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Kurzreferat

Die Wiederverwendung von Abwasser, vor allem zu Zwecken der Bewisserung in der Land-
wirtschaft, wird als eine der effektivsten Moglichkeiten angesehen, um Wasser zu sparen. Die
Kosten der Abwasseraufbereitung sind fiir viele Entwicklungslédnder unerschwinglich, so dass
in diesen Liandern die Verwendung von Abwasser nicht reguliert ist und somit vielfach
gesundheitliche Risiken birgt. Pflanzenkldranlagen stellen eine Moglichkeit der effizienten
und kostengiinstigen Abwasseraufbereitung dar. Bei der Vielzahl unterschiedlichster
Verfahrenstechniken und Anlagetypen lassen sich inzwischen in der Regel gute Ergebnisse
beziiglich der Reinigungsleistung gegeniiber chemischen Inhaltsstoffen und Bakterien
erzielen. Zur Beurteilung des Auftretens und der Reduktion von parasitiren Erregern in

derartigen Anlagen gibt es bisher allerdings nur wenige Erkenntnisse.

Ziel dieser Arbeit als Teilprojekt einer BMBF-geforderten Studie war es, die Reduktion der
seuchenhygienisch relevanten Zysten von Cryptosporidium parvum und Giardia lamblia
innerhalb der einzelnen Stufen der Abwasseraufbereitung in bewachsenen Bodenfiltern zu
untersuchen. Hierfiir wurden eine Pilotanlage in Langenreichenbach (Sachsen) und eine seit
1993 in Betrieb befindliche Praxisanlage in Belzig (Brandenburg) in regelmifBigen Abstinden
beprobt. Die Untersuchungen basierten auf einer Methode der US EPA von 1995 und
beinhalteten im wesentlichen drei Hauptschritte: Konzentrierung der Oo-/Zysten durch
Zentrifugation, Separierung durch Flotation mit einer Saccharose-Losung und Darstellung der
Zysten mittels einer indirekten Immunfluoreszenz. Fiir Cryptosporidium Oozysten und
Giardia Zysten konnte eine Gesamtreduktion von durchschnittlich 2 Logarithmusstufen in
den einzelnen Kopplungen der Anlage Langenreichenbach erzielt werden. Ein als
Nebenbefund beprobter Abwasserteich in Containerbauweise zeigte keine relevante
Reinigungsleistung. In der Anlage Belzig lag die durchschnittliche Gesamtreduktion bei 2,8
Log-Stufen.

Entsprechend vorgegebener Normen und Richtlinien (DIN 19650, WHO 1989) konnte eine
Bewertung der Eignung als Bewisserungswasser nur eingeschrankt getroffen werden. Neben
einer bakteriologischen Diagnostik ist aufgrund der Befunde auch eine parasitologische
Untersuchung im Sinne einer Indikatorfunktion, zumindest bei bekanntermafen hohen

Belastungen des Abwassers, zu empfehlen.

Redder, Andreas: Reduktionsleistung von Pflanzenkldranlagen hinsichtlich Parasitenzysten
von Cryptosporidium parvum und Giardia lamblia.
Halle, Univ., Med. Fak., Diss., 79 Seiten, 2006
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Verzeichnis der verwendeten Abkiirzungen, Symbole und Einheiten

Abb. Abbildung

AFNOR Association Francaise de Normalisation
APHA American Public Health Association

ATV Abwassertechnische Vereinigung e.V. (Deutschland)
BioStoffV  Biostoffverordnung

BMBF Bundesministerium fiir Bildung und Forschung
BSBs Biochemischer Sauerstoffbedarf in fiinf Tagen
bzw. beziehungsweise

ca. circa

CDC Centers for Disease Control and Prevention
CSB Chemischer Sauerstoffbedarf

d. h. dass heif3t

DABCO 1,4-Diazabicyclo(2.2.2)octam

DAPI 4,6-Diamidino-2-phenylindoldihydrochlorid
DBU Deutsches Bundesumweltamt

DIN Deutsche Industrie-Norm
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EG Européische Gemeinschaften, heute: Européische Union
et al. et alii
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EWG Europdische Wirtschaftsgemeinschaft
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PE Polyethylen

pH pH-Wert

PI Propidumiodid

RF Reduktionsfaktor

S Sekunde

SA Standardabweichung
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spp- species

Tab. Tabelle

u. a. und andere

UFZ Umweltforschungszentrum, hier: Leipzig-Halle GmbH
US EPA United States Environmental Protection Agency
vgl. vergleiche

WHO World Health Organisation
z. B. zum Beispiel

z. T. zum Teil

Chemische Symbole
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N- Stickstoff
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P- Phosphor
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Glossar

BSB;

CSB

EW

pH

RF

Glossar

Biochemischer Sauerstoftbedarf in fiinf Tagen: KenngroBe fiir den
Verschmutzungsgrad von Gewéssern und Abwéssern mit organischen Stoffen,

Summenparameter

Chemischer Sauerstoffbedarf: Kenngrofe fiir den Verschmutzungsgrad von

Gewdssern und Abwissern mit organischen Stoffen, Summenparameter

Einwohnerwert: setzt sich aus der tatsdchlichen Einwohnerzahl EZ und den
Einwohnergleichwerten EGW zusammen (Abwasseranfall aus Industrie,
Landwirtschaft usw.). EW = EZ + EGW. Ein Einwohnergleichwert entspricht
in Deutschland einem Aquivalent von 60 g BSBs pro Tag.

pH-Wert: MaBzahl fiir die in LoOsung enthaltene Konzentration an
Wasserstoffionen, das heil}t, fiir den sauren oder basischen Charakter einer

Losung.

Reduktionsfaktor: Faktor, um welche die Konzentration im Ablauf des
jeweiligen Beetes verringert wurde, bezogen auf die Konzentration im Zulauf

(angegeben als dekadischer Logarithmus).
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1 Einleitung
1.1  Grundlagen der Abwasserbehandlung

Wasser ist ein unentbehrlicher Grundstoff aller Lebewesen. Der weltweite Bedarf an Trink-,
Bewisserungs- sowie Betriebswasser fiir die Industrie steigt Jahr fiir Jahr erheblich an. In
vielen Entwicklungs- und Schwellenldndern herrscht aufgrund demografischer Bedingungen
sowie rascher industrieller Entwicklung (z. B. Vietnam, China) eine ausgeprigte
Wasserknappheit, so dass vielerorts auch ungereinigtes Abwasser zur Bewdésserung von
Feldern und Plantagen herangezogen werden muss (Kubin 2004). Eine effektive und
kostengiinstige Abwasserbehandlung, die im Rahmen des Wasserverwertungskreislaufes die
Aufgabe hat, Schiden durch Abwasserverschmutzung von Gewissern, Grundwasser und
Landschaften (z. B. infektionsgefdhrdende Kontamination von abwassergediingten Freiland-

Kulturen) zu vermeiden, ist demzufolge in vielen Landern von existentieller Bedeutung.

Wiéhrend der Abwasserbehandlung laufen Absterbe- und Inaktivierungsprozesse sowie
weitere biologische Prozesse ab, die zur Reduktion der Erregerlast im Abwasser und damit
zur Elimination pathogener und fakultativ pathogener Keime fithren. Eine gezielte
Elimination von Krankheitserregern im Abwasser wird iiblicherweise bis auf wenige
Ausnahmen (gezielte Abwasserdesinfektion im Seuchenfall, z. B. durch Chlorung) wegen der

damit verbundenen toxikologischen Risiken fiir die Umwelt nicht durchgefiihrt.

Kommunale Abwiésser enthalten die verschiedensten Arten von Krankheitserregern. Mit
Ausnahme derjenigen der Sicherheitsstufe 3 und 4 (BiostoffV) gelten fiir die Einleitung von
Abwasser in ein Gewisser bzw. in die Kanalisation in Deutschland bisher keine Grenz- oder
Richtwerte fiir Bakterien, Viren oder Protozoen und auch keine generelle Forderung zur
Durchfiihrung einer Abwasserdesinfektion (Kubin 2004). Dies wird damit begriindet, dass bei
storungsfreiem Betrieb der Kldranlagen pathogene und fakultativ pathogene Erreger soweit

reduziert werden, dass von ihnen kein Krankheitsrisiko mehr ausgeht.
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Da tiiblicherweise eine weitere Verminderung der Erregerkonzentration durch Verdiinnung in
der Kldranlage nachgeschalteten FlieBgewissern sowie bei der Aufreinigung nach Passage der
Sedimente (Siebeffekt) stattfindet, sind selbst bei der Trinkwassergewinnung iiber Uferfiltrate
keine pathogenen Mikroorganismen mehr zu erwarten. Andere Bedingungen gelten, wenn das
Abwasser gezielt fiir Bewésserungszwecke eingesetzt werden soll, was in Deutschland wegen
geniligender Wasserreserven zur Zeit kaum erforderlich ist. Soll Abwasser zu Diingezwecken
verwendet werden, sind in Deutschland Grenzwerte entsprechend den mikrobiologischen
Anforderungen an Bewisserungswasser nach DIN 19650 (1999) sowie technische
Sicherheitsanforderungen (z. B. Art der Ausbringung, Schutz des Personals) einzuhalten (vgl.

Anhang 2, BioStoffV).

In den Landern mit Wasserknappheit kommt der Abwasserbehandlung eine zentrale
Bedeutung zu, weil das Abwasser meist direkt nach der Aufbereitung an Ort und Stelle (meist
kleine Anlagen) zur Diingung verwendet werden soll. Die Aufbereitung in der Kliranlage
muss technisch so erfolgen, dass mindestens die nationalen Empfehlungen und die Standards
fiir hygienisch unbedenkliches Wasser fiir Bewisserungszwecke eingehalten werden. Haufig

wird hierfiir eine Empfehlung der WHO von 1989 zugrunde gelegt (vgl. Anhang 3).

Wenn in Liandern mit Wasserknappheit Einfachtechnologien bzw. preiswerte Alternativen,
wie z. B. Pflanzenkldranlagen, zu konventionellen Kliranlagen erwogen werden, muss
deshalb gepriift werden, inwieweit
1) die Anlagen die biochemisch/physikalisch erwiinschten/geforderten Klérleistungen
erbringen,
2) die Hygienisierungsleistung nationalen bzw. internationalen Anforderungen an
Bewisserungsqualitdt entspricht,
3) die landwirtschaftlichen Produkte im Sinne der Qualitdtssicherung nach Diingung de

fakto hygienisch unbedenklich sind.
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1.2 Dezentrale Abwasserreinigung

Dezentrale Abwasserreinigung bedeutet, dass das Abwasser dort gereinigt wird, wo es
entsteht (Kluttig 2003). Fiir die Abwasserentsorgung im ldndlichen Bereich stellen dezentrale
Abwasserreinigungsanlagen insofern eine wirtschaftliche Alternative dar, da der Anschluss an
konventionelle Klidranlagen iiber kilometerlange Abwasserkanéle entfdllt (Hagendorf 1997).
Von entscheidender Bedeutung fiir die Realisierung dezentraler Abwasserreinigung ist, dass
diese in Deutschland seit einigen Jahren rechtlich anerkannt werden und dementsprechend
vom Anschluss einzelner Gemeindegebiete an das 6ffentliche Kanalsystem abgesehen werden

kann (Bock und Robisch 2002).

In einer Richtlinie des Europdischen Rates vom 21. Mai 1991 iiber die Behandlung von
kommunalem Abwasser (91/271/EWG) schreibt Artikel 3, Absatz 1 vor, dass ,die
Mitgliedsstaaten dafiir Sorge tragen, dass alle Gemeinden bis zu folgendem Zeitpunkt mit
einer Kanalisation ausgestattet werden:

...bis zum 31.Dezember 2000 in Gemeinden mit mehr als 15000 Einwohnerwerten (EW)

...bis zum 31. Dezember 2005 in Gemeinden von 2000 bis 15000 EW.*

In der oben zitierten Richtlinie der Europdischen Union iiber die Behandlung kommunalen
Abwassers von 1991 heillit es in Artikel 3, Absatz 1 weiter: ,Ist die Einrichtung einer
Kanalisation nicht gerechtfertigt, weil sie entweder keinen Nutzen fiir die Umwelt mit sich
bringen wiirde oder mit iiberméfBigen Kosten verbunden wire, so sind individuelle Systeme
oder andere geeignete Mafinahmen erforderlich, die das gleiche Umweltschutzniveau
gewdhrleisten.” In §18a, Absatz 1, des deutschen Wasserhaushaltsgesetzes heift es dazu:
»Abwasser ist so zu beseitigen, dass das Wohl der Allgemeinheit nicht beeintrichtigt wird.
Dem Wohl der Allgemeinheit kann auch eine Beseitigung von hduslichem Abwasser durch

dezentrale Anlagen entsprechen.*

Danach darf Abwasser mit Hilfe dezentraler Abwasserbehandlungsanlagen auf Dauer entsorgt
werden, wenn Bau und Betrieb Reinigungsleistungen, die keine Gesundheitsgefahrdung mit

sich bringen, gewihrleisten (Bock und Robisch 2002).



1 Einleitung

Landschaftsangepasste leistungsfahige Abwasserbehandlungsverfahren gehen auf die seit den
frithen 50er Jahren bekannten ,,Pflanzenkldranlagen® - meist mit Schilf bewachsenen -
Bodenfilter zuriick. Thr Einsatz kann 6konomisch und o6kologisch vorteilhaft sein, wenn
bestimmte = Rahmenbedingungen wie  Standortwahl, = Abwasserart,  Vorreinigung,
Bodenfilteraufbau, Zu- und Ablaufeinrichtungen, Wartung und Betrieb beachtet werden

(Hagendorf 1997).

1.3 Aufbau und Funktionsweise einer Pflanzenkliranlage

Pflanzenkldranlagen (Synonyme: ,bewachsene Bodenfilter”, ,bepflanzte Bodenfilter*,
,Filterbeete”)  dienen zur  biologischen = Behandlung von  Abwiéssern  (z. B.
von héduslichen und gewerblichen Abwissern). Bei dieser naturnahen Abwasserreinigung
spielen komplexe physikalische, chemische und biologische Vorginge eine Rolle. Es werden
unterschiedliche technische Verfahren und Bauweisen eingesetzt, die von einfachen
bepflanzten Sandfilterstreifen bis hin zu groBfldchigen Beetanlagen mit computergesteuerter

Abwasserbeschickung und Nachklirteich reichen.

In den letzten zwanzig Jahren hat die Zahl von Pflanzenkldranlagen in Deutschland deutlich
zugenommen. Genaue Daten iiber die Anzahl von Kleinkldranlagen und die daran
angeschlossenen Einwohner standen lange Zeit nicht zur Verfiigung (Oldenburg und
Otterpohl 1997). Nach entsprechenden Angaben des Statistischen Landesamtes des
Freistaates Sachsen und Schitzungen des Séchsischen Staatsministeriums fiir Umwelt und
Landwirtschaft wurde 2003 das Abwasser von rund 1 Million Einwohner in Sachsen nicht in
offentlichen Kldranlagen behandelt, wobei fiir ca. 500 000 Einwohner iiber rund 100 000
Kleinkldranlagen und ca. 148 000 Einwohner iiber abflusslose Gruben entwéssern (Fortsch
und Jeschke 2003). Das Bayerische Landesamt fiir Umwelt schétzt, dass in Bayern langfristig
ca. 100 000 Kleinkldranlagen fiir 500 000 Einwohner privat betrieben werden, wobei die
Anzahl an naturnahen Abwasserteichen und bepflanzten Bodenfiltern in Bayern gegenwartig

auf ca. 1000 geschétzt wird (Seyler 2006).

Bei der Vielzahl unterschiedlichster Verfahrenstechniken und Anlagetypen lassen sich
inzwischen bei fachgerechter Planung und konsequenter Wartung in der Regel den Normen
entsprechende Ergebnisse beziiglich der Reinigungsleistung gegeniiber chemischen

Inhaltsstoffen erzielen.
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Seit geraumer Zeit wird die Reduktion von Fikal-Bakterien (z. B. E. coli, Coliforme und
Enterokokken) in Pflanzenkldranlagen untersucht, um eine Eignung des gereinigten Abwasser
fiir diverse Zwecke zu iiberpriifen (Mathys 1998, Quindnez-Diaz et al. 2001, Hagendorf et al.
2002).

Zur Beurteilung hinsichtlich des Auftretens und der Reduktion parasitirer Erreger in
Pflanzenkldranlagen gibt es bisher weltweit kaum wissenschaftliche Daten (Mathys 1998,
Hagendorf et al. 2002).

Die mit Abstand gebrduchlichsten Bodenfilter sind horizontal oder vertikal durchstromte
Bodenfilter mit einem Beet oder mehreren parallel oder in Reihe geschalteten Beeten
(Abb. 1). Neben der Vorkldrung und der biologischen Reinigungsstufe wird bei
Pflanzenkldranlagen ein Beschickungs- und ein Sammel- bzw. Auslaufschacht benétigt. Die

Vorkldrung kann in Mehrkammerabsetzgruben, Faulgruben oder Rotteanlagen geschehen.

horizontal durchstrémtes Pflanzenbeet
bewachsener Kies-Sand-Filter
Oberflache ca, 6m* / Einwohner

Beschickungsschacht

i ———
Schwallbeschicker Ablauf
oder Pumpe au

Auslaufschacht
Absetzgrube
vertikal durchstrimtes Pflanzenbeet
bewachsener Kies-Sand-Filter
Oberflache ca. 3m? / Einwohner ’ \* ‘4'
% \f/\f;,

— R b B

Zulauf 5 | - — N
Beschickungsschacht B - !|
Schwallbeschicker —
oder Pumpe A S | Ablauf

Auslaufschacht

Absetzgrube

Abb. 1: Aufbau und Funktion horizontal und vertikal durchstromter Pflanzenkliran-
lagen (nach Schlesinger 2003)
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Die Beschickung des Bodenfilters geschieht in Intervallen entweder iliber eine Pumpe oder
einen Verteilerschacht mit Kippvorrichtung. Die biologische Reinigungsstufe ist ein durch
Kunststofffolie oder Tonschicht abgedichteter Bodenkdrper (Kiese, Sande, ca. 80 bis 100 cm
méchtig), welcher mit Schilf (z. B. Phragmites australis) und / oder Binsen bepflanzt ist und
zusdtzlich durch ein Beliiftungssystem mit Sauerstoff versorgt werden kann (vgl.

Schlesinger 2003).

1.4. Wasserassoziierte Parasitosen

Infektionskrankheiten, meist Enteritiden und Hepatitiden, kénnen durch kontaminiertes
Trink-, Abwasser und Badewasser iibertragen werden, z. B. Hepatitis A, Cholera, Ruhr und
Typhus (Hellenbrand 2003). Neben bakteriellen und viralen Erregern kommen nicht selten
Parasiten als tber Wasser verbreitete Krankheitserreger in Industriestaaten und
Entwicklungsldndern vor. Im Gegensatz zu den bakteriellen und viralen Krankheitserregern
besitzen Parasiten eine besondere Umweltresistenz und werden z. B. durch viele

iiblicherweise eingesetzte Desinfektionsmittel kaum abgetétet (Schoenen et al. 2001).

Dass die beiden einzelligen Parasiten Cryptosporidium parvum und Giardia lamblia eine
wichtige humanmedizinische Bedeutung haben, ist seit fast 30 Jahren bekannt; mehrere
trinkwasserbedingte Ausbriiche von Durchfallerkrankungen vor allem durch Cryptosporidien
sind in den 80-er und 90-er Jahren beschrieben worden (Thielman und Guerrant 2004,

Koch 2004).

Die wohl groBite beschriebene Epidemie trat 1993 in Milwaukee, Wisconsin, USA auf, in
deren Rahmen aufgrund unzureichender Trinkwasseraufbereitung tiber 400.000 Menschen

erkrankten und Kosten von insgesamt iiber $ 96,2 Mio. entstanden (Corso et al. 2003).

Die offizielle Anerkennung der Parasiten als trinkwasseriibertragene Krankheitserreger ist
spétestens seit 1996 mit der Aufnahme in die Guidelines for Drinking Water Quality der
Weltgesundheitsorganisation WHO erfolgt (vgl. Koch 2004).
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2 Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit ist Teil eines Verbundprojekts zur ,Keimzahlreduktion von
Abwissern mit Pflanzenkldranlagen®, welches vom Institut fiir Hygiene der Medizinischen
Fakultdt der Martin-Luther-Universitit Halle-Wittenberg im Auftrag des BMBF durchgefiihrt
wurde (Forderkennzeichen 02 WA 0108).

Die wesentlichen technischen Voraussetzungen fiir die Durchfithrung des Projektes wurden
durch den Bau des Pilotanlagensystems in Langenreichenbach durch den Projektpartner
Umweltforschungszentrum Leipzig-Halle GmbH und des Pilotanlagensystems Xochitla in
Mexiko durch den Projektpartner Umweltschutz Nord GmbH geschaffen. Fiir die
Untersuchungen im Praxismaflstab wurde die Kldranlage der Waldsiedlung in Belzig

(Betreiber OKOTEC GmbH) genutzt. Diese Anlage wird seit 1993 betrieben.

Gemeinsames Ziel dieser Forschungsarbeiten war die Entwicklung und Anpassung von
effizienten und kostengilinstigen Verfahren zur Reduzierung von Krankheitserregern und
Parasitenstadien in kommunalen Abwéssern von Industrie- und Entwicklungslandern. Das
Augenmerk der Untersuchungen lag neben den genannten Parasiten auch auf verschiedenen
bakteriellen Indikatororganismen und einigen orientierenden chemischen Parametern. Die
Parameter wurden so gewihlt, dass im wesentlichen die Ergebnisse aus den
Zwischenberichten des DBU-Projektes ,.Bewachsene Bodenfilter als Verfahren der
Biotechnologie* in Projektarbeit diskutiert und beriicksichtigt werden konnten:

« DBU-Sachstandsberichte (1999, 2000, AZ: 14178-07) ,,Bewachsene Bodenfilter als
Verfahren der Biotechnologie: Mikrobiologische Untersuchungen zur seuchen-
hygienischen Bewertung naturnaher Abwasserbehandlungsanlagen*

* DBU-Abschlussbericht ,,Bewachsene Bodenfilter des Teilprojektes zu mikro-
biologischen Untersuchungen (Hagendorf et al. 2002)

Ziel der hier vorgelegten Arbeit war die Darstellung der Reduktion von Cryptosporidium
Oozysten und Giardia Zysten in unterschiedlichen Anlagetypen von Pflanzenkldranlagen im
PilotmaBstab in Langenreichenbach (Sachsen) und in einer bereits in Betrieb befindlichen
Anlage in Belzig (Brandenburg). Dariiber hinaus war es Ziel, die dargestellten Ergebnisse
hinsichtlich der Eignung fiir Bewdsserungszwecke zu bewerten. Hierfiir wurden
Empfehlungen der WHO von 1989 und Richtlinien/Normen nach DIN 19650 von 1999
zugrundegelegt (vgl. Anhang 2 und 3).
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3 Material und Methode

Das dieser Arbeit zugrunde liegende Vorhaben wurde vom Bundesministerium fiir Bildung

und Forschung unter dem Kennzeichen 02WA0108 gefordert.

Die Probennahme erfolgte monatlich in der Pilotanlage des UFZ Leipzig-Halle GmbH in
Langenreichenbach (Sachsen) und in einer 1993 in Betrieb genommenen Praxisanlage der

Firma Okotec GmbH in Belzig (Brandenburg).

Wir fiihrten die Untersuchung basierend auf einer Methode der US EPA von 1995 (EPA/814-
B-95-003) durch. Mittels eines Wickelfilters und einer Saugpumpe wurde ein Volumen von
etwa 100 L Abwasser pro Filter filtriert. Die Methode bestand im wesentlichen aus drei
Hauptschritten:

» Konzentrierung der Parasiten in einem Pellet durch Zentrifugation,

* Reinigung des Untersuchungsmaterials durch Flotation mit einer Saccharose-

Loésung und
* Markierung der Zysten mittels indirekter Immunfluoreszenz (Falabi et al. 2002;

vgl. Anhang 1).

3.1 Beprobte Anlagen
3.1.1 Pilotanlage Langenreichenbach

Die Pilotanlage des UFZ Leipzig/Halle GmbH in Langenreichenbach (Sachsen) bestand aus
15 Becken von je 6 m? Flache, in denen das Abwasser mit unterschiedlichen Technologien
gereinigt wurde (Abb. 2; vgl. Kuschk et al. 2003). Als Substrat wurde Sand bzw. ein
Sand/Blahton-Gemisch verwendet. Die Beete wurden mit Schilf, Helophyten der Gattung
Phragmites australis, bepflanzt. Um den Einfluss der Bepflanzung auf die Reinigungsleistung

beurteilen zu konnen, blieben zwei Beete unbepflanzt.

Das Abwasser stammte aus dem nahegelegenen Langenreichenbach und weiteren Gemeinden
in der ndheren Umgebung. Das Einzugsgebiet umfasste eine Einwohnerzahl von etwa 8000
Einwohnern. Neben der Landwirtschaft ist hier auch eine Wurstfabrik angesiedelt und ein

Landwirt, der als Direktverwerter Fleischkonserven herstellt.
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Das Abwasser wurde unbehandelt aus dem Zulauf der anséssigen kommunalen Kliranlage in
die Pilotanlage geleitet, dort in der Rotte mechanisch vorgereinigt und anschlieend {iber eine

Ringleitung im Technikraum parallel in die einzelnen Beete geschickt.

Abb. 2: UFZ-Pilotanlage in Langenreichenbach (Sachsen)
(Foto: André Kuenzelmann, UFZ)

Die Beete wurden so gekoppelt, dass der Ablauf des ersten Beetes der Zulauf des zweiten
Beetes war. So konnte die Reinigungsleistung in Mehrkammerklargruben simuliert werden.
Fiir die parasitologischen Untersuchungen wurden die Beete 5b mit 1a, 6a mit 1b und 3b mit
3a verbunden, so dass drei unterschiedliche Anlagetypen simuliert wurden. Dariiber hinaus
wurden als Referenz monatlich Proben aus dem Abfluss des Beckens 8, einem unbeliifteten
Abwasserteich ohne Bepflanzung gezogen (Abb. 3). Die Kopplungen, das jeweilige System,
die verwendete Substratart und die Art der Bepflanzung der einzelnen Beete fiir die
parasitologischen Untersuchungen sind in Tabelle 1 dargestellt (vgl. Baeder-Bederski 1999
und 2005).
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¥
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Abb. 3: Schematische Darstellung der Pilotanlage Langenreichenbach (nach
Baeder-Bederski 2005)

Tab. 1: Technische Konstruktionsmerkmale der beprobten Beete in der Pilotanlage

Langenreichenbach
Kopplung Beet System Substrat Bepflanzung
I 1. Beet: 3b Horizontalfilter Bldhton/Sand keine
2. Beet: 3a Horizontalfilter Sand keine
1. Beet: 5b Vertikalfilter Blahton/Sand Phragml.t es
I australis
2. Beet: 1a Horizontalfilter Sand Phragml.t es
australis
1. Beet: 6a Vertikalfilter Sand Phragml_t es
australis
m Phragmites
2. Beet: 1b Horizontalfilter Blahton/Sand gmft
australis
unbeliifteter .
8 Abwasserteich ohne keine

10
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Das Anlagendesign der Pilotanlage Langenreichenbach basiert im wesentlichen auf den
Empfehlungen und Normen entsprechend den allgemein anerkannten Regeln der Technik
(DIN 4261-1, ATV A 262 1998).

Die Planung erfolgte durch das UFZ und entsprechend der Ausfiihrungsplanung der
Umweltschutz-Nord GmbH (Umweltschutz Nord GmbH 2000).

3.1.2 Pflanzenkliranlage Belzig

Die Anlage in Belzig wurde 1993 in Betrieb genommen. Es handelt sich hierbei um eine
kommunale Pflanzenkldranlage mit einem zweistufigen Filter-System mit der Méglichkeit zur

Rezirkulation (Abb. 4).

Die Anlage erhilt das Abwasser aus einer Wohnsiedlung mit Seminarzentrum in Belzig mit

insgesamt bis zu 300 EW (Einwohner sowie Géste des Seminargebdudes).

3.2 Untersuchte Parameter
3.2.1 Giardia Zysten

3.2.1.1 Erregerarten und Vorkommen

Innerhalb der Gattung Giardia unterscheidet man mehrere Arten (Giardia lamblia, Giardia
muris, Giardia agilis, u.a.), welche sich morphologisch und molekularbiologisch

unterscheiden.

Giardia lamblia (Synonyma: Giardia intestinalis, Giardia duodenalis) ist weltweit verbreitet
mit Prdvalenzraten in der europdischen Normalbevolkerung um 3-4% und mit sehr hohen
Raten (bis iiber 50%) in vielen Entwicklungsliandern. Besonders betroffen sind hierbei Kinder

bis zu einem Alter von fiinf Jahren (Eckert 1998, Garcia 2001).

11
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Konsrollschacht oy -

Beet 2
Schnelles Einsickern, hoher Saverstoffeintrag, Teil-Denitrifikation, Restabbau organischer
minimierte Geruchsbelastung, Abbau organi- Substanz, Restnitrifikation, durch Einstau
scher Substanz, Nitrifikation erhihte Verweilzeit

Abb. 4: Bewachsener Bodenfilter in Belzig (modifiziert nach Okotec GmbH Quelle: www.oekotec.de, 07.05.06)
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3.2.1.2 Epidemiologie

Neben infizierten Menschen zdhlen Haus-, Nutz und Wildtiere (insbesondere Biber und
Bisamratten) zum Erregerreservoir. Dariiber hinaus miissen auch kontaminiertes Trink- und
Badewasser, gelegentlich auch Lebensmittel in Betracht gezogen werden. (Schulze 1996,

Exner et al. 2001). Die Ansteckung erfolgt auf dem fékal-oralen Weg.

Die Zysten zeichnen sich, dhnlich wie die Cryptosporidium Oozysten, durch eine hohe
Widerstandsfahigkeit gegeniiber duBleren Einfliissen aus und sind in feuchter Umgebung bei
21 °C bis zu drei Wochen, in kithlem Wasser (8 °C) etwa 3 Monate lebensfdhig (Eckert
1998). Giardia Zysten koénnen in klarschlammgediingtem Boden bis zu 12 Monate und in
Klarschlamm sogar {iber 12 Monate iiberleben (Mathys 1998).

3.2.1.3 Morphologie und Entwicklung

Morphologisch lassen sich vegetative Stadien (Trophozoiten) und Zysten unterscheiden. Die
Trophozoiten finden sich auf der Schleimhaut des Diinndarms und in seltenen Fillen auch in
der Gallenblase. Die Trophozoiten sind 9-21 um lang und 5-12 um dick und besitzen 8
Geilleln. Die Vermehrung erfolgt durch Léangsteilung der Trophozoiten (Abb. 7).

Giardia lamblia bildet ovale Zysten (8-14 x 8-10 um), die 4 Kerne, Geifleln und
sichelformige sog. Mediankorper enthalten (Abb. 8; Eckert 1998).

13
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Infektiése Zysten kontaminieren
Wasser, Lebensmittel oder Hande

A = infektidses Stadium A l ]

,ﬁ: diagnostisches Stadium A

Trophozoiten gelangen
auch in den Stuhl, kénnen
in der Umwelt aber nicht
tberleben.

Abb. 7: Entwicklungszyklus von Giardia lamblia (modifiziert nach www.dpd.cdc.gov,

28.11.05)

Abb. 8: Giardia Zysten Quelle: CDC Centers for Disease
Control and Prevention, www.dpd.cdc.gov; 12.05.06
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3.2.1.4 Krankheitsbild

Die Infektionsdosis ist gering, beim Menschen reichen weniger als zehn Zysten aus, um eine
Infektion zu verursachen. Die Inkubationszeit betrdgt drei bis 25 Tage (Median sieben bis

zehn Tage; Exner et al. 2001).

Symptome einer Giardiasis sind gastrointestinale Beschwerden mit Durchfall, Bldhungen,
Gewichtsverlust, Ubelkeit und Appetitlosigkeit. In seltenen Fillen kann es zu einer

Entziindung der Gallenblase kommen (Eckert 1998, Garcia 2001).

Neben den symptomatischen Infektionen werden auch asymptomatische Verldufe
beschrieben, insbesondere bei Kindern und Personen mit frither durchgemachten Infektionen.
Die Erkrankung ist i. d. R. selbstlimitierend. Unabhédngig davon gibt es auch hier bei
immunsupprimierten Patienten schwere und chronische Verldufe. Zur Therapie werden

Nitroimidazol-Verbindungen eingesetzt (vgl. Exner et al. 2001).

3.2.2 Cryptosporidium Oozysten

3.2.2.1 Erregerarten und Vorkommen

Es gibt verschiedene Arten der Gattung Cryptosporidium, welche vorwiegend Parasiten des
Darmes (selten der Lunge und anderer Organe) sind. Beim Menschen und zahlreichen
Saugetierarten (u. a. Wiederkduer, Hund, Katze, Kaninchen, Nager) kommt die Spezies
Cryptosporidium parvum (Abb. 5) vor und scheint fiir diese Organismen infektiés zu sein
(vgl. Exner et al. 2001).

Die Privalenz von Cryptosporidium parvum betrdgt in Europa bei immunkompetenten
Personen etwa 2-4%, bei HIV-Infizierten, d. h. immuninkompetenten Patienten, dagegen bis

zu 20%. Unter den Haustieren weisen junge Kilber besonders hohe Privalenzen (bis zu

100%) auf (Eckert 1998).

15



3 Material und Methoden

3.2.2.2 Epidemiologie

Neben Haustieren und landwirtschaftlichen Nutztieren sind auch wildlebende Tiere als
Infektionsquelle beschrieben. Cryptosporidien kdnnen durch Kontakt von einem infizierten
Menschen oder Tier iibertragen werden. Weitere infektionsepidemiologisch relevante
Infektionsquellen sind Badewasser, kontaminierte Lebensmittel und insbesondere

kontaminiertes Trinkwasser (Exner et al. 2001, Garcia 2001).

Die Oozysten zeichnen sich durch eine hohe Tenazitit, d. h. eine groBen Widerstands-
fahigkeit gegeniiber dufleren Einfliissen, aus. Deswegen konnen sie im wissrigen Milieu
Monate iiberleben. Sie sind nach Ausscheidung uneingeschrinkt infektids, weisen eine hohe
Chlorresistenz auf (Exner et al. 2001) und sind in Klirschlamm iiber 18 Tage und in

klarschlammgediingten Boden sogar iiber 30 Tage persistent (Mathys 1998).

3.2.2.3 Morphologie und Entwicklung

Cryptosporidium parvum parasitiert vorwiegend im Diinndarm, wo es Oozysten von 4-5 pm
Durchmesser bildet. Die peroral aufgenommenen infektiosen Zysten enthalten 4 Sporozoiten.
Diese werden im Diinndarm freigesetzt und dringen in den Mikrovillussaum des Darms ein,

wo sie sich intrazellulér, dicht unter der Zellmembran, entwickeln (Garcia 2001).

Nach einer ungeschlechtlichen Vermehrung (Schizogonie) folgt eine geschlechtliche Phase
(Gamogonie). Hierbei entstehen Oozysten, welche zu etwa 80% dickwandig und zu 20%
diinnwandig sind. Bereits im Darm sporulieren die Oozysten, enthalten dann vier Sporozoiten
und sind somit bereits infektios. Untersuchungen an Tieren haben gezeigt, dass die diinn-
wandigen Oozysten bereits im Wirt platzen konnen und somit endogene Autoinfektionen
verursachen. Die dickwandigen Oozysten werden nach kurzer Pripatenz (2-4, gelegentlich bis
12 Tage) mit den Fizes ausgeschieden und konnen neue Wirte infizieren (Abb. 6; vgl. Eckert

1998).
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o g

Abb. 5: Oozysten von Cryptosporidium parvum, Grofie 4,2-5,4 pm Durch-
messer; Quelle: CDC Centers for Disease Control and Prevention,
www.dpd.cdc.gov; 12.06.05
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Abb. 6: Entwicklungszyklus von Cryptosporidium parvum (modifiziert nach
www.dpd.cdc.gov, 28.11.05)

17



3 Material und Methoden

3.2.2.4 Krankheitsbild

Die mittlere Infektionsdosis von Cryptosporidien Oozysten liegt zwischen 30 bis 1000
Oozysten. Die Inkubationszeit betrdgt meist 7 Tage, kann aber auch bis zu vier Wochen
betragen (Exner et al. 2001). Cryptosporidien verursachen beim Menschen in der Regel
selbstlimitierende Diarrhoen (Schulze 1996). Der Durchfall ist wissrig, voluminds
choleradhnlich und kann hédufig mit anderen Symptomen wie Bauchschmerzen, Schwindel,
Erbrechen und Fieber einhergehen. Bei immunsupprimierten Patienten, insbesondere HIV-
Infizierten, kann der im Darm und Gallenwegsystem persistierende Parasit zu
lebensbedrohlichen Infektionen mit starkem Elektrolyt- und Wasserverlust mit
Schocksymptomatik fithren. Eine wirksame kausale Therapie ist bisher nicht gesichert (Exner

etal. 2001).

3.3  Probenverarbeitung

3.3.1 Probenahme

Die Proben wurden jeweils nach den einzelnen Aufbereitungsstufen der Anlagen entnommen,
d. h. im einzelnen aus dem Zulauf vor und nach der mechanischen Reinigung und schlieBlich
aus den Abldufen der entsprechenden Beete bzw. deren Kopplungen (vgl. Abb. 3; Tab. I;
Kap. 3.1.1).

Durchfiihrung

Der Zulauf des Filtergehduses wurde mit einem Saugschlauch verbunden. Eine Wasserpumpe
(Gartenpumpe Gardena® 3000/4jet, Gardena Manufacturing GmbH, 89079 Ulm) wurde dem
Filtergehduse nachgeschaltet, so dass sich die Pumpe im Ablauf des Filters befand (APHA
1992, Schulze 1996). Dies reduziert die Wahrscheinlichkeit fiir Kreuzkontaminationen mit
Zysten aus vorherigen Probenahmen (APHA 1992).

An den Ablaufschlauch der Pumpe wurde eine Wasseruhr montiert, um das Probenvolumen
bestimmen zu konnen. Die Durchflussgeschwindigkeit konnte mit einem Kugelhahn reguliert

werden (Abb. 9).
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Das Filtergehduse wurde zur Probennahme mit einem Wickelfilter der Porenweite 1 um
(Micro-Wynd® MW D-PPPY, Cuno Europe SA, Mainz; vgl. Gornik und Exner 1991,
Schulze 1996) bestiickt (Abb. 10). Durch das Filtergehduse wurde das Wasser mit einer

Stromungsgeschwindigkeit von etwa 10 L/min gesogen (Rose und Botzenhart 1990, Wagner
und Kimming 1992).
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Abb. 9: Geriteaufbau zur parasitologischen Probenahme (Pumpe und
Wasseruhr sind dem Filtergehiuse nachgeschaltet)

Wiéhrend das Abwasser durch den Filter gesaugt wurde, erfolgte eine Ablesung der Menge
des durchgeflossenen Wasservolumens an der Wasseruhr. Die Filterpatronen wurden in
Alufolie eingewickelt, bei +4° C gekiihlt und in Kiihlboxen ins Labor transportiert.

Die weitere Verarbeitung der Proben erfolgte innerhalb von 24 Stunden (US EPA 1995,
2001a und b).
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Abb. 10: Bestiicken der Filterpatrone mit einem Wickelfilter, nominale
Porenweite 1 pm.

3.3.2 Elution des Filters

Die Proben wurden im Labor tiber Nacht im Kiihlschrank bei +4° C gelagert und am néchsten

Tag weiterverarbeitet.

Der Filter (Abb. 11) wurde mit einem desinfizierten Messer der Ladnge nach aufgeschnitten.
Das Filtermaterial auseinander gezupft und in einen Stomacher-Beutel gegeben (Micro-
Wynd® MW D-PPPY, Cuno Europe SA, Mainz, Artikelnummer: 161879). Bei der ganzen

Prozedur wurden desinfizierte Einmalhandschuhe getragen.

Das Filtermaterial wurde anschlieBend mit 1,8 L 0,1%-iger Tween 80-Losung (Merck KgaA,
Darmstadt, Artikelnummer: 8.22187) getrdnkt und dreimal fiir jeweils 2 min in einem
Stomacher (Stomacher JUMBOMIX©, Interscience, St. Nom, Frankreich) mit einer Frequenz
von 55 min" gewaschen (Abb. 12). Dazwischen wurden die Fasern immer wieder manuell

(Handschuhe!) in die Fliissigkeit zuriickgedriickt.
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Nach dem ersten Waschzyklus wurden etwa 0,9 L der Fliissigkeit in ein 3 L-Becherglas mit
einem PE-Beutel abgegossen und in den Stomacher-Beutel nochmals 0,9 L 0,1%-ige Tween

80-Losung nachgefiillt.

Abb. 11: Wickelfilter Super-Wynd®, nominale
Porenweite 1 pm

_\

Abb. 12: Homogenisierer Stomacher Jumbomix® (Interscience, St. Nom, Frankreich)
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Der Stomacher-Beutel wurde ein zweites Mal im Stomacher JUMBOMIX® fiir je dreimal
120 s mit Hochstgeschwindigkeit geknetet und anschlieBend die gesamte Fliissigkeit in den
PE-Beutel abgegossen, die Fasern ausgedriickt und nach Autoklavierung verworfen (Koch

2004).
3.3.3 Konzentrierung der Parasiten

Wir konzentrierten die Oo-/Zysten mittels Zentrifugation im entstehenden Sediment. Zwei
500 ml-Zentrifugenbecher wurden hierfiir mit der abgegossenen Spiilfliissigkeit gefiillt
(Abb. 13) und in der Zentrifuge (Avanti® J-25 High-Performance-Zentrifuge, Beckman
Coulter™, Fullerton, CA, USA) bei 1500xg und 4° C ohne Abbremsen fiir 12 min
zentrifugiert (US EPA 2001a und b).

Nach der Zentrifugation wurde die Fliissigkeit auf 100 ml dekantiert und der Uberstand
verworfen. Anschlielend wurde aus dem PE-Beutel wieder auf ein Volumen von 400 ml

aufgefiillt, durch Schiitteln homogenisiert und erneut zentrifugiert.

Der Vorgang wurde wiederholt bis die gesamte Fliissigkeit aus dem PE-Beutel verarbeitet
war. Der leere PE-Beutel wurde mit destilliertem Wasser ausgespiilt, die Proben beider
Zentrifugenbecher wieder vereinigt und die Spiilfliissigkeit aus dem PE-Beutel dazugegeben.
Es entstand so ein Volumen von etwa 200 ml, welches anschlieBend auf zwei 50 ml-

Zentrifugenbecher verteilt und zentrifugiert wurde.

Nach der Zentrifugation wurde das Volumen von 50 ml auf 10 ml dekantiert und mithilfe
eines Vortex-Schiittlers (Reax Top®, Heidolph, Schwabach) homogenisiert. Aus dem groBen
Zentrifugenbecher wurde wieder auf 50 ml aufgefiillt und erneut zentrifugiert. Diese
Arbeitsschritte wiederholten sich ebenfalls bis die gesamte Fliissigkeit aus dem Becher

verarbeitet war.
AnschlieBend wurden die Pellets der beiden Rohrchen vereinigt und mit Aqua dest.

nachgespiilt. Nach erneuter Zentrifugation wurde das Volumen auf 20 ml abgegossen und fiir

60 s mit einem Vortex-Schiittler homogenisiert.
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Das Volumen der Proben vom 22.04.03 bis einschlieBlich 28.08.03 wurde halbiert und auf
zwei Rohrchen verteilt. Ein Rohrchen diente als Riickstellprobe, wéhrend das andere fiir die
weitere Verarbeitung verwendet wurde. Ab September 2003 wurde auf die Halbierung des
entstandenen Sediments zugunsten einer optimierten Weiterverarbeitung und statistischen

Auswertbarkeit verzichtet.

An dieser Stelle wurden die aufkonzentrierten Proben bei +4° C im Kiihlschrank gelagert und
erst am nidchsten Tag weiterverarbeitet. Die Proben konnten zu diesem Zeitpunkt der
Verarbeitung fiir maximal 72 Stunden bei +4°C gelagert werden (US EPA 1995, 2001a und
b).

3.3.4 Reinigung der Proben

Die Reinigung des Untersuchungsmaterials erfolgte durch eine Flotation mit einer

Saccharose-Losung, welche unter die Proben pipettiert wurde.

Die Saccharose-Losung hat eine spezifische Dichte und dient als Abscheider. Bei der
anschlieBenden Zentrifugation sedimentieren nur Bestandteile groBerer Dichte durch das
Flotationsmittel, wihrend die Oo-/Zysten aufgrund ihrer geringeren Dichte in Uberstand und

Mittelphase der Probe verbleiben.

Durchfiihrung

Fiir die Flotation mischten wir das Volumen des entstandenen Sediments im Verhéltnis 1:2
mit SDS/TWEEN-Puffer. Der Puffer wurde hergestellt aus 20 g SDS (Dodecyl-Sulfat
Natriumsalz, Merck KGaA, Darmstadt, Artikelnummer: AMREM107), 20 ml Tween 80 und
mit Aqua dest auf 1000 ml aufgefiillt. Die Probe wurde erneut bei 1500xg iiber 12 min
zentrifugiert und anschlieBend auf 10 ml dekantiert und fiir 60 s mit einem Vortexgerit

homogenisiert.

Im Anschluss daran erfolgte die Flotation der Probe mit 10 ml einer Saccharose-Losung
(Merck KGaA, Darmstadt, Artikelnummer: 107654) als Flotationsmittel. Die Losung hatte
eine spezifische Dichte p = 1,18 (Koch 2004, LeChevallier et al. 1990, Ayres et Mara 1996)
und wurde unter die Probe geschichtet (Abb. 13).
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Das Gemisch wurde fiir 60 s mithilfe eines Vortex-Gerites homogenisiert, so dass eine
Benetzung der unterschiedlichen Schichten gewihrleistet wurde. AnschlieBend wurden die
Proben bei 1000 xg mit minimaler Beschleunigung und ohne Abbremsen fiir 12 min
zentrifugiert.

Uberstand und Mittelphase des Zentrifugationsprodukts wurden in ein leeres, vorher
abgewogenes 50 ml-Zentrifugenrohrchen gegeben und das Sediment verworfen. Die Probe
wurde auf zwei Zentrifugenrdhrchen verteilt und beide Rohrchen mit Aqua dest. auf jeweils
50 ml aufgefiillt. Erneut erfolgte eine Homogenisierung der Proben mit anschlieender
Zentrifugation bei 1500 xg.

Das Volumen wurde nach der Zentrifugation auf ein Fiinftel (10 ml) reduziert, homogenisiert,

mit destilliertem Wasser wieder auf 50 ml aufgefiillt und erneut zentrifugiert.

Abb. 13: Unterschichten der Probe mit Saccharose-
Losung, p =1,18

Nach AbgieBlen der Proben auf 10 ml wurden beide in einem Réhrchen wiedervereinigt, das
andere Rohrchen mit Aqua dest. ausgespiilt und die Spiilfliissigkeit ebenfalls zur Probe ge-
geben. So sollte sichergestellt werden, dass Zysten, welche unter Umstinden an der

Gefilwand haften konnten, mit ausgespiilt werden.
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Die Probe wurde anschlieBend wiederum auf 50 ml mit Aqua dest. aufgefiillt und
zentrifugiert. Wie schon nach den anderen Zentrifugationen wurde die Probe erneut auf 10 ml

dekantiert, homogenisiert und abschlieend ohne Auffiillen ein letztes Mal zentrifugiert.

Nach Dekantieren der Probe bis knapp tiber das entstandene Pellet wurde das Rohrchen erneut
gewogen. Das Mehrgewicht zur Leermasse entsprach dabei ndherungsweise dem Volumen

des Pellets.

3.3.5 Markierung der Proben

Von einer Probe wurden 50 pl auf einen Objekttrager aufgetragen und so verteilt, dass die
Partikel nebeneinander gut unterscheidbar waren (US EPA 1995). Die Préiparate wurden
luftgetrocknet und anschlieBend im Methanolbad iiber 30 min fixiert. Die fixierten Préparate

wurden unter Lichtabschluss bei —20° C gelagert.

Fiir die Immunfluoreszenz-Farbung wurde Hydrofluor™-Combo (Indirect Immunofluorescent
Detection Procedure for Giardia Cysts and Cryptosporidium Oocysts in Environmental
Samples, Strategic Diagnostics Inc., Newark, DE, USA; Artikelnummer 7080500) verwendet
(Abb. 14, Abb. 15).

Das Prinzip beruht auf einer indirekten Immunfluoreszenzfiarbung. Mit Hilfe der Immun-
fluoreszenz konnen Oo-/Zysten in den Proben nachgewiesen werden. Die Proben werden
hierzu mit spezifischen nichtmarkierten Antikdrpern (1. Antikérper im Pool-Antiserum)
inkubiert. Gebildete spezifische Antigen-Antikorper-Komplexe werden nach einem
Waschschritt zur Entfernung ungebundener Antikorper im zweiten Schritt mit einem FITC-
markierten ,,zweiten Antikorper” inkubiert. Hat eine spezifische Bindung an das gesuchte
Antigen stattgefunden, ldsst sich dies anhand der typischen Fluoreszenz der markierten

Antigene im Fluoreszenzmikroskop feststellen.

Durchfiihrung

Die fixierten Objekttrager und die bendtigten Reagenzien wurden auf Raumtemperatur
gebracht. Mit einer Pipette wurden 40 pul Antikorper-Losung 1, bestehend aus 10 pl
Antikorper, 10 ul NGS (Blockierungsreagenz aus unmarkiertem nichtimmunem Serum der

Ziege) und 20 pl PBS-Puffer, pH = 7,4 (PBS_Tabletten, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
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Steinheim, Artikelnummer: P-4417) auf jeden Objekttrager aufgebracht. Die Objekttrager
wurden anschliefend in einer feuchten Kammer bei 37° C inkubiert. Nach 30 min wurden die
Proben zweimal iiber 60 s im PBS-Bad (pH = 7,4) gewaschen (US EPA 1995). Danach
erfolgte die Zugabe von 40 ul Antikorper-Losung II, bestehend aus 10 pl FITC, 10 ul NGS
und 20 ul PBS, mit anschlieBender erneuter Inkubation unter den oben genannten
Bedingungen. Nach der Inkubation wurden die Objekttriger wiederum zweimal im PBS-Bad

gewaschen.

Abb. 14: Immunfluoreszenzfirbung, Cryptosporidium
Oozyste, 400fache Vergrofierung

Abb. 15: Immunfluoreszenzfirbung, Giardia Zyste, 400fache
Vergroflerung

40 ul DABCO-Eindeckmedium (Merck KgaA, Darmstadt, Artikelnummer: 8.03456) wurden
zugegeben und die Prdparate mit einem Deckgldschen abgedeckt. Die Pridparate wurden

anschlieBend fluoreszenzoptisch ausgewertet.

26



3 Material und Methoden

3.4  Auswertung

Die Objekttriger wurden unter einem Auflichtfluoreszenzmikroskop (Axiolab®, Zeiss, Jena,
Deutschland) bei 400-facher VergroBerung nach Cryptosporidium Oozysten und Giardia
Zysten untersucht. Positiv- und Negativkontrollen wurden mitgefiihrt. Als positiv wurden die
fluoreszenzpositiven (leuchtend griin) typischen Formen der Parasitenstadien (Oozysten und

Zysten) definiert (Egorov et al. 2002).

3.5 Statistik

Die Anzahl der Oo-/Zysten pro filtriertem Ausgangsvolumen wurde ausgezdhlt und nach

Gleichung 1 ermittelt:

(1) X=gZ*F,wobeigilt F=Vg/Vp,

X = Anzahl der Oo-/Zysten im filtrierten Ausgangvolumen
gZ = Anzahl der unter dem Mikroskop gezdhlten Oo-/Zysten
F = Faktor, welcher sich zusammensetzt aus dem Volumen des Sediments nach
Flotation (Vf) und des davon mikroskopierten Volumens V.
Um vergleichbare Zahlen zu erhalten, wurde anschlieBend die Oo-/Zystenanzahl auf ein

Wasservolumen von 100 L nach Gleichung 2 berechnet.
2) Y=X*100L/Va
Y = Anzahl der Oo-/Zysten in 100 L Abwasser

X = Anzahl der Oo-/Zysten im filtrierten Ausgangvolumen

V4 = filtriertes Ausgangsvolumen
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3.6 Kontrollen

3.6.1 Ermittlung der Oo-/Zystenkonzentration in der Positivkontrolle

Fiir Positivkontrollen und zur Ermittlung der Wiederfindungsrate fiihrten wir eine kiinstliche
Kontamination mit Oo-/Zysten durch. Die Zysten wurden aus der Positivkontrolle des
Immunfluoreszenz-Kits Hydrofluor™-Combo gewonnen. Die Konzentration wurde durch
Auszéhlen ermittelt.

Hierzu wurden jeweils 5 pl der Positivkontrolle auf je drei Objekttrager pipettiert, in
Methanol (Merck KGaA, Darmstadt, Artikelnummer: 1.06008) fixiert und anschlieBend
gemil der Arbeitsanleitung (s. o.) angefdarbt. Die drei Objekttrager wurden anschliefend
jeweils dreimal ausgezihlt und die Werte gemittelt.

Es ergab sich eine mittlere Konzentration von 107 Cryptosporidium Oozysten / ul und 7

Giardia Zysten / pl.

3.6.2 Bestimmung der Nachweisgrenze

Zur Bestimmung der Nachweisgrenze legten wir eine logarithmische Verdiinnungsreihe der
Testproben in physiologischer Kochsalzldsung an und pipettierten 10 ul der Positivkontrolle
(in etwa die 100fache Konzentration an Oo-/Zysten der durchschnittlichen Probenergebnisse)
bis zu einer Verdiinnung von 1:10°. AnschlieBend wurden pro Verdiinnungsreihe zwei
Objekttrager angefdrbt und mikroskopiert.

Als Ergebnis ermittelten wir, dass Cryptosporidien bis zu einer Verdiinnung von 1:10%
Giardien bis zu einer Verdiinnung von 1:10' nachgewiesen werden konnten. Hdhere

Verdiinnungen ergaben keinen Nachweis.

3.6.3 Positivkontrollen

Positivkontrollen wurden bei jeder Farbung mitgefiihrt. Hierfiir verwendeten wir Oo-/Zysten

des Immunfluoreszenz-Kits.

3.6.4 Negativkontrollen

Fiir die Negativkontrollen wurde Leitungswasser durch einen Membranfilter mit einer

maximalen Porenweite von 0,45 um verwendet.
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3.6.5 Ermittlung der Wiederfindungsrate

Zur Ermittlung der Wiederfindungsrate wurde eine kiinstliche Kontamination von
sterilfiltriertem Leitungswasser mit Zysten von Cryptosporidium und Giardia durchgefiihrt.
Die Konzentration in der Ausgangslosung betrug fiir Cryptosporidium Oozysten 1,07 * 10°*
L und fiir Giardia Zysten 7,0 * 10> L™

Wihrend des Elutions- und Flotationsvorgangs wurde die Reduktion der Oo-/Zysten durch
arbeitsbedingte Verluste ermittelt. Dariiber hinaus wurden diese Verluste wihrend der
gesamten Verarbeitung bestimmt, um festzustellen, ob die Summe der Verluste der einzelnen
Arbeitsschritte ndherungsweise dem Verlust der gesamten Methode entspricht.
Der Probenumfang betrug pro Vorgang jeweils n=3. Um die Wiederfindungsrate der
gesamten Parameter zu bestimmen, wurden die jeweiligen Konzentrationen an Zysten und

Oozysten summiert und zusammen dargestellt.

3.7 Umfang der Untersuchungen

Insgesamt wurden in Langenreichenbach 93 und in Belzig 19 Einzelproben aus den einzelnen
Kopplungsstufen genommen. Die Anlage in Langenreichenbach wurde innerhalb des
Zeitraumes vom 22.04.2003 — 15.12.2003 und die Kldranlage in Belzig im Zeitraum vom
13.10.03 — 01.12.03 beprobt.

Es wurde zunichst eine Bestimmung der im gekldrten Wasser vorhandenen Parasiten
vorgenommen. Die Werte wurden iiber die absoluten Anzahlen in den Proben ermittelt. Die
Parasitenbelastung wurde mikroskopisch als Anzahl der Parasitenformen (Zyste, Oozyste) pro
L bzw. pro 100 L angegeben. Die Reduktionsleistung wurde im Rahmen der Untersuchung
anhand des Vergleichs der Rohwasserbelastung abziiglich der Belastung des geklérten
Wassers dargestellt. Die Reduktionsleistung wurde als Reduktionsfaktor RF (logjo) bewertet

und verglichen.
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Zur Bewertung der Eignung fiir Bewésserungszwecke wurden folgende Empfehlungen bzw.
Richtlinien/Normen zugrunde gelegt (vgl. Anhang 2 und 3):
a) Hygienisch-mikrobiologische Klassifizierung von Bewidsserungswasser nach
DIN 19650 von 1999
b) WHO Guidelines (Microbiological Quality Guidelines for treated Wastewater used for
Crop Irrigation von 1989).
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4 Ergebnisse

4.1 Ergebnisse der Untersuchungen der Pilotanlage Langenreichenbach
4.1.1 Giardia Zysten

4.1.1.1 Zufluss

In allen Zuldufen (n=11) der Probenahmetagen waren Giardia Zysten vorhanden, in der
Folge als ,Zysten* bezeichnet. Die Vorlast betrug zwischen 45 bis 399 Zysten /100 L
(Mittelwert 175,5) (Tabelle 2).

4.1.1.2 Kopplungen
4.1.1.2.1 Kopplung I (3a-3b)

Es handelt sich hierbei um die Kopplung zweier unbepflanzter Horizontalfilter
unterschiedlichen Substrats (vgl. Tab. 1, S. 11). Bei 5 der 8 Beprobungen liegen
Vergleichswerte vor.

Bei 4 dieser Probenahmen ergab sich eine Reduktion auf <1 Parasiten/ 100 L. Bei der
tibrigen Probe konnten 2 Zysten im Ablauf nachgewiesen werden. Die mittlere
Reduktionsleistung lag bei einem RF(Logjo) von 2,0 mit geringstem RF von 1,7 und einem

maximalen von 2,3 Logstufen.

4.1.1.2.2 Kopplung II (5b-1a)

Hierbei handelt es sich um die Kopplung eines Vertikalfilters mit grobkérnigem Blédhton/Sand
als Substrat und eines Horizontalfilters mit feinkérnigem Sand als Substrat. Beide Beete

waren mit Phragmites australis bepflanzt.

Bei 3 von 8 Beprobungsdaten liegen zeitgleich keine Zulaufdaten vor. Bei den 5 Probetagen
mit Zu- und Ablauf-Befunden ergab sich in 4 Proben eine komplette Reduktion auf 0 Zysten
/ 100 L. In einer der Proben konnten im Ablauf noch 3 Zysten nachgewiesen werden (KW
31). Dabei lag der durchschnittliche RF bei 2,1 Logstufen mit einem minimalen RF von 1,7
(KW 31) und einem maximalen RF von 2,4 (KW 35).
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Tabelle 2: Mittlere Reduktion von Giardia Zysten wihrend des Dauerversuches
(Pilotanlage Langenreichenbach)

Kopplung kw Tew Tw Trw Trw Trw Trw Trw Trw Tew Tkw Trw Trw Tew Trew Tew Trw Tkw ] T oo
17 |19 |21 | 23| 25| 27 | 29 | 31 [ 33|35 [ 37| 39| 41|43 | 45|47 [a9]51

Gifgg‘f_”/ - - - - - - 45 167 399 250 89 154 199 112 63 292 160 - |175,5 1056

Zulauf I Giarden /1 L 0,45 1,67 3,99 2,50 0,89 1,54 1,99 1,12 0,63 2,92 1,6 175 1,06
Log/ 100 L 17 22 26 24 19 22 23 20 18 25 22 22 03

Gii‘gﬁ” Mo - 1+ . 8 - 1 o 1+ - - 4 1+ - 9 - 9l33 a2

B (1,§§er) Glardlen /1 1 1* 0,08 1* 1* 004 1 009 009 0,04 0,04
g RF /100 L >2,2 >2.4 1,7 52,0 15 20 04
§ Gii‘gﬁ” e - - 1w - 1 . 2 o 1 -1 -1 -3 28
(z_éﬁfe) Glarden /1 10,08 1* 1* 1* 0,02 1* 1* 1* 0,01 0,03
RF /100 L >1,7 2,3 >1,9 >1,8 >2.2 20 0,3

Gii‘gg‘i” la - 10 - 16 - 8 - 1+ - 2 1 -1 - 15 - |71 77

_ (LS&E) carden/lloosa 019 016 008 1* 0,02 1* 1* 0,15 0,07 0,08
g RF /100 L 0,8 >2,6 16 >22 >1,8 1,0 17 07
§ Gii‘gg‘i” O R T S T A T S TR T B W]
(z.sltife) GiardiLenll 1* 1* 0,03 1* 1+ 1 1* 1* | 000 0,01
RF /100 L 1,7 >2.4 >2.3 >2.0 >2.2 2,1 0,3

Gii‘gg‘i” 4 12 - 1+ - 1 - & - 1+ . 1 18 1* - 2 - 7|44 s8

_ (1,2{1@ Giardienll 0,04 0,11 1* 1* 0,06 1* 1* 018 1* 0,02 0,07| 0,04 0,06
%” RF /100 L 0,4 >2,4 >2,2 >2,0 2.2 18 08
g . :;%?i?/’l A N S -1 -1 - |13 21
(2.Stufe) 3 1* 0,04 0,04 1* 1* 1* 0,01 0,02
RF /100 L 1,1 >1,9 >1,8 1,0 16 06

Gii‘ggf_”/ 3 - 32 - 79 - 28 - 43 - 564 47 28 - 144 - 286 - [128,9 1728

Ab\tl\é?csr?er_ Giardie”/ 10,38 0,32 0,79 0,28 0,43 5,64 0,47 0,28 1,44 2,86 129 1,73
RF /100 L 0,3 1 0,9 05 0,9 -0,4 -0,3 02 07

(* 1, da Log von 0 nicht definiert)

4.1.1.2.3 Kopplung III (6a-1b)

Diese Kopplung bestand aus einem sandhaltigen Vertikalfilter und einem bldhton-

sandhaltigen Horizontalfilter, beide mit Phragmites australis bepflanzt.

In 2 von 6 Probenahmen lagen zeitgleich keine Zulaufdaten vor. In zwei der Beprobungen
konnten noch jeweils 4 Zysten/ 100 L im Ablauf der Kopplung gefunden werden. In den
ibrigen Proben erfolgte eine komplette Reduktion auf 0 Zysten / 100 L.

Die mittlere Reduktionsleistung lag bei einem RF(Log;o) von 1,6 mit geringstem RF von 1,0

und einem maximalen von 1,9 Logstufen.
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4.1.1.2.4 Unbeliifteter Abwasserteich

Bei allen 7 vergleichbaren Proben fanden sich noch Zysten im Teichablauf. Bei vier Proben
ergab sich eine — wenn auch marginale — Parasitenreduktion mit einem RF von 0,3 Logstufen
bis max. 1,0 Logstufen. Bei den 3 iibrigen Ablaufproben fanden sich mehr Zysten im Ablauf

als im Zulauf, z.T. bis zum Mehrfachen der Zulaufmenge.

4.1.2 Cryptosporidium Qozysten
4.1.2.1 Zufluss

In 6 von 11 Zuldufen der Probenahmetage waren Cryptosporidium Oozysten vorhanden, in
der Folge als ,,Oozysten bezeichnet. Die Vorlast betrug zwischen 11 bis 42 Oozysten / 100 L
(Mittelwert 12,4, vgl. Tabelle 3).

4.1.2.2 Kopplungen
4.1.2.2.1 Kopplung I (3b-3a)

Es handelt sich hierbei um die Kopplung zweier unbepflanzter Horizontalfilter
unterschiedlichen Substrats (vgl. Tab. 1, S.11).
Bei 5 der 8 Probenahmen liegen Zulaufwerte vor. In 3 der verwertbaren 5 Proben zeigte sich

eine komplette Reduktion auf 0 Oozysten / 100 L.

In einer der Proben konnten weder im Zulauf noch im Ablauf der Kopplung Oozysten
nachgewiesen werden.
In der KW 33 wurden im Zulauf keine Zysten nachgewiesen, wohingegen im Ablauf

2 Oozysten / 100 L ermittelt wurden. Der mittlere Reduktionsfaktor lag bei 0,8 Logstufen.
4.1.2.2.2 Kopplung II (Sb-1a)
Hierbei handelt es sich um die Kopplung eines Vertikalfilters mit grobkornigem Bléhton/Sand

als Substrat und eines Horizontalfilters mit feinkdrnigem Sand als Substrat. Beide Beete

waren mit Phragmites australis bepflanzt.
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Lediglich in 4 von 8 Probenahmen fanden sich Oozysten im Zulauf. Im Ablauf der Kopplung
konnten keine Oozysten nachgewiesen werden. Der mittlere RF liegt bei 1,4 mit einem

Minimum von 1,2 und einem Maximum von 1,6 Logstufen.

4.1.2.2.3 Kopplung III (6a-1b)

Diese Kopplung bestand aus einem sandhaltigen Vertikalfilter und einem bldhton-
sandhaltigen Horizontalfilter, beide mit Phragmites australis bepflanzt.
In 3 der 6 Probenahmen konnte eine Reduktion nachgewiesen werden. Der mittlere RF lag bei

1,2 Log-Stufen.

4.1.2.24 Unbeliifteter Abwasserteich

Bei 6 von 7 vergleichbaren Proben fanden sich noch Oozysten im Teichablauf. In drei der
Proben ergab sich eine nur marginale Parasitenreduktion. Lediglich in einer Probe ergab sich

ein RF von 1,4 Logstufen. Bei den 3 {ibrigen Ablaufproben fanden sich mehr Zysten im
Ablauf als im Zulauf.
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Tabelle 3: Mittlere Reduktion von Cryptosporidium OQozysten wihrend des
Dauerversuches (Pilotanlage Langenreichenbach)

Kobblun kw [ kw [kw [kw [kw [rw [kw [rw T Tew [ew [kw [kw Trw [kw [kw [kw [kw [T o a
ppiung 17 19|21 | 23| 25| 27| 29| 31|33 35|37 |39 |4a1|4a3|a5|a7|4a9]51
csp./200L| - - - - - - 11 42 1* 1* 12 1* 16 28 1* 1* 27 - |124 146
zulauf | csp./1L 0,11 0,42 1* 1* 0,12 1* 0,16 0,28 1* 1* 0,27 01 02
Loga/ 100 L 1,0 16 1,1 12 14 1.4 1,3 02
Csp./200L| - 1* - 1* - 8 - 1* - 1* - - 4 1* - 9 - 9|33 42
3b * * * * *
_ |w.stute) Csp./1L 1 1 0,08 1 1 0,04 1 0,09 0,09| 0,04 0,04
= RF /100 L >1,6 (0) 0,6 >1,4 1 07 12
g Csp./100L| 8 - 1* - 1* - 1* - 2 - 1* - -1 - o1 - |13 28
X 3a * * * * * *
(2.5tufe)|_Csp-/ 1L 0,08 1 1 1 0,02 1 1 1 0,01 0,03
RF /100 L >1,0 -0,3 >1,1 0) >1,4 08 08
Csp./100L|1* - 12 - 1* - 4 - 1* - 1* 1* - 1 - 2 - |20 a0
5b * * * * * *
= |w.stre) csp./1L |1 0,12 1 0,04 1 1 1 0,02 0,01 0,02
g RF /100 L 0,4 0) >1,1 (0) 0) 11 09 04
g Csp./200L| - 1* - 1* - - - 1* - 1* - - 1* 1* - - 1* 1*|[ 0 0
! 1a * * * * * * * *
(2.5tufe)|_CsP-/ 1L 1 1 1 1 1 * 1| o o
RF /100 L >1,6 (0) >1,2 >1,4 >14 14 02
Cps./100L| 2+ 1* - 1* - 1* - 1* - 1* - 1* 1* 1* - 1* - 2|02 06
Ga * * * * * * * * * *
=|w.stfey| _Cps-/1L | 1+ 1 1 1 1 1 1* 1x 1 1 0,02 o o001
g2 RF /100 L >1,6 0) 0) >1,2 >1,4 0) 14 02
S Csp./200L| - - 1* - 1* - 1x - - - 1* - - 1 - 1 -]l o o
Sl 1
X * * * * * *
(2.5tufe)|_CsP-/ 1L 1 1 1 1 1 1 0 0
RF /100 L >1,0 >1,1 0) >1,4 12 02
Csp./100L| 8 - 8 - 1* - 4 - 7 - 48 3 4 - 1* - 1* - |82 143
A -
b\tl\é?sser Csp./1L |0,08 0,08 1* 0,04 0,07 0,48 0,03 0,04 1 ™ 0,08 014
RF /100 L 0,4 -0,8 1,7 05 0,6 0) >1,4 01 11

(* 1, da Log von 0 nicht definiert; Csp. = Cryptosporidien, ( ) Wert nicht in MW- Berechnung einbezogen, da bereits im Zulauf
kein Nachweis von Oozysten)

4.1.3 Darstellung der gesamten Parasitenlast

4.1.3.1 Zufluss

Fiir die Bewertung hinsichtlich des gereinigten Abwassers hinsichtlich einer Eignung als
Bewisserungswasser wurden die numerisch ermittelten Konzentrationen von Giardia Zysten

und Cryptosporidium Oozysten zur Gesamtparasitenlast summiert.

Die Parasitenvorlast fiel sehr variabel aus und reichte von 56 bis 339 Parasiten/100L
(Mittelwert 182,36; SA 90,75) (Tabelle4). Insgesamt wurden die Daten von 5
Probenahmetagen mit jeweils 3 Kopplungsvarianten sowie von einem unbeliifteten
Abwasserteich, in der Folge mit ,, Teich* bezeichnet, mit Vergleich der Zu- und Ablaufwerte

ausgewertet.
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Fiir die Mittelwerte der Gesamtbewertungen hinsichtlich der Eignung nach DIN 19650 bzw.
WHO wurden alle verfiigbaren Befunde der Abldufe, auch wenn keine Zulaufdaten vorlagen,
gewertet (n = 8 flir Kopplung I und III und fiir Kopplung II n =7 Werte und n = 10 Werte fiir
den Teich). Die Befunde von Cryptosporidium parvum und Giardia lamblia wurden als
Mittelwerte jeweils zweier Proben bestimmt und gemeinsam bewertet. In allen Zuldufen der
Probenahmetage waren Zysten bzw. Oozysten vorhanden, in der Folge als ,,Parasiten®

bezeichnet.

4.1.3.2 Reduktionsleistungen in den einzelnen Kopplungen

4.1.3.2.1 Kopplung I (3b-3a)

Es handelt sich hierbei um die Kopplung zweier unbepflanzter Horizontalfilter
unterschiedlichen Substrats (vgl. Tab. 1, S. 11).

Bei 4 der 8 Beprobungsbefunde ergab sich eine komplette Reduktion der Parasiten auf
0/100 L, bei 3 Beprobungen lagen keine Zulaufbeprobungen vor. Bei 2 Beprobungen waren
noch Parasiten nachweisbar: Probe KW 17 mit 12 und Probe KW 33 mit 2 Parasiten. Der

mittlere RF lag bei 2,0, minimal bei >1,7 und maximal >2,3 Log-Stufen.

4.1.3.2.2 Kopplung II (Sb-1a)

Hierbei handelt es sich um die Kopplung eines Vertikalfilters mit grobkérnigem Bléhton/Sand
als Substrat und eines Horizontalfilters mit feinkornigem Sand als Substrat. Beide Beete
waren mit Phragmites australis bepflanzt.

Bei 5 von 8 Beprobungstagen liegen Vergleichswerte vor. Bei 4 dieser Probenahmen ergab
sich eine Reduktion auf <1 Parasiten/100 L. Bei der iibrigen Probe (KW 31) konnten noch 3
Parasiten im Ablauf detektiert werden. Die Reduktionsleistung bei den kompletten
Reduktionen lag bei durchschnittlich >2,2 RF mit geringstem RF von 1,8 und maximalem von

2,4 Logstufen.
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Tabelle 4: Mittlere Reduktion von Parasiten (Summe aus Anzahl Giardia Zysten und

Cryptosporidium Oozysten) wihrend des Dauerversuches (Pilotanlage
Langenreichenbach)
Kobolun KW [KW [ KW | KW | KW KW [KW [KW [KW [ KW | KW KW KW [KW KW |KW KW KW [ ] o
ppiung 17|19 | 21| 23| 25|27 | 29| 31|33 | 35|37 |39 |41|43]|45]47|49|51
Pﬂ%%'tﬁn - - - - - - 56 209 339 250 101 154 215 140 63 292 187 - |182,4 90,7
Zulauf Pa/rafl'_te” 0,56 2,09 3,39 2,50 1,01 1,54 2,15 1,40 0,63 2,92 1,87 1,82 0,91
Ll%%ul)_/ 1,7 23 25 24 20 22 23 21 18 25 23 22 03
Parasiten . . * x . x R
vl B L LR B 6 1 14 9| 41 53
3b Parasiten . . * * *
wswie)| 1L 1 1 0,08 1 1 0,06 1 0,14 0,09| 0,05 0,05
g RF {-100 >2.3 >2.4 1,5 >2,1 1,4 19 05
C_D. "
g Parasiten . T A } . . L L
S l100L |12 - 1 1 1 2 1 1 1 18 42
3a Parasiten N N * * * *
@swfe)| 1L 021 ' ' 002t ' ! 00z 004
RF {_100 >17 22 >2.0 >1,8 >2,3 20 03
Parasiten
‘oL |4 -3 - 16 - 12 - 0 - 2 0 - 0 - 17 -] 91 107
5b Parasiten
|@swie| JiL 004 031 o016 012 0 0,02 0 0 0,17 0,09 0,11
= RF {_lOO 0,6 >2.5 1,7 >2,2 >1,8 11 1,7 07
p=}
= Parasiten
Q| - * - * _ _ _ - * _ _ * * _ - * *
8 7100 L 1 1 3 1 1+ 1 * 1| 04 12
la Parasiten . * * * * * *
@stufe)| /1L ! ! 0,03 ' sl S B
RF 1_100 1,8 >2.4 >23>2,1 >2.3 22 0,2
Parasiten . * * * * -
‘oL |4 1 - 1 - 1 - 6 - 1* - 118 1 2 9| 46 6,0
6a Parasiten . * * * *
l@sute)| JiL 0,04 0,11 1 1 0,06 1 1* 0,18 1 0,02 0,09| 0,05 0,06
é’ RF {_100 1,5 >2,4 >22 1 >2,1 2,2 19 05
=}
=1 Parasiten . * * *
§ 1001 _ _ 1 _ 4 - 4 - - - 1 - 1 - 1 - 1,3 2,1
1b Parasiten . * * *
@sufe)| 1L 1 0,04 0,04 1 1 1 0,01 0,02
RF {_100 1,1 >2.0 >1,8 >2.3 1,9 0,5
Parasiten 184,
‘looL |46 - 40 - 79 - 32 - 50 - 61250 32 - 144 - 286 - [1371 *,
Abwasser- i
‘t’;ich Pa/rafl'_te” 0,46 0,40 0,79 0,32 0,50 6,12 0,50 0,32 1,44 2,86 1,37 1,84
RF {_lOO 0,2 0,8 -0,8 0,5 0,8 -0,4 -0,2 01 0,6

(* 1, da Log von 0 nicht definiert)
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4.1.3.2.3 Kopplung III (6a-1b)

Diese Kopplung bestand aus einem sandhaltigen Vertikalfilter und einem bldhton-
sandhaltigen Horizontalfilter, beide mit Phragmites australis bepflanzt.

Bei 2 der 7 vorliegenden Beprobungsdaten liegen zeitgleich keine Zulaufdaten vor. Bei den 5
Probetagen mit Zu- und Ablauf-Befunden ergab sich in 4 Proben eine Reduktion auf
<1 Parasiten/100 L.

In einer der Proben konnten im Ablauf der Kopplung noch 4 Parasiten gefunden werden
(KW 29). Dabei lag der RF durchschnittlich bei 1,9 Logstufen mit einem minimalen RF von
1,1 (KW 29) und maximal 2,3 (KW 49).

4.1.3.24 Unbeliifteter Abwasserteich

Bei allen 7 vergleichbaren Proben fanden sich noch Parasiten im Teichablauf. Bei vier Proben
ergab sich eine — wenn auch marginale — Parasitenreduktion mit einem RF von 0,2 Logstufen
bis max. 0,8 Logstufen. Bei den 3 iibrigen Ablaufproben fanden sich mehr Parasiten im

Ablauf als im Zulauf, z. T. bis zum Mehrfachen der Zulaufmenge.

4.2 Ergebnisse der Untersuchungen der Praxisanlage Belzig
4.2.1 Giardia Zysten
4.2.1.1 Zufluss

In allen Zuldufen der Probenahmetagen waren Giardia Zysten vorhanden, in der Folge als
»Zysten® bezeichnet. Die Vorlast betrug zwischen 358 bis 869 Zysten /100 L (Mittelwert
523,3, vgl. Tabelle 5).

4.2.1.2 Abfluss
Im Ablauf der Anlage konnten keine Zysten mehr nachgewiesen werden. Die
Hauptreinigungsleistung lag iiberwiegend in der ersten Stufe der Anlage. In zwei der fiinf

Proben aus dem Abfluss des ersten Beckens konnten lediglich 2 Zysten/ 100 L detektiert

werden.
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Mittlere Reduktion von Giardia Zysten wihrend des Dauerversuches

Tabelle 5:
(Praxisanlage Belzig)

Kopplung Kw 42[Kw 43[Kw 45|kw 47|kw 49| mw | sa

Giardien /100L | 480 869 358 386 | 5233 2363

Zulauf Giardien / 1 L 48 8,69 358 386 | 523 236
Logio/ 100 L 27 29 26 26 | 27 02

Giardien / 100 L 2 1* 2 1* 1* 0,8 11

. |Blasuie)| Giardien/1L 002 1* 002 1* 1* | 001 001
Y RF /100 L 24 >2,9 >26 >2,6 | 26 02
f;.'f Giardien/100L | 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ | O 0
B2a (2.Stufe) Giardien /1L 1* 1* 1* 1* 1* 0 0

RF /100 L 527 >2,9 >26 >2,6 | 27 01

(* 1, da Log von 0 nicht definiert)

4.2.2 Cryptosporidium Oozysten

4.2.2.1 Zufluss
In allen Zuldufen der Probenahmetagen waren Cryptosporidium Oozysten vorhanden, in der

Folge als ,,Oozysten* bezeichnet. Die Vorlast betrug zwischen 106 bis 223 Zysten/ 100 L

(Mittelwert 147, vgl. Tabelle 6).

Mittlere Reduktion von Cryptosporidium OQOozysten wihrend des

Tabelle 6:
Dauerversuches (Praxisanlage Belzig)
Kopplung Kw 42[kw 43[kw 45[kw 47[kw 49] Mw | sa
Cryptosporidien / 100 L 150 223 109 106 147 54,5
Zulauf Cryptosporidien / 1 L 15 223 1,09 106 | 1,47 054
Logio/ 100 L 22 23 20 20 2,1 0,2
Cryptosporidien / 100 L 2 1* 1* 1* 1* 0,4 0,90
Bla -
| (1.Stufe) Cryptosporidien /1 L 0,02 1* 1* 1* 1* 0 0,01
0 RF /100 L 1,9 >23 >20 >20( 21 02
g Cryptosporidien / 100 L | 1+ 1* 1* 1* 1* 0 0
B2a -
(2.Stufe) Cryptosporidien /1 L 1* 1* 1* 1* 1* 0 0
RF /100 L >2,2 >23 >20 >201[ 21 0,2

(* 1, da Log von 0 nicht definiert)
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4.2.2.2 Abfluss

Im Ablauf der Anlage konnten keine Oozysten mehr nachgewiesen werden. Die
Hauptreinigungsleistung lag tiberwiegend in der ersten Stufe der Anlage. Lediglich in einer
der fiinf Proben aus dem Abfluss des ersten Beckens konnte noch 1 Oozysten/ 100 L

nachgewiesen werden.

4.2.3 Ergebnisse der Untersuchungen

Insgesamt wurden an 4 Probenahmetagen die Daten der Kopplung verwertet. Die Befunde
von Cryptosporidium parvum und Giardia lamblia wurden als Mittelwerte jeweils zweier

Proben bestimmt und gemeinsam bewertet (Tabelle 7).

In allen Zuldufen der Probenahmetagen waren Zysten bzw. Oozysten vorhanden, in der Folge

als ,,Parasiten* bezeichnet.

Alle vier Proben der Kopplung ergaben komplette Reduktionen der Parasiten (<1 / L). Diese
Reduktionsleistung wurde bei allen Beprobungen im Wesentlichen durch die erste Stufe
vollzogen, lediglich bei der Beprobung KW 42 waren noch 4 Parasiten/ 100 L im Ablauf der

ersten Stufe nachweisbar, alle anderen Nachweise lagen bei 0/ L bereits nach der ersten Stufe.

Tabelle 7: Mittlere Reduktion von Parasiten wiahrend des Dauerversuches (Praxis-

anlage Belzig)
Kopplung [kw 42]kw 43lkw aslkw a7lkw 20| mw | sa
Parasiten / 100 L 630 1092 - 467 492 | 670,3 290,2
Zulauf Parasiten /1 L 6,3 10,92 467 492 | 6,70 2,90
Logio/ 100 L 28 30 27 27| 28 01
Parasiten / 100 L 4 1* 2 1* 1* 1,2 1,8
. Bla (1.Stufe) Parasiten /1 L 0,04 1* 0,02 1* 1* 0,01 0,02
o RF /100 L 22 >3,0 >2,7 >27| 27 03
g Parasiten / 100 L 1* 1* 1* 1* 1* 0 0
“ B2a (2.Stufe) Parasiten / 1 L 1* 1* 1* 1* 1* 0 0
RF /100 L 28 >3,0 >2,7 >27| 28 01

(* 1, da Log von 0 nicht méglich)

Von 490 bis rund 1100 Parasiten / 100 L Vorlast zeigt die Anlage relative Unabhéngigkeit der

Reinigungskapazitit von der Vorlast.

40



4 Ergebnisse

4.3  Zusammenfassung der Ergebnisse

Nach Passage der Anlage Langenreichenbach mit gekoppelten Becken wurden bei allen 3
Kopplungen gegeniiber den Parasiten Cryptosporidium parvum und Giardia lamblia ein
durchschnittlicher RF von >2 Logstufen erzielt (Abb. 16). Bei den 15 Probenahmen, die einen
Vergleich der Kopplungen mit den entsprechenden Zuldufen erlauben, wurden in 12 Féllen
Reduktionsleistungen mit nicht mehr nachweisbaren Parasiten in 100 L Probevolumen erzielt.
Bei drei der Proben konnten noch Parasiten nachgewiesen werden. Der Teich zeigt keine

relevante Reinigungsleistung gegeniiber den untersuchten Parasiten.

4
3 -
=)
-
(2]
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O _
LRB: LRB: LRB: LRB:
Kopplung 1l Kopplung Il Kopplung I Abwasserteich

Abb. 16: Mittlere Reduktionsfaktoren des Parasitennachweises (Summe aus Anzahl
Giardia Zysten und Cryptosporidium Qozysten) bezogen auf die einzelnen
Kopplungen der Beete, dargestellt als Reduktionsfaktor RF (Log;¢) mit
Standardabweichung

Nach Passage der Anlage Belzig mit zwei gekoppelten Becken waren bei allen vier
Beprobungen (mit positivem Parasitenkonzentrationen im Zulauf) und damit auch im
Durchschnitt keine Zysten bzw. Oozysten nachweisbar. Dies entspricht beziiglich der
Reinigungsleistung gegeniiber Cryptosporidium parvum und Giardia lamblia einen RF von
durchschnittlich 2,8 Log-Stufen (berechnet auf Nachweis in 100 L Abwasservolumen). Als

maximaler Wert wurde ein RF von 3,0 in KW 43 gemessen.
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4.4  Ergebnisse der Qualititssicherung

4.4.1 Negativkontrollen

Der Probenumfang fiir die Negativkontrollen betrug n = 9. Es erfolgte eine Kontrolle in den
einzelnen  Arbeitsschritten und des methodischen Gesamtdurchlaufs. Fiir die
Negativkontrollen wurden jeweils 5 L Leitungswasserwasser verwendet, welches vorher
durch einen Membranfilter mit einer Porenweite von 0,45 um filtriert wurde. Nach Filtration
konnte in keiner der Leitungswasserproben Oozysten bzw. Zysten nachgewiesen werden.
Auch nach Verarbeitung der Negativkontrolle konnten keine Parasiten in den Proben

detektiert werden (Tab. 8).

Tabelle 8: Ergebnisse der Negativkontrollen

Cryptosporidium Oozysten Giardia Zysten Parasiten
Probe (n=9) Akonz. Ekonz. Akonz. Ekonz. Akonz. Ekonz.
ELUTION Einheit: Oozysten/L  Oozysten/L Zysten/L Zysten/L | Parasiten/L  Parasiten/L
) N1 0 0 0 0 0 0
Negativ- N2 0 0 0 0 0 0
Kontrollen
N3 0 0 0 0 0 0
FLOTATION| Einheit: Oozysten/ml  Oozysten/ml| Zysten/ml  Zysten/ml | Parasiten/ml Parasiten/ml
) N1 0 0 0 0 0 0
Negativ- N2 0 0 0 0 0 0
Kontrollen
N3 0 0 0 0 0 0
E+F Einheit: Oozysten/L  Oozysten/L Zysten/L Zysten/L | Parasiten/L  Parasiten/L
Nedati N1 0 0 0 0 0 0
egativ-
Kontrollen N2 0 0 0 0 0 0
N3 0 0 0 0 0 0

Akonz.: Ausgangskonzentration
Ekonz.: Endkonzentration, nach Durchfiihren der Kontrollen
E + F: Summe der Einzelschritte = gesamte Verarbeitung

4.4.2 Positivkontrollen

Fir die Positivkontrollen kontaminierten wir Leitungswasser, welches ebenfalls vorher
filtriert wurde mit 1,07*10* Cryptosporidium Oozysten / L und 700 Giardia Zysten / L. Es
handelt sich dabei um formalinfixierte Oo-/Zysten aus dem Firbekit, welche numerisch
ermittelt wurden. Die Anzahl der Zysten wurde gemittelt und die Gesamtreduktion beider

Parameter, im folgenden als ,,Parasiten‘ bezeichnet, bestimmt.
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Die Ausgangskonzentration betrug somit 1,14*10* Parasiten /L. Der Probenumfang betrug

fiir die beiden Arbeitsschritte und fiir die Gesamtverarbeitung jeweils n = 3.

Es zeigte sich eine Reduktion von jeweils einer Logstufe sowohl in der Elution als auch in der
Flotation, wobei bei der Flotation die Verluste in allen drei Proben groBer waren. Bei der
getrennt davon durchgefiihrten Positivkontrolle der Gesamtmethode (E+F) zeigte sich ein

Verlust von durchschnittlich zwei Logstufen (Tab. 9).

Tabelle 9: Ergebnisse der Positivkontrollen

Cryptosporidium Oozysten Giardia Zysten Parasiten
Probe (n=9) Akonz. Ekonz. Akonz. Ekonz. Akonz. Ekonz.
ELUTION | Einheit: Oozysten/L  Oozysten/L | Zysten/L  Zysten/L | Parasiten/L Parasiten/L
N P1 1,07*10* 3,79*10° | 7,0,10°  4,74*10° | 1,14*10° 4,26*10°
Kggtsr'(t)'l‘l’én P2 1,07*10* 2,16*10° | 7,0410°  3,69*10> | 1,14*10*  2,53*10°
P3 1,07*10* 6,99*10° 7,0¢10°  1,92*10° | 1,14*10° 7,18*10°
FLOTATION| Einheit: | Oozysten/ml Oozysten/ml| Zysten/ml Zysten/ml | Parasiten/ml Parasiten/ml
P1 1,07*10* 1,53*10° 7,0010°  1,38*10% | 1,14*10* 1,67%10°
Positiv- 4 2 2 2 4 2
Kontrollen P2 1,07*10 7,72*10 7,0010°  2,17*10 1,14*10 9,89*10
P3 1,07*10* 2,9010° 7,0010°  3,47*10° | 1,14*10* 3,25%10°
E+F Einheit: Oozysten/L  Oozysten/L | Zysten/L  Zysten/L | Parasiten/L Parasiten/L
N P1 1,07*10* 9,28*10° | 7,0,10°  5,9*10" | 1,14*10° 9,87*10°
Ksr‘?tsr'ct)'l‘l’én P2 1,07*10* 4,82*10° 7,0010°  1,56*10% | 1,14*10* 6,38*10°
P3 1,07*10* 6,58*10° 7,0010°  9,3*10" 1,14*10* 7,51*10°

Akonz.: Ausgangskonzentration
Ekonz.: Endkonzentration, nach Durchfiihren der Kontrollen
E + F: Summe der Einzelschritte = gesamte Verarbeitung

4.4.3 Ermittlung der Wiederfindungsrate

Die Wiederfindungsrate wurde iiber die Positivkontrollen ermittelt. Hierfiir wurde die mittlere
Konzentration der mikroskopisch ermittelten Oozysten bzw. Zysten berechnet (n =3). Die
Wiederfindungsrate der Gesamtparasiten wurde durch die Mittelung der einzelnen Parameter
bestimmt. In der Methodenverarbeitung zeigt sich eine hohere Wiederfindungsrate fiir
Giardia Zysten. Die Verluste an Cryptosporidium Oozysten ist sowohl in den einzelnen
Arbeitschritten (Elution des Filters und Flotation der Proben), als auch im gesamten

Arbeitsablauf jeweils groBer als fiir Giardia Zysten.
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Beim Vergleich der einzelnen Arbeitsschritte zeigt sich ein groferer Verlust an Parasiten in
der Flotation als in der Elution (Tab. 10). Die Wiederfindungsrate betragt fiir
Cryptosporidium Oozysten 6,4 % und fiir Giardia Zysten 14,7 %. Die gesamte
Wiederfindungsrate betrigt lediglich 7,0 %.

Tabelle 10: Darstellung der Wiederfindungsrate (in %; n =9)

Wiederfihrftljtblr%irate (%) Cryptosporidien| Giardien Parasiten
ELUTION 40,3 49,3 40,9
FLOTATION 16,2 26,7 17,3
ELUTION + FLOTATION 6,4 14,7 7,0

4.4.4 Positivkontrollen der Fiarbungen

Zur Kontrolle wurden bei jedem Anfdarben Positivkontrollen mit angelegt. Die Kontrollen

wurden hierbei lediglich quantitativ durchgefiihrt.
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5 Diskussion

Wasser als eine der wichtigsten Lebensgrundlagen unterliegt den unterschiedlichsten
Nutzungen, die in der Regel in konkurrierender Wechselbeziehung stehen. Aufgrund
verschiedenartigen Ge- und Verbrauchs von Wasser sowie der Beanspruchung des
Grundwassers durch Landwirtschaft, Verkehrs- und Siedlungsaktivititen sind Gewdésser
starken Belastungen ausgesetzt. Einwandfreies Wasser ist damit zu einem knappen Gut
geworden, dessen Schutz zu den Hauptaufgaben staatlicher Politik gehort (vgl. z. B.
Senatsbeschluss Hamburg: Neufassung der Globalrichtlinie D1/99 2005).

Wiéhrend die stddtische Abwasseraufbereitung groftenteils durch grofe Kliranlagen
zentralisiert geleistet wird, kommt in l&dndlichen Gebieten mit langen Transportwegen die
Installation von dezentralen Anlagen zur Abwasserreinigung in Betracht, die hier eine
Okonomische Alternative darstellen konnen. Dezentrale Losungen sind u. a.
Pflanzenkldranlagen, die in den letzten Jahren durch ihre naturnahe Konstruktionsweise und

der Unabhéngigkeit von aufwindiger Steuerungstechnologie eine Renaissance erleben.

In Deutschland hat durch die gesetzlichen Regelungen beziiglich der sog. ,,dezentralen
Abwasserreinigung die Bedeutung von Kleinkldranlagen und hierbei vor allem diejenigen
der bewachsenen Bodenfilter in den letzten Jahren stark zugenommen (Mathys 1998, Borneff-

Lipp et al. 2005).

Bei den unterschiedlichen Anlagetypen und Verfahrenstechniken lassen sich inzwischen bei
sorgfaltiger Planung und Betrieb gute Ergebnisse hinsichtlich der abwasserchemischen
Parameter  erzielen, welche den  Erfordernissen zur  Abwassernutzung zu
Bewisserungszwecken gerecht werden. Vergleichsweise wenige Daten liegen iiber die
Reduktion von seuchenhygienisch relevanten Krankheitserregern, wie z. B. Salmonellen und

Parasiten, vor (Mathys 1998, Hagendorf et al. 2002).
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5.1  Auswahl der untersuchten parasitologischen Parameter

Wir wihlten Giardia Zysten und Cryptosporidium Oozysten als Parameter fiir unsere
Untersuchungen, da sie in Industriestaaten eine krankheitsrelevante Bedeutung haben
(Schoenen et al. 2001). Bei zahlreichen durch Cryptosporidien ausgeldsten Ausbriichen in
Nordamerika und Europa waren mehrere tausend Menschen betroffen. Diese Ausbriiche
waren immer auf eine Kontamination des Trinkwassers mit héuslichen oder
landwirtschaftlichen Abwéssern, Oberflichenwasser oder auf Verunreinigungen mit Tierkot
zuriickzufithren (Hellenbrand 2003). Ensink konnte ein signifikant erhohtes Risiko fiir
(asymptomatische) Giardia Infektionen bei Landwirten, die Abwasser zur Bewésserung
verwendeten, im Vergleich zu einer Kontrollgruppe, welche gewdhnliches Wasser als

Bewisserungswasser nutzten, nachweisen (Ensink 2005).

Dariiber hinaus nimmt das Projekt Bezug auf bereits durchgefiihrte Studien, welche Giardia
Zysten und Cryptosporidium Oozysten als protozoische Parameter wihlten (vgl. Hagendorf et
al. 2002).

5.2  Bewertung der Ergebnisse

5.2.1 Pilotanlage Langenreichenbach

Nach Passage der Anlage mit gekoppelten Becken wurde bei allen 3 Kopplungen gegeniiber
den Parasiten Cryptosporidium parvum und Giardia lamblia ein durchschnittlicher RF von >2
Logstufen erzielt. Bei den 15 Probenahmen, die einen Vergleich der Kopplungen mit den
entsprechenden Zuldufen erlauben, wurden in 12 Fillen Reduktionsleistungen mit nicht mehr

nachweisbaren Parasiten in 100 L Probevolumen erzielt (=/100 L).

Bei drei der Proben konnten noch Parasiten nachgewiesen werden. Der Teich zeigt nur eine

vergleichsweise schwache Reinigungsleistung gegeniiber den untersuchten Parasiten.
Samtliche Kopplungsformen erzielten Parasitenwerte im Ablauf von <1 Parasitenform/1 L.

Wendet man die Klassifizierung der ,,DIN 19650 bzw. der WHO Empfehlung an, so wiirde
die Kategorie A nach WHO erreicht werden.
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Voraussetzung hierfiir wére, dass keine anderweitigen Parasitenformen nachweisbar sind, was
im Rahmen unserer Studie zeitgleich nicht untersucht wurde. Eine nachgeschaltete Beprobung

ergab auch keinen Nachweis weiterer Parasiten im Ablauf der Pilotanlage (vgl. Kap. 5.7).

Die Zweistufigkeit der Kopplung der Anlage bewéhrte sich dabei insofern, als im Ablauf des
ersten Beckens noch vereinzelt Parasiten nachweisbar waren, die in der zweiten Stufe

eliminiert wurden.

5.2.2 Praxisanlage Belzig

Die Hauptreinigungsleistung findet bereits in den ersten Kopplungsstufen statt. Zur
Bewertung der Abwasserqualitit nach Aufbereitung hinsichtlich einer Eignung als
Bewisserungswasser nach DIN bzw. WHO wiirde die Anlage (Werte nach Kopplungsstufe)
die Eignungsklasse 1 nach DIN 19650 sowie Kategorie A nach WHO Empfehlung ebenso wie
die Anlage Langenreichenbach nur dann erfiillen, wenn keine anderweitigen Parasitenformen

nachweisbar wiren.

5.2.3 Vergleich mit Ergebnissen aus anderen naturnahen Abwasseraufbereitungs-

verfahren

Hagendorf et al. filhrten im Rahmen einer unserem Projekt vorangehenden Studie
Untersuchungen in drei Anlagen unterschiedlicher Bauweise durch. Hierbei erfolgten auch
Untersuchungen hinsichtlich der Reduktion von Cryptosporidium Oozysten und Giardia
Zysten.

Die Ergebnisse der Zulaufkonzentrationen in den einzelnen Anlagen, als auch die
Konzentrationen der beiden Parameter aus den Abldufen der jeweiligen Anlagen entsprechen
weitestgehend denen der hier dargestellten Ergebnisse. In der Anlage Wiedersberg
(zweistufig, Horizontalfilter — Vertikalfilter) z. B. wurden Cryptosporidium Oozysten und
Giardia Zysten, deren Konzentration im Zulauf bei 4,9 x 10'/100 L bzw. 3,2 x 10°/100 L
lagen, bei der Bodenfilterpassage auf Werte von 1 bzw. 0,5/100 L reduziert.
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Fiir die Parasitendauerformen wurden generell sehr gute Eliminationsraten durch die
bewachsenen Bodenfilter nachgewiesen. Hierbei wurden nur sporadisch in ca. 10% der

Proben positive Parasitenbefunde erhoben (Hagendorf et al. 2002).

Stott et al. untersuchten 1997 die Reinigungsleistung eines bepflanzten Kiesbeetes in Agypten
mit dem Ziel eine Reduktion der verschiedener mikrobiologischer Parameter, darunter auch
Zysten von Giardia und Helmintheneier zu ermitteln. Es konnte immerhin, trotz teilweise
hoher Konzentrationen im Zulauf, eine — wenn auch nicht komplette — Reduktion, sowie eine
Qualitit im Sinne entsprechend der WHO-Empfehlung (1989) gewéhrleistet werden (Stott et
al. 1997).

Karpiscak et al. fiihrten Untersuchungen iiber die Reduktion von Giardien und
Cryptosporidien in zwei zweistufigen Klarteichen unterschiedlicher Bauweise durch. Die
Anlagen befanden sich in Arizona, USA. Die Konzentrationen an Oo-/Zysten im Zulauf der
beiden Anlagen war nahezu identisch und variierten fiir Cryptosporidien zwischen 1 und 24
Oozysten/L, fiir Giardien zwischen 1 und 161 Zysten/L. Insgesamt wurden durchschnittlich
98% der Giardia Zysten und 87% der Cryptosporidium Oozysten bei Passage der Anlagen
reduziert (Karpiscak et al. 1996).

Quindnez-Diaz et al. untersuchten die Reduktionsleistung von Bodenfiltern im Pilotmalstab
in Tuscon (Arizona, USA). Die Zulaufkonzentrationen fiir Giardia betrug 7444 Zysten/L und
fiir Cryptosporidium 140 Oozysten/L. Die durchschnittlichen Reduktionen in den einzelnen
Bodenfiltern lag fiir Giardien zwischen 95,3 (+ 2,4) und 99,9%, fiir Cryptosporidien zwischen
92,7 (= 2,8) und 99%. Wie in unseren Untersuchungen konnten die Autoren keinen
signifikanten Einfluss der Bepflanzung auf die Reduktion von Parasiten zeigen (Quifidnez-

Diaz et al. 2001).

Exkurs

Innerhalb unseres Projektes wurden, neben den dieser Arbeit zugrunde liegenden
Untersuchungen, auch parasitologische Proben aus einer Pilotanlage in Mexiko-City
(Mexiko) gewonnen (vgl. Diirr et al. 2003). Es handelt sich hierbei um eine weitestgehend
baugleiche Anlage der Pilotanlage in Langenreichenbach. Um den lokalen Gegebenheiten und
dem besonderen Infektionsrisiko in Mexiko Rechnung zu tragen, wurden die Untersuchungen

dort um die mikroskopische Diagnostik von Ascariden, Taenien und Schistosomen erweitert.
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Alle untersuchten Becken wiesen eine deutliche Reduktionsleistung mit einem minimalen RF
von 1,9 und einem maximalen RF von 2,14 gegeniiber Parasiten auf. Die Reduktionsleistung
der 3 beprobten Einzelbecken betrug auch hier etwa 2 Logarithmusstufen.

Bei zwei der drei Kopplungen in Mexiko wurde die Leistung durch Kopplung intensiviert.
Allerdings kam es bei einer Kopplung zu einer Verschlechterung der Reduktionsleistung um
rund 0,5 Logstufen.

Hinsichtlich der seuchenhygienischen Bewertung entsprechend den bekannten
Normen/Richtlinien (WHO/DIN/NOM-003-ECOL; vgl. Anhang 2,3 und 4) kann die Nutzung
des Abwasser als Bewdsserungswasser nach Passage dieser Pilotanlage nur eingeschrinkt

empfohlen werden (Borneff-Lipp et al. 2005).

5.2.4 Vergleich mit Ergebnissen aus konventionellen Klidranlagen

Unsere Untersuchungen zeigten eine durchschnittliche Reduktion der Parasiten von 2 Log-

Stufen in gekoppelten Anlagen.

Caccio et al. untersuchten kommunale Kldranlagen in Italien hinsichtlich der Reduktion von
Giardien und Cryptosporidien. Cryptosporidium Oozysten traten sporadisch und nur im
Zulauf der Anlagen auf. Giardia Zysten konnten in allen Zuldufen nachgewiesen werden. Die
Konzentrationen von Giardia Zysten im Zulauf der Anlagen variierte zwischen 2,1*¥10° und
4,2%10" Zysten/L mit den hochsten Konzentrationen in Herbst und Winter. Die prozentuale
Gesamtreduktion in den Klédranlagen lag zwischen 87,0 und 98,4%. Dies entspricht eine

Reduktion von 1 bis 2 Logstufen (vgl. Caccio et al. 2003).

Kistemann konnte Giardia lamblia in allen Zuldufen von sechs untersuchten konventionellen
Kléranlagen unterschiedlicher Bauart nachweisen. Die Reinigungsleistung der untersuchten
Klaranlagen lag fiir Giardien zwischen 1 und 3,5 Logarithmus-Stufen. Cryptosporidium spp.
traten hingegen nur in 20 bis 60% der Zulaufproben und nur sporadisch in den Abldufen auf

(Kistemann 2001).
Insgesamt liegen kaum Veroffentlichungen zu diesem Thema vor und die wenigen Studien

erlauben dementsprechend kaum allgemeingiiltige Aussagen. Allerdings fielen grofle

Abweichungen innerhalb der einzelnen Untersuchungen auf (Mathys 1998).
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Bischoff und Feuerpfeil wiesen in einer Studie iiber die Belastung von Trinkwassertalsperren
mit Parasiten eine hohere Konzentration von Protozoen bei nachgewiesenem
Siedlungsabwassereintrag nach. Durch Siedlungsabwassereintrag {iberwiegen demnach
Giardia Zysten im Vergleich mit Cryptosporidium Oozysten (Bischoff und Feuerpfeil 2001).
Dies entspricht unseren Ergebnissen in der Pilotanlage Langenreichenbach und der

Praxisanlage Belzig, denen Siedlungsabwasser zugefiihrt wird.

5.2.5 Vergleich mit anderen mikrobiologischen Parametern

Insgesamt muss fiir Protozoen mit vergleichsweise geringen Reduktionsraten im behandelten
Abwasser gerechnet werden. Dies gilt vor allem im Vergleich zu denjenigen Reduktionsraten
hinsichtlich Fékalindikatoren und Viren (Pike 1990). In unserem Projekt stellten wir fest, dass
das gereinigte Abwasser unter optimierter 2-stufiger Anlagentechnik eine um 4-5 log-Stufen
verringerte Konzentration fiir die Parameter KBE, Coliforme Bakterien, E. coli und
Enterokokken aufwies. Salmonellen, Clostridien und die untersuchten Parasiten wurden

dagegen in deutlich geringerem Umfang reduziert (Borneff-Lipp et al. 2005, Diirr et al. 2005).

Blumenthal et al. stellen dariiberhinaus fest, dass die Reduktion von Helminthen-Eiern in
Abwissern nicht mit der Reduktion von protozoischen Parasiten wie Cryptosporidien,

Giardien und Cyclospora korreliert (Blumenthal et al. 2000).

Dennoch halten die Autoren das Risiko einer durch Abwasser verursachten Epidemie durch
Protozoen bei Einhalten des Grenzwertes flir Helminthen Eiern (< 1/L) fiir so gering, dass
keine Nachweisgrenze fiir Protozoen eingefiihrt werden muss. Diese Tatsache wird damit
begriindet, dass Ausbriiche von wasserassoziierten Parasitosen hauptsdchlich in
Zusammenhang mit kontaminiertem Trinkwasser, Auftreten in Badewéssern und Verzehr von

kontaminierten Lebensmitteln beschrieben wird.

Aufgrund der geringen Datenlage gibt es bisher keinen epidemiologischen Beweis fiir ein
erhohtes Risiko beim Gebrauch von Abwasser zu Bewisserungszwecken, die den
erheblichen, sowohl technischen als auch finanziellen, Mehraufwand der parasitologischen
Untersuchungen rechtfertigen wiirde (Blumenthal et al. 2000). In Regionen mit hohen
Belastungen an Parasiten sollten diesbeziiglich Untersuchungsparameter im Sinne von

Indikatororganismen jedoch einbezogen werden.
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Exkurs

Die Trinkwasserrichtlinie der Europdischen Union (Richtlinie 98/83/EG des Rates iiber die
Qualitdt von Wasser fiir den menschlichen Gebrauch) deklariert das Bakterium Clostridium
perfringens als resistenten Fakalindikator. Bei von Oberflichenwasser beeinflusstem und
aufbereitetem  Trinkwasser muss nach der novellierten Trinkwasserverordnung
(Trinkwasserverordnung 2001) die Untersuchung auf Clostridium perfringens als Indikator

fiir eine Kontamination durch Protozoen erfolgen (Hellenbrand 2003).

Man geht dabei von folgendem Zusammenhang aus:

Sind in 100 ml Wasser keine Clostridien nachweisbar, sollte das Wasser auch keine
Parasitendauerformen wie beispielsweise Cryptosporidium Oozysten und Giardia Zysten
enthalten, da Clostridien als Sporenbildner wesentlich widerstandsfahiger gegeniiber dulleren
Einfliissen sind, als die librigen Fékalindikatoren. Daher sollen sich anaerobe Sporenbildner

als Indikator fiir Protozoen eignen (Mazoua 2005).

Allerdings konnen Clostridien nur eingeschrinkt als Indikatorkeim fiir eine moglicherweise
langer zuriickliegende fékale Verunreinigung des Wassers bzw. Kontamination mit Protozoen
dienen (Schindler 2004). Fiichslin et al. untersuchten 15 Wasserproben, welche mit
Cryptosporidium Oozysten kontaminiert waren auf die Koexistenz von Clostridium spp.. Sie
fanden jedoch keine Korrelation zwischen dem Auftreten von Cryptosporidien und dem

resistenten Fakalindikator Clostridium perfringens (Fiichslin 2005).

In unseren Untersuchungen konnte ebenfalls keine Korrelation zwischen Clostridium spp.
(Nachweisverfahren: Nachweis und Ziéhlung der Sporen sulfitreduzierender Anaerobier
(Clostridien) (ISO 6461-1)) und den untersuchten Protozoen festgestellt werden. So war im
Zulauf der Anlage Langenreichenbach die Clostridien-Konzentration, die im Bereich von 2,5-
4,5 log (MPN/100 ml) lag, mit deutlich groBBeren Schwankungen im jahreszeitlichen Verlauf
behaftet. In den Abldufen der einzelnen Stufen zeigte sich, dass im Ablaufwasser der 2. Stufe
zum Teil hohere Clostridien-Konzentrationen festgestellt werden konnten, als im

Ablaufwasser der 1. Stufe (Borneff-Lipp et al. 2005).
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In der Praxisanlage Belzig kam es zu keiner wesentlichen weiteren Abnahme der Clostridien-
Konzentration in der 2. Stufe der Anlage. Im Ablauf der 2. Stufe konnten noch regelmifBig
Clostridien nachgewiesen werden mit Konzentration von etwa 0,5-2,0 log (MPN/100 ml).

Protozoen konnten im Ablauf der 2. Stufe in keiner der Proben nachgewiesen werden.

Fiir unsere untersuchten Anlagen gilt daher im weitesten Sinne, dass Clostridium perfringens
als Indikatoren fiir Protozoen nicht zuverldssig sind. Wahrscheinlich folgen Protozoen und
Clostridien in ihrem Umweltverhalten nicht einheitlichen GesetzméaBigkeiten (Fiichslin 2005).
Dennoch sollten bei Vorkommen von Clostridium spp. in Proben weiterfithrende
Untersuchungen zur Abkldrung einer zusitzlichen parasitologischen Belastung durchgefiihrt

werden.

5.2.6 Mehranreicherungen von Qo-/Zysten

Im Abwasserteich der Pilotanlage Langenreichenbach zeigte sich in drei Proben eine
Anreicherung von Oo-/Zysten teilweise bis zum 6-fachen der Zulaufwerte. Da es sich hierbei
um einen unbeliifteten Abwasserteich handelt, ist nicht von einer biologischen Vermehrung
auszugehen. Die Parasiten sedimentieren jedoch im Abwasser und setzen sich im
entstechenden Kldrschlamm ab, wo sie liber einen langen Zeitraum persistieren konnen
(Mathys 1998).

Kommt es zum Aufwiihlen des Kldrschlammes, zum Beispiel bei der Beschickung des
Teiches, 10sen sich die Oo-/Zysten und tauchen dann im Ablauf des Teiches auf. Wie lange
die Parasitenzysten vital im Teichsediment iiberleben, ist bisher nicht untersucht.

Der Transport der Mikroorganismen im Boden wird durch deren Adsorption an die
Bodenmatrix beeinflusst. Adsorbierte Mikroorganismen sterben nicht zwangsldufig ab. Nach
einer Desorption ist ihr Weitertransport moglich (Borneff-Lipp et al. 2005).

Ein entsprechender Effekt konnte auch fiir Parasiten zutreffen und die Mehranreicherung im

Ablauf erkldren.
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5.3  Einfluss verschiedener Variablen auf die Reinigungsleistung

5.3.1 Einfluss der Bepflanzung auf die Reinigungsleistung

Den Effekt der verstirkten Eliminierung von Bakterien (E. coli) in der Rhizosphire von
Phragmites bzw. Typha (mit 35 - 91%) gegeniiber unbepflanzten Kontrollvarianten (mit O -
35%) konnten Rivera et al. (1995) in Wurzelraum-Untersuchungen nachweisen. Zwischen
den beiden Pflanzenspezies ergaben sich keine signifikanten Unterschiede in der Effizienz
(Rivera et al. 1995). Im Winter ergab sich bei den Untersuchungen im PilotmaBstab eine
geringere Eliminierungsrate als in den Sommermonaten, allerdings ohne signifikanten
Unterschied zwischen bepflanzter und unbepflanzter Variante.

Die Pflanzen sind indirekt am Reinigungsprozess beteiligt, sie fordern milieuabhéngige
Vorginge im Wurzelraum, die letzten Endes zum Absterben von Bakterien im Zulauf fiihren
(Hofmann und Wissing 1995).

In der hier vorliegenden Arbeit konnte kein wesentlicher Einfluss der Bepflanzung auf die

Reduktion von Parasitenstadien in Pflanzenkldranlagen gezeigt werden.

5.3.2 Einfluss der Bodenmatrix auf die Keimreduktion

In Abhéngigkeit vom Vorhandensein oberflichenaktiver Bodenkolloide und essentieller
Néahrstoffe werden Mikroorganismen im Bodenkorper filtriert. Der Transport der
Mikroorganismen im Boden wird durch deren Adsorption an die Bodenmatrix beeinflusst.
Die Adsorption ist abhdngig von der GroBe der Bodenpartikel und deren Gehalt an
organischer Substanz. Ton- und humusreiche Bdden begilinstigen aufgrund ihrer grofen
spezifischen Oberfliche die Adsorption. Adsorbierte Bakterien sterben nicht zwangslaufig
rasch ab. Nach einer Desorption ist ihr Weitertransport moglich. Sedimentationsvorginge
erhohen das Riickhaltevermdgen des Bodens gegeniiber Bakterien (Carlson 1986).

Hagendorf und Hahn (1994) untersuchten die Leistungsfdhigkeit einer Reihe von
Pflanzenkliranlagen in Deutschland. Die hochsten Reduktionsergebnisse wurden in Anlagen
mit nichtbindigem Bodenmaterial und vertikalem Durchfluss erzielt. Anlagen mit kiesigem
Boden erreichen eine schwichere Keimverminderung als diejenigen mit fein- bis

mittelsandigem Boden (Hagendorf und Hahn 1994).
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Bindige Boden fiihrten zu hydraulischen Problemen (Uberstau) mit z. T. drastischer Senkung
der Leistungsfahigkeit. Beziiglich des Einflusses der Bodenmatrix auf die Reduktion von
Protozoen liegen bisher keine systematischen Ergebnisse vor. Unsere Studie erlaubte keine
Schlussfolgerung beziiglich der Abhéngigkeit der Reduktion von Parasiten von der Art der

untersuchten Bodenmatrix.

Im Gegensatz hierzu konnte fiir die untersuchten Bakterien eine Rangreihung hinsichtlich der
Reinigungsleistungen gezeigt werden. Die hochsten Leistungen, z. B. fiir E. coli, wurden in
den Filtern mit feinkdrnigem Sand erzielt, wobei der Vertikalfilter die besten Leistungen

lieferte.

5.4  Reinigungsleistungen hinsichtlich chemischer Parameter in bewachsenen

Bodenfiltern

Hinsichtlich der Entfernung von chemischen Abwasserinhaltsstoffen konnte eine im
Vergleich mit konventionellen Anlagen bemerkenswerte Reinigungsleistung nachgewiesen
werden. So liegt der Wirkungsgrad fiir den Abbau der organischen Kohlenstoffverbindungen
(CSB, BSB) in den Filterbeeten bei bis zu iiber 95%. Abhéngig von der Flachenbelastung
werden Ablaufwerte im Bereich der analytischen Nachweisgrenzen erreicht. Die geforderten
Ablaufwerte werden ganzjéhrig sicher eingehalten, wobei Leistungseinbuflen im Sommer-

Winterbetrieb nur ausnahmsweise beobachtet wurden (Hagendorf 1997).

In Horizontalfiltern konnte, abhidngig von der Flichenbelastung, eine Gesamt-Stickstoff-
Elimination iiber 80% und in Vertikalfiltern i.d.R. sogar eine vollstindige Nitrifikation
beobachtet werden, so dass sich bei hoheren Fldchenkombinationen eine
Verfahrenskombination Vertikal- und Horizontalfilter empfiehlt (Platzer 1995).

Die Phosphor-Elimination liegt i.d.R. {iber 60%. Sie hingt vom eingesetzten Filtermaterial ab
und erreicht bei spezifischen Flichen zwischen 5 bis 10m*EW in Horizontalfiltern
Wirkungsgrade von bis zu 99%. Bei Vertikalfiltern werden vergleichbare Wirkungsgrade
bereits bei Flichen von 3 — 5 m*/EW erreicht (Hagendorf 1997).

In unseren Untersuchungen konnte erwartungsgemaf eine sehr effektive Reduktion der CSB-,
C-, N- und P-Werte erzielt werden, wobei Sandfilter eine bessere durchschnittliche

Reinigungsleistung als die Mischsubstratfilter (Sand/Bléhton) zeigten. In Langenreichenbach
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war durch die Modifikation des Beschickungsregimes der Vertikalfilter, insbesondere der
Beschickungsfrequenz, eine Steuerung der CSB- und NH4-N-Reinigungsleistung moglich.
Folglich kénnen durch Anpassung an unterschiedliche, standortspezifische Filtersubstrate
stabile Reinigungsleistungen erzielt werden. Im Vergleich dazu lag die Reinigungsleistung
(CSB-, Nge-Reduktion) des unbeliifteten Abwasserteiches meist unter derjenigen von
einstufigen Bodenfiltern bei gleicher hydraulischer Belastung und Zulaufkonzentration

(Miiller 2005).

5.5 Diskussion der verwendeten Methode

Die Methode der US EPA ist nur zur orientierenden Bewertung der parasitologischen
Wasseraufbereitung vorgesehen, fiir eine weitergehende Uberpriifung bzw. Einordnung der
Abwasseraufbereitungsqualitit fiir Bewésserungszwecke, z. B. nach européischen (z. B. DIN,
AFNOR) und US-amerikanischen Normen bzw. Empfehlungen, miissten zusétzliche

Parameter untersucht werden, bzw. die Methodik erweitert werden.

5.5.1 Wahl des Flotationsmittels

Wir verwendeten eine Saccharose-Losung mit einem spezifischen Gewicht von 1,18 g/ml.
Diese hat gegeniiber anderen Flotationslosungen, wie z. B. Calciumcitrat, den Vorteil, dass es
nach Zugabe weiterer Detergentien nicht zu Ausfidllungen kommt (Rose und Botzenhart
1990). Dariiber hinaus wird in der Literatur eine Verwendung von Saccharose-Losungen
empfohlen, da gesittigte Salzlosungen die Oberflache von Cryptosporidien schiadigen konnen
und die Darstellung der Zysten mittels indirekter Immunfluoreszenz aufgrund der zerstorten

Oberflichenantigene erschwert wird (Watkins 1999).

5.5.2 Vitalitits- und Infektiositiatspriifung

Die zum Nachweis der Zysten-Zielorganismen Cryptosporidium parvum und Giardia lamblia
angewandte Methode der DAPI-Farbung in Korrelation mit der Immunfluoreszenz-Farbung

erfiillte das Studienziel, zu einer quantitativen Bewertung der innerhalb der

Pflanzenkliranlage stattfindenden Reduktion zu kommen.
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Tsushima et al. (2003) merken jedoch zum Einsatz dieser Farbemethode an, dass eine sichere
Unterscheidung zwischen vitalen und nichtvitalen Zysten problematisch sei — im Rahmen der
Untersuchungen dieser Autoren kam es beim Einsatz dieser Methoden fiir Flusswasser zu
Kreuzreaktionen mit geldsten Teilchen; dieses Phdnomen konnte durchaus auch bei Abwasser
im Aufbereitungsprozess auftreten. Insofern sind unsere Untersuchungsergebnisse kritisch zu
beleuchten, als keine Aussage zur Vitalitit und damit zur Infektiositdt der nachgewiesenen
Zysten getroffen werden kann. Ein diesbeziiglicher Nachweis erfordert den Einsatz
aufwindigerer Verfahren, wie molekularbiologische Methoden, z. B. mittels PCR (vgl.
Fillkom et al. 1994). Die Nachweisgrenzen liegen allerdings nach Wagner-Wiening 1999

sowie Caccio 2004 bei 10 vitalen Cryptosporidien und 5 vitalen Giardien.

Bisher existieren ohnehin nur ungeniigende Daten zur Korrelation der Nachweisparameter mit
der in vivo-Infektiositdt fiir den Menschen. Diese miissten unter Zellkultur-Behandlungen (in-
vitro-Zell-Attachnachweis in Enterozyten) im Zusammenhang mit dem molekularen
Nachweis replizierbarer DNA in der Zyste etabliert werden, was einen separaten

Forschungsansatz darstellen wiirde.

Es ist davon auszugehen, dass die von uns anhand der Farbemethoden ermittelten Werte daher
das potentielle Infektionsrisiko eher zu hoch bewerten lassen; diese Erkenntnis ergibt sich in
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Garcia et al. (2003), die zur Bestimmung der
Lebensfihigkeit von Giardia Zysten aus dem Abfluss von konventionellen Kldranlagen diese
in Maiuse Ubertrugen. Die Autoren kamen zu dem Schluss, dass ohne Bestimmung der
Vitalitdit der Zysten das potentielle Gesundheitsrisiko liberschitzt wiirde, weil {ibertragene

nichtvitale Zellen auffillig wurden (Garcia et al. 2002).

Grundsitzlich bleibt festzuhalten, dass in der parasitologischen Diagnostik im Bereich der
Umwelthygiene aufgrund der primédr geringen Belastung mit Oo-/Zysten zumindest fiir unsere
Breiten ein Bedarf an sensitiven Nachweismethoden besteht, die auch eine Aussage iiber die

Lebensfahigkeit bzw. Infektiositit der nachgewiesenen Oo-/Zysten ermdglichen.
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5.5.3 Wiederfindungsrate

Der Nachweis von Giardia Zysten und Cryptosporidium Oozysten mittels einer
Immunfluoreszenzfairbung ist aufwéndig und erfordert spezielle Laborausriistung und
entsprechende Erfahrung bei der Auswertung. Die Wiederfindungsrate betrug in unseren
Untersuchungen rund 7%.

In anderen Studien wurden weite Schwankungen festgestellt; McCuin et al. beschreiben
Schwankungsbreiten der Wiederfindungsraten zwischen 0,4% und 83,9% fiir
Cryptosporidium parvum und 3,2% bis 90,3% fiir Giardia lamblia (McCuin et al. 2000).
Mikrobiologische Untersuchungen von Oberflichengewissern in Osterreich zeigten, dass die
Wiederfindungsrate indirekt proportional zur Triilbung des Wasser ist. Hier konnten Werte

zwischen 8,2 und 17,3% erreicht werden (Stauffer et al. 2001).

Clancy et al. untersuchten in einer Blindstudie 16 kommerzielle Labore in den USA. Hier
fand sich eine Wiederfindungsrate fiir Giardia Zysten in den einzelnen Laboren von 0,8% bis
zu 22,3% und (Mittelwert 9,3%) und fiir Cryptosporidium Oozysten zwischen 1,3 und 5,5%
(Durchschnitt 2,8%; Clancy et al. 1994).

LeChevallier et al. fiihrten eine Analyse der Immunfluoreszenzmethode durch und kamen zu
dem Ergebnis, dass es zu einem hoheren Verlust an Cryptosporidium Oozysten verglichen mit
Giardia Zysten kommt und dass die Hauptverluste durch die Zentrifugation und die

Reinigung der Proben verursacht sind (LeChevallier et al. 1995).

Rose und Botzenhart beschrieben bereits 1990 eine Methode, welche im wesentlichen
derjenigen der US EPA von 1995 entspricht. In der Studie wurde die Wiederfindungsquote
der Methode mit beimpftem Leitungswasser iiberpriift. Die prozentuale Ausbeute variierte
von mindestens 6% bis maximal 59%. Die Autoren unterstreichen den Einfluss der
Wasserqualitit auf die Wiederfindungsrate. Die Variationsbreite der Wiederfindungsquote
wird demzufolge durch suspendierte Feststoffe, Triibung, Lehm, Algen und organische

Materialien beeinflusst (Rose und Botzenhart 1990).

Die in unseren Untersuchungen ermittelte Wiederfindungsrate von 7% entspricht folglich im

wesentlichen den Ergebnissen der zitierten Literatur.
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5.6  Notwendigkeit systematischer Erfassung von wasserassoziierten Parasitosen

Bislang sind in Deutschland nur vereinzelte Fille trinkwasser- oder badewasserassoziierter
Ausbriiche durch Cryptosporidien oder Giardien publiziert. In der internationalen Diskussion
wird dieser Sachverhalt u. a. darauf zuriickgefiihrt, dass in Deutschland keine verbindliche
Regelung zur Erfassung wasserbedingter Infektionen besteht. Dies steht im Gegensatz zu
Regelungen in den USA und anderen europdischen Ladndern, insbesondere England und
Wales sowie den skandinavischen Léndern, welche die Erfassung wasserbedingter

Infektionen ausdriicklich regeln.

Andererseits sind in Deutschland bei Wasserversorgungsunternehmen, die Oberflichenwasser
oder oberflichenbeeinflusstes Grundwasser nutzen, i. d. R. Filtrationssysteme und
nachgeschaltete Fillungsstufen eingefiihrt, wodurch das Risiko wasserassoziierter Parasitosen

(und Virusinfektionen) minimiert wird.

Zur Zeit kann jedoch die Epidemiologie wasserassoziierter Parasitosen aufgrund fehlender
systematisierter Erfassung in Deutschland nicht sicher beurteilt werden kann (Exner et al.
2001). Im Jahr 2000 wurde erstmalig eine H&ufung einer durch kontaminiertes Wasser
libertragenen parasitdren Erkrankung beschrieben. In einer Ortsgemeinschaft des Landes
Rheinland-Pfalz trat gehduft Giardiasis auf (Hellenbrand 2003). Weiterhin wurde eine
Gruppenerkrankung wihrend einer Stdgigen Feldiibung der Bundeswehr in Baden-
Wiirttemberg beobachtet, bei der 200 von 450 Soldaten an Gastroenteritis erkrankten. Hierbei
konnte in 199 Stuhlproben von Soldaten Cryptosporidium spp. nachgewiesen werden (Robert
Koch-Institut 2001, Hellenbrand 2003).

Da die Indikatorfunktion von Fékalkeimen (E. coli, Coliforme, Enterokokken) bei der
Verunreinigung von Wasser mit Protozoen nicht entsprechend zuverlédssig ist, sollte bei

Ausbriichen das Trinkwasser grundséitzlich auf protozoische Dauerformen untersucht werden

(vgl. Fiichslin 2005, Schindler 2004, Bischoff und Feuerpfeil 2001).
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5.7  Weiterfiihrende parasitologische Untersuchungen

Im Nachgang der Untersuchungen fiir diese Arbeit wurden im August 2005 vom UFZ
Leipzig-Halle zusétzlich stichprobenartig Proben auf Eier von Nematoden, Ascaris, Trichuris
und Hakenwiirmer in der Pilotanlage Langenreichenbach hin untersucht.

Hier konnten lediglich geringe Konzentrationen von Nematodeneiern (7/L) im Zulauf der
Pilotanlage Langenreichenbach nachgewiesen werden.

Im Ablauf der einzelnen Beete waren in keiner der Proben Eier der vorgenannten Parasiten
aufgetreten, so dass eine Eignung des Wasser entsprechend den Normen der DIN bzw. WHO

eine uneingeschrinkte Verwendung zu Bewdsserungszwecken moglich zu sein scheint .

Es steht auBler Frage, dass die Belastung des Abwassers mit Protozoen- und
Helminthenstadien — insbesondere in wirmeren Regionen — besondere Beachtung finden
muss, da eine direkte Korrelation zu bakteriellen Indikatorsystemen, wie E. coli und coliforme
Keime, wie in der vorliegenden Studie gezeigt werden konnte, nicht herzustellen ist. Vielmehr
sind Epidemien bekannt, die zu mehreren tausend Infektionsfdllen gefiihrt haben, obwohl das

Wasser nach den Kriterien des Indikatorsystems einwandfrei war.

Unabhéngig von der Untersuchung von Indikatororganismen ist daher die Kontrolle auf

Krankheitserreger, wie z. B. Salmonellen und Parasitenstadien von unverdnderter Bedeutung.

! personliche Mitteilung, Dezember 2005, von Herrn Dr. Dipl. Ing. Baeder-Bederski, UFZ Leipzig-Halle
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6 Zusammenfassung

Wasser ist unentbehrlicher Grundstoff aller Lebewesen. Der Bedarf an Trinkwasser sowie an
Betriebswasser fiir die Industrie steigt stindig an. Dariiber hinaus besteht in vielen
Entwicklungs- und Schwellenlindern aufgrund klimatischer Bedingungen héaufig
Wasserknappheit, so dass Abwasser zur Bewisserung von Feldern und Plantagen

herangezogen wird.

Ziel der Abwasserreinigungsverfahren ist es, Schidden durch Abwassereinleitungen in
Gewisser moglichst zu vermeiden. Durch die Richtlinie des Europdischen Rates vom 21. Mai
1991 wird dieser Problematik Sorge getragen und der rechtliche Rahmen zur

Abwasseraufbereitung gelegt.

Eines der wichtigsten Elemente der zentralen und dezentralen Abwasserentsorgung sind
Klaranlagen. Sie werden errichtet, um das vom Menschen gebrauchte und verdnderte
Trinkwasser der Natur wieder so zuzufiihren, dass es nahezu die biologischen, chemischen
und physikalischen Eigenschaften des Ursprungsproduktes besitzt. Die Reinigung des
Abwassers in Kldranlagen kann dies bis heute nur in gewissem Mafle erreichen, selbst wenn

die Entwicklung weiter fortschreitet.

Fiir die dezentrale Abwasserentsorgung im lédndlichen Raum stellen Pflanzenkldranlagen eine
wirtschaftliche Alternative dar. Pflanzenkldranlagen sind mit ausgewéhlten Sumpfpflanzen
(Helophyten) besetzte Bodenfilter, die vom Abwasser horizontal oder vertikal durchstromt
werden. Die Abwasserreinigung erfolgt im Bodenkdrper sowie im Wurzelraum, in dem die
Wasserinhaltsstoffe vielfdltigen Wechselwirkungen mit dem Filtermaterial (Sand, Bléhton)
bzw. der Wurzelraumbiozoenose unterliegen, woraus das natiirliche Eliminationsvermdgen
resultiert.

Bei der Vielzahl unterschiedlicher Anlagetypen und Verfahrensweisen lassen sich inzwischen
bei regelrechter Planung und konsequenter Wartung normerfiillende Ergebnisse hinsichtlich
der Reduktion von Abwasserinhaltsstoffen und chemischen Parametern erreichen.
Hinsichtlich der Reduktion von pathogenen und fakultativ pathogenen Krankheitserregern
liegen bisher allerdings nur wenige Studien vor, so dass z. B. eine Nutzung als
Bewisserungswasser flir Deutschland bzw. Europa bisher nicht abschlieend beurteilt werden

kann.
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6 Zusammenfassung

Diese Situation war fiir das Institut fiir Hygiene der Martin-Luther-Universitit Halle-
Wittenberg Anlass, die Keimreduktion in Abwissern mit Pflanzenkldranlagen weiter zu
untersuchen. Ziel des Projektes, welches vom BMBF gefordert wurde (Forderkennzeichen:
02WAO0108), war die Entwicklung und Anpassung von effizienten und kostengiinstigen
Verfahren zur Reduzierung von Krankheitserregern einschlieBlich Parasitenstadien in

kommunalen Abwéssern von Industrie- und Entwicklungslédndern.

Hierfiir wurden Pilot- und Praxisanlagen in Deutschland beprobt. Ziel der vorgelegten Arbeit
war die Darstellung der Reduktion von Cryptosporidium Oozysten und Giardia Zysten in der
Pilotanlage Langenreichenbach (Sachsen) und der Praxisanlage Belzig (Brandenburg). Die
beiden Parameter wurden aufgrund ihrer Bedeutung im Rahmen wasserassoziierte Parasitosen

in Deutschland und z. T. auch weltweit ausgewéhlt.

Fiir die parasitologischen Untersuchungen wurde eine Methode der US EPA von 1995
verwendet (EPA/814-B-95-003). Sie besteht im wesentlichen aus fiinf Schritten:
(1) Probenahme  mittels eines  Wickelfilters, (2) Auswaschen des Wickelfilters,
(3) Konzentrierung der Oo-/Zysten mittels Zentrifugation, (4) Reinigung der Proben durch
Flotation und (5) Beurteilung der Priparate unter dem Mikroskop unter Verwendung einer

indirekten Immunfluoreszenzfarbung.

In der Pilotanlage Langenreichenbach wurden drei Beetkopplungen unterschiedlicher
Substrate und Beschickungsart mit und ohne Bepflanzung beprobt. Hier konnte eine
durchschnittliche Reduktion von zwei Logarithmusstufen festgestellt werden. Die Reduktion
der untersuchten Protozoen scheint hierbei unabhédngig von der Bepflanzung zu sein. Die
Reinigung erfolgt durch das Filtermaterial, wobei die Wahl des verwendeten Substrats von
untergeordneter Bedeutung war, da auch hier kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der
Reduktion von Protozoen festgestellt werden konnte. Ein als Referenz hierzu untersuchter

Abwasserteich zeigte dagegen lediglich eine marginale Reduktion.

In der Praxisanlage Belzig zeigte sich eine Gesamtreduktion von durchschnittlich 2,8
Logarithmusstufen. Im Ablauf der Anlage konnten keine Oo-/Zysten mehr nachgewiesen
werden. Dabei wies die Anlage eine relative Unabhéngigkeit von der Konzentration der

Parameter im Zulauf der Anlage auf.
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6 Zusammenfassung

Fiir beide Anlagen ist eine zweistufige Abwasserreinigung zu empfehlen, da im Ablauf des

ersten Beetes regelméfig Oo-/Zysten nachweisbar waren.

Die verwendete Methode ist zur orientierenden Bewertung der parasitologischen
Wasseraufbereitung vorgesehen, fiir eine weitergehende Uberpriifung bzw. Einordnung der
Abwasseraufbereitungsqualitédt fiir Bewésserungszwecke, z. B. nach europdischen und US-
amerikanischen Normen bzw. Empfehlungen miissten zusidtzliche Verfahren und
Parasitennachweise zum Einsatz kommen. Diese waren jedoch im Rahmen des Projekts nicht
realisierbar. Die Wiederfindungsrate lag fiir Giardia Zysten bei 14,7% und fiir
Cryptosporidium Oozysten bei lediglich 6,4%. Weitere Untersuchungen sollten den Nachweis
der Vitalitit und damit der Infektiositdt der im Ablauf nachgewiesenen Oo-/Zysten
ermoglichen, um eine weitergehende hygienische Bewertung der Qualitdt des aufbereiteten
Wassers zu gewdhrleisten. Diesbeziiglich bestehen jedoch noch analytisch-diagnostiche
Probleme, so dass letztendlich keine optimale Untersuchungstechnik international aktuell

vorliegt.

In der Zusammenschau der Ergebnisse aus dem gesamten BMBF-Projekt zur
Keimzahlreduktion von Abwéssern mit Pflanzenkldranlagen ist die Nutzung des gereinigten
Abwassers zu Bewisserungszwecken aus mikrobiologischer Sicht prinzipiell moglich.
Allerdings stellen nachgeschaltete Kopplungen (mehrstufige Beetsysteme) eine notwendige
Anforderung dar, da sie zu einer hoheren Sicherheit der Ablaufwerte fiihren. Eine
engmaschige, begleitende mikrobiologische Analytik ist in der Nutzungsphase fiir

Bewisserung unerldsslich.

Es steht auBler Frage, dass die Belastung des Abwassers mit Protozoen- und
Helminthenstadien — insbesondere in wirmeren Regionen — besondere Beachtung finden
muss, da eine direkte Korrelation zu bakteriellen Indikatorsystemen, wie E. coli und coliforme
Keime, wie in der vorliegenden Studie gezeigt werden konnte, nicht herzustellen ist. Vielmehr
sind Epidemien bekannt, die zu mehreren tausend Infektionsfdllen gefiihrt haben, obwohl das

Wasser nach den Kriterien des Indikatorsystems einwandfrei war.

Unabhéngig von der Untersuchung von Indikatororganismen ist daher die Kontrolle auf

Krankheitserreger, wie z. B. Salmonellen und Parasitenstadien von unverdnderter Bedeutung.
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8 Anhang
Anhang 1

Flussdiagramm Methodik

Probenahme mit Filtergehduse +| Filterpatrone

/

Im PE-Beutel ins Labor

|

1. Elution

Filterpatrone: Aufschneiden
Zerzupfen
Auswaschen

v

2. Konzentrierung

Zentrifugieren
in mehreren
Arbeitsschritten; 1500 g

v

3. Reinigen

Saccharose-Flotation,
Dichte 1,18; 1000 g

v

4. Fiarbung

Préparat antrocknen
Markierung mittels indirekter
Immunfluoreszenzfirbung

v

5. Mikroskopie

Durchmustern der Préaparate bei 400x
ggf. Kontrolle bei 1000x
Durchlicht-Phasenkontrast
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Anhang 2

Mikrobiologische Anforderungen an Bewiisserungswasser nach DIN 19650, 1999

Land Elgnungsklflsse/ Parameter
Kategorie
E.coli/ | FSY/ | Salmonellen FC?/ Parasiten’/
100 ml | 100 ml /1000 ml 100 ml > 1000 ml
Deutschland
Eignungsklasse 1 | n. n. n. n. n. n. - n. n.*
Eignungsklasse 2| <200 | <100 n. n. - n. n.
Eignungsklasse 3 [ <2000 | <400 n. n. - n. n.
Fiir Darm-
Nematoden:
Abwasser, das mindestens eine keine Standard-
Eignungsklasse 4 biologische Reinigungsstufe - Empfehlung
durchlaufen hat moglich
Fiir Stadien von
Taenia: n. n.

1)
2)
3)

4)

FS - Fékalstreptokokken (Enterokokken)

FC - Fékalcoliforme (Thermotolerante Coliforme)

Potentiell infektiose Stadien von Mensch- und Haustierparasiten (beinhaltet

Untersuchung auf Ascaris, Trichuris-Arten. und Hakenwiirmer nach WHO-

Empfehlung)

n. n. - nicht nachweisbar
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Anhang 3

Mikrobiologische Anforderungen an Bewisserungswasser nach WHO 1989

Eignungsklasse/

Land Kategorie

Parameter

E.coli/| FSY/ | Salmonellen | FC?/ Parasiten/
100 ml | 100 ml /1000 ml 100 m1” 1000 ml

International | WHO, 1989

Kategorie A © - - - <1000 <1
Kategorie A ¥ <200
Kategorie B ” kein 5)
- - - <1
Standard” B
Kategorie C '* - - - entfallt entfallt

1)
2)

3)

4)

S)
6)

7)

8)

9)

FS - Fikalstreptokokken (Enterokokken)

FC - Féakalcoliforme (Thermotolerante Coliforme) , Einheit: ,,Faecal coliforms [geometric
mean number per 100 ml] during the irrigation period* (orig. engl. Wortlaut)

Potentiell infektiose Stadien von Mensch- und Haustierparasiten (beinhaltet Untersuchung
auf Ascaris, Trichuris-Arten. und Hakenwiirmer nach WHO-Empfehlung)

empfohlener Grenzwert bei eingeschrinkter Bewisserung von < 10° KBE/100 ml
(Kontakt von Kindern <15 Jahre mit aufbereitetem Abwasser ausgeschlossen)

bei Kontakt von Kindern <15 Jahre mit aufbereitetem Abwasser gilt Grenzwert < 0,1
Bewisserung von Kulturpflanzen zum direkten Rohverzehr, fiir Sportpldtze und
offentliche Parks mit exponierten Gruppen: Arbeiter, Konsumenten und Offentlichkeit
Hotelrasen etc.: Ein niedrigerer Richtwert (<= 200 Fékalkoliforme / 100 ml) fiir
Bewisserung offentlicher Griinanlagen, wie z. B. Hotelrasen oder vergleichbare, mit
denen die Offentlichkeit in direkten Kontakt kommt (Quelle Analyses of Wastewater for
Use in Agriculture — A Laboratory Manual of Parasitological and Bacteriological
Techniques: WHO, Genf 1996 )

Bewidsserung von Getreidepflanzen, industriellen Nutzpflanzen, Futterpflanzen,
Weideland, Baume (fiir Fruchtbdume Ende der Bewdésserung 2 Wochen vor der Ernte,
keine Sprithbewdsserung, keine Friichte vom Boden autheben) mit exponierter Gruppe:
Arbeiter

Wie Kategorie B mit Spriih- oder Versickerungsbewédsserung, so dass weder Arbeiter

noch Offentlichkeit mit dem Abwasser in Kontakt kommen kdnnen
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Anhang 4:

Mikrobiologische Anforderungen fiir die Wiederverwendung von Wasser nach
Mexikanischer Norm NOM-003-ECOL, 19975)

Eignungsklasse/

Kategorie Parameter

Land

E.coli/| FS"/ | Salmonellen/ FC 2/ Parasiten’)/
100 ml | 100 ml 1000 ml 100 ml ¥ 1000 ml

Mexiko Direkter

Kontakt® - - - <240 <1
Indirekter
Kontakt” - - - <1000 <5

1)
2)
3)
4)

5)

6)

7)

FS - Fikalstreptokokken (Enterokokken)

FC - Fikalcoliforme (Thermotolerante Coliforme)

Potentiell infektidse Stadien von Mensch- und Haustierparasiten (beinhaltet Untersuchung
auf Ascaris, Trichuris-Arten. und Hakenwiirmer nach WHO-Empfehlung)

Einheit: ,,Faecal coliforms [geometric mean number per 100 ml] during the irrigation
period* (orig. engl. Wortlaut) = deutsche Entsprechung: [MPN / 100 ml]

Keine direkte Einstufung der Grenzwerte fiir die Art der verwendeten landwirtschaftlichen
Produkte wie sie in der WHO-Richtlinie vorgenommen wird

Wiederverwendung von Wasser fiir 6ffentliche Dienstleistungen mit direktem Kontakt fiir
folgende Zwecke: Befiillen von kiinstlichen Seen und Kanidlen zur Erholung mit
Motorbooten, Rudern, Kanusport und Wasserski; Autowdsche, Beregnung von Park- und
Gartenanlagen

Wiederverwendung von Wasser fiir offentliche Dienstleistungen mit indirektem oder
gelegentlichem Kontakt: Beregnung in Girten und an StraBlenrdndern von Autobahnen,
Beregnung von Alleen, Springbrunnen, Golfpldtze, Versorgung von Hydranten zur
Brandbekdmpfung, kiinstliche Seen ohne Erholungsnutzungen, Sicherheitswasserbarrieren

und Friedhofe
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Thesen

. Der weltweit steigende Bedarf an Trink- und Brauchwasser erfordert kiinftig
einen sparsamen Umgang mit der Ressource Wasser und eine addquate
Aufbereitung anfallenden Abwassers, um dieses ohne wesentlich erhohtes

Risiko fiir Natur und Menschen fiir Bewésserungszwecke nutzen zu kénnen.

In Deutschland gibt es gegenwirtig keine Regelung iiber mikrobiologische
Anforderungen an gereinigtes Abwasser. Allerdings werden mikrobiologische
Anforderungen an die Qualitdt des Abwasser gestellt, wenn dieses z. B. fiir
Bewisserungszwecke in der Landwirtschaft verwendet werden soll (DIN 19650,

WHO 1989).

. Kleinkldranlagen spielen eine wichtige Rolle bei der Realisierung der
dezentralen Abwasserbeseitigung entsprechend den Vorgaben der Européischen
Union (Richtlinie des Europdischen Rates vom 21. Mai 1991 iiber die
Behandlung von kommunalem Abwasser (91/271/EWG)).

. Bei der Vielzahl unterschiedlicher Bauweisen und Verfahrentechniken von

Pflanzenkldranlagen lassen sich inzwischen gute Ergebnisse hinsichtlich der
Reinigungsleistung chemischer Abwasserinhaltsstoffe erzielen. Uber die
Reduktion von pathogenen Erregern, u. a. auch Viren und Parasiten liegen bisher

kaum wissenschaftliche Daten vor.

Infektionen mit Cryptosporidium Oozysten und Giardia Zysten spielen eine
bedeutende Rolle bei der Ubertragung wasserassoziierter Parasitosen in
Industrieldndern. Sie verursachen i. d. R. sich selbst limitierende Diarrhden,
konnen aber auch einen schweren klinischen Verlauf nehmen, der bei

immunsupprimierten Patienten sogar letal verlaufen kann.
Cryptosporidium Oozysten und Giardia Zysten zeichnen sich durch eine

ausgeprigte Tenazitdt aus. Dies bedingt eine ausgeprigte Widerstandsfahigkeit

gegeniiber gewdhnlichen Desinfektionsmassnahmen, wie z. B. Chlorung.
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7. Im Rahmen eines BMBF-Projekts wurden eine Pilotanlage in
Langenreichenbach (Sachsen) und eine Praxisanlage in Belzig (Brandenburg)

hinsichtlich der Reduktion von Parasitenstadien untersucht.

8. Fiir den Nachweis von Oo-/Zysten im Wasser wird eine Methode der US EPA
(EPA/814-B-95-003) von 1995 verwendet. Sie besteht im wesentlichen aus drei
Schritten: (1) Konzentrierung der Parasiten durch Zentrifugation, (2)
Separierung der Oo-/Zysten mittels Flotation und (3) Markierung der Protozoen

mittels indirekter Immunfluoreszenz.

9. Die Wiederfindungsrate der Parasiten in unseren Untersuchungen betrug 7%. In
der Literatur wird dieser Wert insofern bestétigt, als Schwankungsbreiten der
Wiederfindungsraten zwischen 0,4% und 83,9% fiir Cryptosporidium parvum
und 3,2% bis 90,3% fur Giardia lamblia beschriecben werden und
Untersuchungen von Oberflichengewissern in Osterreich zeigten, dass die
Wiederfindungsrate indirekt proportional zur Triibbung des Wasser ist. Hier

konnten Werte zwischen 8,2 und 17,3% erreicht werden.

10. Die Vitalitidt der Oo-/Zysten konnte nicht gekldrt werden, weil die eingesetzte
Methode, die Farbung mit DAPI zusammen mit der Immunfluoreszenz-Farbung,
keine sichere Abgrenzung vitaler von nichtvitalen Zysten ermdglichte. Da dies
in den Kontrolluntersuchungen gelang, muss von einer Hemmwirkung im

Abwasser ausgegangen werden.

11. In Ubereinstimmung mit Untersuchungen in Deutschland von Hagendorf et al.
konnten bei der Abwasseraufbereitung der untersuchten Anlagen (Pilotanlage
Langenreichenbach und Praxisanlage Belzig) dhnliche Reduktionsleistungen der
untersuchten Protozoen (zwischen 1,9 und 2,8 Logarithmusstufen) erzielt

werden.
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12. Aufgrund der erhobenen mikrobiologischen Daten zu Indikatororganismen
wurde E. coli als Uberwachungsparameter fiir den laufenden Anlagebetrieb
empfohlen. Unabhingig von der Untersuchung von Indikatororganismen ist die
Kontrolle auf Krankheitserreger, wie z. B. Salmonellen sowie Parasiten
aufgrund der nicht ausreichenden Aussagesicherheit durch Indikatororganismen

von unveridnderter Bedeutung.

13. In der Zusammenschau der Ergebnisse aus dem gesamten BMBF-Projekt zur
Keimzahlreduktion von Abwissern mit Pflanzenkldranlagen ist die Nutzung des
gereinigten Abwassers zu Bewisserungszwecken aus mikrobiologischer Sicht
prinzipiell moglich. Allerdings stellen nachgeschaltete Kopplungen (mehrstufige
Beetsysteme) eine notwendige Anforderung dar, da sie zu einer hoheren
Sicherheit der Ablaufwerte fiihren. FEine engmaschige, begleitende
mikrobiologische Analytik ist in der Nutzungsphase fiir Bewisserung

unerlasslich.
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