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Aus dem Institut fiir Meereskunde an der Universitiat Kiel

Untersuchungen tber die Ausbreitung und Vermehrung von E. coli

in Schlicksedimenten von Kiistengewissern®

Von JENNY StMMANN und GERHARD RHEINHEIMER

Zusammenfassung: 1. Versuche zur Vermehrung und Einwanderung von Colibakterien ins Sedi-
ment erfolgten mit dem Teststamm E. coli K12, Dessen Verhalten wurde in Labor- und Freiland-
untersuchungen iiberpriift und in Abhingigkeit vom Salz-, Nahrstoff- und Schwefelwasserstoffgehalt
diskutiert.

2. Einwanderung und Vermehrung von E. coli K12 im Sediment konnte im Laborversuch in
speziell dafiir konstruierten Sdulen beobachtet werden. Im sterilisierten Schlicksediment wurde
aktive Einwanderung von E. coli K12 mit recht gleichmaBiger Geschwindigkeit festgestellt. Im
unsterilisierten Sediment erfolgte die Einwanderung mit erheblich hdéherer Geschwindigkeit. Dieses
kann auf einen passiven Transport der Bakterien durch Wirmer oder andere schlickbewohnende
Tiere zuriickzufithren sein.

3. Eine Vermehrung von E. coli K12 wurde im Laborversuch nur in sterilisiertem Brackwasser-
sediment festgestellt. In allen anderen Proben starben die Keime mehr oder weniger schnell ab.

4. Freilanduntersuchungen im Watt der Nordsee zeigten, daB3 unter natiirlichen Verhéltnissen

das Absterben von E. coli im Sediment erheblich langsamer erfolgt als im Seewasser gleichen Salz-
gehaltes.

Investigation on the migration and multiplication of Escherichia coli in mud sediments of
coastal waters (Summary): 1. Experiments on the reproduction and migration of coli bacteria
in sediment were carried out with the test strain E. coli K12. The behavior of this strain was investi-
gated during laboratory and outdoor experiments, and discussed with regard to the concentration
of salt, nutrients and hydrogen sulfide.

2. Migration and multiplication of E. coli K12 in sediment could be observed in laboratory ex-
periments with cylinders specially constructed for this purpose. The active migration of E. coli K12
in sterilized mud sediment was found to take place at a uniform rate. The migration in unsterilized
sediment occurred with much greater rapidity. This could be the result of passive transport of the
bacteria by means of worms or other animals living in the sediment.

3. In laboratory experiments, a multiplication of E. coli K12 was found only in sterilized brackish
water sediment. In all other samples the bacteria died off more or less rapidly.

4. Outdoor experiments in the muddy beach of Nordstrand showed that under natural conditions
the dying off of E. coli in sediment occurs much more slowly than in seawater with the same salinity.

1. Einleitung

Coliforme Bakterien gelangen vor allem durch Abwassereinleitung in die Gewésser.
Sie dienen in der Wasserhygiene als Anzeigerorganismen fiir fakale Verunreinigungen,
daher muf3 bei ihrem Vorkommen auch mit einem Vorhandensein von pathogenen
Darmbakterien gerechnet werden. Es ist bekannt, dafl Coliforme im Meer und auch in
vielen Binnengewissern relativ schnell absterben (RHEINHEIMER 1967). Dennoch lassen
sie sich in Sedimenten hiufig nachweisen (s. WEvLAND 1967).

Die Frage, ob hier eine Vermehrung der Darmbakterien stattfinden kann, ist oft in
der Literatur aufgeworfen worden.

Als ein Beispiel sei eine Untersuchung von Broexk und Mowm (1954) genannt, die
eineinhalb Jahre nach einer Paratyphusepidemie in einer kleinen holldndischen Stadt
nur in Schlamme-, nicht aber in Wasserproben der Poldergrdben, in die die Abwisser

*) Die Arbeiten wurden von der Deutschen Forschungsgemeinschaft unterstiitzt.
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der Stadt eingeleitet wurden, lebende Typhuskeime nachweisen konnten. Sie dullerten
daher die Vermutung, daB} sich die Typhusbakterien im Schlamm nicht nur behauptet
sondern sogar vermehrt hitten.

Es liegen nur wenige Untersuchungen tiber eine Vermehrung von Darmbakterien im
Sediment vor und die Beantwortung der Frage ist uneinheitlich. Die meisten Ergebnisse
wurden zudem im Sandsediment gewonnen. SaDJEDI (1971) konnte keine Vermehrung
von E. coli und Coliformen im Sandsediment der Kieler Bucht nachweisen. Trrova
(1957 und 1959, zit. nach DausNErR 1972) stellte eine Vermehrung von E. coli in Sedi-
menten russischer Seen besonders wihrend der Frithjahrs- und Sommermonate fest.

Wegen dieser uneinheitlichen Beurteilung erschien es interessant, in einer Unter-
suchung die Frage nach Ausbreitung (bzw. Einwanderung) und Vermehrung von
Darmbakterien in Schlicksedimenten zu kliren.

Die Untersuchungen wurden vergleichend in Nord- und Ostseeproben unterschied-
lichen Salzgehalts vorgenommen.

2. Methoden

2.1 Probenentnahme

Die Sedimentproben wurden vom Schiff aus mit dem Backengreifer, der sich oben
durch zwei Klappen 6ffnen 146t, genommen. Aus der Oberflichenschicht des Sedimentes
bis zu 2 cm Tiefe wurde mit Spatel und abgeschnittener Spritze unter sterilen Bedingun-
gen jeweils | cm® Sediment entnommen, in sterile Verdiinnungsflaschen gegeben und
sofort zur Keimzahlbestimmung an Bord weiterverarbeitet. Zur Bestimmung des Trok-
kengewichts und der organischen Substanz wurden auBlerdem ca. 50 cm® Sediment
entnommen und bis zur Weiterverarbeitung in Plastiktépfen eingefroren.

Die Sedimentprobenentnahme von Land aus erfolgte unter sterilen Bedingungen mit
Spatel und abgeschnittener Spritze oder — in gréBeren Tiefen des Sediments — mit
Kantilen und sterilen Einwegspritzen.

Vor dem Autoklavieren wurde den V2AStahl-Kaniilen von 3,5 mm Durchmesser ein
Silikonschlauch von ca. 5 cm Linge aufgesetzt. Auf diese Schliuche wurden dann vor
der Probenentnahme sterile Einwegspritzen mit abgeschnittener Spitze gesetzt, um das
Aufsaugen des Sediments zu erleichtern. Die ersten 2 ml des aufgesogenen Sedimentes
wurden stets verworfen. Zur Weiterverarbeitung wurde 1 cm?® des erneut aufgesogenen
Sedimentes benutzt.

Wasserproben wurden in autoklavierten Sektflaschen mit Hilfe von ZoBell-Schépfern
von Bord aus steril entnommen und sofort weiterverarbeitet. Fiir die Entnahme der
Proben fiir die chemische Untersuchung des Wassers fanden Nansen-Schopfer Verwen-
dung, in die zur Temperaturmessung Kippthermometer eingebaut waren.

2.2 Ermittlung der Coliformenzahl

Wegen der einfachen Handhabung (Harrs und Ayres 1974) und der gréBeren Er-
giebigkeit (HENDERsON 1959) wurde die Coliformenzahl auf Endo-Nihrkartonscheiben
(NKS) (Sartorius Membranfilter GmbH, Contr.-Nr. SM 14003) bestimmt. Die Kolo-
nien der coliformen Bakterien erscheinen dunkel- bis hellrot und zeigen zum Teil Fuchsin-
glanz.

Da jedoch bekannt ist, daB die Werte auf NKS viel zu hoch sein kénnen, wurde
zusitzlich eine Bestimmung der Coliformenzahl auf dem Dreifarbennéhrboden nach
GassNer (1918) (abgekiirzt: G) (modifiziert nach ,,Mikrobiologisches Handbuch
MERCK) vorgenommen.
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Als Bebriitungstemperatur wurde nach Vorversuchen 37 °C ausgewdhlt, um eine
moglichst vollstandige Erfassung aller Coliformen zu gewshrleisten (s. a. SapjEpI 1971).

2.3 Bestimmung der Koloniezahl

Direkt nach der Probenentnahme wurde der Bakteriengehalt der Sediment- und
Wasserproben nach der KOCH’SCHEN GuBplattenmethode bestimmt. Man bezeich-
net die so erhaltene Bakterienzahl in der Literatur hdufig als Saprophytenzahl. Sie ent-
spricht der Koloniezahl in den DEUTSCHEN EINHEITSVERFAHREN (1960).

Als Nihrmedium diente das ZoBell-Medium (s. ScHLIEPER 1968, abgedndert, ohne
FePO, . 4 H,O) mit abgestuftem Salzgehalt.

Salzwassermedium  (ZS) 25°/y, Salzgehalt
Brackwassermedium (ZB) 8%/, Salzgehalt
StiBwassermedium  (ZL)

Zur Aufteilung von Bakterienaggregaten und zur Abtrennung der Bakterien von Sedi-
mentpartikeln wurden die Sedimentproben in der ersten Verdiinnungsstufe (10-2) zwei
Minuten mit dem Ultra-Turrax (GunkeL 1964) behandelt. Wasserproben wurden zwei
Minuten geschiittelt, um eine gleichméBige Verteilung der Bakterien zu erreichen. Die
Bebriitung der Platten erfolgte bei 20 °C und die Auszdhlung nach 14 Tagen. Die Werte
werden angegeben als Koloniezahl pro 1 ml Feuchtsediment (FS) oder pro 1 ml Proben-
wasser.

2.4 Chararkterisierung der Sedimente

Um einen Eindruck von der Art eines Sedimentes zu gewinnen, wurden folgende
Kriterien herangezogen:

a) Grobe Einteilung des Sedimentes nach seiner Korngréfle (z. B. Grobsand, Feinsand,
Schlick, Schlicksand usw.).

b) Kurze Beschreibung des duleren Erscheinungsbildes (z. B. Dicke von aeroben Schich-
ten, evtl. Vorhandensein eines Schwefelwasserstoffmilieus, unmittelbar auffallende
Besiedlung von Muscheln, Polychaeten, etc.).

c¢) Bestimmung des Wassergehaltes (s. DEUTSCHE EINHEITSVERFAHREN 1960).
Die Werte werden angegeben als 9, Wassergehalt pro 1 g Feuchtgewicht des be-
treffenden Sedimentes.

d) Bestimmung der organischen Substanz. Die Werte werden angegeben als %, Glih-
verlust (s. DEUTSCHE EINHEITSVERFAHREN 1960) pro 1 g Feuchtgewicht
des Sedimentes.

2.5 Teststamm

Als Teststamm diente eine Reinkultur des Stammes E. coli K 12 aus dem Institut
fiir Genetik in Koln, der sich seit 1969 in der Abteilung Marine Mikrobiologie im Institut
fiir Meereskunde in Kiel befindet. Er wurde als bewegliches Stibchen von 2—3 1. Linge
identifiziert, das auf NKS — bei gleicher Gréenordnung der Zellzahl — gleichmiBig
groBBe Kolonien mit Fuchsinglanz bildet.

Um die Versuchsergebnisse besser interpretieren zu kénnen, wurden auBler der mi-
kroskopischen und biochemischen Differenzierung die Salzgehaltanspriiche des Test-
stammes in einer Salzreihe (s. MEYER-REIL 1973) iiberpriift.

97



Wie aus der Abbildung 1 zu ersehen ist, liegt das Optimum zwischen 10 und 15/, NaCl.
Da es sich bei E. coli K 12 nicht um ein marines Bakterium handelt,muB3 der Teststamm,
wie auch in Nachuntersuchungen bestitigt werden konnte, als osmophil angesprochen
werden.

2.6 Versuchsaufbau

Fir einen Teil der Untersuchungen wurden, angeregt durch eine Arbeit von Krum-
BEIN (1970), Plexiglassdulen konstruiert, um das Vermehrungs- und Einwanderungs-
verhalten des Teststammes besser beobachten zu kénnen. Sie bestehen aus einem Plexi-
glaszylinder von etwa 1 m Linge und 10 cm Durchmesser, der sich oben und unten
oflnen 14Bt. Seitlich in die Sdule sind in bestimmten Abstinden Locher gebohrt, die mit
Gummistopfen verschlossen werden kénnen. Die Sdule kann entweder von oben unter
sterilen Bedingungen mit Sediment geftillt oder es kann auf Grund ihrer Konstruktion
ein natirlicher Schlickkern im Freiland ausgestochen werden. Nach Fillung der Siule
werden sterile V2A-Kaniilen, auf die ein fiir die Sdulenlocher passender Gummistopfen
gezogen ist, in die gewiinschten Probenentnahmetiefen des Sedimentkernes eingesetzt.
Auf dem nach auBlen ragenden Teil der Kaniilen sitzt ein Siliconschlauch, der mit einer
Klemmschraube verschlossen werden kann. Auf diese Schliuche werden zur Proben-
entnahme sterile 2 ml Einwegspritzen mit abgeschnittener Spitze gesetzt, die Klemm-
schraube gedfinet und so das Sediment der jeweiligen Tiefe vorsichtig aufgesogen.

Das wird bei jeder Probenentnahme einmal wiederholt, um zu verhindern, daf3 das

in dem Kaniilen- und Schlauchvolumen verbliebene Sediment der vorangegangenen
Probe die Versuchsergebnisse verfilscht.

Die Sterilisation der Plexiglassdulen erfolgt durch zweiwéchige Bestrahlung mit UV-
Licht. Die Sterilitdt ist vor Versuchsbeginn zu iiberpriifen.

3. Ergebnisse
3.1 Vorversuche

In einem Vorversuch wurde das Verhalten von E. coli K12 zunichst einmal in steri-
lisiertem Seewasser liberpriift, um alle weiteren Versuchsergebnisse besser interpretieren
zu konnen.

Die sterilisierte Plexiglassdule wurde dazu mit autoklaviertem Seewasser von 32°/,,
Salzgehalt gefiillt und mit einer E. coli K12 Suspension vorsichtig von oben beimpft.
In verschiedenen Siulentiefen konnten dann nach 3, 6 und 11 Stunden Proben entnom-
men und die Colizahlen bestimmt werden.

Dabei zeigte sich ein auffilliger Riickgang der Colizahlen wihrend der ersten drei
Stunden und danach ein stetiges weiteres Abfallen der Zahlen. Nach 21 Stunden konnten
nur noch in der Oberflichenprobe lebende Colikeime nachgewiesen werden. (s. Abb. 4).

Damit decken sich die Ergebnisse ganz eindeutig mit den Angaben in der Literatur,
wo immer wieder auf ein rasches Absterben von Coliformen und anderen nicht marinen
Bakterien in Seewasser hingewiesen wird (RHEINHEIMER 1966, BonDE 1967, KETCHUM,
Avres und Vaccaro 1952).

3.2.1 Verhalten von E. coli K12 in sterilisiertem Schlicksediment

Zur Beantwortung der in der Untersuchung gestellten Frage sollte zunichst einmal
geklart werden, ob eine Einwanderung und Vermehrung von E. coli im Sediment ohne
die etwaige Beeinflussung durch andere Organismen méglich ist.
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Abb. 2: Plexiglassdule zur Untersuchung des Vermehrungs- und
Einwanderungsverhaltens von Bakterien in Sedimenten

Abb. 3: Ausschnitt der Plexiglassdule mit eingesetzten Kaniilen.
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Tafel 2 (zuJ. Stmmann und G. RHEINHEIMER)
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Abb. 4: Ergebnisse der Colizahlbestimmungen auf NKS in der Sédule mit sterilisiertem Seewasser.
Auffillig ist der starke Riickgang der Colizahl wihrend der ersten drei Stunden um etwa
zwei Zehnerpotenzen. Nach 21 Stunden sind nur noch in der Oberflichenprobe lebende

Colikeime nachzuweisen.
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Abb. 5: Colizahlbestimmungen auf NKS in der Sdule mit sterilisiertem Brackwasserschlicksediment

der Schlei.



Folgender Aufbau wurde fir die Versuche benutzt: Das mit dem Ultra-Turrax
homogenisierte und anschlieBend autoklavierte Sediment jeder Probe wurde in die
sterile Plexiglassdule eingefiillt und mit ebenfalls autoklaviertem Wasser des gleichen
Probenstandortes tiberschichtet. Da das Schlicksediment nach seiner Einfullung gewShn-
lich etwas zusammensackte und auBerdem ein Temperaturausgleich in der gesamten
Saule geschaffen werden sollte, stand es einen Tag bei der Bebriitungstemperatur ab.
Danach wurde in das tiberstehende Wasser mit einer bekannten Impfmenge einer E. coli
K 12 Suspension beimpft. Die Versuche wurden stets abgebrochen, sobald E. coli K12
in der gréften Probenentnahmetiefe festzustellen war.

Es muB noch erwdhnt werden, da3 Bakterien in der Sdule, bedingt durch die Art der
Probenentnahme, stets erst ab einer Gréflenordnung von 102 Keimen pro ml nachge-
wiesen werden konnten.

Als geeignete Bebriitungstemperatur erwiesen sich nach Voruntersuchungen 20 °C.
Die Sedimente beider Proben lassen sich folgendermallen kurz charakterisieren:

a) Station: Schlei, Grof3e Breite
Datum 13.2. 1974
Aussehen: Schwarzer, an der Oberfliche weicher, in tieferen Schichten zidher

Schlick mit Blatt- und Muschelresten. Auffallend war starker H,S-
Geruch, auch nach dem Autoklavieren.

Wassergehalt: 72,59,

Gluhverlust: 4,85%,

Koloniezahlen: ZS 27 x 108
ZB 30 x 108
ZL 21 x 106
N 13 x 105

Coliformenzahl: NKS 1 x 10¢
G 3 x 10¢

Temperatur des Giberst. Wassers: 5,6 °C
Salzgehalt des tiberst. Wassers: 5,589/,

b) Station: Ostsee, Kieler Bucht (KBM II)
Datum: 18.4. 1974
Aussehen: Schlick mit ca. 2 cm dicker braunlicher heller Oberflidche, in tie-

feren Schichten schwarz und von festerer Konsistenz, von groB3en
Muscheln besiedelt und schwach H,S haltig (nach dem Autokla-
vieren nicht mehr feststellbar).

Wassergehalt: 48,7 9,

Glihverlust: 2,46%,

Koloniezahlen: ZS 31 x 10¢
ZB 45 x 10%
ZL 25 x 103
N 35 x 103

Coliformenzahl: NKS —
G 75
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Salzgehalt: 12,15% 44
Temperatur des tiberst. Wassers: 5,4 °C
Salzgehalt des tiberst. Wassers: 16,219/,

Das erste auffallende Ergebnis ist, daB3 E. coli K 12 befihigt ist, unter den beschriebe-
nen Versuchsbedingungen in Sedimente einzuwandern. Die Einwanderung vom tiber-
stehenden Wasser in die Oberflichenschichten des Sediments erfolgte sehr schnell. Einen
Tag nach der Beimpfung waren bis zu 1 cm Sedimenttiefe bereits 108 Keime pro ml
nachzuweisen.

Die Einwanderungsgeschwindigkeit war so hoch, daB sie sicherlich nicht nur durch
ein passives Absinken der Keime erklart werden kann sondern auf ein aktives Zubewegen
der Keime auf das Sediment zuriickgefithrt werden muf3. Auch das weitereEindringen
in tiefere Sedimentschichten dirfte auf aktive Reaktionen der beweglichen Keime zu-
riickzufithren sein. Die Moglichkeit eines leichteren Eindringens der Keime auf Grund
einer Beeinflussung durch die Siulenwandung konnte nach Uberpriifung ausgeschlossen
werden. Die Einwanderungsgeschwindigkeit in tiefere Sedimentschichten betrug, wie
sich aus den Abbildungen 5 und 6 ablesen 148t, im Falle des Brackwasserschlicksedimentes
ca. 1 cm pro Tag.

Es ist anzunehmen, daB3 der gréBere Schwefelwasserstoffgehalt des Schleisedimentes
sich negativ auf die Einwanderungsgeschwindigkeit ausgewirkt hat. Da davon auszu-
gehen ist, daB ein kleinerer Gehalt an organischer Substanz und ein gréBerer Salzgehalt
sich negativ auf E. coli auswirken, sich aber im Ostseesediment unter diesen Voraus-
setzungen eine grofere Einwanderungsgeschwindigkeit ergab, scheinen diese beiden
Faktoren hier keinen EinfluB gehabt zu haben.

Zur Feststellung einer Vermehrung in den Sedimenten wurde die Gesamtmenge der
E. coli K12 Keime in der Siule fiir mehrere Versuchstage errechnet und der Impfmenge
in einer graphischen Darstellung gegeniibergestellt. Da die Ausrechnung jedoch nur
iiberschlagsmiBig erfolgen konnte, handelt es sich nicht um Werte, die die genaue
Anzahl der Colibakterien in der Sdule zu einem bestimmten Zeitpunkt angeben kénnen.
Sie vermag somit nur die jeweiligen Tendenzen aufzuzeigen.

Die Gesamtcolimenge des Sedimentes stieg in der Schleiprobe (vgl. Abb. 7 oben)
stindig an, so daB} sich am letzten Tag eine Vermehrung um etwa das Siebzehnfache
der Impfmenge ergab. Dagegen lieBen sich in der Ostseeprobe am letzten Tag nur noch
zwei Drittel der Impfmenge im Sediment feststellen.

In der Schleiprobe vermehrten sich die Colibakterien also stark, wihrend ihre Zahl
in der Ostseeprobe insgesamt abnahm. Diese unterschiedlichen Ergebnisse diirften in
erster Linie auf die verschiedenen Nahrstoffgehalte der Sedimente zuriickzufiihren sein.
Es liegt nahe, daB der Nahrstoffgehalt des Ostseesedimentes zu gering ist, um insgesamt
eine Vermehrung von E. coli zu gestatten.

Demgegentiber scheint der héhere Schwefelwasserstoffgehalt im Schleisediment einer
Vermehrung der Colibakterien nicht entgegengewirkt zu haben. Ferner ist unwahr-
scheinlich, daf3 der héhere Salzgehalt des Ostseesedimentes mit dazu beigetragen hat,
eine Vermehrung zu verhindern. Aus der Uberpriifung der Salzgehaltsanspriiche muf3
namlich geschlossen werden, daB3 E. coli K12 bei glinstigen Nihrstoffbedingungen bel
129/, Salzgehalt optimales Wachstum zeigt. Somit diirfte der Nihrstoffgehalt die Ver-
mehrung entscheidend beeinflu3t haben.
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3.2.2 Verhalten von E. coli K12 in nichtsterilisiertem Schlicksediment

Um im Laborversuch festzustellen, inwieweit sich die bisherigen Ergebnisse im sterilen
Sediment auf unsterilisiertes tibertragen lassen, wurde ein natiirlicher Bohrkern aus
Schlicksediment im iiberstehenden Wasser mit einer E. coli K 12 Suspension beimpft und
bei in situ Temperatur bebriitet. Das Sediment wurde wie folgt charakterisiert:

Station: Nordsee, Nordstrand, siidlich des Dammes
Datum: 7.6.1974
Aussehen: Schlicksediment mit hauchdiinner brauner Oberflichenschicht und

ca. 3 cm dicker hellgrau-briaunlicher aerober Schicht, darunter
schwarz und erheblich ziher, HyS-Geruch war kaum wahrnehm-
bar.

Das Sediment war mit Wiirmern (Nereis und andere Polychaeten)
besiedelt, ca. 5—10 Wurmlécher wurden pro 1 dm? gezihlt.

(Werte fiir den Oberflaichenbereich von 0—3 cm Tiefe)
Wassergehalt: 60,9 9

Glithverlust: 3,10%,

Koloniezahlen: ZS 60 x 10¢
ZB 10 x 10¢
ZL 2 x 103
N 3 x 10°

Coliformenzahl: NKS 2 x 103
G 6 x 10°

Temperatur: 12,5 °C
Salzgehalt des tiberst. Wassers: 31,149/,

In der graphischen Darstellung der Colizahlen auf NKS wurden die jeweilige Zahl
der Fuchsinglanzkolonien getrennt von den tibrigen fiir jede Probe aufgetragen. Sie
sinkt nach deren Erscheinen in der jeweiligen Sedimenttiefe stetig ab, wihrend die Zahl
der andersfarbigen Kolonien sich kaum veridndert.

Da im nattirlichen Schlicksediment von Nordstrand keine einzige Coliformenkolonie
mit Fuchsinglanz nachzuweisen war (s. Abb. 8 in allen Probentiefen ,,vor Beimpfung‘‘),
ist davon auszugehen, daf alle Fuchsinglanzkolonien, die auf NKS wihrend des Ver-
suchs auftraten, die zugeimpften E. coli K12 Kolonien darstellen. Diese Annahme
konnte durch eine Uberpriifung bei Versuchsende bestitigt werden. Alle folgenden
Ergebnisse werden auf dieser Grundlage interpretiert.

Unter dieser Voraussetzung muB3 das Erscheinen von Fuchsinglanzkolonien am zweiten
Versuchstag in allen gepriiften Sedimenttiefen als Einwanderung von E. coli K12 ge-
wertet werden. Auffallend war, dafl die Einwanderung in diesem Versuch véllig anders
verlief als in den Versuchen mit sterilisiertem Schlicksediment.

Die mogliche Ursache der beobachteten schnellen Einwanderung ist schwer zu er-
griinden. Eine denkbare Erklirung kénnte jedoch das Verhalten der Wirmer, wie
Nereis und anderer Polychaeten sein, die im Sediment der Sdule beobachtet wurden.
Diese Wiirmer bewohnen meist U-formige Rohren im Sediment, in denen sie fiir ihre
Sauerstoffversorgung einen Atemwasserstrom erzeugen (Newerr 1970). Durch einen
solchen Atemwasserstrom konnten die zugeimpten Colibakterien in tiefere Schichten
des Sedimentes mit hinabtransportiert worden sein und sich daraufhin in der entsprechen-
den Sedimentschicht ausgebreitet haben.
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Der nach der Einwanderung folgende stetige Riickgang der Zahl der fuchsinglanzbil-
denden Bakterienkolonien diirfte auf dem hohen Salzgehalt beruhen. Wie aus der Uber-
prifung der Salzgehaltanspriiche hervorging, zeigt E. coli K12 bei 31°/,, Salzgehalt
kein optimales Wachstum mehr. Allerdings ist in der Abbildung 8 ein wesentlich lang-
samerer Riickgang der Colizahl im Sediment zu beobachten als im tberstehenden
Wasser. Der erheblich hohere Nihrstoffgehalt des Sediments diirfte dabei einen verzo-
gernden Effekt haben. Der Riickgang der Colizahl kénnte auch auf die Polychaeten
zurtickzufiihren sein, die sich u. a. von Bakterien erndhren (NEwerLL 1970). Dies er-
scheint jedoch als recht unwahrscheinlich und wird auch nicht durch einen gleichzeitigen
Riickgang der Koloniezahlen bestitigt.

Eine Beeinflussung der zugeimpften E. coli Bakterien auf die vorhandene Bakterien-
population des Sediments ist nicht festzustellen. Es wurde weder eine starke Anderung
der Koloniezahlen noch eine solche der Anzahl der vorhandenen Coliformen beobachtet,
wie aus Abbildung 9 und 8 hervorgeht. Die leichte Erhohung der Koloniezahlen am
zweiten Versuchstag diirfte auf der Zuimpfung von E. coli K12 beruhen.

Um wiederum festzustellen, ob eine Vermehrung der zugeimpten Colikeime stattge-
funden hat, wurde die Gesamtzahl der Fuchsinglanzkolonien (von denen angenommen
werden konnte, daB3 sie den E. coli K12 Keimen entsprachen) in der Sdule fiir verschie-
dene Versuchstage errechnet. Fiir die Ausrechnung gilt das gleiche wie unter Punkt 3.2.1
gesagte.

Ein stetiger Riickgang der Zellzahl deutet darauf hin, daB} in der Sdule im Sediment
keine Vermehrung stattgefunden hat. Insgesamt konnte am Versuchsende nur noch 6%,
der Impfmenge festgestellt werden. Der Abfall der Colizahl im tiberstehenden Wasser
war wieder stiarker als im Sediment (Abb. 10).

3.3 In vivo Untersuchungen

Um zu tberpriifen, inwieweit sich die bisher gewonnenen Ergebnisse auf natiirliche
Verhiltnisse Gibertragen lassen, erfolgten entsprechende Freilanduntersuchungen im Watt
von Nordstrand an der schleswig-holsteinischen Nordseekiiste. Dazu wurde eine Watt-
flache von ca. 3 m? durch einen verzinkten Metallring von ca. 30 cm Hohe abgegrenzt.
Er war zur Seeseite etwas gedffnet, um dem Wasser Ein- und Austritt in das abgegrenzte
Areal zu erleichtern. Alle Sedimentproben wurden stets mit jeweils einer Parallele an
verschiedenen Stellen der Ringmitte genommen, um méglichen Randeinfliissen aus dem
Wege zu gehen.

Zur Beimpfung wurde eine Suspension von E. coli K12 Keimen mittels einer Zer-
stauberflasche direkt auf die Wattoberfliche gespritht. Damit wurde eine moglichst
gleichmiBige Verteilung erreicht. Die Beimpfung erfolgte stets kurz nachdem das ab-
laufende Wasser die Sedimentoberfliche freigegeben hatte.

a) Erster Freilandversuch
Datum: 2., 3. und 4. 7. 1974
Charakterisierung des Sediments:

Aussehen: Schlicksediment mit dinner rotbrauner Oberfliche und ca. 2 cm
dicker, weicher, hellgrauer aerober Schicht; tiefere Schichten
schwarz und fester; Besiedlung mit Schlickwiirmern.

Wassergehalt: 60,6 9,



b)

Glithverlust: 3,119,

Koloniezahlen: ZS 13 x 108
ZB 54 x 10°
ZL 11 x 10°
N 12 x 104
Coliformenzahl: NKS 7 x 1038
G 6 x 102

Salzgehalt des tiberst. Wassers: 31,159/,

Witterungsverhiltnisse :

2.7.: heiter bis wolkig; Wind aus westlichen Richtungen mit 3 Wind-
starken,

3.7.: bedeckt, regnerisch; Westwind mit 3 bis 4 Windstérken,

4.7.: bedeckt, einzelne Schauer; Westwind mit ca. 3 bis 4 Windstirken.

Probenentnahme- und Hochwasserzeiten:

Probenbezeichnung Datum Zeit H. W. N. W.

vor Beimpfung 2.7. 14.30 12.20 18.50

nach Beimpfung 2.7 14.50

nach 7 Stunden 2. 7. 21.50 0.50 7.14

nach 1. Flut 3.7 11.30 13.12 19.45

nach 3. Flut 4.7. 11.00 1.40 8.04

Temperatur im Sediment bis ca. 5 cm Tiefe wihrend der einzelnen Probenentnahme-
zeiten:

vor Beimpfung: 19 °C

nach Beimpfung: 19 °C

nach 7 Stunden: 14°C

nach 1. Flut: 16 °C

nach 3. Flut: 17 °C

Zweiter Freilandversuch
Datum: 14. und 15. 8. 1974
Charakterisierung des Sedimentes:

Aussehen: Schlicksediment mit dinner rotbrauner Oberfliche und ca. 2 cm
dicker hellgrauer aerober Schicht; tiefere Schichten schwarz und
zdher; Besiedlung mit Schlickwiirmern.

Wassergehalt: 60,9 %,

Gluhverlust: 3,119,

Koloniezahlen: ZS 69 x 10°
ZB 48 x 105
ZL 77 x 10¢
N 45 x 10¢

Coliformenzahl: NKS 18 x 103
G 1 x 102

Salzgehalt des tiberst. Wassers: 31,159/,
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Witterungsverhiltnisse:

14. 8.: heiter bis wolkig, schwiil; Mittagstemperatur 26 °C im Schatten;
schwache Winde aus stidlichen Richtungen,

15. 8.: klar, sonnig, schwiil ; Mittagstemperatur 28 °C im Schatten; Wind
Siid-West 2—3.

Probenentnahme- und Hochwasserzeiten:

Probenbezeichnung Datum Zeit H.W. N. W.

vor Beimpfung 14. 8. 11.00 9.32 15.54

nach Beimpfung 14. 8. 11.10

nach 4 Stunden 14. 8. 15.00

nach 8 Stunden 14. 8. 19.00 22.19 4.40

nach 1. Flut 15. 8. 9.00 10.58

Temperatur im Sediment bis ca. 5 cm Tiefe wihrend der einzelnen Probenentnah-
mezeiten:

vor Beimpfung: 18,5 °C

nach Beimpfung: 18,5 °C

nach 4 Stunden: 24,5 °C

nach 8 Stunden: 22,0 °C

nach 1. Flut: 20,5 °C

Wiederum wurden in den Abbildungen 11 und 12 die Kolonien mit Fuchsinglanz
getrennt von denen ohne Fuchsinglanz aufgetragen. Wie bereits in dem vorangegangenen

Versuch wird davon ausgegangen, daf3 es sich bei den ersteren um E. coli K 12 Kolonien
handelt (s. S. 101).

Aus dem zusitzlichen Erscheinen von fuchsinglanzbildenden Bakterien zu den nur
roten Kolonien auf NKS in den ersten 3 cm und 7 cm Proben nach der Beimpfung in Ab-
bildung 11 und 12 ist auf eine Einwanderung von E. coli in das Sediment zu schlieB3en.
Die mit zunehmender Tiefe abnehmende Zahl von Fuchsinglanzkolonien deutet eben-
falls auf eine Einwanderung hin. Sie erfolgt mit groBer Geschwindigkeit. Bereits 4 Stunden
nach Beimpfung kénnen in Abbildung 12 E. coli Keime in allen Tiefen nachgewiesen
werden. Es besteht die Moglichkeit, daf3 diese hohe Einwanderungsgeschwindigkeit auf
das Verhalten der das Sediment bewohnenden Wiirmer zurtickzufiihren ist, wie bereits
bei dem Laborversuch mit unsterilisiertem Schlicksediment angenommen wurde.

Da sich wihrend der Einwanderungszeit der Bakterien auf der Sedimentoberfliche
jedoch kein tiberstehendes Wasser befand, kann die Einwanderung hier nicht mit einem
Atemwasserstrom erkliart werden. Allerdings kénnen durch stindiges Auf- und Abwan-
dern der Wiirmer in ihrer Wohnréhre und durch ihre FreBbewegungen (NEweLL 1970)
Bakterien in tiefere Sedimentschichten transportiert worden sein. Auflerdem gibt es
Wurmarten, die wihrend der Ebbe um ihren Wohnréhrenausgang Tentakeln auf der
Wattoberfliche ausbreiten, um Nahrungspartikel einzusammeln (THEEDE, miindlich),
die sie dann in ihre Réhre zum Verzehr mitnehmen. Auch dabei besteht die Moglichkeit,
daf3 Bakterien in tiefere Schichten eingeschleppt werden. Ebenso kénnen jedoch auch

andere schlickbewohnende Tiere einen Transport der Bakterien in tiefere Schichten
verursacht haben.

Nach ihrer Einwanderung zeigt die Anzahl der E. coli Keime abnehmende Tendenz.
Bereits wihrend der Ebbe ist ein Riickgang zu verzeichnen (s. Abb. 11 und 12). Dieser
diirfte auf den hohen Salzgehalt des Sediments zuriickzufiihren sein. Die Uberpriifung
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der Salzgehaltsanspriiche von E. coli K 12 (s. Abb. 1) kénnte diese Vermutung bestétigen.
Allerdings ist der Riickgang der Colizahl nicht so stark, wie bei dem Versuch mit ste-
rilisiertem Seewasser gleichen Promillewertes zu verzeichnen war. Es ist anzunehmen,
dafB3 der hohere Naihrstoffgehalt eines Sediments verzégernden EinfluBl hat.

Bei dem Riickgang der Colizahlen aller weiterer Proben, die nach der ersten (s. Abb.
11 und 12) und nach der dritten Flut (s. Abb. 11) genommen wurden, spielen sicherlich
auBerdem noch Ausspiilungen des Seewassers aus dem Sediment eine Rolle. Darauf ist
wohl auch der wesentlich stidrkere Riickgang der Colizahlen in den Oberflichenproben
zurtickzufithren.

Eine Beeinflussung der zugeimpften E. coli Keime auf die vorhandene Bakterienpo-
pulation des Sediments ist nicht festzustellen. Sie driickt sich weder in einer deutlichen
Verdnderung der Koloniezahlen (s. Abb. 14 und 15) — noch in einer Verdnderung
der vorhandenen Coliformenpopulation aus.

Jedoch konnte eine umgekehrte Beeinflussung der zugeimpften E. coli Keime durch
die vorhandene Bakterienpopulation vorliegen. Durch den Konkurrenzdruck der dem
Milieu wesentlich besser angepaBten vorhandenen Population kénnte der Abfall der
E. coli Werte vielleicht ebenfalls erkldrt werden.

Eine Vermehrung der zugeimpften E. coli K12 Keime ist aus den stetig abfallenden
Fuchsinglanzkoloniezahlen nicht abzulesen, obwohl die im Sediment wihrend der
Versuche herrschende Temperatur fiir natiirliche Verhéltnisse als optimal anzusehen ist
und eine Vermehrung der Keime sicherlich auch zugelassen hitte (Vorversuche tiber
das Temperaturverhalten des Teststammes kénnen dies bestdtigen). Die Temperatur
scheint somit auf den Versuchsablauf keinen entscheidenden EinfluBl gehabt zu haben.

Eine iberschlagsméfBige Berechnung der Colimenge in dem Versuchsareal ergibt
ebenfalls zu keinem Zeitpunkt der Versuche eine Vermehrung der Colikeime.

Die entscheidende Ursache fiir das Absterben der E. coli Zellen scheint der bereits
erwihnte hohe Salzgehalt gewesen zu sein. Der Nihrstoflgehalt des Sedimentes, gemessen
als Gluhverlust, scheint auf das Verhalten des Teststammes nur insoweit EinfluB ge-
habt zu haben, als er ein Absterben zwar zu verzégern, aber nicht aufzuhalten vermochte.
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