleitung / Wassertanks 

(Arankalle et 
al., 2006) 

Hepatitis A Brunnenwasser 
Indien 
2004 

Kontamination mit 
Kläranlagenüberlauf 

(Rab et al., 
1997) 

Hepatitis E Trinkwasser 
Pakistan 

1993 
Schnell- statt 

Langsamsandfiltration 

(Merbecks et 
al., 2004) 

Norovirus Trinkwasser 
Deutschland 

2003 

Rücklauf aus kontaminierter 
Zisterne durch zu geringen 

Druck einer Ersatzwasserleitung 

(Robert Koch-
Institut, 
2012a) 

Norovirus 
GI und GII 

Trinkwasser aus Quelle 
in Geröllfeld 

(Oberflächennahes 
Wasser) 

Deutschland 
2009 

Defekte UV-Desinfektion, 
Kontamination des Wassers 
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2.4 Hygienisch relevante Organismen 

Nach § 5 der Trinkwasserverordnung dürfen im Trinkwasser „Krankheitserreger im Sinne des 

§ 2 Nummer 1 des Infektionsschutzgesetzes, die durch Wasser übertragen werden können, 

nicht in Konzentrationen enthalten sein, die eine Schädigung der menschlichen Gesundheit 

besorgen lassen“ (TrinkwV, 2001). Dies schließt Viren, Bakterien, Pilze und Parasiten mit ein 

(§ 2,(IfSG, 2000). 

Bakterien 

Escherichia coli (E. coli) kommt im Darm von warmblütigen Tieren inklusive dem Menschen 

vor. E. coli wird als Indikator für fäkale Kontaminationen in Trink- und Rohwasser sowie bei 

Lebensmitteln eingesetzt. In 100 mL Trinkwasser darf E. coli nicht nachweisbar sein (Anlage 

1, TrinkwV 2001). Neben den nicht gesundheitsschädlichen Arten gibt es auch pathogene 

Formen von E. coli, die durch die Bildung von Zellgiften (z.B. Shigatoxin-produzierende 

E. coli, STEC) Durchfallerkrankungen auslösen können. Diese enterohämorrhagische E. coli 

(EHEC) sind unter anderem durch den Ausbruch des Stammes O104:H4 in Norddeutschland 

2011 durch kontaminiertes Gemüse bekannt (Robert Koch-Institut, 2011). 

Enterokokken kommen wie E. coli im Darm vor und können somit als Indikator für fäkale 

Verunreinigungen eingesetzt werden. Im Vergleich mit E. coli ist die Konzentration von 

Enterokokken meist eine Log-Stufe niedriger, allerdings sind sie resistenter gegenüber Chlor 

und lassen sich über einen längeren Zeitraum nachweisen (Byappanahalli et al., 2012; WHO, 

2011). So lässt sich durch einen Nachweis von Enterokokken auf fäkale Einträge schließen, 

die eine längere Zeitspanne zurück liegen. Enterokokken dürfen in 100 mL Trinkwasser nicht 

nachweisbar sein (Anlage 1, TrinkwV 2001). Enterokokken spielen ebenfalls eine Rolle bei 

Infektionen in Krankenhäusern – auch mit Mehrfach-Resistenzen gegen Antibiotika (Klare et 

al., 2012). Die wichtigsten Vertreter der Gattung Enterokokken sind die Bakterienarten 

Enterococcus faecalis (E. faecalis) und Enterococcus faecium. 

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) kommt vor allem in Biofilmen, feuchten 

Oberflächen sowie in gering gechlorten Schwimmbädern, Pools und Oberflächengewässern 

vor. Die direkte Konzentration im Trinkwasser ist dagegen sehr gering, allerdings kann sich 

das Bakterium in Rohrleitungen, Wasserzählern und Armaturen ansiedeln und ist dort nur 

schwer – z.B. nur durch langanhaltende Chlorung - zu entfernen (Wingender et al., 2009). In 

der Trinkwasserverordnung ist ein Grenzwert für P. aeruginosa lediglich für abgefülltes 

Trinkwasser aufgeführt (Keine in 250 mL). Die Fähigkeit, bei geringem Nährstoffangebot 

wachsen zu können und mögliche multiple Resistenz gegen Antibiotika macht P. aeruginosa 

zu einem der wichtigsten Krankenhauskeime. Die Bakterien können für 

Lungenentzündungen, Meningitis und Infektionen von Wunden sowie des Urinal- und 
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Gastrointestinaltraktes verantwortlich sein (Mena and Gerba, 2009). 

Viren 

Viren können sich im Gegensatz zu Bakterien nicht selbstständig vermehren. Neben direkter 

Übertragung von Mensch zu Mensch oder über kontaminierte Oberflächen können einige 

Viren auch über den Wasserpfad übertragen werden. Für viele virale Erkrankungen haben 

Impfstoffe nur begrenzte Wirksamkeit (z.B. 3 Jahre bei Rotaviren) oder sind gar nicht 

verfügbar (Robert Koch-Institut, 2012b). 

Adenoviren können Fieber, Augen- und Lungenentzündungen hervorrufen. Sie sind für 3 bis 

9 % der Magen-Darm-Entzündungen bei Kindern verantwortlich. Von Adenoviren sind über 

40 Typen bekannt, die teilweise unterschiedliche Krankheiten hervorrufen. Die Viren werden 

fäkal-oral über Wasser, Lebensmittel oder kontaminierte Oberflächen verbreitet und kommen 

das ganze Jahr über vor. Es gibt keine spezifische Therapie; eine Immunisierung ist nicht 

möglich (Pond, 2005; Robert Koch-Institut, 2003). 

Enteroviren sind eine diverse Gruppe von Viren, die für Kinderlähmung (Polioviren), 

Erkrankungen des Herzmuskels, sowie die Hand-, Fuß- und Mundkrankheit (Coxsackieviren) 

und Hirnhautentzündungen (Echoviren) verantwortlich sind. Erkältungen und Fieber sind 

mildere Symptome einer Infektion (Kiehl, 2009). Eine Übertragung erfolgt fäkal-oral, auch 

über kontaminiertes Wasser. Die Viren treten im Abwasser meist in geringerer Konzentration 

als Indikatorbakterien auf (Wyn-Jones and Sellwood, 2001). 

Noroviren verursachen Brechdurchfall und kommen vermehrt in den Wintermonaten vor 

(Bernard et al., 2013; Höhne and Askar, 2014). Infektionen sind besonders für ältere oder 

immungeschwächte Menschen in Krankenhäusern und Altersheimen gefährlich. Sie sind für 

50 % der nicht-bakteriell bedingten Gastroenteritiden verantwortlich. Die Viren werden fäkal-

oral übertragen. 2012 kam es in Deutschland zu einem großen Ausbruch durch mit Fäkalien 

kontaminierte Tiefkühlerdbeeren mit 10950 Fällen (Robert Koch-Institut, 2012a). 

Bakteriophagen phiX174 und MS2 

Bakteriophagen sind Viren, die Bakterien infizieren und somit für den Menschen ungefährlich 

sind. Die Bakteriophagen phiX174 und MS2 infizieren E. coli bzw. coliforme Bakterien und 

werden somit auch Coliphagen genannt. Phagen werden nach dem Infektionsweg über die 

bakterielle Zelle (Soma) oder Zellfortsätze (F-Pilus) in somatische und F-spezifische Phagen 

unterteilt. 

Phagen können als Modelle für humanpathogene Viren eingesetzt werden, da sie sich 

vergleichbar bei Desinfektionsverfahren verhalten, leichter nachzuweisen sind und meist in 
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höheren Konzentrationen vorkommen. Bei der Bewertung von Gewässern lässt sich anhand 

der Anzahl der Bakteriophagen allerdings keine quantitative Aussage über die Zahl 

humanpathogener Viren treffen. Lassen sich keine Phagen detektieren, so ist dies aber ein 

Zeichen dafür, dass keine humanpathogenen Viren im Wasser vorhanden sind. Dies liegt vor 

allem daran, dass Phagen meist in einer höheren Konzentration im Wasser zu finden sind 

(Grabow, 2004).  

Bakteriophagen können eine Kontamination eines Oberflächengewässers mit Abwasser über 

einen längeren Zeitraum anzeigen als Indikatorbakterien (Lucena et al., 2003).  

Einige Studien zeigen, dass Phagen als Indikator für humanpathogene Viren in der 

Behandlung von Kläranlagenabwasser (Martin-Diaz et al., 2016) und Oberflächenwasser 

(Jones et al., 2017; Rezaeinejad et al., 2014) eingesetzt werden können. In einer Studie von 

Guzmán et al. (2007) werden somatische Coliphagen als Indikatoren für humanpathogene 

Viren im als Dünger eingesetzten Klärschlamm genutzt.  

Ihr breites Wirtsspektrum macht den Einsatz als Indikator für humanpathogene Viren jedoch 

schwer. F-spezifische Bakteriophagen dagegen vermehren sich in der Umwelt nur 

geringfügig und sind somit besser geeignet. Allerdings zeigen sich F-spezifische Phagen 

empfindlicher gegenüber Desinfektionsmittel (Sidhu and Toze, 2009). 

Da Phagen ungefährlich sind, bieten sie sich in Laborversuchen als Ersatz für 

humanpathogene Viren an. So wurde beispielsweise die Verteilung von Viren in 

Handtrocknern im Sanitärbereich mit Phagen untersucht (Kimmitt and Redway, 2016). In 

dieser Arbeit wurden ebenfalls Bakteriophagen als Surrogat eingesetzt. 

 

 

Grundsätzlicher Aufbau von Bakterien und Viren 

Bakterien und Viren haben einen komplexen Aufbau und können aus vielen Bestandteilen 

mit unterschiedlichen Funktionen bestehen. Für die Thematik dieser Arbeit sind primär die 

Hülle und die Nukleinsäure dieser Organismen relevant. Bakterien werden nach dem 

Zellwandaufbau in Gram-negativ und Gram-positiv eingeteilt (Abbildung 3).  

Gram-negative Bakterien besitzen eine äußere Membran, die als Diffusionsbarriere fungiert. 

Geladene oder große Moleküle werden durch diese Membran zurückgehalten und können 

nicht in das Bakterium eindringen. Gram-positive Bakterien haben diese Membran nicht. 

Unter der Membran befindet sich ein aus Zucker und Aminosäuren bestehendes Gerüst, das 

die Zellmembran des Bakteriums umgibt. Bei Gram-positiven Bakterien ist diese 
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Peptidoglycan-Schicht größer ausgelegt als bei Gram-negativen Bakterien (Berg et al., 2011; 

Silhavy et al., 2010). Viele Viren bestehen prinzipiell nur aus einer Proteinhülle, dem Kapsid, 

welches die Nukleinsäure umgibt. Das Kapsid besteht aus mehreren gleichen Untereinheiten, 

den Kapsomeren. Diese können in einer einfachen geometrischen Figur, beispielsweise 

einem Ikosaeder angeordnet sein. 

 

  

Abbildung 3: Vereinfachte Darstellung der Hülle und der Nukleinsäure von Gram-positiven und Gram-
negativen Bakterien sowie einer Virengruppe. 
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2.5 Qualitätskontrolle mit dem Indikatorprinzip 

Die mikrobiologischen Anforderungen sehen vor, dass weder E. coli noch Enterokokken in 

100 mL Trinkwasser nachweisbar sind (TrinkwV § 5.2 Anlage 1). Diese Bakterien werden 

sowohl vom Menschen als auch anderen Tieren ausgeschieden und gelangen somit in das 

Abwasser. Lassen sich E. coli Bakterien im Wasser oder Trinkwasser nachweisen, so ist 

dies ein Indiz für eine Kontamination mit Abwasser und einer möglichen Belastung mit 

Krankheitserregern. Somit lässt sich durch den Nachweis von Darmbakterien auch auf das 

mögliche Vorhandensein von Krankheitserregern schließen. Dieses Indikatorsystem wird 

bereits seit Jahrzehnten erfolgreich eingesetzt. 

Viele Untersuchungen zeigen allerdings, dass das Vorhandensein der genannten Indikatoren 

nicht immer mit der Präsenz von pathogenen Viren korreliert. In den genannten Studien zur 

Viruslast in Kläranlagen wurden stets unterschiedliche Reduktionen von Indikatorbakterien 

und pathogenen Viren gemessen (Carducci et al., 2008; La Rosa et al., 2010; Nordgren et al., 

2009; Ottoson et al., 2006a; Payment et al., 1986). In Oberflächengewässern konnten 

ebenfalls pathogene Viren ohne Korrelation zu Indikatororganismen nachgewiesen werden 

(Hörman et al., 2004; Sidhu et al., 2012). Erst kürzlich kam es in Spanien zu einer Infektion 

mit Noroviren aus Flaschenwasser (Blanco et al., 2017). In der Wasseraufbereitung 

reagieren verschiedene Arten von Bakterien und Viren unterschiedlich stark auf 

Desinfektionsverfahren (WHO, 2011). Ob sich Bakteriophagen oder bestimmte Viren als 

Indikatoren eignen, ist nicht ausreichend belegt – unter anderem auch, weil es an 

entsprechenden Nachweisverfahren mangelt (Jones et al., 2017).  

Die Möglichkeiten des nicht korrelierenden Auftretens von Indikatororganismen und 

Pathogenen legt den Wunsch nahe, ein erweitertes Spektrum an Organismen (und nicht nur 

die Indikatoren) mit möglichst kurzer zeitlicher Verzögerung nachzuweisen. 
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2.6 Nachweisverfahren 

Trink- und Rohwasser wird stichprobenartig untersucht. In der Trinkwasserverordnung ist die 

Mindesthäufigkeit der Untersuchungen für Trinkwasser pro Jahr festgelegt (§14 und 

Anlage 4, TrinkwV 2001). Wasserbürtige Organismen können mit verschiedenen Verfahren 

nachgewiesen werden. In der gängigen Wasserpraxis sind dies, wie in der 

Trinkwasserverordnung vorgeschrieben, ausschließlich Kulturverfahren. 

In dieser Arbeit wurden drei grundsätzliche Methoden eingesetzt: 

Kulturverfahren Nachweis von Organismen, die sich auf einem 

Nährmedium vermehren (Bakterien) oder Wirtszellen 

infizieren können (Viren). Nur aktive Organismen 

werden erfasst. 

Molekularbiologische Verfahren 

(PCR, qPCR) 

Bakterien und Viren werden über ihre DNA oder RNA 

nachgewiesen. 

Durchflusszytometrie Bakterien werden angefärbt und mit einem Laser 

erfasst und quantifiziert. Ein direkter Nachweis von 

Viren existiert bisher noch nicht. 

 

2.6.1 Kulturverfahren 

Bakterien werden auf oder in einem Nährmedium inkubiert und das Wachstum entweder 

direkt über sichtbare Kolonien oder über Stoffwechselprodukte nachgewiesen. Im 

klassischen Plattenverfahren wird eine Wasserprobe durch einen Filter mit einer nominellen 

Porengröße von 0,45 Mikrometern gesaugt und der Filter auf ein Nährmedium aufgetragen 

(Abbildung 4, links). Nach Inkubation des Nährmediums sind bei einem positiven Befund 

bakterielle Kolonien makroskopisch sichtbar und können gezählt werden. Dabei geht man 

davon aus, dass jede Kolonie aus einem Bakterium entstanden ist. Das Messergebnis wird 

deswegen in Kolonie-bildenden Einheiten (KBE) angegeben. Durch den Einsatz spezieller 

Zusätze kann ein spezifischer Nachweis eines Bakteriums erfolgen. So lässt beispielsweise 

der Zusatz CTAB (Cetyltrimethylammoniumbromid) Pseudomonas aeruginosa Bakterien 

unter UV-Licht fluoreszieren (Abbildung 4, mittig) und hemmt gleichzeitig das Wachstum 

anderer Bakterien (Lowbury and Collins, 1955). Neben spezifischen Zusätzen kann 

allgemeines Bakterienwachstum z.B. durch den blauen Farbstoff Resazurin dargestellt 

werden (Abbildung 4, rechts). Dieser wird von aktiven Zellen durch die Übertragung von 

Elektronen zum roten Resorufin reduziert (Xu et al., 2015). 
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Abbildung 4: Plattenverfahren zum Nachweis von P. aeruginosa auf Selektivagar (links, mittig). MPN 
Verfahren mit Minimalmedium (R2A) und Zellaktivitätsfärbung PrestoBlue® (rechts). 

 

Für den Nachweis von E. coli, sowie für viele andere, hygienisch relevante Bakterien, sind 

ISO / DIN-Normen verfügbar (vgl. Tabelle 2). Das Indikatorbakterium E. coli kann nach 

18 Stunden im Kulturverfahren nachgewiesen werden. Nicht alle Bakterien vermehren sich 

so schnell wie E. coli – pathogene Legionellen benötigen beispielsweise mehrere Tage bis 

Wochen, um auf Kulturmedien zu wachsen. 

Neben der teilweise langen Zeit bis ein Ergebnis vorliegt, haben Kulturverfahren den Nachteil, 

nur die Organismen erfassen zu können, die sich auf Nährmedien vermehren. In 

Laborversuchen konnte gezeigt werden, dass sich einige lebende Bakterien unter 

bestimmten Umständen nicht auf Kulturmedien vermehren. Dieser Zustand wird lebend, aber 

nicht kultivierbar bzw. viable but not culturable (VBNC) genannt (Oliver, 2010; Wingender 

and Flemming, 2011). Bakterien im VBNC-Stadium können mit den standardisierten 

Kulturverfahren nicht nachgewiesen werden, aber immer noch Toxine bilden (Liu et al., 2017) 

oder sich unter bestimmten Umständen vermehren (Ramamurthy et al., 2014). 

Viren werden im Kulturverfahren nachgewiesen, indem sie Wirtszellen infizieren. Dazu wird 

eine Bakterienkultur (Phagen) oder eine Linie eukaryotischer Zellen (Humanpathogene Viren) 

mit einer Probe infiziert. Werden die Zellen durch die Viren zerstört, ist dies durch sichtbare 

Lücken, so genannten Plaques, in der Kultur der Wirtszellen sichtbar. Durch die Zucht der 

Wirtszellen ist der Nachweis von Viren mit Kulturverfahren aufwändig und zeitintensiv. So 

dauert der Nachweis von Entero- oder Adenoviren im Kulturverfahren bis zu zwei Wochen 

(vgl. Tabelle 2). Sind keine Wirtszellen verfügbar, können die Viren nicht nachgewiesen 

werden. 

Im Falle von Kontaminationen oder bei Extremereignissen ist es wünschenswert, möglichst 

zeitnah Messwerte über hygienisch relevante Bakterien und Viren zu erhalten, um 

entsprechend mit Gegenmaßnahmen (Abkochgebote, Spülungen, Abschalten von Brunnen 

etc.) reagieren zu können. Dies ist mit den klassischen Kulturverfahren jedoch nicht möglich. 
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2.6.2 Molekularbiologische Verfahren (PCR) 

Mit molekularbiologischen Verfahren kann die Nukleinsäure eines Organismus in wenigen 

Stunden nachgewiesen werden (vgl. Tabelle 2). In der quantitativen Polymerase-

Kettenreaktion (qPCR) wird die DNA vervielfältigt und kann durch die Einlagerung von 

fluoreszenten Farbstoffen erfasst werden. Die qPCR bietet somit im Vergleich zu den 

klassischen Kulturverfahren einen erheblichen Zeitvorteil. 

Tabelle 2: Zeitaufwand für Kulturverfahren und qPCR einiger ausgewählter Organismen. 

Organismus Kulturverfahren PCR 

E. coli 18-22 Stunden DIN EN ISO 9308 

6-8 Stunden 

 
Kein normiertes 

Verfahren 

Legionella 9-14 Tage DIN EN ISO 11731 

Campylobacter sp. 4-5 Tage DIN EN ISO 10272 

P. aeruginosa 2-9 Tage DIN EN ISO 16266 

Adenovirus 14 Tage WHO-Methode 

Norovirus 4 Tage 
Kein Kulturverfahren Verfügbar. 

Kultur/PCR Kombiverfahren nach 
Jones et al. (2015) 

8-10 Stunden 

 
Kein normiertes 

Verfahren 
Enterovirus 3-14 Tage 

Verfahren nach 
Terletskaia-Ladwig et al. (2008) 

Rotavirus 3-7 Tage 
Verfahren nach 

Arnold et al. (2009) 

 

Nachweis von Nukleinsäuren 

Alle bisher bekannten Lebewesen enthalten Nukleinsäure in Form von DNA 

(Desoxyribonukleinsäure) und können somit mit einer PCR nachgewiesen werden. DNA 

besteht aus zwei komplementären Doppelsträngen, in denen genetische Informationen durch 

verschiedene Nukleotide kodiert sind (organische Basen Adenin, Cytosin, Guanin, Thymin). 

Viren, die meist nicht zu lebenden Organismen gezählt werden, können statt DNA auch RNA 

(Ribonukleinsäure) enthalten. RNA kann durch enzymatische Prozesse in komplementäre 

DNA (cDNA) umgeschrieben werden, was einen Nachweis mit der PCR ermöglicht. 

Ablauf einer qPCR 

In der zyklisch ablaufenden qPCR wird durch die Schritte Denaturierung (1), Primer 

Annealing (2) und Elongation (3) ein bestimmter Teil eines DNA-Stranges verdoppelt 

(Abbildung 5). 

1. Durch hohe Temperaturen (95 °C) lösen sich die Wasserstoffbrücken im DNA-

Doppelstrang und es entstehen zwei Einzelstränge. 
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2. Zwei Primer (kurze DNA-Fragmente) lagern sich spezifisch an die Einzelstränge an 

und definieren den Start und Endpunkt des zu vervielfältigenden DNA-Stückes, das 

so genannte Amplifikat. 

 

3. Bei 72 °C verlängert das Enzym DNA-Polymerase die Primer und es entsteht jeweils 

ein Doppelstrang. In diesen Doppelstrang können sich fluoreszente Farbstoffe 

einlagern – die Gesamtfluoreszenz der Probe steigt. 

 

 

Abbildung 5: Prinzip und einzelne Phasen eines Zyklus der PCR. Komplementäre Basen der Nukleotide 
wurden farblich dargestellt. 

Da in jedem Zyklus eine Verdopplung stattfindet, steigt die Menge der DNA-Moleküle 

exponentiell an. Gleichzeitig steigt die Menge an eingelagerten, fluoreszenten Farbstoffen 

(s. Abbildung 7, links). Wichtig für die Bestimmung der Proben in der qPCR ist der 

Quantifizierungs-Zyklus (Cq) – der Zyklus bei dem die Fluoreszenz der Probe die 

Hintergrundfluoreszenz übersteigt (Schwellenwert, threshold). Für jede eingesetzte Probe 

kann in der qPCR somit ein Cq-Wert angegeben werden, der sich mit sinkender 

Ausgangskonzentration erhöht. 
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Quantifizierung 

Zur absoluten Quantifizierung werden in der qPCR Standards mit bekannter Konzentration 

eingesetzt. Als Basis eines Standards kann entweder ein positives PCR-Produkt (DNA-

Standard) oder die Kultur des nachzuweisenden Organismus (Genomischer Standard) 

dienen. Zur Herstellung eines DNA-Standards (Abbildung 6, links) wird ein entsprechendes 

PCR-Produkt in einen bakteriellen Vektor kloniert. Dieser wird durch Transformation in ein 

Bakterium eingeschleust und anschließend über Kultivierung des Bakteriums vervielfältigt. 

Nach Extraktion und Aufreinigung der Vektoren wird deren Konzentration mit Hilfe von 

Fluoreszenzfarbstoffen bestimmt und auf eine bestimmte DNA-Kopienzahl eingestellt. Ein 

genomischer Standard (Abbildung 6, rechts) wird durch Extraktion der genomischen 

Nukleinsäure aus einer Laborkultur hergestellt. Die Kultur wird zuvor mit einem 

Referenzverfahren (z.B. mikroskopische Gesamtzellzahl) quantifiziert. Für die Extraktion der 

Proben wird das gleiche Extraktionsverfahren eingesetzt. Dies hat den Vorteil, eventuelle 

Verluste an Nukleinsäure während der Probenbearbeitung mit in die Kalibrierung 

einzubeziehen. Für die Vermessung des Standards müssen jedoch Verfahren zur 

Quantifizierung der Organismen verfügbar sein. 

 

Abbildung 6: Grundlage von Vektor-basierten und genomischen Standards. Bezugsgrößen in rot.  

Probe mit Zielorganismus Kultur des Zielorganismus

Extraktion, PCR

Ziel-DNA

Extraktion

Fluoreszenzmessung
Berechnung der Genkopien

DNA-Standard
Menge der DNA Kopien

Quantifizierung mit 
Referenzverfahren
(z.B. GZZ)

Genomischer Standard
Konzentration der Organismen

Klonierung in Vektor

Transformation, Selektion, 
Vermehrung, Extraktion, Reinigung
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Standards werden in der qPCR in einer dekadischen Verdünnungsreihe eingesetzt 

(Abbildung 7, links). Aus den Cq-Werten der Standards lässt sich eine Kalibrierkurve 

erstellen, indem die Messwerte gegen die eingesetzte Konzentration aufgetragen werden 

(Abbildung 7, rechts). Durch die Kalibriergerade lässt sich aus dem Cq-Wert unbekannter 

Proben die Konzentration der DNA-Menge errechnen (Bustin et al., 2009).  

 

Abbildung 7: qPCR-Lauf von Standardlösungen mit DNA-Konzentrationen von 10
6
 bis 10

1
 Genkopien pro 

µL (links). Kalibrierkurve als Verhältnis zwischen Cq-Werten und DNA-Konzentrationen (rechts). 

 

Die Steigung der Kalibriergerade zeigt die Effizienz der qPCR-Reaktion. Bei einer Effizienz 

von 1,0 (100 %) findet in jedem Zyklus der qPCR eine Verdopplung der DNA statt. In den 

MIQE Guidelines - Minimale Informationen für Quantitative Experimente (Bustin et al., 2009) 

wird für die Effizienz ein tolerierbarer Grenzbereich von 0,9 bis 1,05 angegeben. Störstoffe in 

der Probenmatrix wie beispielsweise Huminsäuren interagieren mit der Polymerase oder der 

Nukleinsäure und können zu einer geringeren Effizienz führen. 

 

Quantifizierungsgrenzen 

Für die Nachweisgrenze der qPCR lassen sich zwei Bereiche definieren: die 

Detektionsgrenze (LOD, limit of detection) und die Quantifizierungsgrenze (LOQ, limit of 

quantification). Messungen mit einem Cq-Wert über der Detektionsgrenze sind mit hoher 

Wahrscheinlichkeit (meist 95 %) positiv. Nach der MIQE Guideline liegt die Detektionsgrenze 

der qPCR bei 3 Genkopien pro Reaktionsansatz (z.B. 1 µL) (Bustin et al., 2009). Bei Burns 

und Valdivia (2008) wird als Detektionsgrenze ein vergleichbarer Wert von 2,5 Genkopien 

ermittelt. Der LOQ wird meist aus der Summe des Mittelwertes und der dreifachen 

Standardabweichung von Negativkontrollen (Proben ohne Ziel-DNA) berechnet (Bustin et al., 

2009; Shrivastava and Gupta, 2011). In der qPCR kommt es jedoch vor, dass die 

Fluoreszenz von Negativkontrollen den Schwellenwert (threshold) nicht überschreitet und 
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nicht bestimmt werden kann (Abbildung 7, links, Kontrolle). Deswegen wurden zur 

Bestimmung der Nachweisgrenze umfangreichere Verfahren vorgeschlagen (Burns and 

Valdivia, 2008; Nutz et al., 2011). 

Bedeutender für diese Arbeit ist die Quantifizierungsgrenze – der Bereich, in dem mit der 

qPCR gemessene Proben quantitativ erfasst werden können. In den MIQE Guidelines liegt 

dieser Bereich zwischen den Standards mit der höchsten und der niedrigsten Konzentration, 

die in eine gültige Kalibrierung einbezogen wurden (Bustin et al., 2009). Nach Forootan et 

al. (2017) lässt sich der LOQ durch den Variationskoeffizienten der Standards bestimmen. 

Dieser sollte den Wert 0,35 nicht überschreiten. Die Berechnung erfolgt aus dem Quotienten 

des Mittelwertes der entsprechenden qPCR-Messungen eines Standards und der 

Standardabweichung dieser Messwerte. 

Spezifität 

Mit der qPCR lässt sich theoretisch jeder Organismus anhand seiner DNA oder RNA 

nachweisen. Außerdem lassen sich PCR-Reaktionen sowohl für ganze Organismengruppen 

als auch für einzelne Gene erstellen. So können beispielsweise bei enterohämorrhagischen 

E. coli (EHEC) die Toxizitätsgene direkt nachgewiesen werden (Wang et al., 2014). Dies 

setzt voraus, dass die Sequenz der Nukleinsäure bekannt ist und die Primer, die in der 

Reaktion eingesetzt werden, spezifisch an die gewünschte Stelle binden. Unspezifische 

qPCR-Reaktionen führen zu falsch positiven Ergebnissen – beispielsweise wenn die DNA 

von E. coli beim Nachweis von Viren ebenfalls vervielfältigt wird. Eine qPCR muss somit 

sorgfältig entwickelt und mit Qualitätskontrollen überprüft werden. Dazu zählen Positiv- und 

Negativkontrollen innerhalb der qPCR, sowie die Überprüfung der Produkte aus der qPCR 

mittels Schmelzpunktanalyse und Größenanalyse im Gel. Wird ein falsches Produkt gebildet, 

so hat dies im Vergleich zur Positivkontrolle meist eine unterschiedliche Größe und 

Nukleotid-Zusammensetzung, was im Gel oder der Schmelzkurve erkennbar ist (Otto et al., 

2015). 

2.6.2.1 Einsatzbereiche von qPCR-Verfahren 

Die qPCR wird als Methode zum Nachweis von hygienisch relevanten Organismen im 

Trinkwasserbereich (Kunze et al., 2015), im Abwasser (Ottoson et al., 2006b), bei infizierten 

Personen (Mesquita et al., 2011) und bei Nahrungsmitteln wie Meeresfrüchten (Costafreda 

et al., 2006) eingesetzt. Für einige der Nachweisverfahren existieren Normen im 

Lebensmittelbereich, beispielsweise für den Nachweis von Shigha-Toxin-bildenden E. coli 

(STEC) (ISO/TS 13136:2012, n.d.), Noroviren (ISO/TS 15216-1:2013, n.d.), Salmonellen 

(ISO 10135:2007, n.d.) und Bakterien der Gattung Yersinia (ISO/TS 18867:2015, n.d.). 
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Da nur wenige Virenpartikel für eine Infektion ausreichen, wird von der WHO ein Nachweis 

von einem Rotavirus in 90 m³ Trinkwasser gefordert. Der Einsatz der qPCR setzt durch das 

geringe Probevolumen von wenigen Mikrolitern eine aufwändige Konzentrierung voraus 

(Kunze et al., 2015; Seidel et al., 2016). Neben Trinkwasser ist auch die hygienische 

Beschaffenheit des Rohwassers von Bedeutung. So ermöglicht ein schnelles 

Nachweisverfahren eine Bewertung des Einzugsgebietes in Sinne des Multibarrierenprinzips. 

Dadurch kann z.B. auf eine erhöhte Virenlast bei Unwettern oder Überflutungen zeitnah 

reagiert werden. Gleiches gilt für die Inaktivierungsleistung einer Abwasserbehandlung. 

Somit ergeben sich im Wasser- und Trinkwassersektor umfassende 

Anwendungsmöglichkeiten für ein schnelles Detektionsverfahren wie die qPCR (Abbildung 8). 

 

 

Abbildung 8: Mögliche Anwendungsbereiche einer hygienischen Überwachung mit PCR-Methoden. 
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2.6.2.2 Problematik: Die hygienische Relevanz eines molekularbiologischen Ergebnisses 

In qPCR-Reaktionen werden Nukleinsäuren quantifiziert, um bestimmte Organismen wie 

Viren oder Bakterien nachzuweisen. Dies hat einen entscheidenden Nachteil: Wird ein 

Bakterium oder ein Virus zerstört, so ist dies keineswegs gleichbedeutend mit der Zerstörung 

seiner Nukleinsäure. Somit werden mit der qPCR ebenfalls Organismen nachgewiesen, die 

bereits – auch seit langer Zeit - tot sind (Young et al., 2007a). Für hygienische Bewertungen 

und Risikoeinschätzungen sind jedoch nur die Organismen von Belang, die eine Infektion 

auslösen können. 

 

Abbildung 9: Unterschiedliche Messergebnisse bei Kulturverfahren und qPCR bei lebenden und toten 
Bakterien. 

 

Studien im medizinischen, Lebensmittel- oder Umweltbereich zeigen meist deutliche 

Unterschiede zwischen qPCR-Ergebnissen und der Zahl infektiöser Organismen (Panousis 

et al., 2005; Pina et al., 1998; Rogers et al., 2010; Young et al., 2007b). Beispielsweise 

wurde in einer Studie von Borchardt et al. (2003) Brunnenwasser auf Viren überprüft. Mittels 

qPCR konnten in vielen der Proben Rota- und Hepatitis-Viren gefunden werden. Allerdings 

zeigte keine der Probe eine Infektiosität im Kulturverfahren. 

Für den Einsatz in Risiko- oder Hygienebewertungen muss die qPCR um eine 

Differenzierung zwischen lebenden und toten Organismen erweitert werden. 
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qPCRKulturverfahren
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Wachstum
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Kein Wachstum
Negativ

DNA vorhanden
Positiv

DNA vorhanden
Falsch Positiv



Theoretische Grundlagen  33 

 

2.6.2.3 Lebend/tot-Unterscheidung in der qPCR 

In den letzten Jahren wurden vermehrt Studien mit den Farbstoffen Propidium-Monoazid 

(PMA) und Ethidium-Monoazid (EMA) (Abbildung 10) zur Unterscheidung von lebenden und 

toten Organismen in der PCR durchgeführt (Nocker et al., 2006). Diese fluoreszenten 

Farbstoffe interkalieren in Einzel- oder Doppelstrang-DNA oder RNA (Prevost et al., 2016). 

 

 
Abbildung 10: EMA (links) und PMA (rechts). 

 

Das Prinzip der Lebend/tot-Unterscheidung basiert auf einem Ausschluss der toten Zellen 

von der qPCR (Abbildung 11). Durch die positive Ladung von PMA und EMA dringen diese 

Stoffe nur in Zellen mit beschädigter Hülle ein, nicht aber in intakte Zellen. Durch blaues 

Licht von 460 nm Wellenlänge (Photolyse) zerfällt die Azido-Gruppe des Moleküls zum 

reaktiven Nitren und Stickstoff (DeTraglia et al., 1978). Das Nitren reagiert mit der 

Phosphatdesoxyribose der Nukleinsäure, worauf eine kovalente Bindung entsteht (Coffman 

et al., 1982). Freies PMA oder EMA reagiert mit anderen Zellbestandteilen oder mit Wasser 

und wird somit inaktiviert (Kell et al., 1998). In der folgenden Extraktion werden die Zellen 

aufgeschlossen und die Zellbestandteile und das verbleibende PMA oder EMA entfernt. Die 

Suspension enthält nun die Nukleinsäure der lebenden Zellen und die mit PMA oder EMA 

gekoppelte Nukleinsäure der toten Zellen. In der qPCR können DNA-Polymerasen nicht an 

markiere Nukleinsäuren binden (Kell et al., 1998). Somit wird nur die Nukleinsäure der 

lebenden Zellen nachgewiesen (Nocker et al., 2006). 
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Abbildung 11: Wirkprinzip von PMA bei lebenden und toten Zellen. 

 

Im Vergleich zwischen PMA und EMA zeigt letzteres eine höhere Effizienz bei der 

Blockierung der Nukleinsäure beschädigter Zellen. Um mit PMA den gleichen Effekt wie mit 

EMA zu erzeugen, wird meist eine höhere Konzentration des Farbstoffes benötigt. Dies liegt 

an der doppelt positiven Ladung des PMA-Moleküls, das eine Diffusion in die Zellen 

erschwert. Einige Studien mit EMA zeigen jedoch, dass auch unbehandelte Organismen 

durch den Farbstoff beeinflusst werden, was letztendlich zu einem falsch negativen Ergebnis 

führt. Der Effekt wurde sowohl bei Bakterien (Delgado-Viscogliosi et al., 2009; Nocker et al., 

2006; Soejima et al., 2011a; Wang and Levin, 2006), als auch bei Viren (Bellehumeur et al., 

2015; Graiver et al., 2010) beobachtet. Deswegen findet PMA in den neueren Studien 

vermehrt Verwendung. 

 

2.6.2.4 Problematik der Definition „tot“ 

Je nach Zustand eines Mikroorganismus ist es schwer, zwischen lebend und tot zu 

unterscheiden. Bei Bakterien basiert das Kulturverfahren auf dem Wachstum und zeigt 

somit lebende Zellen, die sichtbare Kolonien bilden. Es konnte jedoch unter 

Laborbedingungen nachgewiesen werden, dass sich unter bestimmten Umständen lebende 

Bakterien nicht auf Nährmedien vermehren - also keine Kolonie bilden. Dieser VBNC (viable 

but not culturable) genannte Zustand konnte schon bei vielen Bakterien nachgewiesen 

werden (Oliver, 2010; Wingender and Flemming, 2011). Bei einigen dieser Bakterien lässt 

sich über molekularbiologische Methoden ein Stoffwechsel nachweisen, was darauf 

schließen lässt, dass sie noch leben. Unter anderen Umweltbedingungen könnte ein 

erneutes Wachstum möglich sein.  

lebende Zelle

tote Zelle

DNA vorhanden
PCR positiv

DNA blockiert
PCR negativ

PMA-Zugabe PMA-Aktivierung Extraktion                           PCR
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Beispielsweise zeigen einige Studien, dass Bakterien im VBNC-Stadium nicht auf 

Kulturmedien wachsen, da sie das Enzym Katalase nicht produzieren. Dieses spaltet das bei 

aeroben Abbau entstehende Wasserstoffperoxid, welches als reaktive Sauerstoffspezies für 

Zellen giftig ist (Oliver, 2010). Durch externe Zugabe von Katalase konnten einige 

Bakterienspezies im VBNC-Stadium wieder zum Wachstum gebracht werden: Salmonella 

typhi (Zeng et al., 2013), Ralstonia solanacearum (Kong et al., 2014), Vibrio cholerae (Senoh 

et al., 2015), und Vibrio parahaemolyticus (Mizunoe et al., 2000). Bei anderen Spezies wie 

Enterococcus faecium oder Helicobacter pylori war diese Methode nicht erfolgreich (Li et al., 

2014). Pathogene Bakterien wie enterohämorrhagische E. coli (EHEC), Virbio cholerae oder 

Salmonella enterica in VBNC-Zustand konnten in einem Medium mit eukaryotischen Zellen 

wieder zum Wachstum angeregt werden. Ohne diese Zellen wurde kein Wachstum 

beobachtet (Senoh et al., 2012). 

Diese Ergebnisse machen deutlich, wie schwer sich der Zustand „tot“ mit den derzeitigen 

Messmethoden erfassen lässt. Es ist wenig dazu bekannt, bis zu welcher Schädigung sich 

eine Zelle regenerieren kann oder unter welchen Umweltbedingungen dies möglich ist. Somit 

lässt sich auch nicht festlegen, welches in Abbildung 12 gezeigte Stadium mit dem 

unwiderruflichen Tod des Organismus gleichzusetzen ist (Davey, 2011). 

Wichtig ist, dass die jeweiligen Nachweisverfahren unterschiedliche Eigenschaften der 

Organismen erfassen, welche im klassischen Sinne als lebend und tot bezeichnet werden. 

Im Kulturverfahren werden kultivierbare Organismen detektiert. In der PMA-qPCR werden 

dagegen die Organismen, die über eine Intakte Hülle (Membran oder Kapsid) verfügen, 

nachgewiesen. Ohne PMA erfolgt die Unterscheidung auf Ebene der Nukleinsäure – nur 

Organismen mit intakter DNA werden erfasst (Abbildung 12). 
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Abbildung 12: Unterschiedliche Zustände von Bakterien vom Zustand „lebend“ bis zu „tot“. Da nicht 
bekannt ist, von welchem Stadium aus sich Zellen regenerieren können, lässt sich der Zustand „tot“ nicht 
festlegen. Die klassischen Kulturverfahren, PMA-qPCR und qPCR erfassen unterschiedliche Abschnitte 

des dargestellten Spektrums. Abbildung modifiziert nach (Davey, 2011). 

 

Viren haben keinen eigenen Stoffwechsel und können sich nicht ohne die Hilfe eines Wirts 

vermehren. Sie sind somit definitionsgemäß nicht lebendig. Hygienisch relevant sind solche 

Viren, die eine Infektion auslösen können. Somit muss bei Viren zwischen infektiös und nicht 

infektiös unterschieden werden.  
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2.6.2.5 Bisherige Studien zur Lebend/tot-Unterscheidung 

In den letzten Jahren wurde die Lebend/tot-Unterscheidung mit PMA in einigen Studien 

beschrieben (s. 7.4 auf Seite 232). Die Ergebnisse zeigen sowohl erfolgreiche (Coudray-

Meunier et al., 2013; Pan and Breidt, 2007; Prevost et al., 2016) als auch nicht erfolgreiche 

(Graiver et al., 2010; Kim and Ko, 2012; Yáñez et al., 2011) Unterscheidung zwischen 

lebenden und toten Bakterien bzw. infektiösen und nicht infektiösen Viren. Dies eröffnet die 

Frage nach dem Grund der unterschiedlichen Ergebnisse.  

Die Lebend/tot-Differenzierung mit PMA besteht aus mehreren Schritten (Abbildung 11), die 

jeweils unterschiedlich durchgeführt werden können. So wurden in vielen Studien Parameter 

zur Konzentration von PMA, der Inkubationstemperatur und der Inkubations- bzw. 

Belichtungszeit variiert (vgl. Tabelle 3). Grundsätzlich legen diese Parameter fest, wie stark 

PMA in tote und lebende Zellen eindringt. 

Ist die Konzentration von PMA zu niedrig gewählt sind zu wenig PMA-Moleküle vorhanden, 

um alle toten Organismen zu markieren. Eine zu hohe PMA-Konzentration führt dazu, dass 

PMA auch in lebende Organismen eindringen kann (Fittipaldi et al., 2012). Nur in wenigen 

Studien werden mehrere Konzentrationen getestet (Chang et al., 2010; Kralik et al., 2010; 

Nocker et al., 2006; Salam et al., 2014; Wang et al., 2014) - die jeweilige optimale PMA-

Konzentration fällt in den Studien unterschiedlich aus. In diesen Studien werden zwar 

unterschiedliche Bakterien untersucht, allerdings finden sich auch bei gleichen Bakterien 

unterschiedliche Parameter. Beispielsweise werden bei Gensberger et al. (2013) 10 µM PMA 

und bei Asfahl und Savin (2012) 240 µM PMA zur Behandlung von E. coli Bakterien 

eingesetzt. 

Weniger divers ist die Inkubationszeit von PMA in der Literatur. In den meisten Studien wird 

eine fünfminütige Inkubationszeit genutzt (vgl. Tabelle 3). Das Eindringen von PMA durch 

Diffusion benötigt eine bestimmte Zeit. Bei zu kurzer Inkubation können nicht alle toten 

Zellen markiert werden. Bei zu langer Inkubation kann PMA auch in lebende Zellen 

eindringen. Wird die PMA-Konzentration entsprechend angepasst, können die 

Inkubationszeiten relativ flexibel gewählt werden (Fittipaldi et al., 2012). 

Die Diffusion von PMA kann zusätzlich durch die Temperatur beeinflusst werden. Höhere 

Temperaturen steigern die Diffusion durch Membranen (Vossenberg et al., 1995) und damit 

auch die Aufnahme von PMA. Die Temperatur wurde nur in wenigen Studien variiert 

(Elizaquível et al., 2014; Nkuipou-Kenfack et al., 2013) – meist wird Raumtemperatur oder 

eine Kühlung auf Eis genutzt. Die Diffusion durch Membranen kann außerdem durch 

zusätzliche Agentien beeinträchtigt werden. So wirkt sich beispielsweise Desoxycholsäure 

negativ auf die Membranintegrität aus (Lee and Levin, 2009; Wang et al., 2014; Yang et al., 
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2011), Glycerin dagegen stabilisierend (Soro et al., 2010). 

Eine ausreichende Fotoaktivierung des PMAs ist in zweierlei Hinsicht wichtig: erstens 

sollen alle PMA-Moleküle an die Nukleinsäure der toten Zellen gebunden werden. Zweitens 

sollen alle nicht gebundenen PMA-Moleküle inaktiviert werden, so dass diese nach der 

Extraktion nicht in die Nukleinsäure der lebenden Zellen interkalieren. In den meisten 

Studien werden Halogenlampen genutzt, bei deren Einsatz die Proben zusätzlich gekühlt 

werden müssen (vgl. Tabelle 3). Einige Studien setzten auf LED-Systeme, die auch 

kommerziell zum Zweck der PMA-Aktivierung vertrieben werden. Ein besonderer Vorteil 

dieser Systeme ist die definierte Wellenlänge des emittierten Lichts (meist 465 nm) und die 

standardisierte Behandlung mehrerer Proben (Fittipaldi et al., 2012). 

 

Tabelle 3: Vergleich der für die PMA-qPCR eingesetzten Parameter in gängiger Literatur (68 Studien von 
2006 bis 2016, s. Tabelle 49 im Anhang auf Seite 232). 

PMA-Konzentration Studien  PMA Inkubation Studien  Belichtungsapp. Studien 

Unter 10 µM 4  Unter 5 Minuten 3  Halogenlampe 49 

10 bis unter 50 µM 18  5 Minuten 48  LED 14 

50 µM 16  10 Minuten 8  Andere 5 

100 µM 16  Über 10 Minuten 9    

Über 100 bis 200 µM 1     Belichtungszeit Studien 

Ab 200 µM 9     Unter 5 Minuten 16 

Mehrere 4     5 Minuten 16 

      10 Minuten 17 

      15 Minuten 18 

      Über 10 Minuten 1 

 

Amplifikatgröße 

In der qPCR werden normalerweise kleine DNA-Fragmente (Amplifikate) nachgewiesen. Mit 

steigender Größe der Amplifikate steigt die benötigte Zeit zur Bildung eines Doppelstranges. 

Gleichermaßen sinkt die Effizienz der Reaktion. Somit sind beispielsweilse bei SYBRGreen I 

Amplifikatgrößen unter 300 bp empfohlen (Arya et al., 2005). Auch bei der PMA-qPCR 

wurden meistens kleinere Amplifikate unter 500 bp für die qPCR eingesetzt (Tabelle 4). 
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Tabelle 4: In Studien zur PMA-qPCR und PMA-PCR eingesetzte Amplifikatgrößen (73 Studien von 2006 bis 
2016). 

Amplifikatgröße Studien 

unter 100 bp 9 

100 bis unter 200 bp 32 

200 bis unter 500 bp 23 

500 bis unter 1000 bp 4 

1000 bis unter 2000 bp 4 

über 2000 bp 1 

 

In der PMA-qPCR legt die Größe des Amplifikates den Bereich der Nukleinsäure fest, in der 

mindestens ein PMA-Molekül gebunden sein muss, um einen Nachweis toter Zellen zu 

verhindern. Dieser Bereich kann durch eine Erhöhung der PMA-Konzentration verkleinert 

werden (Fittipaldi et al., 2012). Allerdings ist die PMA-Markierung der DNA auch von der 

Permeabilität der Zellen abhängig und kann nicht beliebig erhöht werden, ohne auch lebende 

Zellen zu beeinflussen. 

Mit einem größeren Amplifikat wird ein größerer Bereich der Nukleinsäure in der qPCR 

nachgewiesen. Folglich werden bei einem solchen Nachweis weniger PMA-Moleküle 

benötigt, um die DNA toter Zellen auszuschließen. Nicht alle Polymerasen eignen sich 

jedoch für den Nachweis langer Amplifikate. Ohne zusätzliche Proteine, die die Bindung 

zwischen DNA-Matrix und der Polymerase verstärken, können nur kleine Fragmente 

amplifiziert werden (niedrige Progressivität). Nur durch die Kopplung eines stabilisierenden 

Proteins (z.B. sso7d) können längere Amplifikate in der qPCR nachgewiesen werden (Wang, 

2004). In einigen Studien zur Lebend/tot-Unterscheidung mit PMA wurden längere 

Amplifikate eingesetzt – allerdings nur bei einer qualitativen PCR. Die Daten zeigen jedoch 

einen verbesserten Ausschluss toter Zellen (Contreras et al., 2011; Luo et al., 2010; Soejima 

et al., 2011b; Yang et al., 2013). 

Organismen 

Etwa dreiviertel der Studien zur Lebend/tot-Unterscheidung mit PMA wurden mit Bakterien 

durchgeführt. Da in den meisten Studien nur eine Bakterienspezies untersucht wird, sind 

Vergleiche durch die unterschiedlichen Behandlungsparameter schwierig. In einigen Studien 

zeigt sich jedoch, dass verschiedene Organismen unterschiedlich stark auf PMA reagieren 

(Kralik et al., 2010; Nocker et al., 2006). Dies erklärt sich durch die unterschiedlichen 

Diffusionsbarrieren der jeweiligen Bakterien und deren Resistenz zur eingesetzten 

Inaktivierung. Studien zur PMA-qPCR zur Differenzierung von infektiösen und nicht 

infektiösen Viren sind erst in den letzten Jahren vermehrt durchgeführt worden. Eine 
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Unterscheidung konnte beispielsweise bei Hepatitis A (Moreno et al., 2015), Adenoviren 

(Fongaro et al., 2016) oder murinen Noroviren (Kim and Ko, 2012) unter bestimmten 

Bedingungen erfolgreich durchgeführt werden. 

Anwendungsbereiche der PMA-qPCR 

Die Lebend/tot-Differenzierung mit PMA basiert auf der Permeabilität der bakteriellen oder 

viralen Hüllen (vgl. Abbildung 12). Die meisten veröffentlichen Studien beschränken sich 

darauf, die generelle Funktion der Lebend/tot-Unterscheidung beispielhaft zu zeigen. Dies 

geschieht meist durch Zerstörung der bakteriellen oder viralen Hülle mit Hitze. Von 68 

gesichteten Publikationen (2006 bis 2016, vgl. Tabelle 49) zu PMA wurden 34 

hitzebehandelte Organismen untersucht. Studien zu Realproben bei Hitzebehandlung 

kommen vor allen im Bereich der Lebensmittelhygiene vor, wie beispielsweise dem Erhitzen 

und der Pasteurisierung von Milch (Wang et al., 2014; Yang et al., 2011), E. coli oder 

Campylobacter Bakterien auf Fleisch (Wang et al., 2009) oder Geflügel (Josefsen et al., 

2010). In der Wasserpraxis kommt eine Behandlung mit Hitze bei einem Legionellenbefall in 

Hausinstallationen vor. Dabei soll im Leitungsnetz eine Temperatur 70 °C erreicht werden 

(DVGW-Arbeitsblatt W 551). In vielen Publikationen werden zum Test von PMA höhere 

Temperaturen zur Behandlung der Organismen eingesetzt, beispielsweise 100 °C (Cawthorn 

and Witthuhn, 2008; Desfossés-Foucault et al., 2012; Soejima et al., 2011b; Wang and Levin, 

2006).  

Die Anwendung einer thermischen Behandlung im Wasserfach ist somit vergleichsweise 

unbedeutend. Dagegen werden in der Wasseraufbereitung Desinfektionsverfahren wie Ozon, 

Chlor oder UV-Strahlung eingesetzt. Lediglich 21 der gesichteten Publikationen untersuchen 

die Wirkung der Chlor-, Ozon- oder UV-Behandlung. Auch in vielen dieser Studien werden 

die Desinfektionsverfahren so eingesetzt, dass keine direkte Praxisrelevanz besteht (vergl. 

Tabelle 5). Oft lassen weitere Einschränkungen der Studien die Bewertung eines sinnvollen 

Einsatzes von PMA in der Wasserpraxis nicht zu: 

 Die Reduktion durch PMA ist nur gering (teils weniger als eine Log-Stufe) 

 Extreme Bedingungen wurden untersucht (vergl. Tabelle 5) 

 Zellen wurden nur auf eine Art / mit einer bestimmten Dosis behandelt 

 Es erfolgte kein Vergleich mit Kulturverfahren 

 Falsch negative Effekte von EMA oder PMA wurden nicht überprüft 

 Reaktionsbedingungen wurden nicht überprüft 
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Tabelle 5: Übersicht von Studien zur Lebend/tot-Unterscheidung und den jeweils eingesetzten 
Konzentrationen von Chlor, Ozon und UV-Strahlung. *Liste der Aufbereitungsstoffe und 
Desinfektionsverfahren gemäß § 11 Trinkwasserverordnung 2001, Umweltbundesamt, Stand 2012. 

Desinfektion 
zugelassene 

Konzentration 
nach TrinkwV* 

Anwendung Literatur zu PMA 

Chlor oder 
Natriumhypochlorit 

1,2 mg/L freies 
Chlor 

(Ausnahmefälle)  
 

0,1 – 0,3 mg/L 
freies Chlor 
(Normalfall) 

0,25 - 4 mg/L (7 Konzentrationen) Diese Arbeit 

0,5 mg/L (Parshionikar et al., 2010) 

1 mg/L (Chang et al., 2009, 2010) 

2 mg/L (Leifels et al., 2015) 

2; 40 mg/L (E.-S. Lee et al., 2015) 

5; 40 mg/L (Nocker et al., 2007) 

10 mg/L (Prevost et al., 2016) 

100 mg/L (Sánchez et al., 2011) 

Ozon Bis 10 mg/L 

0,1 - 10 mg/L (8 Konzentrationen) Diese Arbeit 

8 mg/L 
(L. Asfahl and C. Savin, 
2012) 

UV 

Mindestens 400 
J/m² 

(bezogen auf 
254 nm) 

25 - 1000 J/m² (12 Stärken) Diese Arbeit 

330 - 1800 J/m² (Karim et al., 2015) 

Sonnenstrahlung 
(Bae and Wuertz, 2009, 
2012; Dong et al., 2014) 

500 J/m² (Banihashemi et al., 2012) 

1 KJ/m² (E.-S. Lee et al., 2015) 

4 KJ/m² (Prevost et al., 2016) 

600-2300 J/m² (Leifels et al., 2015) 

0,26 – 2,6 MJ/m² (Kralik et al., 2014) 
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2.6.3 Durchflusszytometrie 

Die Durchflusszytometrie ist eine leistungsfähige Methode zur Erfassung von Bakterien. Die 

Zellen werden einzeln mit einem Laser über optische Sensoren detektiert (Abbildung 13). Die 

zu messende Probe strömt durch eine Düse, die von einem Mantelstrom einer 

Trägerflüssigkeit umflossen wird. Durch hydrodynamische Effekte entsteht eine 

Einzelzellsuspension, die an einen Laser geleitet wird. Trifft der Laser auf eine Zelle, wird 

das Licht im kleinem Winkel (Forward Scatter; FSC) oder in größeren Winkeln seitlich 

gestreut (Side Scatter; SSC). Durch mehrere Detektoren kann das gestreute Licht gemessen 

werden, wobei sich aus dem Forward Scatter die Größe der Zelle und mit dem Side Scatter 

charakteristische Eigenschaften (Membranbeschaffenheit, Granula, Form des Nukleus) 

ableiten lassen (Kötzsch et al., 2012). Die Durchflusszytometrie ist als Alternative zur 

mikroskopischen Gesamtzellzahl in der Schweiz seit 2013 als Methode zugelassen. 

 

Abbildung 13: Prinzip der Durchflusszytometrie 

 

Messergebnisse der Durchflusszytometrie werden meist in zweidimensionalen Plots 

dargestellt (Abbildung 14, A). Bei ausreichend hoher Bakterienkonzentration sind meist 

Signalcluster zu erkennen – also Bereiche innerhalb des Plots, in denen ein großer Teil der 

Messsignale liegen. Je nach Fragestellung kann dabei eine andere Darstellung gewählt 

werden. Die generellen Größen- und Formverhältnisse lassen sich ohne Farbstoffe in einem 

FSC/SSC Plot darstellen. Bakterien sind – zumindest was Trinkwasser angeht – meist 

Trägerfluid

Probe

FSC

SSC

Laser

Detektoren

Tropfen mit jeweils
einem Partikel

Nossel

Fluoreszenzdetektoren
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größer als Partikel und zeigen eine charakteristische Laserablenkung und Streuung. In 

Umweltproben sind jedoch meist anorganische Partikel enthalten, die die Messung stören 

und das Ergebnis verfälschen können.  

Zur Messung der Gesamtbakterienzahl (Abbildung 14, B) werden interkalierende Farbstoffe 

wie SYBR Green I eingesetzt. Diese besitzen eine grüne Fluoreszenz, die durch die Bindung 

mit DNA oder RNA erheblich verstärkt wird. Von dem Laser angeregt, emittieren gefärbte 

Bakterienzellen somit grünes Licht, in Abhängigkeit von der Menge der Nukleinsäure. Eine 

Unterscheidung zwischen Matrix und Bakterien ist somit möglich. Außerdem kann durch die 

Leuchtkraft zwischen Bakterien mit viel Nukleinsäure (high nucleic acid - HNA) und wenig 

Nukleinsäure (low nucleic acid - LNA) unterschieden werden (Kötzsch et al., 2012). HNA- 

und LNA-Cluster repräsentieren nach Vila-Costa et al. (2012) unterschiedliche 

phylogenetische Gruppen von Bakterien. Das Signal ist somit charakteristisch für ein 

bestimmtes Wasser – Änderungen des Verhältnisses zwischen HNA und LNA können 

beispielsweise auf Kontaminationen hinweisen. 

 

Abbildung 14: Mögliche Signalcluster in der Durchflusszytometrie bei unterschiedlichen Darstellungen 
der Messsignale. A: Bakteriengröße und Form ohne Fluoreszenz, B: Einteilung nach Menge der 
Nukleinsäure nach Färbung mit SYBR Green I, C: Einteilung in lebende und tote Zellen nach 
rot/grün-Fluoreszenz. SSC: seitwärts gestreutes Licht, FSC: vorwärts gestreutes Licht. 

 

In der Durchflusszytometrie wird zur Unterscheidung von lebenden und toten Bakterien 

Propidiumiodid (PI) eingesetzt, welches nach dem gleichen Prinzip wie PMA funktioniert und 

nur in membrangeschädigte Zellen eindringt. Bakterien, in die PI eingedrungen ist, 

fluoreszieren bei Laserbestrahlung im roten Licht (Abbildung 14, C). Im Vergleich zu PMA 

oder EMA fehlt die reaktive Azido-Gruppe bei PI, die eine kovalente Bindung mit der 

Nukleinsäure ermöglicht (vgl. 2.6.2.3).  
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Abbildung 15: Strukturformeln von Propidiumiodid (PI, links) und Propidium-Monoazid (PMA, rechts). 

  

Zur Gegenfärbung wird beispielsweise der Farbstoff SYBR Green I eingesetzt. Meist sind 

zwischen den Singalclustern der lebenden und toten Zellen weitere Bereiche zu erkennen, 

die beispielsweise beschädigte Zellen darstellen. Die rot/grün Färbung von PI und SYBR 

Green I lässt sich ebenfalls im Fluoreszenzmikroskop betrachten (Abbildung 16). 

 

Abbildung 16: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von mit SYBR Green und Propidiumiodid 
angefärbte E. coli. Lebende Zellen färben sich grün, beschädigte Zellen rot (1000 Fach vergrößert, 
1 Teilstrich = 1 µM). 

 

Einstellen von Messbereichen (Gates) 

Wie in Abbildung 14 exemplarisch dargestellt wird, bilden die Bakterien in einer Probe 

charakteristische Signalcluster. Zur Quantifizierung werden Bereiche in den Plots in so 

genannte Gates eingeteilt. So wurden in Abbildung 14 B zwei Bereiche um die Signalcluster 

LNA und HNA gelegt, um die jeweilige Anzahl der Signale bzw. Bakterien zu bestimmen. 
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Nicht immer lassen sich einzelne Bereiche derart leicht unterscheiden. Wichtig sind somit 

definierte Bakterienlösungen bzw. Kontrollen, um die Gates festzulegen. 

In der Anleitung des Schweizerischen Vereines des Gas- und Wasserfaches (SVGW) zur 

Messung von Trinkwasserproben mittels Durchflusszytometrie wird die Kalibrierung der 

Sensorik mit EVIAN Mineralwasser empfohlen (Kötzsch et al., 2012). Die Bakterien in 

diesem Wasser lassen sich nach Einstellung der Fotodioden für grüne Fluoreszenz in Zellen 

mit viel Nukleinsäure (high nucleic acid - HNA) und wenig Nukleinsäure (low nucleic acid - 

LNA) einteilen (Kötzsch et al., 2012). 

Gleichermaßen kann – auch in Anlehnung an die PMA-qPCR – bei der Lebend/tot-

Unterscheidung in der Durchflusszytometrie mit unbehandelten (lebenden) und 

hitzebehandelten (toten) Bakterien eine Kalibrierung durchgeführt werden. 

 

2.6.4 Raman-Mikrospektroskopie 

In der Raman-Spektroskopie wird die inelastische Streuung vom monochromatischen Licht 

an Molekülen oder Festkörpern untersucht. Je nach Energieübertragung der bestrahlten 

Oberfläche verändert sich das Spektrum der emittierten elektromagischen Strahlung. In der 

oberflächenverstärkten Raman-Streuung (surface-enhanced Raman scattering, SERS) 

werden die zu bestrahlenden Objekte vorher mit Gold- oder Silberpartikeln beschichtet, was 

das Raman-Signal verstärkt. Bei der Analyse von Mikroorganismen ist es durch das Raman-

Spektrum beispielsweise möglich, zwischen verschiedenen E. coli Stämmen zu 

unterscheiden (Yang et al., 2016) oder Bakterien in einem Biofilm zu charakterisieren (Ivleva 

et al., 2017). Versuche zeigen, dass sich lebende und tote Bakterien ebenfalls im Raman-

Signal unterscheiden. So konnten über die SERS-Spektren unbehandelter E. coli von mit 

Polymyxin bzw. Ampicillin behandelten (Zhou et al., 2015) oder hitzebehandelten (Chu et al., 

2008) E. coli unterschieden werden. 

2 . 7  Hygiene-Online-Monitoring (EDIT Projekt)  

Um Organismen aus Wasserproben mit molekularbiologischen Methoden nachweisen zu 

können, sind mehrere hintereinander ablaufende Prozesse nötig. Da in der qPCR nur ein 

geringes Volumen im Mikroliterbereich eingesetzt werden kann, muss ein großes 

Probevolumen von einem bis zu mehreren hundert Litern zunächst konzentriert werden. Dies 

ist beispielsweise über die Adsorption an geladene Filtermaterialien möglich (Hamza et al., 

2011), oder einer Ultrafiltration (Sidhu et al., 2012). Im eingegrenzten Wasser müssen die 

Nukleinsäuren für die qPCR zugänglich gemacht werden, was über den chemischen oder 
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physikalischen Aufschluss der Bakterien und Viren geschieht. Danach kann aus der 

extrahierten Nukleinsäure eine qPCR durchgeführt werden. Diese Prozesse laufen im 

Allgemeinen in einem Labor ab und werden separat durchgeführt. Lediglich die 

Aufkonzentrierung von großen Probevolumina wird aus logistischen Gründen vor Ort 

durchgeführt, beispielsweise bei Glaswolle, oder geladenen Filtern (Wunderlich et al., 2016).  

Trink- und Rohwasser wird stichprobenartig untersucht, wobei in der Trinkwasserverordnung 

die Mindesthäufigkeit der Untersuchungen für Trinkwasser pro Jahr festgelegt ist (§14 und 

Anlage 4, TrinkwV 2001). Ein kontinuierliches Monitoring, wie es beispielsweise für 

physikalische oder chemische Parameter erfolgt, ist für Bakterien und Viren bisher nicht 

realisiert worden. Anwendungsbereiche eines solchen Monitorings sind beispielsweise 

Leitungen des Trinkwassernetzes oder das zur Trinkwassergewinnung eingesetzte 

Rohwasser zur kontinuierlichen und schnellen Überprüfung der hygienischen Qualität. 

Ziel des BMBF-Projektes EDIT ist die Entwicklung eines solchen molekularbiologischen 

Monitoring-Systems für Trink- und Rohwasser. Das System ist modular aufgebaut und 

vereint Aufkonzentrierung, Extraktion und den Nachweis von hygienisch relevanten Viren 

und Bakterien. Das Schema dieses so genannten Hygiene online Monitorings (HOLM) ist in 

Abbildung 17 dargestellt. Zur Detektion werden 1000 L Trink- oder Rohwasser mit 

verschiedenen nacheinander geschalteten Verfahren – kontinuierliche Ultrafiltration (CUF) 

und Monolithische Adsorptionsfiltration (MAF) – auf 1 mL aufkonzentriert (Kunze et al., 2015; 

Wunderlich et al., 2016). Die Organismen in der Probe werden auf einem Mirkofluidik-Chip 

weiter konzentriert, die Nukleinsäuren extrahiert und aufgereinigt (Hakenberg et al., 2015; 

Vulto et al., 2009). Danach erfolgt die Detektion der einzelnen Bakterien und Viren anhand 

der Nukleinsäure über eine isothermale Amplifikation auf einer automatisierten 

Analyseplattform (MCR3) (Kunze et al., 2016). Im Gegensatz zur thermischen 

Strangtrennung (Denaturierung) bei der qPCR erfolgt bei der isothermalen Amplifikation 

dieser Schritt durch die Polymerase selbst. Der Prozess wird Rekombinase Polymerase 

Amplifikation (RPA) genannt. Wie auch die qPCR läuft eine RPA in Zyklen ab, in denen die 

Ziel-Fragmente verdoppelt werden. Ein Zyklus besteht aus folgenden drei Schritten: 

1. Das Enzym Rekombinase fügt einen komplementären Primer in die Zielsequenz ein. Der 

ursprüngliche Doppelstrang wird an dieser Stelle getrennt. 

2. Einzelstrang-bindende Proteine (SBP) stabilisieren die Verbindung und verhindern die 

Entfernung des Primers (Rückreaktion). 

3. Eine strangversetzende DNA-Polymerase synthetisiert vom Primer aus einen neuen, 

komplementären DNA-Strang. Gleichzeitig wird der ursprüngliche Doppelstrang 

aufgetrennt. Wie in der qPCR entstehen durch zwei gegengesetzte Primer aus einem 

Doppelstrang zwei Doppelstränge. 
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Da die Strangtrennung in der RPA enzymatisch erfolgt, benötigten die einzelnen Schritte 

jedes Zyklus keine spezifische Temperatur. Die Reaktion kann somit im Gegensatz zur 

qPCR bei einer Temperatur – also isothermal – erfolgen (Zaghloul, 2014). 

Beide molekularbiologischen Nachweisverfahren haben jedoch das Problem, nicht zwischen 

lebenden und toten Organismen unterscheiden zu können (vgl. 2.6.2.2). Um hygienisch 

relevante Daten zu liefern, ist deswegen eine solche Differenzierung in Form eines 

Lebend/tot-Modules integriert (Live/dead module, Abbildung 17). Die Entwicklung und 

Integration dieser Lebend/tot-Unterscheidung war ein Ziel dieser Arbeit.  

Die Auswertung der vom HOLM erfassten Daten erfolgt automatisch; bei einer 

Überschreitung vorher definierter Grenzwerte kann z.B. eine Benachrichtigung über eine 

Kurznachricht (SMS) erfolgen. Der Anwender kann somit rasch auf mögliche 

Kontaminationen reagieren, Gegenmaßnahmen ergreifen oder weitere Testverfahren 

durchführen, mit denen kein Monitoring möglich ist (z.B. Kulturverfahren). 

 

 

Abbildung 17: Schematische Darstellung des im Projekt EDIT entwickelten Hygiene-Online-Montiorings 
(HOLM). CUF: Kontinuierliche Ultrafiltration, MAF: Monolithische Adsorptionsfiltration, MCR3: Munich 
Chip Reader 3. Generation, SIMS: systemtechnisch integrierbares System, OPC: Open Platform 
Communications.  
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3  E r ge b n i ss e  u nd  D i sk u ss i o n  

3.1 Übersicht der Versuche 

In folgender Tabelle sind alle durchgeführten Versuche in Gruppen aufgelistet. 

Tabelle 6: Übersicht der durchgeführten Versuchsphasen. 
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behandelen Proben 

Unbehandelte DNA qPCR 3.4.2 171 

Aufreinigung von 
Proben im Mikrofluidik-

Chip 

Unbehandelte und 
hitzebehandelte (90 °C) 
phiX174-Bakteriophagen 

LA-PMA-qPCR 3.4.2 174 

Isothermale 
Amplifikation 

Unbehandelte und 
hitzebehandelte (90 °C) 
phiX174-Bakteriophagen 

Isothermale 
Amplifikation, 

LA-PMA-qPCR, 
PMA-qPCR 

3.4.3 176 
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3.2 Methodenentwicklung: Lebend/tot-Differenzierung von 

Bakterien und Viren 

In der gängigen Wasserpraxis werden Trink- und Rohwasser mit Kulturverfahren auf 

Indikatororganismen überprüft. Nicht immer jedoch lässt sich eine Kontamination mit 

humanpathogenen Viren durch Indikatorbakterien nachweisen (Seidel et al., 2016). Für 

Hygienebewertungen ist es demnach wünschenswert, verschiedene hygienisch relevante 

Organismen direkt nachzuweisen. Kulturverfahren sind jedoch vor allem für 

humanpathogene Viren labor- und zeitintensiv. Eine zeitnahe Überprüfung von Gewässern 

ist somit mit den klassischen Kulturverfahren nicht möglich. 

Mit molekularbiologischen Methoden wie der qPCR lassen sich hygienisch relevante 

Organismen wie Viren und Bakterien in wenigen Stunden nachweisen. In Vergleich zu den 

gängig eingesetzten Kulturverfahren bietet die qPCR somit einen bedeutenden Zeitvorteil. 

Außerdem lassen sich Organismen wie beispielsweise Noroviren oder Bakterien im 

VBNC-Stadium (viable but not culturable) nachweisen, für die kein Kulturverfahren zur 

Verfügung steht.  

Die Detektion mittels qPCR basiert auf dem Erfassen der viralen oder bakteriellen 

Nukleinsäure. Dies hat einen entscheidenden Nachteil: Auch nach der Inaktivierung eines 

Bakteriums oder Virus (z.B. durch Desinfektion) kann dessen Nukleinsäure auch noch 

längere Zeit intakt sein. Somit werden mit der qPCR auch Organismen detektiert, die nicht 

infektiös und somit hygienisch nicht relevant sind.  

Um das Risiko pathogener Organismen beispielsweise in Gewässern bewerten zu können, 

muss die qPCR um eine Unterscheidung zwischen lebenden und toten Bakterien bzw. 

infektiösen und nicht infektiösen Viren erweitert werden. Diese Unterscheidung kann 

beispielsweise durch den Einsatz des fluoreszenten Farbstoffes Propidiumiodid-Monoazid 

(PMA) ermöglicht werden (s. 2.6.2.3 auf Seite 33). PMA dringt in beschädigte Organismen 

ein und markiert die Nukleinsäure. Diese kann danach nicht mehr in der qPCR 

nachgewiesen werden. In intakte Organismen dringt PMA nicht ein.  

Ziel der Methodenentwicklung ist die Etablierung einer PMA-basierten Lebend/tot-

Unterscheidung für den molekularbiologischen Nachweis (PMA-qPCR) der Bakteriophagen 

phiX174 und MS2, sowie verschiedener Bakterien. Die Ergebnisse sollten dabei mit dem 

Kulturverfahren übereinstimmen. Um einen späteren Einsatz bei desinfizierten Proben zu 

ermöglichen, sollte der Nachweis einer Reduktion von mindestens 5 Log-Stufen lebender 

Bakterien bzw. infektiöser Viren mit der PMA-qPCR ermöglicht werden. In den meisten 

bisherigen Studien zur PMA-qPCR liegt die Differenz zwischen lebenden und toten 

Organismen nur bei 1-2 Log-Stufen. Bei Bakterien sollte als zweite Vergleichsmethode die 

Durchflusszytometrie etabliert und eingesetzt werden. 
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3.2.1 Standardbedingungen zur Entwicklung der 

Lebend/tot-Differenzierung 

Zum Test der Funktionalität der PMA-qPCR wurden in Anlehnung an bisherige Studien 

(s. 2.6.2.5) hitzebehandelte Organismen eingesetzt. Hitze zerstört die Hülle der Organismen 

und erlaubt ein Eindringen von PMA in die Bakterien oder Viren. Für jeden Versuch wurden 

kultivierte Bakterien oder Viren in Leitungswasser suspendiert (Arbeitslösung, 6.3.1). Die 

Konzentration der Organismen wurde mit etwa 106 Zellen bzw. Viren pro µL hoch gewählt, 

um bei der qPCR auf eine Konzentrierung verzichten zu können. Die Arbeitslösung wurde 

zweigeteilt: Ein Teil wurde für zehn Minuten bei 90 °C in einem Thermoblock inkubiert (tote / 

nicht infektiöse Organismen), der andere Teil wurde nicht behandelt (lebende / infektiöse 

Organismen). Diese beiden Lösungen wurden immer nach dem gleichen Prinzip hergestellt 

(6.3.3). Da Viren nicht zu der lebenden Welt gezählt werden, wird im Folgenden von 

unbehandelten (lebenden Bakterien, infektiösen Viren) und hitzebehandelten (tote Bakterien, 

nicht infektiöse Viren) gesprochen. In der PMA-qPCR sollte das Messergebnis der 

unbehandelten Probe mit dem der PCR identisch sein (kein Einfluss von PMA auf 

unbehandelte Organismen). Die hitzebehandelte Probe sollte in der PMA-qPCR nicht 

nachgewiesen werden (Ausschluss der hitzebehandelten Organismen). 

Die unbehandelten und hitzebehandelten Proben wurden jeweils nach dem gleichen Schema 

in folgenden Methoden quantifiziert: 

 Kulturverfahren  

Arbeitslösungen wurden direkt im Kulturverfahren eingesetzt (6.3.4) 

 qPCR 

Arbeitslösungen wurden extrahiert (6.3.9) und danach in der qPCR quantifiziert 

(6.3.7). 

 PMA-qPCR  

Arbeitslösungen wurden mit PMA behandelt und fotoaktiviert (6.3.8), extrahiert (6.3.9) 

und in der qPCR quantifiziert (6.3.7).  
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3.2.2 Test der PMA-qPCR 

In einem initialen Versuch wurde die Lebend/tot-Unterscheidung mit den bereits im Labor 

etablierten qPCR-Nachweisverfahren getestet. Unbehandelte und hitzebehandelte phiX174 

Bakteriophagen wurden mit dem Kulturverfahren (Plaque Assay), der qPCR (261-369 bp) 

und der PMA-qPCR (100 µM PMA, 261-369 bp) quantifiziert. 

Unbehandelte phiX174 ließen sich in der qPCR, PMA-qPCR und im Kulturverfahren mit 

vergleichbaren Messwerten von 8,2 | 8,4 und 8,0 × 105 Genkopien oder PFU pro µL 

nachweisen (Abbildung 18, grün). Die Unterschiede liegen im Bereich der 

Standardabweichung (Maximal 2,50 × 105 Genkopien pro µL). PMA hat damit keinen 

Einfluss auf unbehandelte Bakteriophagen. 

Nach der Hitzebehandlung (Abbildung 18, rot). wurden im Kulturverfahren keine infektiösen 

Phagen mehr detektiert. In der qPCR wurde mit 4,24 × 105 Genkopien pro µL ein geringerer 

Messwert erreicht. In der PMA-qPCR werden nach Hitzebehandlung 1,39 × 105 Genkopien 

pro µL detektiert, was 0,78 Log-Stufen Reduktion entspricht. 

 

 

Abbildung 18: Detektion unbehandelter und hitzebehandelter phiX174 Bakteriophagen mittels qPCR, 
PMA-qPCR und Kulturverfahren (n = 3). 

Das Kulturverfahren zeigt, dass keine Phagen mehr infektiös sind – das Ergebnis der PMA-

qPCR ist für diese Probe demnach zu hoch (falsch positiv). Die Reduktion in der qPCR 

(ohne PMA) lässt sich durch Beschädigung der Nukleinsäure durch die Hitzebehandlung 

erklären. Dadurch wird ebenfalls das Kapsid der Viren beschädigt und PMA kann die DNA 

markieren. Der geringe Einfluss von PMA auf hitzebehandelte Bakteriophagen liegt an der 
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eingesetzten qPCR. Mit den verwendeten Primern wird nur ein kleines, 108 Basenpaare 

langes Stück der Viren-DNA amplifiziert. PMA dringt nach Beschädigung des Kapsids in das 

Virus ein und markiert die Nukleinsäure (Abbildung 19). Da nur ein kleines Stück der viralen 

DNA amplifiziert wird, ist die Wahrscheinlichkeit, dass ein PMA-Molekül die Amplifikation in 

der qPCR stört, sehr gering. Folglich ist die Reduktion in der PMA-qPCR ebenfalls gering. 

Bei E. coli wurden (mit ebenfalls kleinem Amplifikat) vergleichbare Ergebnisse erzielt. 

 

  

Abbildung 19: Einfluss der Amplifikatgröße auf das Ergebnis der PMA-qPCR. 

 

Bisherig etablierte qPCR-Nachweismethoden wurden speziell für kleine Amplifikate um 

100 Basenpaare entwickelt. In diesen qPCR-Verfahren konnte die PMA-Behandlung somit 

nicht erfolgreich integriert werden. Um das Ziel einer Lebend/tot-Differenzierung zu erreichen, 

mussten neue qPCR-Primer für den Nachweis längerer Amplifikate entwickelt werden (LA-

qPCR). 

 

  

PMA
PMA kann durch die Schäden
in das Kapsid eindringen.

Virales Kapsid
Beschädigt durch Hitzeeinwirkung

DNA-Markierung
PMA lagert sich an die DNA

PMA-qPCR
Trotz PMA kann ein kleines Fragment
(Amplifikat) amplifiziert werden.
Positives Signal.
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3.2.3 Entwicklung der Long amplicon qPCR 

In den vorausgehenden Versuchen wurde festgestellt, dass in der PMA-qPCR mit kleinen 

Amplifikaten nur eine geringe Signalreduktion von hitzebehandelten Organismen erreicht 

werden kann (s. Abbildung 18). Für keine der Zielorganismen (phiX174, MS2, E. coli, 

E. faecalis) waren qPCR-Nachweisverfahren und Primer vorhanden, die den Nachweis 

langer Amplifikate erlaubten. Deswegen mussten neue Primer und Standards für eine qPCR 

mit langen Amplifikaten entwickelt werden, die long amplicon qPCR (LA-qPCR). 

Da genau überprüft werden sollte, wie sich die Amplifikatlänge auf die qPCR auswirkt, sollten 

für jeden Ziel-Organismus mehrere Primer zum Nachweis von Fragmenten von ca. 500 bp 

und 1000 bp entwickelt werden (Abbildung 20). Die qPCR konnte für Amplifikate bis 550 bp 

mit den bereits im Labor etablierten qPCR-Reagenzien (SensiMix SYBR No-ROX Kit, Bioline, 

Luckenwalde, Deutschland) durchgeführt werden. Für Amplifikate über 550 bp musste eine 

andere Polymerase eingesetzt werden: SsoFast™ EvaGreen® Supermix (BioRad, München, 

Deutschland) (vgl. Amplifikatgröße bei 2.6.2.5). Alle Primer sollten das gleiche Gen oder die 

gleiche Region im Genom nachweisen. Somit konnte ein qPCR-Standard für alle Primer-

Kombinationen hergestellt werden. 

 

 

Abbildung 20: Prinzipielle Position der neu entwickelten Primer (rot) für die LA-qPCR. 

  

Grundsätzliches Ziel dieser Entwicklungsphase waren Nachweisverfahren für phiX174- und 

MS2-Bakteriophagen sowie für die Bakterien E. coli und E. faecalis. Zusätzlich sollte ein 

allgemeiner Primer für alle Bakterien (16S rDNA) hergestellt werden, um auch ohne 

spezifische Primer die PMA-qPCR weiterer Bakterien durchführen zu können. Die 
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Entwicklung wurde in mehreren Schritten durchgeführt: 

 Primersuche in der Literatur / Entwicklung neuer Primer (s. 6.4.1) 

Sofern vorhanden wurden Primer aus Literaturquellen bezogen und neu kombiniert, um 

die entsprechenden Amplifikate nachweisen zu können. Neue Primer wurden mit der frei 

zugänglichen Software Primer-BLAST (Ye et al., 2012) entwickelt. 

 

 In silico Spezifitätstest (s. 6.4.2) 

In der qPCR soll nur der Ziel-Organismus nachgewiesen werden. Werden auch andere 

Organismen nachgewiesen, so ist der Primer unspezifisch und das Ergebnis der qPCR 

kann falsch positiv ausfallen. Deswegen wurde ein Spezifitätstest mit einem 

Datenbankabgleich (Primer-Blast) durchgeführt. Da in dieser Arbeit nur mit dotierten 

Proben gearbeitet wurde, ist die Spezifität von geringer Bedeutung. Jedoch macht eine 

spezifische Entwicklung einen späteren Einsatz bei Umweltproben möglich. 

 

 Erstellen von vektoriellen Standards (s. 6.4.3) 

Das mit dem entwickelten Primern größtmögliche DNA-Fragment wurde in einen 

bakteriellen Vektor kloniert. Vektorielle Standards werden genutzt, um vom Cq-Wert der 

qPCR auf die Anzahl der Genkopien zu schließen. 

 

 Optimierung der LA-qPCR (s. 6.4.4) 

Die optimale Annealingtemperatur in der qPCR wurde mittels Temperaturgradient in 

einem Eppendorf-Reaplex-Cycler ermittelt. Als Proben wurden Standards in 

Konzentration von 105 und 102 Genkopien pro µL, extrahierte Nukleinsäure und 

ultrareines Wasser (Negativkontrolle) eingesetzt. Zwölf Temperaturen von 55 °C bis 

70 °C wurden überprüft. 

 

 Testlauf der qPCR mit Standards (s. 6.4) 

Eine Verdünnungsreihe des entwickelten Standards wurde in der qPCR eingesetzt. 

Informationen zur Auswertung der qPCR und der Quantifizierungsgrenze sind unter 

6.3.7 zu finden. 

 

Im Folgenden sind die Ergebnisse der Entwicklung der LA-qPCR für die jeweiligen 

Organismen separat aufgeführt. In Tabelle 7 sind die Details zu jedem Entwicklungsschritt 

dargestellt. Eine Liste aller für die späteren Versuche relevanten Primer und die 

entsprechenden qPCR-Programme sind in Tabelle 33 dargestellt 
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Tabelle 7: Details zur Entwicklung von LA-qPCR-Primern für phiX174, MS2, E. coli, E. faecalis und 
Bakterien (16S). 
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3.2.3.1 phiX174 Bakteriophagen 

Ergebnisse der Primer-Entwicklung/-Suche 

Um den Einfluss der Amplifikatlänge detailliert bewerten zu können, wurden für den 

Nachweis der Bakteriophage phiX174 eine größere Zahl von Primern entwickelt. In der 

folgenden Tabelle 8 sind diese Primer dargestellt. Die möglichen Amplifikate decken neun 

der elf Gene von phiX174 ab (s. Abbildung 21). 

Tabelle 8: Primer für den qPCR-Nachweis des Bakteriophagen phiX174. * Die Position wurde anhand des 
Datenbankeintrages NC_001422.1 ermittelt. ** Berechnung nach Nakano et al. (1999). 

N. Länge Sequenz (5´-3´) Pos* Richtung T °C** Quelle 

1 20 GGCCGTCTTCATTTCCATGC 4758 FW 60 Diese Arbeit 

2 20 GCAGGACGCTTTTTCACGTT 4916 FW 58 Diese Arbeit 

3 20 GCTTCCATGACGCAGAAGTT 11 FW 58 (Crews et al., 2007) 

4 20 ACTGCTGGCGGAAAATGAGA 119 FW 58 Diese Arbeit 

5 20 GGTTCGTCAAGGACTGGTTT 261 FW 58 (Crews et al., 2007) 

6 20 TTGAACAGCATCGGACTCAG 369 RW 58 (Crews et al., 2007) 

7 19 CGTACCATAAACGCAAGCC 575 RW 57 Diese Arbeit 

8 21 CATCCCGTCAACATTCAAACG 647 FW 59 (Myers et al., 2009) 

9 19 CTTCCATGATGAGACAGGC 687 RW 57 (Weaver and 
Malling, 2003) 

10 20 ATCTGACCAGCAAGGAAGCC 1074 RW 60 Diese Arbeit 

11 20 CGTCCATCTCGAAGGAGTCG 1136 RW 63 Diese Arbeit 

 

 

Abbildung 21: Struktur des Genoms von phiX174 Bakteriophagen und Position der verwendeten Primer. 
Position der Gene nach Sequenz NC_001422 (NCBI) von Air et al. (1985).  
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In silico Spezifitätstest 

Keine anderen Organismen wurden nachgewiesen. 

qPCR-Standard 

Ein vektorieller Standard konnte bei phiX174 nicht hergestellt werden. In der 

Standardherstellung waren im Schritt der Blau-Weiß-Selektion nur blaue, aber keine weißen 

Kolonien zu finden. Eine blaue Kolonie entsteht aus einem Bakterium, welches einen Vektor 

ohne Insert in der Transformation aufgenommen hat. Die für die qPCR ausgewählte phiX174 

DNA enthält mehrere Gene des Virus, unter anderem das Gen E. Dieses kodiert ein Protein, 

welches ähnlich wie Penicillin auf die Zellwandsynthese des Bakteriums wirkt. Durch die 

Expression dieses Gens werden Zellen mit Insert am Wachstum gehindert. Somit konnten 

keine weißen bzw. positiven Klone wachsen und kein vektorieller Standard erstellt werden. 

Alternativ wurde mit einem genomischen Standard aus extrahierter phiX174 DNA gearbeitet 

(vgl. 6.3.7). 

Der eingesetzte genomische Standard hat den Vorteil, für alle möglichen 

Primerkombinationen zu funktionieren. Außerdem besitzt er - wie der Bakteriophage selbst – 

Einzelstrang-DNA. Bei einem Templat aus Einzelstrang-DNA folgt der erste qPCR-Zyklus 

nicht der normalen Strangverdopplung, da in diesem Schritt zunächst Doppelstrang-DNA aus 

dem Einzelstrang synthetisiert wird. Wie die Stammlösung hat der Standard eine 

Konzentration von 2,02 × 1010 Phagen pro mL. 

Optimierung der qPCR 

Die optimale Annealingtemperatur der Primer in der qPCR wurde im Projekt PatH2Ogenscan 

(BMBF Förderkennzeichen: 02WU1143) mit 60 °C bestimmt. Dies wurde durch einen 

Temperaturgradienten (analog zu den Experimenten dieser Arbeit) mit Standards, Positiv- 

und non-Target-DNA durchgeführt. 

Testlauf der qPCR mit Standards 

Der Einsatz des genomischen Standards mit zwei Primerkombinationen ist in Abbildung 22 

exemplarisch gezeigt. Mit dem genomischen Standard konnten in allen verwendeten 

Primerkombinationen (Tabelle 9) Effizienzwerte zwischen 0,96 und 1,03 erreicht werden. 

Lediglich bei dem Nachweis des 445-bp-Amplifikates konnte nur eine Effizienz von 0,80 

erreicht werden. Durch die zirkuläre Form des Genoms wurde durch eine spezielle 

Primerkombination, bei dem der forward Primer (Position 647) hinter dem reverse Primer 

(Position 369) liegt, die Amplifikation eines 5108 Basenpaaren langen Amplifikates 

ermöglicht. 
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Abbildung 22: Nachweis von phiX174 Bakteriophagen mit zwei Primerkombinationen. Links: 108 bp, 
rechts: 1063 bp. Bei nicht dargestellte Daten der Negativkontrollen (NTC, no template control) lagen die 
Messpunkte liegen bei einer Kopienzahl < 1 / µL oder Cq > 40 (m = 7, n = 3). 

In den Tests zeigte sich, dass mit der Länge des Amplifikates auch die Möglichkeit von 

unspezifischen Bindungen steigt und nicht alle Verdünnungen des Standards in die 

Kalibrierung einbezogen werden konnten. Resultierend steigt die Quantifizierungsgrenze des 

1525- und 1765-bp-Amplifikates auf 100 Genkopien pro µL. Bei 5108 Basenpaaren konnten 

trotz dieses Effektes alle eingesetzten Verdünnungen (107 bis 101 Phagen pro µL) in die 

Kalibrierung mit einbezogen werden. Die falsch positiven Signale lassen sich im Gel durch 

kürzere (falsche) Amplifikate nachweisen, eine (quantitative) Trennung der Signale in der 

qPCR ist jedoch nicht möglich. Die Entwicklung der LA-qPCR von phiX174 war somit 

erfolgreich. 

Tabelle 9: Liste der verwendeten Primerkombinationen mit den Details zu den Protokollen und Daten der 
Kalibrierkurven. * Taq-Mix: E = EvaGreen, S = SYBR Green. ** Konzentration des niedrigsten Standards in 
der Kalibrierkurve in Genkopien pro µL. 

Amplifikatgröße 108 250 445 564 568 936 1063 1125 1525 1765 5108 

FW Primer 261 119 119 11 119 119 11 11 4916 4758 647 

RW Primer 369 369 575 564 687 1074 1074 1136 1074 1136 369 

Elongationszeit 20s 20s 40s 40s 40s 65s 65s 65s 110s 110s 225s 

Taq-Mix * S S S S S E E E E E E 

Effizienz (STD) 1.00 1.00 0.80 0.96 0.99 1.03 1.02 1.00 0.97 1.00 1.00 

R² (STD) 1.00 1.00 1.00 1.00 0.98 0.93 1.00 1.00 1.00 0.98 1.00 

m 7 7 7 7 7 7 7 7 6 6 7 

n 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 

LOQ ** 10 10 10 10 10 10 10 10 100 100 10 

Schmelzpunkt 77.7 82.5 83.5 84.0 82.5 85.0 85.7 85.3 85.7 85.0 86.0 

Cq des NTC 31.2 39.1 41.3 >45 38.6 21.4 25.4 >45 41.3 27.8 >35 
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3.2.3.2 MS2 Bakteriophagen 

Primersuche in der Literatur / Entwicklung neuer Primer 

Für den Nachweis von MS2 Bakteriophagen wurde eine Liste von Primern aus 

Literaturquellen ausgewählt (Tabelle 10). Daraus ergeben sich neun Primerkombinationen. 

Tabelle 10: Eingesetzte Primersequenzen zum qPCR-Nachweis von MS2 Bakteriophagen. * Position in 
Bezug auf den Datenbankeintrag GQ153927.1. ** Theoretische Annealingtemperatur nach Nakano et al. 
(1999). 

N. Länge Sequenz (5´-3´) Pos* Richtung T °C** Quelle 

1 20 CTGGGCAATAGTCAAAGCGA 2717 FW 58 Diese Arbeit, basiert 
auf (Dreier et al., 

2005) 2 20 CGTGGATCTGACATACCTCC 3031 RW 60 

3 21 GCTCTGAGAGCGGCTCTATTG 2232 FW 63 
(O’Connell et al., 

2006) 

4 20 CTACCGATCGTCGTTGTTTG 2114 FW 58 

(Pecson et al., 2009) 5 20 TGGTGTATACCGAGACTGCC 3150 RW 60 

6 20 TTCATGCTGTCGGTGATTTC 3304 RW 56 

 

In silico Spezifitätstest 

Keine anderen Organismen wurden mit den Primerkombinationen nachgewiesen. 

Erstellen von Standards 

Der erstellte Standard hat eine Insert-Länge von 1191 Basenpaaren (2114-3304 Primer) und 

stimmt zu 98 % mit dem Datenbankeintrag GQ153927.1 (Enterobacterio phage MS2 isolate) 

überein. Der aufgereinigte und linearisierte Standard hatte eine Konzentration von 

16,2 ng/µL, was bei einer Größe von 4191 Basenpaaren (3000 bp Vektor und 1191 bp Insert) 

3,53 × 109 Genkopien pro µL entspricht (Formel 8, s. S. 210). Folgende Abbildung zeigt die 

Position des Standards im Genom von MS2 sowie die Position der Primer. 

 

Abbildung 23: Genomaufbau von MS2 Bakteriophagen mit vier kodierenden Genen und Positionen der 
Primer entsprechend der Nummerierung in Tabelle 10. 
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Optimierung der qPCR 

Die optimale Annealingtemperatur der Primer in der qPCR wurde im Projekt PatH2Ogenscan 

(BMBF Förderkennzeichen: 02WU1143) mit 60 °C bestimmt. Diese Temperatur wurde für 

alle Primerkombinationen genutzt. Dies wurde durch einen Temperaturgradienten (analog zu 

den Experimenten dieser Arbeit) mit Standards, Positiv- und non-Target DNA durchgeführt. 

Testlauf der qPCR mit Standards 

Die verschiedenen Primerkombinationen wurden in einer qPCR mit Verdünnungsreihe des 

Standards vermessen. Die Ergebnisse sind beispielhaft für zwei Primerpaare in Abbildung 24 

und zusammenfassend in Tabelle 11 dargestellt. 

 

Abbildung 24: Nachweis von MS2 Bakteriophagen mit dem Primerpaar 2114-3031 (links) und 2717-3031 
(rechts). Nicht dargestellte NTC (no template control) Messpunkte liegen bei Cq > 40 (m = 7, n = 3). 

 

Alle Kombinationen mit den Reverse Primern an den Positionen 3031 und 3150 erlauben 

eine qPCR mit Effizienzwerten über 0,97. Die Effizienz mit dem 3304-Reverse Primer war 

grundsätzlich schlechter (0,85-0,87). Der Primer hat die niedrigste Annealingtemperatur 

(theoretisch 56 °C). In der durchgeführten qPCR wurden 60 °C eingesetzt – eine bessere 

Effizienz ist bei niedrigen Temperaturen wahrscheinlich, allerdings würde dies auch eine 

geringere Spezifität bedeuten. Die Negativkontrolle (NTC) lag bei allen Reaktionen unter 

dem Schwellenwert der qPCR (Cq > 45). Die Entwicklung der LA-qPCR für MS2 

Bakteriophagen war somit erfolgreich. 
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Tabelle 11: Liste der überprüften Primerkombinationen mit den Details zu den Protokollen und Daten der 
Kalibrierkurven. * Taq-Mix: E = EvaGreen, S = SYBR Green. ** Konzentration des niedrigsten Standards in 
der Kalibrierkurve in Genkopien pro µL. 

Amplifikatgröße 314 799 917 433 918 1036 587 1072 1190 

FW Primer 2717 2232 2114 2717 2232 2114 2717 2232 2114 

RW Primer 3031 3150 3304 

Elongationszeit 30 30 30 30 30 30 30 30 30 

Taq-Mix * S S S E E E E E E 

Effizienz (STD) 1,02 0,97 0,98 1,01 0,99 0,93 0,85 0,87 0,86 

R² (STD) 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 0,99 1,00 1,00 1,00 

m 7 7 7 6 7 7 7 7 7 

n 3 3 3 3 3 3 3 3 3 

LOQ ** 10,3 11,6 10,0 95,6 9,3 5,9 8,1 9,3 11,7 

Schmelzpunkt (STD) 86 86 87 87 87 87 88 87 88 

Cq des NTC > 45 > 45 > 45 > 45 > 45 > 45 > 45 > 45 > 45 

 

 

3.2.3.3 E. coli 

Primersuche in Literatur / Entwicklung neuer Primer 

Aus der Datenbanksuche wurden 12 Primer ermittelt. Diese wurden bereits von Maheux et al. 

(2009) positiv auf ihre Spezifität für E. coli getestet. Sechs Primer wurden für die LA-qPCR 

entsprechend der Amplifikatlänge ausgewählt (Tabelle 12). Die Primerbindestellen sind alle 

auf dem UidA Gen von E. coli lokalisiert und ermöglichen je nach Kombination 

Amplifikatlängen bis zu 1810 bp. 

Tabelle 12: qPCR-Primer für den Nachweis von E. coli. * Position relativ zum Start des UidA Gens im 
Datenbankeintrag BA000007.2. ** Theoretische Annealingtemperatur nach Nakano et al. (1999). 

N. Länge Sequenz (5´-3´) Pos* Richtung T °C** Quelle 

1 19 CGGTTCGTTGGCAATACTC 570 FW 57 
(Donhauser et al., 2009) 

2 20 CTGATAGCGCGTGACAAAAA 629 RW 56 

3 20 AAAACGGCAAGAAAAAGCAG 1359 RW 54 
(Bej et al., 1991) 

4 22 TGTTACGTCCTGTAGAAAGCCC 1812 RW 62 

5 21 ATGGAATTTCGCCGATTTTGC 168 RW 57 
(Heijnen and Medema, 

2006) 
6 20 ATTGTTTGCCTCCCTGCTGC 2 FW 60 
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In silico Spezifitätstest 

Der Spezifitätstest mit Primer-BLAST ergab nur bei den Primerkombinationen mit dem 

Reverse Primer 1812 Übereinstimmung bei einer Nicht-Ziel-Spezies (Staphylococcus 

carnosus). Die Formation setzt allerdings eine Primer-Bindung mit 5 Missmatches 

(Fehlpaarungen) voraus, was bei einer optimierten Annealingtemperatur sehr 

unwahrscheinlich ist. Alle anderen Primerkombinationen waren im Abgleich spezifisch, da 

keine mögliche Reaktion mit Nicht-Ziel-Spezies gefunden wurden. 

Erstellen von Standards 

Die Sequenzierung des Standards ergab eine Größe von 1812 Basenpaaren (2 - 1812 

Primer). Alle Primersequenzen sind im Standard enthalten. Die Datenbanksuche mit BLAST 

(NCBI) ergab 99 % Ähnlichkeit zum Eintrag Escherichia coli FAP1 beta-D-glucuronidase 

(CP009578.1, 2216892-2215084). Der aufgereinigte und linearisierte Standard hatte eine 

Konzentration von 138,7 ng/µL, was bei einer Größe von 4812 Basenpaaren (3000 bp Vektor 

und 1812 bp Insert) 2,63 × 1010 Genkopien pro µL entspricht (Formel 8, s. S. 210). Folgende 

Abbildung zeigt die Position des Standards in der Region des UidA-Gens. 

 

Abbildung 25: Schema des UidA-Standards und Position der Primer entsprechend der Nummerierung in 
Tabelle 12. 

 

Optimierung der qPCR 

In einer qPCR mit Temperaturgradient wurde die optimale Annealingtemperatur für die 

Primerpaare 2-629 und 570-1812 ermittelt. Bei dem Primerpaar 570-1812 verändern sich die 

Cq-Werte bei allen eingesetzten Proben mit einer maximalen Abweichung von 0,4 über den 

gesamten Temperaturgradienten nur geringfügig (Abbildung 26, rechts). Als 

Annealingtemperatur kann somit 70 °C genutzt werden. Die Standards zeigen bei dem 

Primerpaar 2-629 (Abbildung 26, links) vergleichbare Cq-Werte. Bei höheren Temperaturen 

steigen jedoch die Cq-Werte der extrahierten DNA.  
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Abbildung 26: Cq-Werte des E. coli (UidA) Standards bei verschiedenen Annealingtemperaturen. Links: 
Primer an den Positionen 2; 629. Rechts: Primer an den Positionen 570-1812 (rechts). 

 

Die Abweichung der Cq-Werte bei Standard und Extrakt kann durch geringe 

Sequenzunterschiede an den Primerbindestellen der jeweiligen Proben hervorgerufen 

werden. Stimmen die Sequenzen nicht vollständig überein, sinkt die Bindungsenthalpie und 

erschwert die Primer-Templat-Bindung. Gleichzeitig steigt der Cq-Wert. Beim Standard 

geschieht dies nicht – hier zeigt die Sequenzierung, dass Template und Primer an der 

Bindestelle komplett übereinstimmen. 

Die Produktgrößenanalyse (QIAxcel) zeigt bei fast allen Proben ein Fragment in der 

entsprechenden Größe. Mit dem 570-1812-Primerpaar ist bei einer Annealingtemperatur von 

55 °C bei der extrahierten E. coli DNA neben dem eigentlichen Produkt noch ein Fragment 

von 583 bp sichtbar (Abbildung 27, rechts, blau). Bei 65 °C ist nur das Zielprodukt vorhanden. 

Die Schmelzkurven (Abbildung 27, links) zeigen sowohl bei 55 °C als auch bei 65 °C einen 

einzelnen Schmelzpunkt bei etwa 87 °C. Die falsche Bindung ist demnach nicht in der 

Schmelzkurve zu erkennen. 
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Abbildung 27: Qualitätskontrolle der UidA qPCR von E. coli DNA mit dem Primerpaar 570-1812 bei 
verschiedenen Annealingtemperaturen. Links: Schmelzkurven des qPCR-Gerätes. Rechts: 
Elektropherogramm der Produktgrößenanalyse mit QIAxcel. Die jeweilig ermittelten Produktgrößen sind 
entsprechend farblich mit Kreisen markiert. Kalibrierpunkte bei 15 und 3000 bp. 

 

Das zusätzliche Produkt entsteht durch eine unspezifische Bindung eines Primers, die sich 

mit der Erhöhung der Temperatur verringert. Dies tritt nur bei der extrahierten E. coli-Probe 

auf, die genomische DNA enthält. Der Standard enthält neben der Zielsequenz lediglich noch 

das Plasmid – eine falsche Paarung der Primer ist somit weniger wahrscheinlich und tritt hier 

deswegen nicht auf. 

 

Testlauf der qPCR mit Standards 

Mit dem optimierten Temperaturprogramm waren für die Primer-Kombinationen 2-629 und 

570-1812 Kalibrierkurven mit dem UidA Standard im Konzentrationsbereich von 101 bis 106 

Kopien pro µL möglich (Abbildung 28). Die Effizienz lag bei 1,04 (R² = 0,99, m = 6, n = 3) 

sowie 0,94 (R² = 1,00, m = 7, n = 3). Details der Auswertung sind in Tabelle 13 dargestellt. 

  

Abbildung 28: Nachweis von E. coli mit dem Primerpaar 2-629 (links, m = 6, n = 3) und 570-1812 (rechts, 
m = 7, n = 3). Nicht dargestellte NTC (no template control) Messpunkte liegen bei Cq > 40. 
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Tabelle 13: Liste der überprüften Primerkombinationen mit den Details zu den Protokollen und Daten der 
Kalibrierkurven. * Taq-Mix: E= EvaGreen, S=SYBR Green. ** Konzentration des niedrigsten Standards in 
der Kalibrierkurve in Genkopien pro µL. 

Amplifikatgröße 627 1242 

FW Primer 2 570 

RW Primer 629 1812 

Elongationszeit 30 30 

Taq-Mix * S E 

Effizienz (STD) 1,04 0,94 

R² (STD) 0,99 1,00 

m 6 7 

n 3 3 

LOQ ** 11,1 10,0 

Schmelzpunkt 
(STD) 

87,1 89,0 

Cq des NTC 29,0 > 40 

 

 

 

3.2.3.4 E. faecalis 

Primersuche in der Literatur / Entwicklung neuer Primer 

Aus der Datenbanksuche mit Primer-BLAST wurden fünf Kombinationen von Primern 

ausgewählt (Tabelle 14). 

Tabelle 14: Mit Primer-BLAST entwickelte Primer für den qPCR-Nachweis von E. faecalis. * Position relativ 
zum Start des SodA Gens im Datenbankeintrag CP008816.1. ** Theoretische Annealingtemperatur nach 
Nakano et al. (1999). 

N. Länge Sequenz (5´-3´) Pos* Richtung T °C** 

1 20 TTGACGTGGAAACAATGCAC 56 FW 56 

2 20 TGCTCAATTTCCTCAGCGGT 857 RW 58 

3 20 CCGCTGTAAAGCGAATGGTG 1193 RW 60 

4 23 CCCAGTTAACAACGTTCCAGAAT 553 RW 61 

5 25 GCTGCWGCAAAAAGTTCGTTTACTT 578 RW 62 

 

In silico Spezifitätstest 

Bei keiner der vier Primerkombinationen wurden andere Treffer in der Datenbank gefunden. 
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Erstellen von Standards 

Der entwickelte Standard hat eine Insertlänge von 1198 Basenpaaren. Die 

Datenbankanalyse (BLAST) der Sequenz ergab 99 % Ähnlichkeit zum Eintrag Enterococcus 

faecalis V583 superoxide dismutase (AE016830.1, 431050-432244). Der aufgereinigte und 

linearisierte Standard hatte eine Konzentration von 21,3 ng/µL, was bei einer Größe von 

4198 Basenpaaren (3000 bp Standard und 1198 bp Insert) 4,63 × 109 Genkopien pro µL 

entspricht (Formel 8, s. S. 210). Folgende Abbildung zeigt die Position des Standards in der 

Region des SodA-Gens. 

 

Abbildung 29: Schema des Standards für E. faecalis und Position der Primer aus Tabelle 14. 

Optimierung der qPCR 

In einer qPCR mit Temperaturgradient wurde die optimale Annealingtemperatur für die 

Primerpaare 56-573 und 56-1193 ermittelt. Beide Temperaturgradienten zeigen nur sehr 

geringe Abweichungen in den Cq-Werten für Standards und extrahierter DNA bei 

steigendender Annealingtemperatur bis zu 65 °C für die qPCR mit den Primern 56-573 und 

67 °C für die qPCR mit den Primern 56-1193 (Abbildung 30). 65 °C bzw. 67 °C können somit 

für den Annealingschritt in der qPCR verwendet werden. Sowohl Gel als auch Schmelzkurve 

zeigen keine Auffälligkeiten oder ein zusätzliches Produkt. 
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Abbildung 30: Cq-Werte einer qPCR von E. faecalis DNA und dem SodA Standard mit den Primerpaaren 
56-573 und 56-1193 in Abhängigkeit der Annealingtemperatur.  

 

Testlauf der qPCR mit Standards 

Mit dem optimierten Temperaturprogramm waren für die Primer-Kombinationen 56-573 und 

56-1193 Kalibrierkurven mit dem SodA Standard im Konzentrationsbereich von 101 bis 107 

Kopien pro µL möglich (Abbildung 31). Die Effizienz lag jeweils bei 0,96 (R² = 1,00, m = 7, 

n = 3), Negativkontrollen waren nicht nachweisbar (Cq > 40). 

 

Abbildung 31: Nachweis von E. faecalis mit der qPCR. Links: Primer an den Positionen 56-573. Rechts: 
Primer an den Positionen 56-1193. Nicht dargestellte NTC (no template control) Messpunkte liegen bei Cq > 
40 (m = 7, n = 3). 
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Tabelle 15: Liste der überprüften Primerkombinationen mit den Details zu den Protokollen und Daten der 
Kalibrierkurven. * Taq-Mix: E = EvaGreen, S = SYBR Green. ** Konzentration des niedrigsten Standards in 
der Kalibrierkurve in Genkopien pro µL. 

Amplifikatgröße 517 1137 

FW Primer 56 

RW Primer 573 1193 

Elongationszeit 30 30 

Taq-Mix * S E 

Effizienz (STD) 1,00 1,00 

R² (STD) 0,96 0,96 

m 7 7 

n 3 3 

LOQ ** 10,0 14,0 

Schmelzpunkt 
(STD) 

87,0 88,8 

Cq des NTC > 40 > 40 

 

 

3.2.3.5 Gesamtbakterienzahl (16S) 

Primersuche in der Literatur / Entwicklung neuer Primer 

Für den Nachweis von Bakterien wurden insgesamt 19 Primer aus Literaturquellen weiter 

untersucht (Tabelle 16). 

In silico Spezifitätstest 

Mit der 16S-qPCR sollen alle Bakterien nachgewiesen werden. Somit muss der Primer 

möglichst alle Bakterien erfassen und entsprechend unspezifisch sein. Im 

Entwicklungsprozess wurde mit einem Datenbankabgleich geprüft, ob alle Bakteriengruppen 

erfasst werden können (Methode s. 6.4.5). 

Die Primer erfassen maximal 95 % bis minimal 12 % der bakteriellen Sequenzen in der 

Datenbank. Alle Primer sind in den konservierten Regionen des 16S-Gens lokalisiert (vergl. 

Abbildung 32), wobei jene mit niedriger Übereinstimmung teilweise in die variablen Regionen 

reichen. Dies ist gut bei den Primern Nr. 1, 5, 12 und 15 (Tabelle 16) ersichtlich: Die Position 

im Gen unterscheidet sich nur minimal, jedoch sinkt die Spezifität mit steigender Position. In 

einigen Primern werden variable Positionen im 16S-rRNA-Gen durch den Einsatz von 

Wobbeln (bzw. Mischungen verschiedener Primer) kompensiert. 
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Tabelle 16: Liste der getesteten qPCR-Primer für den unspezifischen Nachweis von Bakterien. Die 
Datenbanktreffer zeigen an, an welchen Anteil der in der 16S-Datenbank (Silva) enthaltenen Bakterien der 
Primer bindet. 

Primer-Eigenschaften Datenbanktreffer 

Nr. Sequenz Position Richtung Quelle 
Bakt.  

(0 miss) 
Bakt. 

(2 miss) 

1 CCTACGGGNGGCWGCAG 341 FW 

(Klindworth et al., 2013) 

95 % 99 % 

2 GACTACHVGGGTATCTAATCC 805 RW 91 % 97 % 

3 AGAGTTTGATCMTGGC 8 FW 84 % 96 % 

4 CCGTCAATTCMTTTGAGTTT 926 RW (Gaza et al., 2015) 90 % 98 % 

5 CCTACGGGAGGCAGCAG 341 FW 
(Muyzer et al., 1993) 

91 % 98 % 

6 ATTACCGCGGCTGCTGGC 534 RW 87 % 98 % 

7 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 8 FW 
(Smits et al., 2004) 

66 % 94 % 

8 GGTTACCTTGTTACGACTT 1510 RW 30 % 70 % 

9 CAGGCCTAACACATGCAAGTC 43 FW 
(Marchesi et al., 1998) 

12 % 82 % 

10 GGGCGGWGTGTACAAGGC 1404 RW 53 % 78 % 

11 GCTCAGGAYGAACGCTGG 22 FW 
(Harris, 2003) 

35 % 68 % 

12 TACTGCTGCCTCCCGTA 358 RW 13 % 98 % 

13 GAGTTTGATCCTGGCTC 9 FW 

(Baker et al., 2003) 

67 % 94 % 

14 AGTTTGATCCTGGCT 10 FW 67 % 95 % 

15 CAGACTCCTACGGGAGGCA 335 FW 73 % 97 % 

16 GATTAGATACCCTGG 786 FW 82 % 98 % 

17 CTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTC 939 RW 62 % 95 % 

18 AAGGAGGTGATCCANCCRCA 1541 RW 40 % 46 % 

 

 

Abbildung 32: Konservierte und variable Regionen (V1 – V9) der 16S rDNA. Die Positionen der Primer 
sind in rot, variable Regionen (unter 80 % identische Nukleotide) in grün dargestellt. Schwarze Ziffern 
entsprechen den Primern aus Tabelle 13. 
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Die beste Kombination für ein Amplifikat um 500 Basenpaare bietet die Kombination der 

Primer 341 FW (Nr. 1) und 926 RW (Nr. 4). Ein Amplifikat über 1000 Basenpaare ist bei 

gleichem Forward Primer an Position 1404 (Nr. 10) am besten möglich. Eine bessere 

Abdeckung der Datenbank, allerdings mit einem kleineren Amplifikat von 918 bp, wird von 

der Primerkombination 8 FW (Nr. 3) und 926 RW (Nr. 4) ermöglicht. 

Erstellen von Standards 

Um mit allen Primerkombinationen arbeiten zu können, wurde der vektorielle Standard mit 

den Primern 8 FW und 1404 RW erstellt. Als Template wurde extrahierte E. coli DNA einer 

Arbeitslösung eingesetzt. Das Insert hat eine Länge von 1506 Basenpaaren. Die Sequenz 

entspricht dem Datenbankeintrag Escherichia coli strain ST540 rRNA-16S ribosomal RNA 

(CP007391.1, 1253904-1252402) zu 99 %. Der aufgereinigte und linearisierte Standard hatte 

eine Konzentration von 60,1 ng/µL, was bei einer Größe von 4506 Basenpaaren (3000 bp 

Vektor und 1506 bp Insert) 1,22 × 1010 Genkopien pro µL entspricht (Formel 8, s. S. 210). 

Optimierung der qPCR 

In einer qPCR mit Temperaturgradient wurde die optimale Annealingtemperatur für die 

Primerpaare 341-926 und 341-1404 ermittelt (Abbildung 33). Bei den Primern 341-926 liefert 

eine Annealingtemperatur von 59 °C die niedrigsten Cq-Werte. Abweichende Temperaturen 

führten zu höheren Messwerten. Die Primerkombination 341-1404 zeigt nahezu konstante 

Cq-Werte für einen breiten Temperaturbereich. Bei Annealingtemperaturen über 65 °C 

kommt es zu einem Anstieg der Cq-Werte. Für die Primer 341-1404 sollte somit höchstens 

65 °C als Annealingtemperatur genutzt werden. 
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Abbildung 33: Cq-Werte einer qPCR von E. coli DNA und dem 16S Standard mit den Primerpaaren an den 
Positionen 341-926 (links) und 341-1404 (rechts) in Abhängigkeit der Annealingtemperatur.  

 

Testlauf der qPCR mit Standards 

Mit dem optimierten Temperaturprogramm waren für die Primer-Kombination 341-926 

Kalibrierkurven mit dem 16S-Standard im Konzentrationsbereich von 102 bis 107 Kopien pro 

µL möglich (Abbildung 34, links). Der Standard in der niedrigsten Konzentration konnte nicht 

in die Kalibriergerade einbezogen werden. Die Negativkontrolle lag mit einem Cq von 34,6 

bei ca. 16 Genkopien pro µL. Beim 341-1404-Primerpaar konnten alle Standards in die 

Kalibriergerade einbezogen werden. Die Negativkontrolle lag mit durchschnittlich 

3 Genkopien pro µL unter der niedrigsten Standardkonzentration. 

 

Abbildung 34: qPCR Läufe mit dem 16S Standard zum Nachweis aller Bakterien mit den Primerpaaren 
341-926 (links, m = 12, n = 3) und 341-1404 (rechts, m = 14, n = 3). 
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Tabelle 17: Liste der überprüften Primerkombinationen mit den Details zu den Protokollen und Daten der 
Kalibrierkurven. * Taq-Mix: E = EvaGreen, S = SYBR Green. ** Konzentration des niedrigsten Standards in 
der Kalibrierkurve in Genkopien pro µL. 

Amplifikatgröße 585 1063 

FW Primer 341 

RW Primer 926 1404 

Elongationszeit 30 30 

Taq-Mix * S E 

Effizienz (STD) 1,00 1,00 

R² (STD) 0,81 0,95 

m 12 14 

n 3 3 

LOQ ** 109 13,3 

Schmelzpunkt 
(STD) 

86,9 88,2 

Cq des NTC 34,6 32,5 

 

 

Kopienzahl der 16S rDNA pro Genom 

In der qPCR wird bei der Kalibrierung mit einem vektoriellen Standard die Zahl der 

Genkopien ermittelt. Das Gen der 16S rDNA ist mehrmals im Genom von Bakterien 

enthalten – somit ist der Wert des Standards nicht äquivalent zur Anzahl der Organismen. 

Beispielsweise entsprechen 70 rDNA-Genkopien in einer E. coli Probe nicht 70 Bakterien, 

sondern nur zehn, da jedes E. coli Bakterium das Gen der rRNA in siebenfacher Ausführung 

trägt. 

Um aus der Kopienzahl der 16S Gene in der qPCR die Zahl der Organismen zu berechnen, 

musste die Anzahl der Genkopien pro Genom bestimmt werden. Dies wurde mit einer 

Datenbankanalyse ermittelt (6.4.6). Insgesamt wurden 4021 Datenbankeinträge analysiert 

und nach Bakteriengruppen geordnet (Tabelle 18). 
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Tabelle 18: Anzahl der Kopien der 16S rDNA in dem Genom verschiedener Bakteriengruppen. Rote 
Einträge weichen um mehr als 20 % von Literaturangaben ab (n = Anzahl Genome). 

Bakterien (Gruppe) 
Nach Větrovský und Baldrian (2013) Diese Arbeit 

Anzahl Genome (n) 16S / Genom Anzahl Genome (n) 16S / Genom 

Bacteria Nicht angegeben 4021 4,5±2,9 

Actinobacteria 201 3,1±1,7 465 3,1±1,7 

Aquificae 6 2,0±0,6 15 1,9±0,6 

Bacteroidetes/Chlorobi group 59 3,5±1,5 156 3,4±1,7 

Caldiserica 1 1 1 1 

Chlamydiae/Verrucomicrobia group 72 1,4±0,5 116 1,7±0,5 

Chloroflexi 10 2,2±1,2 26 1,5±1 

Cyanobacteria 23 2,3±1,2 87 2,3±1 

Deferribacteres 4 2,0±0,0 4 2±0 

Deinococcus-Thermus 16 2,7±1,0 21 2,5±0,9 

Dictyoglomi 2 2,0±0,0 2 2±0 

Elusimicrobia 1 1 3 1±0 

Fibrobacteres/Acidobacteria group 2 3 10 1,6±0,8 

Firmicutes 395 5,8±2,8 939 6,9±3 

Fusobacteria 5 5,0±0,7 16 4,8±0,7 

Gemmatimonadetes 1 1 2 1,5±0,5 

Nitrospirae 2 2,0±1,4 7 1,7±0,7 

Planctomycetes 6 1,7±0,8 6 2,8±2,4 

Proteobacteria n.a. n,a, 2018 4,4±2,6 

Alphaproteobacteria 179 2,2±1,3 345 2,1±1,3 

Betaproteobacteria 101 3,3±1,6 280 2,8±1,5 

Deltaproteobacteria 43 2,7±1,4 71 2,8±1,3 

Epsilonproteobacteria 70 3,0±1,1 174 2,6±0,7 

Gammaproteobacteria 379 5,8±2,8 1148 5,8±2,3 

Spirochaetes 31 2,4±1,0 41 2,1±0,8 

Synergistetes 4 2,5±1,0 4 2,8±0,4 

Tenericutes 43 1,6±0,5 35 1,5±0,5 

Thermodesulfobacteria 1 2 3 1,3±0,5 

Thermotogae 13 1,8±1,0 28 1,5±0,8 

 

Die Ergebnisse weichen bei einigen der Organismengruppen, beispielsweise den 

Planctomycetes, leicht von Literaturdaten ab (Větrovský and Baldrian, 2013). Bei Větrovský 

und Baldrian wurden die Daten in mehreren separaten Schritten analysiert, wohingegen die 

Analyse in dieser Arbeit automatisiert durchgeführt wurde. 

Diese Daten dienen der Übertragung des Messwertes 16S-Genkopien aus der qPCR beim 

Einsatz eines vektoriellen Standards zur eigentlichen Anzahl der Bakterien. Dies stellt vor 

allem bei unbekannten Mischpopulationen (durch die hohe Standardabweichung von 2,9 bei 

einem Wert von 4,5 Genkopien pro Bakterium) lediglich eine Annäherung an den realen Wert 

dar. Dennoch ist die Einbeziehung der Genkopien pro Bakterium ein wichtiger Schritt zur 

indirekten Quantifizierung. Neben der Gesamtbakterienzahl können die 16S Primer auch für 
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Reinkulturen eingesetzt werden. Die Zahl der Genkopien pro Bakterium ist für die in dieser 

Arbeit untersuchten Spezies in Tabelle 19 aufgeführt. 

Tabelle 19: Anzahl der 16S rDNA in den Genomen in dieser Arbeit eingesetzten Bakterien.  
* Unzureichende Daten. Die Werte der jeweilig höher gelegenen phylogenetischen Gruppe wurde als 
Referenz verwendet (n = Anzahl Genome). 

Bakterium Untersuchte Einträge (n) 16S / Genom 

Campylobacter jejuni 23 3±0 

Campylobacter lari 2 3±0 

Escherichia coli 101 7,6±0,5 

Escherichia hermannii * 
(Enterobacteriaceae) 

353 6,9±1.3 

Legionella pneumophila 12 5,2±1 

Pseudomonas aeruginosa 32 2,9±0,3 

Klepsiella pneumoniae * 
(Enterobacteriaceae) 

353 6,9±1.3 

Bacillus subtillis 62 7±1,1 

Clostridium perfringens 3 8,7±1,1 

Enterococcus faecalis 7 7±0,3 

Enterococcus faecium 5 4±0 

Enterococcus gallinarium 19 6±0 

Micrococcus luteus * 
(Actinobacteria) 

465 3,1±1,7 

 

Mit den Zahl der 16S rDNA pro Bakterium lässt sich aus der Kopienzahl der 16S rDNA Gene 

in einer qPCR ein Äquivalent zur Anzahl der Genome (Genom Äq.) bzw. der Bakterienzahl 

ermitteln (Formel 1). 

Formel 1 𝐺𝑒𝑛𝑜𝑚 Ä𝑞𝐵𝑎𝑘𝑡𝑒𝑟𝑖𝑢𝑚 =  
16𝑆 𝐺𝑒𝑛𝑘𝑜𝑝𝑖𝑒𝑛 𝑖𝑛 𝑞𝑃𝐶𝑅

16𝑆 𝐺𝑒𝑛𝑘𝑜𝑝𝑖𝑒𝑛 𝑝𝑟𝑜 𝐺𝑒𝑛𝑜𝑚𝐵𝑎𝑘𝑡𝑒𝑟𝑖𝑢𝑚
 

 

Die Formel wird zur Berechnung der Bakterienzahl eines 16S qPCR im folgenden Kapitel, 

beispielsweise im der Entwicklung der LA-PMA-qPCR, bei verschiedenen Bakterien 

eingesetzt (s. Abbildung 55). 

 

3.2.3.6 Fazit der Entwicklung der LA-qPCR 

Die Entwicklung aller LA-qPCR-Nachweisverfahren für phiX174 und MS2 Bakteriophagen, 

allen Bakterien (16S), sowie den Bakterien E. coli und E. faecalis konnte erfolgreich 

abgeschlossen werden. Die Lebend/tot-Unterscheidung kann nun mit diesen qPCR-

Methoden weiter entwickelt werden. 
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3.2.4 Long amplicon PMA-qPCR 

Die ursprünglichen qPCR-Nachweisverfahren mit kurzen Amplifikaten konnten nicht für die 

PMA-qPCR genutzt werden. Deswegen wurden neue Primer für lange Amplifikate und 

entsprechende Standards für die long amplicon qPCR (LA-PMA-qPCR) entwickelt, mit denen 

die Etablierung der Lebend/tot-Unterscheidung fortgesetzt werden konnte. 

Für die Versuche wurden unbehandelte und hitzebehandelte Organismen eingesetzt. Ziel 

dieses Entwicklungsschrittes ist die Optimierung der Applikation von PMA zur 

Unterscheidung dieser Organismen. Bei der Lebend/tot-Unterscheidung mit PMA haben 

diverse Parameter Einfluss auf die Wirkung von PMA (vgl. 2.6.2.5), wobei in dieser Arbeit 

besonders die PMA-Konzentration untersucht wurde. Generell sollten Parameter wie PMA-

Konzentration, Inkubationszeit, Reaktionstemperatur und Belichtung so optimiert werden, 

dass: 

 Unbehandelte Organismen von PMA nicht beeinflusst werden (A) 

 Hitzebehandelte Organismen nicht erfasst werden (B) 

In bisherigen Versuchen wurde die PMA-Behandlung nur für eine Organismenkonzentration 

durchgeführt. Außerdem konnte in viele Studien zur PMA-qPCR durch die Lebend/tot-

Unterscheidung nur eine geringe Signalreduktion dargestellt werden (vgl. 2.6.2.5). In zwei 

Testverfahren soll geprüft werden, ob die LA-PMA-qPCR auch bei geringen und hohen 

Organismenkonzentrationen eingesetzt werden kann. Zusätzlich sollen die Ziele A und B der 

Entwicklung geprüft werden. Das Prinzip beider Methoden ist in Abbildung 35 dargestellt und 

die Methode unter 6.5.1 beschrieben. 

A. Um zu prüfen, ob PMA keinen Einfluss auf unbehandelte Organismen in 

unterschiedlichen Konzentrationen hat (falsch negativ), wurde eine Verdünnungsreihe 

mit der LA-PMA-qPCR quantifiziert. Die Anzahl der Bakterien wurde mikroskopisch 

(Gesamtzellzahl), die der Viren über das Kulturverfahren bestimmt und diente als 

Basiswert für den Vergleich der Methoden. Mit steril filtriertem Leitungswasser (0,2 µM 

Filter) wurde – ausgehend von der Arbeitslösung – eine dekadische Verdünnungsreihe 

bis 10-7 erstellt. Die Proben wurden mit PMA behandelt, extrahiert und mit der LA-qPCR 

quantifiziert. 

B. Zum Test der Funktionalität der Lebend/tot-Unterscheidung wurde jede Verdünnung der 

unbehandelten Organismen mit einer konstanten Menge hitzebehandelter 

Organismen gemischt. Die Menge an lebenden Organismen ändert sich somit 

entsprechend der Verdünnungsreihe, die Konzentration toter Organismen bleibt 

konstant. Es ergeben sich die Mischverhältnisse von 1:1, 1:10, 1:100 usw. 

unbehandelter und hitzebehandelter Organismen. 
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Abbildung 35: Ablaufschema des Methodenvergleiches für E. coli, E. faecalis, P. aeruginosa und phiX174.  
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3.2.4.1 phiX174- und MS2-Bakteriophagen 

Wirkung von PMA auf die Nukleotide von MS2 und phiX174 

Die bisherigen Ergebnisse der PMA-qPCR zeigten nur eine geringe Reduktion im 

Messsignal bei hitzebehandelten Bakteriophagen. Das Genom von phiX174 besteht aus 

Einzelstrang-DNA (ssDNA), das von MS2 aus Einzelstrang-RNA (ssRNA). Das Genom von 

Bakterien besteht aus Doppelstrang-DNA (dsDNA). Die Art der Nukleinsäure könnte somit 

einen Einfluss auf das Interkalieren der PMA-Moleküle und somit auf die PMA-qPCR haben. 

Einzelstrang- (ss) und Doppelstrang-DNA (ds) von phiX174 sowie Einzelstrang-RNA (ss) und 

cDNA von MS2 wurden mit 50 µM PMA behandelt und mit der qPCR quantifiziert. Für die 

qPCR kamen die Primerpaare 119-687 (phiX174) und 2717-3031 (MS2) zum Einsatz. 

Sowohl bei Einzel- und Doppelstrang-DNA (bzw. cDNA) als auch bei Einzelstrang-RNA 

bewirkte PMA eine starke Reduktion des qPCR-Signales gegenüber den Kontrollproben 

ohne PMA (Abbildung 36). Die Ergebnisse zeigen, dass PMA bei Viren mit ssDNA (phiX174), 

als auch bei ssRNA (MS2) eingesetzt werden kann.  

 

Abbildung 36: qPCR-Ergebnisse von mit PMA behandelter Einzel- und Doppelstrang-DNA sowie 
Einzelstrang RNA der Bakteriophagen phiX174 und MS2 (n = 2).  

 

Graiver et al. (2010) kommen zu dem Schluss, dass zumindest EMA bei RNA nicht effektiv 

ist. In der Studie wurde kein Effekt durch PMA bei inaktiven Influenzaviren festgestellt. Dies 

steht zwar im Widerspruch zu den Ergebnissen in dieser Arbeit, allerdings wurden die Viren 

bei Graiver et al. bei 37 °C inaktiviert, worauf die viralen Kapside mit höchster 
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Wahrscheinlichkeit noch intakt waren und EMA nicht zur RNA gelangen konnte. Bei den 

vergleichbaren Fluoreszenzfarbstoffen Propidiumiodid oder Ethidiumbromid gibt es keinen 

Unterschied in der Markierung von Einzelstrang- oder Doppelstrang-DNA (Cosa et al., 2007). 

Eine aktuelle Studie von Prevost et al. (2016) konnte mittlerweile die Wirksamkeit von PMA 

bei Einzel- und Doppelstrang-RNA und DNA bestätigen. 

Einfluss der PMA-Konzentration auf unbehandelte Phagen 

Unbehandelte MS2 und phiX174 Bakteriophagen wurden mit unterschiedlichen PMA-

Konzentrationen behandelt und in der qPCR quantifiziert (Abbildung 37). Bei phiX174 

(Primer 119-687) zeigte sich kein Einfluss auf das qPCR-Signal und auch bei hohen 

Konzentrationen von 400 µM wurden nicht weniger Bakteriophagen detektiert. Bei MS2 

(Primer 2717-3031) zeigte sich bereits bei 1 µM PMA eine starke Reduktion des Signales. 

Mit höheren Konzentrationen lagen die Werte unter der Quantifizierungsgrenze 

(10 Genkopien pro µL). 

 

Abbildung 37: qPCR-Ergebnisse nach Applikation verschiedener PMA-Konzentrationen auf unbehandelte 
MS2 (rechts, n = 3) und phiX174 Bakteriophagen (links, n = 3). Nicht ausgefüllte Symbole liegen unterhalb 
der Quantifizierungsgrenze (LOQ). 

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass PMA sehr leicht in das Kapsid von MS2 eindringen 

kann, nicht jedoch in phiX174. In der Studie von Kim und Ko (2012) wurde bei MS2 ebenfalls 

auf den Einfluss von PMA auf intakte Viren bei 125 µM PMA hingewiesen. Zusätzlich werden 

auch abweichende Messergebnisse von PMA-qPCR und Kulturverfahren beschrieben. Ein 

vergleichbares Verhalten ist bei der Desinfektion mit Chlor zu beobachten, welches MS2 (im 

Vergleich zu phiX174) bereits bei sehr geringen Konzentrationen inaktiviert (Hornstra et al., 

2011). Ein möglicher Effekt von PMA auf die Extraktion oder das cDNA-Synthese-Kit in 

dieser Arbeit ist nicht auszuschließen. Es gibt zurzeit keine weitere Literatur zur PMA-

Behandlung von MS2 Bakteriophagen. Einige Studien zeigen, dass PMA durchaus bei 

Einzelstrang-RNA Viren eingesetzt werden kann, z.B. bei murinen Noroviren (Karim et al., 

2015), Mengoviren (Fongaro et al., 2016) oder Hepatitis A (Moreno et al., 2015). Viren 

unterscheiden sich beispielsweise durch den Aufbau und die Ladungseigenschaften der 
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Hülle bzw. dem isoelekrischen Punkt. So liegt der isoelektrische Punkt bei MS2 bei ca. 3,9, 

bei phiX174 bei ca. 7,0. Bei den in den genannten Studien behandelten Mengo- und 

Noroviren liegt der isoelektrische Punkt bei etwa 6 (Chlumecka et al., 1977; Michen and 

Graule, 2010). Dieser Unterscheid wird bei Versuchen mit unterschiedlichen pH-Werten im 

Folgenden aufgegriffen. 

Auswirkung des pH-Wertes auf die PMA-qPCR bei Viren 

Viren sind bei pH-Werten unter dem isoelektrischen Punkt positiv und bei pH-Werten darüber 

negativ geladen. Da PMA ebenfalls positiv geladen ist, ist eine Auswirkung des 

isoelektrischen Punktes der Viren und des pH-Wertes der Probe auf die PMA-qPCR denkbar. 

Dies wurde experimentell mit unbehandelten und hitzebehandelten MS2 und phiX174 

Bakteriophagen überprüft. Der pH-Wert von in sterilem Leitungswasser suspendierten 

Phagen wurde auf 3, 4, 6, 7, 8, 10 und 12 eingestellt. Die Proben wurden mit 100 µM PMA 

behandelt und mittels qPCR (phiX174 Primer: 119-687, MS2 Primer: 2717-3031) quantifiziert 

(Abbildung 38). 

Von pH 7 an sinkt das Signal von unbehandelten phiX174 Bakteriophagen mit dem pH-Wert 

geringfügig. Nur bei pH 12 wurden über 2 Log-Stufen weniger Phagen detektiert. Generell 

wurden hitzebehandelte phiX174 erfolgreich durch PMA von der qPCR ausgeschlossen, 

lediglich bei pH 10 wurden mehr Phagen gemessen. 

Wie bereits im vorherigen Versuch beobachtet wurde, führt PMA bei unbehandelten MS2 bei 

neutralem pH-Wert zu einer starken Signalreduktion. Auch bei höheren pH-Werten konnten 

keine Phagen detektiert werden. Im sauren Bereich war der Nachweis erfolgreich – der 

höchste Messwert konnte bei pH 4 ermittelt werden. Gleichermaßen wurden im sauren 

Milieu auch hitzebehandelte MS2 Bakteriophagen detektiert. 
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Abbildung 38: Ergebnisse der PMA-qPCR von unbehandelten und hitzebehandelte phiX174 und MS2 
Bakteriophagen bei unterschiedlichen pH-Werten (n=2). IE = Isoelektrischer Punkt nach Michen und 
Graule (2010). 

Die Ergebnisse des Vergleiches zeigen, wie groß der Einfluss des pH-Wertes bei Viren ist. 

Gleichzeitig zeigt sich, dass das beste Ergebnis (kein Einfluss von PMA auf intakte Viren und 

Ausschluss der hitzebehandelten Viren) bei pH-Werten im Bereich des isoelektrischen 

Punktes der Viren erreicht wurden. Speziell bei unbehandelten MS2 wurden bei pH 4 am 

meisten Phagen in der PMA-qPCR detektiert. Der Effekt lässt sich dadurch begründen, dass 

weniger PMA in die Viren eindringen kann - gleichermaßen steigt das Signal 

hitzebehandelter Phagen an. 

Trotz der dargestellten Ergebnisse konnte die PMA-qPCR für MS2 Bakteriophagen bei pH 4 

nicht erfolgreich durchgeführt werden. So zeigte sich bei den für die Desinfektionsversuche 

eingesetzten Proben auch bei pH 4 eine starke Reduktion der Kontrollproben. Generell 

gestaltet sich die Anpassung des pH-Wertes bei qPCR-Proben durch das sehr kleine 

Probevolumen (v.a. nach einer Aufkonzentrierung) problematisch. 

LA-PMA-qPCR hitzebehandelter phiX174 

Unbehandelte und hitzebehandelte phiX174 Bakteriophagen wurden mittels PMA-qPCR 

(100 µM PMA) mit unterschiedlichen Primern (261-369, 119-687, 11-1074) und dem 

Kulturverfahren quantifiziert.  

Das Signal hitzebehandelter Viren verringerte sich mit steigender Amplifikatgröße der qPCR 

(Abbildung 39). Gleichzeitig stieg der Effekt von PMA und die damit verbundene Reduktion 

des qPCR-Signales. Bei der qPCR mit dem 1063 Basenpaaren großen Amplifikat (Primer 

11-1074) und im Kulturverfahren konnten keine intakten Viren nachgewiesen werden. 
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Abbildung 39: Ergebnisse aus qPCR, PMA-qPCR und Kulturverfahren für unbehandelte (8 °C) und 
hitzebehandelte (90 °C, 10 min) phiX174 Bakteriophagen (n = 3). 

 

Hitze verursacht Strangbrüche in der DNA sowie direkte Schäden am Kapsid des Virus. 

Außerdem spielen oxidative Prozesse eine Rolle, die ebenfalls Schäden hervorrufen können 

(Chernikov et al., 2007). Mit größeren Amplifikaten können die Schäden an der DNA des 

Virus besser erfasst werden (größere Signalreduktion). Durch Hitze wird die Hülle der Viren 

zerstört oder durchlässig, PMA kann eindringen und die DNA markieren. Wie die 

hitzeinduzierten DNA-Schäden verteilt sich die PMA-Markierung auf das komplette Genom 

des Virus. Je größer das DNA-Stück ist, das in der qPCR analysiert wird, desto 

wahrscheinlicher wird es, dass ein PMA-Molekül die Amplifikation in der qPCR stört. Somit 

ist die Reaktion in der LA-PMA-qPCR größer als in der PMA-qPCR. 

PMA-qPCR hitzebehandelter MS2 

Unbehandelte und hitzebehandelte MS2 Bakteriophagen wurden mit 5 µM PMA behandelt 

und mit der qPCR (Primer 2717-3031) quantifiziert (Abbildung 40). Bei unbehandelten MS2 

lieferten qPCR und Kulturverfahren die gleichen Ergebnisse. Durch PMA wurde das Signal 

behandelter MS2 um mehrere Log-Stufen reduziert. Es konnten keine hitzebehandelten 

MS2 im Kulturverfahren nachgewiesen werden (> 8 Log-Stufen Reduktion). In der qPCR 

werden etwa eine, in der PMA-qPCR etwa vier Log-Stufen erreicht.  
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Abbildung 40: Ergebnisse aus qPCR, PMA-qPCR und Kulturverfahren für unbehandelte (8 °C) und 
hitzebehandelte (90 °C, 10 min) MS2 Bakteriophagen (n = 3). 

 

Mit PMA wurde in der qPCR nur eine Reduktion von 3 Log-Stufen erreicht. Mit einem 

größeren Amplifikat könnte in der LA-PMA-qPCR eine höhere Reduktion erreicht werden - 

allerdings würde der starke Effekt von PMA auf unbehandelte MS2 ebenfalls verstärkt 

werden.  

 

Test der LA-PMA-qPCR: Unbehandelte phiX174 (A) 

Bisher wurden die Versuche mit phiX174 nur mit einer hohen Organismenkonzentration 

durchgeführt. Im folgenden Verfahren soll nun überprüft werden, ob sich die PMA-qPCR 

auch bei unterschiedlichen Konzentrationen anwenden lässt. Um dies zu überprüfen, wurde 

eine Verdünnungsreihe der unbehandelten phiX174 Stammlösung mit 100 µM PMA 

behandelt und in der qPCR (261-369) und LA-qPCR (11-1074) gemessen (Abbildung 41). 

Mit beiden qPCR-Verfahren ließen sich fast identische Messwerte wie mit dem 

Kulturverfahren ermitteln, was sowohl durch die geringe Y-Achsenverschiebung der 

Trendgerade, als auch deren Steigung deutlich wird. 
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Abbildung 41: Vergleich der Messwerte einer Verdünnungsreihe unbehandelter phiX174 von LA-PMA-
qPCR (links) und der PMA-qPCR (rechts) mit dem Kulturverfahren (n = 3, m = 8). 

Die LA-PMA-qPCR lässt sich sowohl im niedrigen als auch im hohen Konzentrationsbereich 

einsetzen – PMA zeigt keine Wirkung auf unbehandelte phiX174. Der folgende Versuch soll 

zeigen, ob ein Ausschluss hitzebehandelter Phagen durch PMA bei unterschiedlichen 

Organismenkonzentrationen ebenfalls möglich ist. 

Test der LA-PMA-qPCR: Unbehandelte und hitzebehandelte phiX174 (B) 

Nachdem die PMA-qPCR für unbehandelte phiX174 erfolgreich getestet wurde, wurde 

darauf aufbauend untersucht, ob der Ausschluss hitzebehandelter Phagen auch bei 

unterschiedlichen Konzentrationen mit dem gleichen Protokoll funktioniert. 

Wie im vorherigen Versuch wurde eine Verdünnungsreihe unbehandelter phiX174 als Probe 

eingesetzt. Zusätzlich wurden zu jeder Probe eine der Ausgangskonzentration 

entsprechende Menge an hitzebehandelten phiX174 zugegeben (Methode 6.5.1). Die 

Proben wurden mit der LA-PMA-qPCR (100 µM PMA, Primer 11-1074) quantifiziert 

(Abbildung 42). 

Durch das PMA werden in der LA-PMA-qPCR nur die unbehandelten Viren detektiert und die 

gemessene Konzentration sinkt mit jeder Verdünnungsstufe. Ohne PMA erfasst die LA-

qPCR auch die hitzebehandelten phiX174. Die bei der ersten Verdünnung gemessene 

Reduktion in der LA-qPCR wird durch die geringere Zahl an unbehandelten phiX174 in der 

Probe erreicht.  
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Abbildung 42: Ergebnisse von LA-qPCR und LA-PMA-qPCR von Mischungen unbehandelter und 
hitzebehandelter phiX174 (n = 3, m = 6) 

Der Versuch zeigt, dass die LA-PMA-qPCR sowohl bei niedrigen als auch bei hohen 

Virenkonzentrationen zwischen unbehandelten und hitzebehandelten phiX174 

Bakteriophagen unterscheiden kann. Die Entwicklung der LA-PMA-qPCR war somit bei 

phiX174 erfolgreich. 

3.2.4.2 E. coli 

Die PMA-qPCR von E. coli Bakterien zeigte – wie auch bei phiX174 – nur eine geringe 

Signalreduktion hitzebehandelter Bakterien. Neben der Verlängerung der Amplifikate in der 

qPCR wurde der Einfluss unterschiedlicher Reaktionsbedingungen der PMA-Behandlung 

untersucht. Ziel der Entwicklung ist der Ausschluss hitzebehandelter Bakterien ohne einen 

negativen Einfluss auf unbehandelte Bakterien in der PMA-qPCR. 

Reaktionsparameter: Inkubationstemperatur und Belichtungszeit 

Die Diffusion von PMA durch (beschädigte) Membranen kann durch eine Erhöhung der 

Reaktionstemperatur positiv beeinflusst werden (vgl. 2.6.2.5). In vielen Studien wurde die 

Behandlung in der Lebend/tot-Differenzierung auf Eis durchgeführt. Da PMA in den ersten 

Versuchen eine zu geringe Reduktion hitzebehandelter Zellen zeigte, wurde eine höhere 

Temperatur für die PMA-Behandlung eingesetzt und die Proben ungekühlt bei 

Raumtemperatur aufbewahrt. 

Die Fotoaktivierung spielt ebenfalls eine wichtige Rolle für die PMA-qPCR: Bei nicht 

ausreichender Belichtung können nicht alle PMA-Moleküle an die Nukleinsäure binden. Ob 

dies gegeben ist, wurde durch Variation der Fotoaktivierungszeit auf 5, 10 und 15 Minuten 

überprüft. Beide Parameter wurden in einer PMA-qPCR (100 µM PMA, Primer 1213-1359) 

-5

-4

-3

-2

-1

0

0 1 2 3 4 5

Lo
g 

(N
/N

0)
  G

en
ko

p
ie

n
 p

h
iX

17
4

Verdünnungsstufe unbehandelter phiX174

LA-PMA-qPCR LA-qPCR y=x

y = -1,01x + 0,04
R² = 1,00
t = -42 | F = 1760 | p < 0,001
m = 6, n = 3



Ergebnisse und Diskussion  85 

 

mit unbehandelten und hitzebehandelten E. coli überprüft (Abbildung 43).  

Unbehandelte E. coli liefern unabhängig von den Reaktionsparametern identische 

Ergebnisse. Bei hitzebehandelten Zellen bewirkte die Erhöhung der Reaktionstemperatur 

auf Raumtemperatur eine Verringerung des Signals um 1,7 Log-Stufen.  

Eine Verkürzung der Aktivierung von PMA auf 5 Minuten resultiert in einer geringeren 

Reduktion der hitzebehandelten Zellen in der PMA-qPCR. Eine Verlängerung der 

Aktivierungsphase zeigt keinen erhöhten Effekt von PMA, es ist lediglich eine geringere 

Abweichung der Einzelmessungen zu erkennen.  

 

Abbildung 43: qPCR-Ergebnisse von mit 100 µM PMA behandelten lebenden und toten (Hitzebehandelt) 
E. coli. In der PMA-Applikation wurden Inkubationstemperatur (I), PMA-Reaktionszeit (R) sowie 
Belichtungszeit (B) variiert (Variationen rot markiert) (n = 3). 

Durch die erhöhte Temperatur kann PMA besser in die beschädigten Zellen eindringen. Dies 

entspricht den Ergebnissen von Elizaquível et al. (2012a) und Nkuipou-Kenfack et al. (2013) 

für Salmonella typhimurium und Listeria monocytogenes. Die Arbeit mit interkalierenden 

Farbstoffen auf Eis wird meist wegen den eingesetzten Halogenlampen in der folgenden 

Fotoaktivierung durchgeführt. Außerdem ist die gekühlte Inkubation ein Relikt aus früheren 

Studien mit EMA (s. 2.6.2.3). EMA dringt leichter in intakte Zellen ein, weswegen die 

Reaktion durch niedrigere Temperaturen abgeschwächt wurde. Bei PMA ist dies nicht nötig 

bzw. auch im Sinne der Funktion der interkalierenden Farbstoffe sogar hinderlich. 

Während die Inkubationszeit von PMA in den meisten Studien fünf Minuten beträgt, so wird 

die Belichtungszeit oft unterschiedlich gewählt. Bei Yang et al. (2013) sind es fünf, bei Bae 

und Wuertz (2012) zehn und bei Nkuipou-Kenfack et al. (2013) 15 Minuten. In vielen Studien 

wird außerdem mit Halogenleuchten (breites Emissionsspektrum) gearbeitet, nur wenige 

setzten LED-Systeme mit einer auf PMA abgestimmten Wellenlänge von 460 nm ein 
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(vgl. Tabelle 3, S. 38). Da die Reduktion nach 10 Minuten nicht weiter erhöht wurde, kann 

davon ausgegangen werden, dass ein Großteil der PMA-Moleküle nach dieser Zeit aktiviert 

wurde. Eine längere Belichtung von 15 Minuten kompensiert dabei zusätzlich Unterschiede 

in den Proben und im Handling, was letztendlich zu einer geringeren Abweichung der 

Ergebnisse führt.  

Die PMA-Behandlung mit 5-minütiger Inkubation sowie 15-minütiger Belichtung zeigte die 

höchste Signalreduktion bei hitzebehandelten E. coli und wurde somit für die weiteren 

Versuche nach diesem Protokoll eingesetzt. 

Reaktionsparameter: PMA-Konzentration und Inkubationszeit 

Durch die PMA-Konzentration wird festgelegt, wie viele Moleküle PMA zur Verfügung stehen, 

um geschädigte Zellen zu markieren. Ist die Konzentration zu gering, können nicht alle 

Zellen markiert werden und die Reduktion ist nicht ausreichend. Gleichzeitig kann PMA bei 

zu hoher Konzentration auch in intakte Organismen eindringen. Dies ist ebenfalls von der 

Inkubationszeit abhängig, da die Diffusion der PMA-Moleküle eine bestimmte Zeit benötigt. 

In einem Versuch sollte überprüft werden, welche PMA-Konzentration bei welcher 

Inkubationszeit die beste Wirkung (Totzellausschluss und kein Effekt auf intakte Zellen) 

erzielt. Unbehandelte und hitzebehandelte E. coli wurden mit verschiedenen PMA-

Konzentrationen unterschiedlich lange bei Raumtemperatur behandelt, extrahiert und mit der 

qPCR (Primer 2-629) quantifiziert (Abbildung 44).  

Bei unbehandelten Zellen lässt sich nur eine minimale (maximal 0,2 Log-Stufen) bis keine 

Abnahme des qPCR-Signales bei zunehmender PMA-Konzentration feststellen.  

Mit allen eingesetzten PMA-Konzentrationen über 1 µM konnten die hitzebehandelten 

Zellen erfolgreich von der qPCR ausgeschlossen werden (qPCR unter der Nachweisgrenze 

von 10 Kopien pro µL). Lediglich bei 1 µM PMA ist noch ein Signal zu erkennen.  
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Abbildung 44: LA-PMA-qPCR (627 bp) Ergebnisse von unbehandelten (grün) und hitzebehandelten (rot) 
E. coli Bakterien. Es wurden verschiedene PMA-Konzentrationen und Inkubationszeiten eingesetzt. Nicht 
dargestellte, rote Balken stellen nicht nachweisbare Proben dar (n = 2). 

Die Daten mit intakten Zellen zeigen, dass PMA – unabhängig von den Reaktionsparametern 

- nicht in unbehandelte E. coli eindringt. Ein Ausschluss hitzebehandelter Zellen ist ebenfalls 

gegeben. Lediglich bei einer der Proben mit 1 µM PMA wurden über 1000 Zellen detektiert. 

Dies liegt primär an der schwierigen Handhabung sehr geringer PMA-Konzentrationen. 

Hochkonzentrierte Stammlösungen sind unempfindlich gegen Licht (Nocker et al., 2006). Die 

für die Zugabe von 1 µM PMA eingesetzte, stark verdünnte Lösung (20 µM) wurde bereits 

durch das Umgebungslicht im Labor aktiviert. Somit gab es bei einigen Proben mit 1 µM 

PMA einen schwächeren Effekt unabhängig von der Inkubationszeit. Für die eingesetzte 

Menge E. coli könnten somit PMA-Konzentrationen von 5 bis 100 µM bei einer 

Inkubationszeit von 3 bis 20 Minuten bei Raumtemperatur eingesetzt werden. In der Literatur 

finden sich vergleichbare Parameter für den Nachweis von E. coli in der PMA-qPCR 

(s. Tabelle 20).  
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Tabelle 20: Übersicht der Parameter zur PMA-qPCR von E. coli in Veröffentlichungen. 

Literatur 
 

Behandlung 
 

PMA Konz. 
in µM 

Inkubationszeit 
in min 

Belichtungs-
apparatur 

Belichtungszeit 
in min 

Diese Arbeit Hitze 5-100 5 LED 15 

(Elizaquível et al., 2012a) Isopropanol 50 5 LED 15 

(Elizaquível et al., 2012b) Ätherische Öle 100 5 LED 15 

(Gensberger et al., 2013) Hitze 10 5 Halogen 5 

(Kim and Ko, 2012) Isopropanol 125 5 Halogen 10 

(Kim and Wuertz, 2015) Sedimentproben 100 5 Halogen 10 

(Nocker et al., 2006) Isopropanol Bis 240 2 Halogen 2 

(Nocker et al., 2007) Hitze, Chlor Bis 200 5 Halogen 2 

(Soejima et al., 2012) Hitze 23,5 10 Halogen 5 

(Wang et al., 2014) Hitze 16 5 Halogen 5 

(Xiao et al., 2013) VBNC 20 5 Halogen 5 

(Yang et al., 2011) Hitze 100 5 Halogen 5 

(Yang et al., 2013) Hitze 20 5 Halogen 5 

(Zhang et al., 2015) UV 200 5 Halogen 15 

 

Test der LA-PMA-qPCR: Unbehandelte E. coli (A) 

Die PMA-qPCR von E. coli wurde in den vorherigen Versuchen mit einer konstanten 

Organismenkonzentration eingesetzt. Nun soll im Prüfverfahren dargestellt werden, ob das 

Verfahren mit dem gleichen Protokoll auch für unterschiedliche Konzentrationen von E. coli 

anwendbar ist. Dies wurde mit einer Verdünnungsreihe unbehandelter E. coli durchgeführt. 

Die Proben wurden mit 20 µM PMA behandelt und mit der LA-qPCR (2-629 und 570-1812) 

quantifiziert. Als Vergleichsmethode wurde das IDEEX-Kulturverfahren eingesetzt. 

In beiden qPCR-Verfahren ließen sich fast identische Messwerte wie mit dem 

Kulturverfahren ermitteln, was sowohl durch die geringe Y-Achsenverschiebung der 

Trendgerade als auch deren Steigung deutlich wird (Abbildung 45). 
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Abbildung 45: Vergleich der Messwerte einer Verdünnungsreihe unbehandelter E. coli von LA-PMA-qPCR 
(Primer 570-1812, links) und der PMA-qPCR (Primer 2-629, rechts) mit dem Kulturverfahren (n = 3, m = 6). 

Die Ergebnisse zeigen, dass sich die LA-PMA-qPCR bei unbehandelten E. coli in einem 

breiten Konzentrationsbereich einsetzten lässt. Die Funktion des Ausschlusses toter Zellen 

in dieser Methode soll nun mit Mischungen aus unbehandelten und hitzebehandelten E. coli 

überprüft werden. 

Test der LA-PMA-qPCR: Unbehandelte und hitzebehandelte E. coli (B) 

Mischungen aus unbehandelten und hitzebehandelten E. coli wurden mit der LA-PMA-qPCR 

(570-1812) quantifiziert (Abbildung 46). In der LA-PMA-qPCR lassen sich die unbehandelten 

E. coli auch in einer Suspension mit extremen Lebend/tot-Verhältnissen nachweisen. In 

vielen Literaturquellen zur PMA-qPCR wird nur eine geringe Log-Reduktion beschrieben 

oder beobachtet, dass eine größere Menge von behandelten (toten) Bakterien nicht mehr 

durch PMA von der qPCR ausgeschlossen werden kann (Elizaquível et al., 2012b; 

Gensberger et al., 2013; Pan and Breidt, 2007; Slimani et al., 2012). Dies kann entweder 

durch höhere PMA-Konzentrationen oder – wie in dieser Arbeit – durch den Einsatz langer 

Amplifikate kompensiert werden. 
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Abbildung 46: Ergebnisse der LA-PMA-qPCR mit Mischungen unbehandelter und hitzebehandelter E. coli. 

Beide Testverfahren zeigen, dass unbehandelte E. coli in unterschiedlichen Konzentrationen 

und Mischungen aus unbehandelten und hitzebehandelten Zellen in der LA-PMA-qPCR mit 

einem einheitlichen Protokoll nachgewiesen werden können. Die Ergebnisse sind dabei mit 

dem Kulturverfahren vergleichbar. Die Etablierung der Lebend/tot-Unterscheidung für E. coli 

war somit erfolgreich. 

3.2.4.3 E. faecalis 

Nachdem die LA-PMA-qPCR bei E. coli Bakterien erfolgreich etabliert wurde, sollte ein 

identisches Verfahren für E. faecalis etabliert werden. E. faecalis gehört zu den 

Gram-positiven Bakterien und hat somit andere Hülleigenschaften als das Gram-negative 

Bakterium E. coli. Da die Lebend/tot-Unterscheidung mit PMA auf Hülleigenschaften und 

Membranpermeabilität beruht, sind bei E. faecalis Unterschiede in den Ergebnissen zu 

erwarten. 

PMA-Konzentration 

Analog zu E. coli wurden verschiedene PMA-Konzentrationen von 1 bis 100 µM und 

Inkubationszeiten von 3 bis 20 Minuten an unbehandelten und hitzebehandelten E. faecalis 

getestet (Abbildung 47). Das Primerpaar 56-573 wurde für die qPCR eingesetzt. 

Im Gegensatz zu E. coli verringern selbst geringe Konzentrationen an PMA das Signal 

unbehandelter E. faecalis. Dieser Effekt verstärkt sich bei längeren Inkubationszeiten, bei 

denen mehr PMA durch die intakten Zellen diffundieren kann. Eine Inhibition der 

hitzebehandelten Bakterien ist wie bei E. coli bei jeder PMA-Konzentration gegeben. 

Lediglich bei 1 µM PMA und 10-minütiger Inkubation war die Behandlung ohne Wirkung. Wie 
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bei E. coli ist dies durch die schwierige Handhabung geringer PMA-Konzentrationen zu 

erklären (vorzeitige Aktivierung durch Umgebungslicht). 

 

Abbildung 47: qPCR-Ergebnisse von mit PMA behandelten E. faecalis. Es wurden verschiedene 
PMA-Konzentrationen und Inkubationszeiten eingesetzt. Es wurden unbehandelte (grün) sowie 
hitzebehandelte (rot) Bakterien eingesetzt (n = 2). 

 

Der generelle Unterschied unbehandelter E. faecalis zu E. coli lässt sich durch die 

unterschiedlichen Hülleigenschaften erklären. Um starke falsch negative Effekte durch PMA 

zu vermeiden, sollte E. faecalis demnach nur mit geringen PMA-Konzentrationen bis 10 µM 

behandelt werden. Die Ergebnisse in Abbildung 44 zeigen, dass diese Konzentration auch 

für E. coli wirksam ist. In der Literatur wird lediglich in Salam et al. (2014) eine vergleichbar 

niedrige PMA-Konzentration für E. faecalis in PBS Puffer vorgeschlagen. Diese hat keinen 

Einfluss auf unbehandelte E. faecalis. Dagegen zeigen die Studien von de Almeida et al. 

(2016), Sassoubre et al. (2012) und Pinheiro et al. (2016) bei 50 bzw. 100 µM PMA eine 

Signalreduktion unbehandelter Zellen um bis zu einer Log-Stufe. Bei Takahashi et al. (2011) 

werden 240 µM PMA eingesetzt; ein Test auf mögliche falsch negative Einflüsse erfolgt 

jedoch nicht. Die jeweiligen Parameter der Studien sind in Tabelle 21 zusammengefasst. 
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Tabelle 21: Übersicht der Parameter zur PMA-qPCR von E. faecalis in Veröffentlichungen. 

Literatur 
 

Behandlung 
 

PMA Konz. 
in µM 

Inkubationszeit 
 in min 

Belichtungs-
apparatur 

Belichtungszeit 
in min 

Diese Arbeit Hitze 10 5 LED 15 

(de Almeida et al., 2016) EDTA, PBS 50 5 Halogen 2 

(Pinheiro et al., 2016) Hitze 100 5 Halogen 10 

(Salam et al., 2014) Hitze 
15 (PBS) 

50 (Salzwasser) 
10 Halogen 30 

(Sassoubre et al., 2012) UV (Solar) 100 5 Halogen 3 

(Takahashi et al., 2011) Realproben 240 5 Halogen 5 

 

In dieser Arbeit betrug die Reduktion bis zu zwei Log-Stufen. Dies lässt sich durch den 

Einsatz der langen Amplifikate erklären. In der LA-PMA-qPCR ist die durch PMA 

hervorgerufene Signalreduktion stärker als bei kurzen Amplifikaten. In allen hier genannten 

Studien wurden Amplifikate um 100 bp in der PMA-qPCR eingesetzt, was auch in einer 

geringeren Reduktion sowohl bei lebenden als auch bei toten Zellen resultiert. 

Die Autoren der genannten Studien begründen den Effekt von PMA auf unbehandelte 

E. faecalis durch abgestorbene Zellen in der Suspension. Viele der Daten dieser Arbeit 

deuten jedoch darauf hin, dass PMA in bestimmten Konzentrationen in intakte E. faecalis 

eindringen kann. 

Test von Wachstumsbedingungen 

E. faecalis wurde bisher in LB Medium kultiviert und zeigte in den Versuchen eine starke 

Sensitivität gegenüber PMA. In der Studie von Salam et al. (2014) finden sich hinweise 

darauf, dass bei E. faecalis im Meerwasser mit einer höheren PMA-Konzentration von 50 µM 

ohne einen Effekt auf unbehandelte Zellen gearbeitet werden kann. Die Bakterien reagieren 

somit möglicherweise bei unterschiedlichen Kulturbedingungen ebenfalls unterschiedlich auf 

PMA. Um dies zu überprüfen, wurden mehrere verschiedene Medien (TSB, LB, LB in 

niedriger Konzentration, R2A) zur Kultivierung von E. faecalis eingesetzt. Bis auf die 

Auswahl des Mediums wurden die Bedingungen zur Herstellung von Arbeitslösungen 

(unbehandelt / hitzebehandelt) in dieser Arbeit eingehalten (s. 6.3.1). Die Zellen wurden in 

vier unterschiedlichen Reaktionspuffern mit Kochsalzkonzentration von 0,9 bis 6,0 % 

resuspendiert. Die Proben wurden mit 50 µM PMA behandelt, extrahiert und mit der qPCR 

quantifiziert (Primerpaar 56-573). 

Die Ergebnisse in Abbildung 48 zeigen in der qPCR (ohne PMA) keinen Messunterschied 

zwischen unbehandelten und hitzebehandelten E. faecalis. Je nach Medium wurde das 

qPCR-Signal unbehandelter E. faecalis unterschiedlich stark reduziert. Die größte Reduktion 
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wurde bei LB Medium (1,1 Log-Stufen), die niedrigste Reduktion bei R2A Medium (0,5 Log-

Stufen) gemessen. E. faecalis in LB-Medium mit geringerer Konzentration sind ebenfalls 

weniger empfindlich gegenüber PMA. 

Mit der Salzkonzentration im Suspensionsmedium sinkt der Einfluss von PMA auf 

unbehandelte Zellen. Bei 6 % NaCl ist der Unterschied im Messsignal von qPCR und PMA-

qPCR nur noch gering (0,2 Log-Stufen). Somit sind die falsch negativen Effekte durch PMA 

bei hohen Salzkonzentrationen geringer. Allerdings wurden bei steigender Salzkonzentration 

auch höhere Werte für hitzebehandelte Zellen in der PMA-qPCR gemessen – die erreichte 

Reduktion von PMA wurde also reduziert. 

 

Abbildung 48: Ergebnisse von qPCR und PMA-qPCR von unbehandelten und hitzebehandelten E. faecalis, 
kultiviert in verschiedenen Nährmedien und suspendiert in Medien mit unterschiedlicher 
Salzkonzentration (n = 2). 

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass sowohl Kulturbedingungen als auch der 

Suspensionspuffer die Aufnahme von PMA in unbehandelte und hitzebehandelte Zellen 

beeinflusst. In R2A-Medium kultivierte, unbehandelte E. faecalis zeigten die geringste 

Sensitivität gegenüber PMA. Erhöhte Salzkonzentrationen im Suspensionspuffer stören die 

PMA-Behandlung, was zu einem geringen Effekt von PMA sowohl auf unbehandelte als 

auch auf hitzebehandelte Zellen führt. In der Studie von Nkuipou-Kenfack et al. (2013) wird 

ebenfalls von einem Einfluss des Kulturmediums auf die PMA-Behandlung berichtet, jedoch 

keine Messdaten gezeigt. Neben dem Einfluss auf die Bakterien können Matrixeffekte die 

Effizienz der Diffusion von PMA in die Zellen verringern oder die Aktivierung von PMA durch 

Absorption blockieren (Zhu et al., 2012). 
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Trotz Variation des Kulturmediums kann ein Einfluss von PMA auf unbehandelte E. faecalis 

nicht ausgeschlossen werden. Jedoch konnten durch den Wechsel des Kulturmediums von 

LB zur R2A die falsch negativen Effekte verringert werden. 

Bei Versuchen mit unbehandelten Zellen mit der Lebend/tot-Differenzierung stellt sich die 

Frage, ob diese Zellen wirklich alle intakt bzw. lebend sind. Wie bereits angemerkt wird die 

Reduktion unbehandelter Zellen durch PMA in vielen Studien mit beschädigten Zellen in 

einer Bakterienkultur begründet (de Almeida et al., 2016; Pinheiro et al., 2016; Sassoubre et 

al., 2012). In dieser Arbeit konnte dies allerdings bei E. coli nicht beobachtet werden (vgl. 

Abbildung 44). Es ist somit davon auszugehen, dass die E. faecalis Bakterien tatsächlich 

intakt und trotzdem PMA-sensibel sind. Für die folgenden Testverfahren stellt sich nun die 

Frage, ob eine Kalibrierung für E. faecalis mit der PMA-qPCR und ein Vergleich mit dem 

Kulturverfahren überhaupt möglich sind. 

Test der LA-PMA-qPCR: unbehandelte E. faecalis (A) 

Eine Verdünnungsreihe unbehandelter E. faecalis wurde mit der qPCR (Primerpaar 56-573) 

und der LA-qPCR (Primerpaar 56-1193) mit und ohne den Einsatz von 15 µM PMA 

quantifiziert (Abbildung 49). Das Ergebnis der LA-PMA-qPCR wurde mit dem Kulturverfahren 

verglichen. 

Sowohl mit der PMA-qPCR als auch mit der LA-PMA-qPCR wurden durch die zuvor 

beobachtete Wirkung von PMA auf unbehandelte Bakterien wie erwartet geringere Werte als 

im Kulturverfahren gemessen (Abbildung 49 A und B). Bei höheren Zellzahlen ist der 

Unterschied zum Kulturverfahren geringer (0,4 Log-Stufen bei 108 Bakterien pro mL) als bei 

niedrigeren Zellzahlen (1,6 Log-Stufen bei 105 Bakterien pro mL).  

Ohne PMA lassen sich sowohl in der LA-qPCR als auch in der qPCR mit dem 

Kulturverfahren vergleichbare Messwerte erreichen (Abbildung 49 C und D). 
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Abbildung 49: Vergleich der Messwerte einer Verdünnungsreihe unbehandelter E. faecalis der LA-PMA-
qPCR (A), PMA-qPCR (B), LA-qPCR (C) und qPCR (D) mit dem Kulturverfahren. Leere Symbole wurden 
nicht für die Berechnung der Trendgeraden einbezogen. 

Durch den Einsatz von R2A als Kulturmedium konnte ein geringerer Effekt von PMA auf 

intakte Zellen erreicht werden. Die resultierende Reduktion der in der PMA-qPCR 

gemessenen Bakterien ist jedoch nicht gleichmäßig und abhängig von der 

Ausgangskonzentration. Die Zahl der verfügbaren PMA-Moleküle pro Bakterium sinkt mit 

steigender Bakterienmenge. Gleichermaßen kann weniger PMA in die Bakterien eindringen 

und das Signal in der qPCR verringern. Dieser Effekt wurde in der Literatur bei toten 

Bakterien beobachtet: Bei hohen Konzentrationen toter Zellen reicht die PMA-Menge nicht 

aus, um alle Zellen ausreichend zu markieren (Elizaquível et al., 2012b; Gensberger et al., 

2013; Slimani et al., 2012). Dies führt zu der Überlegung, dass bei Mischungen aus 

unbehandelten und hitzebehandelten E. faecalis ein großer Teil der PMA-Moleküle durch die 

beschädigten Zellen „verbraucht“ wird und eine PMA-qPCR dieser Bakterien somit doch 

(auch ohne falsch negativen Effekt durch PMA) möglich ist. 
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Test der LA-PMA-qPCR: Unbehandelte und hitzebehandelte E. faecalis (B) 

Bei ausschließlich unbehandelten Bakterien wurde in den zuvor beschriebenen Versuchen 

eine Signalreduktion (falsch negativ) durch die PMA-Behandlung beobachtet. In diesem Test 

der LA-PMA-qPCR wurden Mischungen (s. 6.5.1) aus unbehandelten und hitzebehandelten 

E. faecalis quantifiziert (Abbildung 50). Bei Mischungen aus unbehandelten und behandelten 

E. faecalis tritt kein falsch negativer Effekt auf. 

  

Abbildung 50: Ergebnisse der LA-PMA-qPCR von Mischungen unbehandelter und hitzebehandelter 
E. faecalis (m = 5, n = 3). 

 

Zuvor wurde beschrieben, wie hohe Zellzahlen die Zahl der pro Bakterium verfügbaren PMA-

Moleküle verringert (s. Tests zur LA-PMA-qPCR bei E. coli). Analog dazu werden bei 

Mischungen aus unbehandelten und hitzebehandelten E. faecalis primär die leichter 

zugänglichen, beschädigten Zellen markiert. Für die Markierung der weniger PMA-sensitiven 

unbehandelten Bakterien steht weniger PMA zur Verfügung. Somit fällt die Markierung 

unbehandelter E. faecalis durch PMA und damit die falsch negativen Effekte geringer aus. 

Die Testverfahren zeigen, dass unbehandelte E. faecalis in unterschiedlichen 

Konzentrationen und Mischungen mit hitzebehandelten Zellen in der LA-PMA-qPCR mit 

einem einheitlichen Protokoll nachgewiesen werden können. Identische Ergebnisse mit dem 

Kulturverfahren sind möglich, sind jedoch vom Verhältnis lebender und toter E. faecalis 

abhängig. So ist bei Suspensionen von ausschließlich lebenden E. faecalis ein verringerter 

Messwert der LA-PMA-qPCR zu erwarten (falsch negativ), vor allem wenn es sich um eine 

geringe Organismenkonzentration handelt (Abbildung 51, oben). Dies sollte allerdings nur 

Laborproben betreffen – in Umweltproben ist zu erwarten, dass zumindest einige Bakterien 
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(auch andere Bakterienspezies) beschädigt vorliegen und entsprechendes PMA 

(vergleichbar mit den hitzebehandelten Zellen im Versuch) verbrauchen (Abbildung 

51, unten). Die Etablierung der Lebend/tot-Unterscheidung für Mischungen aus lebenden 

und toten E. faecalis war somit erfolgreich. 

 

Abbildung 51: Vereinfachte Darstellung der Wirkung einer einheitlichen Konzentration von PMA auf 
verschiedene Suspensionen PMA-sensitiver Zellen. 

3.2.4.4 Modifikation der PMA-qPCR 

Bisherige Versuche zeigen, dass die optimale PMA-Konzentration für Suspensionen mit 

unbehandelten E. coli und E. faecalis unterschiedlich ist. Eine gemeinsame PMA-

Behandlung von Mischproben gestaltet sich somit schwierig. Desoxycholsäure wirkt sich 

negativ auf die Membranintegrität aus (Wang et al., 2014). Glycerin wirkt dagegen 

stabilisierend, was letztendlich die Permeabilität verringert (Soro et al., 2010). Dadurch kann 

die Wirkung von PMA positiv und negativ beeinflusst werden. In zwei Experimenten wurde 

überprüft, ob sich die Zugabe von Desoxycholsäure und Glycerin positiv auf die 

Lebend/tot-Differenzierung in der PMA-qPCR auswirkt. 

Nur intakte Zellen

Geringe Zellkonzentration
PMA dringt in intakte Zellen ein. Diese werden
in der qPCR nicht mehr detektiert.
Falsch negativ

Hohe Zellkonzentration
Da nicht genügend PMA-Moleküle vorhanden
sind, können einige der Zellen nicht markiert
werden. Das Signal ist leicht verringert.
Schwach falsch negativ

Intakte und beschädigte Zellen

Arbeitsbereich
PMA dringt bevorzugt in beschädigte Zellen ein.
Intakte Zellen sind nicht betroffen, da kein PMA
zur Verfügung steht. Es werden nur intakte
Zellen in der qPCR nachgewiesen.
Der Arbeitsbereich kann bis zu einem Verhältnis
von 6 Log-Stufen beschädigter zu intakten
Zellen liegen (99,9999 %).
Korrektes Signal

Hohe Zahl beschädigter Zellen
Da nicht genügend PMA-Moleküle vorhanden
sind, können einige der beschädigten Zellen
nicht markiert werden. Es werden intakte und
beschädigte Zellen nachgewiesen.
Falsch positiv
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Desoxycholsäure 

Unbehandelte und hitzebehandelte E. coli und E. faecalis Bakterien wurden mit 0,1 % 

Desoxycholsäure (SD) für 20 Minuten bei 30 °C inkubiert. Danach wurde eine sehr geringe 

PMA-Konzentration von 1 µM eingesetzt, die Proben extrahiert und mit der qPCR 

quantifiziert (E. coli Primer: 2-629; E. faecalis Primer: 56-573). 

Auf unbehandelte E. coli (Abbildung 52, grüne Balken) hat die Desoxycholsäure nur einen 

geringen Einfluss (0,3 Log-Stufen Signalreduktion). Bei E. faecalis sinkt das qPCR-Signal 

dagegen um 2 Log-Stufen. 

Einen positiven Effekt der Desoxycholsäure auf hitzebehandelte Bakterien (rote Balken) 

lässt sich nur bei E. coli erkennen: Das Signal sinkt durch die Säure um zusätzliche 1,4 Log-

Stufen. Eine zusätzliche Signalreduktion konnte bei E. faecalis nicht nachgewiesen werden. 

 

Abbildung 52: qPCR-Ergebnisse unbehandelter und hitzebehandelter Bakterien. Zur Verstärkung des 
PMA Effektes wurde 0,1 % Desoxycholsäure (SD) vor der PMA-Behandlung zugesetzt (n = 2). 

Die Behandlung mit Desoxycholsäure hat somit nicht den gewünschten Effekt. Bei 

hitzebehandelten E. coli wird zwar eine erhöhte Reduktion in der qPCR erreicht, allerdings 

werden auch weniger unbehandelte E. faecalis durch die Zugabe der Desoxycholsäure 

detektiert. 

Desoxycholsäure wurde in den Studien von Lee und Levin (2009), Yang et al. (2011) und 

Wang et al. (2014) für den Nachweis von Vibrio vulnificus, E. coli und E. coli O157:H7 

eingesetzt. In allen Studien wurde durch PMA nur ein sehr geringer Ausschluss von toten 

Zellen in der qPCR erreicht, der durch Desoxycholsäure verbessert wurde. Dies ist sowohl 

der Behandlungsart selbst (Kälte, geringe Hitze), als auch den kleinen Amplifikaten (100 bis 

200 bp) in den Studien geschuldet. Nach den Ergebnissen dieser Arbeit wäre ein Ausschluss 

toter Zellen durch den Einsatz langer Amplifikate ohne Desoxycholsäure möglich. 
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Gram-positive Bakterien wie E. faecalis wurden nur bei Nkuipou-Kenfack et al. (2013) 

untersucht (Listeria monocytogenes). Die Desoxycholsäure hat in dieser Studie ebenfalls 

einen negativen Einfluss auf unbehandelte Bakterien, was den Beobachtungen in dieser 

Arbeit entspricht. 

Glycerin 

Unbehandelte und hitzebehandelte E. faecalis wurden mit Glycerin (5 und 10 %) 

vorbehandelt und mittels PMA-qPCR (56-573) quantifiziert. Es wurde eine hohe (100 µM) 

und eine niedrige (5 µM) PMA-Konzentration eingesetzt (Abbildung 53). Die Detektion von 

unbehandelten Zellen wird durch Glycerin nicht beeinflusst – der falsch negative Effekt von 

PMA wird also nicht verringert. Bei 100 µM PMA liegen alle Proben, auch die der 

unbehandelten Bakterien, an der Quantifizierungsgrenze (10 Genkopien pro µL). Glycerin 

eignet sich somit nicht, um den Effekt von PMA auf unbehandelte Zelle zu verringern. 

  

Abbildung 53: PMA-qPCR-Ergebnisse unbehandelter und hitzebehandelter E. faecalis (n = 2). Einige 
Proben wurden zusätzlich mit Glycerin behandelt (5 und 10 % Endkonzentration). 

 

Zusammenfassung 

Weder eine Behandlung mit Desoxycholsäure noch mit Glycerin erscheint nach den 

dargestellten Ergebnissen für Mischproben sinnvoll. Bei E. coli kann eine Vorbehandlung mit 

Desoxycholsäure jedoch zu einer erhöhten Reduktion in der PMA-qPCR führen, sofern eine 

geringe PMA-Konzentration eingesetzt wird. Dies kann – wie gängige Literatur zeigt (Lee 

and Levin, 2009; Wang et al., 2014; Yang et al., 2011) – auch den Einsatz von kurzen 

Amplifikaten bei der PMA-qPCR kompensieren. 
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3.2.4.5 Gesamtbakterienzahl (16S) 

Einfluss der PMA-Konzentration 

Vorherige Versuche haben gezeigt, dass PMA in unbehandelte E. faecalis eindringen kann, 

was in den Versuchen zu einer Signalreduktion in der qPCR führte. Um zu untersuchen, wie 

sich die PMA-Behandlung bei anderen Bakterien auswirkt, wurden jeweils sechs 

Gram-positive und Gram-negative Bakterien kultiviert, mit verschiedenen PMA-

Konzentrationen behandelt und mit der 16S-qPCR quantifiziert (Abbildung 54).  

Generell zeigt sich bei Gram-negativen Bakterien eine geringe Reduktion der detektierten 

Bakterien durch PMA, die mit Erhöhung der PMA-Konzentration bis auf maximal 

0,5 Log-Stufen bei 100 µM PMA steigt. Bei Campylobacter jejuni werden bei 1 µM PMA 

0,75 Log-Stufen weniger Bakterien detektiert. Bei höheren PMA-Konzentration steigt 

Reduktion nur noch geringfügig wie bei den anderen Gram-negativen Bakterien. Eine 

Erhöhung der Inkubationstemperatur führte bei fast allen Gram-negativen Bakterien zu 

einem verstärken Effekt von PMA. Bei Gram-positiven Bakterien sinkt das qPCR-Signal bei 

steigender PMA-Konzentration viel stärker als bei Gram-negativen Bakterien. Bei 

Micrococcus luteus verringert sich die gemessene Konzentration unbehandelter Zellen um 

über drei Log-Stufen bei 100 µM PMA. 

 

Abbildung 54: Log qPCR-Signalreduktion (16S, 534bp) von unbehandelten Bakterien durch 
PMA-Behandlung in verschiedenen Konzentrationen bei Raumtemperatur sowie einer Inkubation bei 
30 und 40 °C. Die Daten stellen Mittelwerte aus 2 Replikaten mit jeweils zwei qPCR-Messungen dar 
(4 Messwerte). Rote Färbung stellt starken (falsch negativen) Einfluss auf die qPCR durch PMA dar.  
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100 bei 40 °C 0,7 0,8 0,9 0,9 1,8 0,0P
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Die Ergebnisse zeigen deutlich, dass PMA nicht nur in unbehandelte E. faecalis, sondern 

auch in andere Gram-positive Bakterien eindringen kann. Wie E. coli zeigen andere 

Gram-negative Bakterien diesen Effekt nicht oder nur sehr geringfügig. Die Unterschiede 

erklären sich durch die Hülleigenschaften von Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien 

(vgl. 2.4). Durch die äußere Membran wird eine Diffusion des zweifach positiv geladenen 

PMAs in die Gram-negativen Zellen verhindert bzw. stärker unterbunden als bei 

Gram-positiven Zellen. 

Der Einfluss von PMA auf unbehandelte Gram-positive Zellen wurde im Fall einzelner 

Bakterienarten, wie zum Beispiel Listeria monocytogenes (Nkuipou-Kenfack et al., 2013), 

Brochothrix thermosphacta (Mamlouk et al., 2012), Mycobacterium avium (Kralik et al., 2010) 

und E. faecalis (de Almeida et al., 2016; Kim and Ko, 2012) beschrieben. Einige Studien 

zeigen dies auch bei Gram-negativen Bakterien wie C. jejuni oder Salmonella (Banihashemi 

et al., 2012). Generell werden somit in der PMA-qPCR weniger Bakterien gemessen als im 

Kulturverfahren (falls durchgeführt), oder in der qPCR ohne PMA. Im Kontrast zu diesen 

Daten zeigen einige andere Studien keinen Einfluss von PMA auf unbehandelte Zellen 

(Desfossés-Foucault et al., 2012; Løvdal et al., 2011; Nocker et al., 2006, 2007). 

Die Ergebnisse dieses Experiments und die Daten aus Literaturangaben zeigen nochmals 

deutlich den Einfluss verschiedener Parameter der PMA-qPCR. So zeigen die bisherigen 

Daten auch, dass die Zusammensetzung der Bakteriensuspension eine große Rolle spielt 

(vgl. Abbildung 63). In allen genannten Studien wurden kleine Amplifikate (ca. 100 bp) für 

den molekularbiologischen Nachweis eingesetzt. Bei kleinen Amplifikaten wird mehr PMA in 

den Zellen benötigt, um eine Reduktion des Signales zu bewirken. So können auch höhere 

PMA-Konzentrationen eingesetzt werden, ohne dass unbehandelte Zellen beeinflusst 

werden.  

Die PMA-Konzentration lag in den genannten Studien zwischen 20 und 100 µM, wobei selten 

verschiedene Konzentrationen wie in dieser Arbeit getestet wurden. Ein möglicher falsch 

negativer Effekt durch PMA wurde in einigen Studien entweder nicht diskutiert oder ein 

Vergleich mit Referenzen (Kulturverfahren oder PCR ohne PMA) nicht durchgeführt.  

Im Experiment zeigte sich bei höheren Inkubationstemperaturen bei der PMA-Behandlung 

auch eine größere Reduktion unbehandelter Zellen durch PMA. Durch Erhöhung der 

Temperatur steigt die Membranpermeabilität und PMA kann vermehrt in die Zellen 

eindringen. In einigen Studien wird durch die höhere Temperatur eine bessere Reduktion in 

der PMA-qPCR erreicht und diese auch empfohlen (Elizaquível et al., 2014; Nkuipou-

Kenfack et al., 2013). Dies ist durchaus mit den Ergebnissen dieser Arbeit vereinbar. In 

beiden Studien wurden kurze Amplifikate genutzt, bei denen mehr PMA benötigt wird, um 
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eine Reduktion in der qPCR zu erzielen. Durch die erhöhte Inkubationstemperatur gelangt 

mehr PMA in die Zellen - mit einem kleinen Amplifikat reichen die PMA-Moleküle jedoch 

nicht für eine Reduktion der unbehandelten Zellen aus. Bei größeren Amplifikaten ist diese 

Methode – wie die Ergebnisse zeigen - jedoch nicht zu empfehlen. 

Bereits 1 µM PMA bewirkten bei C. jejuni eine starke Reduktion der gemessenen 

Bakterienkonzentration. Diese Reduktion ist bei dieser PMA-Konzentration viel stärker als 

bei den eingesetzten Gram-positiven Bakterien. Bei weiterer PMA-Zugabe sank die 

Bakterienkonzentration in der qPCR geringfügig weiter ab. Wird die Ausgangskonzentration 

auf den Messwert bei 1 µM PMA gesetzt, sind die Ergebnisse mit denen von E. coli 

vergleichbar. Dieser Effekt kommt möglicherweise durch bereits beschädigte Zellen in der 

Kultur zustande, die durch das PMA von der qPCR ausgeschlossen werden. C. jejuni 

vermehrt sich unter mikroaerophilen Bedingungen (geringe Sauerstoffkonzentration). Nach 

der Kultivierung wurden die Zellen unter normalen Laborbedinungen gelagert bzw. in 

Suspension gehalten. Bei diesen Sauerstoffkonzentrationen sind die C. jejuni Bakterien nicht 

überlebensfähig (Hilbert et al., 2010). Somit wurden durch die Zugabe von 1 µM PMA die 

toten Zellen von der qPCR ausgeschlossen (starker Signalabfall). 

 

Test der 16S LA-PMA-qPCR: Unbehandelte Bakterien (A) 

Die entwickelte 16S LA-PMA-qPCR sollte mit verschiedenen Konzentrationen unbehandelter 

Bakterien überprüft und mit dem Kulturverfahren verglichen werden. Eine Verdünnungsreihe 

von unbehandelten E. faecalis, E. coli und P. aeruginosa wurde mit dem Kulturverfahren 

(MPN, s. 6.3.4.1), der PMA-qPCR und der LA-PMA-qPCR quantifiziert (Abbildung 55). Es 

wurden 15 µM PMA und die 16S Primer 341-926 eingesetzt. Aus dem Ergebnis der qPCR 

(16S Genkopien) wurde mit Formel 1 das Genomäquivalent, also die Zahl der Bakterien, 

berechnet. 

Entsprechend der Verdünnungsstufe wurden in der LA-PMA-qPCR bei E. coli und 

P. aeruginosa sinkende Messwerte erreicht (Abbildung 55). Wie zuvor gezeigt (s. Abbildung 

49), kann die PMA-qPCR nicht bei einer Suspension aus ausschließlich unbehandelten 

E. faecalis eingesetzt werden, da PMA auch in die intakten bzw. kultivierbaren Zellen 

eindringen kann. Ohne PMA lässt sich die Verdünnungsreihe von E. faecalis jedoch 

darstellen (Abbildung 55, B). Die Anzahl der Genkopien liegt bei allen Messungen höher als 

der entsprechende Messwert im MPN-Verfahren. Nach Berechnung des Genom-Äquivalent 

der qPCR sind die Messwerte vergleichbar: Das qPCR-Ergebnis beträgt 99,1 %; 105,6 % 

und 101,7 % des Kulturverfahrens bei E. coli, E. faecalis und P. aeruginosa. 
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Abbildung 55: Vergleich der Messwerte von Kulturverfahren und LA-PMA-qPCR bzw. LA-qPCR einer 
Verdünnungsreihe unbehandelter Bakterien. Aus den mit vektoriellen Standards ermittelten 
Konzentration an Genkopien wurde das Genomäquivalent für jedes Bakterium berechnet. 

 

Beobachtungen bei der Kultivierung von P. aeruginosa 

Das Kulturverfahren (MPN) wurde zwei Tage nach Erstellen der Verdünnungsreihe 

angesetzt. Nur die unverdünnte, sowie die erste und zweite dekadische Verdünnung konnte 

kultiviert werden (Abbildung 56, rot). Höher verdünnte Proben zeigten kein Wachstum. Durch 

das Ansetzen einer frischen Verdünnungsreihe für das MPN-Verfahren konnten die 

erwarteten Zellzahlen ermittelt werden (Abbildung 56, schwarz).  
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Abbildung 56: Ergebnisse des MPN-Kulturverfahrens für eine frische und eine ältere (2 Tage) 
Verdünnungsreihe von P. aeruginosa (m = 7, n = 3). 

 

P. aeruginosa scheint in Leitungswasser bei Nährstoffmangel in ein Stadium zu wechseln, 

welches sich nicht mehr in R2A-Medium vermehrt. Das VBNC-Stadium wurde bei einigen 

Bakterien bereits durch einfache Lagerung ohne Nährstoffe induziert, allerdings erst nach 

einer längeren Zeitspanne und bei höheren Temperaturen (Lowder et al., 2000; Wu et al., 

2015). Somit kann – ohne weitere Untersuchungen – dieses Verhalten nicht genau 

interpretiert werden. In vergleichenden Versuchen mit der Durchflusszytometrie zeigten sich 

zwischen älteren und neuen Verdünnungen bei P. aeruginosa ebenfalls Unterschiede im 

Messsignal (Abbildung 86).  

 

Test der 16S LA-PMA-qPCR: Unbehandelte und hitzebehandelte Bakterien (B) 

Mischungen aus unbehandelten und hitzebehandelten Bakterien wurden in der 

16S-LA-PMA-qPCR (341-926) quantifiziert (Tabelle 22). Für alle untersuchten Bakterien 

konnten Kalibriergeraden mit Steigungswerten (m) um 1,0 und einem koeffizienten (R²) über 

0.99 erstellt werden. Je nach Bakterium konnten nicht alle Verdünnungen für die 

Kalibriergerade genutzt werden, was ausnahmslos die stark verdünnten Proben betrifft. 
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Tabelle 22: Ergebnisse der 16S LA-PMA-qPCR aus Mischungen von unbehandelten und hitzebehandelten 
Bakterien. *m: Arbeitsbereich, bzw. die in der Trendgerade einbezogenen Verdünnungen. 
** Regressionsanalyse mit t- und F-Test mit P-Wert. ***LOQ: Quantifizierungsgrenze und letzter Messwert 
der Trendgerade in Log Genkopien pro µL.  

Organismus Gram m* Steigung Trend R² P ** t ** F ** LOQ*** 

C. jejuni - 4 1,05 0,99 0,091 -2,2 4,9 0,7 

C. lari - 5 0,98 1,00 < 0,001 -27 704 2,2 

E. coli - 5 1,02 1,00 < 0,001 -17 285 1,4 

E. hermannii - 4 1,38 0,99 < 0,001 -9,5 90 1,2 

K. pneumoniae - 5 1,03 1,00 0,013 -4,3 18 1,7 

L. pneumophila - 6 1,00 1,00 < 0,001 -127 1614 2,0 

P. aeruginosa - 5 1,00 1,00 < 0,001 -15 210 1,9 

B. subtillis + 5 1,01 0,99 < 0,001 -17 294 1,3 

C. perfringens + 5 0,96 1,00 < 0,001 -20 415 0,9 

E. gallinarum + 5 0,96 0,99 < 0,001 -16 258 1,1 

E. faecalis + 5 1,04 0,99 < 0,001 -11 124 1,4 

E. faecium + 4 0,98 0,99 < 0,001 -12 143 1,4 

M. luteus + 5 0,84 0,99 < 0,001 -9 87 0,8 

 

Die LA-PMA-qPCR war sowohl für Gram-negative als auch für Gram-positive Bakterien 

erfolgreich. Maximal sechs Log-Stufen Reduktion wurden im Nachweisverfahren erreicht. 

Sowohl bei der Durchflusszytometrie, als auch bei der PMA-qPCR sind Mischungen aus 

vielen toten mit wenig intakten Organismen problematisch (Elizaquível et al., 2012b; 

Gensberger et al., 2013; Slimani et al., 2012). Yang et al. (2011) gibt für E. coli eine Grenze 

von 1 % lebenden Bakterien (2 Log-Stufen Reduktion) für 100 µM PMA an. In dieser Arbeit 

sind jedoch weitaus weniger lebende Bakterien noch innerhalb des Messbereichs. Zusätzlich 

wird in einigen Fällen die Nachweisgrenze der qPCR (10 / µL) erreicht, was die maximale 

Zahl der Messpunkte einschränkt. 

In den vorherigen Versuchen (Abbildung 54) wurde gezeigt, dass PMA in unbehandelte 

Gram-positive Bakterien eindringen kann. Dieser Effekt ist geringer, wenn sich beschädigte 

Zellen in der Suspension befinden, in welche das PMA bevorzugt diffundieren kann. Dieser 

Effekt wurde bei E. faecalis im identischen Testverfahren bereits beschrieben (s. Abbildung 

50). 

Die Ergebnisse zeigen, dass eine Unterscheidung zwischen lebenden und toten 

Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien mit einem einheitlichen Protokoll (15 µM PMA) 

in Leitungswasser mit der LA-PMA-qPCR möglich ist. Die Entwicklung einer unspezifischen 

LA-PMA-qPCR für Bakterien war somit erfolgreich. 
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3.2.5 Etablierung der Durchflusszytometrie  

Die Durchflusszytometrie sollte im Rahmen dieser Arbeit neu etabliert und in den Versuchen 

als Vergleichsverfahren eingesetzt werden. In der Durchflusszytometrie wird ebenfalls eine 

Farbstoff-basierte Lebend/tot-Differenzierung mit Propidiumiodid (PI) statt 

Propidium-Monoazid eingesetzt (s. 2.6.3). Stofflich unterscheidet sich PI von PMA nur durch 

die fehlende Azid-Gruppe, mit der die Bindungsreaktion an die Nukleinsäure ermöglicht wird 

(s. Abbildung 15 auf S. 44). PI dringt in beschädigte Zellen ein und markiert die Nukleinsäure, 

worauf diese Zellen bei entsprechender Laserbestrahlung (z.B. 422-nm-Wellenlänge) rotes 

Licht emittieren. So kann in der Durchflusszytometrie zwischen intakten (lebenden) und 

beschädigten (toten) Bakterien unterschieden werden. 

Da der rote Farbstoff Propidiumiodid nach dem gleichen Prinzip wie PMA funktioniert, sind in 

der Durchflusszytometrie ähnliche Ergebnisse wie in der PMA-qPCR zu erwarten. Um eine 

ausreichende Unterscheidung lebender und toter Bakterien zu ermöglichen, wurde die 

Applikation der eingesetzten Fluoreszenzfarbstoffe SYBR Green I und Propidiumiodid 

zunächst mit unbehandelten und hitzebehandelten Bakterien untersucht. Die Methodik zur 

Herstellung bakterieller Arbeitslösungen aus der Entwicklung der PMA-qPCR wurden dabei 

beibehalten (6.3.1). 

 

Konzentration der Zellfarbstoffe: SYBRGreen 

SYBR Green I färbt alle Zellen in Abhängigkeit der enthaltenen Nukleinsäure grün. Auch 

wenn der Farbstoff Propidiumiodid letztendlich für die Lebend/tot-Differenzierung 

verantwortlich ist, wurde die Applikation von SYBR Green I ebenfalls überprüft. Die 

eingesetzte Stammlösung des Farbstoffs liegt 10.000-fach konzentriert vor und wird auf eine 

einfache Konzentration in der Probelösung verdünnt. 

Unbehandelte und hitzebehandelte E. coli wurden mit 30 µM Propidiumiodid und 

unterschiedlichen SYBR Green-Konzentrationen von 0,1 bis 10 µM angefärbt. Im 

Durchflusszytometer wurden 105 Ereignisse (z.B. Zellen) gemessen. Mit steigender Menge 

des grünen Farbstoffes steigt die Fluoreszenz und auch die Differenz zwischen 

unbehandelten und hitzebehandelten Zellen an (Abbildung 57, rechts). Dies ermöglicht eine 

bessere Unterscheidung der unbehandelten und der hitzebehandelten Probe (Abbildung 57, 

links). Bei einfach konzentrierter SYBR Green-Färbung ist eine deutliche Abgrenzung vom 

Geräterauschen möglich. Eine weitere Erhöhung der Farbstoffkonzentration verringert den 

Signalunterschied zwischen unbehandelten und hitzebehandelten Zellen (Gerät meldet hohe 

Hintergrundfluoreszenz der Probe). Einfach konzentriertes SYBR Green I eignet sich somit 

am besten zum Anfärben der Bakterien. 
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Abbildung 57: Grün/Rot-Plot von unbehandelten (grün) und hitzebehandelten (rot) E. coli Bakterien 
(Links). Grünfluoreszenz bei verschiedenen SYBR Green-Konzentrationen (rechts). Die Zellen wurden 
zusätzlich zu SYBR Green mit einer konstanten Konzentration (30 µM) Propidiumiodid gefärbt. Die 
Fluoreszenz stellt eine dimensionslose Größe dar. 

 

Konzentration der Zellfarbstoffe: Propidiumiodid 

Propidiumiodid dringt in der Lebend/tot-Differenzierung wie PMA in beschädigte Zellen ein. 

Propidiumiodid hat bis auf die Azid-Gruppe den gleichen Aufbau wie PMA (s. 2.6.2.3). Somit 

sollten sich die Konzentration des Farbstoffes und der Bakterientyp (Gram-positiv oder 

negativ) auf das Ergebnis auswirken, wie es bei PMA beobachtet wurde (s. Abbildung 54). 

Diese Hypothese wurde im Folgenden untersucht. 

Unbehandelte und hitzebehandelte Arbeitslösungen von E. faecalis, E. coli und 

P. aeruginosa (jeweils ca. 107 Zellen pro mL) wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen 

von Propidiumiodid angefärbt und im Durchflusszytometer gemessen. Zusätzlich wurde als 

Mischpopulation eine Probe Belebtschlamm untersucht (1:100, mit sterilfiltriertem 

Leitungswasser verdünnt). Um den Effekt der unterschiedlichen Farbstoffkonzentrationen 

auszuwerten, wurden jeweils die Größe der Dimension rote Fluoreszenz von unbehandelten 

und hitzebehandelten Bakterien verglichen (Abbildung 58). Für den Vergleich wurden im 

Durchflusszytometer 105 Ereignisse (z.B. Zellen) erfasst. 

Bei der geringsten eingesetzten Konzentration von Propidiumiodid lag die Größe der 

Dimension rote Fluoreszenz bei allen unbehandelten Bakterien zwischen 5 und 20. Mit 

steigender Konzentration von Propidiumiodid steigt die Fluoreszenz sowohl unbehandelter, 

als auch hitzebehandelter Zellen. Bei Belebtschlamm, E. coli und P. aeruginosa steigt die 

Leuchtintensität beschädigter Zellen stärker als die der unbeschädigten Zellen an. Somit wird 
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die Differenz des Signales zwischen unbehandelten und hitzebehandelten Zellen größer, je 

mehr Farbstoff eingesetzt wird. Bei 30 µM PI liegt die Größe der Dimension rote Fluoreszenz 

bei 50, 11 und 40 für unbehandelte P. aeruginosa, E. coli und Belebtschlamm. Durch 

Hitzebehandlung stieg der Wert auf 400, 280 und 400 an, was einer Differenz von 350, 269 

und 360 entspricht. Bei 150 µM PI steigt die Fluoreszenz unbehandelter P. aeruginosa und 

Belebtschlamm stark an, gleichzeitig sinkt die Fluoreszenz hitzebehandelter Zellen. Die 

Differenz der Dimension rote Fluoreszenz verringert sich auf 100 und 110 für P. aeruginosa 

und Belebtschlamm. 

Bei E. faecalis wird die Differenz in der Leuchtintensität zwischen unbehandelten und 

hitzebehandelten Zellen mit steigender Propidiumiodid-Konzentration geringer. So steigt die 

Größe der roten Fluoreszenz bei unbehandelten Zellen von 20 (1,5 µM PI) auf 90 (30 µM), 

wohingegen die Werte der hitzebehandelten Zellen nur geringfügig entsprechend von 180 

auf 220 ansteigen. 

 

Abbildung 58: Rot-Fluoreszenz verschiedener unbehandelter (grün) und hitzebehandelter (rot) Bakterien 
bei unterschiedlichen Konzentrationen von Propidiumiodid. Die Linien zeigen die Differenz der Messwerte 
an.  

Diese Ergebnisse entsprechen den Beobachtungen mit PMA: Generell wird bei höheren PI-

Konzentrationen mehr Farbstoff in die Zellen aufgenommen, wobei dies bevorzugt bei den 

beschädigten, also leichter zugänglichen Zellen geschieht. 

Es gibt wie bei PMA eine ungleichmäßig starke Aufnahme des Farbstoffes in Gram-positive 

und -negative Zellen, welche durch den unterschiedlichen Aufbau der Zellen bedingt ist (in 
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3.2.4.5 diskutiert). So wurden durch 100 µM PMA 2 Log-Stufen weniger E. faecalis in der 

PMA-qPCR erfasst. Bei E. coli und P. aeruginosa lag die Reduktion nur bei 0,4 Log-Stufen 

(s. 3.2.4.5). Ein solcher quantitativer Vergleich kann bei der Durchflusszytometrie nicht über 

die Organismenkonzentration durchgeführt werden, da die Lage der Messbereiche (Gates) 

entsprechend der Signale für unbehandelte und hitzebehandelte Zellen gesetzt wird – die 

Konzentration unbehandelter oder hitzebehandelter Zellen ändert sich somit trotz einer 

Verschiebung der Rot-Fluoreszenz bei PI-Konzentrationen zwischen 1,5 und 30 µM nur 

geringfügig. Lediglich bei 150 µM PI waren bei P. aeruginosa, E. faecalis und der 

Belebtschlamm-Probe Unterschiede in der gemessenen Bakterienkonzentration zu 

beobachten, da sich die Bereiche (Gates) für lebende und tote Zellen überschneiden. Die 

genannten Proben zeigen bei 150 µM PI zwischen unbehandelten und hitzebehandelten die 

geringste Differenz in der Fluoreszenz.  

Der unterschiedliche Effekt der interkalierenden Farbstoffe auf Gram-positive und -negative 

Bakterien lässt sich somit nur über die Fluoreszenzwerte beschreiben (Tabelle 23). Bei 

E. faecalis ist Größe der roten Fluoreszenz bei unbehandelten Zellen mit 30 µM am größten. 

P. aeruginosa, E. coli und Belebtschlamm liefern geringere Werte. Gleichermaßen verhält es 

sich mit der Differenz zwischen der Fluoreszenz bei 1,5 und 30 µM PI. Die größte Differenz 

im Fluoreszenzwert zwischen unbehandelten und hitzebehandelten Zellen wird bei 

E. faecalis mit 1,5 µM PI erreicht. E. faecalis, E. coli und Belebtschlamm zeigen hier 

ebenfalls andere, höhere Werte. Dies zeigt, dass sich die Farbstoffe PI und PMA wie 

erwartet vergleichbar verhalten und stärker in unbehandelte Gram-positive als in 

Gram-negative Zellen eindringen. 
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Tabelle 23: Vergleich des Einflusses von Propidiumiodid (PI) in der Durchflusszytometrie und PMA in der 
qPCR bei Gram-positiven und Gram-negativen Zellen. Belebtschlamm enthält vermehrt Gram-negative 
Bakterien (71,4-97,3 %, (Zhang et al., 2012). FLrot = Größe der roten Fluoreszenz. 

 
Parameter 

E. faecalis 
Gram + 

P. aeruginosa 
Gram - 

E. coli 
Gram - 

Belebtschlamm 
Gram - > + * 

D
u

rc
h

fl
u

s
s
z
y
to

m
e

tr
ie

 

FLrot  
unbehandelten Zellen, 30 µM PI 

90 50 11 40 

Differenz Flrot 
1,5 µM PI und 30 µM PI 

70 35 6 20 

Differenz Flrot 
unbehandelt und hitzebehandelt 

30 µM PI 
130 350 269 360 

PI Konzentration  
der maximalen Differenz Flrot 

unbehandelt und hitzebehandelt 
1,5 µM 30 µM 150 µM 30 µM 

P
M

A
-q

P
C

R
 

Log-Reduktion in der PMA-qPCR 
bei 100 µM PMA 

2,0 0,4 0,4 Keine Daten 

PMA-Konzentration mit maximal 
0,5 Log-Stufen Reduktion 

1 µM > 100 µM > 100 µM Keine Daten 

 

Zusammenfassend liefert 30 µM PI bei Gram-negativen Bakterien einen maximalen 

Unterschied zwischen unbehandelten und hitzebehandelten Zellen. Bei Gram-positiven 

Zellen ist diese Konzentration nicht optimal, aber ebenfalls einsetzbar, da zwischen 

unbehandelt und behandelt unterschieden werden kann. Ein gemeinsames Protokoll macht 

die Messung von Mischproben möglich. Höhere Konzentrationen von Propidiumiodid 

(150 µM) führen zu einem verstärkten Eindringen des Farbstoffes in unbehandelte Zellen. 

Außerdem führt die starke Fluoreszenz der Lösung (Matrix) zu einer internen Reduzierung 

der Sensorstärke (geringere gemessene Fluoreszenz). 

Test der Durchflusszytometrie: Unbehandelte Bakterien (A) 

Eine dekadische Verdünnungsreihe unbehandelter Bakterien wurde mit der 

Durchflusszytometrie (1x SYBR Green I; 30 µM PI) und dem Kulturverfahren (MPN) 

quantifiziert (Abbildung 59). Bei E. coli, E. faecalis und P. aeruginosa konnten alle 

Suspensionen von 109 bis 103 Bakterien pro Milliliter gemessen werden. Die jeweiligen Werte 

für den Ordinatenabschnitt von -0,24; 0,08 und -0,21 für E. coli, P. aeruginosa und 

E. faecalis zeigen, dass die Ergebnisse der Durchflusszytometrie mit dem Kulturverfahren 

vergleichbar sind. 
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Abbildung 59: Vergleich der Messwerte von Durchflusszytometrie und Kulturverfahren bei unbehandelten 
Bakterien (m = 7, n = 3). 

 

Bei der LA-PMA-qPCR war der identische Versuch bei unbehandelten E. faecalis nicht 

erfolgreich und führte zu einer Signalreduktion durch PMA (s. Abbildung 49). Bei PI wurde 

ebenfalls ein Effekt auf unbehandelte E. faecalis festgestellt (vgl. Abbildung 58). Doch 

obwohl diese auch PI aufnehmen, lassen sich die Zellen dennoch durch die Differenz im 

Fluoreszenzsignal unterscheiden, wenn die Bereiche für lebende und tote Bakterien im 

Rot/grün-Plot den Kontrollen (unbehandelt = lebend; hitzebehandelt = tot) entsprechend 

gelegt werden. 

Dies macht Kontrollen erforderlich, da sich die Fluoreszenzsignale von angefärbten E. coli, 

E. faecalis und auch anderen Bakterien im Durchflusszytometer unterscheiden. Die 

einfachste Möglichkeit ist, eine unbehandelte und eine hitzebehandelte Probe im 

Durchflusszytometer zu messen. Aus der unterschiedlichen Position der Bakterien lassen 

sich dann die Bereiche (Gates) für „lebend“ und „tot“ legen (vgl. Abbildung 61). 

 

Test der Durchflusszytometrie: Unbehandelte und hitzebehandelte Bakterien (B) 

Mischungen aus unbehandelten und hitzebehandelten Bakterien wurden mit der 

Durchflusszytometrie (2 µM SYBR Green, 30 µM PI) quantifiziert (Abbildung 60). Mit 

steigender Verdünnung der unbehandelten Zellen werden weniger Signale im Bereich für 

lebende Zellen detektiert. Die Zahl der Signale im Bereich toter Zellen bleibt konstant. 
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Abbildung 60: Messergebnisse von Mischungen unbehandelter und hitzebehandelter E. faecalis in der 
Durchflusszytometrie (m = 6, n = 3). 

Die oben dargestellte Kalibierkurve aus Mischungen von intakten und hitzebehandelten 

Bakterien konnten auch mit anderen Spezies erfolgreich durchgeführt werden (Tabelle 24). 

Tabelle 24: Ergebnisse der Durchflusszytometrie aus Mischungen von unbehandelten und 
hitzebehandelten Bakterien. m: In der Trendgerade einbezogene Verdünnungen. LOQ: 
Quantifizierungsgrenze und letzter Messwert der Trendgerade in Log Genkopien pro mL. 
* Regressionsanalyse mit t- und F-Test mit P-Wert. 

Organismus Gram m 
Steigung 

Trend 
R² p * t * F * LOQ 

C. lari - 6 0,93 1,00 < 0,001 -38 1447 1,7 

E. coli - 5 1,00 1,00 < 0,001 -114 13028 1,0 

E. hermanni - 6 0,95 1,00 < 0,001 -51 2598 1,5 

K.  pneumoniae - 6 0,98 1,00 < 0,001 -205 42062 0,7 

L. pneumophila - 6 0,97 1,00 < 0,001 -54 2903 0,8 

P. aeruginosa - 5 0,99 1,00 < 0,001 -221 48835 1,8 

E. faecalis + 6 0,98 1,00 < 0,001 -64 4103 0,6 

M. luteus + 5 0,97 1,00 < 0,001 -27 753 1,8 

 

Wie auch in der PMA-qPCR sind Messungen von Zellsuspensionen mit extremen 

Lebend/tot-Verhältnissen schwierig. So fällt bei einer Lösung aus hitzebehandelten Zellen 

ein kleiner Teil der Signale in den Bereich lebender Zellen. Auch wenn dies mit 0,001 % 

relativ wenige Signale betrifft, beschränkt es dennoch den Arbeitsbereich. Die Bereiche für 

„lebend“ und „tot“ überschneiden sich bei einigen Bakterien wie beispielsweise 

L. pneumophila oder C. perfringens – entsprechende Bereiche (Gates) lassen sich somit 

nicht ohne Kompromisse bzw. leichte Signalverluste legen (s. Abbildung 61). Dies ist der 

Physiologie der Bakterien geschuldet, die sowohl die Aufnahme der Farbstoffe (Zellwand 

und Membran) als auch die Leuchtintensität (DNA-Menge) beeinflusst. Die jeweiligen Gates 

für „lebend“ und „tot“ sind in der folgenden Abbildung 61 dargestellt. 
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Abbildung 61: Markierung des lebend Gates bei der Messung von unbehandelten (grüner Rahmen) und 
hitzebehandelten (roter Rahmen) Bakterien im Durchflusszytometer. Die x-Achse zeigt die Intensität der 
grünen, die y-Achse die Intensität der roten Fluoreszenz (Größe ohne Einheit). 
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Fazit 

Mit der Durchflusszytometrie konnte erfolgreich zwischen hitzebehandelten und 

unbehandelten Bakterien unterschieden werden. Dabei konnten auch Proben mit extremen 

Lebend/tot-Verhältnissen analysiert werden. Bei jedem Versuch (bzw. Bakterientyp) müssen 

entsprechende Kontrollen durchgeführt werden. Die Etablierung der Lebend/tot-

Unterscheidung mittels Durchflusszytometrie war somit erfolgreich und die Methode konnte 

als Vergleichsverfahren zur LA-PMA-qPCR in den folgenden Versuchen eingesetzt werden. 

 

 

3.2.6 Zusammenfassung und Fazit der Methodenentwicklung  

Ziel der Methodenentwicklung war eine qPCR-basierte Methode zur Differenzierung von 

lebenden und toten Bakterien sowie infektiösen und nicht infektiösen Viren. Die 

Methodenentwicklung zeigte, dass die Größe der Amplifikate in der qPCR einen erheblichen 

Einfluss auf den Nachweis beschädigter Viren und Bakterien hat. Mit den bereits etablierten 

qPCR-Reaktionen mit kurzen Amplifikaten war die Lebend/tot-Unterscheidung nicht 

erfolgreich, da nur ein geringer Teil beschädigter Organismen von der qPCR 

ausgeschlossen werden konnten (Abbildung 39, links). Um diese Unterscheidung zu 

ermöglichen, mussten neue qPCR-Verfahren zum Nachweis langer Amplifikate entwickelt 

werden, die LA-PMA-qPCR. Grundsätzlich erhöht sich mit der Größe des Amplifikates die 

Wahrscheinlichkeit, dass eine DNA-Schädigung oder eine Markierung durch PMA (durch 

Beschädigung der Hülle) zu einer Blockierung der qPCR führt (Abbildung 62). Mit der neu 

entwickelten LA-PMA-qPCR ließen sich mit dem Kulturverfahren vergleichbare Messwerte 

für unbehandelte und hitzebehandelte Bakterien und Viren erzielen (Abbildung 39, rechts).  



Ergebnisse und Diskussion  115 

 

  

Abbildung 62: Prinzip der Lebend/tot-Unterscheidung am Beispiel von hitzebehandelten Viren mit der 
PMA-qPCR und der LA-PMA-qPCR. 

  

2. PMA
PMA kann durch die Schäden
in das Kapsid eindringen.

1. Virales Kapsid
Beschädigt durch Hitzeeinwirkung

DNA-Markierung
PMA lagert sich an die DNA

PMA-qPCR
Trotz Schäden an der DNA oder 
PMA kann ein kleines Fragment
(Amplifikat) amplifiziert werden.
Positives Signal.

LA-PMA-qPCR
Durch lange Amplifikate erhöht sich die Wahrscheinlichkeit, 
dass ein PMA-Molekül oder eine DNA-Schädigung die Amplifikation stört.
Negatives Signal.

Abbruch der Amplifikation

DNA-Schädigung
durch Hitzeeinwirkung
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Organismenspezifische Wirkung von interkalierenden Farbstoffen 

Die Ergebnisse der PMA- und PI-Behandlung zeigen je nach Organismus einen 

unterschiedlich starken Effekt auf intakte Bakterien oder infektiöse Viren (Abbildung 63). 

Gram-negative Bakterien ließen sich mit hohen PMA-Konzentrationen behandeln, ohne 

das PCR-Signal der vitalen Zellen gravierend zu beeinflussen. Bei Gram-positiven 

Bakterien hingegen bewirkten schon geringe PMA-Konzentrationen einen Abfall des 

Messsignals und somit falsch negative Ergebnisse (Abbildung 54). In der 

Durchflusszytometrie zeigten sich vergleichbare Effekte (Abbildung 58), die aufgrund der fast 

Identischen Farbstoffe PI und PMA zu erwarten waren. Die Bakteriophagen MS2 und 

phiX174 zeigen ebenfalls einen extremen Unterschied bei der Behandlung mit PMA. Dieser 

Unterschied wird durch die unterschiedlichen Hülleigenschaften hervorgerufen (s. 2.4 und 

3.2.4.5). Der isoelektrische Punkt der Viren und entsprechend der pH-Wert der Probe kann 

ebenfalls eine Rolle bei der Wirkung von PMA spielen. So wurde die Signalreduktion bei 

unbehandelten MS2 bei pH 4 nicht beobachtet (Abbildung 38). 

 

 

Abbildung 63: Schematische Darstellung der PMA-Aufnahme von vitalen Bakterien und Viren. 

Trotz der unterschiedlichen Wirkung von PMA und PI auf intakte Organismen konnten 

Mischungen aus unbehandelten und hitzebehandelten Bakterien und Viren erfolgreich mit 

der LA-PMA-qPCR oder der Durchflusszytometrie unterschieden und mit den 

Kulturverfahren vergleichbare Messergebnisse erreicht werden. Eine Unterscheidung war 

MS2

Sehr starke Wirkung

5 Log-Stufen bei 5 µM PMA

PhiX174

Keine Wirkung

bis 400 µM PMA

Gram-negative Bakterien

Nur sehr geringe Wirkung

0,4 Log-Stufen bei 100 µM

Gram-positive Bakterien

Konzentrationsabhängige Wirkung

0,4 – 0,7 Log-Stufen bei 10 µM

Wirkung von PMA auf unbehandelte Organismen

PMA
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auch dann noch möglich, wenn ein großer Teil der in einer Probe suspendierten Organismen 

beschädigt war – eine wichtige Funktion der LA-PMA-qPCR, welche in den meisten Studien 

zur Lebend/tot-Unterscheidung nicht erreicht wird. Dies ist vor allem für den Nachweis von 

Desinfektionen bedeutend, da diese mindestens eine Reduktion von 4 Log-Stufen erreichen 

müssen. Somit war die Entwicklung einer Lebend/tot-Differenzierung in der qPCR und die 

Etablierung der Durchflusszytometrie erfolgreich. 

Bisher wurden die Bakterien und Viren im Rahmen der Methodenentwicklung mit Hitze bei 

90 °C inaktiviert. Da in der Wasserpraxis vor allem jedoch chemische und physikalische 

Desinfektionsverfahren eingesetzt werden, stellt sich die Frage, ob die 

Lebend/tot-Differenzierung auch hier erfolgreich eingesetzt werden kann. 
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3.3 Anwendung der Lebend/tot-Unterscheidung bei 

Desinfektionsverfahren 

In den meisten bisherigen Studien zu PMA wurden die Bakterien oder Viren mit Methoden 

bzw. Dosierungen inaktiviert, die nicht praxisrelevant sind (vergl. Tabelle 5 auf Seite 41). 

Deswegen sollte in dieser Arbeit geprüft werden, ob die LA-PMA-qPCR auch bei Viren und 

Bakterien eingesetzt werden kann, die mit praxisnahen Bedingungen mit UV, Chlor und 

Ozon behandelt wurden. Außerdem sollte die thermische Desinfektion bei geringeren 

Temperaturen überprüft werden. Die jeweiligen Konzentrationen und Behandlungsstärken 

der Desinfektionsverfahren sind in Tabelle 25 aufgeführt (Details unter 6.7 auf S. 220). 

Tabelle 25: In den Versuchen eingesetzte Desinfektionsverfahren mit entsprechenden Parametern. 

Organismus 
Thermisch 

Temperatur °C 
Niederdruck-UV 
Energie in J / m² 

Chlor 
Konzentration in mg / L 

Ozon 
Konzentration in mg / L 

phiX174 

8 | 50 | 70 | 90 für 
jeweils 10 Minuten 
105 für 10, 20, 30, 

60 Minuten 
autoklaviert 

0 | 25 | 50 | 75 | 100 | 
125 | 150 | 175 | 200 | 
300 | 400 | 500 | 600 | 

700 | 800 | 1000 

0,07 | 0,16 | 0,55 | 1,32 | 
3,96 | 12,4 

0 | 0,1 | 0,2 | 0,5 | 1 | 2 | 
3 | 5 | 10  

MS2 
E. coli 

P. aeruginosa 

8 | 50 | 60 | 70 | 80 
| 90 für jeweils 10 

Minuten 

0 | 25 | 50 | 75 | 100 | 
200 | 400 | 10.000 

0 | 0,25 | 0,5 | 0,75 | 1 | 
1,5 | 2 | 4 

0 | 0,5 | 1 | 1,5 | 2 | 3 | 5 
| 10 

 

Neben der zu überprüfenden LA-PMA-qPCR wurden Kulturverfahren und bei Bakterien 

zusätzlich die Durchflusszytometrie als Messverfahren eingesetzt. Die Versuche mit phiX174 

wurden zeitlich zuerst mit einer größeren Anzahl an Primern bzw. Amplifikatlängen 

durchgeführt. Anhand der Ergebnisse wurde die Dosierung für E. coli, P. aeruginosa und 

MS2 leicht angepasst. Eine Übersicht der Nachweisverfahren ist in Tabelle 26 aufgeführt. 

Tabelle 26: In Desinfektionsversuchen für die jeweiligen Organismen eingesetzte Nachweisverfahren. 

Organismus 
qPCR-Verfahren 

(6.3.7) 
Kulturverfahren 

(6.3.4) 
Flowzytometrie 

(6.3.6) 

phiX174 
108 – 5108 bp  

(Alle in Tabelle 9 auf Seite 58 
aufgeführten Primer) 

Plaque Assay  
(EN ISO 10705-1:2001) 

Nicht etabliert 

MS2 
314 bp  

(2717-3031) 
Plaque Assay 

(EN ISO 10705-2:2001) 
Nicht etabliert 

E. coli 
1242 bp 

(UidA, 570 – 1812) 
IDEEX Durchgeführt 

P. aeruginosa 
1063 bp 

(16S, 341 – 1404) 

Plattenverfahren 
(spezifisches Medium) 

 
Katalase-MPN (6.3.4.1) 

Durchgeführt 

 

Ziel dieses Versuches ist es zu zeigen, welches molekularbiologische Nachweisverfahren 

am besten geeignet ist, um zwischen intakten und inaktivierten Organismen zu 
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unterscheiden. Die Ergebnisse werden als Signalreduktion (N/N0) in Log-Stufen angegeben. 

Da die Nachweisgrenze der eingesetzten Verfahren sehr unterschiedlich ist, wurden bei den 

qPCR-Verfahren auch Messwerte außerhalb des Arbeitsbereichs in den Diagrammen als 

Symbole ohne Füllung dargestellt. Die Effizienz und Eliminationsleistung der einzelnen 

Desinfektionsverfahren ist für diesen Vergleich nicht relevant und soll auch nicht diskutiert 

werden. 

 

3.3.1 Thermische Desinfektion 

Eine thermische Desinfektion wird zur Desinfektion von Rohrleitungen in Hausinstallationen 

bei einem Befall mit Legionellen eingesetzt. Bei den vorherig beschrieben Versuchen wurden 

die Organismen für 10 Minuten bei 90 °C inaktiviert. Für die Methodenentwicklung ist diese 

Behandlung optimal, da die Hüllen der Organismen dabei beschädigt werden und die 

Lebend/tot-Differenzierung mit interkalierenden Farbstoffen möglich ist. Organismen werden 

allerdings auch bei geringeren Temperaturen inaktiviert. Somit stellt sich die Frage, ob sich 

diese Inaktivierung ebenfalls durch das entwickelte Verfahren nachweisen lässt. 

3.3.1.1 phiX174 

PhiX174 Bakteriophagen wurden für 10 Minuten bei 50, 70, 90 und für 10, 20, 30 und 60 

Minuten bei 105 °C inkubiert. Zusätzlich wurden Proben autoklaviert (121 °C, 20 Minuten).  

Im Kulturverfahren (Plaque Assay) zeigten Temperaturen von 50 °C für zehn Minuten 

keinen Einfluss auf phiX174 Bakteriophagen (Abbildung 64, schwarz). Bei 70 °C sank die 

Anzahl der infektiösen Phagen um 1,9 Log-Stufen. Bei 90 °C konnten nur noch 15 Phagen 

pro mL detektiert werden, was einer Reduktion von ca. 8,5 Log-Stufen entspricht. Ab 105 °C 

konnten keine Bakteriophagen mehr nachgewiesen werden (> 9 Log-Stufen Reduktion). 

Das Signal der qPCR (108 bp, Abbildung 64 A, blau) sinkt mit steigender Temperatur leicht 

und erreicht bei einer Behandlung von 105 °C für 60 Minuten eine Reduktion von 0,7 Log-

Stufen. Selbst autoklavierte Phagen konnten mit der qPCR nachgewiesen werden – das 

Signal lag lediglich 1,9 Log-Stufen unter dem der unbehandelten Phagen. Bei qPCR-

Reaktionen mit größeren Amplifikaten stieg die Reduktion des Signals an: Bei 105 °C für 

60 Minuten wurden mit Amplifikatlängen von 564, 1063 und 1544 Basenpaaren 

entsprechend 3,4, 4,1 und 5,2 Log-Stufen Reduktion erreicht (Abbildung 64 B, C und D).  

In der PMA-qPCR wurde bei 70 °C bei allen Amplifikatlängen etwa eine Log-Stufe Reduktion 

erreicht. Bei einem Amplifikat mit einer Länge von 108 bp sank das Signal bei stärkerer 

Behandlung nur leicht (Abbildung 64 A). Die zusätzliche Reduktion durch PMA betrug etwa 
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eine Log-Stufe. Bei allen größeren Amplifikaten stieg die Reduktion bei 70 °C auf bis zu 5,1 

Log-Stufen an. Das Signal bei Temperaturen über 90 °C sank nur sehr leicht oder veränderte 

sich nicht mehr. 

 

Abbildung 64: Ergebnisse von qPCR, PMA-qPCR und Kulturverfahren (Plaque Assay) von 
hitzebehandelten phiX174-Bakteriophagen. Datenpunkte als Mittelwerte aus zwei unabhängigen 
Replikaten mit Doppelbestimmung (n = 2). 

 

Hitze verursacht Schäden an Proteinen und verursacht Strangbrüche an genomischer DNA. 

Je größer das von den Primern flankierte Fragment in der qPCR ist, desto größer ist die 

Wahrscheinlichkeit, dass sich ein Strangbruch in diesem Bereich befindet und die 

Amplifikation folglich nicht möglich ist. Somit wird mit größeren Amplifikaten eine größere 

Reduktion gemessen. Unterschiede zum Kulturverfahren zeigen jedoch, dass die Reduktion 

nicht allein auf der Zerstörung der Nukleinsäure beruht. Durch PMA wird eine höhere 

Reduktion erreicht, was auf Schäden am viralen Kapsid hindeutet. Wie bereits in der 

Methodenentwicklung festgestellt wurde, steigt die Reduktion durch PMA mit der Länge der 

qPCR PMA-qPCR Plaque assay
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Amplifikate (vgl. Abbildung 39). So konnte die Hitzebehandlung von phiX174 erfolgreich mit 

der LA-PMA-qPCR nachgewiesen werden. 

Die in der qPCR gemessene Reduktion durch die Hitzebehandlung lässt sich gegen die 

Behandlungsstärke (Temperatur und Zeit) auftragen (Abbildung 65 A). Die Datenpunkte mit 

gleicher Amplifikatlänge zeigen eine direkte Abhängigkeit erster Ordnung (R² = 0,94 | 0,98 | 

0,98 | 0,98 entsprechend für 108, 564, 1066 und 1544 bp). Gleichermaßen ist die Reduktion 

bei identischer Behandlung von der Größe des Amplifikates abhängig (Abbildung 65 B). Die 

Beziehung lässt sich ebenfalls durch einen Trend erster Ordnung beschreiben (R² = 0,75 | 

0,96 | 0,99 | 0,99 | 1,00 entsprechend für 90 °C 10´, 105 °C 10´, 105 °C 20´, 105 °C 30´, 

105 °C 60´). 

 

Abbildung 65: Einfluss der Behandlungsdosis (links, A) und Amplifikatgröße (rechts, B) auf die Reduktion 
in der qPCR. Datenpunkte als Einzelwerte (links: m=24 (108), 24 (564), 20 (1066), 20 (1544), rechts: m=16, 
16, 16, 16, 7 entsprechend steigender Dosis) 

 

Die jeweiligen Zusammenhänge zwischen Reduktion, Amplifikatgröße und der Dosis der 

thermischen Inaktivierung sind in Formel 2 zusammengefasst. Dabei ist N die Anzahl der 

Bakteriophagen nach Behandlung, N0 die Ausgangskonzentration, ΔT die 

Temperaturdifferenz der Hitzebehandlung zu 323,15 K (Temperatur ohne Reduktion), s die 

Behandlungsdauer in Sekunden und A die Amplifikatgröße in bp. k hat die Einheit K-1 × s-1 × 

bp-1. 

Formel 2 𝐿𝑜𝑔
𝑁

𝑁0
=  ∆𝑇 × 𝑠 × 𝐴 × 𝑘 
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Werden alle Ergebnisse der qPCR ab einer Behandlung von 70 °C einbezogen, so ergibt 

sich für die qPCR-Ergebnisse (88 Messwerte) ein konstantes k von -0,275 K-1 × s-1 × bp-1 × 

10-7 mit einem R² von 0,97 (Abbildung 66). Die autoklavierten Proben wurden nicht 

dargestellt, da die Details der Desinfektion (genaue Temperatur und Zeit) nicht bekannt sind. 

Der Trend zeigt, dass die Reduktion in der qPCR direkt von der Dosis und der betrachteten 

Amplifikatlänge abhängig ist. 

 

Abbildung 66: Messwerte von qPCR (m = 88), PMA-qPCR (m = 24) und Plaque Assay (m = 4). Die 
Trendgerade wurde anhand der Messwerte der qPCR gelegt. Gestrichelte Pfeile zeigen den Trend bei 
PMA-qPCR und Kulturverfahren. Der rote gestrichelte Pfeil zeigt zur ungefähren Position des ersten 
Datenpunktes unter der Quantifizierungsgrenze (10 Genkopien pro µL). 

 

Die Ergebnisse der PMA-qPCR zeigen eine höhere Reduktion als die der qPCR und folgen 

somit nicht dem beschriebenen Trend. Die Reduktion beruht dabei zusätzlich zur 

thermischen DNA-Schädigung auf einer Verringerung des Signales durch das 

eingedrungene PMA. 

Die Werte des Kulturverfahrens wurden unter Berücksichtigung des kompletten Genomes 

(5386 bp) geplottet. Dabei liegt der Wert bei 70 °C leicht unter der Trendgerade. Messwerte 

bei höheren Temperaturen liegen über 4 Log-Stufen unter diesem Trend. Ursache hierfür ist 

neben der Zerstörung des Genomes auch die Beschädigung viraler Proteine, die für die 

Infektion nötig sind. Das Kapsid ist nach einer Behandlung von 70 °C dennoch nicht 

permeabel für PMA – somit gibt es einen Messunterschied zwischen PMA-qPCR und dem 

Plaque Assay. Die dargestellten mathematischen Zusammenhänge beschreiben nur den 
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Schaden an der Nukleinsäure, also das Messergebnis der qPCR, nicht aber den Einfluss 

anderer Effekte, wie die Schäden am Kapsid (PMA-qPCR) oder der Oberfläche 

(Kulturverfahren). 

3.3.1.2 MS2 

Das Genom der Bakteriophage MS2 besteht aus RNA. RNA ist weniger stabil als DNA, 

weswegen bei MS2 im Vergleich zu phiX174 (DNA) eine höhere Reduktion in der qPCR zu 

erwarten war. Da bei phiX174 bei 105 °C keine weitere Reduktion mehr gemessen werden 

konnte, wurde in den Folgeversuchen mit Hitze auf Temperaturen über 90 °C verzichtet, 

dafür jedoch die Auflösung des Temperaturgradienten erhöht. MS2 Bakteriophagen wurden 

für 10 Minuten bei 50, 60, 70, 80 und für 90 °C für 10 Minuten inkubiert und mit der qPCR 

(314 bp), PMA-qPCR (314 bp) und dem Plaque-Assay quantifiziert (Abbildung 67).  

Im Kulturverfahren wird bei einer Behandlung von 60 °C eine Reduktion von 2,6 Log-Stufen 

erreicht, bei 90 °C liegt die Reduktion bei 5 Log-Stufen (Abbildung 67, schwarz). In der 

qPCR sinkt die gemessene Konzentration der Viren ebenfalls bei 60 °C ab (Abbildung 67, 

blau). Die Reduktion ist geringer als im Kulturverfahren und liegt bei 0,8 Log-Stufen bei 60 °C 

und bei 3,3 Log-Stufen bei 90 °C. In der PMA-qPCR werden bei diesen Temperaturen 2,1 

bzw. 5,9 Log-Stufen Reduktion erreicht. Die groben Trends der Reduktion im Kulturverfahren 

und in der PMA-qPCR verlaufen ähnlich, jedoch unterscheiden sich die Reduktionswerte bei 

einzelnen Temperaturen bis zu 1,4 Log-Stufen.  

 

Abbildung 67: Signalreduktion von MS2 Bakteriophagen mit qPCR, PMA-qPCR und Kulturverfahren nach 
thermischer Desinfektion. Datenpunkte als Mittelwerte aus zwei unabhängigen Replikaten mit 
Doppelbestimmung (n = 2). 

Trotz der geringen Amplifikatgröße von 314 bp ist bei MS2 eine deutlich höhere Reduktion 

des qPCR-Signales (ohne PMA) durch Hitze – beispielsweise 3,3 Log-Stufen bei 90 °C - zu 
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beobachten. Bei phiX174 wurde bei einer Amplifikatgröße von 564 bp und gleicher 

Behandlung (90 °C) lediglich eine Reduktion von 0,4 Log-Stufen erreicht. Dieser Unterschied 

ist in der instabileren RNA von MS2 geschuldet, die bei Hitze im größeren Maße zerstört wird 

als die DNA von phiX174. Wie bei phiX174 lässt sich bei diesem Versuch ein 

Zusammenhang von Reduktion, Amplifikatgröße und Temperatur herstellen. Werden die 

Daten analog zu Abbildung 66 geplottet, hat die Konstante k einen Wert von -4,77 K-1 × s-1 × 

bp-1 × 10-7  (R² = 0,90; m = 4; n = 2). Durch die stabilere DNA wurde bei phiX174 ein 

geringerer Wert ermittelt. Die Reduktion in der qPCR ist bei MS2 also wie erwartet höher. 

Auffällig ist bei MS2 der geringe Unterschied zwischen qPCR, PMA-qPCR und 

Kulturverfahren. Es gibt wenig Literatur zur PMA-qPCR bei MS2, die sich vergleichen lässt. 

Bei Kim und Ko (2012) werden in einer Mischung von unbehandelten und hitzebehandelten 

(80 °C) MS2 mit der PMA-qPCR keine intakten MS2 detektiert; dagegen zeigt sich in der 

qPCR keine Reduktion. In der Studie werden maximal 2 Log-Stufen Reduktion gezeigt, 

während in dieser Arbeit bei 80 °C bereits vier Log-Stufen erreicht werden. Gemein mit 

dieser Arbeit ist der Einfluss von PMA auf intakte MS2. Ein Nachweis infektiöser 

Bakteriophagen ist somit am besten durch die qPCR zu realisieren. Längere Amplifikate 

konnten in dieser Arbeit bei MS2 nicht überprüft werden, da sich keine der etablierten LA-

qPCR-Methoden für MS2 erfolgreich anwenden ließ. Es ist wahrscheinlich, dass die cDNA-

Synthese von langen Amplifikaten mit dem in dieser Arbeit verwendeten Kit nicht möglich ist. 

Ein erfolgreicher Einsatz der LA-qPCR erscheint angesichts der Ergebnisse bei phiX174 bei 

MS2 aber wahrscheinlich.  

3.3.1.3 Bakterien 

Die Gram-negativen Bakterien E. coli und P. aeruginosa wurden wie MS2 Bakteriophagen 

bei 50, 60, 70, 80 und 90 °C für 10 Minuten inkubiert und mit der LA-qPCR (E. coli: 1242 bp; 

P. aeruginosa 16S-1063 bp), LA-PMA-qPCR, der Durchflusszytometrie und dem 

Kulturverfahren (E. coli: IDEEX, P. aeruginosa: Plattenverfahren) quantifiziert. Bei 

P. aeruginosa wurde zusätzlich das MPN-Verfahren mit Katalase-Zugabe eingesetzt. In 

diesem Verfahren werden die Proben auf ein Medium mit wenig Nährstoffen (R2A) und 

zusätzlicher Katalase (1000 U/mL) kultiviert (s. 6.3.4.1). Es wird vermutet, dass einige 

Bakterien im VBNC-Stadium keine Katalase bilden können und somit durch reaktive 

Sauerstoffspezies, die bei Stoffwechselprozessen entstehen, zerstört werden (vgl. 2.6.2.4). 

Durch externe Zugabe von Katalase soll VBNC-Bakterien das Wachstum ermöglicht werden.  

Bei E. coli wurde im Kulturverfahren bei 60 °C eine Reduktion von 1,2 Log-Stufen erreicht 

(Abbildung 68, links). Bei höheren Temperaturen konnte kein Wachstum mehr festgestellt 

werden (Reduktion > 8,2 Log-Stufen). In der qPCR beträgt die Reduktion bei 90 °C lediglich 

2,5 Log-Stufen. Durch PMA wird das qPCR-Signal bei 70 °C um eine und bei 80 °C bis um 
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sechs Log-Stufen reduziert. Die Durchflusszytometrie zeigt mit der qPCR vergleichbare 

Messwerte. 

Die Anzahl der kultivierbaren P. aeruginosa (Abbildung 68, rechts) sinkt wie bei E. coli ab 

einer Temperatur von 60 °C um 2,7 Log-Stufen. Bei 90 °C wurde eine Reduktion von 6 

Log-Stufen erreicht. In der qPCR wurden bei 60 °C eine, bei 90 °C 1,8 Log-Stufen Reduktion 

gemessen. In der PMA-qPCR, Durchflusszytometrie und im Katalase-MPN Verfahren 

wurden vergleichbare Messwerte erzielt – die Reduktion bei 90 °C beträgt etwa vier Log-

Stufen. 

 

Abbildung 68: Reduktion von E. coli und P. aeruginosa durch thermische Desinfektion in LA-qPCR, 
LA-PMA-qPCR, Durchflusszytometrie und Kulturverfahren und Katalase-MPN-Verfahren (nur 
P. aeruginosa). Leere Symbole unter der Quantifizierungsgrenze (PMA-qPCR und Durchflusszytometrie 
10 / µL). 

 

Der Einsatz von PMA und PI ist bei beiden Bakterien erfolgreich, jedoch zeigen sich 

Unterschiede zum Kulturverfahren. Temperaturen bis 60 °C beschädigen die Membran von 

E. coli nicht, wodurch PMA oder PI nicht eindringen und die DNA markieren können. Dies 

erklärt, wieso in der qPCR mit und ohne Lebend/tot-Unterscheidung vergleichbare 

Ergebnisse erzielt wurden. In der Studie von Wang et al. (2014) wurde bei E. coli O157:H7 in 

Milch bei 63 °C ebenfalls keine Signalreduktion erreicht. Mittels Natriumcholat (sodium 

cholate, SD) war PMA in einer Studie von Yang et al. (2011) 65 °C für E. coli wirksam, die 

Reduktion betrug allerdings lediglich 5 Cq-Werte in der qPCR (ca. 1,5 Log-Stufen). 

Außerdem wurden kleine Amplifikate eingesetzt.  

Bei 80 °C wird die Membran der Zellen zerstört und sowohl PMA als auch PI können in die 

beschädigten Zellen eindringen. Auch ohne PMA konnte - wie bei hitzebehandelten MS2 
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oder phiX174 - eine Reduktion in der qPCR gemessen werden (bei E. coli 2,5 Log-Stufen). 

Dies lässt sich durch Hitzeschäden an der DNA erklären. Durch den Einsatz der 

interkalierenden Farbstoffe PMA und PI wurde in der PMA-qPCR und der 

Durchflusszytometrie weniger Bakterien detektiert – die Werte liegen unter der 

Nachweisgrenze, was einer Reduktion von mindestens 5-6 Log-Stufen entspricht.  

Vergleichbare Reaktionen von PMA finden sich bei Yang et al. (2013) für mit 80 °C 

inaktivierte E. coli O157:H7. Die PMA-qPCR wurde für E. coli bei höheren Temperaturen von 

130 °C (Soejima et al., 2012) ebenfalls als erfolgreich beschrieben. 

Es gibt nur wenige Studien zur PMA-qPCR bei P. aeruginosa. Bei Gensberger et al. (2013) 

wird bei hitzeinaktivierten P. aeruginosa (75 °C, 10 min) nur eine sehr geringe Reduktion in 

der qPCR gezeigt. Im Kulturverfahren wurden keine Bakterien mehr detektiert, die Reduktion 

betrug mindestens 3,5 Log-Stufen (Nachweisgrenze erreicht) - in dieser Arbeit waren es 

5 Log-Stufen im Kulturverfahren und eine Log-Stufe in der qPCR. Gleichermaßen verhält es 

sich mit der Studie von Tavernier und Coenye (2015), in welcher bei 95 °C für 15 Minuten 

ebenfalls die Nachweisgrenze (4 Log-Stufen) erreicht wird. Mit dieser Arbeit vergleichbare 

Messwerte finden sich in einer alten Studie von Tsuji et al. (Tsuji et al., 1982), in der im 

Kulturverfahren bei 70 °C und zehnminütiger Inkubation ebenfalls 5 Log-Stufen Reduktion 

erreicht werden. Somit zeigt sich P. aeruginosa stabiler als E. coli bei einer Hitzebehandlung. 

PMA-qPCR, Durchflusszytometrie und Katalase-MPN-Verfahren lieferten vergleichbare 

Ergebnisse. Das bis zu 2 Log-Stufen niedrigere Signal des Plattenverfahrens zeigt, dass 

einige P. aeruginosa Bakterien dort nicht kultiviert werden konnten, jedoch (nach PMA-qPCR 

und Durchflusszytometrie) über intakte Membranen verfügten. In Bezug auf das 

Plattenverfahren handelt es sich somit um ein VBNC-Stadium. Die Lebend/tot-

Unterscheidung ist somit erfolgreich und erfasst nur lebende, einschließlich nicht 

kultivierbare (VBNC) Bakterien. 
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Raman-Mikrospektroskopie 

Durch Hitze induzierte Schäden an der Hülle bzw. der Membran von Bakterien ermöglichen 

ein Eindringen von PMA in die Zellen und den Ausschluss aus der qPCR. Mit Hilfe der 

Raman-Mikrospektroskopie lässt sich die Oberfläche von Bakterien charakterisieren und 

somit Beschädigungen erfassen. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden unbehandelte und hitzebehandelte (90 °C, 10 Minuten) 

E. coli jeweils mit und ohne PMA-Behandlung (100 µM) mittels Raman-Mikrospektroskopie 

untersucht. Die spektroskopischen Versuche wurden mit Hilfe von Dr. Natalia Ivleva und 

Ruben Wilhelm Weiß an der TUM durchgeführt. Für die Raman-Spektren wurde ein 

Nd:YAG-Laser (532 nm, 27 nW an der Probe) verwendet, für die SERS-Analysen ein He-Ne-

Laser (633 nm, 14 nW an der Probe). Die Versuche wurden nach der in Kubryk et al. (2015) 

beschriebenen Methode durchgeführt. Je Probentyp wurden jeweils zwei bis vier Bakterien 

untersucht. 

Effekt von PMA auf die Raman-Mikrospektroskopie 

Mit PMA zeigte sich bei hitzebehandelten Bakterien ein sehr starker Anstieg der 

Signalintensität (Abbildung 69). Die Laserleistung musste für die mit PMA behandelten 

Proben reduziert werden. Die Probe mit unbehandelten Zellen mit PMA zeigte ebenfalls 

einen – allerdings viel geringeren Anstieg der Signalintensität. 
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Abbildung 69: Raman-Spektren von unbehandelten und hitzebehandelten E. coli jeweils mit und ohne 
PMA-Färbung (m=4135, n=3 für unbehandelt, n=2 für hitzebehandelt). Bei mit PMA behandelten Proben 
wurde die Laserleistung auf 50 % bzw. 25 % verringert. 

Fluoreszenz stellt grundsätzlich ein Problem der Raman-Mikrospektroskopie dar, da das 

Raman-Signal von Fluoreszenzsignalen überlagert werden kann (Cai et al., 2011). PMA 

kann zwar nicht in unbehandelte Bakterien eindringen, beeinflusste aber dennoch die 

Messung, da es sich auf der Oberfläche der Organismen befand. Bei hitzebehandelten 

Bakterien ist dieser Effekt sehr viel stärker, da PMA zusätzlich noch innerhalb der Zellen 

vorliegt. Ein direkter Vergleich der Signale ist durch die unterschiedlichen Messparameter 

nicht möglich. Somit muss der Vergleich unbehandelter und hitzebehandelter Bakterien auf 

Proben ohne PMA-Behandlung beschränkt werden. 

Raman-Analyse unbehandelter und hitzebehandelter Zellen 

In der Detailansicht sind geringe Änderungen zwischen unbehandelten und hitzebehandelten 

E. coli in den Raman-Spektren sichtbar (Abbildung 70). So sind Peaks bei 669 und 719 cm-1 

bei unbehandelten, nicht aber bei hitzebehandelten Zellen vorhanden. 
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Abbildung 70: Raman-Spektren unbehandelter (grün) und hitzebehandelter (rot) E. coli. Dicker Graph 
jeweils als laufender Durchschnitt aus 5 Werten. 

 

Im SERS-Spektrum (Abbildung 71) sind bei den unbehandelten E. coli Bakterien Peaks bei 

735, 1050, 1330 und 1450 cm-1 zu erkennen. Im SERS-Spektrum hitzebehandelter E. coli ist 

der Peak bei 735 cm-1 nicht vorhanden und die Intensität der Peaks bei 1330 und 1450 cm-1 

fällt geringer aus.  
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Abbildung 71: SERS Spektrum unbehandelter und hitzebehandelter E. coli Bakterien in Detailansicht 
(links), Vergleich der Spektren mit und ohne PMA (rechts). 

 

In den Studien von Zhou et al. (2015) und Chu et al. (2008) sind identische Effekte durch 

Hitze und Antibiotika bei E. coli gezeigt. Die Unterschiede werden durch die Beschädigung 

der Zellwand (Peak an Position 730 cm-1) und der Zellmembran (Peak an Position 1330 cm-1) 

erklärt (Kahraman et al., 2011; Liu et al., 2009). Im Detail wird der Peak bei 730 cm-1 durch 

adeninhaltige Verbindungen (Kubryk et al., 2016) bzw. Metabolite der Purin-Degradation 

(Adenin, Hypoxanthin, Xanthin und Guanin sowie Harnsäure und AMP) erzeugt (Premasiri et 

al., 2016). Die Raman-Spektren der hitzebehandelten Zellen deuten somit auf Schäden an 

Zellwand und Zellmembran. Diese Ergebnisse decken sich mit den Daten der PMA-qPCR 

(Abbildung 68): Hitzeinduzierte Schäden führten durch ein Eindringen von PMA zu einer 

Reduktion der gemessenen Zellzahl in der PMA-qPCR. Die hüllschädigende Wirkung von 

Hitze konnte somit durch die Raman-Streuung bestätigt werden. 
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3.3.1.4 Fazit 

Mit der LA-PMA-qPCR lässt sich ab einer Amplifikatgröße von 564 bp ein mit dem 

Kulturverfahren vergleichbares Ergebnis für hitzeinaktivierte phiX174 Bakteriophagen 

erzielen. Hitze verursacht Schäden an der viralen und bakteriellen Hülle (Kapsid, Membran), 

woraufhin PMA eindringen kann. Höhere Temperaturen schädigen die Nukleinsäure direkt 

durch Strangbrüche. Diese Strangbrüche lassen sich umso besser erfassen, je länger die 

Amplifikate in einer qPCR sind (s. Abbildung 62 auf S. 115). 

Bei Viren führen Behandlungen, die nur Oberflächenproteine beschädigen, nicht jedoch das 

Kapsid, zu unterschiedlichen Ergebnissen, da die Phagen zwar inaktiviert, jedoch nicht 

sensitiv für PMA sind (70 °C). Gleiches gilt für die Bakterien E. coli und P. aeruginosa. Auch 

hier wurden Unterschiede zwischen PMA-qPCR und dem Kulturverfahren festgestellt. 

Bakterien können sich möglicherweise von einem hitzeinduzierten, nicht kultivierbaren 

Zustand wieder erholen (VBNC). Diese Zellen werden von der LA-PMA-qPCR erfasst, nicht 

aber von den Kulturverfahren. 
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3.3.2 Niederdruck-UV-Strahlung 

UV-Strahlung kann als Desinfektionsverfahren effektiv gegen Bakterien, Viren und Parasiten 

eingesetzt werden. In Deutschland wird eine UV-Desinfektion von 42 % der Wasserversorger 

eingesetzt (vgl. 2.2). Die Dosis muss dabei mindestens 400 J/m² betragen (§ 11 TrinkwV 

2001). Niederdruck-UV-Strahler emittieren bei einer Wellenlänge von 254 nm, nahe bei dem 

Absorptionsmaximum von DNA (260 nm). In dieser Arbeit wurden die Bakteriophagen 

phiX174 und MS2 sowie die Bakterien E. coli und E. faecalis mit verschiedenen Niederdruck-

UV Intensitäten bestrahlt und mittels qPCR, PMA-qPCR und dem Kulturverfahren 

quantifiziert. Da Niederdruck-UV-Strahlung hautsächlich von der Nukleinsäure absorbiert 

wird, stellt sich die Frage, ob eine Lebend/tot-Differenzierung mit PMA überhaupt realisierbar 

ist. Gleichzeitig wäre bei einem DNA-schädigenden Verfahren natürlich zu erwarten, dass 

die Schädigung auch in einem DNA-Nachweisverfahren wie der qPCR erfasst werden kann. 

 

3.3.2.1 phiX174 

PhiX174 Bakteriophagen wurden in einem kollimierten Niederdruck-UV-Strahler (Collimated 

Beam, LP CB) bei einer Wellenlänge von 253,7 nm nach dem standardisierten Protokoll 

nach Bolton et al. (2015) bestrahlt. Dabei wurden in einem initialen Versuch mit Intensitäten 

von 100, 200, 300, 400, 500 und 1000 J/m² bestrahlt. Für die Quantifizierung der Proben mit 

der qPCR bzw. LA-qPCR kam ein großes Spektrum an Primern für Amplifikatgrößen von 108 

bis 1764 bp (Primer s. Tabelle 9 auf S. 58) zum Einsatz. 

In der qPCR sinkt die Zahl der detektierten phiX174 Bakteriophagen mit steigender Stärke 

der UV-Behandlung (Abbildung 72 A). Bei 1000 J/m² werden 0,8 Log-Stufen Reduktion 

erreicht. Die Log-Reduktion in der qPCR zeigt bei gleicher Amplifikatgröße eine Abhängigkeit 

erster Ordnung von der eingesetzten UV-Dosis. 

Größere Amplifikate führen bei gleicher UV-Dosis zu einer höheren Reduktion (Abbildung 72, 

B-H). Bei 200 J/m² wurden 0,2 | 0,5 | 1,0 | 1,2 | 1,8 | 2,4 | 3,0 und 3,5 Log-Stufen Reduktion 

bei Amplifikaten mit 108 | 250 | 456 | 568 | 955 | 1063 | 1544 und 1764 bp gemessen. Auch 

hier ist eine Abhängigkeit erster Ordnung zu erkennen.  
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Abbildung 72: qPCR-Ergebnisse mit unterschiedlichen Amplifikatlängen (A-H) für mit UV-behandelte 
phiX174 Bakteriophagen. Jedes Quadrat steht für den Mittelwert aus drei Replikaten. Die dargestellte 
Standardabweichung ist meist kleiner als die Symbole. Die Daten der ausgefüllten Quadrate wurden für 
die Trendlinien genutzt. 
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Durch die Niederdruck-UV-Strahlung werden aus benachbarten Pyrimidinen in der 

Nukleinsäure Dimere gebildet. Liegt im Bereich des Amplifikates ein Dimer vor, so kann es in 

der qPCR nicht mehr nachgewiesen werden (Ravanat et al., 2001). Beim Einsatz der kleinen 

Amplifikate von 108 bp ist die Reduktion bei 1000 J/m² mit 0,8 Log-Stufen sehr gering. Dies 

bestätigt die Ergebnisse anderer Studien, in denen ebenfalls mit kleinen Amplifikaten und mit 

UV-behandelten Viren gearbeitet wurde (Leifels et al., 2015; Prevost et al., 2016). So wird 

auch in einigen Studien zur UV-Behandlung von Viren argumentiert, dass die Inaktivierung 

nicht durch eine DNA-Schädigung hervorgerufen wurde, da die PCR nicht beeinflusst wird 

(Lévêque, 1995). Zu diesem Schluss lässt sich durchaus kommen. Immerhin erfasst die 

qPCR die Nukleinsäure, zeigt jedoch eine geringere Reduktion als das Kulturverfahren. 

Die Infektiosität der Viren ist jedoch nicht nur von einem kleinen Abschnitt der Nukleinsäure 

abhängig. Für eine Infektion muss – zumindest bei phiX174 – ein großer Teil des Genomes 

intakt sein (Calendar, 2006). Die Infektiosität lässt sich somit nicht mit einem kleinen 

Amplifikat in der qPCR ermitteln. 

Bei längeren Amplifikaten (vgl. Abbildung 72 B - H) ist die Wahrscheinlichkeit höher, dass ein 

Dimer die Amplifikation in der qPCR verhindert und die Nukleinsäure nicht nachgewiesen 

werden kann. Folglich wird durch längere Amplifikate eine höhere Reduktion gemessen 

(Beck et al., 2014). 

Bei Amplifikaten ab 936 bp (Abbildung 72, E-H) folgt die gemessene Reduktion nicht mehr 

dem exponentiellen Trend. Bei stärkerer Bestrahlung konnte keine weitere Reduktion der 

Phagen mehr gemessen werden. Dieser Effekt resultiert durch die hohe Anzahl beschädigter 

oder zerstörter DNA, die bei qPCR-Reaktionen mit großen Amplifikaten zu einer Bildung 

unspezifischer Produkte führt. Auch bei der Hitzebehandlung wurden diese Effekte 

beobachtet (Abbildung 64). 

 

Mit steigender UV-Dosis steigt die Reduktion in der qPCR bei gleicher Amplifikatlänge in 

einer direkten Abhängigkeit (Abbildung 72). Werden die Ergebnisse für unterschiedliche 

Amplifikatlängen bei gleicher UV-Dosis geplottet, zeigt sich eine Abhängigkeit erster 

Ordnung von der Amplifikatlänge (Abbildung 73). Dieser Zusammenhang lässt sich für 

Bestrahlungen bis 400 J/m² zeigen. Bei 500 und 1000 J/m² ist die Datengrundlage für eine 

Trendlinie zu gering. Die Reduktion in der qPCR ist also sowohl direkt von der amplifizierten 

UV-Dosis als auch direkt von der Amplifikatlänge abhängig. Diese Abhängigkeit wird in 

einem späteren Vergleich detailliert aufgegriffen. 
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Abbildung 73: Abhängigkeit der in der qPCR gemessenen Reduktion bestrahlter phiX174 Bakteriophagen 
von der Amplifikatlänge. Datenpunkte als Mittelwerte aus drei Replikaten mit Standardabweichung (teils 
kleiner als Symbole). Ausgefüllte Datenpunkte wurden für die Trendgeraden genutzt. 

 

PMA-Behandlung 

Durch die starke Reduktion bei großen Amplifikaten und entsprechend wenig Messpunkten 

wurde eine neue Bestrahlung durchgeführt. PhiX174 wurde nach dem gleichen Verfahren mit 

25, 50, 75, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700 und 800 J/m² bestrahlt. Die Proben wurden mit 

200 µM PMA behandelt, extrahiert und mit der qPCR mit Amplifikaten von 108, 568, 1063 

und 5107 bp quantifiziert. Parallel wurden Proben auch ohne PMA in die qPCR eingesetzt. 

Die PMA-Behandlung zeigte bei keinem der eingesetzten Amplifikate einen Effekt (Abbildung 

74). Dies wird vor allem durch die identische Steigung der Trendgeraden deutlich. PMA hat 

also auch bei großen Amplifikaten kein Effekt. 
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Abbildung 74: qPCR- und PMA-qPCR-Ergebnisse für UV-behandelte phiX174 Bakteriophagen. 
Datenpunkte als Mittelwerte aus zwei Replikaten mit Standardabweichung (teils kleiner als Symbole). 
Ausgefüllte Datenpunkte wurden für die Trendgeraden genutzt (nicht gezeigt). s: Steigung der 
Trendgeraden. 

 

Niederdruck UV-Strahlung beschädigt ausschließlich die Nukleinsäure der Viren. Da das 

Kapsid intakt bleibt, kann PMA nicht in das Virus eindringen und die Nukleinsäure markieren. 

Dies bestätigen die kürzlich publizierten Studien von Leifels et al. (2015) und Karim et al. 

(2015) bei Adeno-, Entero- und Noroviren. Beim Einsatz von Mitteldruck-UV-Strahlung 

können dagegen auch Proteine beschädigt werden (Eischeid and Linden, 2011). Durch die 

Schäden am Kapsid ist auch PMA wirksam, wie in der Studie von Sangsanont et al. (2014) 

bei Adenoviren gezeigt wurde.  
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Kulturverfahren und 5107-bp-qPCR 

Bisher wurde gezeigt, dass sich die Reduktion in der qPCR mit der Amplifikatlänge erhöht 

und PMA nicht wirksam ist. Es wird somit nur die DNA beschädigt. Bei phiX174 codiert das 

ganze Genom für die Infektion wichtige Proteine. Dies führt zu dem Schluss, dass eine 

qPCR des ganzen Genomes erfolgen muss, um zwischen infektiösen und nicht infektiösen 

phiX174 unterscheiden zu können. 

Um diese These beweisen zu können, wurden in Abbildung 75 die Ergebnisse des 

Kulturverfahrens mit der LA-qPCR mit 5108 bp Amplifikatlänge verglichen.  

Im Kulturverfahren wurden wie in der qPCR mit steigender UV-Dosis weniger infektiöse 

Bakteriophagen detektiert. Die Reduktion beschreibt ebenfalls eine Kinetik erster Ordnung in 

Abhängigkeit von der Bestrahlungsstärke. Vier Log-Stufen Reduktion werden mit 115 J/m² 

erreicht. Wie in vorherigen Versuchen gezeigt wurde, steigt die ermittelte Reduktion in der 

qPCR mit der Amplifikatgröße. Unter einer Dosis von 100 J/m² (Bereich der Trendlinie) 

liefern qPCR und das Kulturverfahren identische Reduktionswerte.  

  

Abbildung 75: Ergebnisse von Kulturverfahren und qPCR mit 5107-bp-Amplifikat. Datenpunkte als 
Mittelwerte aller durchgeführten Experimente mit Standardabweichung. Ausgefüllte Datenpunkte wurden 
für die Trendgeraden genutzt. (n = 11 für 0, 100, 200 J/m², n = 8 für 25, 50, 75 J/m², n = 4 für 125, 150, 175 
J/m²). 

Wie zu beweisen war, zeigen Kulturverfahren und eine LA-qPCR des ganzen Genomes 

identische Ergebnisse. Dies ist deutlich in den identischen Steigungswerten der 

Trendgeraden sichtbar. Die Steigung der Trendlinie, oft als k bezeichnet, beträgt -0,034 m² * 

J-1. Vergleichbare Werte für k (-0.035, -0.037 und -0.031 m² * J-1) wurden von Slater und 

Maurer (1991), Sommer et al. (1998) und Zuo et al. (2015) publiziert. Wie in den vorherigen 

Reaktionen mit langen Amplifikaten gab es auch hier bei höheren UV-Dosen falsch positive 
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Signale durch unspezifische Produkte, was den messbaren Bereich der qPCR einschränkt. 

Dieser Effekt tritt nicht bei den PCR-Standards (intakte Viren-DNA) auf. Die unspezifischen 

Produkte entstehen somit durch teils zerstörte virale Nukleinsäure.  

Im Kulturverfahren ist die Infektiosität des Virus von Bedeutung, was die Funktionalität der 

Hülle (Andocken an der Wirtszelle, Injektion der DNA) und die der Nukleinsäure (Replikation) 

einschließt. Niederdruck-UV-Strahlung beschädigt nur die DNA, die Hülle wird nicht 

beeinflusst. Somit liefert eine qPCR des phiX174-Genoms die gleichen Ergebnisse wie das 

Kulturverfahren.  

Die Unterscheidung von infektiösen und nicht infektiösen phiX174 bei UV-Strahlung kann 

somit erfolgreich mit einer LA-qPCR ohne eine Vorbehandlung mit PMA durchgeführt werden. 

Allerdings schränkt das lange Amplifikat die qPCR in Bezug auf die Quantifizierungsgrenze 

sehr ein. Wie in der Entwicklung der LA-qPCR für phiX174 gezeigt wurde (s. 3.2.3.1), 

konnten bei Amplifikaten von 1525 und 1765 bp Länge nicht alle Standards in die 

Kalibriergerade einbezogen werden (vgl. Tabelle 9, S. 58). Dadurch erhöht sich die 

Quantifizierungsgrenze in beiden Fällen auf 100 Genkopien pro µL. Bei mit UV-Strahlung 

behandelten Proben besteht bei geringer Konzentration an intakten und hoher Konzentration 

an beschädigten DNA-Molekülen die Gefahr unspezifischer Produkte. Dies ist beispielsweise 

in Abbildung 72 bei größeren Amplifikaten zu erkennen. 

Die Ergebnisse zeigen, dass die Reduktion der bestrahlten phiX174-Bakteriophagen sowohl 

mit der Amplifikatlänge (bei gleicher UV-Dosis) als auch mit der UV-Dosis (bei gleicher 

Amplifikatlänge) in einer Korrelation erster Ordnung steht (vgl. Abbildung 72 ff.). Beide 

Einflussgroßen wurden als Produkt zusammengefasst und gegen die Reduktion von qPCR 

und Kulturverfahren geplottet (Abbildung 76). Für das Kulturverfahren wurde als Amplifikat 

die Genomgröße von phiX174 (5386 bp) eingesetzt. 
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Abbildung 76: Ergebnisse der qPCR und des Kulturverfahrens in Abhängigkeit von UV-Dosis und der 
Amplifikatlänge in der qPCR. Für das Kulturverfahren wurde das komplette Genom als Amplifikatlänge 
angenommen (n = 2, m = 69 für qPCR, m = 11 Kulturverfahren). 

 

Formel 3 beschreibt die Abhängigkeit der Reduktion von der Amplifikatlänge und der 

UV-Dosis. Dabei ist N0 die Zahl der unbehandelten Phagen (Initiale Konzentration), N die 

Anzahl der Phagen nach der Behandlung, D die UV-Dosis in J/m² und S die Größe des 

Amplifikates in bp. Die normalisierte PCR-Effekt-Konstante kUV beträgt -6.52 × 10-6 × m² × 

J-1 × bp-1 und entspricht der Steigung der Trendgeraden in Abbildung 76. Die Formel und 

kUV ist sowohl für die qPCR als auch für das Kulturverfahren gültig. 

Formel 3 𝐿𝑜𝑔10 (
𝑁

𝑁0
) = 𝐷 × 𝑆 ×  𝑘𝑈𝑉 

 

Die Konstante kUV erlaubt die Berechnung der Infektiosität der Phagen bzw. des Ergebnisses 

des Kulturverfahrens anhand von PCR-Daten nach folgender Formel: 

Formel 4 𝑁 =  𝑁0 ×  10 𝐷×𝑆× 𝑘𝑈𝑉 

 

Anhand der qPCR-Daten ließen sich die Ergebnisse des Kulturverfahrens berechnen. Die 

Werte sind in der folgenden Abbildung verglichen und zeigen, dass die Werte sehr gut 

überein stimmen.  
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Abbildung 77: Berechnung von Messwerten aus qPCR-Ergebnissen gegen Ergebnisse des 
Kulturverfahrens. 

 

Für phiX174-Bakterien konnte somit ein Verfahren entwickelt werden, das es ermöglicht, 

auch ohne den Nachweis des ganzen Genomes die Reduktion durch eine UV-Desinfektion 

erfassen zu können. 

3.3.2.2 MS2 

Für MS2-Bakteriophagen stand das Collimated Beam System, welches für phiX174 

eingesetzt wurde, nicht zur Verfügung. Die Desinfektion wurde deswegen mit einem 

Niederdruck-UV Strahler durchgeführt. Dieser wurde zuvor mit einem Radiometer vermessen 

(s. 6.7.4). Für die Bestrahlung wurde eine Dosis von 25, 50, 75, 100, 200, 400 und 10.000 

J/m² eingesetzt. MS2 wurden in der qPCR (314 bp), PMA-qPCR und dem Plaque-Assay 

quantifiziert. 

Im Kulturverfahren sank die Konzentration der MS2-Bakteriophagen mit steigender Dosis 

(Abbildung 78). Bei 200 J/m² wurde eine und bei 400 J/m² zwei Log-Stufen Reduktion 

erreicht. Erst bei 10.000 J/m² konnten keine Phagen mehr im Plaque-Assay detektiert 

werden. Im Vergleich mit phiX174 sind MS2-Bakteriophagen somit sehr viel resistenter 

gegenüber UV-Strahlung. In der qPCR wurde nur bei der stärksten Dosis eine Reduktion 

festgestellt (2 Log-Stufen). Wie auch bei phiX74 hatte PMA bei UV-Behandlung keinen Effekt. 
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Abbildung 78: Signalreduktion von MS2-Bakteriophagen mit qPCR, PMA-qPCR und Kulturverfahren nach 
UV-Behandlung. 

 

Die Datengrundlage für eine ähnliche Trenddarstellung wie bei phiX174 ist bei MS2 zu 

gering. Werden die Daten des Kulturverfahrens dargestellt, so ergibt sich für die Konstante 

kUV ein Wert von -1,04 J/m-2 × bp × 106 (R² = 0,87, m = 10). Mit den Daten einiger 

Publikationen ließen sich ebenfalls vergleichbare Werte für kUV von -1,05 (Pecson et al., 

2009) und -1.14 × 10
-6 × m² × J-1 × bp-1 (Calgua et al., 2014) für qPCR-Daten und von -1,09 

(Calgua et al., 2014) und -1.02 × 10
-6 × m² × J-1 × bp-1 (Thurston-Enriquez et al., 2003) für 

das Kulturverfahren berechnen. Die für phiX174 vorgeschlagene Methode der Berechnung 

von Ergebnisse funktioniert somit auch für RNA-Phagen. 

Bei RNA-Viren muss für lange Amplifikate der vorausgehende Schritt der cDNA-Synthese 

entwickelt werden. Dies war mit dem in dieser Arbeit eingesetzten cDNA-Kit beispielsweise 

nicht möglich. Größere Amplifikate lieferten kein messbares Ergebnis. Erfolgreiche Studien 

der RNA-Viren für den Encephalitis Virus (Zhang et al., 2001) und Hepatitis Virus (Tellier et 

al., 1996) mit langen Amplifikaten zeigen aber, dass dies möglich ist. Somit ist eine 

Berechnung des Ergebnisses wie bei phiX174 möglich. Jedoch muss ein größeres Amplifikat 

eingesetzt werden, um solide Messwerte mit der qPCR zu erhalten. Somit kann mit der 

qPCR ebenfalls die Differenzierung zwischen infektiösen und nicht infektiösen 

MS2-Bakteriophagen erfolgreich durchgeführt werden.  

3.3.2.3 Bakterien 

E. coli und P. aeruginosa wurden wie MS2-Bakteriophagen mit einer Dosis von 25, 50, 75, 

100, 200, 400 und 10.000 J/m² bestrahlt. Zur Quantifizierung der Proben wurde die LA-qPCR 

(E. coli: 1242 bp; P. aeruginosa 16S-1063 bp), LA-PMA-qPCR, Durchflusszytometrie und 
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das Kulturverfahren (E. coli: IDEEX, P. aeruginosa: Plattenverfahren) eingesetzt. 

P. aeruginosa wurde im Katalase-MPN-Verfahren gemessen (Abbildung 79). Da die 

Lebend/tot-Differenzierung mit PMA bei den bisherigen Versuchen mit Niederdruck-UV-

Strahlung unwirksam war (vgl. Abbildung 74), wurden in der LA-PMA-qPCR und der 

Durchflusszytometrie nur die mit 400 und 10.000 J/m² bestrahlten Proben untersucht.  

Wie erwartet, zeigten sich bei beiden Bakterien in der Durchflusszytometrie nur 

geringfügige Unterschiede im Messsignal. Lediglich bei E. coli wurde eine Reduktion von 

zwei Log-Stufen bei 10.000 J/m² gemessen. 

In der LA-qPCR steigt die Reduktion mit der Dosis an. Bei E. coli werden bei 400 J/m² eine 

Log-Stufe, bei P. aeruginosa 3,3 Log-Stufen gemessen. Die LA-PMA-qPCR zeigt ein fast 

identisches Signal. Im Kulturverfahren wurde bei beiden Bakterien eine höhere Reduktion 

gemessen. Die Nachweisgrenze und über 8 Log-Stufen Reduktion wird bei E. coli bei 

200 J/m² und bei P. aeruginosa bei 400 J/m² erreicht. Die Messwerte des Katalase-MPN 

Verfahrens (P. aeruginosa) liegen bei 50 bis 200 J/m² etwa eine Log-Stufe über dem 

Kulturverfahren, wobei ebenfalls bei 400 J/m² kein bakterielles Wachstum mehr zu 

beobachten war. Eine vergleichbar starke Reduktion tritt in der qPCR und PMA-qPCR nur 

bei 10.000 J/m² auf. 

 

Abbildung 79: Signalreduktion von mit Niederdruck-UV-bestrahlten E. coli (links) und P. aeruginosa 
(rechts) mit qPCR, PMA-qPCR, Durchflusszytometrie und Kulturverfahren. P. aeruginosa wurde zusätzlich 
mit dem Katalase-MPN-Verfahren quantifiziert. 

Niederdruck-UV-Strahlung bewirkt eine Schädigung der Nukleinsäuren, was wiederum zum 

Ausfall der Zellfunktionen und zum Absterben der Bakterien führt. Da die Hülle bei 

Niederdruck UV-Strahlung nicht beschädigt wird, können interkalierende Farbstoffe wie PMA 

oder Propidiumiodid nicht in die Bakterien eindringen. Die starke DNA-Schädigung bei 

10 KJ/m² führt in Durchflusszytometrie zu einer geringeren Fluoreszenz, und die Zellsignale 
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können von den unbehandelten Zellen teilweise unterschieden werden (vgl. Abbildung 80). 

Diese hohe UV-Dosis ist jedoch nicht praxisrelevant. 

In der Literatur finden sich einige Studien zum Einsatz der qPCR und PMA bei der UV-

Desinfektion von Bakterien. In der Studie von Zhang et al. (Zhang et al., 2015) konnte in der 

qPCR trotz langer Amplifikate (ca. 1500 bp) keine Reduktion mit PMA festgestellt werden. 

Generell wurde nur eine sehr geringe Reduktion sowohl in der qPCR, als auch im 

Kulturverfahren gemessen (Linden et al., 2015). Bei Nocker et al. (2007) und Banihashemi et 

al. (2012) hat PMA ebenfalls keine Wirkung auf mit UV-Strahlung behandelte E. coli bzw. 

C. jejuni und Salmonella. Bei Banihashemi et al. (2012) werden mit langen Amplifikaten 

(1600 bp) für C. jejuni und Salmonella mit dem Kulturverfahren vergleichbare Messwerte 

erreicht. Dies konnte in dieser Arbeit trotz einer vergleichbaren Amplifikatgröße von 1242 bp 

nicht erreicht werden. In Anbetracht der unterschiedlichen Ergebnisse von E. coli und 

P. aeruginosa in dieser Arbeit, können die abweichenden Ergebnisse von der genannten 

Studie durch unterschiedliche Organismen erklärt werden.  

Ebenfalls gibt es Studien, in denen die PMA-Behandlung als wirksam bei UV-Behandlung 

beschrieben wird. Bei Kralik et al. (2014) sind mit UV behandelte Mycobacterium avium PMA 

sensitiv. Die Art der UV Strahlung wird jedoch in der Studie nicht genau beschrieben, womit 

nicht klar ist, ob dieser Effekt auf Anteile von UVA-Strahlung zurückzuführen ist. Bei mit 

Sonnenlicht inaktivierten, fäkalen Bacteroidales (Bae and Wuertz, 2009) und bei Bacteroides 

ovatus (Dong et al., 2014) konnte mittels PMA eine Reduktion intakter Zellen gemessen 

werden. Ein Vergleich mit dem Kulturverfahren wurde in diesen Studien allerdings nicht 

durchgeführt. Sonnenlicht enthält neben sichtbarem Licht auch Strahlung im UVA- und 

UVB-Bereich und schädigt bakterielle Proteine. Dies erklärt auch die Wirksamkeit 

interkalierender Farbstoffe wie PMA. 

Eine wie bei den Bakteriophagen durchgeführte Berechnung zur Ermittlung des UV-

Schadens ist bei Bakterien nicht möglich. Viren haben ein kleines Genom von wenigen 

tausend Nukleotiden. Bei phiX174 und MS2 ist ein Großteil des Genoms für eine Infektion 

essentiell – eine Schädigung der Nukleinsäure ist somit mit einem Verlust der Infektiosität 

gleichzusetzen. Bakterien besitzen größere Genome – E. coli beispielsweise über 5 Millionen 

Nukleotide. Nicht alle Bereiche des Genoms sind für das Überleben des Bakteriums wichtig - 

Schäden wirken sich weniger drastisch aus, vor allem, wenn nicht essentielle Gene betroffen 

sind. Eine Reparatur der durch UV-Strahlung induzierten Schäden an der DNA ist bei 

Bakterien ebenfalls möglich. Somit ist eine Berechnung der Anzahl der lebenden Bakterien 

über die Daten der LA-qPCR nicht möglich. 
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Niederdruck-UV-Strahlung in der Durchflusszytometrie 

In der Durchflusszytometrie wird die DNA mit Farbstoffen angefärbt und die Fluoreszenz der 

gesamten Bakterienzelle detektiert. Dagegen wird in der qPCR die DNA direkt nachgewiesen. 

Es ist zu erwarten, dass DNA-schädigende Strahlung mit beiden Methoden nachgewiesen 

werden kann. Da in den Versuchen bisher nur ein minimaler Effekt der UV-Strahlung in der 

Durchflusszytometrie festgestellt wurde, wurde in einem separaten Versuch eine E. coli 

Arbeitslösung mit höheren UV-Dosen von 0,1 bis 120 KJ/m² bestrahlt. Die Proben wurden in 

der Durchflusszytometrie und der LA-qPCR (1242 bp) quantifiziert. In der Messung der 

Proben mit dem Durchflusszytometer (Abbildung 80) zeigt sich eine Abnahme der 

Fluoreszenz im Grün-Kanal, kein Unterschied jedoch im Rot-Kanal. So lagen mit steigender 

UV-Dosis immer weniger Messsignale im Bereich lebender Zellen. 

 

Abbildung 80: Grün- und Rot-fluoreszenz einer mit Niederdruck-UV-Strahlung behandelten E. coli Probe. 
Die Zellen wurden mit SYBRGreen und Propidiumiodid angefärbt. Der grüne Bereich zeigt die als intakt 
gewerteten Zellen an. 
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Wie in der qPCR folgen die in der Durchflusszytometrie bestimmten Messwerte einer 

direkten Abhängigkeit von der eingesetzten UV-Dosis (Abbildung 81). Die schädigenden 

Effekte der Strahlung haben allerdings nur einen geringen Einfluss auf die Leuchtintensität, 

so dass eine Log-Stufe Reduktion von E. coli Bakterien erst nach einer Behandlung von 

30.000 J/m² festgestellt wurde. In der LA-qPCR wurde eine vergleichbare Reduktion bereits 

bei 75 J/m² erreicht (vgl. Abbildung 79). 

 
Abbildung 81: Reduktion des Signales von E. coli im Durchflusszytometer und LA-qPCR bei steigender 
Niederdruck-UV-Behandlung. 

 

In der LA-qPCR wurde in den Versuchen zwar eine Reduktion des Signales durch UV-

Strahlung gemessen, jedoch wurden im Kulturverfahren höhere Reduktionswerte erreicht. In 

der Durchflusszytometrie kann in den relevanten Strahlungsdosen (bis 1000 J/m²) keine 

Reduktion gemessen werden. Eine Desinfektion mit Niederdruck-UV Strahlung lässt sich 

somit nicht genau nachweisen. Es ist denkbar, dass bei einem längeren Amplifikat eine 

bessere Übereinstimmung möglich ist. Da Bakterien jedoch über ein großes Genom mit 

entsprechender Komplexität verfügen, ist zu erwarten, dass auch die Position des 

nachzuweisenden Abschnittes eine Rolle spielt. 

 

3.3.2.4 Fazit 

Niederdruck-UV-Strahlung verursacht Schäden an Nukleinsäuren, nicht aber an 

Hüllstrukturen von Bakterien und Viren. Interkalierende Farbstoffe wie PMA oder 

Propidiumiodid können somit nicht zur Differenzierung zwischen lebenden und inaktivierten 

Organismen eingesetzt werden. 
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In der qPCR wird ein bestimmter Abschnitt der Nukleinsäure nachgewiesen. Tritt eine 

Schädigung in diesem Abschnitt auf, so bricht die Amplifikation ab und das Bakterium oder 

Virus wird nicht nachgewiesen. Je größer dieser Abschnitt ist, desto höher ist die 

Wahrscheinlichkeit, die Schädigung nachzuweisen. Durch diesen Effekt konnten bei 

Bakteriophagen mit dem Kulturverfahren vergleichbare Messwerte erzielt werden, da diese 

ein kleines Genom (bis 104 bp) besitzen, welches komplett oder zum großen Teil von einer 

qPCR erfasst werden kann. 

Die in der qPCR detektierte Reduktion korreliert dabei direkt mit der Größe des Amplifikates 

und der UV-Dosis. Somit ist es möglich, anhand einer qPCR die Infektiosität und damit das 

Ergebnis des Kulturverfahrens zu berechnen. 

 

 

Abbildung 82: Wirkung von Niederdruck-UV-Strahlung auf Viren, die PMA-Behandlung und das Ergebnis 
der qPCR bzw. LA-qPCR. 
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3.3.3 Chlor 

Chlor wird bei etwa der Hälfte der Wasserversorger als Desinfektionsmittel eingesetzt. Eine 

Chlorung kann auch als Reaktion auf eine Belastung eines Trinkwassernetzes erfolgen 

(DVGW-Arbeitsblatt W 557) oder zum Schutz der mikrobiologischen Qualität bei langen 

Rohrleitungen dienen. Chlor beeinträchtigt die bakterielle Zellmembran und kann durch 

Diffusion in Zellen beispielsweise Transportproteine zerstören und somit Stoffwechselwege 

unterbrechen. In Versuchen sollte geklärt werden, ob eine Inaktivierung von Bakterien und 

Viren mit Chlor, durch molekularbiologische Methoden nachgewiesen werden kann. PhiX174, 

MS2, E. coli und P. aeruginosa wurden mit verschiedenen Chlorkonzentrationen behandelt 

und mit der qPCR, PMA-qPCR und dem Kulturverfahren quantifiziert. Die Konzentration des 

freien Chlors wurde in den Versuchen nach Zugabe in die Proben gemessen. In allen 

Experimenten wurde versucht, das für die Kultivierung der Organismen eingesetzte Medium 

so gut wie möglich zu entfernen, um eine Chlorzehrung durch Organik zu verhindern. 

3.3.3.1 phiX174 

PhiX174-Bakteriophagen wurden in Leitungswasser gelöst. Eine Natriumhypochloritlösung 

wurde entsprechend dosiert, um Chlorkonzentrationen von 0,05 | 0,1 | 0,6 | 1,2 | 4 und 

12 mg/L zu erreichen. Nach Chlorzugabe wurde die Chlorkonzentration bestimmt; die Menge 

des freien Chlors lag bei 0,07 | 0,16 | 0,55 | 1,32 | 3,96 und 12,4 mg/L. Ein Ansatz wurde 

nach 25 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur mit Natriumthiosulfat gestoppt. Ein zweiter 

Ansatz wurde nach 55 Minuten gestoppt. Die Proben wurden mit der qPCR bzw. PMA-qPCR 

mit Primern für Amplifikatgrößen von 108, 564 und 1066 bp und mit dem Plaque Assay 

quantifiziert. 

Die Ergebnisse zeigen nur minimale Unterschiede zwischen den zwei Inkubationszeiten 

(Abbildung 83). Im Kulturverfahren (Abbildung 83, schwarz) werden bei der niedrigsten 

eingesetzten Dosis von 0,07 mg/L fast 4 Log-Stufen Reduktion erreicht. Von 0,16 bis 1,32 

mg/L Chlor bleibt die Reduktion bei etwa 6 Log-Stufen konstant und steigt bei 3,36 mg/L auf 

8 Log-Stufen. Bei 12,4 mg/L konnten keine Phagen mehr detektiert werden. 

In der qPCR (Abbildung 83, blau) zeigt sich bis 0,16 mg/L Chlor bei allen eingesetzten 

Amplifikaten keine Reduktion. 0,55 mg/L Chlor liefert eine Reduktion von 0,8 | 1,6 | 2,4 für 

die jeweiligen Amplifikate. Die Nachweisgrenze wird bei 1,32 mg/L (1063 bp) bzw. 3,36 bp 

(108 und 568 bp) mit 5 bis 6 Log-Stufen Reduktion erreicht.  

Durch PMA (Abbildung 83, rot) wird die Reduktion der qPCR um bis zu zwei Log-Stufen 

verstärkt. Dies ist allerdings nur bei 0,55 mg/L Chlor zu beobachten. Bei höheren oder 

geringeren Chlor-Konzentrationen liefert die PMA-qPCR verglichen mit der qPCR nur ein 



Ergebnisse und Diskussion  148 

 

leicht verändertes Signal. Die Unterschiede in den Proben mit unterschiedlicher 

Inkubationszeit (25 und 60 Minuten) sind auch in der qPCR minimal. 

 

 
Abbildung 83: Ergebnisse aus qPCR, PMA-qPCR und Kulturverfahren von mit Chlor behandelten phiX174-
Bakteriophagen. Verschiedene Amplifikatgrößen wurden in der qPCR und PMA-qPCR eingesetzt. Die 
Proben wurden bei 25 (oben) und 55 Minuten (unten) abgestoppt (n=2, m=7). 

In seiner oxidativen Wirkung beschädigt Chlor zunächst die virale Oberfläche. PhiX174 

besitzt Hüllproteine, sogenannte Spikes (Protein H), die an die Polysaccharide der 

Wirtszellen binden, um eine Infektion auszulösen (Inagaki et al., 2005). Dieses Protein spielt 

außerdem bei der viralen Replikation eine Rolle (Cherwa et al., 2011). Werden diese 

Oberflächenproteine durch die geringe Chlordosis beschädigt, so bewirkt dies eine 

Reduktion der infektiösen Viren im Kulturverfahren. Da die Genomstruktur und das Kapsid 

der Viren intakt bleibt, können sie sowohl in der qPCR als auch in der PMA-qPCR detektiert 

werden. Die Amplifikatgröße ist dabei irrelevant. Dies unterstützt die Ergebnisse der Studien 

von Page et al. (2010) bzw. Nuanualsuwan und Cliver (2003), dass sich geringe 

Chlorkonzentrationen auf den Anheftungsmechanismus von Viren auswirken, nicht aber auf 

das Genom und folglich die PCR. 
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Höhere Chlorkonzentrationen beschädigen das virale Kapsid. Im Gegensatz zur thermischen 

Belastung führt das Eindringen des Chlors in die Viren auch zu einer Zerstörung der 

Nukleinsäure. Dies wird deutlich, da auch ohne PMA eine Reduktion zu beobachten ist. Der 

geringe Unterschied zwischen qPCR und PMA-qPCR spricht dafür, dass die meisten Viren 

sowohl Schäden am Kapsid als auch am Genom haben. Durch längere Amplifikate können 

die Schäden am Genom analog zur UV oder thermischen Behandlung besser erfasst werden. 

Studien zu Hepatitis A (Li et al., 2002) und MS2 (Wigginton et al., 2012) zeigen vergleichbare 

Effekte durch Oberflächen- und Genomschäden durch Chlor. 

Sowohl qPCR als auch Kulturverfahren zeigen eine Stagnationsphase, in der die Reduktion 

durch höhere Chlorkonzentration bis zu einem bestimmten Punkt nicht erhöht wird. Sigstam 

et al. (2014) begründen diesen Effekt durch unterschiedliche Virenpopulationen, Aggregation 

oder eine resistente Subpopulation. Der Plateau-Effekt sei wahrscheinlich auf eine 

Schutzschicht auf den Viren aus Abbauprodukten zurückzuführen. Werden diese Theorien in 

Betracht gezogen, so ergeben sich aus den Ergebnissen dieser Arbeit drei Phasen für 

steigende Chlorkonzentration:  

1. Die Oberfläche der Viren wird beschädigt, nicht aber deren Kapsid oder Genom. Dies 

führt zu einer Reduktion in Kulturverfahren. In der PMA-qPCR oder qPCR ist kein 

Unterschied messbar. 

2. Zerstörung der Hülle einiger Viren. Die freien Bestandteile lagern sich mit anderen Viren 

zusammen und schützen diese vor weiteren Beschädigungen. Dies führt zu einer 

Plateau-Phase im Kulturverfahren. Die nun zerstörten Viren führen zur Reduktion des 

qPCR- und PMA-qPCR-Signales. 

3. Zerstörung der geschützten Viren durch erhöhte Chlorkonzentration. Das Signal des 

Kulturverfahrens sinkt. Theoretisch müsste auch das Signal der qPCR weiter sinken, 

jedoch wird im Versuch die Nachweisgrenze erreicht. 

Mit den qPCR-Verfahren lässt sich mit langen Amplifikaten und PMA eine größere Reduktion 

als ohne diese Modifikationen nachweisen. Jedoch ist bei geringen Chlorkonzentrationen ein 

falsch positives Ergebnis im Vergleich zum Kulturverfahren zu erwarten. 

 

3.3.3.2 MS2 

Bei MS2-Bakteriophagen wurde auf die Dosierung einer sehr hohen Chlorkonzentration von 

über 10 mg/L wie bei PhiX174 verzichtet. Dafür wurde die Auflösung der eingesetzten 

Konzentrationen im niedrigeren Bereich erhöht. Wie phiX174 wurden MS2 in Leitungswasser 

mit 0,25 | 0,5 | 0,75 | 1 | 1,5 | 2 und 4 mg/L Chlor behandelt und die Reaktion nach 
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25 Minuten bei Raumtemperatur mit Natriumthiosulfat abgestoppt. MS2 wurden in der qPCR 

(314 bp), PMA-qPCR und dem Plaque-Assay quantifiziert. 

Das Signal der MS2-Bakteriophagen sinkt mit steigender Chlordosis in qPCR, PMA-qPCR 

und Kulturverfahren ab 1,5 mg/L Chlor gleichermaßen (Abbildung 84). Bis 1,5 mg/L Chlor ist 

nur eine minimale Reduktion der Phagen in den drei eingesetzten Methoden festzustellen. 

Bei 2 mg/L sinkt das Signal aller Methoden um über 4 Log-Stufen. Bei 4 mg/L werden im 

Kulturverfahren 7 Log-Stufen Reduktion erreicht, ähnlich der qPCR. Die 

Standardabweichungen aller Proben ab 1,5 mg/L Chlor sind sehr hoch und reichen über 

mehrere Log-Stufen. Die Wirkung von PMA ist bei MS2-Bakteriophagen bei der eingesetzten 

Chlordosis gering und bewirkt maximal eine Log-Stufe zusätzliche Reduktion. 

   

Abbildung 84: Signalreduktion von MS2-Bakteriophagen bei verschiedenen Chlorkonzentrationen bei 
einer Einwirkzeit von 25 Minuten (n = 2, m = 8). 

Der große Unterschied innerhalb der Replikate ist der Probenmatrix und des darin gelösten 

Kohlenstoffes geschuldet. Dieser wurde mit einem DOC-Messgerät auf 48,8 mg/L bestimmt. 

MS2-Phagen werden bei der Kultivierung im Nährmedium suspendiert, welches sich trotz 

Waschen und Verdünnen in entsprechender Konzentration in den Versuchslösungen 

befindet. Dadurch reagiert ein Teil des Chlors mit der Matrix und in geringerem Ausmaß mit 

den Bakteriophagen. Diese Chlorzehrung bedingt auch, dass geringe Konzentrationen unter 

1 mg/L keine Wirkung auf die Bakteriophagen zeigen. 

Ein Vergleich der Daten mit anderen Studien gestaltet sich als schwierig, da die 

Versuchsbedingungen meist unterschiedlich gewählt wurden. Der Nachweis größerer 

Amplifikate war in dieser Arbeit bei MS2 nicht erfolgreich, eine aktuelle Studie von MCLellan 

et al. (2016) zeigt jedoch, dass größere Amplifikate bei Chlorbehandlung zu einer größeren 

Reduktion des Signales in der qPCR bei MS2-Bakteriophagen führen. Die 
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Chlorkonzentrationen sind mit 10 bis 200 mg/L in der Studie allerdings viel höher gewählt, 

die Reaktion der Phagen auf das Chlor fällt dagegen sehr gering aus (2 Log-Stufen 

Reduktion bei 10 mg/L Chlor). Verglichen mit anderen RNA-Viren zeigt die Studie von Leifels 

et al. (2015), dass mit PMA oder EMA bei RNA-Viren (Rota-, Poli- und murine Noroviren) bei 

2 mg/L Chlor ein mit dem Kulturverfahren vergleichbarer Wert erreicht werden kann. Die 

jeweils unterschiedlichen Effekte auf die qPCR ohne PMA in dieser Studie zeigen, dass 

große Unterschiede zwischen einzelnen Virenarten zu erwarten sind und ein Vergleich mit 

MS2 in dieser Arbeit nicht direkt möglich ist. Zusätzlich zeigen Xue et al. (2013), dass 

unterschiedliche Abschnitte des Genoms von Viren unterschiedlich stark von Chlor 

beeinflusst werden. Ein entsprechender Nachweis von infektiösen Viren nach der 

Desinfektion mit Chlor via qPCR setzt umfassende Kenntnisse des Inaktivierungs-

mechanismus auf molekularer Ebene voraus. 

3.3.3.3 Bakterien 

Die Bakterien E. coli und P. aeruginosa wurden wie MS2 mit entsprechenden 

Chlorkonzentrationen behandelt und die Reaktion nach 25 Minuten gestoppt. Zur 

Quantifizierung der Proben wurde die LA-qPCR (E. coli: 1242 bp; P. aeruginosa 16S-

1063 bp), LA-PMA-qPCR, Durchflusszytometrie und das Kulturverfahren (E. coli: IDEEX, 

P. aeruginosa: Plattenverfahren) eingesetzt. P. aeruginosa wurde im Katalase-MPN-

Verfahren gemessen. 

E. coli (Abbildung 85, links) wird durch geringe Chlorkonzentration bis 0,75 mg/L nur im 

Nachweis des Kulturverfahrens beeinflusst und der Messwert um etwas über eine Log-Stufe 

reduziert. Mit steigender Konzentration sinkt die Menge der kultivierbaren E. coli bis an die 

Nachweisgrenze, welche bei 4 mg/L erreicht wird (7,5 Log-Stufen Reduktion). qPCR und 

Durchflusszytometrie zeigen keine Änderung des Signales bis 2 mg/L. Bei dieser 

Chlorkonzentration wird durch PMA in der qPCR eine Log-Stufe weniger E. coli gemessen. 

Bei 4 mg/L sinkt das Signal aller Methoden, wobei bei der PMA-qPCR und in der 

Durchflusszytometrie die Nachweisgrenze (bis zu 6 Log-Stufen Reduktion) erreicht wird. 

Die Konzentration von P. aeruginosa (Abbildung 85, rechts) sinkt in allen Methoden von der 

geringsten (0,25 mg/L) bis zur höchsten (4 mg/L) Chlordosis. Wie bei E. coli zeigt das 

Kulturverfahren bei 0,75 mg/L etwa eine Log-Stufe Reduktion. Ebenfalls werden bei 4 mg/L 

keine Bakterien mehr detektiert (ca. 7 Log-Stufen Reduktion).  

Die Messwerte von qPCR und Kulturverfahren sind bis zu 0,75 mg/L Chlor fast identisch. Bei 

Chlorkonzentrationen von 0,75 bis 1,5 mg/L zeigt die qPCR keine Signaländerung, bei 

2 mg/L sinken die Messwerte nochmals auf eine maximale Reduktion von 2 Log-Stufen.  
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PMA-qPCR und Durchflusszytometrie liefern im Vergleich zum Kulturverfahren jeweils einen 

um eine halbe bzw. eine Log-Stufe niedrigeren Messwert. Bei höheren Chlorkonzentrationen 

ist die Reduktion im Kulturverfahren größer. Das Katalase-MPN-Verfahren und die PMA-

qPCR liefern in etwa die gleichen Messwerte.  

  

Abbildung 85: Log-Reduktion von E. coli (links) und P. aeruginosa (rechts) in qPCR, PMA-qPCR, 
Kulturverfahren und Durchflusszytometrie nach Behandlung mit Chlor (m=8, n=2). 

 

Chlor wurde nur in wenigen Studien bei Bakterien mit PMA getestet. In der Studie von 

Nocker et al. (2007) wurden durch PMA bei mit 20 mg/L Hypochlorit behandelten Salmonella 

typhimurium in der qPCR 0,4 Log-Stufen weniger Bakterien gemessen als ohne PMA. Bei 40 

mg/L beträgt dieser Unterschied vier Log-Stufen. Nach den Untersuchungen des 

Wirkungsmechanismus von Desinfektionsmitteln von Cho et al. (2010) werden durch Chlor 

primär intrazelluläre Bestandteile zerstört, wobei die Permeabilität der Bakterien zunächst 

nicht beeinträchtigt wird. Dies wird durch die Ergebnisse von Vitro et al. (2005) mit Yersinia 

enterocolitica und E. coli unterstützt: Mit Chlor behandelte Bakterien wurden zunächst zu 

99,9 % inaktiviert (Kulturverfahren), bevor Nukleinsäure oder Proteine aus den Zellen 

dringen konnten und es zu Membranschäden kam. Dies ist vor allem dann der Fall, wenn 

sich zusätzlich Organik in den Proben befindet (Chlorzehrung). Die Beobachtungen in 

zitierten Studien entsprechen auch den Beobachtungen in dieser Arbeit: Geringe 

Chlorkonzentrationen zeigen nur im Kulturverfahren eine Reduktion, da intrazelluläre 

Proteine zerstört werden, die Hülle der Bakterien jedoch intakt bleibt. PMA kann somit nicht 

in die Zellen eindringen. Bei höheren Konzentrationen werden zusätzlich auch die 

Membranen zerstört und die DNA beschädigt. Dies führt zu dem beobachteten Signalabfall 

in der Durchflusszytometrie, PMA-qPCR und qPCR. 
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Die starke Reduktion von qPCR und PMA-qPCR und Durchflusszytometrie bei 4 mg/L und 

die minimale Reduktion bei geringeren Chlorkonzentrationen sind der Chlorzehrung 

geschuldet. Durch Bestandteile des Mediums steht nach Zugabe nicht das gesamte Chlor für 

die Desinfektion zur Verfügung. Vergleichbare Ergebnisse sind in der Studie von Vitro et al. 

(2005) bei Y. enterocolitica und E. coli gezeigt. 

Die niedrigen Werte der Durchflusszytometrie unter den Messwerten des Kulturverfahrens 

sind einer kurzen Lagerungsphase im Kühlschrank bei 8 °C geschuldet. Es konnte 

beobachtet werden, dass die Effizienz der Färbung mit Zellfarbstoffen bei P. aeruginosa bei 

längerer Lagerung abnimmt. Dabei verlagert sich das Signal einiger Zellen im 

Durchflusszytometer aus dem gesetzten „Lebend“-Gate (Abbildung 86). Das neue Stadium 

bzw. Gate wurde „hungernd“ genannt. Wird den „hungernden“ Zellen wieder Nährmedium 

zugeführt, verschiebt sich ihr Signal wieder in das „Lebend“-Gate. Die Stadien wurden im 

Fluoreszenzmikroskop untersucht: Hungernde P. aeruginosa sind kleiner und zeigen eine 

weniger intensive Färbung. Die „Tot“-Färbung und die damit verbundene Verschiebung in 

das „Tot“-Gate funktioniert in beiden Zuständen, allerdings mit unterschiedlicher 

Leuchtintensität. 

  

Abbildung 86: Einfluss der Lagerung einer P. aeruginosa-Kultur in Leitungswasser bei 8 °C. Die Proben 
wurden mit SYBR Green und Propidiumiodid angefärbt. Mikroskopische Bilder mit identischen 
Farbstoffen bei 1000-facher Vergrößerung.  
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Der beschriebe Zustand der kleineren Zellen ist durch einen durch die Lagerung ausgelösten 

Hungerzustand zu erklären. Bakterien können ihre Oberfläche verkleinern wenn keine 

Nährstoffe mehr verfügbar sind (Barcina et al., 2006). Dies wurde beispielsweise auch bei 

P. aeruginosa beobachtet (Sanin et al., 2003). Vergleichbare Zellstadien konnten im 

Kulturverfahren nicht nachgewiesen werden (vgl. Abbildung 56). 

 

3.3.3.4 Fazit 

Die Ergebnisse zeigen, dass die PMA-qPCR nach einer Chlorbehandlung nur unter 

bestimmten Bedingungen identische Ergebnisse mit dem Kulturverfahren liefert. Die 

genannten Studien zeigen sowohl positive als auch negative Ergebnisse – wobei jeweils 

unterschiedliche Bedingungen und Organismen Fokus der jeweiligen Studien waren. 

Geringe Chlorkonzentrationen schädigen die Oberfläche von Viren und die intrazellulären 

Proteine von Bakterien (Abbildung 87, 1). Da Membran oder Kapsid nicht beschädigt werden, 

kann PMA nicht eindringen und die Nukleinsäure markieren. Interkalierende Farbstoffe 

haben somit bei geringen Chlorkonzentrationen keine Wirkung, und die Lebend/tot-

Unterscheidung funktioniert nicht. Höhere Chlorkonzentrationen schädigen die Hülle der 

Organismen und PMA kann eindringen (Abbildung 87, 2 + 3). Eine Signalreduktion ist in der 

PMA-qPCR messbar. Neben PMA kann auch Chlor in die Viren oder Bakterien gelangen, 

worauf das Genom beschädigt wird. Die Schäden können durch lange Amplifikate besser 

erfasst werden. In der Durchflusszytometrie lässt sich die Lebend/tot-Differenzierung 

ebenfalls durchführen, jedoch erschwert die unterschiedliche Aufnahme der Farbstoffe die 

Auswertung.
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Abbildung 87: Wirkung von Chlor auf den Nachweis von Viren mit der LA-PMA-qPCR. 
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3.3.4 Ozon 

Ozon wirkt wie Chlor als oxidatives Desinfektionsmittel und wird sowohl im Trinkwasser-, als 

auch im Badewasserbereich eingesetzt. Ozon ist sehr instabil und hat deswegen keine 

Langzeitwirkung wie Chlor. Die zugelassene Ozondosis liegt mit 10 mg/L höher als bei Chlor. 

Die Ergebnisse der Chlordesinfektion zeigten bei niedrigen Konzentrationen Unterschiede 

zwischen Kulturverfahren und den molekularbiologischen Methoden mit Lebend/tot-

Unterscheidung. Da Ozon ebenfalls oxidativ wirkt, ist fraglich, ob eine Desinfektion mit der 

LA-PMA-qPCR nachgewiesen werden kann. Wie in den Versuchen zur Chlorung wurden 

phiX174, MS2, E. coli und P. aeruginosa mit verschiedenen Ozonkonzentrationen behandelt 

und mit der qPCR, PMA-qPCR und dem Kulturverfahren quantifiziert. Die Ozonkonzentration 

wurde vor der Zugabe mittels Indigo-Methode (EN ISO 10705-1:2001, n.d.) bestimmt. 

3.3.4.1 phiX174 

Der initiale Versuch mit Ozon wurde mit dem Bakteriophagen phiX174 durchgeführt. Um zu 

prüfen, wie sich die Amplifikatlänge auf die Reduktion auswirkt, wurden erneut verschiedene 

Primer für den Nachweis in der qPCR eingesetzt. phiX174 wurde in Leitungswasser gelöst 

und mit Ozonkonzentrationen von 0,1 | 0,2 | 0,5 | 1 | 2 | 3 | 5 und 10 mg/L behandelt. Nach 

25 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Reaktion mit Natriumthiosulfat 

gestoppt und die Proben mittels qPCR (108, 564, 1063 bp), PMA-qPCR und dem Plaque 

Assay quantifiziert. 

Bis zu Konzentrationen von 0,2 mg/L Ozon wurde mit keiner der Methoden eine Reduktion 

gemessen (Abbildung 88). Höhere Konzentrationen zeigen in allen Methoden eine steigende 

Reduktion. Bei 5 mg/L werden über 4 Log-Stufen erreicht. Die Reduktion des 

Kulturverfahrens liegt etwas über dem der PMA-qPCR und qPCR: Bei 3 mg/L sind es 

3,5 Log-Stufen, in der qPCR 3,0 | 3,2 | 3,1 und in der PMA-qPCR 3,2 | 3,4 | 3,4 Log-Stufen 

entsprechend für die Amplifikatlängen von 108 | 564 | 1063 bp. Der Trend der Reduktion bei 

steigender Ozonkonzentration ist demnach in allen Methoden gleich. Ebenso wird die 

Reduktion durch größere Amplifikate in der qPCR bzw. PMA-qPCR nicht erhöht.  
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Abbildung 88: Ergebnisse von Kulturverfahren, qPCR und PMA-qPCR für mit Ozon behandelte phiX174 
Bakteriophagen. In der qPCR und PMA-qPCR wurden verschiedene Amplifikate eingesetzt (n = 2, m = 9). 

Ozon reagiert sofort und hat ein höheres Oxidationspotenzial (2,07 eV) als Chlor (1,36 eV) 

(Acher et al., 1997). Die geringen Unterschiede zwischen qPCR und PMA-qPCR zeigen, 

dass die Nukleinsäure der Viren direkt beschädigt wird. Wie bei Chlor dringt Ozon nach der 

Beschädigung des Kapsids in die Viren ein und zerstört die DNA. PMA kann zwar eindringen, 

zeigt aber keine zusätzliche Reduktion, da die DNA bereits zerstört wurde. Bei Chlor und vor 

allem bei der thermischen und UV-Behandlung konnte ein Unterschied zwischen den 

Amplifikatgrößen festgestellt werden. Bei Ozon wurde bei allen Amplifikatgrößen fast die 

gleiche Reduktion gemessen. In einer Studie von Shin und Sobsey (2003) wurden in der 

qualitativen PCR bei ozonbehandelten Noro- und Polioviren ebenfalls keine Unterschiede 

zwischen langen und kurzen Amplifikaten festgestellt. Roy et al. (1981) kommt bei 

behandelten Polioviren zu dem Schluss, dass die Wirkung von Ozon hauptsächlich auf einer 

Schädigung der Nukleinsäure beruht. Kim et al. (1980) zeigt, dass Ozon zunächst das 

Kapsid von Viren aufbricht und die Nukleinsäure zugänglich macht. Die Ergebnisse dieser 

Arbeit unterstützen diese Studien, da die gemessenen genomischen Schäden (PCR) analog 

zum Verlust der Infektiosität sind (Kulturverfahren). Die sehr geringen Unterschiede 

zwischen den qPCR-Daten verschiedener Amplifikatlängen deuten auf eine komplette 

Zerstörung des Genoms. Somit ist eine Ozonbehandlung bei phiX174 durch alle 

eingesetzten qPCR-Reaktionen möglich – PMA und lange Amplifikate spielen nur eine 

untergeordnete Rolle. 

 

3.3.4.2 MS2 

In der Chlorbehandlung wurde bei MS2 in der qPCR, PMA-qPCR und im Kulturverfahren 

vergleichbare Werte gemessen. Die Ergebnisse von phiX174 zeigten bei Ozon eine stärkere 

Wirkung als bei Chlor. Somit ist zu erwarten, dass MS2 ebenfalls stärker auf Ozon reagiert. 
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MS2-Bakteriophagen wurden in Trinkwasser gelöst und mit 0,5 | 1 | 1,5 | 2 | 3 | 5 und 

10 mg/L Ozon behandelt. Die Reaktion wurde nach 25 Minuten bei Raumtemperatur mit 

Natriumthiosulfat abgestoppt. MS2 wurden in der qPCR (314 bp), PMA-qPCR und dem 

Plaque-Assay quantifiziert (Abbildung 89). 

Mit steigender Ozonkonzentration bis zu 3 mg/L sinkt die Menge an in der qPCR und im 

Kulturverfahren detektierten Bakteriophagen (ca. 1 Log-Stufe Reduktion). Bei 5 mg/L Ozon 

beträgt die Reduktion bis zu 5 Log-Stufen, sowohl im Kulturverfahren als auch in der qPCR. 

Tendenziell liefern Kulturverfahren, qPCR und PMA-qPCR die vergleichbare Ergebnisse. Bei 

5 und 10 mg/L Ozon wird in der PMA-qPCR die Quantifizierungsgrenze (10 Genkopien pro 

µL) erreicht – somit kann keine weitere Reduktion gemessen werden. 

 

Abbildung 89: Ergebnisse von Kulturverfahren, qPCR und PMA-qPCR für mit Ozon behandelte MS2 
Bakteriophagen (n = 2, m = 8). Leere Symbole zeigen Messpunkte unter der Nachweisgrenze 
(10 Genkopien pro µL in qPCR-Reaktionen). 

 

Wie bei den Versuchen mit Chlor mit MS2-Bakteriophagen zeigen geringe 

Ozonkonzentrationen durch die Zehrung der Matrix keine oder nur eine sehr geringe 

Reduktion. Generell ist der Effekt durch Ozon bei MS2 aber mit dem bei phiX174 

vergleichbar – eine komplette Zerstörung des Genoms wird von allen Methoden 

gleichermaßen detektiert. Somit unterstützt dieses Ergebnis ebenfalls die bei phiX174 

genannten Studien zur Ozonbehandlung bei Viren (MS2-Bakteriophagen wurden dabei nur 

von Shin und Sobsey (2003) untersucht). Wie bei phiX174 lässt sich mit einer qPCR eine 

Desinfektion von MS2-Bakteriophagen mit Ozon nachweisen. 
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3.3.4.3 Bakterien 

Sowohl bei MS2 als auch bei phiX174 wurde nach einer Ozonzugabe in allen Methoden eine 

vergleichbare Reduktion gemessen. Auch die Amplifikatlänge spielte bei der Reduktion nur 

eine untergeordnete Rolle. Bakterien sind unterschiedlich aufgebaut – sie besitzen vor allem 

ein sehr viel größeres Genom. So ist es fraglich, ob bei E. coli und P. aeruginosa ebenfalls 

vergleichbare Daten mit molekularbiologischen und kulturellen Methoden ermittelt werden 

können. 

E. coli und P. aeruginosa wurden wie MS2 in Leitungswasser dispergiert und mit 

entsprechenden Ozonkonzentrationen behandelt. Die Reaktion wurde nach 25 Minuten 

gestoppt. Zur Quantifizierung der Proben wurde die LA-qPCR (E. coli: 1242 bp; 

P. aeruginosa 16S-1063 bp), LA-PMA-qPCR, Durchflusszytometrie und das Kulturverfahren 

(E. coli: IDEEX, P. aeruginosa: Plattenverfahren) eingesetzt. P. aeruginosa wurde im 

Katalase-MPN-Verfahren gemessen. 

Die Messwerte von PMA-qPCR, Durchflusszytometrie und Kulturverfahren zeigen bei der 

Desinfektion mit Ozon sowohl bei E. coli als auch bei P. aeruginosa sehr ähnliche Messwerte 

(Abbildung 90). Die Nachweisgrenze und über 8 Log-Stufen Reduktion wird bei E. coli in 

allen Methoden bei 2 mg/L Ozon erreicht. Bei 1 und 1,5 mg/L Ozon zeigt das Kulturverfahren 

bis zu einer Log-Stufe stärkere Reduktion als die PMA-qPCR. Dagegen liegen die 

Messwerte der qPCR (ohne PMA) etwa 3 Log-Stufen über dem Kulturverfahren.  

Bei P. aeruginosa zeigten PMA-qPCR, Durchflusszytometrie und Kulturverfahren bis 3 mg/L 

Ozon ebenfalls vergleichbare Messwerte. Bei höheren Ozonkonzentrationen konnte im 

Kulturverfahren eine stärkere Reduktion detektiert werden, wohingegen bei den anderen 

Methoden die Nachweisgrenze erreicht wird. 
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Abbildung 90: Ergebnisse von Kulturverfahren, Flowzytometrie, qPCR und PMA-qPCR für mit Ozon 
behandelte E. coli (links) und P. aeruginosa (rechts) (n = 2, m = 8). Leere Symbole zeigen Messpunkte 
unter der Nachweisgrenze (10 Genkopien pro µL in qPCR-Reaktionen).  

 

Durch Ozon werden primär bakterielle Oberflächenstrukturen, Zellmembran und Zellwände 

angegriffen. Der Effekt ist auch in der Elektronenmikroskopie durch eine andere Struktur der 

Bakterien ersichtlich (Diao et al., 2004). Die Schäden verursachen eine starke Erhöhung der 

Permeabilität, die letztendlich auch zur Zerstörung des Zellinneren durch eindringendes 

Ozon führt (Cho et al., 2010; Komanapalli and Lau, 1996; L. Asfahl and C. Savin, 2012). Die 

Zerstörung der Nukleinsäure führt im Versuch dazu, dass die inaktivierten Bakterien von 

allen Methoden gleichermaßen nicht mehr detektiert werden. Initiale und leichte Schäden an 

Oberflächenstrukturen (v.a. bei 0,5 mg/L Ozon) führen zu einem Unterschied zwischen 

Kulturverfahren und PMA-qPCR bzw. Durchflusszytometrie. Abweichungen von PMA-qPCR 

und qPCR sind durch Bakterien bedingt, deren Permeabilität durch Ozon erhöht wurde, aber 

noch über ein intaktes Genom verfügen. Diese Phasen konnten ebenfalls bei den Versuchen 

mit phiX174 beobachtet werden. Räsänen et al. (2013) und Lee et al. (2015) zeigen 

vergleichbare Messwerte für Mycobacterium fortuitum im Kulturverfahren, qPCR und PMA-

qPCR für mit Ozon behandeltes Oberflächenwasser und Laborproben. Auch in diesen 

Studien wurden in der qPCR geringfügig mehr Bakterien als in der PMA-qPCR detektiert. Die 

Ergebnisse dieser Arbeit zeigen in Übereinstimmung der Literatur, dass die Inaktivierung von 

Bakterien durch Ozon mit molekularbiologischen Methoden wie der qPCR gemessen werden 

kann. PMA wird dabei nicht benötigt. 
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3.3.4.4 Fazit 

Ozon verursacht Schäden an den Hüllen von Bakterien und Viren sowie deren Genom 

(Abbildung 91). In diesem Prozess wird die Nukleinsäure zerstört. Im Gegensatz zu Chlor 

sind hier die Schäden am Genom stärker, so dass auch mit kleineren Amplifikaten in der 

qPCR eine Reduktion wie mit dem Kulturverfahren gemessen werden kann. Durch die 

Zerstörung des Genoms ist die Wirkung von interkalierenden Farbstoffen gering, da diese 

nicht benötigt werden. 

 

Abbildung 91: Wirkung von Ozon auf den Nachweis von Viren mit der qPCR und bei PMA-Behandlung. 

 

 

In Abbildung 92 sind die Daten aller qPCR und PMA-qPCR-Experimente mit allen vier 

Organismen (phiX174, MS2, E. coli und E. faecalis) mit dem Kulturverfahren vergleichend 

dargestellt. Die Steigung der Trendgerade von 0,98 Log(N/N0) Kulturverfahren / Log(N/N0) 

PMA-qPCR (R² = 0.98) zeigt nochmal deutlich, dass beide Methoden bei Ozon mit allen 

Organismen vergleichbare Messwerte liefern. Somit lässt sich eine Desinfektion mit Ozon 

sowohl mit qPCR als auch mit der PMA-qPCR nachweisen. 
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bereits zerstört wurde, haben lange Amplifikate und
PMA nur eine minimale Wirkung auf die Reduktion.

Zerstörung der DNA
Durch eingedrungenes Ozon

Abbruch der Amplifikation



Ergebnisse und Diskussion  162 

 

 

Abbildung 92: Vergleich der Ergebnisse von qPCR-Verfahren ohne (blau) und mit PMA (rot) mit dem 
Kulturverfahren von mit Ozon behandelten Proben (PhiX174, MS2, E. coli, P. aeruginosa). Datenpunkte 
stellen Mittelwerte aus zwei unabhängigen Versuchsreihen dar, die je mittels Doppelbestimmung 
quantifiziert wurden. 
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3.3.5 Fazit Desinfektionsverfahren 

Viren (phiX174, MS2) und Bakterien (E. coli, P. aeruginosa) wurden mit Chlor, Ozon, UV und 

Hitze inaktiviert und mit molekularbiologischen und kulturellen Verfahren quantifiziert. 

Die Ergebnisse zeigen, dass es möglich ist, bei desinfizierten Proben mit qPCR-Verfahren 

vergleichbare Messwerte wie im Kulturverfahren zu erhalten. Der Erfolg der Unterscheidung 

zwischen lebenden und toten Bakterien sowie infektiösen und nicht infektiösen Viren ist stark 

von der Desinfektionsmethode und Dosis abhängig. So lässt sich eine Ozonung oder 

thermische Desinfektion sehr gut mittels qPCR bzw. LA-PMA-qPCR sowohl bei Viren als 

auch bei Bakterien nachweisen. Für den Nachweis von Bakterien ist auch die 

Durchflusszytometrie geeignet. Beim Einsatz von Chlor gibt es vor allem im niedrigen 

Konzentrationsbereich große Unterschiede zwischen molekularbiologischen und kulturellen 

Verfahren. Der Desinfektionserfolg bei UV-Strahlung lässt sich bei Viren mittels qPCR und 

Rückrechnung auf die Genomgröße ermitteln. Bei Bakterien ist dies aufgrund der 

Genomgröße nicht möglich. In der Durchflusszytometrie kann eine UV-Desinfektion von 

Bakterien ebenfalls nicht mit PI bestimmt werden. 

Generell führt der Einsatz der Farbstoffe PI und PMA zu einem vergleichbaren Ergebnis in 

den jeweiligen Methoden (Durchflusszytometrie bzw. PMA-qPCR). Durch die Charakteristika 

der Messmethode ergeben sich dabei Einschränkungen: Im jetzigen Entwicklungsstand kann 

die Durchflusszytometrie nicht für Viren eigesetzt werden. Außerdem lassen sich in dieser 

Methode bei UV-Desinfektion mit den getesteten Methoden keine Rückschlüsse über 

lebende Bakterien treffen. Dies ist in der qPCR durch ein Einsatz langer Amplifikate möglich. 

Die Erkenntnisse wurde in Tabelle 27 zusammengefasst. 

 

Tabelle 27: Eignung von Durchflusszytometrie und LA-PMA-qPCR zum Nachweis der Reduktion von 
Bakterien und Viren in verschiedenen Desinfektionsverfahren. 

Desinfektionsverfahren 
qPCR 

lange Amplifikate + PMA 

Durchflusszytometrie 

SYBR Green I + Propidiumiodid 

Hitze gut geeignet geeignet 

UV Nur bei Viren geeignet nicht geeignet 

Chlor 
Nicht für niedrige Konzentrationen 

geeignet 
Nicht für niedrige Konzentrationen 

geeignet 

Ozon gut geeignet geeignet 

 

Somit konnte durch die Versuche erfolgreich dargestellt werden, welches 

molekularbiologische Verfahren am besten geeignet ist, um zwischen lebenden und toten 

Organismen nach einer Desinfektion mit Hitze, Ozon, Chlor und Niederdruck-UV-Strahlung 
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differenzieren zu können. Die Ergebnisse der jeweiligen Methoden lassen Rückschlüssen 

auf die Wirkungsmechanismen zu, die in folgenden Abbildungen nochmal zusammengefasst 

dargestellt sind. Statt PMA kann auch PI (Durchflusszytometrie) eingesetzt werden. 

 

 

 

Wärme führt zur Schädigung von Proteinen. Die
Organismen werden inaktiviert, die Membran oder das
Kapsid bleiben intakt und PMA kann nicht eindringen.

Hitze zerstört das Kapsid oder die Membran. PMA kann
eindringen und die Nukleinsäure markieren.

Höhere Temperaturen beschädigen zusätzlich die
Nukleinsäure.

Oberfläche beschädigt

Hülle beschädigt

DNA/RNA beschädigt

PMA

Hülle intakt

Nachweismethode: LA-PMA-qPCR
Hitze beschädigt die Hülle von Bakterien und Viren. Die Nukleinsäure kann so durch
PMA markiert werden. Genomschäden durch Hitze können durch lange Amplifikate
besser erfasst werden.

Ozon zerstört die Hülle und dringt in die Organismen ein.
Dort wird die Nukleinsäure zerstört.

Hülle beschädigt

DNA/RNA zerstört

PMA

Nachweismethode: qPCR
Da die Nukleinsäure durch Ozon zerstört wird, kann eine Behandlung durch die qPCR
nachgewiesen werden. PMA oder lange Amplifikate werden nicht benötigt.
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Niederdruck-UV-Strahlung beschädigt die Nukleinsäure.
Oberfläche und Hülle bleiben intakt. PMA ist nicht
wirksam.DNA/RNA beschädigt

Hülle intakt

Nachweismethode: LA-qPCR
Da die Hülle nicht beschädigt wird, kann PMA nicht in die bestrahlten Organismen
eindringen. Durch die Schäden am Genom steigt die Reduktion mit der
Amplifikatgröße. Bei Viren lässt die direkte Abhängigkeit der Reduktion von der
Amplifikatgröße eine Berechnung der Infektiosität zu.

Chlor führt zur Schädigung von Oberflächenproteinen.
Membran oder Kapsid bleiben intakt und PMA kann nicht
eindringen.

Eine höhere Chlordosis verursacht Schäden an Membran
oder Kapsid. PMA kann in die Organismen eindringen.

Durch die Schäden an der Hülle kann Chlor ebenfalls in
die Organismen eindringen und die Nukleinsäure
beschädigen.

Oberfläche beschädigt

Hülle beschädigt

DNA/RNA beschädigt

PMA

Hülle intakt

Nachweismethode: LA-PMA-qPCR
Durch PMA und lange Amplifikate kann in der qPCR eine höhere Reduktion erreicht
werden. Schäden an Proteinen bei niedrigen Chlorkonzentrationen können nicht
erfasst werden.
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3.4 Integration der Lebend/tot-Unterscheidung in ein 

Hygiene-online-Monitoring 

Im BMBF Projekt EDIT wurde ein Modellsystem zur schnellen Konzentration von Trink- und 

Rohwasser mit anschließender molekularbiologischer Detektion entwickelt (s. 2.7 S. 45). 

Durch den molekularbiologischen Nachweis wird die Detektion von Viren und Bakterien 

ermöglicht, deren Nachweis mit Kulturverfahren viel Zeit in Anspruch nehmen würde, oder 

für die kein Kulturverfahren zur Verfügung steht. Allerdings wird bei einem 

molekularbiologischen Nachweis nicht zwischen lebend und toten Organismen 

unterschieden (s. 2.6.2.4). Um hygienisch relevante Daten liefern zu können, muss im 

System eine solche Differenzierungsmöglichkeit integriert werden. Dies sollte im Rahmen 

dieser Arbeit durchgeführt werden. 

Die Lebend/tot-Unterscheidung mit PMA kann nicht bei einem großen Probevolumen 

eingesetzt werden, da eine bestimmte PMA-Konzentration eingestellt werden muss, um tote 

Organismen vom Nachweis ausschließen zu können (vgl. 2.6.2.5). Somit muss die Zugabe 

von PMA nach der Aufkonzentrierung erfolgen. Im Extraktionsschritt wird die Nukleinsäure 

der Organismen für den folgenden molekularbiologischen Nachweis zugänglich gemacht. 

Die PMA-Behandlung muss somit vor der Extraktion erfolgen, da dies der letzte Zeitpunkt ist, 

an dem die Organismen intakt vorliegen. Die sinnvollste Integrationsmöglichkeit ist das 

Lab-on-Chip-Modul, in dem eine Mikro-Aufkonzentrierung und die Extraktion erfolgt. 

Im Projekt wurden alle Module separat von den jeweiligen Projektpartnern entwickelt. In 

Experimenten wurde geprüft, ob eine PMA-Behandlung und die Lebend/tot-Unterscheidung 

mit den einzelnen Modulen des EDIT Systems realisierbar sind. Folgende Schnittstellen 

wurden untersucht: 

 Aufkonzentrierung 

In der Aufkonzentrierung wird das Volumen der Probe eingeengt. Die Organismen 

dürfen dabei nicht beschädigt werden, da sie sonst als „tot“ von der Detektion 

ausgeschlossen werden.  

 Lab-on-Chip 

PMA muss innerhalb des Chip-Systems zugegeben werden. Somit muss die Reaktion 

und auch die Aktivierung von PMA innerhalb des Chips erfolgen. Danach muss 

überschüssiges PMA wieder von der Probe getrennt werden. 

 Isothermale Amplifikation 

In dieser Arbeit wurde zur Entwicklung der Lebend/tot-Differenzierung nur die qPCR 

eingesetzt. Ob PMA auch bei einer isothermalen Amplifikation wirksam ist, war nicht 

bekannt. 
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Ziel der Entwicklung ist die Integration der PMA-basierten Lebend/tot-Unterscheidung in die 

Module des Hygiene-online-Monitoring-Systems. Die durchgeführten Versuche sind in 

Abbildung 93 mit dem schematischen Aufbau des HOLMs dargestellt. 

 

Abbildung 93: Schema der Module im Hygiene online Monitoring (HOLM) und der durchgeführten 
Versuche. CUF: Kontinuierliche Ultrafiltration, MAF: Monolithische Adsorptionsfiltration, UF: 
Ultrafiltration, LOC: Lab on Chip, IA: isothermale Amplifikation. 

 

3.4.1 Konzentrierung 

Die Aufkonzentrierung des HOLM-Systems besteht aus mehreren Stufen, in denen das 

Probevolumen jeweils eingegrenzt wird (s. 2.7). Für die anschließende 

Lebend/tot-Differenzierung ist essentiell, dass die Organismen bei der Konzentrierung nicht 

beschädigt oder so verändert werden, dass ein Nachweis nicht mehr möglich ist.  

Monolithische Adsorptionsfiltration (MAF) 

Im ersten Versuch wurde geprüft, ob eine Lebend/tot-Differenzierung mit Bakterien nach 

einer Aufkonzentrierung mittels monolithischer Adsorptionsfiltration (MAF) durchgeführt 

werden kann. Für diesen Versuch wurden mit Diethylaminoethan funktionalisiere MAF-Disks 

freundlicherweise von der TUM zur Verfügung gestellt. 

Ein Liter Trinkwasser (Karlsruhe) wurde analog zu den Desinfektionsexperimenten (s. 6.7 ff.) 

mit Ozon (1 mg/L, 5 mg/L), Chlor (0,2 mg/L, 1,2 mg/L), UV (100 J/m², 400 J/m²) und Hitze 

(60 °C, 90 °C) behandelt. Jeweils zwei 100-mL-Aliquots wurden mittels MAF und 

0,45-µm-Filtern auf ein Endvolumen von 20 mL aufkonzentriert. Die Proben wurden mittels 

Durchflusszytometrie quantifiziert. 
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Generell zeigt sich bei den MAF-Filter ein geringeres Signal als bei den 0,45-µm-Filtern 

(Abbildung 94). Bei beiden Chlor und Ozonkonzentrationen sowie bei 90 °C konnten keine 

lebenden Organismen mehr detektiert werden. Die mit 60 °C und Niederdruck-UV-Strahlung 

behandelten Proben zeigten keine oder geringfügige Reduktion. 

 

Abbildung 94: Durchflusszytometrische Ergebnisse von mit verschiedenen Methoden desinfiziertem 
Trinkwasserproben. Die Proben wurden mittels MAF und 0,45-µm-Filter aufkonzentriert (n = 3). * Werte 
unter LOQ (10 intakte Zellen pro mL). 

Die Wirkung und Effizienz der Lebend/tot-Unterscheidung in den Versuchen entspricht den 

Beobachtungen der vorherig beschriebenen Desinfektionsversuche. Auch wenn mit der 

Konzentrierung mittels MAF generell weniger Bakterien detektiert wurden, so zeigen die 

Ergebnisse dennoch, dass eine Lebend/tot-Unterscheidung mit dieser Konzentrierungs-

methode möglich ist. 

Kombinierte Aufkonzentrierung  

Im Rahmen von Feldversuchen wurden im EDIT-Projekt Spikingversuche an einer 

Teststrecke in Kooperation mit den Berliner Wasserbetrieben und der TUM durchgeführt. Der 

Versuchsaufbau ist in Abbildung 95 schematisch dargestellt. Für diesen Versuch wurde eine 

großes Volumen der Bakteriophagen MS2 und phiX174 kultiviert (jeweils 4 L nach 6.3.2). 

Trinkwasser in einem Kunststoffkanister wurde mit Bakteriophagen versetzt und mit einer 

Druckpumpe über eine Schlauchleitung in die Teststrecke gepumpt. In den Versuchen 

wurden 1012, 1010, 108 und 106 Phagen (PFU) eingesetzt (jeweils zwei Ansätze). Nach jeweils 

100, 500 und 900 Litern Durchfluss wurde eine Probe direkt aus der Wasserleitung über 

einen Hahn in 15-mL-Zentrifugengefäße abgefüllt (Messpunkt M). 

* * * * ** * * * *
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Abbildung 95: Aufkonzentrierung von mit Bakteriophagen gespiktes Trinkwasser mit dem EDIT-System. 
CUF: Kontinuierliche Ultrafiltration, MAF: Monolithische Adsorptionsfiltration, UF: e Ultrafiltration. 

 

Jeweils 1250 Liter wurden bei einer Flussrate von etwa 20 Liter pro Minute mittels 

kontinuierlicher Ultrafiltration (CUF) auf 20 Liter konzentriert. Das Eluat wurde danach vor Ort 

mittels monolithischer Adsorptionsfiltration (MAF) weiter auf 20 mL und danach im Labor der 

TUM mittels zentrifugaler Ultrafiltration (UF) auf ein Volumen von 1 mL eingeengt. qPCR- 

und PMA-qPCR-Analysen wurden in Karlsruhe durchgeführt. Die Proben wurden extrahiert 

und mit der LA-PMA-qPCR (1063 bp) und der LA-qPCR analysiert. Um eine Inhibition durch 

den Elutionspuffer auszuschließen, wurden die Eluate von MAF und zentrifugaler 

Ultrafiltration ebenfalls in zehn- und hundertfacher Verdünnung in die qPCR eingesetzt. 

Generell steigt die Konzentration der Bakteriophagen nach den einzelnen 

Konzentrationsstufen an (Abbildung 96, A). In den Proben des Zulaufs ist der Unterschied 

zwischen der Gesamtzahl der Phagen (qPCR) und intakten Bakteriophagen (PMA-qPCR) 

gering. Nach der kontinuierlichen Ultrafiltration (CUF) wurden knapp zwei Log-Stufen 

weniger intakte Phagen detektiert. Die Proben nach der Aufkonzentrierung mittels MAF und 

UF zeigen wiederrum nur eine geringe Zahl an beschädigten Phagen an. 

M

Durchflussmesser

Schlauchleitung

100L-Kanister

Zulauf

Messpunkt

Schlauch

Absperrschieber

Viren-Zugabe
Durch eine Druckpumpe 
wurden Bakteriophagen in 
die Leitung gepumpt.

Absperrschieber

Konzentrierung
1250 L wurden bei einem Durchfluss von 20 Liter pro Minute 
konzentriert.

CUF

MAF UF

1-mL-

Konzentrat

20 L 20 mL

1250 L
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Abbildung 96: Intakte und beschädigte phiX174 im Zustrom der CUF (Kontinuierliche Ultrafiltration) nach 
100, 500 und 900 Liter Durchfluss und nach den Aufkonzentrierungsstufen CUF, MAF (monolithische 
Adsorptionsfiltration) und UF (Zentrifugale Ultrafiltration). 

 

Wird die Zahl der Phagen auf das Gesamtvolumen rückgerechnet, so werden nach der MAF 

etwa 2 Log-Stufen weniger phiX174 nachgewiesen. Dies ist in etwa der Teil der Phagen, der 

in der Probe nach der CUF als beschädigt detektiert wurde. Es besteht die Möglichkeit, dass 

die Bakteriophagen beispielsweise durch mechanische Kräfte durch die hohe 

Fließgeschwindigkeit in der CUF beschädigt wurden. Die beschädigten Bakteriophagen oder 

entsprechende freie Phagen-DNA wurde durch andere Ladungseigenschaften nicht mehr in 

der MAF konzentriert (Abbildung 96, B). Für die Aufkonzentrierungskette und die Lebend/tot-

Unterscheidung muss die CUF somit beispielsweise mit einer niedrigeren 

Fließgeschwindigkeit betrieben werden, um die Organismen nicht zu beschädigen. 
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Ansonsten ist ein falsch negatives Ergebnis entweder durch eine Lebend/tot-Unterscheidung 

oder den Verlust der beschädigten Phagen in der MAF zu erwarten. Gleichzeitig zeigt dieser 

Versuch allerdings auch, dass in der MAF nur intakte Phagen konzentriert werden. Dies ist 

ein enormer Vorteil, da bereits innerhalb der Aufkonzentrierung eine gewisse 

Lebend/tot-Differenzierung stattfindet und die beschädigten – hygienisch nicht relevanten - 

Phagen in der weiteren Prozesskette nicht beachtet werden müssen. Inwiefern sich dieser 

Effekt bei desinfizierten Organismen bzw. generell bei Bakterien auswirkt, ist nicht geklärt. 

So ist es denkbar, dass nur stark beschädigte Phagen oder freie Nukleinsäure nicht 

konzentriert werden. Für die restlichen, toten Organismen muss somit weiterhin eine 

Differenzierung auf qPCR-Ebene stattfinden. 

Die Versuche zeigen, dass eine Differenzierung zwischen intakten und beschädigten 

Organismen auch nach einer Aufkonzentrierung mit der LA-PMA-qPCR möglich ist. Das 

Lebend/tot-Modul ist somit mit der Konzentrierung kompatibel. 

3.4.2 Lab-on-Chip-Modul 

Die Funktion des Lab-On-Chip-Moduls im Projekt EDIT ist die Extraktion und die 

Aufreinigung der Nukleinsäure. Der eingesetzte Mikrofluidik-Chip (Abbildung 97) besteht aus 

zwei Flüssigkeitskammern (Probe- und Elutionskammer), die von einem Polyacrylamidgel 

getrennt sind. In jeder Kammer befindet sich ein elektrischer Leiter, der unter Spannung 

gesetzt werden kann. In einem elektrischen Feld bewegt sich die negativ geladene 

Nukleinsäure zur Kathode. Dabei passiert sie das Polyacrylamidgel und wird durch die 

Passage durch das Gel aufgereinigt: Störstoffe bleiben dabei im Gel hängen oder haben ein 

anderes Laufverhalten als die Nukleinsäure. Die Chips und eine Spannungsquelle wurden 

vom IMTEK Freiburg zur Verfügung gestellt. Da kein Fluidik-System zur Verfügung stand, 

wurden die Chips manuell mit 10-µL-Pipetten befüllt. 

 
Abbildung 97: Im Lab-on-Chip-Modul eingesetzter Mikrofluidik-Chip. 
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In diesen Chip sollte die Lebend/tot-Unterscheidung mit PMA-Behandlung durchgeführt 

werden. Wichtig für einen funktionierenden Nachweis mit der PMA-qPCR ist das Entfernen 

von überschüssigem PMA nach der Behandlung. Normalerweise geschieht dies innerhalb 

der Extraktion durch Waschschritte. PMA wirkt als starker PCR-Inhibitor – ohne Aufreinigung 

wird - selbst wenn nur intakte Organismen vorliegen - kein oder ein zu geringes Signal in der 

qPCR gemessen. Somit stellt sich die Frage, ob PCR von der Nukleinsäure durch ein 

elektrisches Feld in einem Gel aufgereinigt werden kann. PMA besitzt eine doppelt positive 

Ladung und sollte im elektrischen Feld in Richtung der Kathode wandern. Um das 

Laufverhalten von DNA und PMA im Gel zu untersuchen, wurden zunächst Versuche in 

einem Agarosegel durchgeführt. 

 

Verhalten von PMA-Proben im elektrischen Feld 

Nukleinsäure eines qPCR-Produktes des Bakteriophagen phiX174 (250 bp) wurde 

unterschiedlich behandelt, um bestimmte Mischungen von Organismen in Proben 

nachzustellen (Tabelle 28). Die Proben wurden in ein 0,5 prozentiges Agarosegel eingesetzt. 

Zusätzlich wurde unbehandeltes und aktiviertes PMA (100 µM) als Probe auf das Gel 

aufgetragen. 

Tabelle 28: Proben und deren Zusammensetzung für den Test der Gelpassage. 

Probe Zusammensetzung Simulation von 

A nicht aktiviertes PMA überschüssiges PMA 

B aktiviertes PMA überschüssiges PMA 

C DNA intakte Organismen (Positivkontrolle ohne PMA) 

D aktiviertes PMA und DNA (nicht gekoppelt) intakte Organismen 

E DNA gekoppelt mit PMA beschädigte Organismen 

F Mischung von D und E Mischung aus intakten und beschädigten Organismen 

 

Am Gel wurde für 15 Minuten eine Spannung von 80 Volt angelegt und danach eine Färbung 

mit Ethidiumbromid durchgeführt. Das Gel wurde in einer UV-Kammer fotografiert (Abbildung 

98). Wie vermutet läuft sowohl nicht aktiviertes (A) als auch aktiviertes PMA (B) durch die 

positive Ladung zur Kathode. Unbehandelte DNA (C), DNA mit aktiviertem PMA (D) und 

DNA mit aktiviertem PMA und mit PMA verbundene DNA (F) zeigen eine Bande in gleicher 

Höhe. Mit PMA verbundene DNA (E) ist im Gel nicht sichtbar. 

Um die Nukleinsäure zu quantifizieren, die sich durch das Gel bewegt hatte, wurden die 

Bereiche in Höhe der positiven Banden ausgeschnitten (Abbildung 98, gestrichelt). Die 

Gelstücke wurden mit dem QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, Hilden, Deutschland) 
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aufgereinigt und die Proben mit der qPCR (250 bp) quantifiziert. In Abbildung 98 sind die 

qPCR-Ergebnisse als Anteil des Signales der Positivkontrolle (DNA ohne PMA) dargestellt. 

Unbehandelte DNA (C, intakte Zellen) zeigte in der qPCR nach der Gelpassage die höchste 

Konzentration (definiert als 100 %). Die Proben, die PMA enthalten hatte, lieferten 

schwächere Messwerte von 37 % (D) bzw. 58 % (F). Mit PMA gekoppelte DNA (E, 

beschädigte Zellen) zeigte nur ein sehr geringes Signal in der qPCR (0,6 %). 

 

 

Abbildung 98: Gelextraktion von Mischungen aus phiX174 DNA und PMA (rot). Eingeklammerte Proben 
wurden mit Licht aktiviert. Schwarze gestrichelte Kreise stellen die extrahierten Positionen dar. 
Prozentuale Angaben entsprechen dem qPCR-Signal der extrahierten DNA an den jeweiligen Stellen in 
Relation zur Positivkontrolle ohne PMA an Position C. 

 

Generell wäre zu erwarten gewesen, dass die mit PMA gekoppelte DNA kein Signal in der 

qPCR liefert. In diesem Experiment lässt sich eine Kontamination der Proben untereinander 

nicht ausschließen, da sich alle Proben letztendlich in derselben Gelapparatur befinden. 

Außerdem war das gewählte Amplifikat zu klein für eine entsprechend starke Inhibition. Mit 

PMA versetzte Proben zeigen ein verändertes Laufverhalten. Dieser Effekt entsteht durch 

Konformationsänderungen der Nukleinsäure (Sekundärstruktur) durch das PMA und nicht, 

wie sich vermuten lässt, durch die zusätzliche positive Ladung (Sigmon and Larcom, 1996). 

Mischungen aus PMA und DNA können somit auch nach einer Gelpassage in der qPCR 

detektiert und von freiem PMA getrennt werden. 
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Test der Aufreinigung im Chip mit PMA-qPCR-Proben 

Für die bessere Visualisierung der Proben innerhalb des Chips wurde ein einfaches 

Halterungssystem auf Basis eines Objektträgers für die Mikroskopie konstruiert (Abbildung 

98). Neben der direkten Optischen Kontrolle der Kontakte erlaubt die Halterung auch das 

Einspannen in den Objekttisch eines Mikroskops und die Belichtung des Chips selbst für die 

Aktivierung von PMA. 

 

Abbildung 99: Modellzeichnung der Mikrochiphalterung mit Plug-In-Kontaktstecker und Leitung zur 
Spannungsversorgung. 

 

Da die Nukleinsäure im Chip nicht durch Ethidiumbromid sichtbar gemacht werden konnte, 

wurden in einem initialen Versuch mit dem Farbstoff Bromphenolblau gearbeitet. Der 

Farbstoff ist, wie Nukleinsäure, negativ geladen und bewegt sich somit im elektrischen Feld 

in die gleiche Richtung. PMA und Bromphenolblau wurden in entgegengesetzte Kammern 

des Mikrofluidik-Chips als Proben eingesetzt und eine Spannung angelegt. Nach einigen 

Minuten wurden die Farbstoffe entsprechend ihrer Ladung durch den Chip und das mittige 

Gel bewegt (Abbildung 100). 
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Abbildung 100: Mit Bromphenolblau und PMA beladener Chip vor und nach Anlegen eines elektrischen 
Feldes. 

 

Nachdem das Verhalten von PMA und DNA im elektrischen Feld untersucht und die 

generelle Funktion des Mikrofluidik-Chips bestätigt wurde, konnten Tests mit Organismen 

durchgeführt werden. Proben mit unbehandelten und hitzebehandelten phiX174 ohne und 

mit PMA-Behandlung wurden in der qPCR (568 bp) gemessen. Ein Teil der Proben wurde 

vor der qPCR durch den Chip in der Gelpassage aufgereinigt (Abbildung 101). Ohne 

Gelpassage zeigt nur die Probe ohne PMA ein positives Signal. Unbehandelte, mit PMA 

versetzte Phagen ließen sich in der qPCR nicht nachweisen. Die gleiche Probe lieferte nach 

der Gelpassage ein Signal in der qPCR. Die qPCR der hitzebehandelten Phagen war mit 

und ohne Gelpassage generell negativ. 

 

Abbildung 101: qPCR-Ergebnisse unbehandelter und hitzebehandelter Bakteriophagen mit und ohne 
PMA-Behandlung. Die Proben wurden direkt (oben) und nach einer Gelpassage im Chip (unten) gemessen. 
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Wie in vorherigen Versuchen gezeigt wurde, hat PMA kein Einfluss auf unbehandelte 

phiX174. Allerdings inhibiert das PMA in der Probe die Reaktion der qPCR. Ohne 

Aufreinigung werden somit auch unbehandelte phiX174 nicht detektiert. Durch das 

elektrische Feld im Mikrofluidik-Chip trennt sich das (nicht gebundene) PMA von der 

Nukleinsäure. Das Eluat aus dem Chip enthält somit nach der Gelpassage kein 

inhibierendes PMA mehr und die Nukleinsäure kann in der qPCR detektiert werden. Eine 

Aufreinigung der mit PMA versetzten Nukleinsäure ist somit durch die Gelpassage im Chip 

möglich. 

3.4.3 Isothermale Amplifikation 

Letzter Schritt der Prozesskette zur Detektion von Bakterien und Viren im HOLM-System ist 

die isothermale Amplifikation in Form einer RPA (Rekombinase Polymerase Amplifikation). 

Wie in der qPCR werden die Zielorganismen über die Nukleinsäure detektiert. Die Detektion 

findet dabei nicht in einem Reaktionsgefäß, sondern immobilisiert auf einem Mikrochip statt 

(s. 2.7). Es sollte geprüft werden, ob sich mit PMA in der isothermalen Amplifikation ebenfalls 

zwischen lebenden und toten Organismen unterscheiden lässt. Dieser Test wurde wie die 

Entwicklung der LA-PMA-qPCR mit Mischungen aus unbehandelten und hitzebehandelten 

Organismen in einer Verdünnungsreihe durchgeführt (Prinzip s. Abbildung 35 auf S. 76). Die 

Extrakte der Proben wurden an die TUM geschickt und mit der isothermalen Amplifikation 

von Dr. Andreas Kunze und parallel dazu mit der qPCR (250 bp und 1063 bp) gemessen. 

Das in der isothermalen Amplifikation detektierte Fragment hatte eine Länge von 200 bp. 

In den Ergebnissen der qPCR (Abbildung 102, links) zeigt sich bei beiden Amplifikatgrößen 

eine Reduktion entsprechend der Verdünnung der Proben. In der isothermalen Amplifikation 

(Abbildung 102, rechts) ist ebenfalls eine Reduktion des Messsignales zu erkennen. Dabei 

ist ein sigmoidaler Zusammenhang zwischen der Konzentration intakter Organismen und der 

Signalstärke der isothermalen Amplifikation (bzw. des Chemilumineszenz-Signales) 

erkennbar.  
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Abbildung 102: Ergebnisse aus isothermaler Amplifikation (Andreas Kunze, TUM) und qPCR einer 
Mischung aus unbehandelten und hitzebehandelten phiX174-Bakteriophagen. Die Konzentration 
hitzebehandelter Phagen ist in jeder Probe gleich, die Konzentration unbehandelter Phagen sinkt je Probe 
um den Faktor 10. CLS = Chemilumineszenz-Signal. (n = 3, m = 7). 

Wie bereits in der Entwicklung gezeigt wurde, werden mit PMA in der qPCR nur die intakten 

Phagen detektiert – folglich sinkt das Messsignal entsprechend der Verdünnung intakter 

Phagen. Hätte PMA keine Funktionalität, so wäre der Messwert für alle Proben weitgehend 

identisch. In der RPA ist die Lebend/tot-Unterscheidung mit PMA ebenfalls wirksam. Um die 

Proben entsprechend zu quantifizieren, ist eine entsprechende Kalibrierung der isothermalen 

Amplifikation nötig. Der Versuch zeigt jedoch deutlich, dass die Unterscheidung von intakten 

und hitzebehandelten Bakteriophagen mit PMA möglich ist. 

Ein vergleichbares Experiment wurde von Chen et al. (2011) und in einer aktuellen Studie 

von Youn et al. (2017) mit Salmonella-Bakterien auf Lebensmitteln durchgeführt. In beiden 

Studien wurde eine LAMP (Loop-mediated Isothermal Amplification) eingesetzt, um die 

Bakterien zu quantifizieren. Die Zellen wurden bei Chen et al. mit Hitze (100 °C) und bei 

Youn et al. mit Isopropanol behandelt. In den Studien konnten Kalibierkurven (Abbildung 102) 

entsprechend mit vier bzw. sechs Messpunkten erstellt werden. Die Amplifikatlänge ist wie in 

dieser Arbeit eingesetzten RPA mit 127 bp und 228 bp ebenfalls kurz gewählt. Bisherige 

Daten dieser Arbeit zeigen, dass eine größere Reduktion mit längeren Amplifikaten erreicht 

wird. In diesen Versuchen konnte eine Unterscheidung erfolgreich mit ungefähr 200 bp 

durchgeführt werden, wohingegen bei den Desinfektionsversuchen größere Amplifikate ein 

besseres Ergebnis lieferten. Wie bereits beschrieben wurde, kompensieren große 

Amplifikate eine geringe PMA-Verteilung auf der Nukleinsäure. Dies kann durch eine 

niedrige PMA-Konzentration oder geringer Permeabilität der beschädigten Zellen bedingt 

sein (z.B. durch die in dieser Arbeit eingesetzten Desinfektionsverfahren in geringer 

Dosis/Stärke). So sind kleinere Amplifikate bei entsprechender Beschädigung von 

Organismen und entsprechend hoher PMA-Konzentration (in den Studien 100 µM PMA mit 

zusätzlichem PMA-Enhancer) zumindest für die Erfassung von PMA nicht notwendig. Große 
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Amplifikate müssen aber dennoch zur Erfassung von Nukleinsäureschäden – beispielsweise 

bei UV Behandlungen – eingesetzt werden. 

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Versuche, dass die 

Lebend/tot-Unterscheidung mit PMA innerhalb der im HOLM eingesetzten isothermalen 

Amplifikation eingesetzt werden kann.  

 

3.4.4 Fazit 

Die Lebend/tot-Differenzierung konnte in allen drei Schnittstellen erfolgreich getestet werden: 

 Aufkonzentrierung 

Auch nach der Konzentrierung mittels Ultrafiltration und monolithischer 

Adsorptionsfiltration war eine Lebend/tot-Unterscheidung möglich. 

 Lab-on-Chip 

Überschüssiges PMA konnte durch die Gelpassage entfernt werden. Dieses würde 

sonst den folgenden Nachweis stören. Die Lebend/tot-Unterscheidung kann somit auch 

auf einem Mikrofluidik-Chip angewandt werden. 

 Detektion 

Durch die Behandlung mit PMA wurde in der isothermalen Amplifikation eine starke 

Signalreduktion erreicht. Eine Lebend/tot-Unterscheidung ist somit möglich. 

Somit konnte die Integration der Lebend/tot-Unterscheidung in das im EDIT-Projekt 

entwickelte HOLM-System erfolgreich durchgeführt werden.  
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4  Z u s am me n fa ss u n g  u n d  Au s b l i ck  

Trinkwasser muss so beschaffen sein, dass durch Wasser übertragene Krankheitserreger 

nicht in Konzentrationen vorliegen, „die eine Schädigung der menschlichen Gesundheit 

besorgen lassen“ (TrinkwV, 2001), § 5.1). Die Sicherstellung dieses Qualitätsmerkmales 

setzt Methoden zum Nachweis hygienisch relevanter Mikroorganismen voraus. In der 

Trinkwassermikrobiologie werden in der Routine Kulturverfahren eingesetzt, die auf dem 

Wachstum der Organismen auf Nährmedien beruhen. Da sich einige hygienisch relevante 

Organismen nur langsam vermehren, kann es Tage bis Wochen dauern, bis ein Ergebnis 

vorliegt. Mit molekularbiologischen Methoden wie der quantitativen 

Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) kann die DNA oder RNA von Organismen in wenigen 

Stunden vervielfältigt und somit nachgewiesen werden.  

Die Nukleinsäure von Bakterien und Viren kann jedoch auch noch nach dem Tod oder der 

Inaktivierung intakt sein. Somit werden mit der qPCR ebenfalls Organismen nachgewiesen, 

die bereits – auch seit langer Zeit - tot sind. Für hygienische Bewertungen und 

Risikoeinschätzungen sind jedoch nur die Organismen von Belang, die eine Infektion 

auslösen können. Folglich setzt der Einsatz der qPCR für hygienische Fragestellungen eine 

Unterscheidung zwischen lebenden und toten Organismen voraus. 

Seit einigen Jahren werden in der Molekularbiologie interkalierende Farbstoffe wie 

Propidiumiodid-Monoazid (PMA) zur Unterscheidung zwischen lebenden und toten 

Organismen eingesetzt. PMA dringt in beschädigte Organismen ein und lagert sich an die 

DNA oder RNA. Mit PMA markiere DNA oder RNA kann in der qPCR nicht mehr 

nachgewiesen werden – somit werden beschädigte Organismen von der qPCR 

ausgeschlossen. 

Ein Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung einer molekularbiologischen Lebend/tot-

Differenzierung für Viren und Bakterien. Diese konnte mit den bereits im Labor verfügbaren 

und in vorherigen Forschungsprojekten entwickelten qPCR-Nachweisverfahren nicht 

erfolgreich durchgeführt werden. In diesen Verfahren wurden ausschließlich kleine 

Fragmente (Amplifikate) in der qPCR nachgewiesen. Wird die DNA eines toten Bakteriums 

durch PMA markiert, so verteilen sich die PMA-Moleküle im Genom des Bakteriums. Wird 

nur ein kleiner Teil der DNA nachgewiesen, so ist die Wahrscheinlichkeit, dass ein PMA-

Molekül erfasst wird gering. Mit kleinen Amplifikaten von etwa 100 Basenpaaren konnten in 

dieser Arbeit sogar autoklavierte Viren nachgewiesen werden. 

Um eine Lebend/tot-Differenzierung zu ermöglichen, wurden deswegen neue qPCR-

Nachweisverfahren mit langen Amplifikaten über 1000 Basenpaaren entwickelt – die long 
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Amplicon qPCR (LA-qPCR). Der Fokus lag dabei auf den Bakterien E. coli, E. faecalis und 

P. aeruginosa sowie den Bakteriophagen phiX174 und MS2. Die Behandlung von PMA 

wurde für diese Organismen optimiert. 

In den Versuchen konnte zunächst gezeigt werden, dass intakte (lebende) Gram-positive 

und Gram-negative Bakterien unterschiedlich auf PMA reagieren. Bei Gram-negativen 

Bakterien drang PMA auch in höheren Konzentrationen nicht oder nur sehr gering ein. Bei 

unbehandelten Gram-positiven Bakterien jedoch zeigte PMA auch in geringen 

Konzentrationen eine starke Reduktion in der qPCR. Ein so angelegter Vergleich zwischen 

Gram-positiven und -negativen Bakterien wurde bisher noch nicht in der Literatur 

beschrieben. 

Trotz des negativen Effektes von PMA auf unbehandelte Zellen konnte für alle Organismen 

eine Kalibrierung mit Mischungen aus unbehandelten und hitzebehandelten Bakterien und 

Viren durchgeführt werden. In den meisten Studien wird in der PMA-Behandlung nur eine 

geringe Signalreduktion von wenigen Log-Stufen dargestellt. Extreme Verhältnisse von toten 

und lebenden Zellen werden nur in wenigen Studien erfolgreich detektiert. In dieser Arbeit 

konnten bis zu sechs Log-Stufen (99,9999 %) toter Zellen durch PMA von der qPCR 

ausgeschlossen werden. Die Ergebnisse zeigen außerdem vergleichbare Messwerte mit 

dem Kulturverfahren. Die Entwicklung der Lebend/tot-Unterscheidung für Viren und 

Bakterien konnte somit erfolgreich durchgeführt werden. 

In vielen Studien zur Lebend/tot-Unterscheidung wurde die PMA-qPCR ausschließlich bei 

mit hohen Temperaturen behandelten Bakterien angewandt. Inaktivierung mit Hitze 

verursacht vor allem Schäden an der Hülle, weswegen sich die Lebend/tot-Unterscheidung 

mit PMA hier sehr gut demonstrieren lässt. Relevant für den Wasserbereich sind jedoch vor 

allem Desinfektionsverfahren wie Chlor, Ozon und UV-Strahlung. In dieser Arbeit konnte 

gezeigt werden, welche molekularbiologische Methode am besten zur Unterscheidung von 

lebenden und toten Bakterien sowie infektiösen und nicht infektiösen Viren geeignet ist. 

Ozonbehandelte Bakterien und Viren konnten mit der qPCR und der PMA-qPCR sowohl mit 

langen als auch mit kurzen Amplifikaten nachgewiesen werden. Die Ergebnisse stimmten 

dabei mit den Kulturverfahren überein. Somit reicht eine einfache qPCR für den Nachweis 

aus, Modifikationen wie lange Amplifikate oder PMA werden nicht benötigt. Bei einer 

Desinfektion mit Chlor zeigten sich Unterschiede zwischen PMA-qPCR, LA-PMA-qPCR und 

Kulturverfahren. So konnte eine Inaktivierung von Bakterien oder Viren bei geringen 

Chlorkonzentrationen nur mit Kulturverfahren nachgewiesen werden. Erst bei höheren 

Chlorkonzentrationen konnte in der LA-PMA-qPCR zwischen intakten und beschädigten 

Organismen unterschieden werden.  
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Bei der in vielen Studien eingesetzten Inaktivierung mit Hitze konnte mit der LA-PMA-qPCR 

und mit dem Kulturverfahren vergleichbare Messwerte erzielt werden. Der Einsatz von 

großen Amplifikaten zeigte zusätzlich auch ohne PMA eine Schädigung der Nukleinsäure, 

deren Ausmaß direkt mit der Behandlungsintensität korreliert. 

Bei einer Desinfektion mit Niederdruck-UV-Strahlung hatte die Behandlung mit PMA keinen 

Einfluss auf die Detektion. Jedoch konnten die Schäden der UV-Strahlung durch den Einsatz 

unterschiedlicher Amplifikatlängen erfasst werden. Bei Viren konnte in dieser Arbeit erstmals 

gezeigt werden, dass sich die Reduktion der Infektiosität anhand eines qPCR-Ergebnisses 

berechnen lässt. Grundlage hierfür sind mathematische Zusammenhänge zwischen der 

Reduktion, dem betrachteten Genomabschnitt und der UV-Dosis. Diese Methode ermöglicht 

somit einen sehr schnellen Nachweis einer UV-Desinfektion mit der qPCR. 

Der Erfolg einer Lebend/tot-Differenzierung ist somit vor allem von der Art abhängig, wie ein 

Bakterium oder Virus inaktiviert wurde. In dieser Arbeit konnten praxisrelevante 

Desinfektionsverfahren erfolgreich mit den entwickelten Methoden verglichen werden. So 

wurde gezeigt, welches Verfahren sich am besten für eine Lebend/tot-Unterscheidung eignet. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Durchflusszytometrie erfolgreich als neue Methode am 

TZW Karlsruhe etabliert und konnte vergleichend in den Desinfektionsversuchen eingesetzt 

werden. Die Lebend/tot-Unterscheidung wurde in der Durchflusszytometrie durch den 

Farbstoff Propidiumiodid ermöglicht. Im Vergleich zur qPCR erlaubt die Durchflusszytometrie 

eine schnellere Messung von Bakterien in ungefähr 15 Minuten, die Methode ist allerdings 

ohne den Einsatz von Sonden unspezifisch. Generell lässt sich die Durchflusszytometrie für 

das schnelle Erfassen der Gesamtbakterienzahl oder für Veränderungen in der bakteriellen 

Zusammensetzung einsetzen, wohingegen die sich die qPCR für einen spezifischen 

Nachweis von Bakterien, Viren und auch bestimmten Genen eignet. Die 

Lebend/tot-Unterscheidung mit interkalierenden Farbstoffen lässt sich in beiden Methoden 

durchführen, in der Durchflusszytometrie ist jedoch die Abgrenzung zwischen lebenden und 

toten Bakterien durch die unterschiedliche Aufnahme der Farbstoffe oftmals nicht eindeutig. 

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Integration der Lebend/tot-Unterscheidung in ein 

molekularbiologisches Hygiene-online-Monitoring-System (HOLM). Die Entwicklung wurde 

im Rahmen des Projektes EDIT von mehreren Projektpartnern durchgeführt. Das modulare 

System besteht aus einer mehrstufiger Aufkonzentrierung, Lab-on-Chip-Aufreinigungs- und 

Extraktionsmodul sowie einer Mikroarray-basierten isothermalen Detektion. Die 

PMA-Behandlung wurde für die entsprechenden Module geprüft.  

Eine Lebend/tot-Unterscheidung mit PMA konnte auch nach der Aufkonzentrierung 

durchgeführt werden. Zusätzlich konnte in einem Feldversuch mit der LA-PMA-qPCR gezeigt 
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werden, ab welcher Stufe der Konzentrierung Bakteriophagen beschädigt und somit in einer 

sekundären Konzentrierung wahrscheinlich nicht weiter erfasst wurden. Die Kompatibilität 

des Lab-on-Chip-Systems mit der PMA-basierten Lebend/tot-Unterscheidung konnte in 

mehreren Versuchen erfolgreich dargestellt werden. So ließ sich die Nukleinsäure der 

Organismen durch ein angelegtes elektrisches Feld von dem zugegeben PMA reinigen und 

eine qPCR auch ohne Extraktion durchführen. Im letzten Baustein des HOLMs – der 

Mikroarray-basierten isothermalen Amplifikation – konnte durch die PMA-Behandlung 

erfolgreich zwischen lebenden und toten Organismen unterschieden werden.  

Zusammenfassend konnte die molekularbiologische Lebend/tot-Unterscheidung erfolgreich 

entwickelt und in das HOLM-System integriert werden. Durch umfangreiche Versuche mit 

Desinfektionsverfahren konnten wichtige Informationen über den Nachweis einer 

Desinfektion – vor allem UV-Strahlung – gewonnen werden. 

Besonders bei der Detektion von pathogenen Viren ist der Einsatz der qPCR 

vielversprechend. Die vorgestellten Modifikationen – PMA und lange Amplifikate – bieten die 

Möglichkeit, die Effizienz von Desinfektionsverfahren zu erfassen. Die LA-PMA-qPCR hat 

großes Potential, als schnelle Detektionsmethode für humanpathogene Viren parallel zur 

Erfassung der Indikatororganismen mit Kulturverfahren zur Kontrolle der hygienischen 

Bedingungen von Wasserressourcen zu dienen. Für den Einsatz in der Routine sind vor 

allem Standardisierungen und Validierungen nötig.  

Die Methoden und Ergebnisse dieser Arbeit werden in mehreren Projekten weiter verfolgt. 

So wird die LA-qPCR zur Untersuchung der UV-Desinfektion mit modernen UV-LED 

Strahlern bei Bakterien und Viren eingesetzt. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass 

sich anhand eines LA-qPCR-Ergebnisses die Reduktion durch UV-Strahlung im 

Kulturverfahren berechnen lässt. Die geringe Datengrundlage in der Literatur erlaubt nicht, 

den Erfolg dieses Konzeptes auch für andere Viren zu zeigen. Somit müssen weitere 

Experimente durchgeführt werden, um die Anwendbarkeit der Methode für beispielsweise 

Adenoviren oder murine Noroviren zu untersuchen.  

Mit der LA-PMA-qPCR soll außerdem die Reduktion von Viren, Bakterien und 

Antibiotikaresistenzgenen bei einem Sandfiltationssystem mit Ozon- und UV-Desinfektion zur 

Grundwasseranreicherung (Management Aquifer Recharge) eingesetzt werden. Die 

Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass hygienisch relevante Daten mit molekularbiologischen 

Methoden möglich sind. 

Die weiterführenden Anwendungen zeigen, ob die Erkenntnisse dieser Arbeit eingesetzt 

werden können. Somit lässt sich letztendlich an dieser Stelle nur auf neue, interessante 

Erkenntnisse aus den folgenden Projekten hoffen. 
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5  S u mm ar y a n d  o u t l o o k  

Drinking water must be free of pathogens in concentrations that may be harmful to human 

health (TrinkwV, 2001), § 5.1). Compliance with this criterion methods for the detection of 

hygienically relevant microorganisms are needed. Cultural methods based on the growth of 

microorganisms are routinely used to detect waterborne pathogens and fecal indicators. 

However, these methods are complex and time consuming - especially for viruses. Using 

molecular biology approaches, such as qPCR, waterborne organisms can be detected in 

hours by targeting their nucleic acids. 

DNA or RNA from bacteria and viruses can still be intact after death or inactivation. 

Consequently, qPCR analysis will show positive results even if all bacteria or viruses in a 

sample are dead or inactivated. As only infectious organisms are important for hygienic 

aspects or risk assessments, qPCR requires a differentiation between living and dead 

organisms. 

In the last years, several attempts were undertaken to improve qPCR analysis with regards 

to exclude inactive organisms from the detection and to give comparable results to infectivity 

assays. One approach is the use of the fluorescent dye propidium monoazide (PMA). This 

dye can enter damaged organisms and label nucleic acids. DNA or RNA bond to PMA 

cannot be amplified in PCR reactions. As the dye does not enter intact cells, only damaged 

organisms are excluded from detection by qPCR. 

Goal of this dissertation was the development of a PMA based live/dead-differentiation for 

viruses and bacteria. For standard SYBR Green based qPCR reactions, a maximum 

amplicon size length of 300 base pairs is recommended. Since nucleic acids are labelled by 

PMA, the dye is evenly distributed on the whole genome. If only a small part of the genome 

is amplified in qPCR, the chance of a PMA molecule blocking the amplification is low. In this 

thesis, even autoclaved viruses could be detected in a qPCR with small amplicons around 

100 base pairs. 

To enable a live/dead-differentiation, new qPCR methods for the detection of long amplicons 

of around 1000 base pairs were developed. The method was named long amplicon qPCR 

(LA-qPCR). Specific qPCR detection and PMA treatment was optimized for the common 

health related bacteria E. coli, E. faecalis and P. aeruginosa as well as the bacteriophages 

MS2 and phiX174. 

Experiments in this thesis showed that PMA uptake is different for intact Gram positive and 

Gram negative bacteria. Whereas intact Gram negative bacteria are not affected by high 
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PMA concentrations, Gram positive bacteria were highly sensitive for PMA, leading to lower 

gene copy numbers in qPCR. A broad overview of the effects of different bacteria types, dye 

concentration and incubation temperatures is shown in this thesis for the first time. 

Despite the uptake of PMA in intact Gram positive bacteria, for both Gram positive and 

negative organisms the live/dead-differentiation could be successfully applied for mixtures of 

intact and heat treated samples. In most published studies only a very low log-reduction of 

dead cells is shown with PMA-qPCR. The method developed in this thesis was able to 

exclude up to six log-levels of dead bacteria from intact cells (99.9999 %). The results are 

even comparable to cultural assays. 

Many studies in the field of molecular biological live/dead differentiation are limited to heat 

killed bacteria. This treatment mainly destroys viral or bacterial hull structures allowing an 

uptake of PMA and is therefore very suitable to show the principle of intercalating dyes. For 

drinking water however, disinfection methods like chlorine, ozone and UV are common for 

disinfection and organism inactivation. In this thesis, experiments were performed to evaluate 

which live/dead differentiation can be applied for the different disinfection methods. 

Ozone treated bacteria and viruses could be detected with qPCR and PMA-qPCR using 

small as well as long amplicon sizes. The results match the data of the culture based assay. 

Consequently, in case of ozone, a standard qPCR can differentiate between live and dead 

organisms – PMA or long amplicons are not necessary. For samples disinfected with chlorine, 

different results for qPCR, PMA-qPCR and culture assay were determined. An inactivation of 

bacteria or viruses treated with low chlorine concentrations could only be detected with 

culture assays. For heat treated samples similar results for LA-PMA-qPCR and culture assay 

could be achieved. Using different amplicon sizes in qPCR revealed DNA damage, 

correlating with amplicon size and applied temperature. For low pressure UV radiation PMA 

could not be applied successfully. However, the use of different amplicon sizes in qPCR 

indicated a direct correlation between UV dose, amplicon size and log-reduction. Using this 

correlation, it was possible to calculate the infectivity of UV treated viruses using a simple 

qPCR assay. In this thesis, the best methods for the detection of living bacteria or infectious 

viruses could be shown for heat, chlorine, ozone and UV treatment. 

Within the scope of this thesis flow cytometry was established and successfully used as 

comparative method in the disinfection experiments. Live/dead differentiation in flow 

cytometry was obtained by propidiumiodide (PI) which works similar to PMA in qPCR. Flow 

cytometry allows a quick quantification of bacteria within 15 minutes, but is however, without 

the use of probes, unspecific and mainly useable to detect total cell counts and bacterial 

community changes over time. Additionally, differences in the staining of microorganisms can 
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lead to high uncertainty in analysis. qPCR in contrast can be used for specific detection of 

bacteria, viruses and genes of interest, but is therefore not as prompt as flowcytometry. 

An additional goal of this thesis was the integration of live/dead differentiation into a hygiene-

online-monitoring system. The system was developed by several institutes within the 

framework of the project EDIT. The modular system combines a multi-level concentration, 

lab-on-chip purification and extraction and a microarray-based isothermal detection of 

multiple bacteria and viruses. PMA treatment in the live/dead module was tested with each 

module and the complete system. 

Differentiation of live and dead organisms was successful after the concentration of high 

volumes of spiked drinking water in a field test. Live/dead differentiation could be 

successfully integrated in the lab-on-chip module, where nucleic acids are purified not only 

from matrix components but also from remaining PMA. Consequently it was possible to 

perform a PMA-qPCR without additional purification of the sample. In the final detection 

module of the hygiene-online-monitoring system – the isothermal amplification – live/dead 

differentiation was also tested successfully. 

In summary, the LA-PMA-qPCR method developed in this thesis can give important 

information for the elimination of bacteria and viruses by disinfection – especially for low 

pressure UV irradiation. The molecular biological live/dead differentiation was successfully 

integrated in the hygiene-online-monitoring developed in the EDIT project. 

Especially for human pathogenic viruses qPCR with live/dead differentiation is promising. 

Long amplicons and PMA provide the ability to quickly measure the efficiency of disinfection 

actions. LA-PMA-qPCR therefore has high potential for a fast screening method parallel to 

cultural detection of indicator organisms for hygienically screening of water resources as 

recommended by the World Health Organization. Particularly for routine tests, 

standardization protocols and validation experiments are needed. The results, developed 

methods and the topic of this thesis are perused in multiple research projects like UV 

disinfection using LED technology und specific flow cytometry. LA-PMA-qPCR is also used to 

quantify the reduction of viruses, bacteria and antibiotic resistance genes in a sand filtration 

system combined with UV and ozone treatment for management aquifer recharge. 

In this thesis, it was shown that the infectivity of phages treated with low pressure UV can be 

calculated using a qPCR result. It was not possible to test this method for human pathogenic 

viruses, as data from literature is insufficient, especially in case of studies using both qPCR 

and cultural assays. Therefore, more experiments are needed for validation of this method - 

for example for adeno- or enteroviruses. 
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In summary, this thesis demonstrates the possibility of molecular biological techniques to 

give hygienically relevant data. Future applications in upcoming projects will show whether 

the developed method can be used valuably. 
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6  E x p er i m e nt e l l e r  Te i l  

6.1 Abkürzungsverzeichnis  

BMBF Bundesministerium für Bildung und Forschung 

bp Basenpaare 

cDNA Komplementäre DNA 

Cq quantitation cycle 

CUF Kontinuierliche Ultrafiltration 

DNA Desoxyribonukleinsäure 

dsDNA / RNA double stranded (Doppelstrang-) DNA / RNA 

DSMO Dimethylsulfoxid 

DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen 

DVGW Deutscher Verein des Gas- und Wasserfaches 

EHEC Enterohämorrhagische E. coli 

EMA Ethidiumbromid Monoazid 

FCM Durchflusszytometrie (Flowzytometrie) 

FSC forward scatter (Vorwärts gestreutes Licht) 

FW-Primer forward Primer 

Genom Äq Genom äquivalent 

He-Ne-Laser Helium-Neon-Laser 

HNA high nucleic acid 

HOLM Hygiene-Online-Monitoring 

ie Isoelektrischer Punkt 

IfSG Infektionsschutzgesetz 

LA long amplicon 

LA-qPCR qPCR mit langen Amplifikaten (long amplicon) 

LNA low nucleic acid 

MAF Monolithische Adsorptionsfiltration 

MCR3 Munich Chip Reader (3. Generation) 

MPN most probable number 

NCBI National Center for Biotechnology Information 

NCTC National Collection of Type Cultures 

Nd:YAG-Laser Neodym-dotierter Yttrium-Aluminium-Granat-Laser 

NTC no template control 

PCR Polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion) 

PFU plaque forming Unit 
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PI Propidiumiodid 

PMA Propidiumiodid-Monoazid 

PMA-qPCR qPCR mit vorheriger PMA-Behandlung der Proben 

qPCR Quantitative PCR 

rDNA / RNA Ribosomale DNA / RNA 

RNA Ribonukleinsäure 

rpm rounds per minute 

rt-PCR reverse transkriptase PCR 

RW-Primer reverse Primer 

SERS surface enhanced raman scattering 

sodA superoxide dismutase (Gen) 

SSC side scatter (Seitwärts gestreutes Licht) 

ssDNA / RNA single stranded (Einzelstrang-) DNA / RNA 

sso7d Sulfolobus solfataricus DNA-binding protein 7d 

STEC Shigatoxin produzierende E. coli 

SVGW Schweizerische Verein des Gas- und Wasserfaches 

TrinkwV Trinkwasserverordnung 

TUM Technische Universität München 

TZW Technologiezentrum Wasser 

U Units 

UF Ultrafiltration 

uidA beta-D-glucuronidase (Gen) 

UV Ultraviolett 

VBNC viable but not culturable (Lebend aber nicht kultivierbar) 

WHO World Health Organisation 

X-Gal 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-β-D-galactopyranosid 
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6.2 Lister der Geräte und Materialien  

6.2.1 Geräte 

Autoklav 3850EL, Tuttnauer 

Brutschrank 50125882, HeraTherm INC 18, Langenselbold, Deutschland 

Fluoreszenzmikroskop DMRE 020-025.025, Leica, Deutschland 

Gelkammer MultiSUB Mini, Cleaver Scientific, Warwickshire, UK 

Luchtdichter Zylinder, 2,5 L AG0025A, AnaeroJar™, Thermo Fisher, Schwerte, Deutschland 

MilliQ Simplicity 185, SV000, Millipore, Darmstadt, Deutschland 

Mixing Block MB-102 Biozym Scientific, Oldendorf, Detuschland 

Nanocolor 500 D Macherey-Nagel, Düren, Deutschland 

NanoPhotometer Implen, Westlake, USA 

PCR-Reinigungsbank UVC/T-M-AR, Biosan, Riga, Lettland 

PhAST Blue GenIUL, Terrassa, Spanien 

pH-Elektrode PH3l5i, WTW, Weilheim, Deutschland 

QIAxcel QIAGEN, Hilden, Deutschland 

Quanti-Tray Sealer IDEEX, Westbrook, USA 

Qubit Fluorometer invitrogen; Kalifornien, USA 

Realplex Eppendorf, Version 2.2 

Rotor-Gene 6000 Corbett Life Science, Version 1.7, B87 

S3 Cell Sorter Biorad, Hercules, USA 

Schüttler KS15, Edmund Bühler, Hechingen, Deutschland 

Spannungsquelle Consort E122, Turnhout, Belgien 

Sterilbank Biowizard GL-130, KOJAIR, Vilppula, Finnland 

Temperierbare Haube für 
Schüttler 

TH15, Edmund Bühler, Hechingen, Deutschland 

Thermoblock MB-102 Thermocell mixing block, BioNova, Rom, Italien 

Tpersonal cycler Biometra, Version 1.1.2 

Ultraviolett-Strahler Typ NU-8 KL Konrad Benda-Herolab, Freiberg, Deutschland 

UV-Sichtkammer Spectroline, Westbury, USA 

UV-Tisch Gene Flash, Syngene, Cambridge, UK 

Vortexer VF2, IKA Labortechnik, Staufen, Deutschland 

Zentrifuge ( 15 / 50 mL) Heraeus™ Multifuge™ X1R, Thermo Fisher, Schwerte, Deutschland 

Zentrifuge (1,5 mL) Heraeus™ Tresco 21, Thermo Fisher, Schwerte, Deutschland 

 

6.2.2 Kits und Reagenzien 

Bacterial Xpress Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland 

Colilert-18 IDEEX , Westbrook (Maine), USA 

DyNAmo cDNA Synthese Kit BIOZYM, Oldendorf, Deutschland 

E. coli K12 JM109 Promega, Mannheim, Deutschland 

Enterolert IDEEX , Westbrook (Maine), USA 

High Pure PCR Product Purification Kit Roche, Mannheim, Deutschland 

Katalase Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland 

Laufpuffer Flowzytometer ProFlow Sort Grade 8x Sheath Fluid, Biorad, Hercules, USA 

Nanocolor Test 0-17 Macherey-Nagel, Düren, Deutschland 
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pGEM-T Vector System II Kit Promega, Mannheim, Deutschland 

Plasmid Purification Midi Kit QIAGEN, Hilden, Deutschland 

PrestoBlue Invitrogen, Frederick, USA 

QIAquick Gel Extraction Kit QIAGEN, Hilden, Deutschland 

QIAxcel DNA Screening Cartridge 1050349, QIAGEN, Hilden, Deutschland 

Qubit® dsDNA BR Assay Kit Thermo Fisher, Schwerte, Deutschland 

SensiMix SYBR No-ROX Kit Bioline, Luckenwalde, Deutschland 

SsoFast™ EvaGreen® Supermix BioRad, München, Deutschland 

Viral Xpress Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland 

X-Gal Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

 

 

6.2.3 Chemikalien 

0,1 M IPTG Roth, Karlsruhe, Deutschland 2316.3 

Acrylamid Merck, Darmstadt, Deutschland 1006381000 

Agar-Agar Roth, Karlsruhe, Deutschland 6494.2 

Agarose Roth, Karlsruhe, Deutschland 2267.4 

Ampicillin 100 mg/L 
Sigma-Aldrich, Steinheim, 
Deutschland 

A0166-5G 

APS Merck, Darmstadt, Deutschland 1012001000 

Bromphenolblau Roth, Karlsruhe, Deutschland T116.2 

CaCl2 Merck, Darmstadt, Deutschland 1-02382-0250 

Chloroform Merck, Darmstadt, Deutschland 1070242500 

DSMO Carl Roth, Deutschland 7029.1 

EDTA Roth, Karlsruhe, Deutschland 8043.1 

Essigsäure Roth, Karlsruhe, Deutschland 6755.1 

Ethanol Merck, Darmstadt, Deutschland 8187601000 

Ethidiumbromid Roth, Karlsruhe, Deutschland 2218.1 

Glucose Merck, Darmstadt, Deutschland 1083370250 

Hefe-Extrakt Merck, Darmstadt, Deutschland 1037530500 

Isopropanol Roth, Karlsruhe, Deutschland 9781.1 

KCl Merck, Darmstadt, Deutschland 1049360500 

MgCl 2M Merck, Darmstadt, Deutschland 8147330500 

NaCl Merck, Darmstadt, Deutschland 1064041000 

Natriumhypochlorit (NaOCL) Sigma Aldrich; Missouri, USA 1056142500 

Natriumthiosulfat Merck, Darmstadt, Deutschland 1091471000 

Pepton Merck, Darmstadt, Deutschland 1070431000 

PI (Propidiumiodid) EMD Chemicals, San Diego, USA 537059-50 

PMA (Propidiumiodid monoazid) Biotium, Kalifornien, USA BTIU40013 

SYBR Green I Life Technologies, Eugene, USA S-7563 
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Temed Merck, Darmstadt, Deutschland 1107320100 

TRIS Roth, Karlsruhe, Deutschland 4855.2 

Trypton Roth, Karlsruhe, Deutschland 8952.3 

Ultrareines Wasser (UltraPure™) 
Life Technologies, Darmstadt, 
Deutschland 

10977049 

X-gal 160 mg/L Roth, Karlsruhe, Deutschland 2315.4 

 

 

6.2.4 Sonstiges Verbrauchsmaterial  

CampyGen™ OXOID, Hampshire, England 

Filterspitzen 10 – 100 µL 702124, Brand, über VWR, Darmstadt, Deutschland 

Filterspitzen 100 – 1000 µL 732-0534, VWR, Darmstadt, Deutschland 

Pipettenspitzen 10 – 100 µL 712556, Brand, über VWR, Darmstadt, Deutschland 

Pipettenspitzen 100 – 1000 µL 6125735, VWR, Darmstadt, Deutschland 

Mikrotiterplatten, 96 Well 167008, Thermo Fisher, Schwerte, Deutschland 

Petrischalen 45 mm 391-2075, Greiner bio-one, über VWR, Darmstadt, Deutschland 

Petrischalen 90 mm 391-0491, Greiner bio-one, über VWR, Darmstadt, Deutschland 

50-mL-Zentrifugengefäß 525-0156, VWR, Darmstadt, Deutschland 

15-mL-Zentrifugengefäß 525-0150, VWR, Darmstadt, Deutschland 

500-mL-sterile Probengefäße FV500-09 , Aqua Laborservice, Wertheim, Deutschland 

Filterapparatur Schott, Mainz, Deutschland 

Vakkuumpumpe SM16612, Sartorius, Göttingen, Deutschland 

MilliQ Kartusche SimPAK002, Millipore, Darmstadt, Deutschland 

5-mL-Probenröhrchen 211-0057, VWR, Deutschland 

Vivaspin 15R 30.000 512-4124, Sartorius, Göttingen, Deutschland 

Filterspitzen 0,5 – 10 µL 732-0543, VWR, Darmstadt, Deutschland 

Pipettenspitzen 0,5 – 10 µL 702526, Brand, über VWR, Darmstadt, Deutschland 

0,1-mL-Reaktionsgefäße (für Rotorgene) 712500, Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland 

0,2-µm-Sterilfilter 4906, Pall, Crailsheim, Deutschland 

0,2-mL-Reaktionsgefäße, 8-fach Strip 712030, Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland 

0,2-mL-Reaktionsgefäße, 8-fach Deckel 712100, Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland 

0,2-µm-Membranfilter, GZZ GSWP02500, Merck Millipore, Molsheim, Frankreich 

0,45-µm-Filter Ez-Pak Merck Millipore, Molsheim, Frankreich 

1,5-mL-Reaktionsgefäße 211-2166, VWR, Darmstadt, Deutschland 

31-µm-Nylonfilter Sefar, Heiden, Schweiz 

 

 



Experimenteller Teil  192 

 

6.2.5 Medien 

BCYE Agar OXOID, Hampshire, England (CM0655) 

BCYE Agar Ergänzung OXOID, Hampshire, England (SR152E) 

BCYE Agar Zusatz OXOID, Hampshire, England (SR110C) 

LB Medium Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland (110285) 

MSB Medium Sifin Diagnostics, Berlin, Deutschland (TN1071) 

Pseudomonas Ergänzung Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland (107624) 

Pseudomonas Selektivagar Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland (107620) 

R2A Medium Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland (17209) 

TBX-Agar Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland (116122) 

 

LAXI-Platten (1 L) 

Stoff Menge 

NaCl 10 g 

Hefeextrakt 5 g 

Trypton 10 g 

pH auf 7 einstellen, autoklavieren und nach 
abkühlen ab 50 °C folgende Stoffe zugeben: 

Ampicillin 100 mg/L 1 mL 

0,1 M IPTG 5 mL 

X-gal 160 mg/L 500 µL 

 

SOC-Medium (1 L) 

Stoff Menge 

NaCl 0,6 g 

Hefeextrakt 5 g 

Trypton 20 g 

KCl 0,2 g 

pH auf 7 einstellen, autoklavieren und nach 
abkühlen ab 50 °C folgende Stoffe zugeben: 

MgCl 2M 10 mL 

Glukose 2M 10 mL 
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TYG Bouillon, Agar und Weichagar 

Medium TYGB TYGA ssTYGA 

Volumen 100 mL 1 L 500 mL 

Trypton 1 g 10 g 5 g 

Hefe-Extrakt 0,1 g 1 g 0,5 g 

NaCl 0,8 g 8 g 4 g 

Agar - 15 g 4 g 

Ca-Glucose 1 ml 10 ml 5 ml 

 

TAE Puffer (als 50x Stammlösung, 1 L) 

Stoff Menge 

TRIS 242 g 

Essigsäure 57,1 mL 

EDTA 18,6 g 

 

TSB-Medium (1 L) 

Stoff Menge 

NaCl 5 g 

Soyton 3 g 

Trypton 17 g 

K2HPO4 2,5 g 

Glucose 2,5 g 

 

Medien Vergleich 

Stoff TSB-Medium R2A-Medium LB-Medium 

NaCl 5 g - 10 g 

Soyton 3 g - - 

Trypton 17 g - 10 g 

K2HPO4 2,5 g 0,3 g - 

Glucose 2,5 g - - 

Hefeextrakt - 0,5 g 5 g 

Pepton - 0,5 g - 

Casein - 0,5 g - 

Stärke - 0,5 g - 

Natriumpyruvat - 0,3 g - 

MgSO4 * 7 H2O - 0,05 g - 

pH nach autoklavieren 7,3 7,2 7,2 
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6.3 Basismethoden 

6.3.1 Bakterielle Stammlösungen 

Die in der Arbeit verwendeten Bakterien (Tabelle 29) wurden in jedem Versuch separat 

kultiviert. Dazu wurde eine Übernachtkultur des entsprechenden Bakteriums in 40 mL R2A-

Medium in ein 50-mL-Zentrifugengefäß gegeben und über Nacht bei 37 °C im Brutschrank 

inkubiert. Danach wurde erneut 40 mL R2A mit 10 µL der Übernachtkultur beimpft und bis zu 

einer optischen Dichte von 0,5 bis 1 (ca. 2-6 Stunden) bei 37 °C bebrütet. Folgende 

Organismen wurden abweichend kultiviert: L. pneumophila wurde auf BCYE-Agar und 

Campylobacter spp. in einem abgeschlossenen Zylinder (AnaeroJar™) in einer 

mikroaerophilen Umgebung, eingestellt mit sauerstoffzehrendem Material (CampyGen™), 

kultiviert. Nach Wachstum einiger sichtbarer Kolonien wurden die Zellen mit 0,9 % NaCl von 

der Platte in ein 50-mL-Zentrifugengefäß gespült. 

Alle Kulturen wurden bei 8 °C für 1-2 Stunden gelagert und dann für 10 Minuten bei 2000 g 

zentrifugiert. Das Medium im Überstand wurde durch Dekantieren entfernt und die Kultur 

direkt mit steril filtriertem (0,2-µm-Filter) Leitungswasser (Karlsruhe, mit Vorlauf) suspendiert. 

Folgende Bakterienstämme wurden in dieser Arbeit eingesetzt.  

Tabelle 29: Liste der eingesetzten Bakterienstämme und deren Quelle. 

Bakterium DSMZ Nr. Gram 

Campylobacter jejuni DSM 4688 - 

Campylobacter lari DSM 11375 - 

Escherichia coli DSM 1058 - 

Escherichia hermannii DSM 4560 - 

Legionella pneumophila DSM 7513 - 

Pseudomonas aeruginosa DSM 1117 - 

Klepsiella pneumoniae DSM 30104 - 

Bacillus subtillis DSM 347 + 

Clostridium perfringens DSM 756 + 

Enterococcus faecalis DSM 13591 + 

Enterococcus faecium DSM 20477 + 

Enterococcus gallinarium DSM 20628 + 

Micrococcus luteus DSM 20030 + 
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6.3.2 Virale Stammlösungen 

Herstellen der phiX174-Stammlösung nach EN ISO 10705-2:2001 

Ein steriler Glaskolben mit 50 mL (500 mL) MSB Medium (Sifin Diagnostics, Berlin, 

Deutschland) wurde mit 0,5 mL der WG5 Kultur (E. coli, DSM 13127) angeimpft und für 

24 Stunden bei 36 °C mit 100 rpm im Schüttler bebrütet. Danach wurde 5 mL (50 mL) der 

Übernachtkultur in 50 mL (500 mL) vorgewärmtes MSB Medium gegeben und für 90 Minuten 

bei gleichen Bedingungen inkubiert. Ein Milliliter der Phagen-Stammlösung (phiX174, DSM 

4497) wurde hinzugegeben (mindestens 107 PFU/mL) und für weitere fünf Stunden inkubiert. 

Zum Ernten der Phagen wurde 5 mL (50 mL) Chloroform hinzugeben, 15 Minuten bei 

200 rpm geschüttelt und die Lösung über Nacht bei 4 °C gelagert. Die wässrige Phase wurde 

in ein 50 mL Zentrifugengefäß gegeben und bei 3500 g für 20 Minuten zentrifugiert. Der 

Überstand mit den Phagen wurde in sterile 500-mL-Probengefäße gefüllt bzw. dort 

gesammelt. Die Konzentration der Stammlösung wurde mit dem Kulturverfahren (6.3.4.2) 

bestimmt. 

Herstellen der MS2-Stammlösung nach EN ISO 10705-1:2001  

Die Kultivierung von MS2 Bakteriophagen wurde wie bei phiX174 mit folgenden Kulturen 

durchgeführt: Salmonella typhimurium (WG 49, NCTC 12484) und MS2 (NCTC 12487). Das 

TYGB-Medium wurde entsprechend der Norm hergestellt (Rezept im Anhang unter 6.2.5 

aufgeführt). 

 

6.3.3 Hitzebehandelte Arbeitslösung („tot“)  

Virale oder bakterielle Stammlösung wurde in ein in 1,5-mL-Kunststoffgefäß gegeben für 

10 Minuten in einem Thermoblock bei 90 °C inkubiert. Danach wurden die Proben durch 

kurzes Verwirbeln gemischt und bei 8 °C bis zur weiteren Bearbeitung gekühlt. 
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6.3.4 Nachweisverfahren: Kulturverfahren 

6.3.4.1 Bakterien 

MPN 

Das MPN-Verfahren (most probable number) ist ein Titerverfahren, in dem eine Probe in 

einer Verdünnungsreihe auf mehrere Probengefäße aufgeteilt wird. Hierzu werden Platten 

mit 96 Probenkammern bzw. Wells eingesetzt. Positive Wells werden durch sichtbare 

Trübung bestimmt. In den Versuchen wurden je Position 30 µL Probe auf 120 µL 

R2A-Medium eingesetzt. Falls nicht abweichend angegeben, wurden die Platten für 7 Tage 

bei 20 °C inkubiert. War eine eindeutige Auswertung nicht möglich (z.B. bei sehr geringer 

Trübung), wurde in jedes Well 4 µL PrestoBlue® (Invitrogen, Frederick, USA) gegeben. 

Wells mit roter Färbung wurden als positiv gewertet. 

Aus der Verteilung der positiven Verdünnungen lässt sich die Anzahl der Bakterien in der 

Ursprungsprobe berechnen. Nach folgender Formel 5 wurde die Konzentration pro mL 

bestimmt. Dabei ist nx die Anzahl der positiven Wells der Verdünnung x, ntotal die Zahl der 

Wells einer Verdünnung, Vx das Volumen eines Wells und m der letztendliche Wert für die 

most probable number (MPN). Die MPN-Auswertung wurde durch ein eigens 

programmiertes, browserbasiertes Script durchgeführt (s. Anhang). 

 

Formel 5 ∑
𝑛𝑥 ∗ 𝑉𝑥

1 − exp (−𝑉𝑥 ∗ 𝑚)

𝑉𝑒𝑟.

𝑥=1

=  ∑ 𝑛𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 ∗  𝑉𝑥

𝑉𝑒𝑟𝑑.

𝑥=1

  

 

 

Katalase-MPN-Verfahren 

Das R2A-Medium für den MPN-Test wurde vorher mit Katalase (Sigma Aldrich, Steinheim, 

Deutschland, 500.000 U/ml) auf eine Konzentration von 1.000 U/ml gemischt. Das MPN-

Verfahren wurde ohne weitere Modifikationen durchgeführt. 

Plattenverfahren 

Mit dem Plattenverfahren können Bakterien durch deren Wachstum, also durch die Bildung 

von makroskopisch sichtbaren Kolonien, direkt gezählt werden. Für das Verfahren bestehen 

einige Normen, z.B. (ISO 9308-1:2014) für den Nachweis von E. coli oder (ISO 11731-

2:2004) für den Nachweis von Legionellen in schwach belastetem Wasser.  
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Für den Nachweis wird die Probe mit den Bakterien mittels Unterdruck durch einen Filter mit 

0,45-µm-Porengröße (Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland) gezogen und auf einer 

45-mm-Petrischale mit entsprechendem Nährmedium platziert und leicht angedrückt. Die 

Petrischalen werden danach umgedreht und für eine definierte Zeit und Temperatur inkubiert. 

Da nur eine begrenzte Zahl von Bakterien auf einer Platte ausgezählt werden können, 

müssen Proben mit einer hohen Bakterienlast vorher mit 0,9 % NaCl entsprechend verdünnt 

werden. In den Versuchen wurde bei bekannten Konzentrationen auf 5 bis 50 Bakterien pro 

Platte verdünnt und bei unbekannten Proben mit mehreren Verdünnungen gearbeitet. Es 

wurden je Verdünnung jeweils zwei Platten eingesetzt (Doppelbestimmung). 

 

Tabelle 30: In den Kulturverfahren eingesetzten Medien. 

Nachweis von Medium und Produkt-Nr. Inkubation Hersteller 

E. coli TBX (116122) 37 °C, 24 h 

Merck Millipore, Darmstadt, 
Deutschland 

P. aeruginosa 
Pseudomonas Selektivagar 

(107620) mit Ergänzung 
(107624) 

37 °C, 48 h 

allen Bakterien LB (110285) 35 °C 

allen Bakterien R2A (17209) 35 °C 
Sigma Aldrich, Steinheim, 

Deutschland 

L. pneumophila 
BCYE Agar (CM0655), 

Ergänzung (SR110C und 
SR152E)  

35 °C 
OXOID, Hampshire, 

England 

 

IDEEX (Colilert und Enterolert) 

Der Nachweis von E. coli und E. faecalis Bakterien mit dem IDEXX-Verfahren wurde nach 

Herstellerangaben durchgeführt. Verwendete Materialien sind im Anhang aufgeführt. 

 

6.3.4.2 Phagen 

Der Nachweis der Bakteriophagen phiX174 und MS2 wurde gemäß der Arbeitsvorschriften 

der EN ISO 10705-2:2001 bzw. EN ISO 10705-1:2001 durchgeführt. Die Hersteller der 

verwendeten Medien sind im Anhang aufgeführt. 
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6.3.5 Nachweisverfahren: Mikroskopische Gesamtzellzahl  

Die mikroskopische Gesamtzellzahl wurde nach folgendem Schema durchgeführt: 

1. Einspannen eines 0,2-µm-Filters in die Filtrationsapparatur. 

2. Die Probe wird in die Filtrationsapparatur gegeben. Bei Volumen unter 5 mL wird das 

Probevolumen durch Zugabe von autoklavierter 0,9 %-NaCl-Lösung auf 5 mL erhöht. 

3. Filtration der Probe durch den Filter mittels Unterdruck (-Pumpe). 

4. Der Unterdruck wird durch öffnen des Ventils neutralisiert. 

5. Überschichten des Filters mit steril filtrierter (0,2-µm-Filter) 0,1 mg/mL 

Acridinorange-Färbelösung (ca. 5 mL). 

6. Inkubation für 3 Minuten bei Raumtemperatur. 

7. Filtration der Färbelösung. 

8. Bei laufender Vakuumpumpe wird der Filter mit einer Pinzette von der Apparatur 

entfernt. 

9. Trocknung des Filters für 5 Minuten auf einem Objektträger. 

10. Der Filter wird mittels Sandwich-Prinzip auf einen Objektträger gebracht (Objektträger, 

Immersionsöl, Filter, Immersionsöl, Deckgläschen, Immersionsöl). 

11. Das Präparat wird im Fluoreszenzmikroskop betrachtet (Vergrößerung 660x, grüne 

Fluoreszenz). 

12. In 10 zufälligen Gesichtsfeldern werden die Bakterien gezählt. 

Das Ergebnis wird mit Hilfe von Formel 6 berechnet. Dabei ist x die mittlere Zellzahl der 

Gesichtsfelder, F ein gerätespezifischer Faktor von 69336 (einheitslos) und V das filtrierte 

Volumen in mL. 

Formel 6 𝐺𝑍𝑍 / 𝑚𝐿 =  
𝑥 ×  𝐹

𝑉
  

 

Sofern die Anzahl der Zellen pro Gesichtsfeld den Arbeitsbereich (50 - 400) unter- oder 

übersteigt, wurde die Probe entsprechend verdünnt oder ein größeres Volumen filtriert. 
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6.3.6 Nachweisverfahren: Durchflusszytometrie  

Alle Versuche wurden mit dem S3 Cell Sorter (Biorad, Hercules, USA) nach 

Herstellerangaben durchgeführt. Das Gerät wird mit einem blauen Laser (488 nm) bei 100 % 

Laserleistung betrieben. Die eingesetzte Optik ist in Abbildung 103 dargestellt. 

 

Abbildung 103: Strahlengang im eingesetzten Durchflusszytometer. 

 

Die interne Sensorik (Dioden-Spannung) wurde auf 420 nm (FSC), 360 nm (SSC), 760 nm 

(grün) und 585 nm (rot) gestellt. Es wurde mit einer Fließgeschwindigkeit auf Stufe 3 (ca. 50 

µL pro Minute) gearbeitet. Der interne Trigger wurde auf den grünen Fluoreszenzkanal 

gestellt (Schwellenwert bzw. threshold = 0,4). Zum Betrieb des Gerätes wurde ultrareines 

Wasser und Laufpuffer (Sheath Fluid) eingesetzt. Je nach Anwendung wurde SYBR Green I 

(Life Technologies, Eugene, USA, 10.000x in DMSO) und Propidiumiodid (EMD Chemicals, 

San Diego, USA, 50 mg, als 30 mM Stammlösung in DMSO) zum Färben der Zellen 

eingesetzt. 

Messungen wurde nach folgendem Protokoll durchgeführt: 

1. 1 mL der Probe in ein 1,5-mL-Reaktionsgefäß geben. Die Probe ist mit steril Filtriertem 

(0,2-µm-Filter) Evian Mineralwasser zu verdünnen, sofern die (erwartete) 

Bakterienkonzentration über 106 Zellen pro mL liegt. 

2. Zugabe von 10 µL 3 mM Propidiumiodid (Arbeitslösung). 

3. Zugabe von 10 µL 100x SYBR Green I (Arbeitslösung). 

4. Mischen der Probe. 

5. Inkubation für 10 Minuten beim Raumtemperatur in einem mit Alufolie abgedeckten 

Reaktionsgefäßständer (im Dunklen). 

6. 100 µL der Probe wird in ein 5 mL Probenröhrchen gegeben. 

7. Das gesamte Volumen wird im Durchflusszytometer gemessen. 

8. Der jeweilige Messwert der Gates wird als Fluoreszenzsignale pro 100 µL angegeben. 
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Auswertung der Messungen und Kontrollen 

Für die Quantifizierung lebender und toter Bakterien in der Durchflusszytometrie wurden 

Gates für diese Bereiche mit Hilfe der unbehandelten und hitzebehandelten Arbeitslösungen 

(s. 6.3.3) oder der zu messenden Proben gelegt. Jeweils 100 µL wurden separat gemessen. 

Auf die Bereiche der stärksten Signalkonzentration wurde jeweils ein Gate gelegt. Dies ist 

beispielhaft für Kläranlagenablauf in Abbildung 104 dargestellt. 

 

Abbildung 104: Einstellen der „lebend“- und „tot“-Gates bei unbehandeltem (links) und hitzebehandeltem 
(rechts) Kläranlagenablauf (1:100 Verdünnt). Screenshot aus der Software ProSort des 
Durchflusszytometers. 

 

Signalkompensierung  

Durch die Kompensation sinkt die gemessene Rot-Fluoreszenz unbehandelter und die Grün-

Fluoreszenz hitzebehandelter Zellen. Dies führt zu einer besseren Auftrennung der Signale. 

Je nach Bakterium oder Probe ließen sich durch die Kontrollen (unbehandelt, hitzebehandelt) 

Bereiche (Gates) für lebende und tote Bakterien festlegen. Bei vielen Bakteriengattungen 

waren zusätzliche Signalcluster zwischen „lebend“ und „tot“ sichtbar, die als 

„beschädigt“ bezeichnet wurden. Außerdem wurde ein Gate auf das Hintergrundrauschen 

des Gerätes gelegt. 
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Abbildung 105: Grün/Rot-Graph von im Durchflusszytometer gemessenen E. faecalis Zellen 
(hitzebehandelt und unbehandelt). Ohne Kompensation (links) und mit Kompensation (rechts). Die 
Signale wurden nach den Kategorien „lebend“ (Grün) und „tot“ (Rot) sowie dem Zwischenstadium 
„beschädigt“ (Gelb) gefärbt. Schwarze Punkte stellen das Hintergrundrauschen des Gerätes dar. 

 

 

Kalibrierung mit EVIAN-Mineralwasser 

EVIAN-Mineralwasser wurde mit SYBR Green angefärbt und mittels Durchflusszytometrie 

gemessen. Im Grün/SSC-Graph (Abbildung 104) ergibt sich ein charakteristisches Bild mit 

zwei Signalclustern mit hoher und niedriger grüner Fluoreszenz. Die Bereiche der Cluster 

wurden durch Gates in die Bereiche HNA (high nucleic acid) und LNA (low nucleic acid) 

eingeteilt. 

 

Abbildung 106: Kalibrierung des Durchflusszytometers mit EVIAN-Mineralwasser zum Messen der 
Gesamtzellzahl nach Protokoll des SVGW. Zu erkennen ist sowohl der HNA- als auch die LNA-Cluster. 
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Angabe der Fluoreszenz 

Die Fluoreszenz wird als einfacher Messwert im Durchflusszytometer nicht angegeben, 

sondern legeglich auf einer Skala ohne Einheit in den Graphen dargestellt. Da das genaue 

Messverfahren und die Berechnung nicht bekannt ist, kann für die Fluoreszenz keine Einheit 

angegeben werden. 

 

6.3.7 Nachweisverfahren: qPCR 

Reagenzien und Geräte 

qPCR-Reaktionen wurden in einem Rotor-Gene 6000 (Corbett Life Science, Version 1.7, 

B87) Cycler durchgeführt. Als Reaktionsgefäße wurde 0,1-mL-Röhrchen (BIOZYM, 

Oldendorf, Deutschland) genutzt. In Tabelle 31 ist die Zusammensetzung der 

Reaktionslösung dargestellt. Bei Amplifikaten bis zu 550 Basenpaaren (bp) Länge wurde das 

SensiMix SYBR No-ROX Kit (Bioline, Luckenwalde, Deutschland) eingesetzt. Bei größeren 

Amplifikaten wurden der SsoFast™ EvaGreen® Supermix (BioRad, München, Deutschland) 

genutzt. Es wurden sowohl Ansätze mit 20 µL als auch mit 10 µL Reaktionsvolumen 

hergestellt. Tests ergaben keine volumenbedingten Unterschiede in den Cq-Werten und der 

Effizienz der qPCR. Im Pipettierprozess wurde zunächst die Reaktionslösung hergestellt, auf 

die 0,1-mL-Reaktionsgefäße aufgeteilt und danach Standards, Kontrolle und Proben 

zugegeben. Die jeweiligen Pipettierschritte wurden innerhalb einer PCR-Reinigungsbank 

durchgeführt. Die Oberfläche wurde vor jedem Versuch für 8 Minuten mit der eingebauten 

UV-Lampe bestrahlt. 

 

Tabelle 31: Zusammensetzung eines PCR- oder qPCR-Ansatzes. * Template wurde erst nach dem 
Aliquotieren der Reaktionslösung in die Reaktionsgefäße zugegeben. 

 20-µL-Ansatz 10-µL-Ansatz 

Ultrareines Wasser 6,4 µL 3,2 µL 

Polymerase/Mix 10 µL 5 µL 

Primer A, 10 pmol/L 0,8 µL 0,4 µL 

Primer B, 10 pmol/L 0,8 µL 0,4 µL 

Template * 2 µL 1 µL 
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Tabelle 32: Rotorgene qPCR-Cycler-Temperaturprogramm.  

  SensiMix SYBR No-ROX Kit SsoFast™ EvaGreen  

Schritt Temperatur Dauer Dauer  

1 95 °C 10 min 3 min  

2 95 °C 30 sec 

Schleife - 45 x 3 s. Tabelle 33 30 sec 

4 72 °C s. Tabelle 33 

5 70-99 °C 1 sec / 1 °C  

 

 

Folgende Primer und Programme wurden für den Nachweis in der qPCR eingesetzt. 

Tabelle 33: Liste der Primer und entsprechenden qPCR-Programme. 

Target Amplifikat bp FW Pos. RW Pos. Polymerase 
Elongations-
zeit in sek 

Annealing 
temperatur 

in °C 
Sequenzen 

phiX174 108 261 369 S 20 60 

Tabelle 8, Seite 56 

phiX174 250 119 369 S 20 60 

phiX174 445 119 575 S 40 60 

phiX174 564 11 564 S 40 60 

phiX174 568 119 687 S 40 60 

phiX174 936 119 1074 E 65 60 

phiX174 1063 11 1074 E 65 60 

phiX174 1125 11 1136 E 65 60 

phiX174 1525 4916 1074 E 110 60 

phiX174 1765 4758 1136 E 110 60 

phiX174 5108 647 369 E 225 60 

MS2 314 2717 3031 S 30 60 Tabelle 10, Seite 59 

E. coli 627 2 629 S 30 62 
Tabelle 12, Seite 61 

E. coli 1242 570 1812 E 30 65 

E. faecalis 517 56 573 S 30 65 
Tabelle 14, Seite 65 

E faecalis 1137 56 1193 E 30 65 

16S 585 341 926 S 30 59 
Tabelle 16, Seite 69 

16S 1063 341 1404 E 30 60 
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Proben, Standards und Kontrollen 

In jeder qPCR-Reaktion wurden vektorielle oder genomische Standards sowie 

Negativkontrollen neben den eigentlichen Proben eingesetzt. Vektorielle Standards wurden 

photometrisch vermessen (Angabe in Genkopien pro µL). Der Messwert von genomischen 

Standards stammt bei Bakteriophagen aus dem Kulturverfahren und bei Bakterien aus der 

mikroskopischen Gesamtzellzahl (Angabe in Organismen pro µL). 

Als Negativkontrolle diente ultrareines Wasser (Life Technologies, Darmstadt, Deutschland). 

Die Arbeitslösungen der Standards mit einer Konzentration von 108 Genkopien pro µL 

wurden bei -20 °C gelagert. Vor einer qPCR wurde aus der Arbeitslösung eine dekadische 

Verdünnungsreihe bis 101 Genkopien pro µL mit ultrareinem Wasser erstellt. Die 

Verdünnungen wurden mehrmals, bis maximal zwei Tage, eingesetzt, sofern mehrere qPCR-

Reaktionen durchgeführt werden mussten. Für die Kalibrierung und für alle Proben wurden in 

der qPCR stets mindestens Doppelbestimmungen eingesetzt. 

Tabelle 34: In jeder qPCR eingesetzte Proben. 

Röhrchen Probentyp Genkopien 

1 - 2 Negativkontrolle 0 

3 - 4 Standard 10
7
 / µL 

5 - 6 Standard 10
6
 / µL 

7 - 8 Standard 10
5
 / µL 

9 - 10 Standard 10
4
 / µL 

11 - 12 Standard 10
3
 / µL 

13 - 14 Standard 10
2
 / µL 

15 - 16 Standard 10
1
 / µL 

17 - 72 Proben Unbekannt 

 

Auswertung der qPCR 

In jeder qPCR-Reaktion wurden zur absoluten Quantifizierung Vektor-basierte oder 

genomische Standards zur Quantifizierung der Genkopien oder der Organismen-

konzentration eingesetzt. Der Schwellenwert (threshold) wurde automatisch von der 

Software bestimmt. Die Effizienz der qPCR wurde mit folgender Formel aus der Steigung 

einer Trendgerade des Log-Wertes der Konzentration des Standards und der Cq-Werte 

ermittelt. Dabei ist E die Effizienz in Prozent und m die Steigung der Trendgerade. 

Formel 7 𝐸 =  ( 10
−1

−𝑚 ) − 1 * 100  
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Die Standardkurve musste dabei folgende Kriterien erfüllen: 

 Effizienz: 0,90 bis 1,05 

 R²  Mindestens 0,99 (m >= 5, n >= 3) 

Da in den Versuchen die Reduktion berechnet werden sollte, wurden nur quantifizierbare 

Daten in die Ergebnisse aufgenommen. Die Quantifizierungsgrenze (LOQ, limit of 

quantification) wurde nach dem MIQE Guidelines an den Bereich der qPCR-Standards 

angelehnt. Der quantifizierbare Bereich reicht vom Standard mit der niedrigsten zum 

Standard mit der höchsten Konzentration (üblich 101 bis 107 Genkopien pro µL, s. Abbildung 

107, links). Diese Definition kann zusätzlich mit dem Variationskoeffizienten der Standards 

(vgl. 2.6.2.1) überprüft werden (Abbildung 107, rechts). Der Variationskoeffizient liegt bei 

allen Standards unter dem definierten Schwellenwert von 0,35. Der Variationskoeffizient CV 

wurde wie folgt berechnet: 

𝐶𝑉𝑆𝑇𝐷% = 100 𝑥 
𝑉𝑎𝑟𝑖𝑎𝑛𝑧𝑆𝑇𝐷

𝑀𝑖𝑡𝑡𝑒𝑙𝑤𝑒𝑟𝑡𝑆𝑇𝐷
 

 

Abbildung 107: Links: Mittelwerte (Quadrate) und drei Einzelmessungen (Punkte) des phiX174-Standards 
und NTC. Effizienz der Kalibriergeraden bei 0,94 (R²: 1,00) mit m = 7, n = 18. Rechts: Variationskoeffizient 
der Standards. 

 

qPCR-Produktanalyse  

PCR-Produkte wurden als Qualitätskontrolle mit einer automatisierten Elektrophorese 

QIAxcel (QIAGEN, Hilden, Deutschland) untersucht (Screen Gel Software, Version 1.1.0). 

qPCR-Ergebnisse wurde nur dann als positiv gewertet, wenn das entsprechende Amplifikat 

in der gleichen Größe wie eine Kontrolle oder eines Standards nachweisbar war. 
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rt-PCR / cDNA Synthese 

Die rt-PCR wurde mit dem DyNAmo cDNA Synthese Kit (BIOZYM, Oldendorf, Deutschland) 

als separater Schritt in einem Tpersonal cycler (Biometra, Version 1.1.2) vor der qPCR 

durchgeführt. Die Zusammensetzung der Reaktionslösung ist in Tabelle 35 und das 

entsprechende Temperaturprogram des Cyclers in Tabelle 36 dargestellt. Je nachdem wie 

viel Template für die qPCR benötigt wurde, wurden 10- oder 20-µL-Ansätze verwendet. Als 

Prozesskontrolle wurde MS2-RNA eingesetzt. Diese wurde bei -75 °C gelagert. Als 

Negativkontrolle diente ultrareines Wasser. Für die RT-PCR wurden 0,2-mL-

Reaktionsgefäße eingesetzt (BIOZYM, Oldendorf, Deutschland). 

Tabelle 35: Zusammensetzung einer Reaktion zur cDNA-Synthese.  

 20-µL-Ansatz 10-µL-Ansatz 

RT-Puffer 10 µL 5 µL 

Random Hexamer 1 µL 0,5 µL 

M-Mulv RNAse 2 µL 1 µL 

RNAse freies H2O 3 µL 1,5 µL 

Template 4 µL 2 µL 

 

Tabelle 36: PCR-Cycler Temperaturprogramm zur cDNA Synthese.  

Temperatur Dauer [min] 

25 °C 10 

37 °C 30 

85 °C 5 

4 °C hold 
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6.3.8 PMA-Behandlung 

Zum Herstellen einer Stammlösung wurde ein Milligramm PMA (Biotium, Kalifornien, USA) in 

978 µL DSMO (Dimethylsulfoxid, Carl Roth, Deutschland) suspendiert und bei -20 °C 

gelagert (2000 µM). Die Inkubation der Proben fand im Dunkeln in einem mit Alufolie 

abgedeckten Thermoblock (Biozym Scientific, Oldendorf, Deutschland) bei 20 °C statt. Zur 

Belichtung wurde die Belichtungsapparatur PhAST Blue (GenIUL, Terrassa, Spanien) 

eingesetzt. Das Protokoll ist in Abbildung 108 schematisch dargestellt. 

 

Abbildung 108: Behandlung von Proben mit PMA. Die Parameter der Standardbehandlung sind fett 
dargestellt. Das Endvolumen der Extraktion ist mit dem Probevolumen identisch, wodurch die 
Verdünnung durch PMA-Zugabe kompensiert wurde. 

 

6.3.9 Extraktion 

Die Extraktion wurde bei Bakterien mit dem BacterialXpress und bei Viren mit dem 

ViralXpress Kit durchgeführt (beide Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland). Das Protokoll 

weicht leicht von den Herstellerangaben ab. Zu 50 µL Probe im 1,5-mL-Reaktionsgefäß 

wurden 200 µL BacterialXpress (oder ViralXpress) zugegeben und gemischt. Nach 5 

Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurde 250 µL Isopropanol zugegeben und 10 

Sekunden gemischt. Die Proben wurden bei 21.000 g für 5 Minuten zentrifugiert, der 

Überstand mit einer Pipette abgenommen und 400 µL 70 % Ethanol in das Reaktionsgefäß 

gegeben. Es wurde so lange gemischt, bis sich das Pellet vom Boden des Reaktionsgefäßes 

löste. Die Proben wurden wieder für 5 Minuten bei 21.000 g zentrifugiert und der Überstand 

mit Hilfe einer Pipette entfernt. Die Reaktionsgefäße wurden offen bei Raumtemperatur für 

mindestens 10 Minuten getrocknet und danach in 50 µL ultrareinem Wasser (Life 

Technologies, Darmstadt, Deutschland) suspendiert. Ein Resuspendieren der Pellets erfolgte 

entweder bei 8 °C über Nacht oder durch direktes Mischen der Probe durch Auf- und Ab-

Pipettieren. 

Probe in 1,5-mL-
Reaktionsgefäß

25-100 µL

Zugabe von PMA
(Stammlsg.: 2 mM)

auf 50 µM

Mischen der 
Probe

Inkubation im 
Dunkeln

RT, 5 min

Belichtung der 
Probe 

10 min, 100 %

Mischen der 
Probe

Extraktion
BacterialXpress

Endvol.: 25 – 100 µL

qPCR /
Lagerung bei 

-20 °C
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6.4 Entwicklung der LA-qPCR 

6.4.1 Primer-Entwicklung 

Sofern möglich wurden qPCR-Primer aus Literaturangaben übernommen. Die Entwicklung 

eigener Primer für die LA-qPCR wurde mit der Software Primer-BLAST (Ye et al., 2012) 

durchgeführt. Hierzu wird in einer Zielsequenz (Target) nach Primern gesucht. Ein 

Spezifitätstest wird gegen die restliche Datenbank (Non-Targets) ausgeführt. Die 

Programmparameter sind in Tabelle 37 dargestellt. Alle Primer wurden von Thermo Fisher 

(Darmstadt, Deutschland) bezogen. 

Tabelle 37: Parameter in Primer-BLAST zur Entwicklung von neuen Primern. 

Parametergruppe Parameter Wert 

PCR Template Template 
Sequenz des Ziel-Organismus 
(phiX174) oder Genes (SodA)  
(s. Tabelle 7, Basissequenz) 

Primer Parameters 

PCR product size Min 500 

PCR product size Max 1100 

# of Primers to return 30 

Primer melding temperatures 57,0 | 60,0 | 63,0 | 3 

Primer Pair Specificity Checking 
Parameters 

Database nr 

Organism bacteria (taxid:2) 

Entrez query NOT * [ORGANISM] 

 

6.4.2 In sil ico Spezifitätstest  

Der Spezifitätstest wurde mit Primer-BLAST durchgeführt (s. 6.4.1). Um eine möglichst 

einfache Übernahme der Methode für andere Benutzer zu ermöglichen, wurden die Namen 

der Parameter und Parametergruppen direkt aus dem Programm übernommen und nicht ins 

Deutsche übersetzt. Folgende Parameter wurden im Programm eingegeben: 

Tabelle 38: Einstellungen zum Test der Spezifität mit Primer-BLAST. 

Parametergruppe Parameter Wert 

PCR Template Template 
Sequenz des Ziel-Organismus (z.B. 

phiX174) oder Ziel-Genes (z.B. SodA)  
(s. Tabelle 7, In silico Spezifitätstest) 

Primer Parameters 
Use my own forward primer Sequenz des FW-Primers 

Use my own reverse primer Sequenz des RW-Primers 

Primer Pair Specificity Checking 
Parameters 

Database nr 

Organism bacteria (taxid:2) 

Entrez query NOT * [ORGANISM] 
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Ein Primer wurde als spezifisch gewertet, wenn keine anderen möglichen Zielsequenzen in 

der Datenbank gefunden wurden, oder, sofern unspezifische Produkte gefunden wurden, 

eine Amplifikation unwahrscheinlich ist (über 3 Missmatch-Positionen, Amplifikatlänge stark 

abweichend). 

 

6.4.3 Herstellen von Standards 

In dieser Arbeit wurden sowohl Vektor-basierte, als auch genomische Standards eingesetzt.  

Tabelle 39: Aufbau von vektoriellen und genomischen Standards. 

Typ Basis Herstellung Quantifizierung Äquivalent 

Vektor-basiert 
PCR-Produkt des 
Zielamplifikates 

PCR-Produkt wird 
in ein Vektor 

kloniert 

DNA wird photometrisch 
quantifiziert 

Genkopien 

Genomisch 
Kultur des 

Zielorganismus 
Organismen 

werden extrahiert 
GZZ (Bakterien) oder 

Kulturverfahren (Viren) 
Organismen 

 

Vektor-basierter Standard 

Das Arbeitsschema der Herstellung eines Vektor-basierten Standards ist in Abbildung 109 

dargestellt.  

 

Abbildung 109: Workflow der Herstellung von vektoriellen Standards. 

 

Ausgangsmaterial für die Herstellung ist das entsprechende PCR-Produkt. Dieses wurde 

entsprechend des PCR-Protokolls generiert (s. 6.3.7), die Größe des Amplifikates via 

QIAxcel ermittelt und mit der theoretischen Größe in Sequenzdatenbanken verglichen. 

PCR-Produkt
Aufreinigung 

im Gel
Ligation 

in Vektor
Transformation 

in E. coli

Vermehrung 
der Zellen

Blau Weiß-
Selektion

Plasmid-
Präparation

LinearisierungQuantifizierung
der DNA

Vektorieller
Standard
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Das PCR-Produkt wurde in einem 1 % Agarosegel aufgereinigt (1-fach konzentriertes TAE 

als Laufpuffer, 90 V, 30 Minuten Laufzeit) und danach aus dem Gel ausgeschnitten und mit 

dem QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, Hilden, Deutschland) nach Herstellerangaben 

aufgereinigt.  

Die gereinigte DNA wurde mit dem pGEM-T Vector System II Kit (Promega, Mannheim, 

Deutschland) nach Herstellerangaben in ein Plasmid ligiert. Die Transformation wurde mit 

kompetenten E. coli K12 JM109 (Promega, Mannheim, Deutschland) nach 

Herstellerangaben durchgeführt. Positive Kolonien wurden durch Blau Weiß-Selektion auf 

LAXI-Platten (s. 6.2.5) ermittelt. 

Eine positive (weiße) Kolonie wurde in einem 100-mL-Ansatz mit LB-Medium als 

Übernachtkultur bei 37 °C inkubiert. Ein Teil der Kultur wurde für Glycerinstammlösungen 

verwendet (30 % Glycerin) und bei -75 °C gelagert. Die restliche Kultur wurde mit dem 

Plasmid Purification Midi Kit (QIAGEN, Hilden, Deutschland) nach Herstellerangaben 

extrahiert und aufgereinigt. Die folgende Linearisierung des Vektors erfolgte mit dem Enzym 

ApaI (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Deutschland) mit entsprechendem Puffer des Herstellers. 

Der Reaktionsansatz besteht aus 5 µg Plasmid-DNA, 10 µL Puffer, 2,5 µL Enzym und wurde 

auf 20 µL mit ultrareinem Wasser aufgefüllt. Die Lösung wurde für mindestens 6 Stunden bei 

30 °C im Heizblock inkubiert und danach für 15 Minuten bei 65 °C inaktiviert. Der 

geschnittene Vektor wurde via Agarosegel (1 %) überprüft und danach mit dem High Pure 

PCR Product Purification Kit (Roche, Mannheim, Deutschland) nach Herstellerangaben 

aufgereinigt. Des Weiteren wurden die tatsächliche Länge und die Sequenz des Inserts 

durch eine Sequenzierung überprüft. Der Standard wurde mit den vektoriellen Primern M13 

FW und RW in einer PCR amplifiziert, wie oben beschrieben aufgereinigt und schließlich 

sequenziert (StarSEQ, Mainz, Deutschland). Die Sequenzen wurden mit Hilfe des 

Programmes Seaview (Gouy et al., 2009) überprüft und mittels BLAST (Altschul et al., 1997) 

mit der NCBI-Datenbank abgeglichen. Die Konzentration der DNA wurde mittels des Qubit® 

dsDNA BR Assay Kits (Thermo Fisher, Schwerte, Deutschland) bestimmt. Aus der 

Konzentration wurde mit Formel 8 die Zahl der Genkopien berechnet. Dabei ist 660 pg/pmol 

das durchschnittliche Molekulargewicht von Doppelstrang-DNA (Mülhardt, 2007), 6,023 × 

10²³ die Anzahl an Teilchen pro Mol und ni bzw. nv die Anzahl der Nukleotide des Inserts bzw. 

Vektors (3000 bp).  

 

Formel 8 𝐺𝑒𝑛𝑘𝑜𝑝𝑖𝑒𝑛 = µ𝑔 𝐷𝑁𝐴 ×  
𝑝𝑚𝑜𝑙

660𝑝𝑔
×  

106𝑝𝑔

1 µ𝑔
 × 

1

𝑛𝑖 + 𝑛𝑣
×

6,023 ∗ 1023

1012𝑝𝑚𝑜𝑙
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Alle Standards wurden auf eine Konzentration von 109 Kopien pro µL verdünnt und 

bei -75 °C gelagert (Stammlösung). Zum direkten Einsatz wurden mehrere Aliquote mit 108 

Kopien pro µL hergestellt (Arbeitslösung). In der qPCR wurde der Cq-Wert der Standards 

den entsprechenden Genkopien des Standards zugeordnet. 

Genomischer Standard 

Das Arbeitsschema der Herstellung eines genomischen Standards ist in Abbildung 110 

dargestellt. Basis eines genomischen Standards ist eine virale oder bakterielle Stammlösung 

nach 6.3.1 bzw. 0 (s. S. 194). Bakterien wurden mittels mikroskopischer Gesamtzellzahl (s. 

6.3.5), Viren mit dem Kulturverfahren (s. 6.3.4.2) quantifiziert. Proben der Stammlösung 

wurden extrahiert (s. 6.3.9) und der Extrakt als Stammlösung des Standards eingesetzt. Bei 

RNA-Viren wurde das Genom in cDNA umgeschrieben (s. 6.3.7, cDNA Synthese). In der 

qPCR wurde der Cq-Wert der Standards den entsprechenden Organismenkonzentrationen 

des Standards zugeordnet. 

  

Abbildung 110: Workflow der Herstellung von genomischen Standards. 

 

6.4.4 Optimierung der qPCR 

Die optimale Annealingtemperatur wurde in einem Temperaturgradient in einem Realplex 

qPCR-Cycler (Eppendorf, Version 2.2) durchgeführt. Für jede zu testende qPCR (bzw. jedes 

Primerpaar) wurden vier parallele Reaktionslösungen (Tabelle 29) mit unterschiedlichen 

Templates erstellt: 

 Standard DNA (105 Genkopien pro µL) 

 Standard DNA (102 Genkopien pro µL) 

 Positivkontrolle (Extrahierte DNA oder cDNA; ca. 105 Organismen pro µL) 

 Negativkontrolle (ultrareines Wasser) 

 

Bakterien / Viren Kultivierung
Quantifizierung 
der Organismen

ExtraktionDNA-Standard
cDNA Synthese 

(RNA Viren)
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Tabelle 40: Zusammensetzung eines PCR- oder qPCR-Ansatzes.  

 Ansatz für 12 Proben 

ultrareines Wasser 76,8 µL 

Polymerase/Mix 120 µL 

Primer A, 10 pmol/L 9,6 µL 

Primer B, 10 pmol/L 9,6 µL 

Template 24 µL 

 

Die Template wurden dabei direkt in die Reaktionslösung gegeben. Diese wurde in 

zwölf 0,2-mL-Reaktionsgefäße aliquotiert. Diese wurden im Cycler in Richtung des 

Temperaturgradienten platziert. Das Temperaturprogramm ist in Tabelle 41 dargestellt. Die 

Einzeltemperaturen des Gradienten sind: 54,8 | 55,1 | 56,1 | 57,5 | 59,2 | 61,2 | 63,2 | 65,2 | 

67,0 | 68,5 | 69,6 | 70,1 °C. Die Auswertung erfolgte über den Vergleich der ermittelten 

Cq-Werte der eingesetzten Proben.  

 

Tabelle 41: Reaplex qPCR-Cycler-Temperaturprogramm mit Gradient.  

  SensiMix SYBR No-ROX Kit SsoFast™ EvaGreen  

Schritt Temperatur Dauer Dauer  

1 95 °C 10 min 3 min  

2 95 °C 30 sec 

Schleife - 45 x 3 55 - 70 °C 30 sec 

4 72 °C 60 sec 

5 70-99 °C 1 sec / 1 °C  
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6.4.5 Zusätzliche Entwicklungsschritte zum Nachweis aller Bakterien 

(16S) 

Eine Test Probe Suche der 16S-Primersequenzen gegen die SILVA (16S) Datenbank (SSU 

Ref NR 119, Juli 2014, 534.968 Sequenzen) wurde mit Standardeinstellungen (Tabelle 42) 

und mit 2 Missmatches durchgeführt (Quast et al., 2013). Das Programm ist unter 

https://www.arb-silva.de/ verfügbar (letzter Abruf April 2017). Um eine möglichst einfache 

Übernahme der Methode für andere Benutzer zu ermöglichen, wurden die Namen der 

Parameter und Parametergruppen direkt aus dem Programm übernommen und nicht ins 

Deutsche übersetzt. 

Tabelle 42: Parameter für Test Probe zum Abgleich von 16S-Primern. 

  Abgleich 1 Abgleich 2 

Parametergruppe Parameter Wert Wert 

Sequence Data Probe Sequence Primer-Sequenz 

Database 
SILVA Database SSU 128 

Sequence Collecton REFNR 

Missmatches 
Maximum Number of Missmatches 0 2 

Consider x occurances of N as match 0 

 

Eine Suche resultiert in drei Ergebnisparameter: 

 Match  Übereinstimmung mit Primersequenz 

 Missmatch Keine Übereinstimmung mit Primersequenz 

 Nondata Daten an der Suchposition fehlen (nicht gewertet) 

Für das Ergebnis wurde das Verhältnis zwischen Match und Gesamtdaten (Summe aus 

Match und Missmatch) gezählt. 

 

6.4.6 Bestimmung des 16S-Genom-Äquivalent 

Eine 151 bp große Sequenz einer konservierten Region der 16S-rDNA 

(AE014075.1:235436-235586) wurde über blastn gesucht. Die Parameter sind in Tabelle 43 

dargestellt. 
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Tabelle 43: Parameter BLASTn zur Suche von 16S-Sequenzen. 

Parametergruppe Parameter Wert 

PCR Template Template 
Sequenz von  

AE014075.1:235436-235586 

Choose Search Set 

Database Nucleotide collection (nr/nt) 

Organism Kein Wert 

Entrez Querry 
„bacteria“ AND „complete 

genome“ AND 
1000000:1000000000[SLEN] 

Algorithm Parameters Max target sequences 20000 

 

Die Ergebnisse wurden in Form einer CSV-Tabelle (Alignment:Table:CSV) mit Excel 

ausgewertet. Dabei wurden die Treffer jedes Datenbankeintrags gezählt. Die Zahl der Treffer 

entsprechen dabei der Anzahl der Genkopien des 16S-Genes. Die Ergebnistabelle ist 

Beispielhaft in Tabelle 44 dargestellt. Datenbanktreffer mit weniger als 140 von 151 

Nukleotiden Übereinstimmung wurden nicht gezählt. 

Tabelle 44: Ausschnitt der Ergebnistabelle zur Erfassung der 16S-Genkopien pro Genom. Beispielhaft 
werden hier E. coli und K. pneumoniae gezeigt. Jede Tabellenzeile stellt eine 16S-Kopie dar. Der Letzte 
Eintrag der Tabelle wurde nach den Bewertungskriterien ausgeschlossen, da die Sequenz nur an 28 
Positionen übereinstimmt (Match < 140). 

Accession Ident. % Match 
Hit Pos. 

Start 
Hit Pos. 

Ende 
E-Value 

n 
16S 

Ergebnis 

AE014075.1 99 151 1245078 1245228 8,2E-71 1 

CP017279.1 
7 Genkopien 

E. coli 

AE014075.1 99 151 4443942 4443792 8,2E-71 2 

AE014075.1 99 151 4799361 4799211 8,2E-71 3 

AE014075.1 99 151 5186060 5185910 8,2E-71 4 

AE014075.1 99 151 5230957 5230807 8,2E-71 5 

AE014075.1 99 151 5322840 5322690 8,2E-71 6 

AE014075.1 99 151 5427550 5427400 3,8E-69 7 

CP018735.1 99 151 469144 469294 8,2E-71 1 

CP017279.1 
8 Genkopien 

Klebsiella pneumoniae 

CP018735.1 99 151 1245078 1245228 8,2E-71 2 

CP018735.1 99 151 4443942 4443792 8,2E-71 3 

CP018735.1 99 151 4799361 4799211 8,2E-71 4 

CP018735.1 99 151 5186060 5185910 8,2E-71 5 

CP018735.1 99 151 5230957 5230807 8,2E-71 6 

CP018735.1 99 151 5322840 5322690 8,2E-71 7 

CP018735.1 99 151 5427550 5427400 8,2E-71 8 

CP018735.1 89 28 1029129 1029102 4,0E-03 - 
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6.5 Entwicklung der LA-PMA-qPCR 

6.5.1 Testverfahren mit Organismen 

Ausgangsmaterial des Versuches ist eine bakterielle oder virale Arbeitslösung (6.3.1). 

Bakterien wurde mittels mikroskopischer Gesamtzellzahl (6.3.5), Viren mit dem 

Kulturverfahren (6.3.4.2) quantifiziert. Aus diesen Arbeitslösungen wurde mit steril filtriertem 

Leitungswasser (0,2-µm-Filter) eine Verdünnungsreihe bis 10-7 in sterilen 50 mL 

Zentrifugengefäßen hergestellt. 50-µL-Proben dieser Verdünnungen wurden mit PMA 

behandelt (6.3.8), extrahiert (6.3.9) und in der LA-qPCR quantifiziert (6.3.7). Die Parameter 

der Verfahren sind in Tabelle 45 dargestellt. 

Für das zweite Testverfahren B wurde ein Aliquot der Stammlösung für 10 Minuten bei 

95 °C in einem Thermoblock hitzebehandelt. Jeweils 1 mL der unbehandelten Verdünnungen 

wurde mit der gleichen Menge hitzebehandelter Stammlösung (unverdünnt) gemischt. Die so 

hergestellten Suspensionen wurden mit der LA-PMA-qPCR und dem Kulturverfahren 

quantifiziert (Parameter in Tabelle 45). 

 

Tabelle 45: Parameter der Testverfahren für die LA-PMA-qPCR und das Kulturverfahren. 

Organismus 
LA-qPCR-

Primer 
PMA  

Konzentration 
Kulturverfahren 6.3.4 

phiX174 11 - 1074 100 µM Plaque Assay 6.3.4.2 

E. coli 570 - 1812 100 µM IDEEX (Colilert) 

E. faecalis 56 - 1193 15 µM IDEEX (Enterolert) 

Bakterien (16S) 341 - 1404 15 µM MPN 

 

Die Auswertung der Tests der LA-PMA-qPCR und des Methodenvergleiches erfolgen über 

eine zweidimensionale Gegenüberstellung der Messergebnisse des Kulturverfahrens und 

der Ergebnisse der entsprechenden qPCR (Abbildung 111). 
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Abbildung 111: Prinzip der Auswertung und Darstellung des Methodenvergleiches. Die Beispielwerte 
zeigen eine optimale Übereinstimmung von Referenz- und Vergleichsverfahren. 

 

t- und F-Test 

Beide statistischen Tests zeigen die Abweichungen der Messwerte von der linearen 

Regression (Trendgerade). Im t-Test des Regressionskoeffizienten wird die so genannte 

Nullhypothese (Regressionskoeffizient beträgt Null) geprüft. Je größer der Wert des t-Tests 

ist, desto unwahrscheinlicher ist die Nullhypothese und umso wahrscheinlicher ist ein 

Zusammenhang der betrachteten Variablen (hier die beiden Methoden). Im F-Test wird die 

Varianzhomogenität und die Gesamtsignifikanz des Modells geprüft. Wie auch im t-Test soll 

die Nullhypothese (kein Zusammenhang der Methoden) widerlegt werden. Je größer der 

Wert des F-Tests ist, desto weniger wahrscheinlich ist die Nullhypothese. Der p-Wert zeigt 

die Wahrscheinlichkeit, dass der beobachtete Zusammenhang zufällig entstanden ist 

(Fahrmeir et al., 2011). Die Berechnung wurde im Programm Excel (Microsoft, Redmond, 

USA, Version 14.0.7180.5002) durchgeführt. Die Berechnung basiert auf den Formeln 9, 10 

und 11 (im Anhang unter 7.3). 
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Messergebnis des Kulturverfahrens.

Arithmetisches Mittel

Mittelwerte aus (mindestens) drei Messungen mit

jeweiliger Doppelbestimmung (n = 3  2) mit

Standardabweichung.

Trendgerade

Bestimmtheitsmaß R² (Optimal: 1)

Messungenauigkeiten, Varianz der Methode

Interzept b (Optimal: 0)

Abweichungen durch Kalibrierung oder Methodik

Steigung m (Optimal: 1)

Effizienz der Methode, Verluste, Spezifität (falsch-

positiv / falsch-negativ).

t- und F-Test des Regressionskoeffizienten

Signifikanz des Zusammenhanges der beiden

Methoden (Optimal: p = 0).
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6.5.2 phiX174- und MS2-Bakteriophagen 

6.5.2.1 Wirkung von PMA auf die Nukleotide von MS2 und phiX174 

Um die Wirkung von PMA auf Einzelstrang-RNA und DNA zu untersuchen, wurden die 

Extrakte der Bakteriophagen MS2 und phiX174 untersucht. Die Probenvorbereitung ist in 

Abbildung 112 dargestellt. MS2- und phiX174-Bakteriophagen wurden mit dem ViralXpress 

Kit extrahiert. Die extrahierte phiX174-ssDNA wurde mit 50 µM PMA behandelt. Danach 

wurde die Probe mit dem ViralXpress-Kit zum Entfernen des überschüssigen PMAs erneut 

extrahiert („gewaschen“). Die gleiche Prozedur wurde mit dem Produkt einer phiX174-qPCR 

durchgeführt (dsDNA). Beide Proben wurden in der qPCR (phiX174, 119 - 687) quantifiziert.  

Extrahierte MS2-RNA wurde mit 50 µM PMA behandelt, gewaschen und mit dem DyNAmo 

cDNA-Synthese-Kit (BIOZYM, Oldendorf, Deutschland) zu cDNA umgeschrieben. 

MS2-cDNA wurde gleichermaßen behandelt. Beide Proben wurden in der qPCR (MS2, 

2717 - 3031) quantifiziert.  

 

Abbildung 112: Arbeitsschema zur Behandlung von MS2-ssRNA und -cDNA sowie phiX174-ssDNA 
und -dsDNA mit PMA und zum Nachweis via qPCR. 

 

 

6.5.2.2 Einfluss der PMA-Konzentration auf unbehandelte Phagen 

MS2 Bakteriophagen wurden mit 0, 1, 5, 10, 25, 50 und 100 µM PMA versetzt, 5 Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert und für 10 Minuten belichtet. Nach der Extraktion wurde eine 

cDNA-Synthese durchgeführt und die Proben mittels qPCR (MS2, Primer 2717-3031) 

quantifiziert. Das Experiment wurde auch für phiX174 durchgeführt (phiX174, Primer 119 - 

687), wobei hier zusätzlich noch 200, 300 und 400 µM PMA getestet wurde. Die Versuche 

wurden mit jeweils zwei Replikaten durchgeführt. 
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6.5.2.3 Auswirkung des pH-Wertes  

Arbeitslösung unbehandelter und hitzebehandelter Viren (6.3.3) wurde in 50 mL 

Zentrifugengefäße aliquotiert. Der pH-Wert wurde mit 1 M HCl bzw. 1 M NaOH auf 3, 4, 6, 7, 

8, 10 und 12 eingestellt. PMA wurde zu einer Endkonzentration von 100 µM zugegeben, 

inkubiert, belichtet, extrahiert (ViralXpress) und mit der qPCR quantifiziert (phiX174: 119 - 

687, MS2: 2717 - 3031). 

 

6.5.3 E. coli  

Reaktionsparameter: Inkubationstemperatur und Belichtungszeit 

Ein Teil der hergestellten E. coli Stammlösung wurde im Thermoblock für 10 Minuten bei 

90 °C behandelt. Beide Proben wurden mit 100 µM PMA (2,64 µL bei 50 µL Probevolumen) 

versetzt, wobei jeweils ein Parameter des Protokolls geändert wurde. Die Proben wurden mit 

dem BacterialXpress-Kit extrahiert und in der qPCR (UidA, 1213 - 1359) quantifiziert. 

Tabelle 46: Variation der Reaktionsparameter bei der PMA-Behandlung von E. coli. 

Probe Nr. PMA Reaktionstemperatur (°C) 
Reaktionszeit  

(min) 
Belichtungszeit  

(min) 

1 Kein PMA Eis 

5 min 

10 min 

2 

100 µM 

Eis 10 min 

3 Raumtemperatur 10 min 

4 Eis 3 min 

5 Eis 10 min 

6 Eis 15 min 

 

Reaktionsparameter: PMA-Konzentration und Inkubationszeit 

Unbehandelte und hitzebehandelte (90 °C, 10 Minuten) E. coli wurden mit verschiedenen 

PMA-Konzentrationen (1, 5, 10, 15, 25, 50, 100 µM) behandelt. Um die Applikation von 

geringen PMA Mengen zu ermöglichen, wurden weitere Stammlösungen mit 20 und 200 µM 

PMA in ultrareinem Wasser hergestellt. Von jeder PMA-Konzentration wurden vier Replikate 

erstellt, die 3, 5, 10 und 20 Minuten im Dunkeln inkubiert wurden. Die Belichtungszeit war bei 

allen Proben identisch (10 Minuten). Die Proben wurden extrahiert und mit der qPCR 

quantifiziert (Primer 2 - 629). 
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6.5.4 E. faecalis 

Test von Wachstumsbedingungen 

E. faecalis wurden wie in 6.3.1 beschrieben in R2A, LB, 10 % LB (verdünnt mit 0,9 % NaCl) 

und TSB-Medium kultiviert. Nach dem Pelletieren der Zellen wurden die Bakterien in 0,9 % | 

1,2 % | 3,5 % | 6,0 % NaCl suspendiert. Die so hergestellten Proben wurden nach dem 

Standardprotokoll (s. 6.3.8 ff.) mit 50 µM PMA behandelt, extrahiert und mit der qPCR (56 - 

573) quantifiziert. Das Salz wurde vor der PMA-Behandlung nicht entfernt. 

6.5.5 Modifikation der PMA-qPCR 

Desoxycholsäure 

50 µL der Arbeitslösungen von E. coli und E. faecalis wurden mit 1 µL 5 % Desoxycholsäure 

gemischt und für 20 Minuten bei 30 °C auf dem Thermoblock inkubiert. Die Proben wurden 

danach mit 1 µM PMA behandelt (Standardverfahren, 6.3.8). Als Kontrolle diente eine Probe 

ohne Desoxycholsäure sowie eine Probe ohne PMA. Die Proben wurden extrahiert und 

mittels qPCR quantifiziert (E. coli: UidA 2 - 629, E. faecalis: SodA 56 - 573). 

Glycerin 

Analog zum Versuch mit Desoxycholsäure wurden Proben von E. coli und E. faecalis vor der 

PMA-Behandlung mit 2,5 bzw. 5 µL Glycerin vermengt und gemischt. Das weitere Vorgehen 

erfolgte wie im vorherigen Versuch beschrieben. 

 

6.5.6 Gesamtbakterienzahl (auf Basis von 16S-rDNA) 

Test verschiedener PMA-Konzentrationen 

Eine Arbeitslösung verschiedener Bakterien (E. coli, E. hermannii, P. aeruginosa, K. 

pneumoniae, L. pneumophila, C. jejuni, C. perfringens, E. gallinarum, E. faecium, E. faecalis, 

M. luteus und B. subtillis) wurde im 6.3.1 beschriebenen Standardverfahren hergestellt. 

Jeweils zwei Replikate (je 50 µL) wurden mit 0, 1, 5, 10, 25, 50 und 100 µM PMA behandelt, 

5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und danach für 10 Minuten belichtet. Bei 

Gram-negativen Bakterien wurde bei jeweils zwei zusätzlichen Proben die Temperatur bei 

der PMA-Inkubation auf 30 °C und 40 °C erhöht. Die Proben wurden extrahiert und mittels 

qPCR (16S, 341 - 926) quantifiziert. 
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6.6 Etablierung der Durchflusszytometrie  

Konzentration der Zellfarbstoffe: SYBRGreen 

Unbehandelte und hitzebehandelte (90 °C, 10 Minuten) E. coli wurden mit 

1 / 0,5 / 0,1 und 0,05-fach konzentriertem SYBRGreen angefärbt. Zur vereinfachten 

Darstellung wurden die Plots der separaten Messungen in ein Bild zusammengefügt. 

Konzentration der Zellfarbstoffe: Propidiumiodid 

Ein vergleichbares Experiment wurde mit Propidiumiodid durchgeführt. E. faecalis, E. coli 

und P. aeruginosa sowie Belebtschlamm (1:1000 in 0,9 % NaCl, Kläranlage 

Karlsruhe-Neureut) wurden jeweils mit 0,05 / 0,1 / 0,5 / 1 und 5-fach konzentrierter 

Propidiumiodidlösung behandelt. Die Messwerte der Rot-Fluoreszenz der stärksten 

Konzentration an Signalen (die meisten Zellen) wurden in einem Diagramm dargestellt. 

Test der Lebend/tot-Unterscheidung 

In der Durchflusszytometrie wurden wie in der PMA-qPCR Verdünnungsreihen aus 

unbehandelten (intakten) Bakterien und Mischungen aus unbehandelten und 

hitzebehandelten (beschädigten) Bakterien vermessen. Dabei handelt es sich um die 

gleichen Proben, die bereits für den Test der LA-PMA-qPCR eingesetzt wurden. Das 

Verfahren ist unter 3.2.4 und in Abbildung 35 beschrieben. 

 

6.7 Anwendung der Lebend/tot-Unterscheidung bei 

Desinfektionsverfahren 

Details zur Behandlung der jeweiligen Desinfektionsmethoden sind im Folgenden aufgeführt. 

Grundsätzlich wurden Arbeitslösungen von Bakterien und Viren (6.3.1 und 0) in 

Leitungswasser gelöst. Zur Entfernung des Mediums wurden Phagen-Stammlösungen durch 

zentrifugale Ultrafiltration (Vivaspin 15R 30.000) konzentriert und wieder in frischem 

Leitungswasser gelöst. Dies wurde 3 mal wiederholt. Die jeweiligen Lösungen wurden dann 

auf die Probengefäße in gleichem Volumen aufgeteilt. Für jede Dosis wurden stets zwei 

Probegefäße angesetzt. 

6.7.1 Thermische Desinfektion 

Die Probelösungen wurden in 50-mL-Kunststoffröhrchen (E. coli) oder 1,5-mL-PCR-

Reaktionsgefäße (P. aeruginosa, MS2, phiX174) gefüllt und im vorgeheiztem Thermoblock 

nach Erreichen der Temperatur im Referenzgefäß (Trinkwasser ohne Probe) inkubiert. 

Proben mit phiX174 wurden für 10 Minuten bei 50 °C, 70 °C und 90 °C und bei 105 °C für 10, 
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20, 30 und 60 Minuten inkubiert. E. coli, P. aeruginosa und MS2 wurden für 10 Minuten bei 

50 °C, 60 °C, 70 °C, 80 °C und 90 °C temperiert. Zur schnelleren Kühlung wurden die 

50-mL-Proben vor der Lagerung bei 8 °C für 5 Minuten auf Eis gestellt. 

 

6.7.2 Chlorung 

Natriumhypochlorit (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) wurde 1:1000 mit 

Leitungswasser auf etwa 130 mg/L freies Chlor verdünnt. Die Konzentration des freien und 

des Gesamtchlors wurde in einer 1:100-Verdünnung mit dem Nanochlor-Küvettentest 

(Macherey-Nagel, Düren, Deutschland) nach Herstellerangaben bestimmt. 

10 mL Probenlösung wurde in 20-mL-Glasgefäße gegeben. Anhand der Chlorkonzentration 

der Stammlösung wurde in die Probengefäße eine entsprechende Menge Chlor gegeben, 

um Konzentrationen von 0,1 mg/L, 0,2 mg/L, 0,6 mg/L, 1,2 mg/L, 4 mg/L und 10 mg/L zu 

erreichen. Die Proben mit MS2, E. coli und P. aeruginosa wurden mit anderen 

Chlorkonzentrationen von 0,25 mg/L, 0,5 mg/L, 0,75 mg/L, 1,0 mg/L, 1,5 mg/L, 2,0 mg/L und 

4 mg/L Chlor versetzt. Die Chlorkonzentration jeder Probe wurde mit dem Küvettentest 

bestimmt. Nach 25 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Reaktion mit 10 µL 

1M Natriumthiosulfat (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) abgestoppt. Bei phiX174 

wurde ein Replikat zusätzlich erst nach 55 Minuten gestoppt. Durch die Chlorzugabe hatten 

alle Probegefäße ein unterschiedliches Volumen. Um dies auszugleichen, wurden durch 

Zugabe von Leitungswasser alle Proben nach der Reaktion auf ein einheitliches Volumen 

gebracht (15 mL). Das für die Chlorung von phiX174-Bakteriophagen eingesetzte 

Pipettierschema ist in Tabelle 47 dargestellt. Die Proben wurden bei 8 °C gelagert und mit 

den entsprechenden Methoden (s. Tabelle 25) quantifiziert. 

Tabelle 47: Pipettierschema zur Chlorung von phiX174-Bakteriophagen. 

Ziel-Dosis 
mg/L 

Probevolumen 
mL 

Zugabe Chlor 
mL 

freies Chlor 
mg/L 

Gesamtchlor 
mg/L 

Wasserzugabe 
mL 

0 10 0 n/a n/a 5 

0,05 10 0,3 0,07 0,66 4,7 

0,1 10 0,4 0,16 0,66 4,6 

0,5 10 0,6 0,55 1,32 4,4 

1,2 10 1 1,32 2,2 4 

4 10 2 3,96 4,76 3 

10 10 5 12,4 12,64 0 
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6.7.3 Ozon 

Bei der Ozonung wurden 100-mL-Glasflaschen mit 50-mL-Probe eingesetzt. Ozonhaltiges 

Wasser wurde freundlicherweise von der Abteilung Technologie des TZW Karlsruhe zur 

Verfügung gestellt. Ozon aus einem Generator (Ozomat COM-AD-02, Anseros, Tübingen, 

Deutschland) wurde in einen gekühlten Glaszylinder geleitet. Die Ozonkonzentration der 

Stammlösung wurde mittels Farbumschlag der Indigo-Methode (EN ISO 10705-1:2001, n.d.) 

bestimmt (ca. 26 mg/L). Bei phiX174 wurden Ozonkonzentrationen von 0,1 mg/L, 0,2 mg/L, 

0,5 mg/L, 1,0 mg/L, 2.0 mg/L, 3,0 mg/L, 5,0 mg/L und 10 mg/L, bei MS2, E. coli und 

P. aeruginosa wurden 0,5 mg/L, 1,0 mg/L, 1,5 mg/L, 2,0 mg/L, 3.0 mg/L, 5,0 mg/L und 10 

mg/L eingestellt. Das ozonhaltige Wasser wurde entsprechend der Zielkonzentration in die 

Probengefäße gegeben. Nach 25 minütiger Inkubation wurde die Reaktion mit 10 µL 1M 

Natriumthiosulfat abgestoppt und das Volumen mit Leitungswasser auf 100 mL gebracht. 

Das für die Ozonbehandlung von phiX174-Bakteriophagen eingesetzte Pipettierschema ist in 

Tabelle 48 dargestellt. Die Proben wurden bei 8 °C gelagert und mit den entsprechenden 

Methoden (s. Tabelle 25) quantifiziert. 

Tabelle 48: Pipettierschema zur Ozondesinfektion von phiX174-Bakteriophagen. 

Probevolumen 
mL 

Ozon 
mg/L 

Ozon-Zugabe 
mL 

Trinkwasser Zugabe 
mL 

50 0 0 50 

50 0,1 0,2 50 

50 0,2 0,4 50 

50 0,5 1,02 49 

50 1 2,08 48 

50 2 4,35 46 

50 3 6,82 43 

50 5 12,5 38 

50 10 33,33 17 

 

  



Experimenteller Teil  223 

 

6.7.4 UV 

phiX174: Zur Bestrahlung wurde ein Niederdruckstrahler (253,7 nm) nach dem Protokoll von 

(Bolton et al., 2015) eingesetzt. Dieser Collimated Beam-Strahler wurde freundlicherweise 

von der Abteilung Technologie des TZW zur Verfügung gestellt. 10 mL der Probelösung 

wurde in eine Petrischale (45 mm) auf einem Magnetrührer unter der UV-Lampe platziert und 

entsprechend der Zieldosis bestrahlt. Der Versuch wurde in drei Ansätzen mit 

unterschiedlichen Bestrahlungsbereichen zwischen 0 und 1000 J/m² durchgeführt. Die 

genauen Werte sind wie folgt: 

a. 0, 100, 200, 300, 400, 500, 1000 J/m² 

b. 0, 25, 50, 75, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800 J/m² 

c. 0, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200 J/m² 

 

E. coli, P. aeruginosa, MS2: Eine anderer UV-Strahler wurde für diese Versuche eingesetzt. 

Die Strahlung einer 254-nm-UV-Lampe (Nu-8-KL, Konrad Benda-Herolab, Freiberg, 

Deutschland) wurde mit einem Radiometer (EPIGAP, Ö-NORM M5873-1: 2001-03) in 

verschiedenen Winkeln und Entfernungen gemessen (Abbildung 113, A). Eine 10-mL-Probe 

wurde in einer Petrischale 10 cm unter der Lampe auf einem Magnetrührer platziert. Die in 

diesem Abstand verrichtete Leistung der Lampe beträgt ca. 8,3 W/m² (Abbildung 113, D). 

Diese Leistung wird nach dreiminütigem Vorbrennen der Lampe erreicht, und bleibt danach 

konstant. Diese wurde aus dem Mittelwert der Emissionsmesswerte im Bereich der 

Petrischale gebildet. Die Proben wurden für 3, 6, 9, 12, 24 und 48 Sekunden, sowie für 20 

Minuten bestrahlt, um Strahlungsdosen von 25, 50, 75, 100, 200, 400 und 10000 J/m² zu 

erreichen. Um eine Reparatur der durch UV induzierten Schäden zu vermeiden (z.B. durch 

Photoreaktivierung), wurden die Reaktionsgefäße durch Alufolie vor Licht geschützt, bei 8 °C 

gelagert und mit den entsprechenden Methoden (s. Tabelle 25) quantifiziert. 
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Abbildung 113: A: UV-Emission des eingesetzten Strahlers in verschiedenen Entfernungen zur Lampe. 
Versuchsaufbau zur UV-Behandlung von Proben (B) und lichtgeschützte Lagerung der Proben (C). 
Bestimmung der Emission bei 10 cm Entfernung zur Lampe bei 45-mm-Petrischalen (D). 
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6.7.5 Raman-Mikrospektroskopie 

Eine unbehandelte und hitzebehandelte Arbeitslösung von E. coli wurde wie in 6.3.1 

beschrieben hergestellt. Aus der Kultur wurden in jeweils zwei 1,5-mL-Reaktionsgefäße 

100 µL der Bakterienlösung gegeben. Eine der Proben wurde jeweils mit 100 µM PMA 

behandelt, so dass vier Probentypen entstanden: 

 Unbehandelte E. coli ohne PMA 

 Unbehandelte E. coli mit PMA 

 Hitzebehandelte E. coli ohne PMA 

 Hitzebehandelte E. coli mit PMA 

Die Proben wurden gekühlt an die TUM transportiert und dort mit dem in Kubryk et al. (2015) 

beschriebenen Verfahren vorbehandelt. Zur Durchführung der Raman-Mikrospektroskopie 

wurden je Probe zwei bis vier Zellen ausgewählt und die Raman-Spektren aufgenommen. 

Für die Versuche wurde ein Raman-Mikroskop (LabRAM HR, Horiba Scientific, Frankreich) 

mit einem Nd:YAG-Laser (532 nm, max. 27 nW an der Probe) sowie einem He-Ne-Laser 

(633 nm, max. 14 nW an der Probe) und 100×-Objektiv (NA = 0,9) eingesetzt. 

 

 

Abbildung 114: Mikroskopische Aufnahme von E. coli Bakterien (unbehandelt, kein PMA) mit markierten 
Zellen zur Raman-Mikrospektroskopie. Ein Teilstrich entspricht einem µm. 

Die Versuche erfolgten ebenfalls analog zur Durchführung in Kubryk et al. (2015). Die mit 

PMA behandelten Proben mussten mit einer geringeren Laserleistung aufgenommen werden: 

unbehandelte E. coli wurden bei 10 × 10 s bei 50 % Laserleistung und bei hitzebehandelten 

E. coli bei 10 × 1 s bei 25 % Laserleistung gemessen. 
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6.8 Integration ins Hygiene-online-Monitoring (EDIT Projekt)  

6.8.1 Aufkonzentrierung 

Monolithische Adsorptionsfiltration (MAF) 

Jeweils 1 L Trinkwasser (Karlsruhe) wurde mit Ozon, Chlor, UV und Hitze behandelt. Drei 

Replikate mit jeweils 100 mL wurden mittels MAF-DEAE (Diethylaminoethan) und parallel 

dazu mit 0,45-µm-Filtern aufkonzentriert. Die Ozon (1 mg/L und 5 mg/L), Chlor (0,2 mg/L und 

1,2 mg/L), UV (100J/m² und 400 J/m²) und Hitzebehandlung (60 °C und 90 °C) erfolgt wie in 

den Desinfektionsversuchen (6.7). Die MAF-Säulen wurden freundlicherweise von der TUM 

zur Verfügung gestellt. Zur Aufkonzentrierung nach der Desinfektion wurde folgendes 

Protokoll verwendet: 

1. Zusammensetzen der Filterapparatur (Netz + O-Ring + MAF Disc). 

2. Füllen der Apparatur mit sterilem Wasser. 

3. Verschließen der Apparatur, Anschluss an Schlauch und Schlauchpumpe. 

4. Filtration der Probe (ca. 0.4 L/min). 

5. Verschließen des Ablaufs. 

6. Zugabe von 20 mL Puffer (1,5 M NaCl, 0,05 M HEPES, pH 7). 

7. Elution von 1/3 Volumen, 2 Minuten Pause, wiederholen bis das ganze Volumen eluiert 

wurde. 

8. Lagerung der Probe bei 8 °C im Kühlschrank. 

Die Bakterien auf den 0,45-µm-Filtern wurden in 15-mL-Zentrifugengefäße gegeben, mit 

10 mL steril filtriertem Leitungswasser gefüllt und durch Verwirbeln vom Filter gelöst. Die 

Proben wurden mittels Durchflusszytometrie (SYBR Green und Propidiumiodid Färbung) 

untersucht. 

 

Konzentrierungskette (CUF – MAF – UF) 

Die genauen Details zu den jeweiligen Konzentrierungsstufen und dem Ablauf der 

Prozesskette sind in der Dissertation von Dennis Elsäßer (TUM) nachzulesen 

(http://www.ch.tum.de/index.php?id=814).  
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6.8.2 Lab-On-Chip-Modul 

Herstellen der Mikrofluidik-Chips 

Chips wurden vom IMTEK Freiburg zur Verfügung gestellt. Das in der Mitte des Chips 

positionierte Gel wurde jeweils vor einer Versuchsreihe hergestellt. Dazu wurde 1 mL 

Polyacrylamidlösung in einem 1,5-mL-Reaktionsgefäß nach folgendem Rezept hergestellt: 

Stoff Menge 

1-fach TAE 867,5 µL 

40 %-iges Acrylamid/Bisacrylamid 125 µL 

Temed 2 µL 

10 %-iges APS 5,5 µL 

 

Die Lösung wurde mit einer 10-µL-Pipette in die Gelkammer gespritzt. Der Chip wurde 

mindestens eine Stunde zum Trocknen in einem geschlossenen Gefäß mit etwas Wasser bei 

Raumtemperatur gelagert. 

Durchführung von Experimenten mit Mikrofluidik-Chips 

Experimente mit den Mikrofluidik-Chips wurden nach folgendem Ablauf durchgeführt: 

1. Herstellen der entsprechenden Proben. 

2. Probe im gleichen Volumen mit 1-fach konzentriertem TAE-Puffer mischen. 

3. 10 µL der Probenmischung wird mit einer 10-µL-Pipette in die Probenkammer 

eingespritzt. Dabei muss langsam pipettiert werden, um die Flüssigkeit in der 

Probenkammer verteilen zu können. 

4. In die Elutionskammer (gegenüber der Probenkammer) wird 10 µL 1 × TAE-Puffer 

gegeben. 

5. Der Chip wird in die Halterungsapparatur gesteckt und die Kontakte angeschlossen. 

6. Die Spannungsquelle wird für 10 Minuten eingeschaltet. 

7. Aus der Elutionskammer wird die Flüssigkeit mit einer 10-µL-Pipette entfernt und in 

einem 1,5 mL Reaktionsgefäß gegeben. 

8. Lagerung der Probe bei -20 °C oder direkte Weiterverarbeitung (qPCR). 

 

 

 

 



Anhang  228 

 

7  An h a n g  

7.1 Sequenzen der Standards 

In den folgenden Sequenzen wurden forward (grün) und reverse (rot) Primer farblich 

hervorgehoben. 

MS2  

CTACCGATCGTCGTTGTTTGGGCAATGCACGTTCTCCAACGGTGCCTCTATGGGGCACAAGTTGCAGG

ATGCAGCGCCTTACAAGAAGTTCGCTGAACAAGCAAGCGTTACCCCCGCGCTCTGAGCGGCTCTATTG

GTCCGAGACCAATGTGCGCCGTGGATCAGACACGCGGTCCGCTATAACGAGTCATATGAATTTAGGCT

CGTTGTAGGGAACGGAGTGTTTACAGGTCCGAAGAATAATAAAATAGATCGGGCTGCCTGTAAGGAGC

CTGATATGAATATGTACCTCCAGAAAGGGGTCGGTGCCTTTATCAGACGCCGGCTCAAATCCGTTGGT

ATAGATCTGAATGATCAATCGATCAACCAGCTTCTGGCTCAGCAGGGCAGCGTAGATGGTTCGCTTGC

GACGATAGACTTATCGTCTGCATCCGACTCCATCTCCGATCGCCTGGTGTGGAGTTTTCTCCCACCTG

AGCTATATTCATATCTCGATCGTATCCGCTCACACTACGGAATCGTAGATGGCGAGACGATACGATGG

GAACTATTTTCCACAATGGGAAATGGGTTCACATTTGAGCTAGAGTCCATGATATTCTGGGCAATAGT

CAAAGCGACCCAAATCCATTTTGGTAACGCCGGAACCATAGGCATCTACGGGGACGATATTATAAGTC

CCAGTGAGATTGCACCCCGTGTGCTAGAGGCACTTGCCTACTACGGTTTTAAACCGAATCTTCGTCAA

ACGTTCGTGTCCGGGGCTCTTTCGCGAGAGCTGCGGGCGCGCACTTTTACCGTGGTGTCGATGTCAAA

CCGTTTTGCATCAAGAAACCTGTTGACAATCTCTTCGCCCTGATGCTGATATTAAATGGGCTACGGGG

TTGGGGATTTGTCGGAGGTATGTCAGATCCACGCCTCTACAAGGTGTGGGGTACGGCTTTCCTCCCAG

GTGCCTTCGATGTTCTTCGGTGGGACGGACCTCGCTGCCGACTACTACGTAGTCAGCCCGCCTACGGC

AGTCTCGGTATACACCAAGACTCCGTACGGGCGGCTGCTCGCGGATACCCGTACCTCGGGTTTCCGTC

TTGCTCGTATCGCTCGAGAACGCAAGTTCTTCAGCTAAAAGCACGACAGTGGTCGCTACATAGCGTGG

TTCCATACTGGAGGTGAAATCACCGACAGCATGAA 

 

E. faecalis (SodA) 

 

TTGACGTGGAAACAATGCACTTACACCATGATAAACACCACAACACTTATGTGACTAACTTAAACGCA

GCGATTGAAAAACATCCAGAATTGGGCGAAAAATCTGTAGAAAACCTAATTTCAGATATGAATGCTAT

TCCTGAAGATATCCGCACAGCTGTTCGTAACAATGGTGGCGGTCACGCAAACCATACATTCTTCTGGG

AAATTATGGCACCAAATGCTGGTGGACAACCAACTGGCGCTATTAAAGAAGCAATCGATGAAACATTT

GGTAGCTTTGATGAAATGAAAGCTGCTTTCAAAACAGCTGCAACTGGCCGCTTTGGTTCAGGTTGGGC

TTGGTTAGTTGTGAATAACGGTAAATTAGAAATCACTTCAACACCAAACCAAGATTCACCATTAATGG

ATGGCCAAACACCTGTTTTAGGTCTTGACGTTTGGGAACATGCGTATTACTTAAAATATAAAAACGTT

CGTCCAGATTACATTGAAGCATTCTGGAACGTTGTTAACTGGGATAAAGTAAACGAACTTTTTGCTGC

AGCAAAATAAGTTTGCCAATTGTAAAAGGAAAGAGTCAAATGACGGCCGTCATTTGACTCTTTCCCTT

TTTACAAATCCAGGGTCGAAATAGTTGTTCGTTTATGGCATACTAAAGTAAGTAGGGAAAGATAACGG

ATACATAAAGAAGGAGCTAAAAAAATGAATGTTATGATGCAAAAAGTACACGGGTCAGAAAATGATTT

CTTTTTATTGGATGAAACACAGTTTGAGCGTTCTTTAACCGCTGAGGAAATTGAGCAATTGCGCATCC

AGTTATGTTCGCGGGAAACAGGATTATTGGCGGGAGCAGATGGGTTACTTTTGGTAGGAGAAGGGACT

CACGGCACGCCCAATGCTAGAATGCGAGTGATTAACAGCGATGGTAGTGAAGCAAGCATGTGCGGGAA

CGGCTTGCGTACGGTTGCCCGTTATTTAGCTGAAAAAAACCAAGAAAAATCATTTACAGTTGAAACAA

TGTTTGCAGATTTGAAAGTACGTCAAGCCCCCAATTTAGCTGAAGAAGTAGCGACTTACCAAGTGGAA

ATTTCGCCAGTAAGTTTTGAAGCAGTTACTATCCCAATGCATTTAGGGGTCCAAACATTAATTGATGA

AATCGTACCAGCCTTATCTAACACCATTCGCTTTACAGCGG 
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Bakterien (16S) 

AGAGTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAAGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGTAACAG

GAAGCAGCTTGCTGCTTCGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGA

GGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAATGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCG

GGCCTCTTGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTTGTTGGTGGGGTAACGGCTCACCAAGGCGA

CGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTTCTACGG

GAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAA

GGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGGAGTAAAGTTAATACCTTTGCTCATTGAC

GTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGT

TAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCT

CAACCTGGGACCTGCATTTGATACCGCCAAGCCTCAGTCTCGGAGGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGT

AGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGAC

GCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGT

CGACTTGGGGGTTGTGCCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGA

GTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTT

AATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCACGGAAGTTTTCAGAGATGAGAATGT

GCCTTCGGGAACCGTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAA

GTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTCCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGC

CAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGACCAGGGCTACACA

CGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTGCGTCG

TAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATG

CCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGA

AGTAGGTAGCTTAACCCTCGGGAGGGCGCTTACCACTTTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAAC

AAGGTAACC 

 

 

E. coli (UidA) 

ATTGTTTGCCTCCCTGCTGCGGTTTTTCACCGAAGTTCATGCCAGTCCAGCGTTTTTGCAGCAGAAAA

GCCGCCGACTTCGGTTTGCGGTCGCGAGTGAAGATCCCTTTCTTGTTACCGCCAACGCGCAATATGCC

TTGCGAGGTCGCAAAGTCGGCGAAATTCCATACCTGTTCACCGACGACGGCGCTGACGCGATCAAAGA

CGCGGTGATACATATCCAGCCATGCACACTGATACTCTTCACTCCACATGTCGGTGTACATTGAGTGC

AGCCCGGCTAACGTATCCACGCCGTATTCGGTGATGATAATCGGCTGATGCAGTTTCTCCTGCCAGGC

CAGAAGTTCTTTTTCCAGTACCTTCTCTGCCGTTTCCAAATCGCCGCTTTGGACATACCATCCGTAAT

AACGGTTCAGGCACAGCACATCAAAGAGATCGCTGATGGTATCGGTGTGAGCGTCGCAGAACATTACA

TTGACGCAGGTGATCGGACGCGTCGGGTCGAGTTTACGCGTTGCTTCCGCCAGTGGCGCGAAATATTC

CCGTGCACCTTGCGGACGGGTATCCGGTTCGTTGGCAATACTCCACATCACCACGCTTGGGTGGTTTT

TGTCACGCGCTATCAGCTCTTTAATCGCCTGTAAGTGCGCTTGCTGAGTTTCCCCGTTGACTGCCTCT

TCGCTGTACAGTTCTTTCGGCTTGTTGCCCGCTTCGAAACCAATGCCTAAAGAGAGGTTAAAGCCGAC

AGCAGCAGTTTCATCAATCACCACGATGCCATGTTCATCTGCCCAGTCGAGCATCTCTTTCAGCGTAA

GGGTAATGCGAGGTACGGGTAGGAGTTGCCCCAATCCAGTCCATTAATGCGTGGTCGTGCACCATCAG

CACGTTATCGAATCCTTTGCCACGCAAGTCCGCATCTTCATGACGACCAAAGCCAGTAAAGTAGAACG

GTTTGTGGTTAATCAGGAACTGTTCGCCCTTCACTGCCACTGACCGGATGCCGACGCGAAGCGGGTAG

ATATCACACTCTGTCTGGCTTTTGGCTGTGACGCACAGTTCATAGAGATAACCTTCACCCGGTTGCCA

GAGGTGCGGATTCCCGCTGCAACAGTCCAGGTAGTGCTTCGTCCAGTTGCCACCCCCCTGTTTATCCG

CATCAAGATAGTTCAACGCTGACATCACAATTGGCCACCACCTGCCAGTCAACAGACGTGTGGTTACA

GTCTTGCGCGACATGCGTCACCACGGTTATATCGTCCACCCAGGTGTTCGGGGTGGTGTAGAGCATTA

CGCTGCGACGGATCCCGGCATAGTTAAAGAAATCATGGAAGTAAGACTGCTTTTTCTTGCCGTTTTTG

TCGGTAATCACCATTCCCGGCGGGATAGTCTGCCAGTTCAGTTCGTTGTTCACACAAACGGTGATACG

TACACTTTTCCCGGCAATAACATACGGCGTGACATCGGCTTCAAATGGAGTATAGCCGCCCTGATGGT

CCATCACTTCCTGATTATTGACCCACACTTTGCCGTAATGAGTGACCGCATCGAAACGCAGCAGGATA

CGCTGGCCTGCCCAACCTTTCGGTATAAAGACTTCGCGCTGATACCAGACGTTGCCCGCATAATTACG

AATATTTGCATCGGCGAACTGATCGTTAAAACTGCCTGGCACAGCAATTGCCCGGCTTTCTTGTAACG

CGCTTTCCCACCAACGGTGATCAATTCCACAGTTTTCGCGATCCAGACTGAATGCCCACAGGCCGTCG

AGTTTTTTGATTTCACGGGTTGGGCTTTCTACAGGACGTAACA 
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7.2 Erstellte Software 

MPN Verfahren 

Dieses Programm wurde zur vereinfachten und schnellen Auswertung vieler 

MPN-Ergebnisse geschrieben. Die Anzahl positiver Kavitäten muss dabei als laufende 

Zahlenfolge, beginnend mit der kleinsten Verdünnung, eingetragen werden (z.B. 541 bei fünf 

positiven Kavitäten in der unverdünnten, vier in der 1:10 verdünnten, eine in der 1:100 

verdünnten Probe). Mehrere Proben können nacheinander durch Zeilenumbruch eingetragen 

werden. Die Berechnung der Organismenkonzentration (pro mL) erfolgt automatisch. 

 

 

  

MPN-Ergebnisse
Eingabe der Anzahl Positiven
Wells je Verdünnung.

Voreinstellungen
Anzahl der Replikate, Verdünnungen,
Volumina. Manuelle Einstellungen sind
ebenfalls möglich.

Organismenkonzentration
Automatisch berechnet für alle
Eingegebenen Versuche.
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7.3 F- und t-Test  

Formel 9 𝑟 =  
∑ (𝑥𝑖 −  𝑥̅𝑛

𝑖=1 )(𝑦𝑖 − 𝑦̅)

√∑ (𝑥𝑖 −  𝑥̅)2𝑛
𝑖=1 × √∑ (𝑦𝑖 −  𝑦̅)2𝑛

𝑖=1

 

Formel 10 𝑡 =  
𝑟 ×  √𝑛

√(1 −  𝑟2)
 

Formel 11 𝐹 =  

∑ (𝑦𝑖 − 𝑦̅)2𝑛
𝑖=1

𝑘 − 1
∑ (𝑦𝑖 − 𝑓(𝑥)𝑖)2𝑛

𝑖=1

𝑛 − 𝑘

 

 

Dabei sind x und y die Messwerte der zu vergleichenden Methoden, n die 

Anzahl der Datenpunkte und k die Anzahl der Variablen inklusive des Interzept. 
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7.4 Literaturliste zur PMA-Behandlung 

Tabelle 49: Literaturliste zum Einsatz von interkalierenden Farbstoffen in der PCR oder qPCR mit 
Angaben zu den eingesetzten Organismen (bei Bakterien: + = Gram-positiv, - = Gram-negativ), der 
Inaktivierung, der PMA-Konzentration in µM und der Amplifikatlänge in der PCR oder qPCR. Die 
Amplifikatlänge wurde in vielen Studien nicht angegeben. Eine Bestimmung war jedoch meist aus den 
angegebenen Primersequenzen durch eine BLAST-Suche gegen den Zielorganismus möglich. 

Literuatur Organismus 
Behandlung / 
Inaktivierung 

PMA-
Konzentration 

in µM 
Amplifikatlänge 

(Bae and Wuertz, 
2009) 

Fäkale 
Bacteroidales (-) 

Sonne 100 100 

(Bae and Wuertz, 
2012) 

Campylobacter (-), 
Salmonella (-), 

Enterococcus (+) 
(Mensch, Kuh, Hund) 

Sonnenlicht 100 150 

(Banihashemi et 
al., 2012) 

C. jejuni (-), Salmonella (-) 
UV 

500 J/m² 
15 100, 1700 

(Bellehumeur et 
al., 2015) 

PRRS-Virus 
Klinische Proben 

Keine 100 100 

(Cawthorn and 
Witthuhn, 2008) 

Enterobacter sakazakii (-) 
 

Hitze, 100 °C, 
10 min 

50 928 

(Chang et al., 
2009) 

L. pneumophila (-) 
im Poolwasser 

95 °C, 2 min 
 

1 mg/L Chlor 
EMA 453 

(Chang et al., 
2009) (Chang et 

al., 2010) 

L. pneumophila (-) im 
Poolwasser 

95 °C, 2 min 
1 mg/L Chlor 

50-400 
 

453 

(Contreras et al., 
2011) 

Vibrio anguillarum (-), F. 
psychrophilum (-) 

40-80 °C 10 
140 

- 
720 

(Coudray-Meunier 
et al., 2013) 

Hepatitis A (sR) 
Rotavirus (dR) 

80 °C 50 

174 
353 
77 
 

87 
313 
352 

(de Almeida et al., 
2016) 

E. faecalis (+) 
im Biofilm 

EDTA, PBS, 
Salzlösung 

50 
 

138 

(Delgado-
Viscogliosi et al., 

2009) 
L. Pneumophila (-) Wasserproben 5-200 n/a 

(Desfossés-
Foucault et al., 

2012) 

Lactococcus (+) 
100 °C 18 min 

 200 100 

(Dong et al., 2014) Bacteroides ovatus (-) UVA (Sonnenlicht) 100 271 

(Elizaquível et al., 
2012a) 

E. coli (-), Listeria 
monocytogenes (+), 
Salmonella (-) auf 

Gemüse 

Isopropanol 50 100 

(Elizaquível et al., 
2012b) 

E. coli (-) O157:H7 auf 
Salat und Soya 

Ätherische Öle 100 142 

(Escudero-Abarca 
et al., 2014) 

Snow Mountain Virus 
(Norovirus) 

85 °C 1-15 min 100 213 

(Fittipaldi et al., 
2010) 

T4 Phagen  100 163 

(Fongaro et al., 
2016) 

Mengovirus 
Adenovirs 

In Schweinekot 

Hitze 95 °C und 
Lagerung bei 23 °C 

50 Ca. 100 

(Gensberger et 
al., 2013) 

E. coli (-) 
P. aeruginosa (-) 

Hitze, 75 °C 10´ 10 760 
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Literuatur Organismus 
Behandlung / 
Inaktivierung 

PMA-
Konzentration 

in µM 
Amplifikatlänge 

(Graiver et al., 
2010) 

Influenza 37 °C 200 100 

(Josefsen et al., 
2010) 

Campylobacter (-) auf 
Hühnchen 

 20 287 

(Karim et al., 
2015) 

Poliovirus  
 

Murine Noroviren  
 

Norwalk Virus  

Hitze, 72 °C, 99 °C 
 

Chlor, 0,5 mg/L 
 

UV 330 J/m2, 1870 
J/m² 

348 100-400 

(Kim and Ko, 
2012) 

MS2 
Muriner Norovirus  

Hitze 72 °C, 10 min 
(Noro) 

80 °C, 20 min 
(MS2) 

10 300 

(Kim and Ko, 
2012) 

E. coli (-) 
B. subtillis (+) 

Isopropanol 125 300 

(Kim and Wuertz, 
2015) 

E. coli (-), Enterococcus 
(+) im Sediment 

real 100 106 

(Kobayashi et al., 
2009b) 

E. coli (-) 100 °C, 15 min - - 

(Kobayashi et al., 
2009a) 

S. aureus (+) 
S. epidermidis (+) 

Hitze 50 337 

(Kralik et al., 
2010) 

Mycobacterium avium (+) Hitze, 80 °C 15 min 5-100 145 

(Kralik et al., 
2014) 

Mycobacterium avium (+) UV (0,26-2,6 KJ/m²) 25 337 

(L. Asfahl and C. 
Savin, 2012) 

E. coli im Abwasser 
 

Ozon 
2u8 mg/L, UV, 

Chlor (ohne 
Anagabe) 

240 187 

(Lee and Levin, 
2009) 

V. vulnificus (-) Einfrieren 2 205 

(E.-S. Lee et al., 
2015) 

Mycobacterium fortuitum 
Chlor 2u40 mg/L, 

Ozon 1,5 mg/L, UV 
1KJ/m² 

30 442 

(M. Lee et al., 
2015) 

Murines Norovirus 
Hitze bis 90 °C, 

1 min 
250 52 

(Leifels et al., 
2015) 

Adenovirus 
 

Poliovirus 
 

phiX174 

600-2300 J/m² 
2 mg/L Chlor 

100  

(Løvdal et al., 
2011) 

L. innocua (+) Hitze 80 °C, 15 min 50 101 

(Luo et al., 2010) A. faecalis (+) in Sediment real 40 1400, 200 (Nested) 

(Mamlouk et al., 
2012) 

Brochothrix 
thermosphacta (+) 

 50 70 

(Moreau et al., 
2015) 

Herpesvirus 1 Pestizide 500 197 

(Moreno et al., 
2015) 

Hepatitis A (sR) 
Auf Salat und Spinat 

99 °C 5 min 50 172 

(Nkuipou-Kenfack 
et al., 2013) 

Salmonella Typhimurium 
(-) 

Listeria monocytogenes 
(+) 

 10 288, 175 

(Nocker et al., 
2006) 

E. coli 0157:H7 (-) 
S. sobrinus (+) 

Isopropanol 3, 30, 240 103 
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Literuatur Organismus 
Behandlung / 
Inaktivierung 

PMA-
Konzentration 

in µM 
Amplifikatlänge 

(Nocker et al., 
2007) 

L. monocytogenes (+) 
M. avium (+) 

E. coli (-) 

Hitze 90 °C, Chlor 
bis 60 mg/L 

UV (ohne Angabe) 
Bis 200 200 

(Nocker et al., 
2009) 

Pseudomonas aeruginosa 
Listeria monocytogenes 

Salmonella enterica 
serovar 

Typhimurium 
Serratia marcescens 

Escherichia coli 
O157:H7 

Isopropanol 100 100-300 

(Pan and Breidt, 
2007) 

Listeria monocytogenes - 50 78 

(Parshionikar et 
al., 2010) 

Norovirus, Poliovirus 
0,5 mg/L Chlor 

 
Hitze 19, 37, 72 °C 

100 
 

360, 194 

(Pinheiro et al., 
2016) 

E. faecalis 90 °C 30 min 100 143 

(Prevost et al., 
2016) 

Adenovirus 
 

Coxsackievirus 

UV (4KJ/m²) 
Chlor 10 mg/L 

0,01 64 

(Pribylova et al., 
2012) 

Mycobacterium avium (+) Antibiotika 50 150 

(Rawsthorne et 
al., 2009) 

Bacillus subtilis Sporen 
Hitze, 115 °C 

0-10 min 
10 271 

(Rieder et al., 
2008) 

Klinisches Abwasser Elektrisches Feld 50 490 

(Salam et al., 
2014) 

E. faecalis (+) Hitze, 85 °C 20 min 
15 PBS 

50 Salzwasser 
144 

(Sánchez et al., 
2011) 

Hepatitis A 

100 mg/L Chlor 
 

Hochdruck 500MPa 
15 min 45 °C 

100 n/a 

(Sassoubre et al., 
2012) 

E. faecalis Seewasser 100 106 

(Slimani et al., 
2012) 

L. pneumophila 
Hitze, 59 °C, 30 

min 
6,25 n/a 

(Soejima et al., 
2011b) 

E. coli (-) und andere 
Enterobacteriaceae 

2 min 100 °C Hitze 100 (EMA) 110, 340, 670, 1490 

(Soejima et al., 
2012) 

E. coli (-), S. enteritidis (-) 
130 °C 2s, 66 °C 30 

min 
23,5 2583 

(Takahashi et al., 
2011) 

E. faecalis (+) bei 
Patienten mit apikaler 

Parodontitis 
real 240 107 

(Takahashi et al., 
2015) 

Muriner Norovirus 
Inaktiviertes 

Lysozym 
50 128 

(Tavernier and 
Coenye, 2015) 

P. aeruginosa 95 °C 15 min 50 70 

(Vesper et al., 
2008) 

Diverse Pilze 80 °C Hitze 30 (filter) 300 

(Wang and Levin, 
2006) 

Vibrio vulnificus (-) 100 °C 5 min 6 EMA 204 

(Wang et al., 
2009) 

E. coli O157:H7 (-) auf 
Fleisch 

Fleisch EMA 225 

(Wang et al., 
2014) 

E. coli O157:H7 in Milch 63 °C, 2 Min 
16 

mit SD 
201 

(Wu et al., 2015) Vibrio cholerae (-) 
90 °C 15 min 

VBNC 
20 97 
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Literuatur Organismus 
Behandlung / 
Inaktivierung 

PMA-
Konzentration 

in µM 
Amplifikatlänge 

(Xiao et al., 2013) E. coli als VBNC  20 118 

(Yáñez et al., 
2011) 

L. pneumophila (-) 
 

72 °C, 15 min 50 80 

(Yang et al., 2011) E. coli in Milch Hitze bis 72 °C 100 131 

(Yang et al., 2013) 

S. Typhimurium (-), 
E.coli O157:H7 (-) 

L. monocytogenes (+) 
in Salat, Fleisch, Tomate 

Hitze, 80 °C 10 min 20 300-700 

(Zhang et al., 
2015) 

P. aeruginosa, E. coli 254 nm 200 194, 1465 

(Zhu et al., 2012) 
V. parahaemolyticus (-) in 

Meeresfrüchten 
90 °C 10 Minuten 20 233 
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