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Abstract

1 Abstract

Aim of this study was to examine, whether and how it could be able to transfer Pseudomonas
aeruginosa WR1 into the VBNC-state. The VBNC-state is defined as the loss of culturability of
laboratory strains on respectively in the established culture media. The VBNC-state in Pseudomonas
aeruginosa is of great interests for modern research, because this germ is a well-known human
pathogen bacterium occurring ubiquitously because of its low nutrition claims. Bacterial cells in the
VBNC-state retain their virulence or regain it after multiplication. Furthermore, cells in the VBNC-
state prove themselves as resistant against disinfection or the immune defence.

Pseudomonas aeruginosa WR1 was transferred by a multistage process into the VBNC-state.
Because of its low nutrition claims incubation under oligotrophic conditions did not induce the
VBNC-state. As an additional lethal factor hydrogen peroxide was used. For the disinfection-
procedure, a defined ratio between the basic number of cells and initial concentration of the
disinfection agent was determined, in which hydrogen peroxide did not damage irreparably the whole
population of a suspension of Pseudomonas aeruginosa WR1 (c(H202) = 1 g/L for a suspension with
ODss6 = 0,5).

The VBNC-state was detected by the relative comparison of recoveries determined by two different
techniques. Besides the classical enumeration based on culturing, living cells were recovered by the
LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability Kit. This vital staining using SYTO 9 and propidium
iodide was shown to be more effective than staining with CTC.

In an additional experiment the occurrence of VBNC-cells was demonstrated by the resuscitation of
these cells using pyruvate. Depending on the age of cultures 50 to 200 % more cells were recovered
than in the controls by adding pyruvate to the breeding ground that was used for quantification.

The role of pyruvate as an agent achieving resuscitation was examined. As a central metabolite, it
functioned as a great energy source and it also disabled reactive oxygen species by reacting with that
compounds.

Pseudomonas aeruginosa WR1 developed additional defence mechanism while multiplying in
presence of hydrogen peroxide. Pseudomonas aeruginosa WR1 secreted more pyruvate into media
than the control samples incubated without hydrogen peroxide. The probes challenged with hydrogen
peroxide also showed an increased activity of catalase per living cell [U/CFU].

The catalase was mainly responsible for the resistance of Pseudomonas aeruginosa WR1 against
hydrogen peroxide. With increased incubation duration in an oligotrophic environment the specific
activity of catalase rose. The activity of catalase per living cell in Pseudomonas aeruginosa WR1 was
also accreted by adding SHX to the cell culture during the beginning log phase.

Cells incubated with SHX and attacked by hydrogen peroxide also entered the VBNC-state. These
cells were also resurrected by adding pyruvate to the breeding ground.




Einleitung

2 Einleitung

2.1 Pseudomonas aeruginosa als Trinkwasser relevanter Keim

Pseudomonas aeruginosa ist ein gramnegatives, durch polare GeiRReln und Typ IV Pili bewegliches
Stabchen (MATTICK (2002) und STOVER et al. (2000)), das positiv auf Oxidasetests reagiert
(COBOS-TRIGUEROS et al. (2016)) und Uber Wasserstoffperoxid spaltende Enzyme verfiigt
(HASSETT et al. (1992) und MA et al. (1999)). Nach PALLERONI et al. (1972) wird Pseudomonas
aeruginosa in die Familie der Pseudomonadaceae klassifiziert. Dieses Bakterium lebt fakultativ
aerob, ist aber aufgrund von Nitratreduktasen (ZUMFT (1997)) dazu befédhigt, unter anaeroben
Bedingungen Stoffwechsel zu betreiben. Die Bildung blaulich-griin fluoreszierender Pyocyanine ist
ein weiteres Charakteristikum (HOWARTH und DEDMAN (1964)).

Pseudomonas aeruginosa kommt ubiquitér vor (RINGEN und DRAKE (1952) und YUNIS (1980))
und konnte so auch auf Nahrungsmitteln und in Trinkwasser isoliert werden (HARDALO und
EDBERG (1997)). Aufgrund seiner geringen Nahrungsanspriiche war dieser chemoorganotrophe
Keim in der Lage, in oligotrophen Umgebungen wie beispielsweise in destilliertem Wasser
(FAVERO et al. (1971)) oder in Mineralwasser (LEGNANI et al. (1999)) zu tberleben bzw. sich zu
vermehren. So war die Gattung der Pseudomonas u.a. verantwortlich fir die Kontamination fir
Mineralwasser (BUTTIAUX (1959) und WARBURTON et al. (1994)). Leitungssysteme waren
weitere typische aquatische Standorte fur Pseudomonas aeruginosa (GROBE et al. (1995)), mit dem
Ergebnis, dass dieser Keim sich in sanitaren Einrichtungen o. A. vermehren konnte und dann ganze
Wassersysteme besiedelte (DORING (1991) und AUMERAN et al. (2007)). Als Konsequenz wurde
ein Zusammenhang zwischen der Kontamination der Wassersysteme mit Pseudomonas aeruginosa
und dem verstarkten Auftreten von Infektionen mit diesem Bakterium beschrieben (TRAUTMANN
et al. (2009)).

Mehrere Uberlebensstrategien sind mit dem Wachstum bzw. der Vermehrung in einem oligotrophen
Umfeld assoziiert und erlauben diesem Keim die menschliche Immunabwehr besser zu Uberstehen.
So wurde Pseudomonas aeruginosa als hervorragender Biofilmbildner beschrieben (WAGNER und
IGLEWSKI (2008) und RYDER et al. (2007)). Diese Tatsache wird vor allem im Zusammenhang
mit dem Aufkommen nosokomialer Infektionen kritisch gesehen (MACVANE (2017)). Als
humanpathogener Mikroorganismus kam Pseudomonas aeruginosa im Zahnplaque (SOUTO et al.
(2014)), in dem Respirationstrakt (WILSON et al. (2016) und ASHKENAZI-HOFFNUNG et al.
(2016)) und in den Harnwegen vor, wobei der Befall von Kathetern (LADD et al. (1987)) und das
Ausldsen pulmonaler Infektionen vor allem bei Menschen mit zystischer Fibrose (MAY et al. (1991))
zuerst beschrieben wurden. Pseudomonas aeruginosa gilt demnach als ein typisches Beispiel fur ein
opportunistisches pathogenes Bakterium, das immungeschwéchte Patienten infiziert (ARGENTA et
al. (2016) und NAYAK et al. (2016)). Die Pathogenitat von Pseudomonas aeruginosa beruht auf den
unterschiedlich wirkenden Virulenzfaktoren und entsprechenden Sekretionssystemen (ADER et al.
(2005)). Extrazelluldare Enzyme wie Proteasen, Hamolysin, Lipase und Exotoxin A und Exotoxin S
sind Beispiele dafur (ABBAS (2015) und AL-SSUM (1992)). Die bereits beschriebene Biofilm-
bildung, die Ausscheidung von Pigmenten (vor allem Pyocyanin und Pyoverdin) und die Mobilitét
sind weitere typische pathogene Eigenschaften (ABBAS (2015)). Gangige Therapie ist die Gabe von
Antibiotika wie beispielsweise B-Lactam-Antibiotika oder Cephalosporine (PINES et al. (1970)),
wobei eine mogliche Resistenzbildung frih als ernstzunehmende Gefahr beschrieben wurde
(REYNOLDS et al. (1975)). Intrinsische Resistenzen bildet Pseudomonas aeruginosa durch eine
eingeschrankte Permeabilitat der dulleren Membran fur diverse Antibiotika, einen aktiven Transport
durch ,,Multidrug Resistance-Related Proteine* (MRP) und/oder die Expression diverser B-Lacta-
masen (CIOFU (2003)) aus.

Der VBNC-Zustand ist fiir Pseudomonas aeruginosa als ein weiterer Uberlebensmechanismus
beschrieben. Der Keim Ubersteht dadurch ungunstige Umweltparameter bzw. Nahrstoffmangel bei
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eingeschrankter Stoffwechselaktivitat aber verbliebender Virulenz. Potentielle Induktoren waren
dafiir Kupfersalze, Chlor (BEDARD et al. (2014)) und UV-Strahlung (ZHANG et al. (2015)).
Aufgrund seines ubiquitdaren Vorkommens in Kombination mit den geringen Nahrstoffanspriichen
und der besonderen pathogenen Eigenschaften darf nach Trinkwasserverordnung (TRINKWV
(2001)) fiir ,,Trinkwasser, das zur Abgabe in verschlossenen Behiltnissen bestimmt ist,” ein Zelltiter
fiir Pseudomonas aeruginosa von 0 KBE/250 mL nicht Gberschritten werden. Der Nachweis bzw. die
Quantifizierung erfolgt nach DIN EN ISO 16266:2008-05 durch Kultivierung auf Cetrimid-Agar und
anschlieBender Bestatigungsreaktion.

2.2 Einflussfaktoren auf eine Desinfektion

Unter dem Begriff der Desinfektion wird die ,,weitgehende Abtétung oder Inaktivierung [...] von
Infektionserregern [...] auf unbelebten Objekten oder Oberflichen® verstanden und ist von dem
Begriff der Sterilisation abzugrenzen. ,,Die Entkeimung von Trinkwasser und Nahrungsmittel* wird
dagegen ebenfalls als Desinfektion beschrieben. Diese kann entweder durch physikalische Verfahren
(ionisierende Strahlung, Ultraschall, Ultraviolettstrahlung, Einwirkung tiefer oder hoher Temperatur,
Wasserdampf und Membranfiltration) oder durch den Einsatz chemischer Desinfektionsmittel
erfolgen (BEHLER und GANZLE (2007)). Nach § 11 der Trinkwasserverordnung (TRINKWV
(2001)) ,,miissen die [zur Desinfektion] eingesetzten Aufbereitungsstoffe hinreichend wirksam sein
und dirfen keine vermeidbaren oder unvertretbaren Auswirkungen auf die Gesundheit oder Umwelt
haben.“ Die entsprechende Liste wird vom Umweltbundesamt gefiihrt und aktualisiert. Die fir die
Trinkwasserdesinfektion zuldssigen Verbindungen sind Substanzen mit einem hohen Oxidations-
potential wie Chlor, Chlordioxid und Ozon bzw. Prakursoren dieser Verbindungen. Dagegen sind
schwachere Oxidationsmittel wie Wasserstoffperoxid nicht als Desinfektionsmittel fir Trinkwasser
zugelassen und dienen ausschlieBlich dem Zweck der Oxidation (LISTE DER AUFBEREITUNGS-
STOFFE UND DESINFEKTIONSVERFAHREN GEMAR § 11 TRINKWASSERVERORD-
NUNG, UMWELTBUNDESAMT (Oktober 2015)). Allerdings wird Wasserstoffperoxid neben
Chlor bzw. Hypochlorit und Chlordioxid zur Reinigung und Desinfektion von Trinkwasser-
Installationen empfohlen (WRICKE (2013)) bzw. vorgeschrieben (REINIGUNG UND
DESINFEKTION VON TRINKWASSERVERTEILUNGS- UND TRINKWASSERSPEICHER-
SYSTEMEN IN SCHIENENFAHRZEUGEN UND ORTSFESTEN SOWIE MOBILEN TRINK-
WASSERBEFULLUNGSANLAGEN, EISENBAHN-BUNDESAMT (Oktober 2013)).

2.2.1 Inokulumeffekt

Frih wurde die Abhéngigkeit der keimreduzierenden Wirkung einer Substanz wvon der
Desinfektionsmittelkonzentration und der Temperatur beschrieben (vgl. dazu HUGO (1991)). Dies
gipfelte in der Konstruktion zahlreicher kinetischer Modelle (CHICK (1908) und WATSON (1908)
und HOM (1972)), die die Keimreduktion ausgehend von der Anfangszellzahl abhangig von der
Desinfektionsmittelkonzentration und der Zeit bei isothermen Bedingungen beschreiben. Als
mechanistische Grundlage dient die Annahme, dass eine Desinfektion als eine Reaktion pseudo-erster
Ordnung angesehen werden kann, bei der das Desinfektionsmittel im Uberschuss vorliegt
(LAMBERT und JOHNSTON (2000)). Dieser lineare Abtotungsverlauf wurde nach CERF (1977)
bzw. MURANYI (2008) durch ,ungleichmifige Behandlung, unterschiedliche Wirk- bzw.
Resistenzmechanismen, Mischpopulationen, Agglomeraten oder Messverfahren gestort. Im Gegen-
satz dazu steht die so genannte vitalistische Theorie, nach der in einer Population unterschiedliche
Resistenzen gegeniiber einem Lethalfaktor auftreten. Die keimreduzierende Wirkung ist folglich in
Abhangigkeit von der Haufigkeit des Vorkommens der unterschiedlich resistenten Keime zu sehen
(WITHELL (1942) und CERF (1977)) und fur jeden Keim bzw. fur jede Subpopulation wird eine
unterschiedliche Abtétungswahrscheinlichkeit angenommen. Im Gegensatz dazu wurde in der
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mechanistischen Theorie die Abtdtungswahrscheinlichkeit als konstant beschrieben (MURANY I
(2008)). Der Einfluss der Ausgangszellzahl auf die bakteriostatische bzw. bakterizide Wirkung eines
Desinfektionsmittels wird in der Literatur als Inokulumeffekt beschrieben. STEELS et al. (2000)
definierten den Inokulumeffekt als den ,,Anstieg in der minimalen Hemmkonzentration (MKH,
Minimal Inhibitory Concentration (MIC)) eines Inhibitors, wenn das mikrobielle Inokulum erhoht
wird“. In der Konsequenz bedeutet dies, dass ,,mehr Inhibitor bendtigt wird, um eine grofere
mikrobielle Belastung zu inhibieren“. Andere Veroffentlichungen (JOHNSTON et al. (2000),
LAMBERT und JOHNSTON (2000) und KLOTZ et al. (2007)) interpretierten den Begriff des
Inokulumeffekts als die Abhéngigkeit der Desinfektionsleitung einer keimreduzierenden Substanz
von der GroR3e des Inokulums. So zeigte BROOK (1989), dass der Inokulumeffekt auftrat, wenn (-
Lactamasen produzierende Bakterien mit B-Lactam-Antibiotika versetzt wurden. JOHNSTON et al.
(2000) wiesen den Inokulumeffekt flr Staphylococcus aureus bei Umsetzung mit Natrium-
dodecylsulfat nach und KARAPINAR und GONUL (1992) fiir Yersinia enterocolitica mit Essig- und
Weinsdurezusatz.

2.2.2 Stringent response

Unter stringent response bzw. stringente Antwort wird die ,,durch Mangel einzelner Substrate
hervorgerufene Adaption des Katabolismus, Anabolismus und des Proteinsyntheseapparates
verstanden mit dem Ergebnis, dass das Wachstum verlangsamt wird und sich Schutz- und
Resistenzmechanismen bilden.” Die stringente Antwort ist von der generellen Stressantwort
abzugrenzen, die ebenfalls bei ungunstigen Umweltbedingungen wie z.B. Oligotrophie und
Endproduktakkumulation eintritt (UNDEN (2014)).

Fur Escherichia coli erwiesen sich die Alarmone Guanosin-5',3'-tetraphosphat (ppGpp) bzw. das
korrespondierende Vorlaufermolekil Guanosinpentaphosphat (pppGpp) als die Schliisselmolekiile
fiir die Induktion dieser Reaktionskaskade (CASHEL et al. 1996). Die Synthese wird entweder durch
konkreten Aminosduremangel (relA-Weg) oder durch generellen Stress bzw. durch N&hrstoff-
limitierung (spoT-Weg) induziert (MECHOLD et al. (1996)). Bei Aminosauremangel akkumuliert
sich ungeladene Transfer-RNA (tRNA), die sich Codon-spezifisch an die Aminoacyl-Position der
Ribosome anlagert. Dadurch lauft die relA abhangige Guanosinpentaphosphat-Synthese an, in dem
das korrespondierende Protein RelA an der 50S-Untereinheit die Pyrophosphorylierung von GTP
bzw. GDP unter Verwendung von ATP als Donor katalysiert (HASELTINE und BLOCK (1973) und
COCHRAN und BYRNE (1974)). Der spoT abhéngige Syntheseweg von Guanosinpentaphosphat
wurde von HERNANDEZ und BREMER (1991) und XIAO et al. (1991) durch relA-Mangelmutanten
nachgewiesen bzw. bestétigt. Dabei wiesen die Proteine RelA (~ 84 kDa) und SpoT (~ 79 kDa) in
Escherichia coli nach METZGER et al. (1989) eine hohe Homologie untereinander in der
Aminosauresequenz auf. Guanosinpentaphosphat wird nach Synthese und Akkumulation durch eine
Phosphohydrolase zu Guanosintetraphosphat dephosphoryliert (UNDEN (2014)).

Neben der Transferasenaktivitdt katalysiert das SpoT-Protein durch eine 3"-Pyrophospho-
hydrolaseaktivitat auch die Degradation von Guanosinpentaphosphat bzw. -tetraphosphat in GTP
bzw. GDP und Diphosphat (HEINEMEYER et al. (1978)) und inaktiviert damit die ,,stringent
response auslosende Eigenschaft dieser Alarmone. GALLANT et al. (1972) zeigten, dass die
Degradation abhdngig von der Verfugbarkeit von Kohlenstoffquellen war und bei Nahrstoff-
limitierung nicht erfolgte.

Der Wirkmechanismus von Guanosintetraphosphat ist bekannt und gut beschrieben. Dieses Molekiil
lagert sich durch Diffusion durch den sekundaren Kanal (vgl. NICKELS et al. (2004)) nahe des
aktiven Zentrums der RNA-Polymerase (ARTSIMOVITCH et al. (2004)) ein. ,,Dadurch werden der
Zutritt der Nukleosidtriphosphate zum aktiven Zentrum und die Katalyse behindert (UNDEN
(2014))*. Guanosintetraphosphat kann aufRerdem drastisch die Halbwertszeit der offenen Komplexe
aus den Promotorregionen und dem RNA-Polymerase-Holoenzym reduzieren, wodurch vor allem
Promotorregionen mit geringer Halbwertszeit des offenen Komplexes wie beispielsweise die RNA-
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Gene (rrn-Gene) (BARKER et al. (2001a)) in ihrer Transkription herunterreguliert werden. Durch
die entstandene Limitierung von rRNA bewirkt die stringente Antwort eine Herabregulation des
Translationsapparates (PAUL et al. (2004)). Durch die Stérung und Freisetzung des RNA-
Polymerase-Komplexes bei der Transkription der Translationsgene, die vor allem in der
exponentiellen Wachstumsphase exprimiert wurden, wurde nach TRAXLER et al. (2008) auf’erdem
passiv die Transkription von Promotoren hochreguliert, die die Gene der stationdren Phase aktivierten
(vgl. dazu BARKER et al. (2001a) und BARKER et al. (2001b)). So bewirkte Guanosintetraphosphat
gemeinsam mit dem DskA-Protein eine verstarkte Transkription von Promotoren der Gene, die die
Aminosaurebiosynthese codieren (Paul et al. (2005)). Die durch die stringente Antwort ausgeldste
Stoffwechsel-antwort erlaubt das langere Uberleben der bakteriellen Zelle in der stationiren Phase
bzw. unter ungunstigen Umweltparametern und ist somit mitverantwortlich fir die bakterielle
Resistenz bzw. Persistenz.
Die stringente Antwort wurde erstmalig fir die Familie der Enterobacteriaceae bzw. genauer fir
Escherichia coli beschrieben (CASHEL und KALBACHER (1970)), obwohl zahlreiche andere
Organismen die Mdglichkeit zur Bildung von Guanosinpentaphosphat besitzen (SILVERMAN und
ATHERLY (1979)). Durch Mangelmutanten konnte beispielsweise die Bildung von Guanosin-
pentaphosphat frith in Vibrio sp. (FLARDH et al. (1994)), Bacillus subtilis (SWANTON und EDLIN
(1972)) und in Streptomyces sp. (OCHI (1987)) nachgewiesen werden. So regulierte die stringente
Antwort in Vibrio cholerae die Biofilmbildung (He et al. (2012)) und induzierte in Staphylococcus
aureus die Expression interzellularer phenolléslicher Moduline (PSM) (GEIGER et al. (2012)).
Erstmalig konnten GREENWAY und ENGLAND (1999) fiir Pseudomonas aeruginosa und
Pseudomonas fluorescens eine durch Nahrstofflimitierung induzierte stringente Antwort nachweisen.
Dabei zeigten die Autoren, dass ein zum RelA-Protein homologes Enzym eine Schlusselrolle
einnahm. In der Literatur wurde die Tatsache beschrieben, dass die stringente Antwort das Quorum
Sensing in Pseudomonas aeruginosa-Kulturen ausloste (VAN DELDEN et al. (2001) und BAYSSE
etal. (2005)), das die Abwehrreaktion auf ungtinstige biotische Faktoren initiierte (LEE et al. (2013)).
In zahlreichen Untersuchungen wurde Serinhydroxamat (SHX) als Induktor der stringenten
Antwort nachgewiesen und eingesetzt (VAN DELDEN et al. (2001), NGUYEN et al. (2011) und
KHAKIMOVA et al. (2013)). So wirkt es als Serinderivat hemmend auf die Seryl-tRNA-Synthetase
(RIESENBERG et al. (1984)) und signalisiert damit der bakteriellen Zelle Aminosaure- bzw.
Serinmangel. In Pseudomonas aeruginosa bewirkt die stringente Antwort die verstirkte Expression
des Sigma-Faktors RpoS, der in der stationdren Phase fur die Zelldichte abhéngige Produktion
zahlreicher Virulenzfaktoren notwendig ist (VAN DELDEN et al. (2001) und ERICKSON et al.
(2004)). NGUYEN et al. (2011) zeigten fiir ausgehungerte Zellen und Biofilmzellen von Pseudo-
monas aeruginosa eine erhdhte Resistenz gegentiber Antibiotika, die nicht nur auf eine veranderte
Zellwandzusammensetzung zurickzufiihren war (vgl. dazu VIDUCIC et al. (2006) und UNDEN
(2014)). KHAKIMOVA et al. (2013) beschrieben eine direkte Kontrolle der Katalaseaktivitat in
Pseudomonas aeruginosa durch den stringent response und damit eine erhéhte Resistenz gegenuber
Wasserstoffperoxid.

2.2.3 VBNC-Zellen

Der bakterielle VBNC-Zustand (,,viable but nonculturable*) beschreibt das Phanomen, dass vitale
Bakterienstdamme in Laborversuchen durch die herkdmmlichen auf Kultivierung basierenden
Methoden nicht erfasst werden kénnen, da eine Vermehrung auf den N&hrmedien ausbleibt. Ihre
metabolische Aktivitat bleibt allerdings erhalten. (RICE et al. (2000) und RAMAMURTHY et al.
(2014)). Erstmalig beschrieben XU et al. (1982) fiir die aus Gewassern isolierten Keime Escherichia
coli und Vibrio cholerae den VBNC-Zustand. Der VBNC-Zustand wird durch unginstige
Umweltparameter ausgelost und stellt so eine weitere bakterielle Uberlebensstrategie dar, mit der
eine Bakterienpopulation sich an ihren Standort anpasst (OLIVER et al. (1993)). Der Mechanismus,
durch den der VBNC-Zustand induziert wird und der die folgende Stoffwechselanpassung bewirkt,
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ist noch unaufgeklart (vgl. dazu RICE et al. (2000) und RAMAMURTHY et al. (2014)). In der
Literatur setzt sich die Annahme durch, dass der VBNC-Zustand eine aktive bakterielle Antwort ist,
die mit der Sporulation in beispielsweise Bacillus oder mit der Dormanz in Micrococcus luteus
vergleichbar ist (AERTSEN und MICHIELS (2004)). Der zweifelsfreie Beweis steht noch aus. Erst
die Identifizierung der fir den VBNC-Zustand verantwortlichen Gene erlauben nach MCDOUGALD
et al. (1999) eine Aussage darlber. So lassen die momentanen Forschungsschwerpunkte nach RICE
et al. (2000) in drei Kategorien unterteilen. Einerseits verfolgen Untersuchungen das Ziel, den
VBNC-Zustand in Bakterienzellen zu detektieren und andererseits diese Anpassung durch gezielte
Kultivierungsmethoden umzukehren. Im Anschluss darauf versuchen zahlreiche Autoren, die flr den
VBNC-Zustand verantwortlichen Gene und Stoffwechselwege zu bestimmen. Im VBNC-Zustand
werden die Synthese von Makromolekilen und die Zellatmung eingeschrénkt, wéhrend das
intrazelluldare ATP-Niveau und das Membranpotential erhalten bleiben (RAHMAN et al. (1994)).
Nach HUA und HO (1996) produzierte Helicobacter pyliri mehre alkalische Phosphatasen und
reduzierte im Gegenzug die Synthese von Ureasen, Leucin-Arylamidasen und spezieller
Phosphohydrolasen. Ebenfalls kann sich die Fettsdure- und Proteinzusammensetzung der
Lipiddoppelmembran andern (DAY und OLIVER (2004) und MUELA et al. (2008)). Neben der
veranderten Zusammensetzung der Cytoplasmamembran wird die bakterielle Zellwand wéhrend des
VBNC-Zustandes modifiziert. MAGNET et al. (2008) und SIGNORETTO et al. (2002) berichteten
von einer L/D-Transpeptidase vermittelten Verknupfung zwischen den 2,6-Diaminopimelinsaure-
bausteinen (DAP) der Peptidoglycankette in Escherichia coli.

Neben der Nahrstofflimitierung (XU et al. (1982) und WU et al. (2016)) im Falle von Vibrio cholerae,
Legionella pneumophila (YAMAMOTO et al. (1996)) oder Listeria monocytogenes (BESNARD et
al. (2000a)) erwiesen sich unginstige Inkubationstemperaturen fir beispielsweise Aeromonas
hydrophila (MARY et al. (2002)) als Induktoren. Der Salz- (ROTH et al. (1988)) und Sauerstoffgehalt
(GAUTHIER (2000)) waren weitere Einflussgréfien. ROLLINS und COLWELL (1986) zeigten
sogar, dass die durch Schiitteln des Behalters verursachte Bewegung in der Suspension das Auspragen
des VBNC-Zustandes in Campylobacter jejuni beeinflusste.

In der neueren Forschung sind die durch Desinfektion induzierten VBNC-Zustdnde und die
anschlieBende Resuszitation von besonderem Interesse. Grund hierfur ist die Tatsache, dass Zellen
im VBNC-Zustand ihre Virulenz behalten oder nachdem sie ihre Kultivierbarkeit wiedererlangen, als
pathogener Keim wieder wirken kénnen. So war Shigella dysenteriae Typ | nach RAHMAN et al.
(1996) in der Lage, im VBNC-Zustand die Shigatoxin codierenden Gene (stx) zu exprimieren und
damit die eigene Virulenz aufrechtzuerhalten. ALLERON et al. (2013) Uberfiihrten Legionella
pneumophila mittels Monochloraminbehandlung in den VBNC-Zustand und wiesen nach, dass durch
die Proteinbiosynthese weiterhin Virulenzfaktoren wie das ClpP-Protein produziert wurden. Dagegen
verlor nach MAALEJ et al. (2004) Aeromonas hydrophila nach Induktion des VBNC-Zustandes
durch Langzeitinkubation im Niedrigtemperaturbereich (5 °C) die F&higkeit zur Bildung von
Héamolysin und zur Adhésion an McCoy-Zellen. Erst durch die Erhéhung der Inkubationstemperatur
und die damit verbundene Kultivierbarkeit erlangte der Testkeim seine Virulenz zuriick. Ahnliches
zeigten CAPPELIER et al. (2007) fur Listeria monocytogenes. Nach Uberfiihren in den VBNC-
Zustand (LZZ < 1 KBE/mL) durch Aushungern mittels Langzeitinkubation in destilliertem Wasser
wurde flr diesen Testkeim keine Virulenz mehr nachgewiesen. Erst durch Resuszitation nach
Kultivierung in Hihnerembryokulturen bildeten die Listeria monocytogenes-Zellen Plaques in
Darmzellen (HT29) und besiedelten Mausmilzen.

Die Fahigkeit zur Resuszitation wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Das groRte Problem
besteht darin, den Wiederanstieg in der Lebendzellzahl einer Population als Ursache einer
Reaktivierung von VBNC-Zellen fehlzuinterpretieren, obwohl sich stattdessen nur die verbliebenen
vitalen Zellen vermehrten (BOGOSIAN et al. (2000)). YAMAMOTO (2000) differenzierte die
Resuszitationsfaktoren in drei Kategorien. Im einfachsten Fall genligt die Umkehrung des negativen
Umweltfaktors. Beispiele daflr waren der Nahrstoffzusatz zu Vibrio harveyi und Vibrio fischeri nach
Aushungern (RAMAIAH et al. (2002)) und die Erh6hung der Inkubationstemperatur auf das
Optimum (MAALEJ et al. (2004) und MAGARINOS et al. (1997)). In die zweite Klasse der
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Resuszitationfaktoren gehorten Substanzen, die Zellschdden reparieren konnten oder den
Replikationsapparat wieder aktivierten. WAI et al. (1996) und KUROKAWA et al. (1999)
beschrieben die Wiedererlangung der Kultivierbarkeit von Vibrio vulnificus und Heliobacter pylori
durch Ammoniumchlorid bzw. —sulfat nach Hitzeinaktivierung. Zuletzt wurde der Zusatz von
zelleigenen bzw. zelltypischen Signalmolekilen als Notwendigkeit der Resuszitation besprochen
(KELL und YOUNG (2000)). Nach MUKAMOLOVA et al. (1998) sekretierten vitale Zellen von
Micrococcus luteus Botenstoffe, die das Wachstum von VBNC-Zellen ermdglichen. So wurde in
VBNC-Zellen dieses Bakteriums das so genannte RpF-Protein (resuscitation-promoting factor)
identifiziert, das erstmalig als sekretorisches Protein in Micrococcus luteus beschrieben wurde
(MUKAMOLOVA et al. (2002)) und autokrine oder parakrine Funktionen (bernahm. Die
Resuszitation durch eine parasitare Lebensweise wird ebenfalls diskutiert. DUCRET et al. (2014)
konnten VBNC-Zellen von Legionella pneumophila durch die Koinkubation mit Akanthamdben
wieder kultivieren. Das zentrale Stoffwechselprodukt Pyruvat wird in der Literatur als wichtiger
Resuszitationsfaktor beschrieben, der fir verschiedene Bakterien eine reaktivierende Wirkung
erzielte (CALABRESE und BISSON-NETTE (1990), LLEO et al. (2001), MORISHIGE et al. (2013)
und DUCRET et al. (2014)). Allerdings konnten nicht alle Keime, die in den VBNC-Zustand
uberfuhrt wurden, diesen verlassen. Enterococcus faecalis wurde nach Antibiotikabehandlung
nachweisbar in den VBNC-Zustand uiberfiihrt, konnte allerdings nicht wiederbelebt werden (LLEO
et al. (2007)). Escherichia coli konnte durch Supplementzusatz ebenfalls nicht wieder kultiviert
werden (ARANA et al. (2007)). Diese Beobachtungen legen die Vermutung nahe, dass die
Resuszitation vom Induktor abhangig sein kann.

Resistenzen waren mit Eintreten in den VBNC-Zustand assoziiert. LLEO et al. (2007) wiesen darauf
hin, dass Antibiotika, die eine Wirkung auf den Vermehrungsapparat hatten, keine bzw. nur eine
geringe Wirkung auf VBNC-Zellen hatten. Nach EHRLICH et al. (2002) erwies sich Haemophilus
influenzae im VBNC-Zustand als resistent gegeniiber Antibiotika und ldste weiterhin chronische
Ohreninfektionen aus. Nach PASQUAROLI et al. (2013) wirkten Staphylococcus aureus-Zellen trotz
Biofilmverbund infektios und nahmen in Anwesenheit von Vancomycin, Quinupristin bzw.
Dalfopristin den VBNC-Zustand ein. Dieser flieRende Ubergang kann nach HU et al. (2012) als
wesentliche Ursache daftir angenommen werden, dass Antibiotikabehandlungen nicht anschlagen.
Als Beispiel nannten die Autoren Infektionen durch Mycobacterium tuberculosis.

In einer Ubersicht fasste OLIVER (2010) mégliche Detektionsverfahren fiir den VBNC-Zustand
zusammen. Die ,,Direct Viable Count“-Methode (DVC) nach KOGURE et al. (1979) erwies sich friih
als Referenzverfahren zur klassischen Vitalitatsbestimmung durch Kultivierung. Die zu quanti-
fizierende Zellkultur wird mit einem Antibiotikum (Nalidixinséure) und N&hrstoffen inkubiert. Durch
den zugesetzten Gyrasehemmer wird der Replikationsapparat ausgeschaltet, wobei die zellulare
metabolische Aktivitat erhalten bleibt. Lebende Bakterien sind als grofRe bzw. verlangerte Zellen
direkt auszahlbar. Fluoreszenzmikroskopische Verfahren, die die Vitalitat einer Zelle anhand
spezieller Merkmale wie beispielsweise einer intakten Cytoplasmamembran (BOULOS et al. (1999))
oder der Anwesenheit von funktionsfdhigen Dehydrogenasen (RODRIGUEZ et al (1992))
bestimmen, stellen mit heutigem Stand der Forschung die Methode der Wahl dar. Zunehmende
Bedeutung erfahren die molekularbiologischen Verfahren. Da die Quantifizierung mittels g°PCR auch
tote Zellen erfasst (MACHADO und BORDALO (2014)), werden mit Ethidium- (EMA),
Propidiummonoazid (PMA) oder Propidiumiodid (PIl) modifizierte qPCR-Verfahren eingesetzt.
Diese Nukleinséurefarbstoffe sind in der Lage, die geschadigte Cytoplasmamembran toter Zellen zu
penetrieren, wéhrend die DNA lebender Zellen unzugénglich bleibt. Durch Interkalation in die DNA
werden die Azidgruppen lichtinduziert kovalent gebunden. Dadurch wird bei einer DNA-Extraktion
die DNA nicht mehr erfasst (NOCKER et al. (2006)). Weitere Methoden zur selektiven
Quantifizierung lebender Zellen wie etwa die ebenfalls mit Fluoreszenzfarbstoffen modifizierte
Durchflusszytometrie (RAMAMURTHY et al. (2014)) sind beschrieben, finden in der Praxis aber
weniger Verwendung (OLIVER (2010)) als die bereits genannten Verfahren.
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Fur Gber 60 Bakterienspezies wurde der VBNC-Zustand beschrieben, wobei der Fokus vor allem auf
pathogen wirkende Keime gelegt wurde. SALMA et al. (2013) wiesen den VBNC-Zustand sogar in
Saccharomyces cerevisiae nach.

Tabelle 1: Bakterien, die den VBNC-Zustand einnehmen kénnen nach OLIVER (2005) und OLIVER (2010)

Aeromonas hydrophilia
Aeromonas salmonicida
Agrobacterium tumefaciens
Alcaligenes eutrophus
Aquaspirillum sp.
Burkholderia cepacia
Burkholderia pseudomallei
Camphylobacter coli
Camphylobacter jejuni
Camphylobacter lari
Cytophaga allerginae
Enterobacter aerogenes
Enterobacter cloacae
Enterococcus faecalis
Enterococcus hirae
Enterococcus faecium
Erwinia amylovora
Escherichia coli
Francisella tularensis
Heliobacter pylori
Klebsiella aerogenes
Klebsiella pneumoniae

Klebsiella planticola
Lactobacillus plantarum
Lactococcus lactis
Legionella pneumophila
Listeria monocytogenes
Micrococcus flavus
Micrococcus luteus
Micrococcus varians
Mycobacterium tuberculosis
Mycobacterium smegmatis
Pasteurella piscicida
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas putida
Pseudomonas syringae
Ralstonia solanacearum
Rhizobium leguminosarum
Rhizobium meliloti
Rhodococcus rhodochrous
Salmonella enterica
Salmonella typhi
Salmonella typhimurium

Serratia marcescens
Shigella dysenteriae
Shigella flexneri
Shigella sonnei
Sinorhizobium meliloti
Staphylococcus aureus
Tenacibaculum sp.
Vibrio alginolyticus
Vibrio anguillarum
Vibrio campbellii
Vibrio cholerae
Vibrio fischeri
Vibrio harveyi
Vibrio mimicus
Vibrio natriegens
Vibrio parahaemolyticus
Vibrio proteolytica
Vibrio shiloi
Vibrio vulnificus
Xanthomonas campestris

Xanthomonas axonopodis pv.

citri

Tabellarisch dargestellt sind die in der Literatur genannten Bakterienspezies, die den VBNC-Zustand einnehmen kdnnen.

Die mit dem VBNC-Zustand assoziierten Resistenzen von Keimen und die Tatsache, dass ein grof3er
Anteil humanpathogener Keime ihre Virulenz behélt oder nach Resuszitation wiedererlangt, lassen
den VBNC-Zustand als ernstzunehmende Gefahr fir die offentliche Gesundheit erscheinen
(RAMAMURTHY et al. (2014)) und sind deswegen Untersuchungsgegenstand zahlreicher For-
schungen.
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2.3 Ziele der Arbeit

Fur die vorliegende Arbeit war die grundlegende Fragestellung, ob Pseudomonas aeruginosa WR1
dazu beféhigt war, den VBNC-Zustand einnehmen zu koénnen. Eine besondere Herausforderung
stellte dabei die Bestimmung der Induktoren, durch die dieser Testkeim in den VBNC-Zustand
uberfiihrt wurde. Anschliel}end sollte bewertet werden, ob Pseudomonas aeruginosa WRL1 intrinsisch
oder extrinsisch resusziiert werden konnte. In Hinblick darauf wurden folgende Aspekte untersucht:

a. Induktion des VBNC-Zustandes in Pseudomonas aeruginosa WR1

Der Mechanismus, durch den der VBNC-Zustand ausgel®st und auf zellul&rer Ebene durchgesetzt
wird, ist noch unbekannt (RAMAMURTHY et al. (2014)). Es stellte sich demnach die Frage, ob
ein Lethalfaktor ausreichte, um Pseudomonas aeruginosa WR1 in seiner Kultivierbarkeit zu
beeintrachtigen oder, ob die Induktion in Abhéngigkeit von den Keimeigenschaften
multifaktoriell ablief (BOGOSIAN und BOURNEUF (2001)). So wurde die Nahrstofflimitierung
frih als ein Induktor des VBNC-Zustandes beschrieben (XU et al. (1982)). Pseudomonas
aeruginosa galt dagegen als besonders inert gegeniiber Aushungerung (vgl. dazu LEGNANI et
al. (1999)). Ein zusétzlicher Selektionsdruck musste deswegen gefunden werden. Die durch den
Lethalfaktor verursachte Schadigung bzw. Beeintrachtigung der Zelle musste allerdings reparabel
sein.

b. Detektion des VBNC-Zustandes in Pseudomonas aeruginosa WR1

Mikroskopische Verfahren, die auf der visuellen Bestatigung stoffwechselaktiver Zellen
beruhten, waren schon l&anger beschrieben (KOGURE et al. 1979). In der neueren Forschung
wurde die Methode des DVC durch Vitalfarbung und Fluoreszenzmikroskopie zunehmend
verdrangt. Im Vergleich zu anderen nicht mikroskopischen Vitalitdtsbestimmungen erlaubten
fluoreszenzmikroskopische Verfahren einen direkten Vergleich mit den durch Kultivierung
ermittelten Lebendzellzahlen. Neben der Vitalfarbung mit CTC (RODRIGUEZ et al. (1992))
wurde in der neusten Forschung das fluoreszenzmikroskopische Verfahren mit SYTO 9 und
Propidiumiodid verwendet (BOULOS et al. (1999)). Beide Verfahren sollten in ihrer Eignung bei
der Vitalitatsbestimmung verglichen werden. Im Anschluss daran sollte das effektivere Verfahren
fir die Detektion von VBNC-Zellen neben der klassischen Kultivierungsmethode angewendet
werden.

c. Resuszitation der VBNC-Zellen von Pseudomonas aeruginosa WR1

Die Fé&higkeit, die Vermehrungsfahigkeit nach Annahme des VBNC-Zustandes
wiederzuerlangen, wurde in der Literatur kontrovers diskutiert (OLIVER (2010)). Nicht alle
Bakterien konnten den VBNC-Zustand wieder verlassen (ARANA et al. (2007) und LLEO et al.
(2007)). Fur die Resuszitation wurden zwei Vorgehensweisen beschrieben. Entweder nach
Beseitigung des Induktors (RAMAIAH et al. (2002), MAALEJ et al. (2004) und MAGARINOS
et al. (1997)) oder durch chemische Stimuli (PINTO et al. (2011)) wurden Zellen wieder
kultiviert. Fir Pseudomonas aeruginosa WR1 sollte die Fahigkeit zur Resuszitation untersucht
werden.

d. Verknipfung mit dem stringent response

Induktoren, die in der bakteriellen Zelle den VBNC-Zustand ausldsten, wirkten ebenfalls als
Stressfaktoren. Die Stressantwort auf bakterieller Ebene ist gut dokumentiert (UNDEN (2014)).
Aminosauremangel fiihrte in der Bakterienzelle zum stringent response. In der vorliegenden
Arbeit sollte geprift werden, ob Pseudomonas aeruginosa WR1-Zellen, in denen kunstlich
mittels SHX-Zugabe Serinmangel (RIESENBERG et al. (1984)) provoziert wurde und die mit
Wasserstoffperoxid inkubiert wurden, ebenfalls in den VBNC-Zustand tiberfuhrt und mit Pyruvat
reaktiviert werden konnten.
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3 Material und Methode

Dargestellt sind die in dieser Arbeit eingesetzten Materialien und Methoden.

3.1 Mikroorganismen

Die Testkeime wurden der Stammsammlung des Arbeitskreises der Chemischen Mikrobiologie der
Universitat Wuppertal entnommen. Eingesetzt wurden Escherichia coli K12 und Pseudomonas
aeruginosa WR1.

Tabelle 2: Testkeime und Herkunftsbezeichnung

Testkeim: Herkunft:

. . DSMZ
Escherichia coli K12 (DSM-Nummer: 498)
Pseudomonas Isolat der Arbeitsgruppe
aeruginosa WR1 (Dennis Fischer)

Tabellarisch dargestellt sind die verwendeten Testkeime.

3.2 Software

Tabellarisch aufgefuhrt sind die fur diese Arbeit eingesetzten Computerprogramme.

Tabelle 3: Verwendete Software

Programm: Version: Entwickler:

UV Kinlab 2.80.02 Perkin-Elmer Corporation
Chromeleon 6.40.SP1, Build 711 Dionex
VisiCam Image Analyser 7.1 VWR International

Tabellarisch dargestellt ist die eingesetzte Software.

3.3 Material

Die hier aufgelisteten Chemikalien und Nahrmedien stammen aus dem Bestand des Arbeitskreises
der Chemischen Mikrobiologie der Universitat Wuppertal.

3.3.1 Chemikalien

Tabellarisch aufgefihrt sind die Hersteller der in dieser Arbeit eingesetzten Chemikalien, Enzyme
und der tbrigen Materialien.
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Tabelle 4: Ubersicht tiber die Herkunft der genutzten Chemikalien bzw. Medienbestandteile

Substanz: Hersteller (Ort):

Fluka (Buchs, Schweiz), Merck
(Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva
(Heidelberg), Sigma (Deisenhofen)
Difco (Detroit (USA)), Merck (Darmstadt),
Medienbestandteile Sigma-Aldrich (Steinheim), Oxoid (Wesel),

Roth (Karlsruhe), VWR (Langenfeld)

Sigma-Aldrich (St. Louis (USA))

Chemikalien,
(Laborqualitat)

D/L-Serinhydroxamat
(SHX)

LIVE/DEAD®
BacLight™ Bacterial
Viability Kit for
microscopy
5-Cyano-2,3-di-(p- . . o
tolyl)tetrazoliumchlorid Sigma-Aldrich (Steinheim)

Tabellarisch zusammengefasst sind die Hersteller der eingesetzten Chemikalien.

Thermo Fisher Scientific (Darmstadt)

Dargestellt sind die in dieser Arbeit eingesetzten Enzyme, ihre Spezifikationen und die Hersteller.

Tabelle 5: Ubersicht tiber die eingesetzten Enzyme und ihre Spezifikationen

Enzym: Spezifikation: Hersteller (Ort):

Desoxyribonuklease Typ 1, bovine pancreas,

(DNase) > Kunitz units/mg

Peroxidase Typ Il, horseradish, _ _

150 — 250 U/mg Sigma-Aldrich

Katalase Bovine liver, (St. Louis (USA))
2000 — 5000 U/mg

L-Lactat- Typ 11, rabbit muscle,

Dehydrogenase 876 U/mg

Tabellarisch zusammengefasst sind die in dieser Arbeit eingesetzten Enzyme.

3.3.2 Nahrmedien

Die genutzten Nahrmedien wurden entsprechend ihres Verwendungszweckes angesetzt und dann
nach einer Sterilisation durch einen Autoklaven und/oder durch Sterilfiltration bis zu dem
voraussichtlichen Gebrauch kihl (7 °C) und dunkel gelagert.
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3.3.2.1 Flussigndhrmedien

Aufgelistet sind die Zusammensetzungen der verwendeten Flussigmedien.

Tabelle 6: Produktbeschreibung und Inhaltsangabe des verwendeten TSB-Mediums

Produktbezeichnung: CASO-Boullion (TSB)
Substanz: Konzent'ration am
Néhrmedium [g/L]:
Pepton aus Casein 17
(Pankreashydrolysat)
Inhaltsangabe: Pepton aus Soja 3
(Papainhydrolysat)
K>HPO4 2,5
NaCl 5
Glucose-Monohydrat 2,5
pH-Wert: 7,2+0,2
Gesamtvolumen
cingesetzte Losung: Konzentration [g/L]: (Lésur[ll%ifnittel)
30 1 (Wasser)

Tabellarisch dargestellt sind die Herstellerangaben des TSB-Mediums.

Mineralmedium nach DORN et al. (1974) wurde zur verbesserten pH-Stabilisierung mit der zwei-
fachen Pufferkonzentration angesetzt und in Anlehnung an BIGNUCOLO et al. (2013) mit D-Glucose
in einer Endkonzentration von 7,5 mmol/L als Kohlenstoffquelle versetzt.

Tabelle 7: Grundbestandteile des Mineralmediums

Substanz: Einwaage (Losungsmittel) [g]:
NaHPO4 - 2 H0 7,00
KH2PO4 2,00
Ca(NO3)> 0,05
(NHg4)Fe(111)-Citrat 0,01
(NH4)2S04 1,00

MgSOs4 - 7 H20 0,2

10 x Spurenelementldsung SL6

nach PFENNIG und LIPPERT 0,1 mL
(1966)

D-Glucose 1,35
Gesamtvolumen ad. 1 L (H2Ovigestilliert)
pH-Wert 7,3+£0,2

Tabellarisch dargestellt sind die Grundbestandteile des verwendeten Mineralmediums.
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3.3.2.2 Feste Nahrmedien

a. TSB-Nahrboden
Aufgelistet ist die Zusammensetzung des verwendeten festen Nahrmediums. Fiir die Herstellung
wurden zu 30 g des oben beschriebenen TSB-Mediums 15 g Agar-Agar (CASO-Agar-Agar-Kobe-
I) gegeben und dieses Gemisch wurde in einem Liter Wasser suspendiert. Nach der Sterilisation
mittels eines Autoklaven wurde die leicht abgekiihlte Losung gleichmiBig auf 40 sterile
Petrischalen verteilt.

b. TSB-Nahrbdden mit Pyruvatzusatz (1 % (w/v))

30 g des oben beschriebenen TSB-Mediums wurden mit 15 g Agar-Agar (CASO-Agar-Agar-
Kobe-I) versetzt und in 940 mL Wasser suspendiert. Nach der Sterilisation mittels eines
Autoklaven wurde die leicht abgekiihlte Losung mit 50 mL einer sterilfiltrierten Pyruvatldsung
(200 g/L) versetzt und nach pH-Werteinstellung mit steriler NaOH-Losung (120 g/L) wurde auf
1 L mit sterilem Wasser (bidestilliert) aufgefiillt. AnschlieBend wurde diese Nahrlosung ebenfalls
gleichmiBig auf 40 sterile Petrischalen verteilt.

c. TSB-Nahrbdden mit Acetatzusatz (0,74 % (w/v))

30 g des TSB-Mediums wurden mit 15 g Agar-Agar (CASO-Agar-Agar-Kobe-I) versetzt und in
940 mL Wasser gelost. Nach der Sterilisation wurde der leicht abgekiihlten Losung 50 mL einer
sterilfiltrierten Acetatlosung (148 g/L) zugesetzt. Nach pH-Werteinstellung mit steriler NaOH-
Losung (120 g/L) wurde auf 1 L mit sterilem Wasser (bidestilliert) aufgefiillt und diese
Nahrlosung wurde danach auch gleichméBig auf 40 sterile Petrischalen verteilt.

d. Cetrimid-Nahrboden
Analog erfolgte die Herstellung der nach DIN EN ISO 16266:2008-05 definierten Nahrbdden
(VWR Chemicals).

Tabelle 8: Produktbeschreibung und Inhaltsangabe des verwendeten Cetrimid-Agars

Produktbezeichnung: Pseudomonas Selektivagar/CN-Agar
Substanz: Zusammensetzung
[g]:
Pepton aus Gelatine 20
Inhaltsangabe: (Pankreashydrolysat)
K2SOyq4 10
MgCl, 1.4
Agar 14
Hexadecyltrimethylammoniumbromid
e (Cetrimid) 0,3
CN-Zusatz (nach Sterilisation): Nalidixinsiurc 0.015
Glycerin 10 mL
. Gesamtvolumen ad. 1L
sonstige Parameter: (H2Obidestilliert)
pH-Wert 7,1+0,2

Tabellarisch dargestellt sind die Herstellerangaben bzw. notwenigen Einwaagen fir die Herstellung der Cetrimid-

Nahrboden.
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3.3.3 LoOsungen

Aufgelistet sind die verwendeten Losungen und ihre Zusammensetzungen. Die phosphatgepufferte
Salzlosung stellte in dieser Arbeit chemisch genau definiertes Leitungswasser dar und wurde nach
DIN EN ISO 11731-2:2008-06 angesetzt.

Tabelle 9: Grundbestandteile der phosphatgepufferten Salzlésung (PBS)

Substanz: Einwaage (L6sungsmittel) [g]:
NaCl 0,12

MgSO4 - 7 H0 0,004

CaCl;z - 2 H,0O 0,05

NazHPO4 0,142

KH2PO4 0,136
Gesamtvolumen ad. 1 L (H2Opidestiltiert)

Tabellarisch dargestellt sind die Grundbestandteile der verwendeten phosphatgepufferten Salzlgsung.
Die Schwermetalllosung SL6 nach PFENNIG und LIPPERT (1966) wurde zehnfach konzentriert
angesetzt und dann dafiir im zehnfach reduzierten VVolumen zu den bendétigten Nahrldésungen hinzu-
gegeben.

Tabelle 10: Bestandteile der Schwermetalllosung (10 x konzentriert)

Substanz: Einwaage (LOsungsmittel) [mg]:
ZnS0O4 - 7 H20 100

MnCl; - 4 H,O 30

H3BO3 300

CoCl; - 6 H.O 200

CuCl; - 2 H.O 10

NiCl, - 6 H.O 20

Na:MoQO;4 - 2 H.0O 30
Gesamtvolumen ad. 1 L (H2Opidestiltiert)

Tabellarisch dargestellt sind die Grundbestandteile der verwendeten zehnfach konzentrierten Supplementlésung
nach PFENNIG und LIPPERT (1966).
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Tabellarisch dargestellt sind die nach BADER et al. (1988) einzusetzenden Losungen fiir die Wasser-
stoffperoxidquantifizierung.

Tabelle 11: Zusammensetzung der fur die Wasserstoffperoxidbestimmung eingesetzten Lésungen

Losung: Peroxidaselosung
Substanz: Losungsmittel: | Konzentration [mg/mL]:
Peroxidase PBS 1

Losung: DPD-Losung
Substanz: Losungsmittel: Konzentration [mg/mL]:
N.N-diethyl-p- 0,05 mol/L

phenylendiamin SO 10

iDPDi o

Losung: Phosphatpuffer
Substanz: Losungsmittel: Konzentration [mol/L]:
Na,HPO4 _ _
NaH-PO, HZObldest. 0,1 (PH 690)

Tabellarisch dargestellt sind die Konzentrationen [mg/mL] der fir die Wasserstoffperoxidquantifizierung
verwendeten Ldsungen.

Tabellarisch dargestellt sind die nach LAMPRECHT und HEINZ (1985) und in Anlehnung an
GERHARZ (2003) einzusetzenden Losungen fiir die enzymatische Pyruvatquantifizierung.

Tabelle 12: Zusammensetzung der fur die enzymatische Pyruvatbestimmung eingesetzten L6-

sungen
Losung: L-Lactat-Losung
Substanz: Losungsmittel: Aktivitat [KU/L]:
L-Lactat-Dehidroienase-Lésuni H2Opidest. 225
Losung: NADH-L6sung
Substanz: Losungsmittel | Konzentration [mg/mL]:
Nicotinsdureamidadenindinucleotid 0,5 g/L 5
iNADH, Dinatriumsalzi NaHCO3
Losung: Triethanolaminpuffer
Substanz: Losungsmittel: Konzentration [mol/L]:
Triethanolamin - HCI (TEA) 0,5 (pH=17,6)
Ethylendiamintetraessigséure H2Opidest. 0.005
(EDTA, Natriumsalz) ’

Tabellarisch dargestellt sind die Konzentrationen [mg/mL] der fur die enzymatische Pyruvatquantifizierung
verwendeten Lésungen.
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Die Proteinquantifizierung erfolgte photometrisch nach BRADFORD (1976) mit Coomassie
Brillant Blue G-250.

Tabelle 13: Zusammensetzung des fur die Proteinbestimmung eingesetzten BRADFORD-Rea-

genzes
Losung: BRADFORD-Reagenz
Substanz: Ldsungsmittel: Konzentration [mg/mL]:
Coomassie Brillant 4,7 % (w/v) Ethanol
Blue G-250 8,5 % (W/v) 0,1
(Natriumsalz) H3POq4

Tabellarisch dargestellt ist die Zusammensetzung des fiir die photometrische Proteinquantifizierung eingesetzten
BRADFORD-Reagenzes.

Dargestellt sind die verwendeten Losungen fiir die Katalasevolumenaktivitdtsbestimmung.

Tabelle 14: Phosphatpuffer fur die Volumenaktivitdtsmessung

Ldsung: Phosphatpuffer
Substanz: Losungsmittel: Konzentration [mol/L]:
KoHPOq4
H>Owi 0,05 (pH=16,5
KH,PO. 2Ubidest. N (p , )
Tabellarisch dargestellt ist die Zusammensetzung des flr die Katalasevolumenaktivitatsmessung eingesetzten
Phosphatpuffers.

3.3.4 Gebrauchsgegenstande

Tabellarisch aufgelistet sind die fiir diese Arbeit notwendigen, verwendeten Gebrauchsgegensténde.
Alle sonstigen im Labor {iblichen Verbrauchsmaterialien wurden hier nicht separat aufgefiihrt.

Tabelle 15: Auflistung der zuséatzlich verwendeten Materialien

Material: Spezifikation: Hersteller:
hydrophil; schwarzbraun; 25 mm Merck
Polycarbonatfilter Durchmesser; 0,2 pm Millipore
Porengrofie; glatt (Darmstadt)

50 uL Mindest-Probenvolumen;
10 mm Schichtdicke; 12,5 mm x
12,5 mm x 45 mm

Sarstedt
(Niimbrecht)

UV-transparente
Einmal-Kiivette

Tabellarisch dargestellt sind die bendétigten spezifischen Verbrauchsmaterialien.

3.3.5 Gerate

Tabellarisch aufgelistet sind die fiir diese Arbeit verwendeten Gerdte bzw. Apparaturen. Alle im Labor
iiblichen Kleingerite wurden hier nicht separat aufgefiihrt.
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Tabelle 16: Auflistung der verwendeten Geréte

Gerit: Hersteller: Model/Spezifikation:
Getinge Infection Control
Autoklav (Rastatt) HS6606
Vortexer VWR International LLS VV3
(Bruchsal)

Brutschrank Heraeus (Hanau) B 50090 E
Brutkasten Heraeus (Hanau) B15
Feinwaage Kern und Sohn GmbH ABS80-4

(Balingen)
Grobwaage OHAUS (China) Ranger 3000
IKAMAG RCT und
Magnetriihrer Janke & Kunkel (Staufen) | pe 4 cOMBIMAG RCT
Heidolph (Schwabach) MR 2002
pH-Elektrode Mettler Toledo Inlab Routine pH
Spektrometer (1) Thermo Fisher Scientific Genesys 10s UV-Vis
p (Dreieich) Y
Perkin Elmer Instruments .
Spektrometer (2) (Uberlingen) Lambda 40 UV/Vis
. New Brunswick Scientific | Gyrotory Water Bath Shaker
Rundschilttler (1) (Edison, N.J. (USA)) G76
Rundschiittler (2) Infors AG (Bottmingen) Aquatron
Sterilisationsschrank Memmert (Schoénaich) Typ U40
Ultraschallsonde Bandelin eletronic (Berlin) Typ UW60
Koloniezdhler Stuart (Stone (UK)) SC 6+
Werkbank Nunc GmbH (Wiesbaden) 20229 ¢
UV-Lampe Degasa-GmbH (Heidelberg) MinUVIS
Fluoreszenzmikroskop Olympus (Hamburg) Olympus BH2-RFC
Mikroskonkamera VWR International LLS VisiCam 3.0 (72" colour
p (Bruchsal) CMOS)
Phasenkontrastmikroskop Nikon (China) Nikon Eclipse E 100
Tiefkiihltruhe Thermo Fisher Scientific HFC 286 Basic
(Dreieich)
Kiihlzentrifuge Sigma Laboratory (Osterode Centrifuges 4K15
am Harz)
Wasserbad GFL (Brugwedel) 1003
Schiittelwasserbad VWR International LLS 462-0355
(Bruchsal)
American Instruments
French-Presse Company (Silver Spring French Pressure Cell Press
(USA))

Hitachi Koki Co., Ltd.

Tischzentrifuge (Neihu District (Taiwan)) CTISE

Thermoblock Li%ggggfﬁ?gagifggg?c' D1200

Vakuumpumpe VWR I(rgﬁitsi;’gal LLS PM20404-8203
Wasserbad MeCh?\r)l\}z;};eer\gT)r kstat Eigenbau (,, Wuppi®)

Mikrobiologie.

Tabellarisch dargestellt sind die eingesetzten Gerétschaften aus dem Bestand des Arbeitskreises der Chemischen
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3.4 Methoden

3.4.1 Allgemeines Vorgehen

Beschrieben sind die allgemeinen Vorgehensweisen und die dazugehorigen Parameter.

3.4.1.1 Stammeskontrolle, Anzucht und Aufbewahrung der Testkeime

Die Anzucht von Pseudomonas aeruginosa WR1-Kulturen erfolgte ausschlieflich von einer
Reinkultur, die nach einem Verdinnungsaufstrich Vermehrung auf einem nach DIN EN ISO
16266:2008-05 definierten Néhrboden zeigte. Zusatzlich wurden die bewachsenen CN-Agarplatten
kurz unter einer UV-Lampe (366 nm) auf Fluoreszenz der Kolonien hin tberprdft. In Flissigkulturen
erfolgte die Stammkontrolle auch durch Uberpriifung der Einheitlichkeit der Zellen im mikro-
skopischen Praparat.

Bei mittelfristigen Standzeiten wurden Reinkulturen von Pseudomonas aeruginosa WR1 auf CN-
Agarplatten bei 7 °C gelagert. In einem Abstand von maximal 3 Wochen wurden die Organismen auf
frisches Medium tberimpft.

Fur die Langzeitaufbewahrung wurden 0,5 mL einer Ubernachtkultur (ca. 16 h, TSB-Medium
(30 g/L)) in einem Kryoréhrchen mit 0,5 mL sterilem Glycerin versetzt, sorgféltig vermischt und in
einer TiefkUhltruhe bei - 80 °C gelagert.

Zur Beseitigung mdglicher Spilmittelreste wurden alle verwendete Anzuchtgefae bzw.
Schikanekolben vor ihrer Sterilisation mehrmals griindlich mit 50 °C heillem Leitungswasser gespult
und anschlieRend sorgfaltig mit destilliertem Wasser ausgespult. Die Anzucht und Aufbewahrung
von Escherichia coli K12 erfolgte parallel auf TSB-Nahrboden und in TSB-Fliissigmedium.

3.4.1.2 Zellernte, Ansetzen der Zellsuspension und Triibungsmessung

Eine Flussigkultur (Tryptic Soy Broth (TSB)-Vollmedium; Inkubation von ca. 16 h) des Testkeimes
wurde um den Faktor 10 bzw. 100 mit TSB-Flussigmedium auf ein definiertes Endvolumen verdinnt
und bei 37 °C unter stdndigem Schiitteln 60 bis 120 Minuten inkubiert. Die Zellernte erfolgte in der
(beginnenden) exponentiellen Wachstumsphase. Daftir wurde die Zellsuspension aliquotiert und
mittels Zentrifugation (5500 U/min; 10 min; 4 °C) und Resuspendierung der Zellpellets in steriler,
phosphatgepufferter Salzlésung insgesamt dreimal gewaschen. Die so erhaltene Zellsuspension
stellte die Stammsuspension dar.

Die Triibungsmessung der Bakteriensuspensionen erfolgte bei einer Wellenldnge von A = 546 nm
gegen PBS als Nullwert. Dafiir wurden die Zellsuspensionen auf maximal OD = 0,3 herunterverdiinnt
und aus dem Messwert und dem Verdiinnungsfaktor wurde die wahre Triibung der Zellsuspension
berechnet, die dann fiir die weiteren Untersuchungen auf die gebrauchte optische Dichte und auf das
benoétigte Volumen eingestellt werden konnte.

3.4.1.3 Ultraschallbehandlung der Bakteriensuspensionen

Um durch die moglichen gebildeten Zellaggregate entstehenden Ungenauigkeiten bzw. Artefakte in
der Lebendzellzahlbestimmung auszuschlieen, wurden die Zellsuspensionen mittels einer Sonde mit
Ultraschall behandelt (Bandelin eletronic Typ UW60). Dafiir wurde die in einem 1,5 mL-
Mikroreaktionsgefall vorgelegte Zellsuspension unter Kiihlung in einem mit Eis gefiillten Becherglas
einer einminiitigen Ultraschallbehandlung mit einer Intensitdt von 20 bis 100 % (100 % ~ 48 Watt)
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bei einer Frequenz von 20 kHz und einer Stromaufnahme von 0,3 A unterworfen. Dabei wurde die
Ultraschallsonde so in die Zellsuspension getaucht, dass erstens eine homogene Verteilung der
Schallwellen garantiert war und ein schlagartiges Entweichen der Fliissigkeit in Form von kleinen
Tropfen vermieden wurde. Diese mit Ultraschall behandelten Suspensionen wurden dann in den
weiteren Arbeitsschritten untersucht.

3.4.1.4 Lebendzellzahlbestimmung

Die klassische Lebendzellzahlbestimmung durch Auszéhlen der entstandenen Kolonien nach
Kultivierung auf Nahrboden stellte in dieser Arbeit das Referenzverfahren fiir die Beurteilung des
mikrobiologischen Zustandes dar. Dabei wurden im Wesentlichen zwei Verfahren angewendet, die
sich vor allem in Hinblick auf ihre Bestimmungsgrenze unterschieden.

a. Lebendzellzahlbestimmung nach dekadischer Verdinnung

Die Lebendzellzahlbestimmung erfolgte in Anlehnung an DIN 10161-1:1984-02 nach
dekadischer Verdinnung der Probensuspensionen in phosphatgepufferter Salzlosung. Jeweils
100 pL der entsprechend benétigten Verdinnungen wurden je ein- oder zweimal auf eine TSB-
Agar-Platte ausplattiert und mindestens 24 bis 48 h bei 37 °C bebrutet. Die entstandenen Kolonien
wurden mittels eines Koloniezédhlers ausgezéhlt und aus der getétigten Verdinnung, dem
eingesetzten VVolumen und der Anzahl der ausgezéhlten Kolonien wurde nach Wichtung gemaf
DIN 10161-1:1984-02 der Zelltiter in KBE/mL berechnet.

b. Lebendzellzahlbestimmung nach Membranfiltration

Die Lebendzellzahlbestimmung nach Auszéhlen der entstandenen Kolonien auf dem auf einem
Néhrboden kultivierten Filter erfolgte nach DIN EN ISO 16266:2008-05. Dafiir wurden die
Probensuspensionen bei einem Unterdruck von 950 mbar mittels einer Vakuumfiltrationseinheit
(Edelstahl, Sartorius (Gottingen)) auf einen Cellulosenitratfilter (47 mm Durchmesser; 0,45 pm
PorengroRe; Whatman (Japan)) gezogen. Abweichend zur zitierten Norm wurden die Filter dann
luftblasenfrei mittels einer sterilen Filterpinzette auf TSB-Agarplatten (TSB/CASO-Agar
(30 g/L); Roth (Karlsruhe)) gelegt und 24 h bzw. 48 h bei 37 °C inkubiert.

c. Lebendzellzahlbestimmung mittels Z&hlkammer

Als drittes Verfahren fur die Bestimmung der Zellzahl von einer sich in der exponentiellen
Wachstumsphase befindlichen Suspensionen wurde die mikroskopische Z&hlung der Zellen in
einer Zahlkammer nach Neubauer herangezogen. Ein Aliquot einer Suspension bzw. einer
Verdinnung der Stammsuspension wurde in die Netzteilung der Kammer (0,05 mm x 0,05 mm x
0,01 mm (Brand)) gegeben und mit einem eingeschliffenen Deckglas belegt. Insgesamt wurden
die Zellen eines Ansatzes in drei GroRquadraten (GQ) mit jeweils 16 Kleinquadraten (KQ)
ausgezahlt. Der Zelltiter als Zellzahl pro 1 mL (= 1000 mm?®) berechnete sich wie in Formel 1
beschrieben:

Formel 1: Zelltiterbestimmung mittels Zdhlkammer nach Neubauer

_ 7o 1000 mm?
= celehike Langekq - Breitekq - Hohe

Zellzahl]

Zelltiter [ VF
mL

1000 mm?3

- 0,05 mm - 0,05 mm - 0,01 mm VE

= 4-107 - VF

VF = Verdiinnungsfaktor
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Langegq = Breitegq = Seitenldngeicinquadrat = 0,05 mm
Hohe = Abstand Kleinquadrat und Deckglas = 0,01 mm

Zellengq = durchschnittliche Zellzahl pro Kleinquadrat

3.4.1.5 Wasserstoffperoxidquantifizierung

Mittels Zentrifugation (13000 U/min; 10 min) wurden die Zellen der Probensuspensionen als Pellet
abgetrennt und der klare Uberstand wurde in sterile MikroreaktionsgefaBe tberfiihrt und in
Abhé&ngigkeit von der erwarteten Restkonzentration dekadisch verdiinnt. In einer Kivette (Schicht-
dicke d = 1 cm) wurden 635 pL der Probe mit 75 pL Phosphatpuffer versetzt und anschlieRend
wurden 12,5 pLL N, N-diethyl-p-phenylendiamin (DPD)-L6sung hinzugegeben. Die Reaktion wurde
durch Zugabe von einer Peroxidase-Losung gestartet und nach kurzem Ruhren (10 s) wurde die
Absorption bei einer Wellenldnge von A = 551 nm gemessen. Als Referenz diente ein externer
Standard bekannter Konzentration, der parallel aufgearbeitet wurde. Fir die Konzentrations-
berechnung wurde fur das entstehende Semichinondiimin-Radikal-Kation ein molarer Extinktions-
koeffizient von €551 = 21.000 L - mol™ - cm™ (BADER et al. (1988)) herangezogen.

Zur Methodenvalidierung wurden Wasserstoffperoxidlosungen bekannter Konzentration in einer
Verdlnnungsreihe angesetzt (¢ ~ 7 — 60 umol/L) und nach dem oben beschriebenen Verfahren
inklusive des vorherigen Zentrifugationsschrittes quantifiziert. Als Vergleich wurden dieselben
Standards direkt photometrisch vermessen. Nach BIENERT et al. (2007) wurde flr
Wasserstoffperoxid ein molarer Extinktions-koeffizient von €240 = 43,6 L - mol™ - cm™ (A = 240 nm)
angenommen.

3.4.1.6 Pyruvatquantifizierung

In Abhédngigkeit von der erwarteten Konzentration wurden die Pyruvatgehalte in den
Probensuspensionen enzymatisch mittels der L-Lactat-Dehydrogenase oder per HPLC bestimmt.
Die Pyruvatquantifizierung per HPLC erfolgte in Anlehnung an AMARITA et al. (2001) (C18-Séule;
isokratisch (2 g/L H3PQOas)) unter Einbezug eines Korrekturfaktors durch externe Kalibrierung (c =0 —
8 mmol/L).

Tabelle 17: HPLC-Geréateparameter

Pumpe mit Degasser und

Gradientensystem: P580 Pump (Dionex)

ASI-100 Automated Sample Injector

Autosampler:

(Dionex)
UV/Vis-Detektor: UVD340S (Dionex)
Knauer; Eurospher-100
Trennsaule: Eurospher-100; RP-18; 5 um;

250-4,6; endcapped

Dargestellt sind die HPLC-Gerateparameter.
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Tabelle 18: Chromatographische Bedingungen fir die Pyruvatquantifizierung

Trennséule: 100 RP-18; 5 um, 250-4,6; endcapped
mobile Phase 2 g/L H3POg4 (isokratisch)
Fluss: 1 mL/min

UV-Detektion bei einer

Detektion: Detektionswellenldnge A =210 nm
Temperatur: 25 °C
Injektionsvolumen: 10 ul

Dargestellt sind die chromatographischen Parameter fiir die Quantifizierung von Pyruvat per HPLC.

Die photometrisch-enzymatische Pyruvatquantifizierung erfolgte in Anlehnung an GERHARZ
(2003) nach LAMPRECHT und HEINZ (1985) unter Einsatz der L-Lactat-Dehydrogenase. Unter
Einbezug eines Korrekturfaktors wurde die Pyruvatkonzentration in den Uberstanden der
abgetrennten Zellsuspension enzymatisch ermittelt. Fur den Korrekturfaktor wurde eine
Pyruvatloésung bekannter Konzentration (¢ ~ 3 mg/mL) in Mineralmedium mit zugesetztem Rinder-
serumalbumin (2 mg/mL RSA; Fraktion V) analog zu den Proben aufgearbeitet und gelagert. Die
Sensitivitat dieser Methode wurde abweichend von den Autoren bezogen auf das eingesetzte
Photometer (Genesys 10s UV-VIS; Thermo Fisher Scientific) auf AE = 0,01 rel. E. verscharft.
Messgrofle war der Verbrauch an NADH, der photometrisch bei einer Wellenldnge von A = 340 nm
mit einem Extinktionskoeffizienten von £ = 6.300 L-mol*.cm® (BERGMEYER (1975)) verfolgt
wurde. Dargestellt ist das Pipettierschema in Anlehnung an LAMPRECHT und HEINZ (1985).

Tabelle 19: Pipettierschema und Arbeitsanweisungen zur photometrisch-enzymatischen Pyruvat-
quantifizierung

Substanz: Volumen Konzentration im
[mL]: Ansatz:
Probe/Standard 0,5 maximal 0,12 mmol/L
: : 0,160 mol/L(TEA)
Triethanolaminpuffer 0,25 1,18 mmol/L (EDTA)
NADH 0,02 0,179 mmol/L
Durchmischung mittels Spatel, 1. Absorptionsmessung E1
L-LDH | 001 | 5,76 KU/L

Durchmischung mittels Spatel, nach 10 min
2. Absorptionsmessung E>
L-LDH | 001 | 5,76 kU/L
Durchmischung mittels Spatel, 3. Absorptionsmessung E3

Tabellarisch dargestellt sind das Pipettierschema und die Arbeitsanweisungen nach LAMPRECHT und HEINZ
(1985) fur die enzymatische Pyruvatquantifizierung.

Der Pyruvatgehalt cprone(Pyruvat) [mol/L bzw. mmol/L] in der fur die Messung aufbereiteten Probe
wurde wie in Formel 2 berechnet.

Formel 2: Enzymatisch - photometrische Pyruvatquantifizierung

[(E; — Ep) — Es] ' (Verobe *+ Vpusrer + Vnapu + Vi-Lon)

C Pyruvat) =
Probe( y ) (S K d) VProbe
_ AE (0,5 mL + 0,25 mL + 0,02 mL + 0,01 mL)
(6300 _L 4 cm) 0,5 mL
mol - cm
_ AE 156 = 1,56 - AE [mol] _ 1,56 AE [mmol]
(6300 L) 6300 L 6,3 L
mol
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Ex = Absorptionswert bei der x. Messung

Vx = Volumen der Komponente x in mL

¢ = molarer Extinktionskoeffizient (NADH) bei A = 340 nm = 6300
mol - cm

d = Schichtdicke der Kiivette = 1 cm

AE = Absorptionswertdifferenz

Zur Methodenvalidierung wurden in Anlehnung an GERHARZ (2003) Pyruvatlésung bekannter
Konzentration (¢ = 0,006 — 0,16 mmol/L) nach dem oben beschriebenen Verfahren gquantifiziert.
AnschlieRend wurden dieselben Proben in einem Thermoblock 20 min auf 80 °C erhitzt und dann
durch Lagerung auf Eis auf Raumtemperatur gebracht. Der Pyruvatgehalt der Standards wurde erneut
mit demselben Verfahren quantifiziert. Nach eintdgiger Lagerung der Standards bei - 18 °C wurden
diese mittels eines Wasserbades auf Raumtemperatur gebracht und die Pyruvatgehalte wieder
photometrisch erfasst.

3.4.1.7 Zellaufschluss und Proteinquantifizierung

Ein definiertes Volumen der Probensuspensionen wurde mittels Zentrifugation (5500 U/min; 20 min;
4 °C) und anschlieBender Resuspendierung der Zellpellets in phosphatgepufferter Salzlésung auf ein
gewinschtes Endvolumen eingeengt. Nach Desoxyribonuklease-Zusatz (ca. 0,3 mg oder 0,1 mL
einer Stammlésung mit ¢ = 3 mg/mL) wurden die Zellen mittels French-Presse bei 8 MPa
aufgeschlossen und die Zelltrummer wurden mittels Zentrifugation (5500 U/min; 20 min; 4 °C)
abgetrennt.

Die Proteinquantifizierung erfolgte nach der Methode nach BRADFORD (1976) durch Coomassie
Brillant Blue G-250-Zugabe und Absorptionsmessung bei A = 595 nm unter Beriicksichtigung der
zugegebenen Enzymmenge. Der Rohextrakt wurde dafiir mittels phosphatgepufferter Salzlgsung fir
die Messung geeignet in Abhangigkeit von der erwarteten Proteinkonzentration verdiunnt. 100 uL
dieser Verdiinnungen wurden zu 1000 uL. BRADFORD-Reagenz gegeben. Nach Durchmischung und
Inkubation bei Raumtemperatur fiir 2 min wurden die Proben nach erneuter Durchmischung in
Kivetten Gberfihrt und photometrisch vermessen. Fir die externe Kalibrierung wurde
Rinderserumalbumin (c = 0,005 — 0,11 mg/mL); RSA,; Fraktion V) verwendet. Die lineare Regression
aus den Analysewerten liefert die Kalibriergerade der Form y = 6,2404 x - 0,0013 (R? = 0,9876).
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Abbildung 1: Kalibriergerade fur die Quantifizierung des Proteingehaltes nach BRADFORD (1976)

100 pL von Proteinldsungen bekannter Konzentration (¢ = 0,005 — 0,11 mg/mL) wurden mit 1000 unLL. BRADFORD-
Reagenz versetzt und 2 min bei Raumtemperatur nach Durchmischen inkubiert. Anschliefend wurden die Standards nach
erneuter Durchmischung photometrisch (A = 546 nm) vermessen.

3.4.1.8 Katalasevolumenaktivitatsbestimmung

Die Katalasevolumenaktivitatsbestimmung erfolgte nach LERING (2008) in Anlehnung an THON et
al. (2007). Die Messung fand bei Raumtemperatur aus dem Rohextrakt statt. Dafir wurden 50 pL des
Rohextraktes in 950 uL Phosphatpuffer gegeben und mit 2 pL Wasserstoffperoxidlosung (35 % (v/Vv))
(Konzentration im Ansatz von c(H202) = 25 mM) versetzt. Durch Messen der Absorptionsabnahme
bei einer Wellenldnge von A = 240 nm wurde mittels einer Auswertesoftware (UV Kinlab, Perkin
Elmer) aus dem linearem Angangsbereich der Absorptionskurve die Absorptionsdifferenz pro Minute
(= AE/min) ermittelt. Fir Wasserstoffperoxid wurde ein molarer Extinktionskoeffizient von
€240 = 43,6 M1 - cm™ (A = 240 nm) (BIENERT et al. (2007)) angenommen. Als Blindprobe wurden
50 pL einer Rinderserumalbuminlosung (¢ = 0,26 mg/mL, Fraktion V, Roth) in den Phosphatpuffer
pipettiert und ebenfalls mit 2 ulL konzentrierter Wasserstoffperoxidlésung (Konzentration von
c(H20.) = 25 mmol/L) versetzt. Anschlielend wurde wie oben bereits beschrieben die Absorption
bei einer Wellenldnge von A = 240 nm fiir 2 min verfolgt. Die Katalasevolumenaktivitat Ay der
Suspension wurde wie in Formel 3 berechnet:

Formel 3: Berechnung der Katalasevolumenaktivitét

AE
[ mol _ m ) Vp + VZE + VHZOZ ) h
v min - L SHzoz VZE VAV

umol mol 1000 - 1000 [umol L

U
A = A —_— = A .
v [min -mL v [mL] v [min -L 1000 mol - mL

AE

—— = Absorptionsdifferenz pro Minute
min
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€y,0, = molare Extinktionskoeffizient (H,0,) bei A = 240 nm
Vp = Volumen Puffer in Kiivette [mL]
Vzr = Volumen Zellextrakt in Kiivette [mL]
Vy,0, = Volumen H,0, in Kiivette [mL]
Vev = Endvolumen (Suspension) nach Zentrifugation [mL]

Vav = Anfangsvolumen (Suspension) nach Zentrifugation [mL]

Die spezifische Katalaseaktivitdt As [U/mg] der Suspension wurde aus der ermittelten VVolumen-
aktivitdt Av und dem Proteingehalt B errechnet.

Formel 4: Berechnung der spezifischen Katalaseaktivitat

umol U
AS[U]z Ay min - mL] _ AV[mL]
m m

mel pml b lRE

3.4.2 Fluoreszenzmikroskopische Vitalitatsbestimmung

In Vorversuchen wurden die ausgewahlten fluoreszenzmikroskopischen Methoden in Hinblick auf
ihre Zuverlassigkeit und ihre Wiederfindung tberprift. Als Referenzverfahren diente die klassische
Lebendzellzahlbestimmung nach DIN 10161-1:1984-02.

3.4.2.1 CTC-Farbung

Die Vitalfarbung mit 5-Cyano-2,3-ditolyl-tetrazoliumchlorid (CTC) erfolgte in Anlehnung an
RODRIGUEZ et al. (1992). Ausgehend von Stammsuspensionen mit einer optischen Dichte von
OD; = 2,0 und OD; = 0,2 (siche Punkt 3.3.1.2.) wurden fiir die Vitalfirbung jeweils 100 pL der 10°-
oder der 10'-Verdinnung zu 100 pL einer 5-Cyano-2,3-ditolyltetrazoliumchloridlésung
(Endkonzentration von ¢ = 1,6 mg/mL) gegeben und 4 h im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend wurde dieser Ansatz quantitativ Uber einen mit PBS angefeuchteten Cellulose-
nitratfilter (PorengréRe 0,2 um; effektive Filterfliche von A = 1007 mm? (Sartorius stedim)) mittels
eines Vakuumfiltrationsgefales filtriert und dann mit 10 mL PBS nachgespult. Der Filter wurde in
eine Petrischale Uberfuhrt und im Dunkeln bei Raumtemperatur in einem Exsikkator getrocknet.
AnschlieBend wurde ein Teilstlick des Filters zwischen einem Deckglas und einem Objekttrager in
Immersionsol eingebettet und fluoreszenzmikroskopisch (Olympus BH2; Filterkombination G,
Anregungsfilter BP 545, Teilerspiegel DM570, Sperrfilter 590) bei 1250-facher VergroRerung
betrachtet. Mittels einer Mikroskopkamera (VisiCam 3.0 (*2” colour CMOS), VisiCam) und einer
Analysesoftware (VisiCam Image Analyser; VWR International, LLC (Darmstadt)) wurden von
beliebig ausgewéhlten Bildausschnitten (0,06 mm x 0,045 mm) Aufnahmen gemacht und die rot
fluoreszierenden Partikel ausgezéhlt. Aus der Multiplikation des arithmetischen Mittels der roten
Partikel pro Gesichtsfeld (GF) mit dem Mikroskopfilterflichenfaktor (3,7-10° (Quotient aus der
effektiven Filterflaiche und der Gesichtsfeldflache)), dem Verdunnungsfaktor und dem Volumen-
faktor wurde der Lebendzelltiter in Lebendzellzahl pro mL bestimmt.
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Formel 5: Zelltiterbestimmung nach CTC-Farbung

AFilterﬂéche
Langegr - Breitegg

Zellzahl]

Zelltiter [ = Partikelgp -

T Téritte _ (17,9 mm)?

= 006mm-0045mm '~ 0,06 mm-0,045mm "¢

1007 mm?

= —— . VF
2,7 -1073 mm?2

= 3,7-10%-VF
VF = Verdiinnungsfaktor
Langegr = Seitenldngegesichtstela = 0,06 mm
Breitegr = Seitenbreitegesichisfela = 0,045 mm
Partikelgr = durchschnittliche Partikelzahl pro Gesichtsfeld
Afitterfische = effektive Filterfliche = Flichegyite = T * Maritte

Tpritte = Radiusgpite = 17,9 mm

3.4.2.2 Live/Dead-Farbung

Um den eventuellen Einfluss von Zellaggregate auf die fluoreszenzmikroskopische Bestimmung
auszuschlieRen, wurde fur die Methodenvalidierung der Vitalfarbung mittels des LIVE/DEAD®
BacLight™ Bacterial Viability Kits mit dem Laborstamm Escherichia coli K12 gearbeitet. Die
dargestellte Methode wurde dann auf Arbeiten mit Pseudomonas aeruginosa WR1 (bertragen. In
Abhingigkeit von der Ausgangslebendzellzahl wurde die 10°1- oder die 10-2-Verdiinnung angefarbt.
In Anlehnung an BOULOS et al. (1999) wurde modifiziert nach JOYNER (aufgerufen am 21. Januar
2015) ein Aliquot der Stammsuspension nach einfacher dekadischer Verdiinnung mit den Farbstoffen
Propidiumiodid (Wirkkonzentration von ¢ = 30 pumol/L) und SYTO 9 (Wirkkonzentration von
¢ = 5,6 umol/L) versetzt und bei Raumtemperatur im Dunkeln 20 min inkubiert. Anschliefend wurde
die angefarbte Bakteriensuspension auf einen braun-schwarzen Polycarbonatfilter der PorengroRRe
0,2 um filtriert und auf dem Filter ca. 16 h in einer verschlossenen Petrischale in einem Exsikkator
unter Lichtausschluss getrocknet. Ein Teilstuck des Filters wurde zwischen einem Deckglas und
einem Objekttrager in Ol (mounting oil) eingebettet und fluoreszenzmikroskopisch (Olympus BH2;
Filterkombination B, Anregungsfilter BP 490, Teilerspiegel DM500, Sperrfilter 515) bei 1250-facher
VergroBerung betrachtet. Mittels einer Mikroskopkamera (VisiCam 3.0 (!2” colour CMOS),
VisiCam) und einer Analysesoftware (VisiCam Image Analyser; VWR International, LLC
(Darmstadt)) wurden Aufnahmen von den angeférbten Bakterien erfasst. Von insgesamt 40
Gesichtsfeldern (0,06 mm x 0,045 mm) wurden die grun fluoreszierenden Stadbchen (= Lebendzellen)
ausgezéahlt. Aus der Multiplikation des arithmetischen Mittels der Stdbchen pro Gesichtsfeld mit dem
Mikroskopfilterflachen- (= 1,2 - 10°), dem Volumen- und dem Verdinnungsfaktor wurde der
Lebendzelltiter in Lebendzellzahl pro mL bestimmt.

Formel 6: Zelltiterbestimmung nach LIVE/DEAD-Farbung

Zellzahl N
Zelltiter [ ] = Zellengp - — Fllterﬂach? ‘
Langecy - Breitegg
LN rI%ritte 1+ (10 mm)?

= 006mm-0045mm '~ 0,06 mm-0,045mm
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314 mm?

= —— —.VF
2,7 -1073 mm?2

= 1,2-10%-VF
VF = Verdiinnungsfaktor
Langegr = Seitenldngegesichtstela = 0,06 mm
Breitegr = Seitenbreitegesichisfela = 0,045 mm
Zellengg = durchschnittliche Anzahl griinfluoreszierender Zellen pro Gesichtsfeld
Arilterfiache = effektive Filterfliche = Flichegyite = T * Mirigte

Teritte = RadiuSgrigre = 10 mm

3.4.3 Orientierungsversuche

Die dargestellten Versuche dienten der Bestimmung wachstumskinetischer Parameter und dem
Ausschluss von Artefakten, die durch die durchgefiihrte Zellernte bzw. -préparation entstehen und
sich negativ auf die Bestimmung der Lebendzellzahl auswirkten konnten.

3.4.3.1 Wachstum von Pseudomonas aeruginosa WR1 in Flussigmedien

a. TSB-Flissigmedium:

Eine Flussigkultur (TSB-Vollmedium; Inkubation von ca. 16 h) von Pseudomonas aeruginosa
WR1 wurde um den Faktor F = 50 mit TSB-Flussigmedium auf ein Endvolumen von 100 mL
verdunnt und bei 37 °C unter standigem Schitteln inkubiert. In einem Abstand von 30 min wurde
ab dem Zeitpunkt t = 0 min ein definiertes Volumen der Bakteriensuspension entnommen, in ein
2 mL-MikroreaktionsgefaR Gberfiihrt und auf Eis gekihlt, bis fir die Lebendzellzahlbestimmung
eine dekadische Verdunnung stattfand. Die Lebendzellzahlbestimmung erfolgte wie bereits
beschrieben in Anlehnung an DIN 10161-1:1984-02 (siehe Punkt 3.4.1.4).

Parallel wurde die optische Dichte der entnommenen Bakteriensuspension zu den jeweiligen
Zeitpunkten bei einer Wellenldnge von A= 546 nm gegen eine phosphatgepufferte Salzlosung
gemessen (siehe Punkt 3.4.1.2).

b. Mineralmedium nach DORN et al. (1974) und BIGNUCOLUO et al. (2013):

Eine Flussigkultur (Mineralmedium nach DORN et al. (1974) und BIGNUCOLO et al. (2013))
von Pseudomonas aeruginosa WR1 wurde um den Faktor F = 5, 10 oder 100 mit dem gleichen
Mineralmedium auf ein Endvolumen von 20 mL oder 200 mL verdunnt und bei 37 °C unter
stdéndigem Schdtteln inkubiert. In einem Abstand von 15 min wurde ab dem Zeitpunkt t = 0 min
ein definiertes Volumen der Bakteriensuspension entnommen und von diesem Aliquot wurde die
optische Dichte bei einer Wellenldnge von A= 546 nm gegen eine phosphatgepufferte Salzlésung
gemessen. Aus den gewonnenen Ergebnissen der Lebendzellzahlbestimmung wurden die
Teilungsrate v und die Generationszeit g ermittelt. Die Wachstumsrate L und die Verdopplungs-
zeit tq wurden anhand der Zunahme der optischen Dichte als indirektes Mal? der Bakterienmasse
berechnet.
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Formel 7: Vermehrungsparameter (Bakterienzahl (BZ)):

logN, —logN;  mpz [ 1

Teil tev = - min
eilungsrate v (t, —t;)log2  log2 lmin

1 1
reiungsrates [ = 0.0 [ L]
elungsrate v h L min

1
Generationszeit g = — [min]
v

Generationszeit g [h] = 6;g() [min]

N/, = Lebendzellzahl zum Zeitpunkt 2/1
t2/1 = Zeltpunkt 2/1 [h]
mpy = Steigung der linearen Regression fiir die Bakterienzahl

Formel 8: Wachstumsparameter (Bakterienmasse (BM)):

Inx, —Inxy 1
Wachstumsrate gy = ————  =m [—]
t2 - tl min

1 1
Wachstumsrate p [H] =60-pu [ﬁ]

) In2 In2_
Verdopplungszeit ty = o = [min]

t
Verdopplungszeit ty[h] = 6—% [min]
X,/1 = Bakterienmasse zum Zeitpunkt 2/1

t,/1 = Zeitpunkt 2/1 [h]

mpy = Steigung der linearen Regression fiir die Bakterienmasse

3.4.3.2 Zentrifugation von Pseudomonas aeruginosa WR1-Kulturen

Von einer unter Punkt 3.4.1.2 beschriebenen Zellkultur von Pseudomonas aeruginosa WR1 und
Escherichia coli K12 wurde zur Lebendzellzahlbestimmung vor und nach jedem Zentrifugations-
schritt (5500 U/min; 10 min; 4 °C) eine Aliquot entnommen und auf Eis gekuhlt. Die Proben wurden
ebenfalls gekiihlt und abweichend zur oben beschriebenen Durchfithrung in demselben Uberstand
wieder suspendiert. Die Pseudomonas aeruginosa WRZ1-Suspensionen wurden zusétzlich unter
Phasenkontrast nach Motic bei 1000facher VergrolRerung betrachtet und von zuféllig ausgewahlten
Bildaufschnitten wurden Aufnahmen genommen.

3.4.3.3 Ultraschallbehandlung von Pseudomonas aeruginosa WR1-Kulturen nach
Langzeitinkubation

Eine unter Punkt 3.4.1.2 beschriebene Zellsuspension von Pseudomonas aeruginosa WR1 mit einer
anfangs eingestellten optischen Dichte von OD = 0,2 wurde in einem Volumen von 20 mL in sterile
100 mL-Schikanekolben Gberflhrt, mit 5 mL steriler PBS verdiinnt und bei 37 °C unter stdndigem
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Schitteln inkubiert. Ein Aliquot der Bakteriensuspension wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten in
ein steriles Mikroreaktionsgefal uberfihrt und mit Ultraschall nach Punkt 3.4.1.3 unterschiedlicher
Intensitat behandelt. AnschlieRend erfolgte die Lebendzellzahlbestimmung nach DIN 10161-1:1984-
02. Parallel wurde die optische Dichte der Zellsuspension vor der Ultraschallbehandlung bei einer
Wellenlénge von A = 546 nm ermittelt. Es wurden insgesamt drei Suspensionen in 3 Schikanekolben
untersucht. Zu ausgewdhlten Zeitpunkten wurden die Pseudomonas aeruginosa WR1-Suspensionen
zusétzlich unter Phasenkontrast bei 1000facher VergroRerung betrachtet und von zufallig
ausgewahlten Bildaufschnitten wurden Aufnahmen genommen.

3.4.3.4 Wasserstoffperoxidzehrung durch Pyruvatzusatz

Eine Wasserstoffperoxidldsung der Konzentration von co = 2 mmol/L wurde um den Faktor F = 2 mit
einer Pyruvatlosung (co = 14 mmol/L) verdiinnt und bei Raumtemperatur permanent geschittelt. Zu
unterschiedlichen Zeitpunkten wurde ein Aliquot dieses Reaktionsansatzes entnommen und
anschlieend die Wasserstoffperoxidkonzentration direkt oder nach dekadischer Verdiinnung mit
phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) photometrisch mittels des enzymatischen DPD-Verfahrens
(siehe Punkt 3.4.1.5) bestimmt.

Fir die Bestimmung der Pyruvatkonzentration wurde zu dem jeweiligem Untersuchungszeitpunkt ein
Aliquot des Reaktionsansatzes ebenfalls enthommen und mit Katalaselésung (¢ = 10 mg/mL)
versetzt. Nach Hitzefallung (80 °C; 20 min), Abkiihlung mit Eis und anschlieBender Abtrennung des
prazipitierten Enzyms durch Zentrifugation (5500 U/min; 20 min; 4 °C) wurde die Pyruvat-
konzentration per HPLC (C18-Séule; isokratisch (0,2 % HsPQOs4); Raumtemperatur; siehe Punkt
3.4.1.6) bestimmt.

3.4.4 Langzeitinkubation von Pseudomonas aeruginosa WR1 und Escherichia coli
K12

Die unter Punkt 3.4.1.2 beschriebenen Suspensionen von Pseudomonas aeruginosa WR1 und
Escherichia coli K12 mit einer eingestellten optischen Dichte von OD = 0,2 wurden in einem
Volumen von 20 mL in insgesamt 9 100 mL-Schikanekolben (berfiihrt. Jeweils 3 Schikanekolben
wurden mit 5 mL steriler physiologischer NaCl-Lésung (0,85 % (w/v)), 5 mL steriler PBS oder 5 mL
sterilem, bidestilliertem Wasser versetzt. AnschlieRend wurden die Proben unter stdndigem Schitteln
(160 rpm) unter Lichtausschluss bei 37 °C inkubiert. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten wurden von
allen neun Proben Aliquote zur Lebendzellzahlbestimmung nach Punkt 3.4.1.4 und zur Ermittlung
der optischen Dichte nach Punkt 3.4.1.2 genommen.

3.4.5 Wasserstoffperoxidbehandlung von Pseudomonas aeruginosa WR1

Grundlegend wurde eine ndhrstofffreie bzw. -arme Zellkultur von Pseudomonas aeruginosa WR1 in
ihrer Ausgangslebendzellzahl definiert angesetzt und dann mit Wasserstoffperoxid versetzt. Nach
Neutralisation des Desinfektionsmittels durch Verdinnung oder Katalasezusatz wurde der
bakteriologische Zustand der Suspension erfasst. Grafisch dargestellt ist der grundlegende
Versuchsdurchlauf der beschriebenen Desinfektionsversuche.

-35-



Material und Methode

A Zellemte (exponentielle Wachstumsphase)
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Abbildung 2: Beurteilung des bakteriologischen Zustandes nach Wasserstoffperoxidbehandlung

Eine Bakteriensuspension des Testkeimes wurde in der exponentiellen Wachstumsphase durch Zentrifugation und
Resuspendierung geerntet und dann auf eine definierte optische Dichte eingestellt. Alternativ wurden zu den Proben in
der exponentiellen Wachstumsphase zusétzlich D/L-Serinhydroxamat (SHX) zugesetzt. Direkt, nach Zusatz von Pyruvat
oder nach Langzeitinkubation wurden die Suspensionen mit Wasserstoffperoxid (H202) versetzt und inkubiert. Nach
Neutralisation des Desinfektionsmittels wurde in den desinfizierten Ansédtzen der Riickgang des Lebendzellzahl (LZZ)
und der Verbrauch an Wasserstoffperoxid (c(H202)) verfolgt.

3.4.5.1 Einsatz von Zellkulturen unterschiedlicher Anfangstriibung

Zu 850 pL einer Versuchssuspension beschrieben nach 3.4.1.2 mit einer anfanglichen optischen
Dichte von OD; = 2; OD, = 1; OD3 = 0,5 oder ODs = 0,25 wurden in einem 2 mL-
MikroreaktionsgefaR 850 uL einer Wasserstoffperoxidlosung mit einer Konzentration von
c(H202) = 0,15 mg/mL gegeben. Nach einstiindiger Inkubation bei 37 °C unter Schiitteln (160 rpm)
wurden fur die Lebendzellzahlbestimmung und zur Neutralisierung uberschissigen Wasserstoff-
peroxids Verdunnungsreihen in phosphatgepufferter Salzlésung angesetzt. Es wurden dann wie unter
Punkt 3.4.1.4 beschrieben die Lebendzellzahl und wie unter Punkt 3.4.1.5 die Wasserstoff-
peroxidkonzentration bestimmt. Jeder Versuchsansatz wurde fur die entsprechende Ausgangs-
lebendzellzahl vierfach durchgefihrt.

3.4.5.2 Einsatz von Wasserstoffperoxidldsungen unterschiedlicher Konzentration

850 uL einer unter Punkt 3.4.1.2 beschriebenen Bakteriensuspension von Pseudomonas aeruginosa
WRL1 mit einer optischen Dichte von OD = 1,0 wurden in einem 2 mL-Mikroreaktionsgefall mit
850 uL. einer Wasserstoffperoxidlésung unterschiedlicher Konzentration (¢ = 0 — 2,2 mg/mL)
versetzt. Danach wurden die Zellsuspensionen bei 37 °C unter Schitteln (160 rpm) inkubiert. Nach
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einstundiger Inkubation wurden fur die Lebendzellzahlbestimmung und zur Neutralisierung tber-
schiissigen Wasserstoffperoxids Verdinnungsreihen in phosphatgepufferter Salzlosung angesetzt.
Der Zelltiter wurde dann wie bereits unter Punkt 3.4.1.4 beschrieben bestimmt. Jeder VVersuchsansatz
wurde fur die entsprechende Wasserstoffperoxidkonzentration dreifach durchgefiihrt. Die
Wasserstoffperoxidrestkonzentration wurde nach Punkt 3.4.1.5 quantifiziert.

3.4.5.3 Einsatz von Nahrbéden mit unterschiedlichen Supplementen

850 uL einer unter Punkt 3.4.1.2 beschriebenen Bakteriensuspension von Pseudomonas aeruginosa
WR1 mit einer optischen Dichte von OD = 2 wurden in einem 2 mL-Mikroreaktionsgefall mit 850 uL
einer Wasserstoffperoxidlosung der Konzentration c(H202) = 2,2 mg/mL versetzt. Danach wurden
die Zellsuspensionen bei 37 °C unter Schiitteln (160 rpm) inkubiert. Nach einsttindiger Inkubation
wurden fur die Lebendzellzahlbestimmung und zur Neutralisierung Uberschissigen Wasserstoff-
peroxids Verdinnungsreihen in phosphatgepufferter Salzlosung angesetzt. Der Zelltiter wurde dann
wie bereits unter Punkt 3.4.1.4 beschrieben bestimmt. Als Né&hrboden wurden neben TSB-
Agarplatten (30 g/L) TSB-Agarplatten, die mit Pyruvat (1 % (w/v)) oder Acetat (0,74 % (w/v))
versetzt wurden (siehe Punkt 3.3.2.2), eingesetzt.

Jeder Versuchsansatz wurde fir die entsprechende Wasserstoffperoxidkonzentration dreifach
durchgefuhrt. Die Restkonzentration an Wasserstoffperoxid wurde nach Punkt 3.4.1.5 quantifiziert.

3.4.5.4 Desinfektion mit Chlordioxid und Einsatz von mit Pyruvat supplementierten
Né&hrboden

Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte in Anlehnung an DUCRET et al. (2014). 50 mL der unter Punkt
3.4.1.2 beschriebenen Bakteriensuspensionen von Escherichia coli K12 oder Pseudomonas
aeruginosa WR1 mit einer Anfangstriibung von OD = 0,2 wurden in sterile 200 mL-Schikanekolben
uberfuhrt und mit 1 mL einer Chlordioxidlésung (co(ClO2) = 10,2 mmol/L) versetzt. Anschliefend
wurden die Proben 1 h unter stdndigem Schiitteln (160 rpm) und Lichtausschluss bei 37 °C inkubiert.
Als Referenz dienten nur mit sterilem Wasser (bidestilliert) verdiinnte Proben. Vor den
Probennahmen fur die Lebendzellzahlbestimmung wurden zu allen Ansdtzen 5 mL einer steril
filtrierten Natriumthiosulfatlésung (co(Na2S203) = 0,4 mmol/L) gegeben. Die Proben wurden 5 min
bei Raumtemperatur durchmischt. Als N&hrbdden wurden neben TSB-Agarplatten (30 g/L) TSB-
Agarplatten, die mit Pyruvat (1 % (w/v)) versetzt wurden, verwendet. Die Lebendzellzahlen der mit
Chlordioxidlosung versetzten Kulturen und der Kontrollansétze wurden in einer Dreifachbestimmung
ermittelt. Insgesamt wurden pro Testkeim 8 Versuchsdurchldufe durchgefihrt.

3.4.5.5 Zusatz von Pyruvat und Acetat

In Anlehnung an TROXELL et al. (2014) wurden wie unter Punkt 3.4.1.2 beschrieben definierte
Suspensionen mit einer optischen Dichte von OD;1 = 0,5 oder OD- = 0,1 angesetzt. Die Suspensionen
wurden dann in 2 mL-MikroreaktionsgefaRen mit Wasserstoffperoxid, Pyruvat, Acetat und/oder als
Kontrolle nur mit PBS versetzt. Dargestellt ist das Pipettierschema fur das Ansetzen der unterschied-
lichen Versuchsansétze. Fir jeden Versuchsansatz wurde eine Dreifachbestimmung durchgefiihrt.
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Tabelle 20: Pipettierschema fir den Zusatz von Pyruvat zur Wasserstoffperoxidbehandlung

Proben:

Zell-

eingesetztes suspension H202 H202 Pyruvat | Pyruvat Acetat

B (12 (6 (42 (12 (12 PBS

>/B%|;er?cehnnung: ((.C))g:_g;) mmol/L) | mmol/L) | mmol/L) | mmol/L) | mmol/L) | [uL]:

[ul] [uL]: [uL]: [uL]: [uL]: [uL]:
Kontrolle 1000 0 0 0 0 0 500
1 mmol/L 1000 0 250 0 0 0 250
H202
2 mmol/L
H202
2 mmol/L
Pyruvat
7 mmol/L
Pyruvat
1 mmol/L
H.O, + 2
mmol/L
Pyruvat
2 mmol/L
H.O, + 2
mmol/L
Pyruvat
2 mmol/L
Acetat
Externer
Standard:
1 mmol/L
H.O»
Externer
Standard:
2 mmol/L
H.O»
Externer
Standard:
1 mmol/L
H.0, +
2 mmol/L
Pyruvat
Externer
Standard:
2 mmol/L
H.0, +
2 mmol/L
Pyruvat

Tabellarisch dargestellt ist das Pipettierschema fiir Wasserstoffperoxidbehandlung und die Inkubation mit Pyruvat und
Acetat.

1000 250 0 0 0 0 250

1000 0 0 0 250 0 250

1000 0 0 250 0 0 250

1000 0 250 0 250 0 0

1000 250 0 0 250 0 0

1000 0 0 0 0 250 250

0 0 250 0 0 0 1250

0 250 0 0 0 0 1250

0 0 250 0 250 1000

0 250 0 0 250 0 1000

-38-



Material und Methode

3.45.6 Einsatz von Zellkulturen unterschiedlichen Inkubationsalters

Die unter Punkt 3.4.1.2 beschriebenen Zellsuspensionen mit einer optischen Dichte von OD =1
wurden in einem Volumen von 100 mL in vier sterile 500 mL-Schikanekolben tberfiihrt und bei
37 °C unter stdndigem Schutteln (160 rpm) inkubiert. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten (0d, 1d, 4 d,
8 d und 12 d) wurden jeweils 850 uL der vier Suspensionen entnommen und separat in 2 mL-
Mikroreaktionsgefale mit jeweils 850 uL einer Wasserstoffperoxidldsung einheitlicher Konzen-
tration (c(H202) = 2 g/L) versetzt. AnschlieBend wurden die Probenansédtze 1 h bei 37 °C unter
stdndigem Schitteln (160 rpm) inkubiert. Als Kontrolle dienten Ansatze, die nur mit sterilem Wasser
versetzt wurden.

Fur die Lebendzellzahlbestimmung wurden nach Zusatz von 5 pL einer Katalaseldsung
(c =10 mg/mL) und nach geeigneter dekadischer Verdiinnung (siehe Punkt 3.4.1.4) dieselben Zell-
suspensionen zusatzlich zu dem Standard-TSB/CASO-Agar (30 g/L) auch auf supplementiertem
Agar (TSB-Pyruvatagar (1 % (w/v); siehe Punkt 3.3.2.2) aufgetragen.

Die Wasserstoffperoxidkonzentration wurde nach Punkt 3.4.1.5 mittels des enzymatischen DPD-Ver-
fahrens bestimmt.

3.4.6 Vitalitatsbestimmung von Pseudomonas aeruginosa WR1 nach Langzeit-
inkubation und Wasserstoffperoxidbehandlung

Eine unter Punkt 3.4.1.2 definierte Stammsuspension von Pseudomonas aeruginosa WR1 mit einer
eingestellten optischen Dichte von OD = 1,0 wurde in einem Volumen von 10 mL jeweils in
insgesamt 4 sterile 100 mL-Schikanekolben uberfiihrt. Die vier Probensuspensionen wurden dann
unter Lichtausschluss bei 37 °C unter stdndigem Schutteln inkubiert. Zu ausgewéhlten Zeitpunkten
(0d,2d, 6 dund 8 d) wurden separat aus den unterschiedlichen Schikanekolben 850 uL der
Bakteriensuspensionen in 2 mL-MikroreaktionsgefaRe Uberfihrt, mit 850 uL einer Wasserstoff-
peroxidlosung (c(H202) = 2 g/L) versetzt und erneut 1 h unter stindigem Schiitteln (160 rpm) unter
Lichtausschluss bei 37 °C inkubiert (= Desinfektion). Als Kontrolle dienten Versuchsansétze, die
statt der Wasserstoffperoxidldsung steriles Wasser enthielten (= Kontrolle). Der externe Standard flr
die Wasserstoffperoxidquantifizierung bestand aus 850 pL steriler PBS und 850 pL der oben
beschriebenen Wasserstoffperoxidlésung.

Vor der Lebendzellzahlbestimmung nach Punkt 3.4.1.4 wurden 250 pL aller Bakteriensuspensionen
(Desinfektion und Kontrolle) mit 5 pL einer steril filtrierten Katalaselésung (¢ = 10 mg/mL) versetzt.
Parallel wurden 600 pL der oben genannten Suspensionen mit 12 pL der bereits beschriebenen
Katalaselosung versetzt. AnschlieBend wurden die zweifach dekadischen Verdinnungen dieser mit
Katalase versetzten Probensuspensionen in Anlehnung an BOULOS et al. (1999) und modifiziert
nach JOYNER (aufgerufen am 21. Januar 2015) mittels des LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial
Viability Kit nach Punkt 3.4.2.2 fluoreszenzmikroskopisch quantifiziert.
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3.4.7 Inkubation von Pseudomonas aeruginosa WR1 in chemisch definiertem Lei-
tungswasser nach Wasserstoffperoxidbehandlung

Die beschriebenen Versuchsdurchfuhrungen untersuchten das Verhalten von Pseudomonas
aeruginosa WR1 nach Langzeitinkubation in n&hrstoffarmer/ -freier Umgebung.

3.4.7.1 Langzeitinkubation nach Wasserstoffperoxidzugabe in geringer Konzentration

10 mL der unter Punkt 3.4.1.2 definierten Stammsuspensionen von Pseudomonas aeruginosa WR1
mit unterschiedlichen optischen Dichten (OD; = 0,1; OD> = 0,25 oder OD3 = 0,5) wurden in einen
sterilen 100 mL-Schikanekolben Gberfuhrt und jeweils mit 10 mL einer Wasserstoffperoxidlésung
der Konzentration von c(H202) = 2 mg/mL versetzt. AnschlieRend wurden diese Versuchsansatze
unter standigem Schitteln (160 rpm) bei 37 °C 6 d lang inkubiert. Fir jede unterschiedliche
Ausgangslebendzellzahl wurden 3 Ansdtze angefertigt. Nur mit phosphatgepufferter Salzlésung
(PBS) verdinnte (1:2) Stammsuspensionen stellten die Kontrollen (positive Blindprobe) dar. Als
Referenz flir die Wasserstoffperoxidzehrung wurden 10 mL der oben genannten Wasser-
stoffperoxidlésung mit 10 mL phosphatgepufferter Salzlésung verdiinnt und unter den gleichen Be-
dingungen ebenfalls inkubiert.

Zu unterschiedlichen Zeitpunkten erfolgten die Ermittlung der Wasserstoffperoxidkonzentrationen in
den Ansatzen nach Punkt 3.4.1.5 und die Bestimmung der optischen Dichten der Bakterien-
suspensionen nach Punkt 3.4.1.2. Die Lebendzellzahlquantifizierung erfolgte nach dem
Spatelverfahren nach DIN 10161-1:1984-02 (siehe Punkt 3.4.1.4) mit TSB-Agarplatten und mit
Pyruvat supplementierten (1 % (w/v)) TSB-Agarplatten.

3.4.7.2 Langzeitinkubation nach Wasserstoffperoxidzugabe in hoher Konzentration

Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte wie bereits unter Punkt 3.4.7.1 beschrieben. Abweichend dazu
wurde die Ausgangskonzentration an Wasserstoffperoxid im Ansatz auf c(H202) = 10 mg/mL
hochgesetzt und die Kulturen 8 Tage lang inkubiert. Ferner wurden definierte Stammsuspensionen
von Pseudomonas aeruginosa WR1 mit den optischen Dichten von OD: = 0,1 und OD; = 0,5
eingesetzt.

3.4.7.3 Lebendzellzahlbestimmung mittels Membranfiltration und fluoreszenzmikroskopische
Aufnahmen nach Wasserstoffperoxidbehandlung

In einer zweiten Versuchsdurchfiihrung wurden definierte Suspensionen von Pseudomonas
aeruginosa WR1 (siehe Punkt 3.4.1.2) mit einer eingestellten optischen Dichte von OD: ~ 0,125
dreifach separat mit Wasserstoffperoxid nach Punkt 3.4.7.1 behandelt und anschliel3end ebenfalls
inkubiert.

Zu den 20 mL der mit Wasserstoffperoxid versetzten Suspensionen von Pseudomonas aeruginosa
WR1 wurden nach der einsttindigen Inkubation bei 37 °C unter Lichtausschluss 5 mL steril filtrierte
Katalaselosung (c =20 mg/mL) gegeben. AnschlieBend erfolgte die Lebendzellzahlbestimmung
mittels Membranfiltration auf Cellulosenitratfilter und mittels dekadischer Verdiinnung nach Punkt
3.4.1.4. Von einem Aliguot der mit Wasserstoffperoxid behandelten Suspensionen wurden
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen mittels des LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability
Kits nach Punkt 3.4.2.2 angefertigt und flr eine qualitative Aussage betrachtet. Als Kontrolle dienten
ebenfalls Ansétze, die statt mit Wasserstoffperoxid mit PBS versetzt wurden.
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3.4.7.4 Inkubation mit niedriger Ausgangslebendzellzahl nach Zusatz von abgetdteten Zellen

a. Hitzeinaktivierung von Pseudomonas aeruginosa WR1-Suspensionen definierten Zelltiters
Eine auf eine optische Dichte von OD = 0,14 (siehe Punkt 3.4.1.2) eingestellte Zellsuspension
wurde in einem Volumen von 100 mL in einen vortemperierten 500 mL-Schikanekolben
uberfuhrt und in einem Wasserbad unter standigem Schwenken auf eine Temperatur von 70 °C
gebracht und dann bei dieser Temperatur 5 min inkubiert. Anschlielend wurde der Ansatz in
einem Eis-Wassergemisch auf Raumtemperatur gebracht.

b. Praparation der Bakteriensuspension mit niedriger Ausgangslebenszellzahl

Parallel wurde ausgehend von der oben genannten Stammsuspension mit einer optischen Dichte
von OD=0,14 eine Verdinnung angesetzt. Daflr wurde durch Z&hlung mittels einer
Z&hlkammer nach Neubauer (0,05 mm x 0,05 mm x 0,01 mm (Brand)) die Zellzahl aus der
getétigten Verdlnnung, der durchschnittlichen Zellzahl pro GroRquadrat und dem Kammerfaktor
(4-107) approximiert. AnschlieBend wurde in 8 Verdiinnungsschritten diese Zellsuspension um
den Faktor 2-107 auf eine ungefahre Zelldichte von 50 KBE/20 mL verdinnt.

c. Wachstum von Pseudomonas aeruginosa WR1 geringen Ursprungszelltiters nach Zugabe
hitzeinaktivierter Zellen

Zu 10 mL der auf eine Zelldichte von LZZ = 50 KBE/20 mL gebrachten Suspension von
Pseudomonas aeruginosa WR1 wurden 10 mL der mittels Hitze inaktivierten Zellsuspension
gegeben und 21 h unter standigem Schitteln inkubiert. Anschlielend erfolgte die
Lebendzellzahlbestimmung mittels Ausplattieren nach DIN 10161-1:1984-02 und mittels
Membranfiltration in Anlehnung an DIN EN I1SO 16266:2008-05 nach dem bereits beschriebenen
Schema (siehe Punkt 3.4.1.4).

Als Kontrolle dienten zwei verschiedene Versuchsansatztypen. Fur die erste Kontrolle wurden
10 mL der Hitze inaktivierten Zellsuspension mit 10 mL phosphatgepufferter Salzldsung
verdinnt. Fir die zweite Kontrolle wurden 10 mL der auf eine Zelldichte von
LZZ =50 KBE/20 mL gebrachten Suspension mit 10 mL phosphatgepufferter Salzlésung
versetzt. Jeder Versuchs- und Kontrollansatz wurde dreifach angesetzt.

3.4.8 Desinfektion von Pseudomonas aeruginosa WR1 nach Wasserstoffperoxid-
behandlung und Langzeitinkubation

a. Inkubation nach Wasserstoffperoxidbehandlung

10 mL der jeweiligen nach Punkt 3.4.1.2 definierten Stammsuspensionen (OD; = 0,15 und
OD, =0,5) von Pseudomonas aeruginosa WR1 wurden jeweils in 3 sterilen 100 mL-
Schikanekolben dberfuhrt und jeweils mit 10 mL einer Wasserstoffperoxidlosung der
Konzentration von ¢ = 20 mg/mL versetzt. Anschlielend wurden diese Versuchsansatze unter
stdndigem Schitteln (160 rpm) bei 37 °C 14 d lang inkubiert. Nur mit phosphatgepufferter
Salzlésung (PBS) verdunnte (1:2) Stammsuspensionen stellten die Kontrollen (positive
Blindprobe) dar. Als Referenz fiir die Wasserstoffperoxidzehrung wurden 10 mL der oben
genannten Wasserstoffperoxidlésung mit 10 mL phosphatgepufferter Salzlésung verdiinnt und
unter den gleichen Bedingungen ebenfalls inkubiert. Die Ermittlung der Wasserstoffperoxid-
konzentrationen in den Ansédtzen bzw. die Bestimmung der optischen Dichten der
Bakteriensuspensionen erfolgten separat von der Lebendzellzahlbestimmung nach den bereits
beschriebenen Schemata (siehe Punkt 3.4.7.1).
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b. Probennahmen fir die Lebendzellzahlbestimmung und Neutralisierung des tberschiissigen
Wasserstoffperoxids

Zu unterschiedlichen Zeitpunkten wurden 500 uL der jeweiligen Bakteriensuspensionen aus den
Schikanekolben entnommen, zu 10 uL einer steril filtrierten Katalaselésung (c = 10 mg/mL)
gegeben und mindestens 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Lebendzellzahlbestimmung
erfolgte mittels dekadischer Verdinnung nach DIN 10161-1:1984-02 (siehe Punkt 3.4.1.4).
Parallel zu den TSB-Agarplatten (30 g/L) wurden die geeigneten Verdinnungen auch auf TSB-
Agarplatten mit Pyruvatzusatz (1 % (w/v)) aufgetragen.

c. Desinfektion von Pseudomonas aeruginosa WR1-Zellkulturen

850 uL der mit Wasserstoffperoxid versetzten und inkubierten Suspensionen von Pseudomonas
aeruginosa WR1 wurden zu unterschiedlichen Inkubationszeitpunkten erneut in einem 2 mL-
Mikroreaktionsgefall mit 850 uL einer Wasserstoffperoxidlésung der Konzentration ¢ = 2 mg/mL
versetzt und 1 h unter stdndigem Schdtteln (160 rpm) bei 37 °C inkubiert. Die Lebendzellzahl-
bestimmung erfolgte wie bereits beschrieben auf TSB-Agarplatten (30 g/L) und auf TSB-
Agarplatten mit Pyruvatzusatz (1 % (w/v)) (siehe Punkt 3.4.7.1).

Die Resistenz gegeniiber Wasserstoffperoxid wurde durch die Darstellung des Abtotungs-
quotientens Aq beschrieben. Der Abtdtungsquotient Aq ist definiert als der Quotient aus der
abgetoteten Anzahl an Bakterien und der dafiir verbrauchten Stoffmenge an Wasserstoffperoxid.

Formel 9: Berechnung des Abtdtungsquotientens

A _ _AKBE _  (KBE,—KBE)  _  (LZZ; Vs~ LZZy Vo)
4 An(H;0,) (ny(H;0,) —ng(H,0,))  (c1(H202) - Vi — ¢o(H;07) - Vo)

~ (LZZ; - 0,85 mL — LZZ, - 0,85mL) (LZZ, — LZZy) - 0,85mL (LZZ, — LZZ,)
(c1(H20;) - 0,85 mL — ¢, (H,0,) - 0,85 mL) (C1(H202) - Co(Hzoz)) - 0,85 mL (C1(H202) - Co(Hzoz))

A KBE = Differenz der kultivierbaren Zellen im Ansatz |KBE]|
An(H,0,) = Stoffmengendifferenz von Wasserstoffperoxid im Ansatz [mmol]
KBEy = Anzahl an Kolonie bildenen Einheiten zum Zeitpunkt x [KBE]

ny(H,0,) = Wasserstoffperoxidstoffmenge im Ansatz zum Zeitpunkt x [mmol]

KBE
LZZy = Lebendzellzahl zum Zeitpunkt x L
mmol
cx(H,0,) = Wasserstoffperoxidkonzentration zum Zeitpunkt x [ — ]

Va/p = eingesetztes Suspensionsvolumen fiir den Ansatz [mL] = 0,85 mL

Vo1 = eingesetztes Losungsvolumen fiir den Ansatz [mL] = 0,85 mL
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3.4.9 Katalaseaktivitat von Pseudomonas aeruginosa WR1-Kulturen

Die Katalasevolumenaktivitat wurde nach Zellaufschluss nach Punkt 3.4.1.7 im Zellextrakt durch
Absorptionsmessung nach Punkt 3.4.1.8 ermittelt.

3.4.9.1 Langzeitinkubation von Pseudomonas aeruginosa WR1

Jeweils 120 mL einer nach Punkt 3.4.1.2 angesetzten Zellsuspension von Pseudomonas aeruginosa
WR1 mit einer optischen Dichte von OD = 1 wurden in insgesamt 24 sterile 500 mL-Schikanekolben
uberfuhrt und bei 37 °C unter standigem Schitteln (160 rpm) maximal 20 d im Dunkeln inkubiert.
Fur jeden untersuchten Zeitpunkt wurden jeweils von 3 Versuchsansétzen 100 mL der inkubierten
Suspension entnommen und mittels Zentrifugation (5500 U/min; 20 min; 4 °C) und Resuspendierung
auf ein Endvolumen von V2 = 10 mL aufkonzentriert. Die Rohextraktgewinnung erfolgte nach der
beschriebenen VVorgehensweise (siehe Punkt 3.4.1.7). Die Volumenaktivitat der Katalase wurde bei
Raumtemperatur aus dem Rohextraktes bestimmt (siehe Punkt 3.4.1.8). Die Proteinquantifizierung
erfolgte nach der Methode nach BRADFORD (1976) durch Coomassie Brillant Blue G-250-Zugabe
und Absorptionsmessung bei A = 595 (siehe Punkt 3.4.1.7). Von dem verbliebenen Restvolumen der
Probensuspensionen in den Schikanekolben wurde die optische Dichte mittels Triibungsmessung
(siehe Punkt 3.4.1.2) erfasst.

3.4.9.2 SHX-Zugabe zu Pseudomonas aeruginosa WR1-Kulturen

Mit Mineralmedium nach DORN et al. (1974) mit 1,35 g/L D-Glucose (siehe Punkt 3.3.2.1) wurde
Pseudomonas aeruginosa WR1 bis zur friihen exponentiellen Wachstumsphase (optische Dichte bei
einer Wellenldnge von A = 546 nm von ca. OD = 0,3 — 0,4) angezogen. Serinhydroxamat (SHX; D/L
(Sigma-Aldrich)) wurde dann in einer Endkonzentration von ¢ = 500 pumol/L zum Ansatz
hinzugegeben und die Kultur wurde bis zur Zellernte 75 min weiter bei 37 °C unter standigem
Schitteln inkubiert (= SHX). Zellkulturen mit Wasserzugabe stellten die Kontrolle (= Kontrolle) dar.
Fur die Trabungsmessung wurden Aliquote der Zellsuspensionen auf maximal OD = 0,3
herunterverdiinnt und aus dem Messwert und dem Verdunnungsfaktor wurde die wahre Triibung der
Zellsuspension berechnet (siehe Punkt 3.4.1.2). Die Lebendzellzahlbestimmung erfolgte nach DIN
10161-1:1984-02 (siehe Punkt 3.4.1.4). Parallel zu den TSB-Agarplatten (30 g/L) wurden dieselben
geeigneten Verdiinnungen auch auf TSB-Agarplatten mit Pyruvatzusatz (1 % (w/v)) aufgetragen.
100 mL der oben beschriebenen Kulturen wurden mittels Zentrifugation (5500 U/min; 20 min; 4 °C)
und anschlieBender Resuspendierung der Zellpellets in phosphatgepufferter Salzlosung auf 3 mL
eingeengt. Nach Desoxyribonuklease-Zusatz (ca. 3 mg) wurden die Zellen per French-Presse
aufgeschlossen und die Zelltrimmer wurden durch Zentrifugation (5500 U/min; 20 min; 4 °C)
abgetrennt (siehe Punkt 3.4.1.7).

Die Proteinquantifizierung erfolgte nach der Methode nach BRADFORD (1976) durch Coomassie
Brillant Blue G-250-Zugabe und Absorptionsmessung bei A = 595 nm (Siehe Punkt 3.4.1.7).

Die Volumenaktivitit der Katalase wurde bei Raumtemperatur aus dem Rohextrakt nach THON et
al. (2007) bzw. LERING (2008) bestimmt (siehe Punkt 3.4.1.8) und mittels des Proteingehaltes und
der Volumenaktivitat wurde die spezifische Katalaseaktivitat As berechnet. Die Katalaseaktivitat pro
Lebendzellzahl ArLzz [U/KBE] ergab sich in Anlehnung an die Berechnung der spezifischen
Katalaseaktivitat As als Quotient aus der Volumenaktivitat Ay [U/mL] und der Lebendzellzahl LZZ
[KBE/mL].
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Formel 10: Berechnung der Katalaseaktivitat pro Lebendzellzahl

Uy Av]
Az [KBE] Tz [K_BE]
m

3.4.10 Wasserstoffperoxidbehandlung von Pseudomonas aeruginosa WR1-Kulturen
nach SHX-Zugabe

Die nach Punkt 3.4.9.2 mit SHX inkubierte Kulturen von Pseudomonas aeruginosa WR1 wurden
mittels Zentrifugation (5500 U/min; 20 min; 4 °C) und anschlielender Resuspendierung der
Zellpellets in phosphatgepufferter Salzlésung dreimal gewaschen und anschlieBend auf eine
definierte optische Dichte eingestellt. Diese Suspensionen stellten je nach ausgewahlter optischer
Dichte (OD; =0,1; OD2 = 0,25; OD3 = 0,5 oder OD4 = 1,0) die Stammsuspensionen dar.

850 uL der jeweiligen, definierten Stammsuspensionen wurden jeweils in 3 separaten Ansétzen mit
850 puL einer Wasserstoffperoxidlosung der Konzentration ¢ = 2 mg/mL versetzt und 1 h unter
stdndigem Schatteln (160 rpm) bei 37 °C inkubiert. Mittels dekadischer Verdinnung wurde
maogliches, Uberschussiges Desinfektionsmittel inaktiviert und die Lebendzellzahl durch
Ausplattieren nach Punkt 3.4.1.4 auf TSB-Agarplatten (30 g/L) und auf TSB-Agarplatten mit
Pyruvatzusatz (1 % (w/v)) ermittelt. Nicht mit Wasserstoffperoxid behandelte Stammsuspensionen
stellten die Kontrolle dar. Die Restkonzentration an Wasserstoffperoxid wurde nach Abtrennung der
Zellen durch Zentrifugation nach BADER et al. (1988) (siehe Punkt 3.4.1.5) ermittelt. Als Referenz
diente ein externer Standard mit definierter Wasserstoffperoxidkonzentration.

3.4.11 Anzucht von Pseudomonas aeruginosa WR1 in Mineralmedium nach
Wasserstoffperoxidzusatz

a. Vorversuch fur die Ermittlung geeigneter Anséatze (1/10)

Um abschédtzen zu konnen, welches Inokulum notwendig war, damit bei der gewéhlten
Ausgangskonzentration von Wasserstoffperoxid (¢ = 500 pmol/L) ein Wachstum von
Pseudomonas aeruginosa WR1 noch gerade stattfand, wurden Versuchsansétze hergestellt, die
sich in ihrer Animpfmenge unterschieden. Daftir wurde Pseudomonas aeruginosa WRL1 in einer
Ubernachtkultur (ca. 16 h; 37 °C; 160 rpm) aus Mineralmedium nach DORN et al. (1974) mit
1,35 g/L Glucose angezogen, mittels Zentrifugation und Resuspendierung der Pellets mit steriler,
phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) dreimal gewaschen und dann auf eine optische Dichte von
OD =0,1 (A =546 nm) eingestellt. Nach dem unten aufgelisteten Pipettierschema wurden dann
in 100 mL-Schikanekolben die unterschiedlichen Versuchsansatze (1 - 5) angefertigt.

Tabelle 21: Pipettierschema der unterschiedlichen Anséatze fiir den Vorversuch

Schikanekolben Mineral- | H202-L6sung | Suspension | PBS
(Bezeichnung): medium (3,5 %) (OD =0,1) | (steril)
[mL] [uL] [mL] [mL]
1(0,1) 0,1 0,9
2(0,2) 0,2 0,8
3(0,4) 15 7,5 0,4 0,6
4(0,8) 0,8 0,2
5(1,0) 1,0 0

Mineralmedium mit einer anfanglichen Wasserstoffperoxidkonzentration von ¢ = 500 pmol/L wurde mit
unterschiedlichen Volumina einer definierten Stammlésung von Pseudomonas aeruginosa WR1 angeimpft. Die
einzelnen Volumina der unterschiedlichen Losungen bzw. der Suspension sind in den Spalten vermerkt.
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Das Wachstum der verschiedenen Versuchsansatze wurden anhand der Lebendzellzahl nach
Punkt 3.4.1.4 und der optischen Dichte nach Punkt 3.4.1.2 verfolgt. Die Wasserstoff-
peroxidkonzentration wurde nach Punkt 3.4.1.5 quantifiziert.

b. Anzucht von Pseudomonas aeruginosa WR1 in Mineralmedium nach Wasserstoff-
peroxidzusatz
Eine Ubernachtkultur (ca. 16 h) von Pseudomonas aeruginosa WR1 in Mineralmedium (siehe
Punkt 3.3.2.1) wurde mittels Zentrifugation und Resuspendierung der Pellets dreimal gewaschen
und mit steriler, phosphatgepufferter Salzlésung auf eine optische Dichte von OD =0,1
(A =546 nm) eingestellt. Die vier Versuchsansétze wurden mit dieser Suspension beimpft.
150 mL des Mineralmediums wurden jeweils in vier sterile 500 mL-Schikanekolben tberfiihrt
und separat mit 7,5 uL einer Wasserstoffperoxidlosung (35 % (v/v)) versetzt. Anschliellend
wurden pro Ansatz 4 mL der Stammsuspension und 6 mL sterile, phosphatgepufferte Salzlésung
hinzugegeben. Die Proben wurden dann bei 37 °C unter stdndigem Schitteln (160 rpm) und
Lichtausschluss inkubiert.
Als Kontrolle dienten vier Zellkulturansétze, zu denen statt des Wasserstoffperoxids 7,5 uL
steriles, destilliertes Wasser zugesetzt wurden. Durch einen Leerwert wurde das Quenching an
Wasserstoffperoxid ohne Bakterien in den Ansatzen nachvollzogen.
Zu unterschiedlichen Zeitpunkten (0d, 1 d, 2d, 3d, 6 d und 8 d) wurden von jedem Ansatz separat
5 mL entnommen, mit 0,1 mL einer steril filtrierten Katalasel6sung (c < 20 kU/mL) versetzt und
nach 20 min wurden je 4,5 mL von diesen insgesamt 8 unterschiedlichen Suspensionen
zentrifugiert (5500 U/min; 20 min; 4 °C). Die Uberstande wurden vorsichtig entnommen und in
Anlehnung an GERHARZ (2003) 20 min lang auf 80 °C erhitzt und dann auf Eis gekuhlt. Die
Proben wurden zentrifugiert und die dadurch entstandenen Uberstande wurden bis zur
Pyruvatquantifizierung bei - 18 °C gelagert. Die Pyruvatquantifizierung erfolgte in Anlehnung an
GERHARZ (2003) nach LAMPRECHT und HEINZ (1985) unter Einsatz der L-Lactat-
Dehydrogenase wie unter Punkt 3.4.1.6 beschrieben.
Die Lebendzellzahlbestimmung erfolgte in den verbliebenen 0,5 mL der mit Katalaseldsung
versetzten Suspensionen nach dekadischer Verdiinnung mittels Ausplattieren auf Nahrbdden nach
DIN 10161-1:1984-02 (siehe Punkt 3.4.1.4).
Von den 4 Versuchsproben und den 4 Kontrollproben wurden jeweils 20 mL durch Zentrifugation
(5500 U/min; 20 min; 4°C) und anschlielender Suspendierung in phosphatgepufferter
Salzlésung auf ein Endvolumen von je V = 0,5 mL eingeengt. Nach Desoxyribonuklease-Zusatz
(0,2 mL einer Stammldsung mit ¢ = 2,5 mg/mL) wurden aus den eingeengten Zellsuspensionen
per French-Presse Rohextrakte gewonnen (siehe Punkt 3.4.1.7). Aus den insgesamt 8 unterschied-
lichen Rohextrakten heraus erfolgten die Proteinbestimmung in Anlehnung an BRADFORD
(1976) (sieh Punkt 3.4.1.7) und die Ermittlung der Katalaseaktivitat nach THON et al. (2007)
bzw. LERING (2008) (siehe Punkt 3.4.1.8).
Die Quantifizierung des Analyten Wasserstoffperoxids erfolgte wie bereits beschrieben in
Anlehnung an BADER et al. (1988) unter Beriicksichtigung eines externen Standards (siehe
Punkt 3.4.1.5). Bei hohen erwarteten Analytkonzentrationen mussten die Proben nach der
Zentrifugation dekadisch verdiinnt werden, damit die eingesetzte DPD-Menge im Uberschuss
verblieb.
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4 Ergebnisse

In diesem Abschnitt dargestellt und beschrieben sind die Ergebnisse der unter Punkt 3.4 dargestellten
Versuche.

4.1 Wasserstoffperoxidquantifizierung (Methodenvalidierung)

Die enzymatisch-photometrische Quantifizierung von Wasserstoffperoxid nach BADER et al. (1988)
beruht auf der durch die Peroxidase katalysierten Umsetzung von N, N-diethyl-p-phenylendiamin.
Die Messgrolie war das dabei entstehende Semichinondiimin-Radikal-Kation, das photometrisch bei
ciner Wellenldinge von A = 551 nm mit einem hohen Extinktionskoeffizienten von
£=21.000 L! - mol? - cm™ erfasst wurde.
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T e Ty
<
2 5,00E+01
=
=
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Abbildung 3: Quantifizierung von Wasserstoffperoxid (Methodenauswahl)

Als Vergleichsverfahren zum oben dargestellte DPD-Verfahren diente die direkte photometrische Messung bei einer
Wellenldange von A = 240 nm. Die Analyseergebnisse beider Verfahren wurden ins Verhaltnis zu den Herstellerangaben
(Referenz) gesetzt. Dargestellt ist die photometrisch ermittelte Wasserstoffperoxidkonzentration in ausgewéhlten
Standards in Abhéngigkeit von der Quantifizierungsmethode. Ausgehend von einer Wasserstoffperoxidlésung
(35 % (v/v)) wurden verschiedene Verdiinnungen angesetzt, deren Analytgehalt mittels der zwei Verfahren quantifiziert
wurde.

Die Zuverléssigkeit der Methode wurde anhand der Geradengleichung (y = mx + b) der linearen
Regression nachvollzogen. In dem ausgewéhlten Konzentrationsbereich wiesen beide Verfahren eine
gleich gute Korrelation zur tatsachlich eingesetzten Wasserstoffperoxidkonzentration auf, was
anhand der BestimmtheitsmaRe mit R?> ~ 1 deutlich wurde. Wahrend die direkte photometrische
Messung zu leichten Uberbefunden neigte (Steigung m > 1), wurde durch das DPD-Verfahren die
Analytkonzentration geringfugig unterschdtzt (m < 1). Insgesamt waren die dargestellten
Abweichungen allerdings so minimal, dass zundchst von zwei gleichwertigen Verfahren ausgegangen
wurde. Die in der Literatur beschriebenen Vorteile (BADER et al. (1988)), insbesondere die hohe
Spezifitdt infolge des Peroxidaseeinsatzes, die niedrige Grenze des praktischen Arbeitsbereichs
aufgrund des hohen Extinktionskoeffizienten und die einfache Durchfiihrbarkeit des Verfahrens
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fihrten zu der Entscheidung, dass bei Wasserstoffperoxidquantifizierung das enzymatisch
katalysierte DPD-Verfahren eingesetzt wurde.

4.2 Pyruvatquantifizierung (Methodenvalidierung)

Um die Richtigkeit der Methode bei der Anwendung auf weitere Versuche zu gewahrleisten, wurden
die Pyruvatgehalte in den definierten Standards direkt, nach Erhitzung (80 °C) und Abkihlen und
nach Erhitzung, Einfrieren (- 18 °C) und Entfrostung bestimmt und gegen die getatigte Einwaage
aufgetragen. Vor allem niedrige Konzentrationsbereiche mussten exakt ermittelt werden. Als
Referenz fur die Analytausbeute mit VVorbehandlung der Standards diente die Korrelation zwischen
der theoretischen Stoffmengenkonzentration und der durch die photometrische Vermessung
ermittelten Stoffmengenkonzentration.

0,18

0,16

y =1,0342x + 0,0012
R?=0,9999

0,14

0,12

ermittelte Stoffmengenkonzentration (Standards)
[mmol/L]

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14 0,16 0,18
Stoffmengenkonzentration (Standards) [mmol/L]

Abbildung 4: Korrelationsvergleich der enzymatisch ermittelten Pyruvatgehalte mit der getatigten
Einwaage

Eine definierte Menge an Pyruvat wurde in Mineralmedium solvatisiert, zweifach dekadisch mit demselben Medium
verdiinnt und in 2 Ansétze aliquotiert. Aus diesen zwei Pyruvatverdinnungen wurden dann zwei VVerdiinnungsreihen (ca.
¢ = 0,005 -0,15 mmol/L im Ansatz) angesetzt, die enzymatisch nach GERHARZ (2003) in Anlehnung an LAMPRECHT
und HEINZ (1985) quantifiziert wurden (siehe Punkt 3.4.1.6). Dargestellt sind die enzymatisch ermittelten Pyruvatgehalte
[mmol/L] in Mineralmedium in Abhéngigkeit von der aus der Einwaage berechneten Stoffmengenkonzentration
[mmol/L].

Die Zuverléssigkeit der Methode wurde auch hier anhand der Geradengleichung (y = mx +b) der
linearen Regression nachvollzogen. Steigungen (m) mit einem Wert von m ~ 1 und
Ordinatenabschnitte mit b ~ 0 bestatigten die korrekte Analytausbeute durch die Methode. Es kam
nur zu geringfiigigen Uberbefunden. Dariiber hinaus konnte anhand dieser externen Kalibrierung die
Grenze des praktischen Arbeitsbereiches abgeschatzt werden. Die Richtigkeit der Methode fur den
gewdhlten Konzentrationsbereich wurde dariiber hinaus durch das BestimmtheitsmaB mit R? ~ 1
Uberpraft.
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Abbildung 5: Korrelationsvergleich der enzymatisch ermittelten Pyruvatgehalte in einem erhitzen und
nicht erhitzten Mineralmedium

Die unter Abbildung 4 beschriebenen Pyruvatstandards wurden vor ihrer photometrischen Vermessung fiir 20 min auf
80 °C erhitzt, anschlieBend auf Eis gekihlt und dann auf Raumtemperatur gebracht. Als BezugsgroRen wurden wieder
die auf Grundlage der Einwaage berechneten Stoffmengenkonzentrationen herangezogen. Dargestellt sind die
enzymatisch ermittelten Pyruvatgehalte [mmol/L] in Mineralmedium in Abh&ngigkeit von der aus der Einwaage
berechneten Stoffmengenkonzentration [mmol/L] und der vorgeschalteten Temperierung bei 80 °C.

Die thermische Beanspruchung der Standards filhrte zu keiner signifikanten Anderung in der
Geradengleichung der linearen Regression. Die Steigung m und der Ordinatenabschnitt b blieben in
ihren Werten nahezu unverandert, was auch anhand des BestimmtheitsmaRes R? deutlich wurde.

-48 -



Ergebnisse

0,165
y =1,0342x + 0,0012
N R?=0,9999 4
T 0,145
c
<
5 0125
=
©
£
7] 0,105
N —
C
o>~
~ o
SR = 0,085 * Lageraung
&% £ (- 80 °C)
C =
o
L“g 0,065 (o] keine
S Lagerung
wv
w .
% 0045 [-----d-----54F%---f e e e | - Linear
h=t (Lagerung
£ (-80°C))
b 0,025 Linear
(keine
0,005 Lagerung)
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14 0,16 0,18
Stoffmengenkonzentration (Ansatz) [mmol/L]

Abbildung 6: Korrelationsvergleich der enzymatisch ermittelten Pyruvatgehalte nach Lagerung bei - 18 °C

Die oben bereits beschriebenen Verdlnnungsreihen (ca. ¢ = 0,005 — 0,15 mmol/L im Ansatz) wurden nach ihrer
Vermessung Uber Nacht (16 h) bei - 18 °C gelagert und anschlieBend auf Raumtemperatur gebracht. Es folgte dann
ebenfalls nach dem oben beschriebenen Schema (siehe Punkt 3.4.1.6) die Quantifizierung des Pyruvats in den Standards.
Dargestellt sind die enzymatisch ermittelten Pyruvatgehalte [mmol/L] in Mineralmedium in Abhéngigkeit von der aus
der Einwaage berechneten Stoffmengenkonzentration [mmol/L] und der Lagerung bei - 18 °C.

Der bereits beschriebene Trend, dass eine Vorbehandlung der Proben keinen Einfluss auf die
Wiederfindung hatte, zeigte sich auch bei der Lagerung der Standards bei - 18 °C. Die Steigung m
der Geradengleichung und der Ordinatenabschnitt b der linearen Regression waren ann&hernd
konstant mit den Werten m ~ 1 und b ~ 0. Die Gute der Methode litt ber den gewéhlten Konzen-
trationsbereichen nicht unter der gewdhlten VVorbehandlung der Proben bzw. Standards, so dass fur
niedrige, erwartete Analytkonzentrationen die enzymatische Pyruvatquantifizierung eingesetzt
wurde.

4.3 Fluoreszenzmikroskopische Vitalitatsbestimmung

Die fluoreszenzmikroskopische Vitalitatsbestimmung fungierte als qualitatives oder quantitatives
Referenzverfahren fir die klassische Lebendzellzahlbestimmung durch Kultivierung (siehe Punkt
3.4.1.4). Daruber hinaus erlaubte die fluoreszenzmikroskopische Quantifizierung aufgrund ihrer
Verfahrensweise einen direkten Vergleich mit der Kultivierungsmethode.

4.3.1 Zelltiter einer Pseudomonas aeruginosa WR1-Kultur nach CTC-Farbung

Durch den Einsatz einer Zellkultur in der exponentiellen Wachstumsphase wurde ein Anteil an vitalen
Zellen von nahezu 100 % angenommen. Die Gute der Lebendzellzahlquantifizierung nach Anfarben
mit 5-Cyano-2,3-di-(p-tolyl)-tetrazoliumchlorid wurde anhand der Keimausbeute nachvollzogen.
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Exemplarisch wird ein zufallig ausgewahlter Bildausschnitt gezeigt. Jedes rot fluoreszierende
Partikel wurde dabei als eine angefarbte und damit auch als vitale Zelle angesehen.

Abbildung 7: Fluoreszenzmikroskopische Betrachtung von mit CTC angeférbten Zellen von Pseudomonas
aeruginosa WR1

Dargestellt ist ein zufallig ausgewahlter Bildausschnitt von einem mit geférbten Pseudomonas aeruginosa WR1-Zellen
belegten Filter. Die Dimensionen des Gesichtsfeldes (Bildausschnittes) wurden zuvor fiir das eingesetzte Okular (12,5 x)
und Objektiv (100x) nach einer Kalibrierung mit Hilfe einer Analysesoftware und einem Kalibrierungsdia (Motic)
bestimmt. Fir die dargestellte Fotographie wurde ein Teilstlick des Filters zwischen einem Deckglas und einem
Objekttrager in Immersionsél eingebettet und fluoreszenzmikroskopisch bei 1250-facher VergrofRerung betrachtet.
Mittels einer Mikroskopkamera und einer Analysesoftware wurde die Aufnahme durchgefihrt.

Ausgehend von einer Stammsuspension von Pseudomonas aeruginosa WRZ1 mit einer optischen
Dichte von OD = 2,0 wurden die in Abbildung 8 dargestellten Zelltiter ermittelt.
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Abbildung 8: Zelltiter einer Pseudomonas aeruginosa WR1-Suspension (OD = 2,0) bestimmt durch
unterschiedliche Quantifizierungsmethoden

Von einer eingestellten Stammsuspension (OD = 2,0) von Pseudomonas aeruginosa WR1 (siehe Punkt 3.4.1.2) wurde
der Zelltiter per Z&hlkammer nach Neubauer, durch Kultivierung nach dekadischer Verdinnung (siehe Punkt 3.4.1.4) und
mittels fluoreszenzmikroskopischer Z&hlung nach CTC-Farbung (siehe Punkt 3.4.2.1) ermittelt. Dargestellt ist der
Logarithmus der (Lebend)zellzahl [log(KBE/mL)] einer definierten Zellsuspension (OD = 2,0) von Pseudomonas
aeruginosa WRL1 in Abhangigkeit von der Quantifizierungsmethode.
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Die Quantifizierung mittels der CTC-Farbung unterlag deutlich in ihrer Wiederfindung der
klassischen Ausplattiermethode und der Zahlung mittels Z&hlkammer. Ungeféahr nur ein Zehntel der
durch die Ausplattiermethode ermittelten Lebendzellzahl wurde durch die fluoreszenz-
mikroskopische Methode nach CTC-Farbung wiedergefunden. Im Gegensatz dazu entsprach die
durch Kultivierung untersuchte Lebendzellzahl annahernd der durch die Zahlkammer erfassten
Gesamtzellzahl. Um eine mogliche Konzentrationsabhéngigkeit bei der Zellzahlbestimmung durch
CTC-Farbung zu tberprifen, wurde die Ausgangszellzahl reduziert.
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Abbildung 9: Zelltiter einer Pseudomonas aeruginosa WR1-Suspension (OD = 0,2) bestimmt durch
unterschiedliche Quantifizierungsmethoden

Abweichend zu der oben beschriebenen Versuchsdurchfiihrung (siehe Abbildung 8) stellte eine auf eine optische Dichte
von OD = 0,2 eingestellte Bakteriensuspension von Pseudomonas aeruginosa WR1 die Stammsuspension dar. Bei der
Lebendzellzahlbestimmung mittels der CTC-Farbung wurde die Stammsuspension direkt (unverdiinnt) oder nach
zehnfacher Verdunnung angeférbt. Durch Multiplikation mit dem Verdiinnungsfaktor F = 10 wurde auf die urspringliche
Zellzahl zuriickgerechnet. Dargestellt ist der Zelltiter [KBE/mL] einer definierten Zellsuspension (OD = 0,2) von
Pseudomonas aeruginosa WR1 in Abhéngigkeit von der Quantifizierungsmethode und dem Ursprungszelltiter.

Deutlich war eine Konzentrationsabhéngigkeit der CTC-Farbung vom Ursprungszelltiter zu
erkennen. Wurde die Bakteriensuspension erst um den Faktor F = 10 verdiinnt, dann mit CTC
angefarbt und fluoreszenzmikroskopisch untersucht, wurden unter Berucksichtigung dieses
Verdinnungsschrittes doppelt so viele Zellen gefunden wie beim direkten Anférben der
Testsuspension. Dennoch unterlag die Farbemethode in ihrer Keimausbeute der klassischen
Kultivierungsmethode ca. um einen Faktor von F = 3. Die durch Kultivierung bestimmte
Lebendzellzahl entsprach bei der auf ein Zehntel verringerten Ausgangslebendzellzahl ungefahr zu
zwei Drittel der durch die Zahlkammer erfassten Gesamtzellzahl. Die lange Inkubationsdauer, die
geringe Wiederfindung und die in der Literatur beschrieben Nachteile (OLTMANNS (1999)) flihrten
zum Entschluss ein fluoreszenzmikroskopisches Alternativverfahren einzusetzen (siehe Punkt 4.3.2).
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4.3.2 Zelltiter einer Escherichia coli K12-Kultur nach Live/Dead-Féarbung

Die Methodenentwicklung fiir die Lebendzellzahlbestimmung mit dem LIVE/DEAD® BacLight™
Bacterial Viability Kits wurde abweichend zur CTC-Férbung mit Escherichia coli K12 als
Modellkeim durchgefiihrt. Grund dafur war der Ausschluss von mdglichen Zellclustern, die bei
Pseudomonas aeruginosa WR1 lichtmikroskopisch beobachtet wurden.
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Abbildung 10: Unterschiedliche Quantifizierung von Escherichia coli K12-Zellen

Das klassische Ausplattierverfahren nach DIN 10161-1:1984-02 und die fluoreszenzmikroskopische Quantifizierung mit
dem LIVE/DEAD BacLight™ Bacterial Viability Kit in Anlehnung an BOULOS et al. (1999) bzw. modifiziert nach
JOYNER (aufgerufen am 21. Januar 2015) wurden in ihrer Wiederfindung verglichen (siehe Punkt 3.4.1.4 und Punkt
3.4.2.2). Dargestellt ist der Logarithmus der Lebendzellzahl einer definierten Escherichia coli K12-Suspension in
Abhéngigkeit von der getatigten Quantifizierungsmethode.

Die Quantifizierung mittels der Farbstoffe SYTO 9 und Propidiumiodid lieferte einen Zelltiter, der
ungefahr zur Halfte dem durch Kultivierung ermittelten Zelltiter entsprach. Auch in Hinblick auf die
Fehlergrenzen unterlag die fluoreszenzmikroskopische Methode der Kultivierungsmethode. In
Anbetracht der einfachen und schnellen Durchfiihrung und der besseren Keimausbeute als das CTC-
Verfahren wurde fiir die fluoreszenzmikroskopische Vitalitatsbestimmung das LIVE/DEAD®
BacLight™ Bacterial Viability Kit eingesetzt.

4.4 Orientierungsversuche

Die in diesem Kapitel zusammengefassten Versuchsergebnisse lieferten Parameter, die fur weitere
Versuchsansétze notwendig waren und die Aussagekraft weiterer gewonnener Versuchsergebnisse
belegten.
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4.4.1 Wachstumskinetische Parameter von Pseudomonas aeruginosa WR1 in Flissig-
medien

Die Ermittlung der wachstumskinetischen Parameter von Pseudomonas aeruginosa WR1 verfolgte
den Zweck, die typischen Wachstumsphasen bzw. den exponentiellen Verlauf zu erfassen.
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Abbildung 11: Vermehrungskurve von Pseudomonas aeruginosa WRL1 in TSB-Vollmedium

Eine Flussigkultur (TSB-Vollmedium und Inkubation von ca. 16 h) von Pseudomonas aeruginosa WR1 wurde um den
Faktor 50 mit TSB-Flissigmedium verdinnt und bei 37 °C unter standigem Schitteln inkubiert. In regelméRigen
Abstanden wurde ein Aliquot der inkubierten Suspension entnommen und die Lebendzellzahl bestimmt (siehe Punkt
3.4.3.1). Dargestellt ist die logarithmierte Lebendzellzahl [log (KBE/mL)] einer definierten Zellsuspension von
Pseudomonas aeruginosa WR1 in Abhangigkeit von der Inkubationszeit t [min].

Nach einer Anlaufphase von ca. 90 min folgte in dem ausgewéhlten Medium und der Inkubations-
temperatur von 37 °C die exponentielle Wachstumsphase, die ca. 180 min andauerte. Anschlie3end
verlangsamte sich das Wachstum, bis ab 270 min nach Beginn der Inkubation die statische
Wachstumsphase eintrat.

Aus den Werten der exponentiellen Wachstumsphase wurden mittels der linearen Regression die
Teilungsrate v und die Generationszeit g bestimmt.
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Abbildung 12:Logarithmierte Lebendzellzahl von Pseudomonas aeruginosa WRL1 in der exponentiellen
Wachstumsphase

Dargestellt ist die logarithmierte Lebendzellzahl [log (KBE/mL)] einer definierten Zellsuspension von Pseudomonas
aeruginosa WR1 in Abhéngigkeit von der Inkubationszeit t [min] in der exponentiellen Wachstumsphase. Die hier
abgedruckte Abbildung stellt einen Ausschnitt der oben abgebildeten Vermehrungskurve (Abbildung 11) dar.

Mit einem Bestimmtheitsma von R? = 0,999 lieferte die lineare Regression der logarithmierten
Lebendzellzahl [log (KBE/mL)] in Abhéngigkeit von der Inkubationsdauer [min] die
Geradengleichung mity =0,0134 x + 6,2119.
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Abbildung 13: Wachstumskurve von Pseudomonas aeruginosa WR1 in TSB-Vollmedium

Parallel zur oben beschriebenen Versuchsdurchfihrung (siehe Abbildung 12) wurde die optische Dichte der
entnommenen Bakterien-suspension zu den jeweiligen Zeitpunkten bei einer Wellenldnge von A = 546 nm gegen eine
phosphatgepufferte Salzlésung gemessen (siehe Punkt 3.4.1.2). Dargestellt ist der natiirliche Logarithmus der optischen
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Dichten [rel. E.] einer definierten Zellsuspension von Pseudomonas aeruginosa WR1 in Abhéngigkeit von der
Inkubationszeit t [min].

Ca. 60 min nach Start der Inkubation folgte auf die Anlauf- die exponentielle Wachstumsphase, die
ca. 150 min andauerte. Danach verlangsamte sich das Wachstum, bis die Messungen beendet wurden.
Das Eintreten der stationdren Phasen wurde nicht beobachtet.
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Abbildung 14: Logarithmierte optische Dichte einer Pseudomonas aeruginosa WR1-Suspension in der
exponentiellen Wachstumsphase

Dargestellt ist der naturliche Logarithmus der optischen Dichte [rel. E.] einer definierten Zellsuspension von
Pseudomonas aeruginosa WR1 in Abhéngigkeit von der Inkubationszeit t [min] in der exponentiellen Wachstumsphase.
Die hier abgedruckte Abbildung stellt einen Ausschnitt der oben abgebildeten Wachstumskurve (Abbildung 13) dar.

Mit einem BestimmtheitsmaB von R? = 0,998 lieferte die lineare Regression des natirlichen
Logarithmus der optischen Dichte [rel. E.] in Abhangigkeit von der Inkubationsdauer [min] die
Geradengleichung mit y =0,0189 x + 3,8961.

Die in Tabelle 22 dargestellten wachstumskinetischen Parameter konnten so anhand der
Geradensteigung der linearen Regressionen der Wachstums- und Vermehrungskurve ermittelt
werden.

Tabelle 22: Wachstumskinetische Parameter von Pseudomonas aeruginosa WR1 in TSB-Vollmedium
(37 °C)

Vermehrung (Bakterienzahl (BZ2)): Wachstum (Bakterienmasse (BM)):
Steigung mgz = 0,0134 [log(KBE/mL) - min] Steigung mem =0,0189 [rel. E. - min]
Teilungsrate v = 0,044 mint =27 h' Wachstumsrate g = 0,19 mint =1,1 h!
Generationszeit g =23 min = 0,38 h Verdopplungszeit t4 = 36 min = 0,61 h

Die Wachstums- und Vermehrungskurve einer Pseudomonas aeruginosa WR-Zellkultur in TSB-Vollmedium (37 °C)
wurden aufgenommen und aus den linearen Bereichen wurden die wachstumskinetischen Parameter berechnet.

Fur die Versuchsdurchfiihrungen wurde bei der gewahlten Animpfmenge ein Beginn der friihen
exponentiellen Wachstumsphase nach 60 min nach Start der Inkubation angenommen.
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Fur die Bestimmung der Wachstumsrate p und der Verdopplungszeit ts von Pseudomonas aeruginosa
WRL1 in Mineralmedium wurde ein grof3eres Inokulum eingesetzt (siehe Punkt 3.4.3.1).
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Abbildung 15: Wachstumskurve von Pseudomonas aeruginosa WR1 in Mineralmedium

Eine Flussigkultur (Mineralmedium, Inkubation von ca. 16 h) von Pseudomonas aeruginosa WR1 wurde um den Faktor
F1 =5 oder F, = 10 mit frischem Medium verdinnt und bei 37 °C unter stdndigem Schitteln inkubiert. In regelméRigen
Abstanden wurde ein Aliquot der inkubierten Suspensionen entnommen und die optischen Dichten wurden bestimmt
(siehe Punkt 3.4.1.2). Dargestellt ist der natiirliche Logarithmus der optischen Dichten [rel. E.] einer definierten
Zellsuspension von Pseudomonas aeruginosa WR1 in Abhéngigkeit von der Inkubationszeit t [min] und der Inokula.

Nach einer Anlaufphase von ca. 75 bis 90 min trat bei beiden Ansétzen die exponentielle Wachs-
tumsphase ein, die 100 bis 125 min andauerte. Danach nahm Triibung der beiden Zellkulturen nur
schwacher zu. Die stationére und die Absterbephase konnten erwartungsgemaf (siehe Abbildung 13)
nicht beobachtet werden.
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Abbildung 16: Logarithmierte optische Dichte einer Pseudomonas aeruginosa WR1-Suspension in der
exponentiellen Wachstumsphase

Dargestellt ist der natlrliche Logarithmus der optischen Dichte [rel. E.] einer definierten Zellsuspension von
Pseudomonas aeruginosa WRL1 in der exponentiellen Wachstumsphase in Abhéngigkeit von der Inkubationszeit t [min]
und der Inokula. Die hier abgedruckte Abbildung stellt einen Ausschnitt der oben abgebildeten Wachstumskurve (siehe
Abbildung 15) dar.

Mit einem BestimmtheitsmaR von R? = 0,993 fiir die 1:5-Verdiinnung und von R? = 0,991 fiir die
1:10-Verdunnung lieferte die lineare Regression des natirlichen Logarithmus der optischen Dichte
[rel. E.] in Abhéangigkeit von der Inkubationsdauer [min] die Geradengleichung mit
y =0,0086 x + 4,8401 fir die 1:5-Verdunnung und y = 0,0084 x — 5,1185 fiir die 1:10-Verdinnung.
Die in Tabelle 23 dargestellten wachstumskinetischen Parameter wurden so anhand der Steigung der
linearen Regressionen der Wachstumskurven berechnet.

Tabelle 23: Wachstumsrate p und Verdopplungszeit td von Pseudomonas aeruginosa WR1 in Mineral-
medium (37 °C)

1:5-Verdiinnung:

1:10-Verdunnung:

Steigung m15 =0,0086 [rel. E. - min]

Steigung m1.10 =0,0084 [rel. E. - min]

Wachstumsrate g = 0,0086 min = 0,52 h!

Wachstumsrate g = 0,0084 min = 0,50 h!

Verdopplungszeitt4=80 min=1,3 h

Verdopplungszeitt4 =83 min=14h

Die Wachstumskurven von Pseudomonas aeruginosa WR1-Zellkulturen mit unterschiedlichen Anfangszelltiter wurden
in Mineralmedium (37 °C) aufgenommen und aus den linearen Bereichen (= exponentielle Wachstumskurve) wurden die
Wachstumsrate p und die Verdopplungszeit tq berechnet.

Erwartungsgemé&l wurden unabhéngig von der eingesetzten Verdiinnung fir beide Kulturansétze
ahnliche wachstumskinetische Parameter ermittelt. Fir die Teilungsrate p wurden Werte von
His = 0,52 h't bzw. pio = 0,50 ht und fir die Verdopplungszeit tg von tgs = 0,52 h't bzw.
ta1:10 = 0,50 h't ermittelt. Ebenfalls bestétigte sich die Annahme, dass in dem vorliegenden
Minimalmedium Pseudomonas aeruginosa WR1 deutlich schwécher wuchs als im TSB-
Vollmedium. Fir weitere Versuche wurde in Abhédngigkeit von der gewahlten Animpfmenge ein
Beginn der frihen exponentiellen Wachstumsphase fir Pseudomonas aeruginosa WR1 in
Mineralmedium nach 75 bis 100 min nach Start der Inkubation angenommen.

-57 -



Ergebnisse

4.4.2 Lebendzellzahl von Pseudomonas aeruginosa WR1 nach Zentrifugation

Die vorliegende Untersuchung sollte ausschlieBen, dass die bei der Zellernte notwenige
Zentrifugation einen Einfluss auf die Kultivierbarkeit bzw. auf die Lebendzellzahl der Suspension
hatte. Als Referenz wurde Escherichia coli K12 herangezogen, um das Vorhandensein und
Aufbrechen von moglichen Zellaggregaten durch die Zentrifugation auszuschlieBen. Anhand der
optischen Dichte sollte potentielles Wachstum wahrend des Versuches verfolgt werden.
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Abbildung 17: Wiederfindung und optische Dichten von Pseudomonas aeruginosa WR1 und Escherichia
coli K12 in TSB-Flussigkulturen nach mehreren Zentrifugationsschritten.

Die ermittelten Wiederfindungsraten [%] und die optische Dichte [rel. E.] von Pseudomonas aeruginosa WR1- und
Escherichia coli K12-Flussigkulturen wurden graphisch in Abhéngigkeit von der Anzahl der durchgefihrten
Zentrifugationsschritte dargestellt. Als BezugsgroRe fur die Wiederfindung (100 %) wurde die Lebendzellzahl der
Ausgangssuspension vor der Zentrifugation definiert. Die Séulen kennzeichnen demnach die ermittelten
Wiederfindungsraten der jeweiligen Bakteriensuspensionen (grau: Escherichia coli K12, weil3: Pseudomonas aeruginosa
WR1), die unterschiedlich vielen Zentrifugationsschritten unterworfen wurden (siehe Punkt 3.4.3.2). Die durch Linien
verbundenen Punkte stellen die dazugehdrigen optischen Dichten dieser Bakteriensuspensionen dar (siehe Punkt 3.4.3.2).
Die dargestellten Werte sind das arithmetische Mittel der Einzelwerte und die Fehlerbalken zeigen die einfache
Standardabweichung. Fir jeden Testkeim wurden jeweils drei separate Ansatze untersucht.

Fur Escherichia coli K12 nahmen im Mittel und unter Betrachtung der Fehlerbalken (ber alle
Zentrifugationsschritte die Wiederfindungsraten zu, bis bei der letzten Probennahme sogar 20 % mehr
Zellen wiedergefunden wurden als zu Beginn der Messung. Die Triibung der Escherichia coli K12-
Flussigkulturen blieb mit einem Anfangswert von OD zentrifugationsschritt = ODo = 0,7 anndhernd konstant.
Im Gegensatz dazu wurden bei den Pseudomonas aeruginosa WR1-Suspensionen im Durchschnitt
immer gleich viele Zellen wiedergefunden. Auffallend war dabei die groRere Streuung um den
Mittelwert im Vergleich zu den Wiederfindungsraten von Escherichia coli K12. Dagegen nahm die
Trubung der Pseudomonas aeruginosa WR1-Flissigkulturen innerhalb der 3 Zentrifugationsschritte
von ODg = 0,4 bis OD4 = 0,3 ab. Diese Beobachtungen fiihrten zu der Vermutung, dass dieser
Testkeim in kleinen Zellaggregaten heranwuchs, die eine erhdhte Streuung des Lichts im Photometer
verursachten und dann bei der Zentrifugation teilweise aufgebrochen wurden. Diese Annahme wurde
mittels der mikroskopischen Aufnahmen erhértet.
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Tabelle 24: Lichtmikroskopische Aufnahmen von unterschiedlichen Pseudomonas aeruginosa WRI1-
Suspensionen (Phasenkontrast nach Motic (1000fach))

Untersuchte Suspension: Lichtmikroskopische Aufnahmen:
Ubernachtkultur (ca. 16 h, TSB- D T e e R e Ty s
Flissigmedium)

o~

Flussigkultur in der
exponentiellen Wachstumsphase
(120 min, TBS-Flussigmedium)

Suspension in exponentieller
Wachstumsphase nach Zellernte
und einfacher Zentrifugation

(s.0.)
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Suspension in exponentieller
Wachstumsphase nach Zellernte
und dreifacher Zentrifugation

(s.0.)

<Ry %y,
Eine Ubernachtkultur von Pseudomonas aeruginosa WRZ1 in TSB-Vollmedium wurde mit frischen Medium verdiinnt und
bis zur exponentiellen Wachstumsphase inkubiert. Anschielend erfolgte die Zellernte und dreifache Zentrifugation. Vor
jedem Arbeitsschritt wurde ein Aliquot der Suspension entnommen und lichtmikroskopisch (Phasenkontrast nach Motic
(1000fach)) untersucht. Dargestellt sind die lichtmikroskopischen Aufnahmen von Pseudomonas aeruginosa WR1-
Suspensionen unterschiedlichen Inkubationsalters und unterschiedlicher Praparation.

Pseudomonas aeruginosa WR1 neigte wie im mikroskopischen Praparat erkennbar zur Ausbildung
von kettenférmigen Zellaggregaten, die wahrend der exponentiellen Wachstumsphase sogar erhalten
blieben. Auffallend war, dass Cluster bestehend aus zwei Zellen zahlenmé&Rig dominierend auftraten.
Nach der einfachen Zentrifugation wurden keine langen Zellketten mehr beobachtet. Stattdessen
wurden Kleinere Zellansammlungen durch die Zentrifugation erzeugt. Die Verbunde aus zwei Zellen
blieben allerdings (berwiegend erhalten. Nach dreifacher Zentrifugation wurden die durch
unzureichende Suspendierung gebildeten Zellaggregate kaum festgestellt. Neben den Einzelstabchen
lagen aber auch hier wieder die Zellcluster aus zwei Zellen in der Suspension vor. D.h. Manipu-
lationen in den Lebendzellzahlen durch diese kleineren Zellaggregate mussten fir weitere Versuche
berticksichtigt werden.

4.4.3 Lebendzellzahl von Pseudomonas aeruginosa WR1 nach Langzeitinkubation
und Ultraschallbehandlung

Zur Uberpriifung der unter Punkt 4.4.2 genannten und durch die Literatur (SCHLEHECK et al.
(2009)) gestitzten These, dass Pseudomonas aeruginosa WR1 Zellaggregate bildet bzw. sich teilende
Zellen nicht vollstandig voneinander trennen, wurde versucht, diese mittels Ultraschallbehandlung
aufzubrechen und anhand der Lebendzellzahl zu verfolgen.
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Abbildung 18: Quantifizierung von Pseudomonas aeruginosa WR1 in chemisch definiertem Leitungswasser
nach Ultraschall

Ein Aliquot der Bakteriensuspensionen unterschiedlicher Inkubationsdauer wurde jeweils in ein steriles
Mikroreaktionsgefal3 tberfiihrt und mit Ultraschall unterschiedlicher Intensitat (100 % = 60 W) behandelt. Die genaue
Vorgehensweise ist unter Material und Methoden beschrieben (siehe Punkt 3.4.3.3). Dargestellt ist die Lebendzellzahl
[KBE/mL] (logarithmische Auftragung) nach unterschiedlich starker Ultraschallbehandlung [%] einer definierten
Zellsuspension von Pseudomonas aeruginosa WR1 zu unterschiedlichen Inkubationszeiten [h] bei 37 °C.

Die Séulen kennzeichnen die ermittelten Lebendzellzahlen der jeweiligen Bakteriensuspensionen in Abhangigkeit von
der eingesetzten Intensitét des Ultraschalls. Die dargestellten Werte sind das arithmetische Mittel der Einzelwerte und die
Fehlerbalken zeigen die einfache Standardabweichung.

Bei allen ausgewdhlten Intensitaten Ubertraf zu keinem Zeitpunkt die Lebendzellzahl der mit
Ultraschall behandelten Suspensionen den Zelltiter der unbehandelten Suspension. Mit Zunahme der
Ultraschallintensititen wurden sogar deutlich weniger Zellen wiedergefunden. Dabei konnte fir die
Ultraschallintensitaten von 20 % und 40 % ein direkter Zusammenhang zwischen Zellreduktion und
gewdhlter Intensitat festgestellt werden. Auffallend war der signifikante Anstieg der Lebendzellzahl
der unbehandelten Suspension nach 18 stiindiger Inkubation in chemisch definierten Leitungswasser.
Im Gegensatz dazu nahmen die optischen Dichten der eingesetzten Suspensionen vor Ultraschall-
behandlung tiber den gesamten Beprobungszeitraum von ODon = 0,16 bis ca. OD1gon = 0,06 ab. Die
Lebendzellzahlen der Suspensionen zum Zeitpunkt t> = 18 h nach Ultraschallbehandlung erreichten
dagegen annéhernd das Niveau im Zelltiter wie die behandelten Suspensionen zum Zeitpunkt t; = 0 h.
Dies fiihrte zu der Schlussfolgerung, dass die ausgewéhlten Ultraschallintensitaten zu stark waren
und eher bewirkten, dass Zellen zertrimmert wurden. Nach eintégiger Inkubation der Suspension
kam es in Ubereinstimmung mit der zitierten Literatur (SCHLEHECK et al. (2009)) zu einem
selbststandigen Loslosen der Zellen, was anhand der erhohten Lebendzellzahl zum Zeitpunkt
t> =18 h deutlich wurde. Diese Beobachtungen wurden durch die Betrachtung der lichtmikros-
kopischen Préparate bestatigt.
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Tabelle 25: Mikroskopische Betrachtung von Pseudomonas aeruginosa WR1 in Flussigkultur in
unterschiedlichen Suspensionen und zu unterschiedlichen Inkubationszeitpunkten

Untersuchte Suspension: Lichtmikroskopische Aufnahmen:
18 stundig inkubierte
(37 °C) Zellsuspension

180 stlindig inkubierte
(37 °C) Zellsuspension

Fotographisch dargestellt sind die unter Punkt 3.4.3.3 beschriebenen Zellsuspensionen von Pseudomonas aeruginosa
WR1 bei 1000facher VergroBerung im Phasenkontrast nach Motic. Zu sehen waren langliche, groftenteils bewegliche
Stabchen, die als planktonische Zellen nach Betrachtung keine Aggregate bildeten.

Nach Inkubation in ndhrstoffarmer Umgebung und Betrachtung des mikroskopischen Prdparats trat
Pseudomonas aeruginosa WRL1 fast ausschlieBlich als Einzelzelle auf. Nur punktuell wurden
Zellcluster aus zwei Zellen nach 18 oder 180 stlindiger Bebriutung registriert. L&ngere Zellketten
wurden gar nicht wahrgenommen. D.h. durch die ausgewéhlte Ultraschallbehandlung konnten die
Zellaggregate nicht aufgebrochen werden. Stattdessen neigte Pseudomonas aeruginosa WR1 nach
eintagiger Inkubation in ndhrstoffarmer Umgebung zur selbststdndigen Dispersion. Aufgrund der
Zellaggregatbildung wurden in dieser Arbeit fiir alle klassischen Lebendzellzahlbestimmungen
Kontrollansatze mitgefthrt, durch die der Einfluss der Inkubation auf den Zelltiter beruicksichtigt
wurde.

4.4.4 Wasserstoffperoxidzehrung durch Pyruvat-Zusatz

Pyruvat stellt nicht nur eines der zentralen Zwischenprodukte des bakteriellen Stoffwechsels dar,
sondern es wird in der Literatur (u.a. LONG et al. (2000), LONG und HALLIWELL (2011)) als
Inhibitor von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) wie beispielsweise Wasserstoffperoxid beschrieben.
Daraus wurde eine protektive Wirkung von Pyruvat abgeleitet (GIANDOMENICO et al. (1997) und
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TROXELL et al. (2014)). Die Eigenschaft von Pyruvat als ROS-Fanger wurde deswegen in diesem
Versuch untersucht und bestatigt.
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Abbildung 19:Umsatz von Wasserstoffperoxid nach Zugabe von Pyruvat

Eine Wasserstoffperoxidlosung der Konzentration von ¢co = 2 mmol/L wurde 1:2 mit einer Pyruvatldsung
(co = 14 mmol/L) verdinnt und bei Raumtemperatur geschiittelt. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten wurde ein Aliquot
dieses Reaktionsansatzes entnommen und anschlieBend wurden die Wasserstoffperoxid- und die Pyruvatkonzentration
bestimmt (siehe Punkt 3.4.3.4). Dargestellt sind die Wasserstoffperoxid- (Kreis) und Pyruvatkonzentrationen (Quadrat)
[mmol/L] in einer phosphatgepufferten Salzlosung in Abh&ngigkeit von der Reaktionsdauer [min] nach Zusatz von
Pyruvat.

Die Konzentrationen beider Reaktanden nahmen tiber den gesamten Reaktionsverlauf ab. Pyruvat lag
zu Beginn der Reaktion in einer Konzentration von ¢o = 7 mmol/L im Uberschuss vor und stagnierte
dann nach 16 bis 32 min auf einem Niveau von ca. ¢ = 5 mmol/L. Wasserstoffperoxid konnte nach
ca. 16 min nicht mehr nachgewiesen werden. Da es keine praktische Mdoglichkeit gab, Pyruvat im
Reaktionsansatz sofort zu eliminieren, konnte bei der Probennahme der Verbrauch an Wasserstoff-
peroxid nicht gestoppt werden, so dass vor allem an den ersten Probennahmenzeitpunkten deutlich
geringere Wasserstoffperoxidkonzentrationen erfasst wurden. Wasserstoffperoxid reagierte folglich
in einem stochiometrischen Verhaltnis von 1:1 vollstandig mit Pyruvat ab.

4.5 Langzeitinkubation von Pseudomonas aeruginosa WR1 und Escherichia coli
K12 in chemisch definiertem Leitungswasser

Die ersten Veroffentlichungen, die den VBNC-Zustand thematisierten, untersuchten Trinkwasser
relevante Keime (XU et al. (1982)) bzw. Testkeime, die naturlich in Oberflachengewdassern oder
Seewasser vorkamen (ALLEN-AUSTIN et al. (1984) und COLWELL et al. (1985)). Ausschlag-
gebend war eine Langzeitinkubation in diesen nahrstoffarmen Umgebungen bei unginstigen
Temperaturen. Diese Rahmenbedingungen wurden fur die hier untersuchten Testkeime simuliert. So
sollte in Abgleich mit der Literatur (FLINT (1987), LEGNANI et al. (1999) und ARANA et al.
(2010)) das Uberleben von Escherichia coli K12 und Pseudomonas aeruginosa WR1 in nahrstoff-
armer Umgebung nachverfolgt werden. Darlber hinaus sollte fir Pseudomonas aeruginosa WR1 der
Salzgehalt als weiterer Einflussfaktor auf die Kultivierbarkeit nachvollzogen werden.
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Abbildung 20: Uberleben von Pseudomonas aeruginosa WR1 in chemisch definiertem Leitungswasser

Dargestellt ist die Lebendzellzahl [KBE/mL] und die optische Dichte [rel. E.] einer definierten Zellsuspension von
Pseudomonas aeruginosa WR1 zu unterschiedlichen Inkubationszeiten [h] bei 37 °C nach Zusatz unterschiedlicher
Salzlsungen. Die Sdulen kennzeichnen die ermittelten Lebendzellzahlen der jeweiligen Bakteriensuspensionen, zu denen
unterschiedliche sterile Salzlésungen (PBS oder NaCl (0,85 % (wi/v))) oder Wasser pipettiert wurden (siehe Punkt 3.4.4).
Die durch Linien verbundenen Punkte stellen die dazugehdrigen optischen Dichten dieser Bakteriensuspensionen dar.
Die dargestellten Werte sind das arithmetische Mittel der Einzelwerte und die Fehlerbalken zeigen die einfache
Standardabweichung.

Uber den gesamten Beprobungszeitraum nahmen die Lebendzellzahl und die Trilbbung der
untersuchten Suspensionen ab. Allerdings unterlag diese Abnahme einer gewissen Fluktuation, die
sich vor allem in den letzten Messungen bemerkbar machte. Selbst nach ca. 2 Monaten konnte
Pseudomonas aeruginosa WR1 nachgewiesen und quantifiziert werden. D.h. ein betrachtlicher
Anteil der Population starb nicht ab bzw. verlor nicht seine Kultivierbarkeit. Die verh&ltnismaRig
hohen Lebendzellzahlen zum Zeitpunkt t; = 20 h lieBen sich in Ubereinstimmung mit Punkt 4.4.3 auf
das Aufbrechen der Zellcluster zurtickfiihren. Der Salzgehalt in den Flussigkulturen hatte keinen
signifikanten Einfluss auf das Uberleben bzw. auf die Kultivierbarkeit von Pseudomonas aeruginosa
WRL1. Tendenziell wurden allerdings bei Zusatz physiologischer Kochsalzlésung (0,85 % (w/v))
hohere Zellzahlen wiedergefunden. Die Tribung der Suspensionen nahm kontinuierlich ab und
stagnierte fiir die mit PBS oder Wasser versetzten Suspensionen auf einen Wert von OD14eon = 0,03.
Die mit NaCl-Losung versetzten Suspensionen hatten eine Endtriibung von ca. ODiseo h = 0,02
erreicht.
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Abbildung 21:Uberleben von Escherichia coli K12 in chemisch definiertem Leitungswasser

Dargestellt ist die Lebendzellzahl [KBE/mL] und die optische Dichte [rel. E.] einer definierten Zellsuspension von
Escherichia coli K12 zu unterschiedlichen Inkubationszeiten [h] bei 37 °C. Die Sdulen kennzeichnen die ermittelten
Lebendzellzahlen der jeweiligen Bakteriensuspensionen zum entsprechenden Probennahmenzeitpunkt (siehe Punkt
3.4.4). Die durch Linien verbundenen Punkte stellen die dazugehérigen optischen Dichten dieser Bakteriensuspensionen
dar. Die dargestellten Werte sind das arithmetische Mittel der Einzelwerte und die Fehlerbalken zeigen die einfache
Standardabweichung.

Trotz ann&hernd gleicher Anfangstriibung waren die Ausgangslebendzellzahlen der eingestellten
Escherichia coli K12-Suspensionen im Vergleich zu den Werten der Pseudomonas aeruginosa WR1-
Kulturen fast doppelt bis dreifach so hoch. Dennoch nahmen Uber den Untersuchungszeitraum die
beiden beobachteten Parameter starker und kontinuierlich ab, bis nach ca. 2 Monaten nur noch
anndhernd 2 % der anfanglichen Lebendzellzahl wiedergefunden wurden. Die Tribung verharrte
dagegen auf einen Endwert von ca. OD1370n = 0,05.

Sowohl Pseudomonas aeruginosa WR1 als auch Escherichia coli K12 (berlebten eine
Langzeitinkubation von ca. 2 Monaten in einem nahrstoffarmen Milieu. Pseudomonas aeruginosa
WR1 erwies sich allerdings als deutlich persistenter gegenliber Aushungern als Escherichia coli K12.

4.6 Wasserstoffperoxidbehandlung von Pseudomonas aeruginosa WR1

Die Nahrstofflimitierung wurde in der Literatur (BESNARD et al. (2002), MARY et al. (2002),
MCKAY etal. (1992), OLIVER (1993), ROLLINS und COLWELL (1986) und XU et al. (1982)) als
der wesentliche Induktor des VBNC-Zustandes in bakteriellen Zellen beschrieben. Weitere
Einflussfaktoren sind bekannt und Gegenstand zahlreicher Untersuchungen (vgl. BESNARD et al.
(2002)). Oxidativ wirkende Desinfektionsmittel wie etwa Peroxide oder Hypochlorite wurden
besonders in neueren Publikationen auf inre VBNC auslésende Wirkung hin tiberpriift (BEDARD et
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al. (2014), MORISHIGE et al. (2013) und DUCRET et al. (2014)). Anhand der nun dargestellten
Ergebnisse sollte die Desinfektionsleistung von Wasserstoffperoxid gegenlber Pseudomonas
aeruginosa WRL1 grundsétzlich beurteilt werden. Gleichzeitig sollten die Parameter ermittelt werden,
die die Desinfektionsleitung derart verringerten, dass nicht die gesamte Zellpopulation einer Suspen-
sion abgetttet wurde. Die Zellen sollten anteilsmaRig geschadigt und so potentiell in den VBNC-
Zustand verfallen.

4.6.1 Wiederfindungsrate in Abh&ngigkeit von der Ausgangstriibung

Die Effektivitat des Desinfektionsmittels Wasserstoffperoxid wurde anhand des Rickganges der
Lebendzellzahlen in den Desinfektionsanséatzen ermittelt. Als Kontrolle dienten nur mit Wasser
inkubierte Suspensionen, um den Zellverlust infolge der Inkubation (siehe Punkt 3.4.4) ebenfalls
berucksichtigen zu kdnnen.
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Abbildung 22: Keimreduzierende Wirkung von Wasserstoffperoxid auf Pseudomonas aeruginosa WR1-
Suspensionen unterschiedlicher Zelltiter

Bakteriensuspensionen von Pseudomonas aeruginosa WR1 mit unterschiedlicher Ausgangstriibbung wurden mit
Wasserstoffperoxid versetzt (c(H20.) = 0,08 mg/mL) und 1 h inkubiert. Anschlieend wurden die Lebendzellzahlen und
die Restkonzentration des Desinfektionsmittels in den Ansétzen bestimmt (siehe Punkt 3.4.5.1).

Die ermittelten Wiederfindungsraten [%] von Pseudomonas aeruginosa WR1-Suspensionen wurden graphisch in
Abhéangigkeit von der anfanglich eingestellten optischen Dichte und der durchgefiihrten Préparation dargestellt. Als
BezugsgroRe fur die Wiederfindung (= 100 %) wurde die Lebendzellzahl vor der Inkubation definiert. Die Saulen
kennzeichnen demnach die ermittelten Wiederfindungsraten der jeweiligen Bakteriensuspensionen vor bzw. nach der
Inkubation mit Wasser oder Wasserstoffperoxid. Die dargestellten Werte sind das arithmetische Mittel der Einzelwerte
und die Fehlerbalken zeigen die einfache Standardabweichung.

In Ubereinstimmung mit den unter Punkt 4.5 beschriebenen Beobachtungen wurden alleine durch die
einstundige Inkubation ein erheblicher Anteil an Zellen nicht wiedergefunden. Dabei nahm in
Abhéngigkeit vom Anfangszelltiter die Wiederfindungsrate vor allem bei den niedrigeren
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Ausgangswerten starker ab. Die Streuung um die Mittelwerte waren bei den nur mit Wasser
inkubierten Ansétzen deutlich groRer als bei den mit Wasserstoffperoxid versetzten Proben, was auf
das Vorhandensein der Zellcluster zuriickgefiihrt wurde. Bei einer Ausgangstriibung von OD; =1
und OD; = 0,5 hatte der Zusatz an Wasserstoffperoxid keine keimreduzierende Wirkung beim
Vergleich der Wiederfindungsraten mit den Werten der unbehandelten Proben. Bei einer optischen
Dichte von OD3 = 0,25 wurden nach der einstundigen Inkubation mit Wasserstoffperoxid nur noch
ca. 30 % der Ursprungszellzahl wiedergefunden, wahrend bei den Kontrollproben ca. 40 % erfasst
wurden. Dieser Trend konnte auch bei der geringsten Ausgangstribung (OD4 = 0,13) festgestellt
werden. 20 % der Anfangslebendzellzahl wurden nach der Umsetzung mit Wasserstoff-peroxid
weniger registriert als bei den nur mit Wasser inkubierten Proben.

Die verhaltnismaRig groflen Schwankungen in den Wiederfindungsraten spiegelten sich auch in der
Trubung wider. Auffallend war der gro3e Riickgang der optischen Dichten bei den Suspensionen mit
grolRer Ausgangstrilbung. Im Gegensatz veranderten sich die Tribungen bei den optischen Dichten
von OD3 = 0,25 und OD4 = 0,13 nach Inkubation mit Wasser oder Wasserstoffperoxid kaum.
Wasserstoffperoxid reagierte nach der Umsetzung mit den Bakteriensuspensionen vollsténdig ab. Bei
allen Proben wurden anndhernd Konzentrationen von c(H202) = 0 mg/mL ermittelt.

Bei hohen Ausgangszellzahlen hatte Wasserstoffperoxid in einer Konzentration von
c(H202) = 2 mmol/L keine bzw. nur eine sehr geringe keimabt6tende Wirkung. Das Desinfektions-
mittel reagierte vollstandig ab. Die Inkubation mit Wasser fuhrte allerdings ebenfalls zu Minderbe-
funden, wobei unter Betrachtung der Fehlerbalken dies vorwiegend nur flr niedrige Ausgangs-
triibungen galt. Durch Wasserstoffperoxid wurde nur die Lebendzellzahlen von Suspensionen mit
geringer Anfangstriibung verringert.

4.6.2 Wiederfindungsrate in Abhangigkeit von der Wasserstoffperoxidkonzentration

Durch die dargestellten Ergebnisse sollte der Konzentrationsbereich an Wasserstoffperoxid ermittelt
werden, in dem in Abh&ngigkeit von der Ausgangslebendzellzahl keine Wirkung, nur eine geringe
oder eine signifikant keimreduzierende Wirkung auftraten. Aufgrund dessen wurde die Anfangs-
trubung ausgewahlt, bei der in den oben dargestellten Versuchsergebnissen (siehe Punkt 3.4.5.1)
keine bzw. nur eine geringe keimreduzierende Wirkung auftrat.
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Abbildung 23: Konzentrationsabhangigkeit der keimreduzierenden Wirkung von Wasserstoffperoxid

Abweichend zur oben beschriebenen Durchfiihrung (siehe Abbildung 22) wurden die Zellsuspensionen auf eine feste
optische Dichte von OD = 1 eingestellt und in einer Verdlinnung von 1:2 mit Wasserstoffperoxidlosungen unter-
schiedlicher Konzentrationen versetzt (siehe Punkt 3.4.5.2). Die ermittelten Wiederfindungsraten in Prozent [%] von
Pseudomonas aeruginosa WR1 wurden graphisch in Abh&ngigkeit von der anfanglich eingestellten optischen Dichte und
der durchgeflhrten Praparation dargestellt. Als BezugsgroRe fiir die Wiederfindung (= 100 %) wurde die Lebendzellzahl
vor Inkubation und/oder Desinfektion definiert. Die S&ulen kennzeichnen demnach die ermittelten Wiederfindungsraten
der jeweiligen Bakteriensuspensionen vor bzw. nach der Inkubation mit Wasser (= 0 mg/mL) oder Wasserstoffperoxid
(c=0,13-1,1 mg/mL). Die dargestellten Werte sind das arithmetische Mittel der Einzelwerte und die Fehlerbalken
zeigen die einfache Standardabweichung.

Der Trend, dass die einstiindige Inkubation von Pseudomonas aeruginosa WR1 im nahrstoffarmen
Milieu einen Einfluss auf die Wiederfindungsrate haben konnte, zeigte sich auch in dieser
Untersuchung. Unter Betrachtung der Fehlerbalken konnte allerdings bei hohen Ausgangstribungen
nicht von einer grundsatzlichen Abnahme der Lebendzellzahlen ausgegangen werden. Die mit
Wasserstoffperoxid versetzten Probensuspensionen zeigten alle eine geringere Wiederfindungsrate
an als die der Kontrollansdtze. Allerdings konnten nur die hdchst konzentrierten Wasser-
stoffperoxidldsungen (c1(H202) = 1,1 mg/mL und c2(H202) = 0,53 mg/mL) nachweisbar die
Lebendzellzahlen und damit die Wiederfindungsraten reduzieren. Im mittleren eingesetzten
Konzentrationsbereich (0,13 mg/mL - 0,53 mg/mL) an Wasserstoffperoxid wurden fiir den Testkeim
Wiederfindungsraten ermittelt, die unter Betrachtung der Fehlerbalken sich nicht stark voneinander
unterschieden. Nach Inkubation mit Wasser oder Wasserstoffperoxid nahm die Tribung aller
Probenansétze auf einen &hnlichen Endwert von OD = 0,35 ab.
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Abbildung 24: Unterschiedliche Wasserstoffperoxidkonzentrationen nach Umsetzung mit Pseudomonas
aeruginosa WR1-Suspensionen

Nach der Inkubation mit Wasserstoffperoxid wurden die Zellen abgetrennt und im Uberstand die Konzentration an
Wasserstoffperoxid bestimmt (siehe Punkt 3.4.5.2 und Punkt 3.4.5.1). Dargestellt ist die Anfangskonzentration an
Wasserstoffperoxid in den Reaktionsanséatzen und die nach der Inkubation ermittelten Restkonzentrationen [mg/mL] in
Abhéngigkeit von der Ausgangskonzentration der Wasserstoffperoxidlosungen. Die dargestellten Werte sind das
arithmetische Mittel der Einzelwerte und die Fehlerbalken zeigen die einfache Standardabweichung.

Unabhangig von der Ausgangskonzentration reagierte Wasserstoffperoxid nach Umsetzung mit
Pseudomonas aeruginosa WR1 vollstandig ab.

Zusammenfassend wurde festgestellt, dass Wasserstoffperoxid bei gentigend hoher Konzentrierung
die Wiederfindungsraten der Probensuspensionen bei fest eingestellter Ausgangstriibung signifikant
reduzieren konnte. Bei geringer eingesetzter Konzentration wurden die Zelltiter schwdcher reduziert.
Eine Konzentration von c(H202) = 1 g/L inaktivierte nur einen Anteil von ca. 40 bis 60 % der
Zellpopulation einer Pseudomonas aeruginosa WRZ1-Suspension mit einer definierten optischen
Dichte im Desinfektionsansatz von OD = 0,5.

4.6.3 Wiederfindungsrate in Abhangigkeit von den eingesetzten N&hrbdden

Dieser vorliegende Versuchsteil sollte die unter Punkt 4.6.2 genannten Beobachtungen und den in der
Literatur (JOHNSTON et al. (2000) und STEELS et al. (2000)) beschriebenen Umstand erhérten,
dass eine keimreduzierende Wirkung einer Substanz nicht nur abhéngig von der Konzentration des
Desinfektionsmittels ist, sondern dass Effektivitat in der Keimreduktion bei gréReren Inokulum-
mengen sogar abnimmt. Deswegen wurden zur Gegenprobe die Ausgangstribung der zu
desinfizierenden Bakteriensuspension von OD; = 0,5 auf OD, = 1,0 verdoppelt und die als wirksam
beurteilte Wasserstoffperoxidkonzentration von c(H202) = 1 g/L dagegen beibehalten. Parallel dazu
sollte der publizierte Umstand (CALABRESE und BISSONNETTE (1990), LLEO et al. (2001) und
MORISHIGE et al. (2013)) tberprift werden, ob durch Pyruvat- oder Acetatzusatz zu den N&hrbéden
mehr Bakterien infolge einer Resuszitation von VBNC-Zellen wiedergefunden werden konnten.
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Abbildung 25: Reaktivierungsversuche von Pseudomonas aeruginosa WR1 mittels Supplementagar nach
Stress

Die Zellsuspensionen wurden auf eine optische Dichte eingestellt und mit Wasser oder Wasserstoffperoxid versetzt und
dann inkubiert. Fir die Lebendzellzahlbestimmung wurden die Ansétze zusétzlich zu dem Standard-TSB/CASO-Agar
auch auf supplementiertem Agar (TSB-Pyruvatagar (1 % (w/v)) oder TSB-Acetatagar (0,74 % (w/v))) aufgetragen (siehe
Punkt 3.4.5.3). Die ermittelten Wiederfindungsraten [%] von Pseudomonas aeruginosa WR1 wurden graphisch in
Abhéngigkeit von der durchgefiihrten Préparation und den eingesetzten Nahrbdden dargestellt.

Als BezugsgroRe fir die Wiederfindung (= 100 %) wurde die Lebendzellzahl der Suspension vor Inkubation definiert.
Die Balken kennzeichnen demnach die ermittelten Wiederfindungsraten der jeweiligen Bakteriensuspensionen vor bzw.
nach der Inkubation mit Wasser oder Wasserstoffperoxid und die unterschiedliche Farbe der Balken die Art des
eingesetzten Agars (dunkelgrau: TSB-Standardagar; weif3: Pyruvatzusatz und hellgrau: Acetatzusatz). Die dargestellten
Werte sind das arithmetische Mittel der Einzelwerte und die Fehlerbalken zeigen die einfache Standardabweichung.

Die Wiederfindungsraten der Pseudomonas aeruginosa WRZ1-Kulturen nahmen nach der
einstundigen Inkubation sowohl bei den Kontrollansatzen als auch bei den Desinfektionsansatzen
unabhdngig von den eingesetzten N&hrbdden leicht ab. Im Mittel wurden durch den Zusatz von
Pyruvat oder Acetat mehr Zellen wiedergefunden und bei den mit Wasserstoffperoxid versetzten
Proben wurden die niedrigsten Wiederfindungsraten ermittelt. Es wurde allerdings unter
Bertcksichtigung der Fehlerbalken nicht von signifikanten Unterschieden in den Wiederfindungs-
raten ausgegangen. Die Trubungen der Versuchskulturen nahmen wieder nach der Umsetzung mit
Wasser bzw. Wasserstoffperoxid ab und erreichten dann eine Endtriibung von OD; = 0,8.

Die anfanglich eingestellte Konzentration an Wasserstoffperoxid sank nach Inkubation mit den
Zellsuspensionen auf einen Endwert von ¢(H202) = 0 mg/mL ab.

Eine Verdopplung der Ausgangslebendzellzahl fiihrte erwartungsgeméald zu einer drastischen
Verminderung der keimreduzierenden Wirkung des Wasserstoffperoxids. Diese Tatsache wurde in
der Literatur (vgl. dazu JOHNSTON et al. (2000) und STEELS et al. (2000)) als so genannter
Inokulumeffekt bereits beschrieben. Wasserstoffperoxid reagierte auch hier wie zuvor angenommen
vollstandig ab.
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4.6.4 Wiederfindungsraten der Testkeime nach Chlordioxidbehandlung und Kulti-
vierung auf supplementierten N&hrbdden

In Vorversuchen (vgl. dazu CZIRR (2013)) wurde gezeigt, dass Chlordioxid in seiner
keimreduzierenden Eigenschaft deutlich effektiver war als Wasserstoffperoxid. Aufgrund dessen
wurde eine deutlich niedrige Wirkkonzentration von ¢y (ClO2) = 0,2 mmol/L verwendet. Um dennoch
einen ausreichend desinfizierenden Effekt unabhéngig vom Inokulumeffekt feststellen zu kdnnen,
wurden Bakteriensuspensionen niedriger Ausgangstrilbung verwendet. Ferner diente dieser Versuch
dazu, die reaktivierende Wirkung von Pyruvat anhand eines weiteren Desinfektionsmittels (ClO2)
und eines anderen Testkeimes (Escherichia coli K12) validieren zu kénnen.
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Abbildung 26: Uberleben von Escherichia coli K12 und Pseudomonas aeruginosa WR1 nach Chlordioxid-
behandlung

Die Zellsuspensionen wurden auf eine optische Dichte eingestellt und mit Wasser oder Chlordioxid
(c(ClOy) = 0,2 mmol/L) versetzt und dann inkubiert. Fir die Lebendzellzahlbestimmung wurden die Ansétze zusatzlich
zu dem Standard-TSB/CASO-Agar auch auf supplementiertem Agar (TSB-Pyruvatagar (1 % (w/v))) aufgetragen (siehe
Punkt 3.4.5.4). Die ermittelten Wiederfindungsraten [%] von Pseudomonas aeruginosa WR1 und Escherichia coli K12
wurden graphisch in Abhé&ngigkeit von den eingesetzten Nahrbdden dargestellt.

Als BezugsgroBe fur die Wiederfindung (= 100 %) wurde die Lebendzellzahl in den nur mit Wasser inkubierten
Kontrollansétzen verwendet. Die Balken kennzeichnen demnach die ermittelten Wiederfindungsraten der jeweiligen
Testkeime (dunkelgrau: Pseudomonas aeruginosa WR1 und hellgrau: Escherichia coli K12) in Abhéngigkeit von der Art
des eingesetzten Agars. Die dargestellten Werte sind das arithmetische Mittel der Einzelwerte und die Fehlerbalken zeigen
die einfache Standardabweichung.

Abweichend zu den bisherigen Darstellungen wurden die hier abgebildeten Wiederfindungsraten
direkt auf die Lebendzellzahlen der Kontrollansitze (= 100 %) bezogen. Nach Chlordioxidgabe
wurden nur noch 50 % der Zellen und damit deutlich weniger wiedergefunden als beispielsweise bei
einer Wasserstoffperoxidzugabe in einem vergleichbaren Konzentrationsbereich (Versuche
beschrieben unter Punkt 3.4.5.1 oder Punkt 3.4.5.2). Bei beiden Testkeimen wurden auf TSB-

-71-



Ergebnisse

Né&hrboden niedrigere Lebendzellzahlen und damit niedrigere Wiederfindungsraten generiert als bei
den zusatzlich mit Pyruvat versetzten N&hrbdden. Die Unterschiede in den Wiederfindungsraten
betrugen ca. 15 bis 20 %. Dies anderte sich auch nicht nach einer Gesamtinkubationsdauer auf den
Néhrbdoden von 48 h. Im direkten Vergleich der Wiederfindungsraten erwiesen sich sowohl
Escherichia coli K12 als auch Pseudomonas aeruginosa WR1 gleich anfallig gegentiber Chlordioxid.
Durch den Zusatz an Pyruvat zu den fur die Quantifizierung eingesetzten Nahrbdden wurden ca. 15
% mehr Zellen wiedergefunden als bei den korrespondierenden Proben, die auf Standard-TSB-Agar
ausplattiert wurden.

Die Streuungen um die Mittelwerte waren bei den Werten der nicht supplementierten Agarplatten
grolier als bei den supplementierten Nahrboden. Unter Betrachtung der Fehlerbalken waren vor allem
die Unterschiede in Wiederfindungsraten zwischen Escherichia coli K12 kultiviert auf TSB-Agar
oder supplementiertem Nahrboden besonders deutlich.

Insgesamt erwies sich Chlordioxid als potentes Desinfektionsmittel, das auch bei niedrigeren
Konzentrationen effektiv keimreduzierend wirken konnte. Dabei waren die beiden Testkeime gleich
resistent bzw. anféllig fiir diese Oxidationsmittel. Erst bei der Betrachtung der Wiederfindungsraten,
die durch Kultivierung der Testkeime auf mit Pyruvat versetzten Agarplatten erhalten wurden,
unterschieden sich Escherichia coli K12 und Pseudomonas aeruginosa WR1.

4.6.5 Wiederfindungsrate nach Pyruvat- und Acetatzusatz

Pyruvat konnte in einem Vorversuch Wasserstoffperoxid effektiv inaktivieren (siehe Punkt 3.4.3.4).
In der Literatur (GIANDOMENICO et al. (1997), LONG und HALLIWELL (2011) und TROXELL
et al. (2014)) wurde die reaktivierende Wirkung dieses zentralen Stoffwechselproduktes
maoglicherweise auf die Eigenschaft als ROS-Fanger zurtickgefihrt. Der vorliegende Versuch sollte
in Anlehnung an TROXELL et al. (2014) die protektive Wirkung von Pyruvat auf Pseudomonas
aeruginosa WR1 gegen Wasserstoffperoxid verifizieren. Gleichzeitig sollte die physiologische
Relevanz von Pyruvat fiir die bakterielle Zelle mit der von Acetat verglichen werden. Daftr wurden
Bakteriensuspensionen mit relativ geringer (ODoa = 0,05) und mit hoherer Ausgangstribung
(ODos = 0,25) untersucht.
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Abbildung 27: Pyruvatzusatz bei der Wasserstoffperoxidbehandlung von Pseudomonas aeruginosa WR1
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Stammsuspensionen von Pseudomonas aeruginosa WR1 mit unterschiedlichen Ausgangstriibungen (ODa = 0,25 und
ODg = 0,05) wurden mit Wasserstoffperoxid (¢ = 0 — 2 mmol/L) und Pyruvat (¢ = 7 mmol/L) versetzt und 1 h bei 37 °C
unter stdndigem Schiitteln inkubiert. Dargestellt sind die ermittelten Wiederfindungen [%] von Pseudomonas aeruginosa
WRL1 in Abhéngigkeit von der Ab- und Anwesenheit von Pyruvat (7 mmol/L) und/oder Wasserstoffperoxid (¢ = 1 —
2 mmol/L) in der Zellsuspension und dem eingesetzten Ausgangszelltiter (ODa = 0,25 und ODg = 0,05).

Als BezugsgrofRe fiir die Wiederfindung (= 100 %) wurde die Lebendzellzahl in den nur mit Wasser inkubierten
Kontrollansatzen (c(H202) = 0 mmol/L) definiert. Die Balken kennzeichnen demnach die ermittelten Wiederfindungs-
raten der jeweiligen Bakteriensuspensionen vor bzw. nach der Inkubation mit oder ohne Pyruvat und mit oder ohne
Wasserstoffperoxid. Die Flllung der Balken weist auf die unterschiedlichen Zelltiter (weil3; OD = 0,25 und grau:
OD = 0,05) der Stammsuspensionen hin. Die dargestellten Werte sind das arithmetische Mittel der Einzelwerte und die
Fehlerbalken zeigen die einfache Standardabweichung.

Durch die Wasserstoffperoxidkonzentrationen wurden vor allem die Keimzahlen von Suspensionen
mit niedrigen Ausgangszellzahlen reduziert. Die Wiederfindungsraten sanken bei einer Anfangs-
konzentration von c(H202) = 1 mmol/L oder ¢(H202) = 2 mmol/L auf ca. 60 % der Ausgangs-
lebendzellzahl. D.h. bei einer einstindigen Inkubationsdauer waren fir die niedrigen
Ausgangszellzahlen die gewahlten Konzentrationen gleich effektiv in ihrer keimreduzierenden
Wirkung. Dagegen wurden bei héheren Ausgangstriibungen (ODog = 0,25) bei einer Konzentration
c18(H202) = 2 mmol/L eine geringe Abnahme der Wiederfindungsrate registriert (vgl. dazu den
Versuch beschrieben unter Punkt 3.4.5.1). Durch den Zusatz von Pyruvat zu den Desinfektions-
ansétzen wurde unabhéngig von der Anfangstriibung oder der Wasserstoffperoxidkonzentration keine
Keimreduktion festgestellt. Stattdessen wurden Zelltiter nach der Inkubation der Anséatze mit einer
optischen Dichte von ODoa = 0,05 wiedergefunden, die ca. 160 % der Ursprungszellzahl entsprachen.
Dieser Effekt war in diesem Ausmal} nicht bei den Suspensionen mit héheren Ausgangstriibungen
(ODos = 0,25) erkennbar. Wasserstoffperoxid konnte in den Reaktionsansatzen nicht quantifiziert
werden, da die Nachweisgrenze bei allen Desinfektionsansatzen erreicht wurde.

Pyruvat konnte auch in Kulturanséatzen die Zellen vor Wasserstoffperoxid schiitzen. AnschlieRend
fungierte Pyruvat oder das bei der Umsetzung entstehende Acetat (vgl. TROXELL et al. (2014)) als
Kohlenstoffquellen, die fir das bakterielle Wachstum herangezogen wurden. Die durch Wachstum
hervorgerufene Anderung in der Lebendzellzahl machte sich vor allem bei sehr geringen Ausgangs-
zellzahlen bemerkbar. Die optischen Dichten der verschiedenen Probensuspensionen stiegen bei allen
Ansatzen nur leicht auf ein gleiches Niveau an bzw. stagnierten unter Berticksichtigung der Mess-
genauigkeit.

AbschlieBend sollte bewertet werden, warum die Proben mit niedriger Ausgangszellzahl nach
Inkubation mit Wasserstoffperoxid und Pyruvat die hochsten Wiederfindungsraten zeigten.
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Abbildung 28: Inkubation von Pseudomonas aeruginosa WR1 mit unterschiedlichen Additiven

Stammsuspensionen von Pseudomonas aeruginosa WR1 mit einer Trilbung von OD = 0,05 wurden mit Wasserstoff-
peroxid (c =0 — 2 mmol/L), Acetat (¢ = 2 mmol/L) und/oder Pyruvat (c = 7 mmol/L) versetzt und 1 h bei 37 °C unter
standigem Schdtteln inkubiert. Dargestellt sind die ermittelten Wiederfindungen [%] von Pseudomonas aeruginosa WR1
in Abhangigkeit von der Ab- und Anwesenheit von Pyruvat (c = 7 mmol/L), Acetat (¢ =2 mmol/L) und bzw. oder Wasser-
stoffperoxid (¢ = 2 mmol/L) in der Zellsuspension. Als BezugsgroRe fur die Wiederfindung (= 100 %) wurde die
Lebendzellzahl in den nur mit Wasser inkubierten Kontrollansétzen (c(H202) = 0 mmol/L) definiert. Die Balken
kennzeichnen demnach die ermittelten Wiederfindungsraten der jeweiligen Bakteriensuspensionen vor bzw. nach der
Inkubation mit oder ohne Pyruvat bzw. mit oder ohne Wasserstoffperoxid oder mit Acetat. Die dargestellten Werte sind
das arithmetische Mittel der Einzelwerte und die Fehlerbalken zeigen die einfache Standardabweichung.

Durch den Folgeversuch wurden die niedrigen Wiederfindungsraten der Pseudomonas aeruginosa
WR1-Suspensionen nach Wasserstoffperoxidzusatz und die relativ hohen Wiederfindungsraten nach
Inkubation mit Wasserstoffperoxid und Pyruvat erneut ermittelt. Die meisten Zellen wurden nach
Zusatz von Pyruvat oder Acetat gefunden. Ca. 1,5 so viele Zellen wie urspriinglich eingesetzt wurden
erfasst. Auffallend war die Streuung um den Mittelwert bei den nur mit Pyruvat (¢ = 7 mmol/L) inku-
bierten Ansétzen.

Sowohl Acetat als auch Pyruvat erlaubten in geringen Konzentrationen den Zellen eine Vermehrung.
Die hohere Pyruvatkonzentration fiihrte im Vergleich zur eingesetzten Menge an Acetat nicht zu einer
hoheren Wiederfindung. Ob hdhere Pyruvatkonzentrationen sogar einen adversen Effekt aufwiesen,
wie anhand der groRen Schwankung vermutet werden konnte, wurde nicht weiter untersucht. Die
Trubungen der Suspensionen blieben bei allen Ansétzen annahernd konstant.

4.6.6 Wiederfindungsrate in Abhangigkeit vom Zellkulturalter

Eine nachweisbare Desinfektionswirkung trat nur bei einem glnstigen Verhaltnis zwischen
Ausgangstribung bzw. -lebendzellzahl und Konzentration des Desinfektionsmittels auf (siehe
Vorgehensweise beschrieben unter Punkt 3.4.5.1, Punkt 3.4.5.2 und Punkt 3.4.5.4). Erst dann konnte
eine keimreduzierende Wirkung angezeigt und so oxidativer Stress provoziert werden (vgl. dazu
GIANDOMENICO et al. (1997), DUKAN et al. (1999) und ZHOU et al. (2014)). Ferner wurden
erfolgreiche Reaktivierungsversuche vorwiegend bei Zellkulturen erreicht, die in nahrstoffarmer
Umgebung unter unglinstigen Umwelteinfliissen langfristig inkubiert wurden (siehe Punkt 4.5). In
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der hier vorliegenden Arbeit konnte Pseudomonas aeruginosa WR1 (iber mehrere Wochen mittels
Kultivierung nachgewiesen und quantifiziert werden. Pyruvat gilt als wirkungsvoller Antagonist von
oxidativ wirkenden Substanzen, der als ROS-Fanger und/oder als Kohlenstoffquelle nach oxidativem
Stress Wachstum und/oder Vermehrung erlaubte (siehe Punkt 4.4.4, Punkt 4.6.3, Punkt 4.6.4 und
Punkt 4.6.5). Aufgrund der Quenching-Wirkung des Pyruvats und des Uberlebens von Pseudomonas
aeruginosa WR1 unter oligotrophen Bedingungen wurden Zellsuspensionen dieses Testkeimes in
phosphatgepufferter Salzlosung auf eine feste optische Dichte eingestellt, dann inkubiert und zu
unterschiedlichen Zeitpunkten mit Wasserstoffperoxid versetzt. Der Desinfektionserfolg wurde
anhand der Reduktion der Wiederfindungsraten beurteilt, wobei fur die Lebendzellzahlbestimmung
durch Kultivierung zusatzlich zu den TSB-Agarplatten auch die mit Pyruvat versetzten N&hrboden
eingesetzt wurden. Parallel dazu wurde der Verbrauch an Wasserstoffperoxid verfolgt.
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Abbildung 29: Reaktivierungsversuch von Pseudomonas aeruginosa WR1 mittels Supplementagar nach
Aushungern und Wasserstoffperoxidbehandlung

Definierte Stammsuspensionen von Pseudomonas aeruginosa WR1 wurden unter stdndigem Schitteln und
Lichtausschluss inkubiert. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten wurde von diesen inkubierten Suspensionen ein Aliquot
entnommen und mit Wasserstoffperoxid (c = 0 — 30 mmol/L) versetzt. Diese Aliquote wurden dann 1 h unter stdndigem
Schitteln inkubiert. AnschlieBend wurde die Lebendzellzahl mittels Kultivierung auf TSB/CASO-Agar und auf
supplementiertem TSB/CASO-Agar (TSB-Pyruvatagar) ermittelt. Die Restkonzentration an Wasserstoffperoxid in diesen
Desinfektionsansatzen wurde durch das Peroxidase-DPD-Verfahren bestimmt (siehe Punkt 3.4.5.6).

Die ermittelten Wiederfindungsraten [%] von Pseudomonas aeruginosa WR1 wurden graphisch in Abhéngigkeit von der
durchgefiihrten Praparation, dem Alter der eingesetzten Zellsuspension und der fir die Quantifizierung genutzten
Néhrboden dargestellt. Die im Ansatz verbliebenen Konzentrationen von Wasserstoffperoxid [mg/mL] werden im
Diagramm direkt fiir die jeweiligen Beprobungszeitpunkte (Quadrate) angezeigt.
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Als BezugsgroRe fur die Wiederfindung (= 100 %) wurde die Lebendzellzahl zum jeweiligen Beprobungszeitpunkt vor
der Desinfektion definiert, die immer als linker Balken einer S&ulengruppe dargestellt ist. Die weiteren Balken
kennzeichnen demnach die ermittelten Wiederfindungsraten der jeweiligen Bakteriensuspensionen nach der Inkubation
ohne (= Kontrolle) oder mit Wasserstoffperoxid (= H20,). Die unterschiedlichen Farben der Balken geben folglich die
Zellbehandlung (dunkelgrau: keine Behandlung, hellgrau: Wasserzusatz und grau: Wasserstoffperoxidzusatz) wider. Die
Rahmenstéarke der Balken weist auf die unterschiedlich genutzten Agarsorten hin (TSB oder TSB mit Pyruvatzusatz
(TSB+Pyruvat)). Die dargestellten Werte sind das arithmetische Mittel der Einzelwerte und die Fehlerbalken zeigen die
einfache Standardabweichung.

Mit zunehmendem Alter der Suspensionen fielen nach dem Zusatz von Wasserstoffperoxid die
Wiederfindungsraten starker ab, bis bei den Proben zum Zeitpunkt ts = 12 d nur noch 0,4 % (TSB)
bzw. 1,2 % (TSB + Pyruvat) der Ursprungszellzahl wiedergefunden wurden. In den nur zur Kontrolle
mit Wasser inkubierten Ansatzen wurden im Vergleich zur Referenzprobe (= 100 %) gleich viele
Zellen wiedergefunden. Erst bei Zellkulturen mit einem Alter von 12 Tagen sanken auch bei den
Kontrollansatzen durch die zuséatzliche einstlindige Inkubation die Wiederfindungsraten auf ca. 50 %
bis 60 % des Ausgangswertes ab. Zu allen Probennahmenzeitpunkten wurden bei allen Proben durch
den Pyruvatzusatz hoherer Wiederfindungsraten erzielt als bei den nur auf TSB-Agarplatten
kultivierten Proben. Dieser Umstand war vor allem bei den Kulturen mit héherem Inkubationsalter
bemerkbar. Die Konzentration an Wasserstoffperoxid, die nach der Umsetzung mit den Zellkulturen
im Ansatz noch bestimmt werden konnte, lag bis zum Zeitpunkt t3 = 4 d nahe der Bestimmungsgrenze
und wurde deswegen als c¢(H202) = 0 mg/mL betrachtet.

Mehr Wasserstoffperoxid verblieb nach der einstiindigen Inkubation in den Desinfektionsansatzen
der 8 d bzw. 12 d alten Pseudomonas aeruginosa WR1-Kulturen. Anhand der Wiederfindungsraten
schienen die lang inkubierten Bakterienkulturen anfalliger fir eine Desinfektion mit Wasserstoff-
peroxid. Dieser Eindruck wurde durch die hohere Restkonzentration des eingesetzten
Desinfektionsmittels verstarkt. Allerdings musste berticksichtigt werden, dass durch die
Langzeitinkubation (siehe Punkt 4.5) die gesamte Bakterienmasse abnahm und folglich das
Verhaltnis zwischen wirksamer Desinfektionsmittelkonzentration und Ausgangsmasse zugunsten der
Wasserstoffperoxidkonzentration verschoben wurde. Die Abnahme der Gesamtbakterienmasse
wurde mittels Turbiditdtsmessung nachvollzogen.

1,2

1
Wi

— 0,8
g
F
<

L 0,6
a
(]
<
Q
(%]

S 0,4
Q.
(@]

0,2 J:é—_\_@
0
0 2 4 6 8 10 12 14
Inkubationsdauer bei 37 °C [d]

Abbildung 30: Trubung der Probensuspensionen bei Langzeitinkubation

In der unter Abbildung 29 beschriebenen Stammsuspensionen, die bis zu 12 d inkubiert wurden, wurde die Triibung Uber
den gesamten Beprobungszeitraum verfolgt. Dargestellt ist die optische Dichte [rel. E.] dieser Stammsuspensionen in
Abhéngigkeit von der Inkubationsdauer [d] nach Einstellung der urspriinglichen Trilbung (OD, = 1,0).

-76 -



Ergebnisse

Die Trubungen der Probensuspensionen nahmen stark innerhalb eines Tages ab, sanken dann nur
noch leicht auf eine optische Dichte von ca. OD> = 0,2 ab und stagnierten auf diesem Wert flr ca. 4
Tage. Bei der letzten Messung wurde eine Endtriibung von ca. OD124 = 0,17 bestimmt.

Durch den Pyruvatzusatz zu den fir die Quantifizierung eingesetzten Nahrbdden wurden mehr Zellen
wiedergefunden als bei den selben Proben, die ohne Pyruvatzusatz quantifiziert wurden. In Anleh-
nung an DUCRET et al. (2014) wurde dieser Mehrbefund als Wiederherstellungsrate R (,,restoration
rate®) dargestellt.

Tabelle 26: Mehrbefund (Wiederherstellungsrate R) von Pseudomonas aeruginosa WR1 in Anwesenheit
von Pyruvat

Inkubationsdauer Wiederherstellungsrate Fehler

unter nahrstofffreien R (einfache
Bedingungen (37 °C) [rel. E.]: Standardabweichung)

[d]: [rel. E.]:

0 1,1 +0,1

1 1.2 + 0,07

4 1,6 +0,10

8 3,5 15

12 2,2 +0,3

Die Vorgehensweise und die zugrundeliegenden Lebendzellzahlen bzw. Wiederfindungsraten wurden in Abbildung 29
dargestellt. Die Wiederherstellungsrate R ist demnach definiert als der Quotient der Lebendzellzahlen, die durch
Kultivierung auf TSB-Agarplatten bestimmt wurden und die durch Kultivierung auf mit Pyruvat versetzten Nahrbdden
ermittelt wurden.

Dargestellt ist das Verhéltnis der Lebendzellzahlen [KBE/mL], die mittels Ausplattiermethode auf Standard-TSB/CASO-
Agar (= 1) und auf supplementiertem Agar (TSB-Pyruvatagar (1 % (w/v)) bestimmt wurden. Wiederherstellungsraten
R> 1,5 wurden nach DUCRET et al. (2014) als signifikant angesehen und zur besseren Ubersicht markiert. Die
dargestellten Werte sind das arithmetische Mittel der Einzelwerte und die Fehlerbalken zeigen die einfache
Standardabweichung.

Nach Langzeitinkubation in nahrstoffarmer Umgebung sank erwartungsgemalR die bakterielle
Gesamtmasse der Pseudomonas aeruginosa WR1-Zellkulturen. Durch den verringerten Zelltiter
reduzierte Wasserstoffperoxid effektiver die Lebendzellzahl. Mittels Zusatz von Pyruvat zu den fiir
die Kultivierung eingesetzten N&hrbdden wurden vor allem bei lang inkubierten Kulturen mehr
Zellen wiedergefunden. Signifikant war der Unterschied in den Lebendzellzahlen und damit in den
Wiederfindungsraten bei den lang inkubierten Proben, die mit Wasserstoffperoxid versetzt wurden.

4.7 Vitalitatsbestimmung von Pseudomonas aeruginosa WR1 nach Langzeit-
inkubation und Wasserstoffperoxidbehandlung

Als Referenz fur die Vitalitatsbestimmung durch Kultivierung boten sich fluoreszenzmikroskopische
Verfahren an, da sie in Kontrast zu sonstigen relativen Quantifizierungsverfahren einen direkten
Vergleich zuliel3en (vgl. dazu DAVIS (2014)). Ferner sind die Anfarbungen von Zellen mittels CTC
und DAPI (CHAVEERACH et al. (2003) und MORISHIGE et al. (2013)) oder mit Propidiumiodid
und SYTO 9 (ARANA etal. (2007), BEDARD et al. (2014) und DUCRET et al. (2014)) die in diesem
Kontext haufig beschriebenen Methoden. In der hier vorgelegten Arbeit wurde als Methode nach
Punkt 3.4.2.2 das LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability Kit eingesetzt.
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Abbildung 31: Wiederfindung von Pseudomonas aeruginosa WR1 nach Kultivierung

Definierte Stammsuspensionen von Pseudomonas aeruginosa WR1 wurden unter standigem Schitteln und
Lichtausschluss inkubiert. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten wurde von diesen inkubierten Suspensionen ein Aliquot
entnommen und mit Wasserstoffperoxid (¢ = 0 — 30 mmol/L) versetzt. Diese Aliquote wurden dann 1 h unter stdndigem
Schutteln inkubiert. AnschlieBend wurde die Lebendzellzahl mittels Kultivierung auf TSB/CASO-Agar ermittelt. Die
Restkonzentration an Wasserstoffperoxid in diesen Desinfektionsansatzen wurde durch das Peroxidase-DPD-Verfahren
bestimmt (siehe Punkt 3.4.6).

Die ermittelten Wiederfindungsraten [%] von Pseudomonas aeruginosa WR1 wurden graphisch in Abhangigkeit von der
durchgefuhrten Préparation, dem Alter der eingesetzten Zellsuspension und der fir die Quantifizierung genutzten
Nahrbdden dargestellt. Die im Ansatz verbliebenen Konzentrationen von Wasserstoffperoxid [mg/mL] werden im
Diagramm direkt fiir die jeweiligen Beprobungszeitpunkte (Quadrate) angezeigt. Als BezugsgroRe fiir die Wiederfindung
(= 100 %) wurde die Lebendzellzahl zum jeweiligen Beprobungszeitpunkt vor der Desinfektion definiert, die immer als
linker Balken einer Saulengruppe dargestellt ist. Die weiteren Balken kennzeichnen demnach die ermittelten
Wiederfindungsraten der jeweiligen Bakteriensuspensionen nach der Inkubation ohne (= Kontrolle) oder mit
Wasserstoffperoxid (= H20,). Die dargestellten Werte sind das arithmetische Mittel der Einzelwerte und die Fehlerbalken
zeigen die einfache Standardabweichung.

Uber den gesamten Untersuchungszeitraum wurden bei den Kontrollansitzen annahernd die gleiche
Anzahl an Zellen wiedergefunden wie urspriinglich vor der Inkubation eingesetzt. Erst nach 6 d
Inkubation unterschieden sich die Kontrollansdatze und die Anfangsproben geringfiigig in ihrem
Zelltiter. Die Lebendzellzahlen eines Aliquotes der 9 Tage lang inkubierten Stammsuspension
wurden durch Wasserstoffperoxid drastisch reduziert. Bei den 6 Tage alten Kulturen wurde eine
Keimreduzierung unter Berlicksichtigung der Fehlerbalken nur geringfligig beobachtet. Die Konzen-
tration an Wasserstoffperoxid, die in den separaten Desinfektionsansétzen nach der Umsetzung mit
den Zellkulturen noch enthalten war, lag fur die ersten drei Beprobungszeitpunkte nahe der Bestim-
mungsgrenze. Erst bei der Wasserstoffperoxidbehandlung der 9 Tage alten Bakteriensuspension
konnte eine Restkonzentration ermittelt werden. Trotz der zeitversetzten Beprobung dhnelte dieser
Verlauf den unter Punkt 4.6.6 genannten Ergebnissen.
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Tabelle 27: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Pseudomonas aeruginosa WR1 nach Langzeit-
inkubation und Wasserstoffperoxidzugabe

Alter der mit
H»0O> behandelten
Suspension [d]:

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme:
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Unterschiedlich alte Suspensionen von Pseudomonas aeruginosa WR1 wurden wie unter Abbildung 31 beschrieben mit
Wasserstoffperoxid (c(H202) = 30 mmol/L) inkubiert. Die Zellen wurden mittels des LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial
Viability Kits angefarbt und fluoreszenzmikroskopisch bei 1250-facher VergroRerung betrachtet. Mittels einer
Mikroskopkamera wurde die Aufnahme erfasst. Dargestellt sind beispielhafte Aufnahmen der unter Abbildung 31
beschriebenen Zellen von Pseudomonas aeruginosa WR1 nach Wasserstoffperoxidbehandlung in Abhé&ngigkeit vom

Alter der Suspension.

Mit zunehmendem Alter der Zellsuspensionen sank rein visuell die Anzahl der Zellen, die anhand
des Zustandes ihrer Cytoplasmamembran als vital definiert wurden.
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Abbildung 32: Wiederfindung von Pseudomonas aeruginosa WR1 durch Fluoreszenzmikroskopie
(BacLight™ Bacterial Viability)
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Parallel zur unter Abbildung 31 beschriebenen Lebendzellzahlbestimmung durch das Spatelverfahren nach DIN 10161-
1:1984-02 wurde auch der Lebendzelltiter fluoreszenzmikroskopisch mit dem LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial
Viability Kit nach Punkt 3.4.6 ermittelt. D.h. als Bezugsgrolie flr die Wiederfindung (= 100 %) wurde die Lebendzellzahl
der Bakteriensuspension zum jeweiligen Untersuchungszeitpunkt definiert, die ebenfalls immer als linker Balken einer
Sdulengruppe dargestellt wird. Die dargestellten Werte sind das arithmetische Mittel der Einzelwerte und die
Fehlerbalken zeigen die einfache Standardabweichung.

Die fluoreszenzmikroskopisch ermittelten Wiederfindungsraten ahnelten bis zum Zeitpunkt t, =6 d
dem unter Abbildung 31 dargestellten Verlauf. Auffallend war die zeitversetzte Streuung um den
Mittelwert am 6. Tag der Probennahmen hin zum 2. Tag. Die hier abgebildete Wiederfindungsrate
fur die mit Wasserstoffperoxid versetzten Proben zum Zeitpunkt t> = 6 d entsprach mit einem Wert
von 60 % der korrespondierenden unter Abbildung 31 beschriebenen Wiederfindungsrate. Ein
signifikanter Unterschied in den durch Kultivierung oder durch Fluoreszenzmikroskopie ermittelten
Wiederfindungsraten war zum letzten Probennahmenzeitpunkt ersichtlich. Der Zelltiter der
desinfizierten Ansatze entsprach bei den mittels Fluoreszenzmikroskopie bestimmten Wiederfin-
dungsraten ca. 70 % der Ursprungszellzahl. Im Gegensatz dazu wurden bei dem Kultivierungs-
verfahren nur ca. 15 % der Ursprungszellzahl wiedergefunden. Dieser Befund wurde anhand der
absoluten Zellzahlen bestétigt. Zum Zeitpunkt t4 =8 d wurden durch die klassische Lebend-
zellzahlbestimmung ein Zelltiter von LZZ = 2,4-10" KBE/mL und durch das fluoreszenz-
mikroskopische Verfahren von LZZ = 4,73-10" KBE/mL absolut quantifiziert.

D.h. es konnte gezeigt werden, dass ein grof3er Anteil an Zellen von Pseudomonas aeruginosa WR1
durch die klassische Kultivierungsmethode nicht erfasst wurde, aber aufgrund einer intakten
Cytoplasmamembran fluoreszenzmikroskopisch als vital erkannt wurde.

Im Vergleich zu den unter Punkt 4.6.6 beschriebenen Beobachtungen wurden in diesem Versuchsteil
nach Wasserstoffperoxidzugabe durch die Kultivierungsmethoden weniger Zellen wiedergefunden.
Dieser Umstand konnte dadurch erklart werden, dass sich die Suspensionen trotz gleich eingestellter
optische Dichte sich in ihrer Ausgangszellzahl unterschieden und die Aliquote fir den
Desinfektionsansatz zeitversetzt entnommen wurden.

7,00E+08
6,00E+08
4
__ 5,00E+08
)
£
S~
w
oa)
X 4,00E+08
=
©
N
§ 3,00E+08
< I —@— Detektion
< durch Resus-
—' 2,00E+08 zitation (100 mL)
—&— Detektion
1,00E+08 durch Fluores-
zenzmikroskopie
(10 mL)
0,00E+00
0 2 4 6 8 10
Inkubationsdauer [d]

Abbildung 33: Lebendzellzahlen der Versuchsansatze in Abhangigkeit von der Inkubationsdauer
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Fur zwei unabhéngige Versuchsansatze (siehe Punkt 3.4.5.6 und Punkt 3.4.6) wurden jeweils 4 Bakteriensuspensionen in
phosphatgepufferter Salzlésung auf eine optische Dichte von OD = 1,0 eingestellt und anschlieBend unter Lichtausschluss
bei 37 °C inkubiert. Die Lebendzellzahl wurde nach DIN 10161-1:1984-02 durch Ausplattieren auf Nahrbdden nach
dekadischer Verdiinnung ermittelt. Dargestellt sind die Lebendzellzahlen [KBE/mL] dieser unterschiedlichen
Versuchsansétze in Abhéngigkeit von der Inkubationsdauer [d] und dem Anfangsvolumen [100 mL und 10 mL
(Legende)]. D.h. ,,Detektion durch Resuszitation (100 mL)* beschreibt die unter Punkt 3.4.5.6 definierte Pseudomonas
aeruginosa WR1-Suspension mit einem Volumen von V = 100 mL und ,,Detektion durch Fluoreszenzmikroskopie“ die
unter Punkt 3.4.6 erlauterte Suspension mit einem entsprechenden Volumen von V = 10 mL. Die dargestellten Werte sind
das arithmetische Mittel der Einzelwerte und die Fehlerbalken zeigen die einfache Standardabweichung.

4.7.1 Zelliberleben von Pseudomonas aeruginosa WR1 nach Wasserstoffperoxid-
behandlung und Langzeitinkubation

In Anlehnung an BEDARD et al. (2014) sollte untersucht werden, ob und in welchem AusmaR
Pseudomonas aeruginosa WR1 zur Selbstresuszitation beféhigt war. Kerngedanke war die
Hypothese, dass ein Bakterium, dass den VBNC-Zustand annehmen kann, auch in der Lage sein
muss, bei verbesserten Umweltbedingungen sich wieder vermehren zu kénnen (LLEO et al. (2001)
und WONG und WANG (2004)). Daftr wurden Suspensionen mit Wasserstoffperoxid versetzt und
anschlieBend inkubiert. Danach wurden die Lebendzellzahlen und die Restkonzentrationen an
Wasserstoffperoxid in den Versuchsansatzen verfolgt. Bei Abwesenheit des Lethalfaktors
Wasserstoffperoxid wurde ein Anstieg der Kultivierbarkeit bzw. der Lebendzellzahl erwartet.

4.7.1.1 Zelluberleben nach Wasserstoffperoxidzugabe mit geringer Konzentration

9,5
—0O—0D=0,25
9
= (Kontrolle)
= (TSB)
S~
@
< 8,5
o0
o —e— 0D =0,25
= g (Kontrolle)
§ (TSB+Pyruvat)
o
)
g 7 ——0D=0,25
Q0
9 (H202)
v TSB
2 7 (Ts8)
€
ey
=
@ —m—0D=0,25
a0 6,5
9 (H202)
(TSB+Pyruvat)
6
0 1 10 100 1000
Inkubationszeit (nach Desinfektion) [h]

Abbildung 34: Inkubation von Pseudomonas aeruginosa WR1 (OD = 0,25) nach Umsetzung mit
Wasserstoffperoxid

Zellkulturen von Pseudomonas aeruginosa WR1 wurden in einer Tribung von ODg = 0,25 mit Wasserstoffperoxid
desinfiziert und dann unter Lichtausschluss bei 37 °C inkubiert. Nur mit Wasser versetzte Proben dienten als Kontrolle
(siehe Punkt 3.4.7.1). Zu unterschiedlichen Zeitpunkten wurde ein Aliquot fir die Lebendzellzahlbestimmung
entnommen Die Quantifizierung erfolgte nach dem Spatelverfahren nach DIN 10161-1:1984-02 mit TSB-Agarplatten
und mit Pyruvat supplementierten (1 % (w/v)) TSB-Agarplatten (siehe Punkt 3.4.7.1).
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Dargestellt sind die logarithmierten Werte fir die Lebendzellzahlen [log (KBE/mL)] in Abhédngigkeit von der
Inkubationsdauer [h], dem fir die Quantifizierung herangezogenen Né&hrboden (TSB (weil) und TSB + Pyruvat
(schwarz)) und der Vorgehensweise (Kontrolle (Kreis) und H»O»-Zugabe (Quadrat)). Die Angabe OD gibt die
Anfangstribung der Bakteriensuspension an. Die Abkiirzungen TSB und TSB+Pyruvat zeigen an, auf welchem
Né&hrboden ausplattiert wurde. Die dargestellten Werte sind das arithmetische Mittel der Einzelwerte und die Fehlerbalken
zeigen die einfache Standardabweichung.

Nach Start der Inkubation nahmen die Lebendzellzahlen sowohl bei den Kontrollansétzen als auch
bei den mit Wasserstoffperoxid versetzten Proben ab. Dabei wurden nach 1 h bei den desinfizierten
Kulturen ca. eine halbe 10er-Potenz weniger Zellen wiedergefunden als bei den nur mit Wasser
inkubierten Ansatze. Anschliefend stiegen die logarithmierten Werte fiir die Lebendzellzahlen fiir
beide Versuchsansétze auf ein hoheres Niveau als urspringlich eingesetzt. Zu den letzten beiden
Probennahmenzeitpunkten entsprachen die ermittelten Lebendzellzahlen ansatzweise dem
Anfangszelltiter. Der Zusatz an Pyruvat zu den N&hrboden hatte keinen signifikanten Einfluss auf die
Lebendzellzahlen.
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Abbildung 35: Inkubation von Pseudomonas aeruginosa WR1 (OD = 0,125) nach Umsetzung mit Wasser-
stoffperoxid

Parallel zu der unter Abbildung 34 beschriebenen Vorgehensweise wurden auch Kulturansatze mit einer Trilbung von
ODy = 0,125 untersucht. Dargestellt sind ebenfalls die logarithmierten Werte fiir die Lebendzellzahlen [log (KBE/mL)]
in Abhéngigkeit von der Inkubationsdauer [h], dem fur die Quantifizierung herangezogenen Nahrboden (TSB (weil) und
TSB + Pyruvat (schwarz)) und der VVorgehensweise (Kontrolle (Kreis) und H»O»-Zugabe (Quadrat)). Die Angabe OD
gibt die Anfangstribung der Bakteriensuspension an. Die Abkirzungen TSB und TSB+Pyruvat zeigen an, auf welchem
Né&hrboden ausplattiert wurde. Die dargestellten Werte sind das arithmetische Mittel der Einzelwerte und die Fehlerbalken
zeigen die einfache Standardabweichung.

Die Kurvenverlaufe der logarithmierten Lebendzellzahlen der Suspensionen mit einer anfanglichen
optischen Dichte von ODo =0,125 entsprachen den bereits unter Abbildung 34 beschriebenen
Ergebnissen. Nach Abfall der Lebendzellzahlen stiegen diese wieder auf ein hoheres Niveau als
urspriinglich eingesetzt an und normalisierten sich gegen Ende des Versuchs auf das Ausgangs-
niveau. Auch hier wurde bei den mit Pyruvat versetzten Agarplatten nicht mehr Zellen detektiert.
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Abbildung 36: Inkubation von Pseudomonas aeruginosa WR1 (OD = 0,063) nach Umsetzung mit
Wasserstoffperoxid

Suspensionen mit einer optische Dichte von ODg = 0,063 im Ansatz waren auch Untersuchungsgegenstand der bereits
unter Abbildung 34 genannten Durchfiihrung. Dargestellt sind die logarithmierten Werte flr die Lebendzellzahlen
[log (KBE/mL)] in Abhéangigkeit von der Inkubationsdauer [h], dem fur die Quantifizierung herangezogenen Nahrboden
(TSB (weiR) und TSB + Pyruvat (schwarz)) und der Vorgehensweise (Kontrolle (Kreis) und H20,-Zugabe (Quadrat)).
Die Angabe OD gibt die Anfangstriibung der Bakteriensuspension an. Die Abkilirzungen TSB und TSB+Pyruvat zeigen
an, auf welchem Né&hrboden ausplattiert wurde. Die dargestellten Werte sind das arithmetische Mittel der Einzelwerte
und die Fehlerbalken zeigen die einfache Standardabweichung.

Bei den Versuchsansdtzen mit den geringsten Ausgangszellzahlen wurden die Lebendzellzahlen
mittels Wasserstoffperoxid im Vergleich zu den vorherigen Kulturen effektiver reduziert. Um ca. drei
log-Stufen unterschieden sich die Kontroll- und die Probenkulturen in ihrem Wert fir die
Lebendzellzahlen. Danach stiegen wie zuvor beschrieben die Lebendzellzahlen bei den
Kontrollansatzen und den desinfizierten Proben wieder an, bis sie sich gegen Ende des Versuchs auf
das ursprungliche Niveau normalisierten. Der Pyruvatzusatz hatte hier keinen Mehrbefund bewirkt.
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Abbildung 37: Tribung von Pseudomonas aeruginosa WR1-Suspensionen unterschiedlichen Anfangszell-
titers nach Desinfektion mit Wasserstoffperoxid

Pseudomonas aeruginosa WR1-Zellkulturen in néhrstofffreiem/-armen Puffer unterschiedlicher Ursprungstriibbung
wurden mit Wasserstoffperoxid versetzt und anschlielend inkubiert. Die Kontrollsuspensionen wurden dagegen um den
gleichen Faktor mit Puffer verdiinnt. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten wurden die Trilbungen (A = 546 nm) der jeweiligen
Versuchsansatze bestimmt (siehe Punkt 3.4.7.1). Dargestellt sind die optischen Dichten [rel. E.] von Pseudomonas
aeruginosa WR1-Suspensionen mit unterschiedlichen Anfangszelltiter (OD ~ 0,063 (Kreis); OD ~ 0,125 (Quadrat) und
OD ~ 0,25 (Raute)) in Abhangigkeit von den Probennahmenzeitpunkten und der Probenbehandlung (schwarz: Kontrolle
und weil: Desinfektion). Die Angabe OD gibt die Anfangstriilbung der Bakteriensuspension an. Die dargestellten Werte
sind das arithmetische Mittel der Einzelwerte und die Fehlerbalken zeigen die einfache Standardabweichung.

Durch den Zusatz an Wasserstoffperoxid verringerte sich bei allen Ansatzen kaum die Triibung der
Suspensionen. Erst durch die Langzeitinkubation konnten gréfRere Unterschiede festgestellt werden.
Die zuletzt gemessenen Turbiditaten der desinfizierten und nicht desinfizierten Versuchsansétze mit
den Anfangstriibungen von OD = 0,063 und OD = 0,125 naherten sich sogar jeweils untereinander
an. Bei den Ansétzen mit der héchsten Ausgangstriibung (OD = 0,25) blieben die Trilbungen nach
einer Gesamtinkubationsdauer von ca. 7 Tagen verschieden. Die Differenz in den Lebendzellzahlen
zeigte sich nur geringfugig in den Trubungen, was durch die Anwesenheit von toten bzw. nicht
vollstandig lysierten Zellen erklart werden konnte.
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Abbildung 38: Konzentrationsabnahme von Wasserstoffperoxid in den desinfizierten und anschlief3end
inkubierten Versuchsansatzen

Pseudomonas aeruginosa WR1-Zellkulturen in nahrstofffreiem/-armen Puffer wurden mit Wasserstoffperoxid versetzt
und anschlieend inkubiert. Fur die Konzentrationshestimmung von Wasserstoffperoxid wurden die Bakterien mittels
Zentrifugation abgetrennt und die Menge an Desinfektionsmittel in den klaren Uberstinden quantifiziert. Die Kontrolle
stellten nur mit Puffer versetzte Wasserstoffperoxidlgsungen dar (siehe Punkt 3.4.7.1).

Dargestellt sind die Wasserstoffperoxidkonzentrationen [mg/mL] in den Versuchsansétzen (weif3: Proben (OD)) und in
den Kontrollansatzen (schwarz: externer Standard) in Abhéngigkeit von den Probennahmenzeitpunkten und der
Ausgangstribung der Proben. Die Angabe OD in der Legende gibt die Anfangstriibung der Bakteriensuspension an. Die
dargestellten Werte sind das arithmetische Mittel der Einzelwerte und die Fehlerbalken zeigen die einfache
Standardabweichung.

Bei allen Probenansdtzen nahm nach der einstindigen Inkubation die Wasserstoffperoxid-
konzentration einen Wert unter bzw. nahe der Bestimmungsgrenze von c(H202) = 0 mg/mL an (vgl.
dazu Punkt 3.4.5.2) an. Im Gegensatz dazu blieb in den Referenzansatzen ber den gesamten
Beprobungszeitraum die Wasserstoffperoxidkonzentration konstant. Dadurch konnte gezeigt werden,
dass eine Konzentrationsabnahme dieses Oxidationsmittels die direkte Folge eines Abreagierens mit
den Testkeimen und nicht das Ergebnis anderer Quenching-Effekte (vgl. dazu LAMBERT und
JOHNSTON (2000)) war.

Wie zuvor gezeigt konnte Wasserstoffperoxid mit der ausgewahlten Konzentration von
c(H202) = 1 mg/mL bei Suspensionen mit hoher Ausgangstriibbung die Lebendzellzahl nicht effektiv
reduzieren (siehe Punkt 3.4.5.1 und Punkt 3.4.5.2). Erst Kulturen mit deutlich niedrigeren
Ausgangszelltiter wiesen eine merklich reduzierte Zellzahl und damit ein reduziertes Zelluberleben
auf. Innerhalb eines Tages konnte diese deutliche Differenz in den Lebendzellzahlen nicht mehr
festgestellt werden. Die mit Wasserstoffperoxid versetzten Proben und die korrespondieren
Kontrollansatze unterschieden sich nur punktuell in ihren Triibungen, die als indirektes MaR fiir die
die Bakterienmasse verfolgt wurden. Signifikantes Wachstum sollte dadurch angezeigt werden. Der
Ruckgang an Wasserstoffperoxid konnte als direkte Folge der Reaktion mit den zugesetzten Zellen
interpretiert werden.
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4.7.1.2 Zelluberleben nach Wasserstoffperoxidzugabe mit hoher Konzentration

Um die eingangs erwahnte Kausalitat zwischen dem Verschwinden des negativen Umweltfaktors und
der Wiedererlangung der Vermehrungsfahigkeit bzw. Kultivierbarkeit zu demonstrieren (siehe Punkt
4.7.1), wurde die fir die Desinfektion eingesetzte Wasserstoffperoxidkonzentration verzehnfacht.
Die Ausgangstriibungen der Probensuspensionen wurden so gewahlt, dass Zellsuspensionen mit sehr
geringem Ausgangszelltiter und mit relativ hohem Zelltiter vorhanden waren
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Abbildung 39: Logarithmierte Lebendzellzahl von Pseudomonas aeruginosa WR1 (OD = 0,25) in
Abhangigkeit von der Inkubationszeit nach einer Wasserstoffperoxidbehandlung

In Anlehnung an Punkt 3.4.7.1 wurden Zellkulturen unterschiedlicher Ausgangszellzahl bzw. -triibung mit Wasser (Kreis)
oder mit Wasserstoffperoxid hoherer Konzentration (Quadrat) versetzt und anschlieBend inkubiert. Zu unterschiedlichen
Zeitpunkten wurden die Lebendzellzahlen nach dem Spatelverfahren nach DIN 10161-1:1984-02 mit TSB-Agarplatten
(schwarz) und mit Pyruvat supplementierten (1 %) TSB-Agarplatten (weil) quantifiziert (siehe Punkt 3.4.7.2).
Dargestellt ist der Logarithmus der Lebendzellzahl [log (KBE/mL)] einer definierten Zellsuspension mit einer optischen
Dichte von OD = 0,25 von Pseudomonas aeruginosa WR1 in Abhangigkeit von der logarithmierten Inkubationszeit [h]
nach der Wasserstoffperoxidbehandlung und der fur die Quantifizierung eingesetzten Nahrboden. Die Angabe OD in der
Legende gibt die Anfangstriibung der Bakteriensuspension an. Die Abkirzungen TSB und TSB+Pyruvat zeigen an, auf
welchem Néhrboden ausplattiert wurde. Die in der Abbildung dargestellten Werte sind das arithmetische Mittel und die
Fehlerbalken die einfachen Standardabweichungen.

Die Kurvenverldufe der hier abgebildeten logarithmierten Zellzahlen glichen den Ergebnissen der
vergleichbaren, unter Punkt 3.4.7.1 bereits beschriebenen Versuche. Trotz zehnfach hdoherer
Wasserstoffperoxidkonzentration sank die Lebendzellzahl der desinfizierten Ansédtze nur um eine
10er-Potenz ausgehend von der Ursprungszellzahl und unterschied sich nach der einstiindigen
Inkubation von den Werten flr die Kontrollansatze nur um eine halbe 10er-Potenz. Anschlie}end
stiegen Dbei beiden Kulturtypen die Lebendzellzahlen auf einen &hnlichen Wert von
7,5 [log (KBE/mL)] an und stagnierten bei den letzten beiden Probennahmen bei einem Wert fir den
Zelltiter von 7,6 [log (KBE/mL)]. Durch den Pyruvatzusatz zu den fir die Quantifizierung
eingesetzten Nahrbdden wurden nicht hohere Lebendzellzahlen ermittelt.
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Abbildung 40: Logarithmierte Lebendzellzahl von Pseudomonas aeruginosa WR1 (OD = 0,075) in
Abhéngigkeit von der Inkubationszeit nach einer Wasserstoffperoxidbehandlung

Dargestellt ist der Logarithmus der Lebendzellzahl [log (KBE/mL)] einer definierten Zellsuspension mit der optischen
Dichte von OD = 0,075 von Pseudomonas aeruginosa WR1 in Abhéngigkeit von der logarithmierten Inkubationszeit [h]
nach einer Wasserstoffperoxidbehandlung und der firr die Quantifizierung eingesetzten Nahrbdden. Die VVorgehensweise
ist bereits unter Abbildung 39 beschrieben. Die Angabe OD in der Legende gibt die Anfangstribung der
Bakteriensuspension an. Die Abkirzungen TSB und TSB+Pyruvat zeigen an, auf welchem Nahrboden ausplattiert wurde.
Die dargestellten Werte sind das arithmetische Mittel und die Fehlerbalken die einfachen Standardabweichungen.

Nach Umsetzung mit Wasserstoffperoxid und einstiindiger Inkubation verringerten sich die
Lebendzellzahlen auf einen Wert, der unterhalb der Nachweisgrenze lag und mit 0 KBE/mL
angegeben wurde. Nach einer Inkubationsdauer von insgesamt 1 d wurde eine um sechs log-Stufen
erhdhte Lebendzellzahl registriert, die gegen Ende des Beprobungszeitraumes sich auf einen Wert
von ca. 6,7 [log (KBE/mL)] erhohte. Die logarithmierten Lebendzellzahlen der Kontrollansatze
sanken konstant nach einer Inkubationsdauer von 1 Tag auf ca. 7 [log (KBE/mL)] und erholten sich
danach auf den Ursprungszelltiter.
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Abbildung 41: Tribung von Pseudomonas aeruginosa WR1-Suspensionen unterschiedlichen Anfangs-
zelltiters nach Desinfektion mit Wasserstoffperoxid

Dargestellt sind die optischen Dichten [rel. E.] der in Abbildung 39 und Abbildung 40 beschriebenen Pseudomonas
aeruginosa WR1-Suspensionen unterschiedlichen Anfangszelltiters (OD ~ 0,075 (Kreis) und OD ~ 0,25 (Quadrat)) in
Abhéngigkeit von den Probennahmenzeitpunkten und der Probenbehandlung (schwarz: Kontrolle und weif3: H,O,-
Zusatz). Die dargestellten Werte sind das arithmetische Mittel und die Fehlerbalken die einfachen Standardabweichungen.

Die Trubungen nahmen bei allen Suspensionen ab. Durch die Wasserstoffperoxidzugabe hatten die
desinfizierten Ansatze immer eine geringere optische Dichte als ihre Kontrollkulturen. Aufgrund der
Sensitivitat der Tribungsmessung fiel diese Abnahme vor allem bei den Kulturen mit groRerer
Anfangstribung auf. Mit zunehmender Inkubationszeit n&herten sich dann auch die
Kontrollsuspensionen in ihrer optischen Dichte jeweils ihren korrespondierenden desinfizierten
Ansdtzen an. So erreichten die Kulturen mit geringer Anfangstriilbung eine Endturbiditat von ca.
ODs = 0,025, wéhrend die Suspensionen mit hoherem Zelltiter sich noch unterschieden.
(ODKontroIIeyS = 0,09 und ODHzOz,S = 0,05)
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Abbildung 42: Konzentrationsabnahme von Wasserstoffperoxid in den Versuchsansatzen

In den unter Abbildung 39 und Abbildung 40 beschriebenen Desinfektionsansatzen wurden die Restkonzentrationen an
Wasserstoffperoxid bestimmt. Die Grenze des praktischen Arbeitsbereiches fur dieses Quantifizierungsverfahren wurde
auf ca. c(H,02) = 1-10° mg/mL gesetzt. Dargestellt sind die Wasserstoffperoxidkonzentrationen [mg/mL] in den
Versuchsansatzen (OD = 0,075 (Kreis) und OD = 0,25 (Quadrat)) und in den externen Standards (Referenz (Dreieck)) in
Abhéngigkeit von den Probennahmenzeitpunkten. Die dargestellten Werte sind das arithmetische Mittel und die
Fehlerbalken die einfachen Standardabweichungen.

In Ubereinstimmung mit den unter Punkt 4.7.1.1 genannten Beobachtungen blieb die Konzentration
des externen Standards annéhernd Uber den gesamten Beprobungszeitraum konstant und verringerte
sich erst gegen Ende der Inkubation. Die Wasserstoffperoxidgehalte in den Versuchsproben fielen
dagegen rasant, bis nach einstiindiger Inkubation bei den Kulturen mit hoher Ausgangstriibung kein
Wasserstoffperoxid bestimmt werden konnte. Bei den Suspensionen mit geringer Anfangszellzahl
wurde noch eine Restkonzentration von ca. c1(H202) = 1-10° mg/mL quantifiziert. Fiir alle weiteren
Beprobungszeitpunkte konnte kein Wasserstoffperoxid mehr in den Bakterienkulturen quantifiziert
werden.

Durch die erhohte Wirkkonzentration an Wasserstoffperoxid wurde bei den Suspensionen mit
geringer Ausgangstribung der Zelltiter derart reduziert, dass mit der ausgewahlten
Ausplattiermethode keine vitalen Zellen mehr nachgewiesen wurden. Auffallend war der signifikante
Anstieg der Lebendzellzahlen nach eintdgiger Inkubation. Es wurde kein Wasserstoffperoxid mehr
nachgewiesen und die Suspensionen erreichten eine um sechs 10er-Potenzen erhéhte Anzahl an
vitalen Zellen. Die abnehmende Tribung lieR ein erneutes Wachstum nicht erkennen, was aber
aufgrund der anfanglich héheren Ausgangstribung auf abgetttete Zellen zurlickgefuhrt wurde. Im
Gegensatz dazu wurden die Lebendzellzahlen der Kulturen mit hoher Ursprungszellzahl nur
geringfugig durch das Desinfektionsmittel reduziert, stiegen aber ebenfalls nach einem Tag wieder
an und erreichten das urspringliche Niveau. Pyruvat hatte bei dem vorliegenden Versuchsdesign
keine nachweisbare reaktivierende Wirkung.
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4.7.2 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Pseudomonas aeruginosa WR1
nach Wasserstoffperoxidbehandlung und die Wiederfindungsraten nach
Membranfiltration

Mittels des vorliegenden Versuches sollte beurteilt werden, in welchem Ausmall der nach der
Desinfektion und Inkubation eingetretene Wiederbefund von Pseudomonas aeruginosa WR1 Folge
einer Reaktivierung und/oder einer Vermehrung war (siehe Punkt 4.7.1.2). Daflr wurde das
Membranfiltrationsverfahren als sensitivere Kultivierungsmethode herangezogen (siehe Punkt
3.4.7.3). Parallel sollte mittels fluoreszenzmikroskopischer Aufnahmen eine rein qualitative Aussage
getroffen werden.

Tabelle 28: Qualitative Vitalitatsbestimmung von Pseudomonas aeruginosa WR1 nach Wasserstoff-
peroxidzugabe

Probenansatz: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme:

e

Kultur vor Inkubation und H20,

Kultur nach Inkubation (Kontrolle)
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Kultur nach Inkubation und H20-

Tabellarisch dargestellt sind beispielhafte Aufnahmen angefarbter Zellen von Pseudomonas aeruginosa WR1 nach
Wasserstoffperoxidbehandlung. Die Zellen wurden mittels des LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability Kits
markiert und fluoreszenzmikroskopisch bei 1250-facher VergroRerung betrachtet (siehe Punkt 3.4.7.3). Mittels einer
Mikroskopkamera wurde die Aufnahme erfasst.

Die Stammsuspension zeigte erwartungsgemaR vor der Inkubation im fluoreszenzmikroskopischen
Préaparat volle Vitalitat. Alle Zellen waren einheitlich griin gefarbt. Allein durch die einstiindige
Inkubation wurden bei einigen Zellen die Cytoplasmamembran fiir das zugesetzte Propidiumiodid
permeabler, was durch Rotfarbung der Zellen angezeigt wurde und definitionsgemaR als totes bzw.
abgetotetes Bakterium interpretiert wurde. Die mit Wasserstoffperoxid inkubierten Ansétze zeigten
im mikroskopischen Praparat Abtétungserscheinungen in Form von zusammenhangenden
Zellclustern aus rot gefarbten Zellen. In diesen Zellaggregaten zeigten sich verstarkt mehrmals griine,
d.h. vitale Stabchen.
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Abbildung 43: Logarithmus der Lebendzellzahl und die optischen Dichten von Pseudomonas aeruginosa
WR1 nach Wasserstoffperoxiddesinfektion

Definierte Suspensionen von Pseudomonas aeruginosa WR1 wurden mit Wasserstoffperoxid versetzt und 1 h inkubiert.
Anschlielend wurden die Lebendzellzahlen durch Ausplattieren nach DIN 10161-1:1984-02 bzw. per Membranfiltration
in Anlehnung an DIN EN 1SO 16266:2008-05, die optischen Dichten [rel. E.] und die Wasserstoffperoxidkonzentration
[mg/mL] bestimmt (siehe 3.4.7.3). Dargestellt ist der Logarithmus der Lebendzellzahl von Pseudomonas aeruginosa
WRL1 [log(KBE/mL)] nach Wasserstoffperoxidzugabe (ca. 11 mg/mL) in Abhangigkeit von der Quantifizierungsmethode
(Spatel- oder Membranfiltrationsverfahren) und die optischen Dichten [rel. E.] der jeweiligen Suspension. Die Balken
kennzeichnen die ermittelten logarithmierten Lebendzellzahlen der jeweiligen Bakteriensuspensionen vor (= 0 h (weil))
bzw. nach der Inkubation (= 1 h (Kontrolle) (hellgrau)) und der zusatzlich parallel durchgefihrten
Wasserstoffperoxidbehandlung (= Spatelverfahren oder Filtration (dunkelgrau)). Die eingesetzte Wirk- und die
Restkonzentration [mg/mL] von Wasserstoffperoxid werden direkt im Diagramm in den Rahmen angezeigt. Die
Einzelpunkte (Kreis) stellen die dazugehorigen optischen Dichten [rel. E.] der Bakteriensuspensionen dar. Die
dargestellten Werte sind das arithmetische Mittel und die Fehlerbalken die einfachen Standardabweichungen.

Nach Zugabe von Wasserstoffperoxid in einer Endkonzentration von ca. ¢ = 10 mg/mL wurde die
Zellzahl derart reduziert, dass durch das Spatelverfahren nach DIN 10161-1:1984-02 keine Zellen
mehr detektiert und damit quantifiziert wurden. Dagegen erlaubte die Membranfiltration eine
Zellzahlbestimmung der in den Desinfektionsansatzen erhaltenen Bakterien mit einem Wert von ca.
0,09 [log (KBE/mL)] bzw. ca. 1 KBE/mL. Die durch das Ausplattierverfahren erhaltene Zellzahl lag
so unterhalb der in der Literatur gesetzten Grenze von LZZ < 0,1 KBE/mL (LLEO et al. (2001),
ARANA et al. (2007) und ZENG et al. (2013)) flr eine Suspension aus nur nicht kultivierbaren
Bakterien, wahrend der durch die Membranfiltration bestimmte Zelltiter dieses Kriterium nicht
erflllte. Bei der geringen Ausgangszellzahl und der relativ hohen Anfangskonzentration wurden im
Ansatz nach einstundiger Inkubation eine Wasserstoffperoxidrestkonzentration von ca. ¢ = 2 mg/mL
ermittelt.
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4.7.3 Wiederfindungsrate bei niedriger Ausgangslebendzellzahl nach Zusatz Hitze
abgetoteter Zellen

In einem Gegenversuch sollte beurteilt werden, in welchem Ausmal} eine Zellkultur mit
vergleichbarem Zelltiter (LZZ =~ 3 KBE/mL) durch Zusatz Hitze abgetoteter Zellen wachsen konnte.
Die experimentelle Vorgehensweise wurde als Entwurf zu &hnlichen beschriebenen Versuchen
(MUKAMOLOVA et al. (1998), KELL und YOUNG (2000) und ARANA et al. (2007)) entwickelt.
Zur vollstandigen Abtdtung der Zellen wurden statt einer oxidativen bzw. chemischen Desinfektion
thermisch die Pseudomonas aeruginosa WR1-Flussigkulturen sterilisiert. Dadurch wurde eine
rickstandsfreie Suspension aus abgetdteten Zellen erhalten, zu der kein Neutralisierungsreagenz
zugegeben werden musste.
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Abbildung 44: Logarithmus der Lebendzellzahl von Pseudomonas aeruginosa WR1 nach Wachstum durch
Zusatz von durch Hitze inaktivierten Zellen

Suspensionen von Pseudomonas aeruginosa WR1 mit einem Zelltiter von ca. 50 KBE/20 mL wurden mit einer
Suspension aus Hitze inaktivierten Zellen desselben Bakteriums versetzt und 21 h lang bei 37 °C inkubiert. AnschlieRend
wurden die Lebendzellzahlen bestimmt. Dargestellt ist der Logarithmus der Lebendzellzahl von Pseudomonas aeruginosa
WR1 [log(KBE/mL)] vor und nach der 21 stiindigen Inkubation mit durch Hitze (70 °C) inaktivierten Zellen. Die
unterschiedlichen Balken kennzeichnen die ermittelten logarithmierten Lebendzellzahlen der jeweiligen Bakterien-
suspensionen (weill: Ansatz mit den mittels Hitze abgetoteten Zellen, hellgrau: Kontrollansatz (Puffer) und dunkelgrau:
Versuchsansatz). Die dargestellten Werte sind das arithmetische Mittel und die Fehlerbalken die einfachen
Standardabweichungen.

Die durch Hitze (70 °C) inaktivierten Suspensionen verloren vollstandig ihre Vitalitat und blieben
auch nach eintdgiger Inkubation steril. Die Kontrollsuspensionen zeigten entgegen den Erwartungen
schwaches Wachstum. Die logarithmierte Zellzahl stieg von einem Wert von LZZ =~ 3 KBE/mL auf
einen Endwert von LZZ =~ 100 KBE/mL und war einer grof3en Streuung unterworfen. Die Ansatze,
die mit abgetoteten Zellen inkubierten wurden, wuchsen dagegen signifikant und erreichten eine um
fiinf log-Stufen erhdhte Lebendzellzahl. Dieses Wachstum wurde durch die Tribungsmessung nicht
detektiert. Die optischen Dichten der Versuchsansétze verénderten sich nach eintdgiger Inkubation
kaum.
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Durch die steril gebliebenen, mittels Hitze inaktivierten Kulturen konnte zusétzlich eine Fremd-
kontamination ausgeschlossen werden. Die leichte Vermehrung der Kontrollkulturen wurde auf die
geringe Sensitivitat der Kultivierungsmethoden bei sehr niedrigen Zellzahlen und auf das gute
Vermehrungsvermogen von Pseudomonas aeruginosa WR1 bei sehr geringen Konzentrationen von
Salz und Kohlenstoffquellen zuriickgefiihrt (vgl. dazu LEGNANI et al. (1999)). Die abgetoteten
Zellen dienten den Kulturen als Nahrungsquelle, die eine deutlich nachweisbare Vermehrung zulieR.
D.h. die unter Punkt 4.7.1.2 beschriebene Beobachtung, dass nach Abklingen der Wasserstoff-
peroxidkonzentration die Lebendzellzahl wieder signifikant anstieg, war vor allem das Ergebnis eines
erneuten Wachstums bzw. einer Vermehrung.

4.8 Wiederfindungsrate nach Desinfektion von mit Wasserstoffperoxid versetzten
und inkubierten Pseudomonas aeruginosa WR1-Kulturen

Durch den dargestellten Versuch sollte ermittelt werden, ob sich nach einer unzureichenden
Desinfektion und anschlieBender Inkubation erhohte Resistenzen gegenlber einer erneuten
Desinfektion ableiten lielen (vgl. dazu LAKKIS und FLEISZIG (2001)) und diese erhthte Resistenz
nicht eher die Folge von den in der Kultur erhaltenen VBNC-Zellen waren (NOWAKOWSKA und
OLIVER (2013)). D.h. der Verlust moglicher Anpassungserscheinungen aufgrund der
Langzeitinkubation wurde gegen den Nachweis von VBNC-Zellen im Ansatz (siehe Punkt 4.6.6)
abgewogen. In Anlehnung an Punkt 4.7.1.2 und Punkt 4.7.3 wurden Ansétze mit unterschiedlichen
Ausgangstribungen mit hohen Wasserstoffperoxidkonzentrationen inkubiert. Es wurde ange-
nommen, dass bei hoher Ausgangstribung die Zellpopulation nur geringfligig reduziert wurde (vgl.
dazu Punkt 4.7.1.2), wéahrend bei niedrigeren Ausgangstiter die Zelldichte stark verringert wurde und
dann Vermehrung auftrat (siehe Punkt 4.7.3).
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Abbildung 45: Abtdtungsquotient fur Pseudomonas aeruginosa WR1 (Trubung)

Pseudomonas aeruginosa WR1-Suspensionen wurden mit Wasserstoffperoxid oder Wasser (= Kontrolle) versetzt und
anschlieBend 14 Tage inkubiert. AnschlieBend wurden die Kulturen erneut mit Wasserstoffperoxid geringerer
Konzentration desinfiziert. Die Desinfektionswirkung wurde anhand des Rickganges der Lebendzellzahl und des
Verbrauches an Wasserstoffperoxid beurteilt (siehe Punkt 3.4.8). Dargestellt ist demnach der Abtdtungsquotient
[KBE/mmol] fur Pseudomonas aeruginosa WR1-Kulturen in Abhangigkeit von der optischen Dichte [rel. E.] des zweiten
Desinfektionsansatzes und der vorherigen Inkubation. Der Abtétungsquotient ist definiert als die reduzierte Anzahl an
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Zellen [KBE] durch den daflr bendtigten Verbrauch an Wasserstoffperoxid [mmol]. Die dargestellten Werte sind das
arithmetische Mittel und die Fehlerbalken die einfachen Standardabweichungen.
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Abbildung 46: Abtdtungsquotient fir Pseudomonas aeruginosa WR1 (Ausgangszellzahl)

Abweichend zu Abbildung 45 wurde hier der bereits dargestellte Abtétungsquotient [KBE/mmol] in Relation zur
Ausgangslebendzellzahl im zweiten Desinfektionsansatz gesetzt.

Hohe Abtoétungsquotienten wiesen darauf hin, dass eine hohe Anzahl an Zellen durch
Wasserstoffperoxid abgetdtet oder nicht kultivierbar wurden bzw. eine geringe Wasserstoffperoxid-
stoffmenge nur nétig war, um eine bestimmte Anzahl an Zellen zu desinfizieren. Die ermittelten
Abtotungsquotienten wurden gegen die Anfangstribung und die -lebendzellzahl im zweiten
Desinfektionsansatz aufgetragen. Dadurch sollte beriicksichtigt werden, dass infolge eines
unterschiedlichen Ausgangszelltiters das Desinfektionsergebnis beeinflusst (siehe Punkt 4.6.1) und
so die Abtétungsquotienten verzerrt wurden.

Unabhéngig von der Anfangstriibung erwiesen sich die zuvor mit einer héheren Wasserstoff-
peroxidmenge versetzten Ansatze bei einer erneuten Desinfektion mit geringerer Konzentration nach
Langzeitinkubation als anfélliger fir das Oxidationsmittel als die korrespondierenden Kontroll-
ansatze. Die Abtotungsquotienten unterschieden sich ca. um den Faktor F = 3 unabhéangig von der
Ausgangstriibung oder -lebendzellzahl im zweiten Desinfektionsansatz. Resuszitationsversuche
durch Zusatz von Pyruvat zu den Nahrboden blieben ergebnislos, weil die Zellzahlen nachweislich
auf LZZ = 0 KBE/mL reduziert wurden. Auffallend waren die verhaltnisméRig hohen Streuungen in
den Lebendzellzahlen bzw. in den Turbiditdten der Ansatze mit einer Anfangstriibung von
ODs = 0,25. Eine erhohte Resistenz gegentiber Wasserstoffperoxid nach vorheriger Umsetzung mit
diesem Oxidationsmittel konnte sowohl bei der sich neu vermehrten (ODao = 0,075) als auch bei der
urspringlichen (ODg, = 0,25) Population nicht gezeigt werden. Stattdessen erwiesen sich diese
Pseudomonas aeruginosa WR1-Kulturen sogar als anfalliger.

4.9 Katalaseaktivitat von Pseudomonas aeruginosa WR1
Katalase hat eine zentrale Rolle in dem Abbau von Wasserstoffperoxid in Pseudomonas aeruginosa

WR1 (vgl. dazu ITOH et al. (1992)) und wirkt so protektiv auf die bakterielle Zelle von Pseudomonas
aeruginosa WR1 (vgl. dazu ELKINS et al. (1999) und SHIN et al. (2008)). Aufgrund dessen sollte
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die Katalaseaktivitat von Pseudomonas aeruginosa WR1 untersucht werden, um so den Einfluss auf
die Empfindlichkeit gegenuber Wasserstoffperoxid bewerten zu kénnen.

4.9.1 Katalaseaktivitat und Proteingehalt nach Langzeitinkubation

Die unter Punkt 4.6.6 und Punkt 4.7 beschriebene Reaktivierung von Pseudomonas aeruginosa WR1,
die verbliebene Restkonzentration an Wasserstoffperoxid in den Ansétzen und die relativ gesehen
hohere Resistenz vergleichbarer Ansatze gegentiber Wasserstoffperoxid (siehe Punkt 4.8) sollten
anhand der Katalasevolumenaktivitit dieses Testkeimes nach Langzeitinkubation neu bewertet
werden.
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Abbildung 47: Relativer Proteingehalt und relative optische Dichte von Pseudomonas aeruginosa WR1 nach
Aushungern

Definierte Suspensionen von Pseudomonas aeruginosa WR1 wurden 20 d unter Lichtausschluss bei 37 °C inkubiert. Zu
unterschiedlichen Zeitpunkten wurden die optischen Dichten der Kulturen und aus dem Zellextrakt der eingeengten
Suspensionen die Katalasevolumenaktivitdt und der Proteingehalt bestimmt (siehe Punkt 3.4.9.1) und auf die nicht
eingeengte Suspension mittels des Verdinnungsfaktors zuriickgerechnet. Dargestellt ist der relative Proteingehalt [%]
und die optische Dichte [%] in Abhédngigkeit von dem Alter einer Pseudomonas aeruginosa WRZ1-Suspension in
nahrstofffreiem, chemisch definiertem Leitungswasser. Die Sdulen kennzeichnen demnach den relativen Proteingehalt
[%] und die weiRen Quadrate stellen der relativen optischen Dichte [%] der Bakteriensuspensionen dar. Als 100 % wurde
der Proteingehalt und die optische Dichte der Bakteriensuspension zum Zeitpunkt t = 0 d definiert. Die dargestellten
Werte sind das arithmetische Mittel der Einzelwerte und die Fehlerbalken zeigen die einfache Standardabweichung.

Erwartungsgemald sanken die Proteingehalte und in Korrelation auch die optischen Dichten der
inkubierten Suspensionen. Damit wurde der unter Punkt 3.4.3.3 und Punkt 3.4.4 beschriebene
Sachverhalt erhdrtet, dass Pseudomonas aeruginosa WR1 zur vollstdndigen Dispersion in
Einzelzellen neigte und aufgrund dessen mehr Zellen nach eintdgiger Inkubation wiedergefunden
wurden. Der grofite Abfall im Proteingehalt und in der optischen Dichte vollzog sich nach 24 h.
AnschlieRend reduzierten sich die untersuchten Parameter wieder und stagnierten auf einen Endwert.
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Abbildung 48: Relative spezifische Katalaseaktivitat und relative Volumenaktivitdt von Pseudomonas
aeruginosa WR1 nach Aushungern

Aus dem unter Abbildung 47 beschriebenen Zellextrakt wurde wie unter Punkt 3.4.9.1 erldutert die Katalase-
volumenaktivitdt und der Proteingehalt ermittelt und auf die nicht eingeengte Suspension bezogen. Die spezifische
Katalaseaktivitat ergab sich als Quotient aus der ermittelten Volumenaktivitat [U/mL] und dem ermittelten Proteingehalt
[mg/mL]. Dargestellt ist die relative spezifische Katalaseaktivitat [%)] und die relative Volumenaktivitat in Abhangigkeit
von dem Alter einer Pseudomonas aeruginosa WR1-Suspension in nahrstofffreiem, chemisch definiertem Leitungs-
wasser. Als 100 % wurde die spezifische Katalaseaktivitat und die relative Volumenaktivitat der Bakteriensuspension
zum Zeitpunkt t = 0 d definiert. Die Sdulen kennzeichnen demnach die relative spezifische Katalaseaktivitat [%] in
Abhéngigkeit von dem Alter der eingesetzten Zellsuspension und die weifien Quadrate stellen die dazugehérigen relativen
Volumenaktivitaten [%] der Bakteriensuspensionen dar. Die dargestellten Werte sind das arithmetische Mittel der
Einzelwerte und die Fehlerbalken zeigen die einfache Standardabweichung.

Die Katalasevolumenaktivitat in den Versuchsansatzen sank innerhalb von 4 Tagen auf einen
Minimalwert, der ca. 15 % des Ursprungswertes entsprach. Anschliefend stieg die VVolumenaktivitat
stetig an und erreichte zum letzten Probennamenzeitpunkt nach 20 tégiger Inkubation einen Endwert,
der unter Betrachtung der Fehlerbalken anndhernd der Ausgangsaktivitat entsprach. Die spezifische
Katalaseaktivitat fiel in den ersten Tagen der Inkubation aufgrund der stark abnehmenden
Volumenaktivitdt ab und stieg dann infolge des sinkenden Proteingehaltes und der zunehmenden
Volumenaktivitat stark an. Der ermittelte Endwert nach 20 tagiger Inkubation tbertraf den Ausgangs-
wert um das Vierfache.

Die Langzeitinkubation von Pseudomonas aeruginosa WR1 bewirkte erwartungsgeméal eine
Abnahme der bakteriellen Zellmasse. Zeitgleich wurde eine Zunahme der absoluten Volumen-
aktivitat und der spezifischen Katalaseaktivitdt nach anfanglicher Abnahme registriert. D.h. unter
Bertcksichtigung der unter Punkt 4.6.6 beschriebenen Ergebnisse war die abnehmende Wasser-
stoffperoxidkonzentration in einem Desinfektionsansatz nicht nur die Konsequenz des enzymatischen
Abbaus, sondern des direkten chemisch-oxidativen Angriffes auf die bakterielle Zelle.
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4.9.2 Katalaseaktivitét, Proteingehalt und Lebendzellzahl nach SHX-Zugabe

NGUYEN et al. (2011) zeigten, dass durch die bakterielle stringente Antwort (stringent response)
(vgl. dazu TRAXLER et al. (2008)) ausgehungerte Bakterien bzw. Biofilmzellen von Pseudomonas
aeruginosa resistenter gegenuber Antibiotika wurden. Die mittels D/L-Serinhydroxamatzugabe
induzierte stringente Antwort erhohte nach KHAKIMOVA et al. (2013) die Katalaseaktivitat. Diese
Untersuchung sollte fir den in dieser Arbeit eingesetzten Testkeim Pseudomonas aeruginosa WR1
reproduziert werden.

4,00E+08
3,50E+08
3,00E+08
= 2,50E+08
1S
S~
w
1)
>
= 2,00E+08
ey
©
N
o
N 1,50E+08
g @ Lebend-
g zellzahl
~ 1,00E+08 (TsB)
O Lebend-
5,00E+07 zellzahl
(Pyruvat-
Zusatz)
0,00E+00 T
Kontrolle SHX
Versuchsansatze

Abbildung 49: Vermehrung von Pseudomonas aeruginosa WR1 nach D/L-Serinhydroxamat-Zugabe

Pseudomonas aeruginosa WR1 wurde in Mineralmedium bis zur beginnenden exponentiellen Wachstumsphase ange-
zogen. AnschlieRend wurden die Kulturen mit Wasser (= Kontrolle) oder mit D/L-Serinhydroxamat versetzt (SHX) und
bis zur mittleren bzw. spéten exponentiellen Wachstumsphase inkubiert. Von diesen unterschiedlichen Suspensionen
wurden die Lebendzellzahlen auf unterschiedlichen Nahrbdden bestimmt (siehe Punkt 3.4.9.2). Dargestellt sind die
Lebendzellzahlen [KBE/mL] von Pseudomonas aeruginosa WRZ1-Zellkulturen in Abhédngigkeit von einer D/L-
Serinhydroxamat-Zugabe (SHX) zum Mineralmedium und dem eingesetzten Agar fur die Lebendzellzahlbestimmung.
Die Balken kennzeichnen demnach die ermittelten Lebendzellzahlen der jeweiligen Bakteriensuspensionen mit bzw. ohne
SHX-Zusatz zum Anzuchtmedium und die fir die Lebendzellzahlbestimmung verwendeten TSB-Agarplatten. Die
Abkirzungen TSB und Pyruvatzusatz zeigen an, auf welchem Néahrboden ausplattiert wurde. Die dargestellten Werte
sind das arithmetische Mittel der Einzelwerte und die Fehlerbalken zeigen die einfache Standardabweichung.

Durch den Zusatz von Serinhydroxamat zu den Zellkulturen in der exponentiellen Wachstumsphase
wurde die Vermehrung ausgebremst. Die Lebendzellzahlen der kunstlich ausgehungerten Zellen
waren signifikant um ca. 30 % geringer als bei den korrespondierenden Kontrollansatzen. Auffallend
waren die relativ hohen Schwankungen um den Mittelwert bei den Kontrollansatzen im Vergleich zu
den geringen Abweichungen der mit SHX versetzten Kulturen. Dies wurde als ein Indiz fir die
gleichmaRige Wirkung dieser Verbindung auf die bakterielle Vermehrung interpretiert, wéahrend
unbehandelte Kulturen trotz identischer Anzuchtsbedingungen unterschiedlich stark wuchsen. Die
Kultivierung auf mit Pyruvat versetzten Né&hrboden verursachte keinen Mehrbefund. Der
unterschiedliche Zelltiter der zwei Ansatztypen spiegelte sich auch in der Triibung der Suspension
wider.
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Abbildung 50: Katalasevolumenaktivitdt und Proteingehalt von Pseudomonas aeruginosa WR1-
Zellkulturen nach D/L-Serinhydroxamat-Zugabe

Dargestellt sind die Katalasevolumenaktivitaten [U/mL] und die Proteingehalte [mg/mL] der unter Abbildung 49
beschriebenen Pseudomonas aeruginosa WR21-Zellkulturen in Abhédngigkeit von der D/L-Serinhydroxamat-Zugabe
(SHX) zum Mineralmedium. Die weil3en Balken kennzeichnen demnach die ermittelten VVolumenaktivitaten der Katalase
der jeweiligen Bakteriensuspensionen mit bzw. ohne SHX-Zusatz zum Anzuchtmedium. Die dunkelgrauen, breiten
Balken (Sekundérachse) stellen die ermittelten Proteingehalte dieser Bakteriensuspensionen dar. Die dargestellten Werte
sind das arithmetische Mittel der Einzelwerte und die Fehlerbalken zeigen die einfache Standardabweichung.

Der in Abbildung 49 dargestellte Sachverhalt, dass durch SHX-Zugabe Vermehrung und Wachstum
eingeschrankt wurden, zeigte sich auch erwartungsgemald im Proteingehalt der Proben. Auch hier
wiesen die Kontrollansatze eine um ca. 30 % hohere Proteinmenge auf als die vergleichbaren Proben-
suspensionen. Im Gegensatz dazu waren die Volumenaktivitdten beider Ansatztypen annahernd
identisch.
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Abbildung 51: Katalaseaktivitéat pro Lebendzellzahl und spezifische Katalaseaktivitdt von Pseudomonas
aeruginosa WR1-Zellkulturen nach D/L-Serinhydroxamat-Zugabe

Aus den in Abbildung 49 bereits dargestellten Lebendzellzahlen [KBE/mL] und den in Abbildung 50 abgedruckten
Katalasevolumenaktivitaten [U/mL] und Proteingehalten [mg/mL] wurden die hier visualisierten Katalaseaktivitaten pro
Lebendzellzahl [U/KBE] und die spezifischen Katalaseaktivitaten [U/mg] berechnet. Dargestellt sind die Katalase-
aktivitét pro Lebendzellzahl [U/KBE] und die spezifische Katalaseaktivitit [U/mg] der Pseudomonas aeruginosa WR1-
Zellkulturen in Abhéangigkeit von der D/L-Serinhydroxamat-Zugabe (SHX) zum Mineralmedium und den eingesetzten
Néhrboden fur die Lebendzellzahlbestimmung. Die schmalen Balken kennzeichnen folglich die ermittelten
Katalaseaktivitdten pro Lebendzellzahl der jeweiligen Bakteriensuspensionen mit bzw. ohne SHX-Zusatz zum
Anzuchtmedium und die Farbe dieser Balken die fir der Lebendzellzahlbestimmung verwendeten TSB-Agarplatten. Die
Abkilrzungen TSB und Pyruvatzusatz zeigen entsprechend an, auf welchem Nahrboden ausplattiert wurde. Die
dunkelgrauen, breiten Sdulen (Sekunddrachse) stellen die ermittelten spezifischen Katalaseaktivitaten dieser
Bakteriensuspensionen dar. Die dargestellten Werte sind das arithmetische Mittel der Einzelwerte und die Fehlerbalken
zeigen die einfache Standardabweichung.

Durch SHX-Zugabe konnte das bakterielle Wachstum bzw. die Vermehrung eingeschrénkt werden,
wahrend die Katalasevolumenaktivitat der mit SHX versetzten Zellen trotz geringerer Gesamtzellzahl
bzw. -masse auf einem vergleichbaren Niveau einer Kultur war, die einen ca. um 30 % hoheren
Zelltiter aufwies. Als Konsequenz der &hnlichen Volumenaktivitdt der Suspensionen und der
unterschiedlichen Zelltiter bzw. der Proteingehalte hatten die mit SHX versetzten Kulturen eine
hohere Katalaseaktivitat pro Lebendzellzahl und spezifische Katalaseaktivitat von ca. 30 %. Durch
den leichten Mehrbefund an Zellen, der durch Pyruvatzugabe zum N&hrboden erreicht wurde,
verringerte sich der Wert fur die Katalaseaktivitat pro Lebendzellzahl entsprechend. D.h. eine
induzierte Nahrstofflimitierung fuhrte bei Pseudomonas aeruginosa WR1 zu einer héheren spezi-
fischen Katalaseaktivitat bzw. Katalaseaktivitat pro Lebendzellzahl. Dieses Ergebnis unterstiitzte die
unter Punkt 4.9.1 beschriebene Beobachtung, dass eine tatsdchliche Nahrstofflimitierung von
Pseudomonas aeruginosa WR1 mit einer héheren spezifischen Katalaseaktivitat beantwortet wurde.
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4.10 Wiederfindungsrate von Pseudomonas aeruginosa WR1 nach SHX-Zusatz und
Wasserstoffperoxidbehandlung

Auf Grundlage der unter Punkt 4.6.6 und Punkt 4.7 dargestellten Ergebnisse sollte untersucht werden,
ob der bakterielle Mehrbefund durch Pyruvatzusatz in den N&hrbdden nach Desinfektion von lang
inkubierten Kulturen sich auf die stringente Antwort infolge einer Nahrstofflimitierung zurtckftihren
lies. Daflir wurden Kulturen mit SHX-Zugabe angezogen und unter Berticksichtigung der unter Punkt
4.6.1 bzw. Punkt 4.6.2 genannten Konzentrationsabhangigkeit der keimreduzierenden Wirkung des
Wasserstoffperoxids auf unterschiedliche Zelltiter eingestellt und desinfiziert.
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Abbildung 52: Desinfektion von kinstlich ausgehungerten Pseudomonas aeruginosa WR1-Zellkulturen

Pseudomonas aeruginosa WR1-Zellen wurden mit D/L-Serinhydroxamat (SHX) inkubiert und definierte Stamm-
suspensionen dieser Bakterien mit unterschiedlichen Zelltitern wurden 1 h mit Wasser bzw. Wasserstoffperoxid inkubiert.
Die Desinfektionswirkung wurde anhand der Wiederfindungsraten abgebildet. Dargestellt sind die nach Desinfektion mit
Wasserstoffperoxid erhaltenen Wiederfindungsraten [%] von mit SHX angezogenen Pseudomonas aeruginosa WR1-
Zellkulturen in Abh&ngigkeit von den eingesetzten Zelltitern und den fiir die Lebendzellzahlbestimmung verwendeten
festen Nahrmedien. Als BezugsgroRe fir die Wiederfindungsrate (= 100 %) wurde die Lebendzellzahl vor der
Desinfektion definiert, die immer als linker Balken einer S&ulengruppe dargestellt ist. Die Sdulen kennzeichnen demnach
die Wiederfindungsraten der jeweiligen Bakteriensuspensionen vor bzw. nach der Inkubation und der zuséatzlich parallel
durchgefiihrten Wasserstoffperoxidbehandlung und die Balkenfarbe die fur der Lebendzellzahlbestimmung verwendeten
TSB-Agarplatten. Die Abkirzungen TSB und TSB-Pyruvat zeigen an, auf welchem Nahrboden ausplattiert wurde. Die
dargestellten Werte sind das arithmetische Mittel der Einzelwerte und die Fehlerbalken zeigen die einfache
Standardabweichung.

Nur durch die einstiindige Inkubation wurden deutlich weniger Zellen wiedergefunden, als
ursprunglich eingesetzt wurden. Dies entsprach den bereits unter Punkt 4.6.1 genannten
Beobachtungen. Dabei wiesen die Ansatze mit der groReren Ursprungszellzahl die groRte Abnahme
der Wiederfindungsrate auf. Erwartungsgemal sank mit steigendem Zelltiter die Anzahl der durch
das Wasserstoffperoxid abgettteten Bakterien. Unter Berlicksichtigung der Tatsache, dass allein
durch die Inkubation ein erheblicher Anteil an Zellen vor allem bei den Ansédtzen mit hoher
Ausgangszellzahl nicht quantifiziert werden konnte, wies Wasserstoffperoxid bei Kulturen mit
geringerem Zelltiter eine effektivere keimreduzierende Wirkung auf (siehe Versuche beschrieben
unter Punkt 3.4.5.1 , Punkt 3.4.5.2 und Punkt 3.4.7.2). Durch den Pyruvatzusatz wurden bei den

-102 -



Ergebnisse

Kontrollansatzen (ohne Desinfektion) nicht mehr Zellen registriert als bei der Kultivierung mit nicht
supplementierten N&hrboden. Bei den desinfizierten Ansdtzen wurden durch den Pyruvatzusatz erst
bei sinkenden Ausgangszellzahlen hoéhere Wiederfindungsraten erzielt als bei den korres-
pondierenden Proben ohne Pyruvatsupplementierung. Von Kulturen mit einer Tribung von
ODa = 0,5 wurden bei beiden Kultivierungsmethoden 6 % der urspriinglich eingesetzten Zellzahl
erfasst. Bei Turbiditdten im Desinfektionsansatz von ODg = 0,25 und ODc = 0,125 wurden durch
Pyruvat in den Agarplatten anndhernd doppelt so viele Zellen wiedergefunden wie bei der
Lebendzellzahlquantifizierung ohne Pyruvatzusatz. Bei den Desinfektionsanséatzen mit der geringsten
Ausgangstriibung wurden durch Wasserstoffperoxid nicht nur die Zellzahlen am starksten reduziert,
sondern nur durch den Pyruvatzusatz in den Né&hrbdden konnte im Vergleich zu den nicht
supplementierten Proben erst eine Zellzahl ermittelt werden.

200
180
160
140 .
X B vor Inkubation (TSB)
oo 120
5
T 400 @ vor Inkubation (TSB-
= 1 Pyruvat)
[}
E 80 B nach Inkubation (TSB)
=
60 O nach Inkubation (TSB-
0,00E+00 1,47E-03 Pyruvat)
40 @ nach Desinfektion
(TSB)
20 O nach Desinfektion
1,7E-04 1,5E-03 (TSB-Pyruvat)
0
SHX Kontrolle
Ansatztyp

Abbildung 53: Desinfektion von mit SHX angezogenen und von unbehandelten Zellen von Pseudomonas
aeruginosa WR1

In Anlehnung an die unter Abbildung 52 beschriebene VVorgehensweise wurde aus einer in Mineralmedium angezogenen
Kultur von Pseudomonas aeruginosa WR1 ohne SHX-Zusatz ein Desinfektionsansatz mit vergleichender Ausgangs-
tribung angesetzt. Dargestellt sind die nach Desinfektion mit Wasserstoffperoxid erhaltenen Wiederfindungsraten [%6]
von mit D/L-Serinhydroxamat (SHX) angezogenen und von unbehandelten Pseudomonas aeruginosa WR1-Zellkulturen
in Abhéngigkeit von den fir die Lebendzellzahlbestimmung verwendeten festen Nahrmedien. Als Bezugsgrole fir die
Wiederfindungsrate (= 100 %) wurde die Lebendzellzahl vor der Desinfektion gesetzt, die immer als linker Balken einer
Sdulengruppe dargestellt wird. Als Kontrolle diente eine eingestellte Suspension von Pseudomonas aeruginosa WR1-
Zellen, die nicht mit SHX inkubiert wurden. Die Sdulen kennzeichnen demnach die Wiederfindungsraten der jeweiligen
Bakteriensuspensionen vor bzw. nach der Inkubation und der zusétzlich parallel durchgefuhrten Wasserstoff-
peroxidbehandlung und die Balkenfarbe die fir der Lebendzellzahlbestimmung verwendeten TSB-Agarplatten. Die
Abkiirzungen TSB und TSB-Pyruvat zeigen an, auf welchem Néhrboden ausplattiert wurde. Die dargestellten Werte sind
das arithmetische Mittel der Einzelwerte und die Fehlerbalken zeigen die einfache Standardabweichung.

Die erhéhte Wiederfindung durch Pyruvatzusatz nach kinstlichem Aushungern wurde durch einen
Gegenversuch bestatigt. Zunéchst wurden allein durch die Inkubation der Kulturen deutlich weniger
Zellen wiedergefunden als urspriinglich eingesetzt. Die Desinfektionsansatze der nicht mit SHX
angezogenen Bakterien, die auf TSB-Agar oder mit Pyruvat versetztem Nahrboden quantifiziert
wurden, unterschieden sich in Vergleich zu den korrespondierenden, mit SHX versetzten Zellen nicht
in ihrer Wiederfindung. Auffallend war die Tatsache, dass bei den Desinfektionsansdtzen der ohne
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SHX angezogenen Zellen unerwartet (vgl. Punkt 4.9.2) mehr Bakterien wiedergefunden wurden als
bei den Ansédtzen der mit SHX kultivierten Bakterien. Eine erhohte Wiederfindung durch
Quantifizierung auf Nahrboden mit Pyruvat liel sich nur unter begrenzten Bedingungen feststellen.
Die Zellen mussten durch Langzeitinkubation (siehe Punkt 3.4.5.6) oder durch SHX-Zugabe einer
Néahrstofflimitierung ausgesetzt und anschlieBend desinfiziert werden. Fir die Desinfektion musste
ein glnstiges Verhéltnis zwischen Ausgangszellzahl und Desinfektionsmittel (siehe Punkt 4.6.2)
ausgewahlt werden.

4.11 Anzucht von Pseudomonas aeruginosa WR1 in Mineralmedium nach Wasser-
stoffperoxidzusatz

Untersuchungsgegenstand des vorliegenden Versuchs war die Fragestellung, ob und in welchem
Ausmall Wachstum bzw. Vermehrung bei Anwesenheit von Wasserstoffperoxid mdéglich war. Ferner
sollte uberpruft werden, ob diese ungiinstigen Umweltbedingungen eine bakterielle Anpassung
induzierten (vgl. dazu BIGNUCOLO et al. (2013)).

4.11.1 Optimale Animpfmenge

Um abschdtzen zu konnen, welches Inokulum notwendig war, damit bei der gewéhlten
Ausgangskonzentration von Wasserstoffperoxid (¢ = 500 pmol/L) eine Vermehrung von
Pseudomonas aeruginosa WR1 noch stattfand, wurden Versuchsansétze hergestellt, die sich in ihrer
Animpfmenge unterschieden.
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Abbildung 54: Lebendzellzahl von Pseudomonas aeruginosa WR1 nach Wasserstoffperoxid-Zugabe in
Abhéngigkeit vom Inokulum

Mineralmedium mit zugesetztem Wasserstoffperoxid in einer Konzentration von ¢ = 500 umol/L wurde mit
unterschiedlichen Volumina einer Pseudomonas aeruginosa WR1-Kultur angeimpft. AnschlieBend wurden die
Suspensionen bis zu 3 d bei 37 °C unter standigem Schutteln inkubiert.
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Dargestellt ist der Logarithmus der Lebendzellzahl von Pseudomonas aeruginosa WR1 [log(KBE/mL)] in
Mineralmedium, das Wasserstoffperoxid in einer Konzentration von ¢ = 500 umol/L enthielt, in Abhidngigkeit von der
Inkubationsdauer [d]. Variiert wurden die Animpfmengen in mL (Stammsuspension) (0,1 mL (Quadrat); 0,2 mL (Raute);
0,4 mL (Dreieck); 0,8 mL (Querstrich) und 1 mL (Kreis)), in der sich die einzelnen Proben unterschieden. Die
Lebendzellzahlbestimmung erfolgte mittels Ausplattieren auf N&hrbdden nach DIN 10161-1:1984-02 (siehe Punkt
3.4.11).

Nach eintdgiger Inkubation fielen bei allen Ansétzen die Lebendzellzahlen um drei bzw. sieben log-
Stufen ab. Bei geringem Inokulum sanken die Lebendzellzahlen auf LZZ = 0 KBE/mL und es konnte
uber die weiteren Inkubationstage keine Vermehrung festgestellt werden. Im Gegensatz dazu stieg
bei den hohen Ausgangszellzahlen nach weiterer eintdgiger Inkubation der Zelltiter rasant an und
stagnierte auf diesem hohen Niveau. Das Mineralmedium, das mit 0,4 mL einer Stammsuspension
von Pseudomonas aeruginosa WR1 angeimpft wurde, zeigte nach 2 Tagen eine Lebendzellzahl, die
sich um eine log-Stufe von der Ursprungszellzahl unterschied. Am letzten Inkubationstag wurde in
diesem Ansatz der Anfangszelltiter erreicht.
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Abbildung 55: Abnahme der Wasserstoffperoxidkonzentration in Pseudomonas aeruginosa WR1-
Zellkulturen

Der Versuch ist in Abbildung 54 beschrieben. Dargestellt ist die Wasserstoffperoxidkonzentration [umol/L] in den
Pseudomonas aeruginosa WR1-Zellkulturen in Abhéngigkeit von der Inkubationsdauer [d]. Die Wasserstoff-
peroxidquantifizierung wurde nach BADER et al. (1988) photometrisch durchgefihrt (siehe Punkt 4.11.1).

Erwartungsgemal sank bei hohen eingesetzten Inokula die Wasserstoffperoxidkonzentration in den
Ansétzen ab, bis nach zweitégiger Inkubation kein Wasserstoffperoxid mehr quantifiziert wurde. Bei
den Kulturen mit geringer Animpfmenge nahm die Wasserstoffperoxidkonzentration anfanglich
geringfligig ab und reduzierte sich konstant bis Beprobungsende. Der Ansatz mit einer mittleren
Animpfmenge wies zum Zeitpunkt t4 = 3 d zusétzlich eine Wasserstoffperoxidkonzentration von
¢(H202)0,4 mL, 3¢ = 0 umol/L auf. Ein mittleres Inokulum von ca. LZZ = 5,6 -10® KBE/ mL im Ansatz
bzw. 0,4 mL einer Suspension der optischen Dichte OD = 0,1 bei einem Endvolumen von V = 10 mL
erwiesen sich als geeignete Parameter fiir die gebremste Vermehrung von Pseudomonas aeruginosa
WR1 in Mineralmedium mit Wasserstoffperoxid.
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4.11.2 Lebendzellzahl und optische Dichte der Kulturen
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Abbildung 56: Vergleich der Lebendzellzahl und der optischen Dichte von Pseudomonas aeruginosa WR1-
Kulturen nach Zugabe von Wasserstoffperoxid

In vier parallelen Ansatzen wurde Mineralmedium mit Wasserstoffperoxid versetzt, mit Pseudomonas aeruginosa WR1
angeimpft und bei 37 °C inkubiert (Quadrat). Als Kontrolle (Kreis) dienten 4 Ansétze, die nicht mit Wasserstoffperoxid
versetzt wurden (siehe Punkt 3.4.11). Dargestellt sind die Vermehrung und das Wachstum dieser Kulturen in dem mit
Wasserstoffperoxid versetzten Mineralmedium anhand des natirlichen Logarithmus der optischen Dichte der
Flussigkulturen [rel. E.] (weiB) und anhand der logarithmierten Auftragung der Lebendzellzahlen [log(KBE/mL)]
(schwarz) in Abhéngigkeit von der Inkubationsdauer [d]. Der Fehlerbalken kennzeichnet die einfache
Standardabweichung um das arithmetische Mittel.

Erwartungsgemal vermehrte sich Pseudomonas aeruginosa WR1 in Mineralmedium und erreichte
eine Endlebendzellzahl von ca. LZZ = 1-10° KBE/mL. Mit dem Anstieg der Lebendzellzahl nahmen
auch die Tribungen der Kontrollsuspensionen zu. In Anlehnung an Punkt 4.11.1 sank die
Lebendzellzahl nach eintégiger Inkubation in mit Wasserstoffperoxid versetztem Mineralmedium auf
ca. LZZ = 1-10° KBE/mL und stieg dann nach einer weiteren eintagigen Inkubation auf einen Wert
von einer log-Stufe unterhalb des Anfangsniveaus an. Dann nahm der Zelltiter rasant zu und erreichte
so am dritten Inkubationstag das Niveau der Kontrollkulturen. Die Vermehrung bzw. das Wachstum
von Pseudomonas aeruginosa WR1 nach 2 Tagen wurde durch die Triibungsmessung nicht nachvoll-
zogen. Erst signifikantes Wachstum wurde anhand der Triibung detektiert.
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4.11.3 Pyruvatgehalt und Wasserstoffperoxidkonzentration in den Kulturen
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Abbildung 57: Konzentration an Pyruvat und Wasserstoffperoxid in den Pseudomonas aeruginosa WR1-
Zellkulturen

Der Versuch ist in Abbildung 56 beschrieben. Dargestellt ist die Pyruvatkonzentration [mmol/mL] (schwarz) und die
Restkonzentration an Wasserstoffperoxid [mmol/mL] (weil) in Abhéngigkeit von der Inkubationsdauer [d] (siehe Punkt
3.4.11). Der Fehlerbalken kennzeichnet die einfache Standardabweichung um das arithmetische Mittel.

Mit steigender Inkubationsdauer wurden zunehmende Pyruvatkonzentrationen im klaren Uberstand
der Suspensionen gemessen. Nach dreitdgiger Bebritung der Kulturen wurde der Maximalwert flr
alle Proben erreicht. Die Wasserstoffperoxidkonzentration nahm seit Beginn der Beimpfung kon-
tinuierlich ab und erreichte am dritten Inkubationstag einen Wert von unterhalb der Bestimmungs-
grenze.
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4.11.4 Katalaseaktivitat der Kulturen
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Abbildung 58: Volumenaktivitdt der Pseudomonas aeruginosa WRZ1-Zellkulturen nach Wasserstoff-
peroxidzugabe

Der Versuch ist in Abbildung 56 beschrieben. Dargestellt ist die Volumenaktivitat [U/mL] der verschiedenen
Pseudomonas aeruginosa WR1-Zellkulturen in Abhéngigkeit von der Inkubationsdauer [d]. Die hier angegebenen
ermittelten Volumenaktivitaten wurden unter Beriicksichtigung der getétigten Aufkonzentrierung und der durchgefiihrten
Verdunnungsschritte bei der Zellextraktgewinnung auf die beprobten Zellsuspensionen zuriickgerechnet (siehe Punkt
3.4.11). Der Fehlerbalken kennzeichnet die einfache Standardabweichung um das arithmetische Mittel.

Mit Anstieg der Lebendzellzahl nahm bei den Kontrollansdtzen die Katalasevolumenaktivitat der
Suspensionen zu und stagnierte fir 2 Tage auf einen Wert von ca. Av = 5 U/mL. Dann stieg die
Aktivitat leicht an und verharrte auf ein Endniveau von Ay = 6 U/mL. Im Gegensatz dazu war die
Aktivitat der mit Wasserstoffperoxid versetzten Kulturen nach eintégiger Inkubation gering und stieg
nach einer Gesamtbebritungsdauer auf Ay = 1 U/mL an. Mit starker Vermehrung vergréRerte sich
die Volumenaktivitat und erreichte nach Stagnation wie bei den Kontrollansatzen dann einen Endwert
von Av = 8 U/mL. Trotz geringer Lebendzellzahl zu Beginn der Inkubation und wahrend der
fortschreitenden Bebriitung wiesen die mit Wasserstoffperoxid versetzten Ansatze vergleichbare
Pyruvatgehalte und Katalasevolumenaktivitaten auf wie die korrespondierenden Kontrollansatze. Mit
Rickgang der Wasserstoffperoxidkonzentration und mit fortlaufender Inkubation glichen sich dann
die Kulturen auch in ihrer Lebendzellzahl an. Die Volumenaktivitat der mit Wasserstoffperoxid
versetzten Proben Uberrag die Aktivitat der Kontrollansatze um 2 U/mL, wéhrend der Pyruvatgehalt
um ca. 40 % kleiner war.
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5 Diskussion

5.1 Induktion und Detektion des VBNC-Zustandes in Pseudomonas aeruginosa WR1

Fur den Nachweis des VBNC-Zustandes in einem Testkeim muss diese spezielle Uberlebensform der
bakteriellen Zelle im Laborversuch zuerst geschaffen werden. Mehrere Einflussgrofen sind
beschrieben, die den VBNC-Zustand in unterschiedlichen Bakterien auslosen kénnen. Langzeit-
inkubation und unginstige Inkubationstemperatur waren die ersten beschriebenen Induktoren, die
den VBNC-Zustand in Vibrio cholerae (XU et al. (1982)) oder in Aeromonas salmonicida (ALLEN-
AUSTIN et al. (1984)) auslosten.

In der hier vorliegenden Arbeit wurde zundchst untersucht, wie sich Kulturen des Testkeimes
Pseudomonas aeruginosa WR1 bei einer Langzeitinkubation unter Nahrstofflimitierung in Hinblick
auf ihre Vitalitdit bzw. Kultivierbarkeit verhielten. Nach 60 Tagen Inkubation in nahrstoffarmer
Umgebung konnten ca. 30 bis 50 % der Ursprungspopulation von Pseudomonas aeruginosa WR1
noch quantifiziert werden. Dabei zeigten die Ansatze mit Zusatz an NaCl-Losung leicht hohere
Wiederfindungen. Auffallend bei der Langzeitinkubation war der sprunghafte Anstieg in der
Lebendzellzahl nach eintégiger Inkubation, der durch Tribungsmessung nicht erfasst wurde. Diese
Zunahme in der Lebendzellzahl wurde als das Ergebnis einer Dispersion von Zellaggregaten in
Einzelzellen interpretiert. Nach SCHLEHECK et al. (2009) bildete Pseudomonas aeruginosa bei
ausreichendem Nahrstoffangebot Zellaggregate, die sich bei Nahrstofflimitierung in Einzelzellen
auftrennten. Die Aggregatbildung ist eng mit der Biofilmbildung assoziiert. Im mikroskopischen
Préparat wurde dieser Umstand fur den eingesetzten Testkeim Pseudomonas aeruginosa WR1
nachvollzogen. Das Auftrennen dieser Aggregate durch Ultraschall nach HUBEL (2013) wurde
dagegen in dieser Arbeit nicht zufriedenstellend erreicht. Die niedrigsten ausgewahlten
Ultraschallintensitéten von 20 % (12 Watt) waren ausreichend, um eher eine zellabtdtende Wirkung
zu erzielen. Dies wurde als Indikator dafir interpretiert, dass die Aggregate von Pseudomonas
aeruginosa WR1 weniger stark agglomeriert waren als beispielsweise die von Staphylococcus
aureus, dessen Zellaggregate nach HENSEL (2012) sogar eine protektive Wirkung auf die Einzelzelle
aufwiesen. Das lange Uberleben in nahrstoffarmer Umgebung fiir Pseudomonas aeruginosa
untersuchten bereits FAVERO et al (1971) in destilliertem Leitungswasser und LEGNANI et al.
(1999) in Mineralwasser. Bei geringen Konzentrationen an organischem Material und Salz konnte
Pseudomonas aeruginosa nach LEGNANI et al. (1999) bis zu 5 Jahren in Mineralwasser tberleben.
Auch in dieser Arbeit erwies sich Pseudomonas aeruginosa WR1 bei Langzeitinkubation in
néhrstoffarmen bzw. -freien Bedingungen dufRerst inert gegenuber dem Aushungern. Ein groRer
Anteil der Populationen beider Testkeime war (ber den langen Beprobungszeitraum kultivierbar.
Escherichia coli K12-Kulturen wurde als Referenz ebenfalls unter Né&hrstofflimitierung bis zu
2 Monate lang bei 37 °C inkubiert. Fur diesen Keim war auch ein Langzeitiiberleben in oligotropher
Umgebung beschrieben (FLINT (1987)). In dieser Arbeit wurden nach 57 Tagen nur noch ca. 2 %
der Ursprungszellzahl quantifiziert, obwohl trotz gleicher Ausgangstribung im Vergleich zu den
Pseudomonas aeruginosa WR1-Kulturen ein doppelt bis dreifach so hoher Zelltiter anféanglich
eingesetzt wurde. Im direkten Vergleich reagierte demnach Escherichia coli K12 anfalliger auf
Né&hrstofflimitierung. Nach ARANA et al. (2007) war Escherichia coli nach 20 Tagen Inkubation in
steriler Salzlosung bei 37 °C bei einer Ausgangszellzahl von ca. LZZ = 107 Zellen pro mL nicht mehr
kultivierbar und bei Inkubation ohne Lichtausschluss sogar nach 4 Tagen. Ferner war nach MAALEJ
et al. (2004) Aeromonas hydrophila innerhalb von 50 bis 55 Tage nicht mehr kultivierbar und trat in
den VBNC-Zustand ein. Zahlreiche weitere Autoren (BESNARD et al. (2002), CHAVEERACH et
al. (2003), ALLERON et al. (2008) und CAPPELIER et al. (2007)) setzten fiur vergleichbare
Ursprungszellzahlen eine Grenze von LZZ = 1 KBE/mL fur eine Suspension aus nur toten und
VBNC-Zellen. WHITESIDES und OLIVER (1997), LLEO et al. (2001) und MARY et al. (2002)
verscharften diese Nachweisgrenze von kultivierbaren Zellen bei d&hnlichem Inokulum um das Zehn-
fache auf LZZ = 0,1 KBE/mL. Diese Ergebnisse standen im Kontrast zu den hier abgebildeten Befun-
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den. Pseudomonas aeruginosa WR1 und Escherichia coli K12 waren bei &hnlichem Ausgangs-
zelltiter noch nach 60 Tagen kultivierbar. Diese Beobachtungen legen nahe, dass die Induktion des
VBNC-Zustandes durch Aushungern kein generelles Phanomen war, sondern abhangig vom
untersuchten Keim war und multifaktoriell ablief (ZHANG et al. (2015) und OLIVER (2010)).

Die Langzeitinkubation einer Bakterienkultur und die Kontrolle der Kultivierbarkeit der Zellen haben
zwei methodische Vorteile. Einerseits werden die Testorganismen in den VBNC-Zustand Uberfuhrt
und andererseits wird der Anteil an noch kultivierbaren Zellen drastisch reduziert, so dass diese Zellen
nicht mehr die grofite Subpopulation darstellen. Infolge des geringen Anteils lebender und
kultivierbarer Zellen kann die Anwesenheit von VBNC-Zellen durch Resuszitation nachgewiesen
werden. Allerdings besteht Gefahr, dass ein sprunghafter Wiederanstieg in der Lebendzellzahl nach
Reduktion als Resuszitation von VBNC-Zellen fehlinterpretiert wird (OLIVER (2010)), obwohl es
sich in Wirklichkeit nur um eine erneute Vermehrung weniger noch verbliebener, kultivierbarer
Zellen handelte. Dass Inokula mit dieser geringen Anzahl an kultivierbaren Zellen noch eine
pathogene Wirkung erzielen konnten, beschrieb beispielsweise OLIVER (1993) in einer Ubersicht.
Um sicherzustellen, dass keine kultivierbaren Zellen in einem Ansatz noch vorhanden waren,
schlugen zahlreiche Autoren eine vorgeschaltete VVerdinnung vor. Nach WHITESIDES und OLIVER
(1997) bzw. in Anlehnung daran ZHANG et al. (2015) konnten durch diese weiteren dekadischen
Verdunnungen einer Suspension (LZZ < 0,1 bzw. 1 KBE/mL) die kultivierbaren Zellen ausselektiert
werden. Anschliefend wurde Medium, das eine Resuszitation ermdglichen konnte, mit diesen
Verdiunnungen angeimpft. Bei Wachstum, das durch Trubung angezeigt wurde, wurde die
Resuszitation und damit die Anwesenheit von VBNC-Zellen detektiert. Diese VVorgehensweise wird
allerdings kontrovers diskutiert (vgl. dazu LINDEN et al. (2015) und GEHR (2015)) und kann nicht
fir Kulturen angewendet werden, die nach Langzeitinkubation einen Zelltiter von deutlich tber
LZZ =1 KBE/mL bzw. 0,1 KBE/mL aufweisen. Dies war fur die in dieser Arbeit untersuchten Keime
Pseudomonas aeruginosa WR1 und Escherichia coli K12 der Fall. Eine Bakterienpopulation, die
einem Induktor des VBNC-Zustandes ausgesetzt war, musste stets als eine Mischpopulation aus
toten, kultivierbaren und VBNC-Zellen angesehen werden (BESNARD et al. (2000a) und
BESNARD et al. (2000b)). Die VBNC-Zellen haben dabei einen geringeren Anteil an der
Gesamtpopulation als kultivierbare Zellen, wie KHAN et al. (2010a) mittels VBNC selektiver
Durchflusszytometrie fiir eine oligotrophe Wasserprobe demonstrierten. Demnach waren 1 bis 64 %
der Zellen im VBNC-Zustand, 40 bis 98 % waren kultivierbare Zellen und 0,7 bis 4,5 % wurden
aufgrund des Zustandes ihrer Cytoplasmamembran als tot definiert. AuBerdem ist eine Resuszitation
mit groRer Wahrscheinlichkeit nicht quantitativ, da nur fur einen Teil der VBNC-Population die
Kultivierbarkeit wiederhergestellt wird (LLEO et al. (2007)).

Mehrere experimentelle Durchfiihrungen wurden beschrieben, die diese methodischen Nachteile
ausgleichen sollen. Eine auf Kultivierung und Resuszitation basierende Detektions-methode, die den
Umstand berlicksichtigt, dass die zu untersuchende Bakteriensuspension neben VBNC-Zellen auch
kultivierbare Zellen enthélt, ist beispielsweise die ,,mixed culture recovery method”“ (MCR) nach
BOGOSIAN et al. (1998). Der bakterielle Zustand von Kulturen zweier leicht zu differenzierenden
Stdamme wurde nach Induktion des VBNC-Zustandes durch Acridinorange-Zahlung und
Lebendzellzahlbestimmung durch Kultivierung oder nach KOGURE et al. (1979) ermittelt.
AnschlieBend wurden die beiden Kulturen miteinander gemischt, wobei von beiden Stammen
tberwiegend VBNC-Zellen in der Kultur enthalten waren und von nur einem Stamm durch
entsprechende vorherige Verdinnung der Kultur des anderen Stammes kultivierbare Zellen. Dieser
Mischkultur wurden N&hrmedien zugesetzt, die eine Resuszitation ermoglichten. AnschlieRend
wurde die Wiederfindung durch Ausplattieren auf Festmedien, die die Differenzierung der beiden
Stdmme ermoglichten, bestimmt.

Statt des Einsatzes eines Referenzstammes wurde auch der Einsatz einer alternativen
Vitalitatsbestimmung beschrieben. ARANA et al. (2007) kombinierten beispielsweise die Detektion
des VBNC-Zustandes durch Resuszitation mit Alternativverfahren zur Vitalitatsbestimmung.
Escherichia coli wurde durch Langzeitinkubation unter ungtinstigen Bedingungen in den VBNC-
Zustand Uberfiihrt. Der Zelltiter dieser Suspensionen wurde durch Vitalfarbung und Ausplattieren
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ermittelt. Bei einer Lebendzellzahl von LZZ = 0,1 KBE/mL wurden die VBNC-Zellen (iber einen
Urografin-Gradienten zentrifugiert und isoliert. Diese separierten Suspensionen wurden dann in
Medien Uberfiihrt, die ein Resuszitationspotential aufwiesen und Antibiotika zur Hemmung noch
vorhandener kultivierbarer Zellen enthielten. Diese Kulturen wurden dann im Dunkeln inkubiert und
in regelméiigen Abstdnden wurde der Zelltiter durch Ausplattieren und Vitalfarbung mittels des
LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability Kits bestimmt. Parallel wurden nach dem MPN-
Verfahren Nahrmedien ohne Antibiotikazusatz angeimpft. Beide Verfahren beruhten darauf, dass die
eingesetzten Medien eine Resuszitation garantiert auslésen konnten und Referenzverfahren zur
Vitalitatsbestimmung eingesetzt wurden. Gleichzeitig wurde angenommen, dass die zugesetzten
Antibiotika aufgrund der fehlenden Vermehrungsfahigkeit der VBNC-Zellen nur auf die
kultivierbaren Zellen wirkten (LLEO et al. (2007)). In dieser Arbeit wurde ebenfalls in Kombination
mit der klassischen auf Kultivierung basierenden Ausplattiermethode ein fluoreszenzmikros-
kopisches Verfahren eingesetzt. Durch einen relativen Vergleich wurde der Anteil der VBNC-Zellen
an der Gesamtpopulation approximiert. Der Nachweis der VBNC-Zellen durch Resuszitation erfolgte
in einem separaten Versuch und wurde in Anlehnung an DUCRET et al. (2014) auch als Mehrbefund
registriert. Dadurch wurde der Anteil an noch kultivierbaren Zellen im Ansatz automatisch bertck-
sichtigt.

Negative Einflusse auf die Kultivierbarkeit in Form von Artefakten, die beim Ansetzen der
Zellsuspensionen entstehen kdnnen, wurden zuvor ausgeschlossen. Dass Zellpraparationen eine
Veranderung in der Kultivierbarkeit bzw. Zelloberflache bewirken, beschrieben beispielsweise
PETERSON et al. (2012) und PEMBREY et al. (1999). Nach PETERSON et al. (2012) wurde bei
Staphylococcus aureus durch die Wahl des Zentrifugationsbehdlters und der -geschwindigkeit die
Zelloberflache manipuliert. Als Konsequenz verschlechterte sich durch die Zentrifugation das
Anheftungsvermogen an Oberflichen und das Membranpotential ({-Potential) nahm auf ca. 58 % des
Ursprungswertes ab. Dieser Verlust an Eigenschaften, welche auf den Zustand der Zelloberflache
beruhen, erlauterten bereits PEMBREY et al. (1999). Die Autoren wiesen zudem nach, dass durch
Luft- oder Gefriertrocknung der gréfite Anteil der Kulturen der Testkeime Psychrobacter sp.,
Escherichia coli und Staphylococcus epidermis nicht mehr kultiviert werden konnte. Im Gegensatz
dazu bewirkte die Zentrifugation bei 15.000 g zwar eine Veranderung in der Zelloberflache der drei
Testkeime, allerdings wurden die Lebendzellzahlen der Testkeime kaum bzw. fur Escherichia coli
nur geringfugig verringert. Fir Pseudomonas aeruginosa WR1 wurde in eigenen Untersuchungen
ebenfalls keine signifikante Reduzierung in der Anzahl kultivierbarer Zellen durch die Zentrifugation
und Resuspendierung in phosphatgepufferter Salzlosung festgestellt. In Ubereinstimmung mit der
zitierten Literatur (PEMBREY et al. (1999)) wurde Escherichia coli K12 als Referenz eingesetzt und
auch fur diesen Testkeim wurde keine Abnahme in der Lebendzellzahl mit zunehmender Anzahl an
Zentrifugationsschritten beobachtet.

Fur die Induktion des VBNC-Zustandes existieren verschiedene Modelle. BOGOSIAN und
BOURNEUF (2001) sahen den VBNC-Zustand als eine Akkumulation von Angriffen auf die
bakterielle Zelle, durch die diese nicht kultivierbar wurde. Im Gegensatz dazu beschreiben
AERTSEN und MICHIELS (2004) den VBNC-Zustand als genetisch programmiert und damit als
Antwort der bakteriellen Zelle auf negative Umwelteinflisse. Dadurch, dass ein Teil der
Bakterienpopulation die eigene Zellteilung unterbindet und damit die eigenen Nahrstoffanspriiche
reduziert, stehen mehr Substrate den noch vermehrungsfédhigen Zellen zur Verfiigung (LEWIS
(2000)), die dann unter den widrigen Bedingungen langer tiberleben kdnnen. Eine Parallele mit der
Sporulation wurde ebenfalls diskutiert (MCDOUGALD et al. (1999) und KELL und YOUNG
(2000)).

Bakterien wie Pseudomonas aeruginosa WR1, die geringe Néhrstoffanspriiche haben, mussten neben
Aushungerung einem weiteren Selektionsdruck ausgesetzt werden. D.h. neben der Langzeit-
inkubation unter Nahrstofflimitierung wurde fur diese Untersuchung ein weiterer Lethalfaktor
gesucht, der den VBNC-Zustand in diesem Testkeim auslésen konnte. In der Literatur sind
verschiedene Einflussgroflen fiir die Induktion des VBNC-Zustandes in Pseudomonas sp.
beschrieben (ZHANG et al. (2015) und KHAN et al. (2010b)). Fir Pseudomonas aeruginosa ist vor
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allem die durch Kupfersalze und Chlordesinfektion induzierte Annahme des VBNC-Zustandes
untersucht (BEDARD et al. (2014)). In Ubereinstimmung mit der Trinkwasserverordnung (siehe
§ 11 der TRINKWV (2001)) finden Chlorverbindungen (BEDARD et al. (2014), CHIAO et al.
(2014) und DUCRET et al. (2014)) ihre Anwendung als Desinfektionsmittel. Wasserstoffperoxid darf
dagegen ausschlieRlich zum Zwecke der Oxidation eingesetzt werden. Allerdings wurde in
vergleichbaren Untersuchungen auch Wasserstoffperoxid (MORISHIGE et al. (2013)) zur
Keimreduzierung eingesetzt. Die Schadigung, die dieser abiotische Faktor bewirken sollte, musste
reparabel sein (WAI et al. (1996) und KUROKAWA et al. (1999)) oder durfte nicht zum
vollstandigen Abtoéten der Zellen flihren. Eine Depot- oder Remanenzwirkung durch Abbau- oder
Reaktionsprodukte sollte in dieser Arbeit ebenfalls ausgeschlossen werden. Als desinfizierende
Chlorverbindung wurde Chlordioxid zundchst eingesetzt. Im direkten Vergleich erwies sich
Chlordioxid als potenteres Desinfektionsmittel. So erzielte Chlordioxid in einer deutlich geringeren
Konzentration eine keimabtdtende Wirkung gegenuber Zellen von Pseudomonas aeruginosa WR1
als Wasserstoffperoxid in einem vergleichbaren Konzentrationsbereich. Ahnliches zeigte bereits
CZIRR (2013) bei der Desinfektion von Pseudomonas sp. B13. Die schwachere Desinfektions-
wirkung des Wasserstoffperoxids beruht u. a. auf dem schwacherem Oxidationspotential von 1,776 V
im sauren Milieu und von 0,878 V bei pH-Werten > 7. Chlordioxid weist dagegen (iber den gesamten
pH-Bereich ein Standardpotential von 0,95 V auf (KUKE (2001)). Die Bildung von Chlor-
verbindungen nach der Desinfektion von Trinkwasser mit Chlordioxid ist bekannt (GORDON et al.
(1972)) und wird kontrovers diskutiert (vgl. dazu ZHOU et al. (2014)). Im Gegensatz dazu reagiert
Wasserstoffperoxid unter Bildung von Wasser und Sauerstoff ab (MITCHELL und WYNNE-JONES
(1952)).

Nach Auswahl des Desinfektionsmittels wurde in einem zweiten Schritt das Verhéltnis der
Desinfektionsmittelkonzentration zum Inokulum ermittelt, bei dem Wasserstoffperoxid eine
nachweisbare, eine schwache oder keine keimreduzierende Wirkung erzielt. Ausgehend von einer
Pseudomonas aeruginosa WR1-Suspension mit einer optischen Dichte von OD =0,5 erreichte
Wasserstoffperoxid mit einer Konzentration von c¢(H202) > 10 mg/mL eine drastische
keimreduzierende, von c(H202) > 1 mg/mL eine keimreduzierende, von ¢(H202) = 0,53 mg/mL eine
geringfugige und von ¢(H202) < 0,26 mg/mL keine keimreduzierende Wirkung. Die abnehmende
Desinfektionswirkung einer chemischen Substanz in Abhéngigkeit von der Grolke der
Ursprungspopulation des zu desinfizierenden Keimes ist als Inokulumeffekt beschrieben (STEELS
et al. (2000)). D.h. die GroRRe des Inokulums fir die Induktion des VBNC-Zustandes ist insofern von
weiterer Bedeutung, als dass die Gesamtzellzahl die keimreduzierende Wirkung einer chemischen
Substanz abmildern kann (JOHNSTON et al. (2000)), wodurch der Zelltod verhindert wird und der
VBNC-Zustand auftreten kann. Unabhéngig einer vorgeschalteten Desinfektion zeigten beispiels-
weise BESNARD et al. (2002) den Einfluss der InokulumgroRRe auf die Induktion des VBNC-
Zustandes.

Neben der Wahl des Desinfektionsmittels beeinflusst die Kontaktzeit entscheidend das Desin-
fektionsergebnis. Fir die Beurteilung der keimreduzierenden Wirkung eines Desinfektionsmittels
wird in der Routineanalytik der Suspensionstest eingesetzt (DIN EN 1276:2010-01). Fest definierte
Inokula des Testkeimes werden der Priifsubstanz mindestens 1 min bis maximal 60 min ausgesetzt.
AnschlieBend werden die Priifsuspensionen in eine Losung berfihrt, die einen Inhibitor gegen die
Prufsubstanz enthalt. Die Lebendzellzahl der Prufsuspensionen wird dann gegen den Wert der
unbehandelten Proben abgeglichen. In Anlehnung an dieser Untersuchungsmethode wurden in dieser
Arbeit die Keime 60 min dem Desinfektionsmittel ausgesetzt.

Verschiedene Theorien beschreiben die Keimreduktion als ein definiertes Modell. Nach HOM (1972)
kann die Keimreduktion durch chemische Desinfektion als Zerfallsfunktion pseudo-erster Ordnung
in Abhédngigkeit von der Desinfektionsmittelkonzentration, der Kontaktzeit und einer empirischen
Abtotungskonstante beschrieben werden. Diese mechanistische Theorie wird in der Literatur
kontrovers diskutiert. Als Gegenmodell hat sich die vitalistische Desinfektionstheorie etabliert
(CERF (1977)), die davon ausgeht, dass in einer Gesamtpopulation Subpopulationen mit unterschied-
lichen Resistenzen vorkommen. Demnach ist die Haufigkeit des Vorkommens unterschiedlicher
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Resistenzen ein weiterer Einflussfaktor auf die Desinfektionswirkung. LAMBERT und JOHNSTON
(2000) versuchen die Aspekte beider Methoden zu vereinen, in dem die Autoren auf Grundlage der
mechanistischen Theorie den permanenten Riickgang der Desinfektionsmittelkonzentration durch das
Abreagieren mit den Mikroorganismen bei der Modellierung berlcksichtigen. Die Autoren sehen in
dieser permanenten Abnahme der Wirkkonzentration den eigentlichen Grund fur Abweichungen von
der Idealkurve (,,log-survivor/time®) einer Desinfektion. In Abhangigkeit von der Zeit nimmt die
Wirkkonzentration eines Oxidationsmittels ab, wodurch die Absterbewahrscheinlichkeit eines
Keimes im Desinfektionsmittelansatz, der noch nicht durch das Prifreagenz angegriffen wurde,
automatisch auch abnimmt (LAMBERT und JOHNSTON (2000)). Grund hierfir ist die Tatsache,
dass Wasserstoffperoxid in seiner oxidativen Eigenschaft nicht zwischen lebenden und toten Zellen
differenziert (JOHNSTON et al. (2000)) und fur die Inaktivierung einer bakteriellen Zelle missen
nach PARDEY et al. (2005) ein oder mehrere iberlebenswichtige Bestandteile in der Zelle zerstort
werden. In der hier dargestellten Versuchsdurchfiihrung sollte genau dies gezielt provoziert werden,
um wie bereits erwadhnt neben kultivierbaren und toten Zellen auch VBNC-Zellen entstehen zu lassen.
Bereits abgetotete Zellen wirken als Quencher, wie JOHNSTON et al. (2000) fir Staphylococcus
aureus bei der Desinfektion mit Natriumdodecylsulfat zeigten. Im Gegensatz zur zitierten Literatur
erwies sich Wasserstoffperoxid gegenilber einem intrinsischen Abbau duferst inert. Die positiven
Blindproben wiesen stets Uber der gesamten Inkubationsdauer eine anndhernd konstante
Konzentration auf. D.h. die Abnahme der Wasserstoffperoxidkonzentration war die direkte Folge des
Reagierens mit den bakteriellen Zellen, die damit die Wirkkonzentration von Wasserstoffperoxid
extrinsisch reduzierten.

Die Induktion des VBNC-Zustandes von Pseudomonas aeruginosa WR1 wurde in dieser Arbeit
durch einen zweistufigen Prozess erzeugt. Zuerst wurden die Zellen in néhrstoffarmen Puffer bei
37 °C unter Lichtausschluss inkubiert und diese Suspensionen wurden dann mit Wasserstoffperoxid
behandelt. Uber die gesamte Inkubationsdauer nahm die Anzahl kultivierbarer Zellen wie bereits
gezeigt ab. Die Gesamtmenge an organischem Material blieb unverandert. Die Zellzahl von Kulturen,
die 2 d inkubiert und dann mit Wasserstoffperoxid versetzt wurden, wurde um den gleichen Anteil
nur minimal reduziert wie die Zellzahlen von Kulturen in der exponentiellen Wachstumsphase. Erst
6 d alte Kulturen wurden durch das Oxidationsmittel stérker inhibiert. Eine drastische Abnahme in
der Lebendzellzahl wurde bei der Desinfektion von 9 d lang inkubierten Kulturen registriert. Wahrend
fiir die Vitalitatsbestimmung mittels Fluoreszenzmikroskopie fir dieselben Proben (0 d, 2 d, 6 d)
ahnliche Wiederfindungsraten ermittelt wurden, unterschieden sich die Wiederfindungen bei den 9 d
lang inkubierten und dann desinfizierten Ansétzen. Bei den basierend auf Kultivierung ermittelten
Lebendzellzahlen wurden nach der Wasserstoffperoxidbehandlung nur noch ca. 12 % der
Ursprungszellzahl wiedergefunden. In Kontrast dazu wurden durch die Fluoreszenzmikroskopie
annéhernd 70 % der Anfangszelldichte als vitale Zellen nach der Desinfektion erfasst. Selbst unter
Bertcksichtigung der Tatsache, dass durch das ausgewahlte fluoreszenzmikroskopische Verfahren
im direkten Vergleich mit der Kultivierungsmethode weniger Zellen erfasst wurden, wurde dieser
Befund anhand der absoluten Zellzahlen bestétigt. Zum Zeitpunkt t2 = 9 d wurden durch die klassische
Lebendzellzahlbestimmung ein Zelltiter von LZZ = 2,4-10" KBE/mL und durch das fluoreszenz-
mikroskopische Verfahren von LZZ = 4,73-10" KBE/mL absolut quantifiziert.

Pseudomonas aeruginosa WR1 konnte durch Langzeitinkubation und Desinfektion mit Wasserstoff-
peroxid in den VBNC-Zustand Uberfuhrt werden. Anhand des Zustands der Cytoplasmamembran
wurde zwischen vitalen und toten Zellen differenziert (vgl. dazu DUCRET al. (2014) und ARANA
et al. (2007))
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5.2 Resuszitation von VBNC-Zellen von Pseudomonas aeruginosa WR1 und die
Rolle des Pyruvat bei der chemisch induzierten Resuszitation

Das Resuszitationsvermdgen einer VBNC-Zelle ist flr die Forschung von besonderem Interesse.
Neben dem Erhalt der Virulenz wird die Wiedererlangung der Vermehrung nach Besiedlung des
Wirts oder nach einer unzureichenden Desinfektion als groRRe Gefahren fur die 6ffentliche Gesundheit
angenommen (RAMAMURTHY et al. (2014)).

Fur den Vorgang der Resuszitation werden drei Mechanismen angenommen. Neben der Beseitigung
des Lethalfaktors (RAMAIAH et al. (2002), MAALEJ et al. (2004) und MAGARINOS et al. (1997))
genugte der Zusatz chemischer Stimuli (PINTO et al. (2011)), die entweder zur Reparatur von
entstandenen Zellschaden beitrugen (WAI et al. (1996) und KUROKAWA et al. (1999)) oder als
Signalmolekile (KELL und YOUNG (2000) und MUKAMOLOVA et al. (1998)) wirkten.

Fur das Bakterium Pseudomonas aeruginosa wurde die F&higkeit zur Autoresuszitation bereits
untersucht (BEDARD et al. (2014)). Die Autoren zeigten, dass bei unveranderten Parametern fiir die
Gesamtzellzahl sich nach Zugabe von Cu(I1)SO4 die Lebendzellzahl von Pseudomonas aeruginosa
drastisch verringerte. Nach Chelatierung der Kupferionen stieg die Anzahl kultivierbarer Zellen
wieder an. Parallel nahm die Lebendzellzahl in einem zweiten Ansatz nach Chlordesinfektion wieder
zu, nachdem kein Desinfektionsmittel mehr in der Kultur nachgewiesen wurde. Als Bezugspunkt
wurde die Lebendzellzahl vor der Desinfektion definiert.

Die Fahigkeit zur Autoresuszitation sollte in Anlehnung an BEDARD et al. (2014) auch fiir den in
dieser Arbeit untersuchten Pseudomonas aeruginosa-Stamm untersucht werden. Die
Versuchsparameter wurden den Bedingungen anpasst, unter denen der VBNC-Zustand bereits
nachgewiesen wurde. Abweichend zur zitierten Literatur wurde als Bezugsgrofle die
Lebendzellzahlen der Kontrollansétze definiert, um automatisch den durch Langzeitinkubation
bedingten Verlust an kultivierbaren Zellen zu berlcksichtigen. Bei der eingesetzten Konzentration
von c(H202) = 1 g/L erzielte Wasserstoffperoxid erwartungsgeméal nur bei geringen Inokula eine
signifikante keimreduzierende Wirkung. Anhand der Tribungsmessung wurde indirekt die
bakterielle Gesamtmasse verfolgt. Dabei reagierte das Oxidationsmittel nach einstiindiger Inkubation
vollstdndig ab. Folglich konnte wie durch RAMAIAH et al. (2002) beschrieben kein direkter
Zusammenhang zwischen dem Verschwinden des Lethalfaktors Wasserstoffperoxid und dem
beobachtetem Wiederanstieg in der Lebendzellzahl geschlossen werden. Dass eine Wasserstoff-
peroxidkonzentration von c¢(H202) = 1 g/L auf eine Pseudomonas aeruginosa WR1-Kultur keine
signifikant keimreduzierende Wirkung entfaltet, wurde bereits in einem unabhé&ngigen Versuch (siehe
Punkt 4.7) dargestellt.

In einem zweiten Versuchsdurchlauf wurde die Konzentration um das Zehnfache auf
c(H202) = 10 mg/mL erhoht. Die Lebendzellzahlen der Suspensionen mit niedriger Ausgangszellzahl
wurden durch das Oxidationsmittel auf LZZ = 0 KBE/mL (Spatelverfahren) bzw. ca. 1 KBE/mL
(Membranfiltrationsverfahren) herabgesetzt. Nach eintégiger Inkubation und vélligem Abreagieren
des Wasserstoffperoxids stiegen die Lebendzellzahlen um ca. sechs 10er-Potenzen an. Mittels der
Tribungsmessung wurde beobachtet, dass die Gesamtzellmasse in diesem Zeitraum konstant blieb.
Dies entsprach zunachst den von BEDARD et al. (2014) aufgestellten Beobachtungen, dass nach
Verschwinden des Lethalfaktors die Anzahl kultivierbarer Zellen wieder anstieg. Das
Membranfiltrationsverfahren unterschied sich vom Spatelverfahren u.a. dadurch, dass ein grofieres
Probenvolumen eingesetzt wurde. Das Membranfiltrationsverfahren war demnach deutlich sensitiver,
wodurch noch sehr geringe Zellzahlen erfasst wurden. Nicht alle Autoren wandten bei der
Vitalitatsbestimmung einer Kultur mit VBNC-Zellen durch Kultivierung neben dem Spatelverfahren
auch das Membranfiltrationsverfahren an (MARY et al. (2002) und BESNARD et al. (2002)).

In einem Gegenversuch wurde Uberprift, ob der signifikante Anstieg in der Lebendzellzahl nach
Reduktion bei konstanter Triibung der Suspensionen entweder die Folge einer erneuten Vermehrung
verbliebener kultivierbarer Zellen war oder das Ergebnis der Resuszitation von VBNC-Zellen. So
wurde einerseits qualitativ der bakterielle Zustand der Desinfektionsansatze mittels
Fluoreszenzmikroskopie bestimmt, nach der die Kulturen nachweislich einen Anteil vitaler Zellen
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aufwiesen. Andererseits wurde im Anschluss nachgewiesen, dass Pseudomonas aeruginosa WR1 in
einer sehr niedrigen Ausgangszellzahl bei Inkubation mit abgetoteten Zellen sich ebenfalls um sechs
10er-Potenzen vermehrte. Folglich wurde der Wiederanstieg der Lebendzellzahl nach Reduktion des
Zelltiters durch Desinfektion vor allem als Vermehrung noch kultivierbarer Zellen interpretiert. Nach
einer Desinfektion mit hohen Wasserstoffperoxidkonzentrationen bestand die Bakterienpopulation
folglich vorwiegend aus toten Zellen und geringfugig auch aus vermehrungsfahigen Zellen. Es
wurden keine VBNC-Zellen durch eine Resuszitation nachgewiesen. Die Vermehrung von
Pseudomonas aeruginosa nach einer Desinfektion ist ein bekanntes Phanomen (ALONSO et al.
(2004) und NAWAZ et al. (2012)). Abgetotete Zellen stellten dabei eine geeignete Nahrstoffquelle
dar. Dieser Umstand wird dadurch erhartet, dass vergleichbare Ansétze als Resuszitationsmittel in
anderen Veroffentlichungen (KELL und YOUNG (2000) und MUKAMOLOVA et al. (1998))
eingesetzt wurden. Diese starke Vermehrung wurde aullerdem auf die geringen Nahrstoffanspriiche
von Pseudomonas aeruginosa WR1 zuriickgefihrt (vgl. dazu FAVERO et al (1971)), was sich in
dieser Arbeit auch anhand des verhaltnismaliig schnellen Wachstums bzw. der schnellen VVermehrung
in Minimalmedium (vgl. dazu KHAKIMOVA et al. (2013)) zeigte.

Die hier dargestellten Ergebnisse wurden mit der bereits zitierten Literatur verglichen. Wéhrend nach
BEDARD et al. (2014) Kupferionen nur die Kultivierbarkeit einer Pseudomonas aeruginosa-Kultur
einschrankten, reduzierte das oxidativ wirkende Chlor sowohl die Vitalitat als auch die Kultivier-
barkeit der Pseudomonas aeruginosa-Zellen in den Testansatzen. Durch héhere Konzentrationen von
Chlordioxid erzielten die Autoren eher eine Abtétung der Testkeime, wahrend bei geringeren
Desinfektionsmittelkonzentrationen die Bildung von VBNC-Zellen provoziert wurde. Nach volligem
Abreagieren des Desinfektionsmittels stiegen dann die Vitalitdt und Kultivierbarkeit der Kulturen
drastisch an. D.h. die Autoren sehen im Wiederanstieg in der Lebendzellzahl nach Chlordesinfektion
das Ergebnis von Vermehrung und einer Resuszitation.

Eine erfolgreiche Reaktivierung von VBNC-Zellen zu kultivierbaren Zellen ist von mehreren
Parametern abhdngig. Das Ausmal} der zelluldren Schadigung, die der Induktor verursacht,
beeinflusst malRgeblich das Resuszitationspotential (vgl. dazu PINTO et al. (2011)). Eine irreparable
Schadigung der bakteriellen Zelle verhindert unabhéngig vom postuliertem Modell, nachdem der
VBNC-Zustand ausgeldst wird (siehe 5.1), eine Wiedererlangung der Vermehrungsfahigkeit ((WAI
et al. (1996) und KUROKAWA et al. (1999))).

Das Ausmald der Schadigung wird u.a. durch den Mechanismus bestimmt, mit dem die Substanz auf
das Bakterium wirkt. Oxidativ wirkende Desinfektionsmittel wie Hypochlorit oder Chlordioxid
inaktivieren Zellbestandteile wie Thiole (z.B. Glutathion), Nucleotide, DNA und andere organischen
Substanzen (PRUTZ (1996) und ZHOU et al. (2014)) unspezifisch, indem sie diese oxidieren. In
Abhangigkeit von der Anzahl der betroffenen Zellorganellen wird das gesamte Bakterium damit
irreversibel geschadigt bzw. abgetdtet (PARDEY et al. (2005)). Metallionen wie Kupfer oder Silber
bilden dagegen hauptsachlich koordinative Bindungen aus, mit denen sie sich an Zellbestandteile
koppeln kdnnen und erst bei hohen Konzentrationen eine bakterizide Wirkung erzielen (NAWAZ et
al. (2012)). So bindet Silber an negativ geladene Peptidoglycane, Elektronendonatorgruppen und die
DNA. Durch den Zusatz eines Chelators konnten diese Reaktionen leicht aufgehoben werden
(BEDARD et al. (2014)).

Fur mehrere Bakterien ist der Mangel zur Selbstresuszitation beschrieben. BOGOSIAN et al. (1998)
zeigten, dass Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis, Enterobacter
aerogenes und Salmonella choleraesuis nach Induktion des VBNC-Zustandes nicht reaktiviert
wurden. ARANA et al. (2007) bestatigten dies fiir Escherichia coli und LLEO et al. (2007) fir
Enterococcus faecalis.

Die Resuszitation wird durch Supplementzusatz stimuliert. Dabei fungieren die Substanzen entweder
in Form eines Signalmolekils (KELL und YOUNG (2000)) oder sie werden zur Reparatur von
Zellschaden (WAL et al. (1996) und KUROKAWA et al. (1999)) oder Inhibieren negativer
Umwelteinflisse (DUCRET et al. (2014)) eingesetzt. CAPPELIER et al. (2007) inkubierten VBNC-
Zellen von Listeria monocytogenes in Hihnerembryokulturen, wodurch diese ihre Vermehrungs-
fahigkeit zurlckerhielten. GIAO und KEEVIL (2014) erreichten dies durch Hirn-Herz-Glucose-Agar
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(BHI-Agar). MORRILL et al. (1990) konnten durch Albuminzusatz zum BCYE-Agar mehr Zellen
von Legionella micdadei und Legionella bozemanii nach vorherigem Aushungern wiederfinden.
ZHANG et al. (2015) Uberflhrten Escherichia coli vom VBNC-Zustand in die kultivierbare Form
mittels Vollmedium (LB-Medium).

Neben dem Einsatz von Vollmedien bewéhrte sich auch die gezielte Supplementierung mit
chemischen Verbindungen. PINTO et al. (2011) versetzten Escherichia coli durch Inkubation bei
Niedrigtemperaturen in den VBNC-Zustand. Fir das Aufheben des VBNC-Zustandes setzten die
Autoren die Aminosduren Methionin, Glutaminsaure, Threonin, Serin oder Asparagin und den
Uberstand einer Kultur, deren Zellen sich in der exponentiellen Wachstumsphase befanden,
erfolgreich ein. CALABRESE und BISSONNETTE (1990) erzielten hohere Wiederfindungen durch
den Zusatz von Katalase und Pyruvat zu Chlor gestressten coliformen Bakterien. MORISHIGE et al.
(2013) wiesen nach, dass nur Pyruvat und als Analogon a-Ketobutyrat eine Resuszitationswirkung
auf Salmonella sp. erreichten. ZENG et al. (2013) ergénzten fiir die Reaktivierung von VBNC-Zellen
von Salmonella typhi Tween 20 und Katalase als Resuszitationsmittel. Legionella pneumophila
gewann nach Desinfektion mit Hypochlorit durch Zusatz von Glutamat und Pyruvat seine
Vermehrungsfahigkeit zurtiick (DUCRET et al. (2014)).

In dieser Arbeit wurde in Anlehnung an DUCRET et al. (2014) eine Kombination beider
Vorgehensweisen (Vollmedium und Supplementierung) eingesetzt. Pseudomonas aeruginosa WR1
wurde erst unter den bekannten Parametern (siehe 5.1) in den VBNC-Zustand Uberfiihrt. D.h. nach
der Langzeitinkubation und Desinfektion mit Wasserstoffperoxid lag eine Mischpopulation aus toten,
kultivierbaren und VBNC-Zellen vor. Diese Kulturen wurden zur Lebendzellzahlbestimmung dann
sowohl auf TSB-Agarplatten als auch mit Pyruvat supplementierten Agarplatten aufgetragen.
Mindestens 50 % bis 250 % mehr Zellen wurden durch den Pyruvatzusatz in Abhéngigkeit vom
Zellkulturalter wiedergefunden. Dies wurde nach DUCRET et al. (2014) anhand der Wieder-
herstellungsraten von R > 1,5 dargestellt. Durch den direkten Vergleich derselben Probe, die nur auf
dem Vollmedium aufgetragen wurde, wurde der Anteil der noch kultivierbaren Zellen automatisch
berucksichtigt. Der Anteil an VBNC-Zellen von mindestens 50 % wurde in dieser Arbeit durch einen
weiteren unabhéngigen Versuch unter den gleichen Parametern bestatigt (siehe Punkt5.1). Die
Wiederfindungen, die entweder durch Fluoreszenzmikroskopie oder durch Kultivierung ermittelt
wurden, wurden daftr miteinander verglichen. Die Grof3enordnung des Anteils der VBNC-Zellen an
der Gesamtpopulation entsprach damit der von KHAN et al. (2010a) beschriebenen Verteilung in der
Gesamtpopulation von 1 bis 64 % der Zellen im VBNC-Zustand und 40 bis 98 % kultivierbare Zellen.
Dabei darf nicht unerwahnt bleiben, dass eine Resuszitation nicht quantitativ verlauft (LLEO et al.
(2007)).

Das Potential des Pyruvats als Resuszitationsmittel wird auf verschiedene Funktionen zuriickgefihrt,
die diese a-Ketosdure tbernehmen kann. Pyruvat ist ein wichtiges Zwischenprodukt im aeroben und
anaeroben Stoffwechsel (ALHASAWI et al. (2016)). So fungierte es als hervorragende C-Quelle, die
eine Vermehrung von Pseudomonas aeruginosa WR1 ermdglichte. Bei geringer Ausgangszellzahl
nahm die Lebendzellzahl innerhalb einer Stunde bei Anwesenheit von Pyruvat als einziger
Energietréger in einer Konzentration von 7 mmol/L um 50 % der Ursprungszellzahl zu.

Pyruvat wird in der Literatur auch als Inaktivator reaktiver Sauerstoffspezies beschrieben (ROS-
Fénger) (DUCRET et al. (2014) und TROXELL et al. (2014)). Aufgrund ihrer Oxidationspotentiale
wirken diese reaktiven Verbindungen zytotoxisch. TROXELL et al. (2014) wiesen die protektive
Wirkung von Pyruvat auf pathogene Spirochéten vor Wasserstoffperoxid nach. Pyruvat reduzierte
aktiv die Wirkkonzentration von Wasserstoffperoxid, indem es mit diesem Desinfektionsmittel
reagierte. Pyruvat stellte damit einen direkten Antagonisten zu oxidativ wirkenden Entkeimungs-
mitteln dar. Die Wasserstoffperoxid abbauende Wirkung des Pyruvats wurde in dieser Arbeit auch
Uberprift. Die daraus resultierende Schutzwirkung des Pyruvats fir Pseudomonas aeruginosa WR1
vor Wasserstoffperoxid wurde in Anlehnung an die zitierte Literatur reproduziert und ebenfalls
bestétigt. Durch die Decarboxylierung von Pyruvat entstanden nach FEDOTCHEVA et al. (2006)
Kohlenstoffdioxid und Acetat. In den Reaktionsansitzen lag bei Uberschuss von Pyruvat im
Vergleich zur Wasserstoffperoxidkonzentration neben verbliebendem Pyruvat folglich auch Acetat
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vor. Ferner wiesen ESCHBACH et al. (2004) und SCHREIBER et al. (2006) nach, dass Pseudomonas
aeruginosa unter anaeroben Bedingungen durch Pyruvatfermentation langer tiberlebte.

Mehrere Synergieeffekte ergaben sich durch den Zusatz von Pyruvat zu einem Desinfektionsansatz
mit Wasserstoffperoxid. Das zentrale Stoffwechselprodukt Pyruvat fungierte, nachdem es
Wasserstoffperoxid inaktivierte (LONG und HALLIWELL (2011)), auch als gewdhnlicher
Energietrager, der Wachstum und/oder Vermehrung zuliel. Dies galt auch fiur das mdgliche
Reaktionsprodukt Acetat. Unter der Annahme, dass beim simultanen Zusatz von Wasserstoffperoxid
und Pyruvat auch ein Anteil der Zellpopulation durch das Desinfektionsmittel angegriffen wurde (vgl.
dazu JOHNSTON et al. (2000) und LAMBERT und JOHNSTON (2000)), begrenzte das Additiv
Pyruvat den dadurch ausgeltsten Stress (vgl. TROXELL et al. (2014)) oder erlaubte trotz dieses
oxidativen Stresses eine uneingeschrankte Vermehrung. Die erhohte Kohlenstoffdioxid-
konzentration, die beim oxidativen Abbau von Pyruvat entstand, wurde durch den naszierenden
Sauerstoff, der bei der Reduktion des Wasserstoffperoxids (MITCHELL und WYNNE-JONES
(1952)) gebildet wurde, nivelliert. In diesem Zusammenhang erwihnt KUKE (2001), wie ,,im
alkalischen Bereich das Redoxpotential von Wasserstoffperoxid soweit [...] herabgesetzt wird, dass
es Sauerstoff freisetzt und Aerobier sich sogar vermehren konnen®.

Die reaktivierende Wirkung des Pyruvats aufgrund seiner Eigenschaften als ROS-Fanger ist nicht nur
begrenzt auf die Anwendung oxidativ wirkender Substanzen als Induktoren des VBNC-Zustandes.
KONG et al. (2004) Gberfiihrten Vibrio vulnificus mittels Inkubation bei 5 °C in den VBNC-Zustand.
Fir die Resuszitation wanden die Autoren drei unterschiedliche supplementierte Agarsorten an. Hirn-
Herz-Glucose-Agar wurde unversetzt, mit Katalase- oder Pyruvatzusatz zur Quantifizierung
angewendet. Die supplementierten Nahrboden erreichten einen Mehrbefund der Testkeime.
MIZUNOE et al. (1999) setzten Néahrstofflimitierung und niedrige Inkubations-temperaturen als
Induktoren des VBNC-Zustandes in Escherichia coli O157 ein. Die Autoren stellten die
Kultivierbarkeit der Zellen durch Zusatz von Katalase oder Pyruvat bzw. a-Ketoglutarat wieder her.
WAL et al. (2000) bestétigten dies fur Aeromonas hydrophila. Als mogliche Erklarung postulieren
WANG et al. (2013), dass durch die Stressfaktoren Aushungerung oder Temperatur-senkung auch
die Aktivitat von Enzymen beeinflusst wird, die Bestandteil der bakteriellen Antwort auf oxidativen
Stress sind. In dieser Arbeit wurde durch die Supplementierung mit Pyruvat negativen Effektoren
entgegengewirkt, die entweder durch die Aushungerung oder durch die Desinfektion verursacht
wurden.

Pyruvat kann in seiner dritten Funktion auch als Signalmolekul verstanden werden. Der Einsatz
zellfreier Uberstande einer Kultur in der exponentiellen Wachstumsphase als Resuszitationsmittel
wurde héaufig beschrieben (KELL und YOUNG (2000), MUKAMOLOVA et al. (1998), PINTO et
al. (2011) und ARANA et al. (2007)). Das RpF-Protein ist in dieser Eigenschaft genauer
charakterisiert. AYRAPETYAN et al. (2014) etablierten fir Vibrio vulnificus mit dem Autoinduktor
Al-2 eine weitere Komponente, die Uber das Quorum Sensing eine Wiedererlangung der
Kultivierbarkeit ermoglichte. BAYSSE et al. (2005) untersuchten in diesem Zusammenhang die von
der Zelldichte unabhéngige interzelluldare Kommunikation zwischen Pseudomonas aeruginosa-
Zellen nach Aushungerung. So wird Pyruvat trotz seiner physiologischen Relevanz fur die bakterielle
Zelle von Pseudomonas aeruginosa WR1 im Laborversuch ins Medium abgegeben. GERHARZ
(2003) zeigte dies fur acetatauxotrophe Escherichia-Stdmme und BIGNUCOLO et al. (2013) fur
Pseudomonas fluorescens. Die Anwesenheit mehrerer Sekretionssysteme (ADER et al. (2005)) in
Pseudomonas aeruginosa unterstiitzen diese Beobachtung. Nach PETROVA et al. (2012) wurde
durch die Pyruvatkonzentration im Medium die Mikrokoloniebildung beeinflusst.

Der Zelltiter einer Pseudomonas aeruginosa WR1-Suspension wurde durch hohe Wasserstoff-
peroxidkonzentrationen signifikant reduziert. Durch diese Desinfektion waren kaum bzw. keine
VBNC-Zellen im Ansatz vorhanden (vgl. dazu ARANA et al. (2007)). Der Wiederanstieg in der
Lebendzellzahl nach Verschwinden des Lethalfaktors Desinfektionsmittel war hauptséchlich Folge
einer Vermehrung noch vorhandener kultivierbarer Zellen, wie andere Autoren bei vergleichbarer
Versuchsdurchfiihrung (ibereinstimmend zeigten (BEDARD et al. (2014) und BOGOSIAN et al.
(2000)). Aufgrund der geringen Nahrstoffanspriiche war abgestorbenes Zellmaterial fir das
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Wachstum und die Vermehrung von Pseudomonas aeruginosa WR1 vollkommen ausreichend. Der
VBNC-Zustand wurde unter diesen Bedingungen nicht angenommen. Fir das Ausldsen des VBNC-
Zustandes in Pseudomonas aeruginosa WR1 musste in dieser Arbeit ein komplexer Prozess aus
Né&hrstofflimitierung, Langzeitinkubation und semi-effektiver Desinfektion angewendet werden.
Dadurch wurden die Zellen reparabel geschadigt bzw. in ihrer Vermehrungsfahigkeit eingeschrankt
(vgl. BOGOSIAN und BOURNEUF (2001)). Mittels Pyruvatzusatz zum Festmedium erlangten die
VBNC-Zellen ihre Vermehrungsfahigkeit zurtick, was andere Autoren bei vergleichbarer
Vorgehensweise fir beispielsweise Vibrio vulnificus (KONG et al. (2004)), Escherichia coli 0157
(MIZUNOE et al. (1999)) oder Aeromonas hydrophila (WAL et al. (2000)) bereits beschrieben.
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5.3 Verknupfung mit der stringenten Kontrolle

In dieser Arbeit wurde der VBNC-Zustand in Pseudomonas aeruginosa WR1 durch eine
Kombination aus Langzeitinkubation in oligotropher Umgebung und Wasserstoffperoxidbehandlung
erreicht (siehe Punkt 5.1). Die Nahrstofflimitierung wurde einerseits flr einige Bakterien als Induktor
des VBNC-Zustandes beschrieben (XU et al. (1982), MAALEJ et al. (2004) und ARANA et al.
(2007)). Andererseits loste der Nahrstoffmangel bei Bakterien die stringente Kontrolle und/oder die
generelle bakterielle Stressantwort aus (MECHOLD et al. (1996)). Die stringente Antwort ist die
direkte Gegenreaktion der bakteriellen Zelle auf Aminosauremangel und kann durch Serin-
hydroxamat (VAN DELDEN et al. (2001)) provoziert werden. Verschiedene Autoren untersuchten
den Zusammenhang zwischen der bakteriellen Stressantwort und dem VBNC-Zustand. WANG et al.
(2013) untersuchten den Einfluss der Untereinheit C der Alkylhydroperoxidreduktase (AhpC), die als
der katalytisch wirksame Teil das Uberleben von Vibrio parahaemolyticus unter Stress oder wahrend
des Infektionsvorganges sicherstellt. In Mutanten wurde die Expression der AhpC codierenden Gene
variiert (ahpC1 und ahpC2). Die Autoren stellten einen direkten Zusammenhang zwischen dem
Verlust der Kultivierbarkeit und der Expression der Gene (ahpCl und ahpC2) fest.
NOWAKOWSAKA und OLIVER (2013) untersuchten die Expression der relA- und spoT-Gene in
VBNC-Zellen von Vibrio vulnificus. Fur das klinische Isolat wurde keine Differenz in der Expression
der beiden Stressgene gefunden. Im Umweltisolat unterschied sich dagegen die Expression des relA-
Gens in den VBNC-Zellen deutlich von der in den exponentiell wachsenden Zellen.

In dieser Arbeit sollte Gberpriift werden, ob Zellen, die mit SHX kiinstlich ausgehungert wurden, auch
in den VBNC-Zustand Uberfiihrt werden konnten wie Zellen, die durch Langzeitinkubation einer
Né&hrstofflimitierung ausgesetzt wurden. Das Auftreten von VBNC-Zellen sollte durch Resuszitation
mittels Pyruvat detektiert werden. In Anlehnung an NOWAKOWSAKA und OLIVER (2013) und
NGUYEN et al. (2011) wurde daftr in dieser Arbeit im Wildisolat Pseudomonas aeruginosa WR1
durch SHX-Zugabe die relA Kkatalysierte Produktion von Guanosinpentaphosphat induziert.
AnschlieBend wurden die Proben mit Wasserstoffperoxid versetzt und ebenfalls zur Lebendzellzahl-
bestimmung auf TSB-Agar und mit Pyruvat supplementiertem Agar aufgetragen (vgl. DUCRET et
al. (2014)). Durch den Zusatz von Pyruvat wurden 50 bis 100 % mehr Zellen wiedergefunden als bei
den korrespondieren Proben ohne Supplementierung. Bei den Zellansdtzen mit niedrigster
Ausgangszellzahl konnten erst durch den Pyruvatzusatz Zellen durch das Spatelplattenverfahren
quantifiziert werden (vgl. Punkt 4.6.6). Durch einen Gegenversuch wurde festgestellt, dass der
Mehrbefund durch Pyruvatzusatz nur bei Zellen auftrat, die zuvor mit SHX angezogen wurden. Die
von NOWAKOWSAKA und OLIVER (2013) beschriebene Verkniipfung zwischen der stringenten
Antwort und dem Auftreten des VBNC-Zustandes fur Vibrio parahaemolyticus auf molekular-
biologischer Ebene konnte in dieser Arbeit anhand der Resuszitation von VBNC-Zellen von
Pseudomonas aeruginosa WR1, die durch Wasserstoffperoxidbehandlung nach Langzeitinkubation
oder SHX-Zugabe erhalten wurden, nachvollzogen werden.

5.3.1 Katalaseaktivitét als Nachweis der stringenten Kontrolle

NGUYEN et al. (2011) Iosten die stringente Kontrolle in Pseudomonas aeruginosa durch SHX-
Zugabe aus. Dabei zeigten die Autoren, dass durch dieses Serinanalogon der Testkeim signifikant in
seiner Vermehrung und in seinem Wachstum eingeschrankt wurde. Ahnliche Ergebnisse wurden auch
in dieser Arbeit anhand der Parameter Lebendzellzahl und Tribung beobachtet. Ferner wiesen
KHAKIMOVA et al. (2013) die durch die stringente Antwort ausgetibte Regulation der Katalase in
Pseudomonas aeruginosa nach. In dieser Regulation sahen die Autoren hauptséchlich den Grund fur
die erhohte Resistenz von Pseudomonas aeruginosa-Zellen im stringent response gegeniber
Wasserstoffperoxid und Antibiotika. So wurde auch in dieser Arbeit fir die mit SHX inkubierten
Zellen von Pseudomonas aeruginosa WR1 eine hohere spezifische Katalaseaktivitat nachgewiesen
als fur die korrespondierenden Kontrollansatze. Pseudomonas aeruginosa WR1-Kulturen, die bis zu
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20 Tage unter Nahrstoffmangel inkubiert wurden, hatten im Vergleich zu den Ansdtzen am Start der
Inkubation eine dhnlich hohe Katalasevolumenaktivitat. Aufgrund abnehmender Lebendzellzahl und
Zellmasse bzw. Proteinmenge stieg dagegen die spezifische Katalaseaktivitat Gber die gesamte
Inkubationsdauer an. Das Ausmall dieses Anstiegs der spezifischen Katalaseaktivitat Ubertraf
allerdings die durch SHX-Zugabe provozierte Zunahme der spezifischen Katalaseaktivitat. Grund
hierfir waren einerseits die Kirze der Inkubationsdauer nach SHX-Zusatz bei der Betrachtung
ahnlicher Ansdatze (NGUYEN et al. (2011)) und andererseits die zusatzlich spoT katalysierte
Produktion von Guanosinpentaphosphat bei unter N&hrstofflimitierung inkubierten Ansédtzen
(UNDEN (2014)).

5.3.2 Erhohte Resistenz von lang inkubierten Kulturen von Pseudomonas aeruginosa
WRL1 gegeniber Wasserstoffperoxid

Fur die Beurteilung der Effektivitat der Desinfektion wurde als PriifgroRe in dieser Arbeit der
Abtdtungsquotient etabliert. Es wurde definiert als der Quotient aus der absoluten Anzahl der
abgetoteten Zellen [KBE] und dem dafiir bendtigten Verbrauch an Wasserstoffperoxid [mmol].
Dadurch wurde die keimreduzierende Wirkung des Desinfektionsmittels nicht nur auf die
Anfangskonzentration bezogen, sondern auf den absoluten Verbrauch wéhrend der einstundigen
Inkubation. LAMBERT und JOHNSTON (2000) wiesen in ihrer Veroffentlichung darauf hin, dass
mit zunehmender Inkubationsdauer die Konzentration des Desinfektionsmittels aufgrund
intrinsischer und extrinsischer Faktoren abnahm. Damit verringerte sich im Desinfektionsansatz fur
noch nicht kritisch getroffene Keime (PARDEY et al. (2005)) die Absterbewahrscheinlichkeit. Beli
kurzen Inkubationen wirkt dagegen auf die zu desinfizierenden Keime eine Wirkkonzentration, die
anndhernd der Anfangskonzentration des Entkeimungsmittels entspricht. Dadurch wird das
Desinfektionsmittel in seiner keimreduzierenden Eigenschaft automatisch berbewertet, sofern es
innerhalb der kurzen Inkubationsdauer keine vollstandige Abtotung des Testkeims erzielt. Bei einer
langen Inkubationsdauer reagiert das Desinfektionsmittel Wasserstoffperoxid nahezu vollstandig ab
und erreicht so flr die Priifsuspension seine absolute desinfizierende Wirkung. Der Suspensionstest,
der routinemaRig fur die Beurteilung der keimreduzierenden Eigenschaft eines Desinfektionsmittels
eingesetzt wird, erlaubt sogar eine Prufdauer von bis zu einer Stunde (DIN EN 1276:2010-01).
Durch die hohe Desinfektionsdauer wurde ein zusatzlicher Nebeneffekt provoziert. Mit zunehmender
Inkubationsdauer stieg mit abnehmender Wasserstoffperoxidkonzentration der Anteil an toten
Bakterien und VBNC-Zellen an der Gesamtpopulation. JOHNSTON et al. (2000) zeigten bei der
Entkeimung von Staphylococcus aureus mit Natriumdodecylsulfat die inhibierende Wirkung bereits
abgetoteter Zellen auf die Desinfektionsleistung des eingesetzten Tensids.
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Abbildung 59: Abtdtungsquotient flir Pseudomonas aeruginosa WR1 in Abhangigkeit von der optischen
Dichte

Sich in der exponentiellen Wachstumsphase befindliche Pseusomonas aeruginosa WR1-Suspensionen wurden in
phosphatgepufferter Salzlésung unterschiedlich lang (0 - 12 d) bei 37 °C unter Lichtausschluss inkubiert. Parallel wurden
Ansétze bis zur exponentiellen Wachstumsphase mit SHX inkubiert und dann in phosphatgepufferter Salzldsung
resuspendiert. AnschlieRend wurden die Kulturen mit Wasserstoffperoxid desinfiziert. Die Desinfektionswirkung wurde
anhand des Riickganges der Lebendzellzahl und des Verbrauches an Wasserstoffperoxid beurteilt. Dargestellt ist demnach
der Abtdtungsquotient [KBE/mmol] fiir Pseudomonas aeruginosa WR1-Kulturen in Abhédngigkeit von der optischen
Dichte [rel. E.] der Desinfektionsansatze und der vorherigen Inkubationsdauer der Testsuspensionen. Der
Abtdtungsquotient ist definiert als die reduzierte Anzahl an Zellen [KBE] durch den dafiir benétigten Verbrauch an
Wasserstoffperoxid [mmol].
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Abbildung 60: Abtétungsquotient fir Pseudomonas aeruginosa WR1 in Abhé&ngigkeit von der eingesetzten
Desinfektionsmittelkonzentration

Abweichend zur Abbildung 60 wurden die Abtétungsquotienten [KBE/mmol] derselben Proben gegen die Anfangs-
konzentration des Wasserstoffperoxids im Desinfektionsansatz aufgetragen.

Bei der Auftragung der Abt6tungsquotienten in Abhangigkeit von der Anfangskonzentration oder der
Trubung des Desinfektionsansatzes zeigten sich die Suspensionen von Pseudomonas aeruginosa
WR1, die unter Nahrstofflimitierung kultiviert wurden, resistenter als die korrespondierenden
Ansatze, die Zellen enthielten, die in der exponentiellen Wachstumsphase geerntet wurden. Mittels
des Parameters Tribung wurden auch tote Zellen im Ansatz erfasst. Tote Zellen kénnen nach
JOHNSTON et al. (2000) eine protektive Wirkung entfalten.

Die erhohte Resistenz von lang inkubierten Kulturen beruhte demnach auf zwei unabhangigen
Prozessen. Durch die Anwesenheit von Zellfragmenten im Ansatz wurde die aktive Konzentration
von Wasserstoffperoxid, die auf eine vitale Einzelzelle wirkte, reduziert. Dies zeigte sich im
Vergleich des Desinfektionserfolges von Wasserstoffperoxid bei Kulturen mit @hnlicher Triibung, die
nur Zellen in der exponentiellen Phase enthielten.

Unabhéngig davon entwickelte Pseudomonas aeruginosa WR1 eine hohere spezifische Katalase-
aktivitat, wenn dieser Keim ausgehungert wurde. Die mit SHX angezogenen Zellansétze erwiesen
sich allerdings nur geringfiigig resistenter gegentiber Wasserstoffperoxid. Diese Zellen hatten im
Vergleich zu Zellen, die nicht mit SHX inkubiert wurden, nur eine ca. um 30 % hdohere spezifische
Katalaseaktivitat. Tatsdchlich ausgehungerte Zellen hatten dagegen eine bis zu vierfach so hohe
spezifische Katalaseaktivitat.

Beide Phanomene hatten einen unterschiedlichen Einfluss auf die Persistenz bzw. Resistenz von
Pseudomonas aeruginosa WR1. In einem direkten Vergleich war der Schutz durch den Quenching-
Effekt, den die bereits abgetoteten Zellen verursachten, gréRRer als die protektive Wirkung, die eine
hohere Katalaseaktivitat erreichte. Dies zeigte sich anhand der Desinfektion der SHX-Zellen.
JOHNSTON et al. (2000) wiesen in diesem Zusammenhang darauf hin, dass nicht die einzelne Zelle
mit Wasserstoff reagiert, sondern die einzelnen Zellbestandteile. Bei einer genligend hohen Anzahl
toter Zellen verschob sich demnach das Konzentrationsverhéltnis von Wasserstoffperoxid und den
Verbindungen, die mit Wasserstoffperoxid reagierten, zugunsten der Verbindungen. Bauten
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stoffwechsel-aktive Zellen die in der Kultur erhaltenen Zellfragmente ab, wie in dieser Arbeit gezeigt
wurde, wurde automatisch die Gesamtpopulation anfalliger fir oxidativ wirkende Substanzen.
Gleichzeitig pragten die neu vermehrten Zellen keine erhdhte Katalaseaktivitat aus. Auch dieser
Umstand wurde in dieser Arbeit gezeigt. Fir die nur einmal desinfizierten Ansétze wurden relativ
niedrige Abtétungsquotienten ermittelt. Dagegen waren die zweifach desinfizierten Ansédtze sogar
anfalliger fur Wasserstoffperoxid. MASCHER et al. (2000) beschrieben in diesem Zusammenhang,
dass Pseudomonas fluorescens-Zellen, die mittels Antibiotikagabe in den VBNC-Zustand tberfihrt
wurden, ebenfalls nicht persistenter wurden. Dagegen sahen OLIVER et al. (1991) einen
Zusammenhang zwischen den Zellen von Vibrio vulnificus im ausgehungerten Zustand und im
VBNC-Zustand. Die Autoren wiesen fiur beide Zelltypen &hnliche persistente Eigenschaften nach.
Als Ursache flr die erhéhte Bestidndigkeit der bakteriellen Zelle gegen unginstige
Inkubationstemperaturen wurden funktionale Proteine genannt, die im stringent response gebildet
wurden und den VBNC-Zustand ebenfalls ausldsten.

5.3.3 Induktion der Pyruvatproduktion als erster Abwehrmechanismus

Nach einer Desinfektion mit Monochloramin in HeiBwassersystemen eines Krankenhauses zeigten
BARON et al. (2014), wie sich mit zunehmender Desinfektionsdauer die Zusammensetzung der
mikrobiellen Belastung verdnderte. Durch den zusétzlichen Selektionsdruck Monochloramin
Uberlebten Keime mit einer hoheren primaren Resistenz oder mit einer besseren Besiedlungsstrategie.
Pseudomonaden, Acinetobacter und Rheinheimera waren nach BECERRA-CASTRO et al. (2016)
typische Beispiele flir Rekontaminierer nach einer Desinfizierung.

Der Erwerb sekundarer Resistenzen infolge einer unzureichenden Desinfektion oder Antibiotika-
behandlung wird als eine der grofiten Gefahren fur die menschliche Gesundheit angenommen.
Zahlreiche Autoren beschrieben die bakterielle Ausprdgung neu erworbener Resistenzen gegen
Antibiotika (NIKAIDO (1989), LECLEREQ und COURVALIN (1991), COLLIGNON und BELL
(1996) und GOTTLIEB (1996)). Gegen den Konservierungsstoff Triclosan wurde ebenfalls eine
bakterielle Uberlebensstrategie dokumentiert (LEV'Y (1998)).

In dieser Arbeit wurde dagegen gezeigt, dass Zellkulturen von Pseudomonas aeruginosa WR1 nach
einer Wasserstoffperoxidbehandlung sich nach Langzeitinkubation bei einer erneuten Desinfektion
mit dem gleichen Entkeimungsmittel nicht als resistenter erwiesen. Ahnliches bestatigten bereits
LAKKIS und FLEISZIG (2001). Die Autoren desinfizierten in einem vergleichbaren Versuchsdesign
mehrere Pseudomonas aeruginosa-Stamme mit Spullésungen fur Kontaktlinsen.

Als Ursache fiir einen Resistenzmangel kdnnen im Wesentlichen zwei Griinde herangezogen werden.
Der groRte Anteil an der Zellpopulation wurde bei der ersten Desinfektion abgetttet. Wahrend der
Inkubation reagierte Wasserstoffperoxid vollig ab und die Uberlebten Zellen vermehrten sich in
Wasserstoffperoxid freier Umgebung. VBNC-Zellen wurden unter diesen Bedingungen nicht
gebildet. Dieser Umstand wurde in dieser Arbeit in einem Gegenversuch bestétigt. Die mit dem
Desinfektionsmittel in Kontakt gebrachten Zellen waren dann in dieser neu gebildeten Misch-
population unterreprésentiert und die sich neu vermehrten Bakterien bildeten unter diesen
Wachstumsbedingungen keine Resistenz aus. Eine hohere spezifische Katalaseaktivitat und damit
eine hohere Resistenz gegen Wasserstoffperoxid zeigte Pseudomonas aeruginosa WR1 erst nach
achttagiger Inkubation unter oligotrophen Bedingungen. In zwei unabh&ngigen Versuchen wurde dies
in dieser Arbeit gezeigt (vgl. dazu die Kontrollproben unter Punkt 4.8). Bei viertagiger Bebritung
nahm die spezifische Aktivitit sogar ab.

Eine bakterielle Adaption an oxidativen Stress kann auch nur temporar erfolgen und so nach einer
Langzeit-inkubation nicht mehr nachgewiesen werden. Den Umstand erhérten die Ergebnisse von
ALONSO et al. (2004). Die Verfasser dieser Studie untersuchten den Einfluss einer Desinfektion mit
Ozon oder UV-Strahlung auf den bakteriellen Status von Abwaéssern innerhalb eines Zeitraumes von
bis zu einem Monat. Bei wiederholter Desinfektion hatten trotz zeitlichen Abstandes Sulfit
reduzierende Clostridien, pathogene Pilze und Fadenwirmer eine hoéhere Resistenz gegen UV-
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Strahlung oder Ozonbehandlung. Dagegen konnten Pseudomonaden mittels der beiden
Desinfektionstechnologien weiterhin signifikant eliminiert werden.

Um abschliel3end klaren zu kénnen, ob Pseudomonas aeruginosa WR1 einen kurzfristigen Abwehr-
mechanismus gegen oxidativen Stress auspréagte, wurde Mineralmedium mit Wasserstoffperoxid
versetzt und mit geringeren Inokula des Testkeimes beimpft. In einem Vorversuch wurden zuvor die
Parameter bestimmt, mit denen sichergestellt wurde, dass einerseits die Zellen bei Beimpfung des
Mineralmediums nicht vollstandig abgetdtet wurden und andererseits das im Medium enthaltene
Wasserstoffperoxid nicht sofort vollstdndig abreagierte. Trotz signifikant geringer Lebendzellzahlen
hatten die Zellkulturen, die mit Wasserstoffperoxid versetzt wurden, eine vergleichbare Katalase-
volumenaktivitdt und eine Pyruvatmenge in das Medium abgegeben wie die korrespondierenden
Kontrollansatze. Diese MessgroRen wurden aus Darstellungsgriinden aufgrund des geringen
Zellmaterials auf die Lebendzellzahl (LZZ) als BezugsgroRe bezogen.
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Abbildung 61: Katalaseaktivitat und Pyruvatmenge pro Lebendzellzahl der Pseudomonas aeruginosa WR1-
Zellkulturen nach Zugabe von Wasserstoffperoxid

Der Versuch ist bereits unter Abbildung 56 beschrieben. In 4 parallelen Ansétzen wurde Mineralmedium mit
Wasserstoffperoxid versetzt, mit Pseudomonas aeruginosa WR1 angeimpft und bei 37 °C inkubiert (Quadrat). Als
Kontrolle (Kreis) dienten 4 Ansétze, die nicht mit Wasserstoffperoxid versetzt wurden. Dargestellt sind der Quotient
[mmol/KBE] (schwarz) aus der in Abbildung 57 dargestellten Pyruvatmenge [mmol/mL] und der in Abbildung 56
dargestellten Lebendzellzahl (LZZ) [KBE/mL] und der Quotient [U/KBE] (weif) aus der in Abbildung 58 dargestellten
Katalasevolumenaktivitit [U/mL] und der in Abbildung 56 gezeigten Lebendzellzahl (LZZ) [KBE/mL] in Abhé&ngigkeit
von der Inkubationsdauer [d] der unterschiedlichen Zellkulturen. Der Fehlerbalken kennzeichnet die einfache
Standardabweichung um den Mittelwert.

Als kurzfristigen Schutz vor oxidativem Stress sekretierte Pseudomonas aeruginosa WR1 verstéarkt
Pyruvat ins Medium. In einem zweiten Schritt wurde eine erhohte Katalaseaktivitdt pro
Lebendzellzahl nachgewiesen. Mit Verschwinden des Lethalfaktors Wasserstoffperoxid und
zunehmender Zellzahl wurden fiir die unterschiedlichen Ansatztypen ahnliche Ergebnisse fir den
Pyruvatgehalt und die Katalaseaktivitat erhalten. BIGNUCOLO et al. (2013) wiesen bei
vergleichbaren Versuchsparametern nach, dass Pseudomonas fluorescens bei durch Wasserstoff-
peroxid induzierten Stress auch verstarkt Pyruvat bildete. Den Einfluss oxidativen Stress auf den
bakteriellen Stoffwechsel beschrieben beispielsweise SINHG et al. (2007). Die Autoren stellten eine
verstarkte Produktion von NADPH und eine reduzierte Bildung von NADH in Pseudomonas
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fluorescens fest. MAILLOUX et al. (2009) wiesen fiir a-Ketoglutarat eine protektive Wirkung vor
oxidativen Stress aufgrund seiner ROS inhibierenden Wirkung nach und beschrieben, dass die
Enzyme, die dieses Stoffwechselprodukt zu- bzw. abflhrten, entsprechend reguliert wurden.
Pseudomonas aeruginosa besitzt eine hohe spezifische Katalaseaktivitit (HASSAN und
FRIDOVICH (1980) und HASSETT et al. (1992)). Neben dem Schlisselenzym KatA ibernehmen
in diesem Organismus die Katalase KatB und die Mangan abhéngige Superoxiddismutase (Mn-SOD)
eine Schutzfunktion vor oxidativem Stress. Zahlreiche Isoenzyme der Katalase sind in Pseudomonas
aeruginosa oder in Pseudomonas syringae beschrieben (HASSETT et al. (1992) und BROWN et al.
(1995)). Wie in dieser Arbeit gezeigt, kann die Katalaseaktivitdt von Pseudomonas aeruginosa
extrinsisch erhéht werden. BROWN et al. (1995) wiesen nach, dass die verstarkte Produktion von
KatB durch Wasserstoffperoxid induziert wurde. FREDERICK et al. (2001) maximierten
beispielsweise die Katalaseaktivitat in Pseudomonas aeruginosa-Biofilmen mittels FeCls-Zusatz.
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6 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob und wie Pseudomonas aeruginosa WRL1 in
den VBNC-Zustand tberfuhrt werden konnte. Der VBNC-Zustand in Pseudomonas aeruginosa ist
fiir die Forschung von besonderem Interesse, weil dieser Keim als ein gefahrlicher humanpathogener
Keim gilt, der aufgrund geringer Nahrungsanspriiche ubiquitar vorkommt (RINGEN und DRAKE
(1952) und YUNIS (1980)). Bakterien in diesem Zustand behalten entweder ihre Virulenz oder sie
erhalten diese nach VVermehrung wieder zurlick. Andererseits erwiesen sich Zellen im VBNC-Zustand
als besonders resistent gegenuber Desinfektionsmalinahmen bzw. Immunantworten (RAMA-
MURTHY et al. (2014)).

Pseudomonas aeruginosa WR1 musste durch einen mehrstufigen Prozess in den VBNC-Zustand
uberfuhrt werden. Aufgrund seiner geringen Nahrungsanspriiche reichte eine Langzeitinkubation in
néhrstoffarmer Umgebung nicht als Induktor des VBNC-Zustandes aus. Als zusétzlicher Lethalfaktor
wurde Wasserstoffperoxid eingesetzt. In Vorversuchen wurde zunéchst ein geeignetes Verhaltnis
zwischen Ausgangszellzahl und Anfangskonzentration des Desinfektionsmittels bestimmt, in dem
Wasserstoffperoxid nicht die gesamte Zellpopulation einer definierten Suspension von Pseudomonas
aeruginosa WR1 (c(H202) = 1 g/L bei einer Suspension mit ODsss = 0,5) inaktivierte.

Der Nachweis des VBNC-Zustandes erfolgte Gber den relativen Vergleich der Wiederfindungsraten,
die durch zwei unterschiedliche Verfahren bestimmt wurden. Neben der klassischen auf Kultivierung
basierenden Quantifizierung wurde der bakterielle Zustand der Suspensionen, die VBNC-Zellen
enthielten, mittels des LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability Kits bestimmt. Diese Vital-
farbung mittels SYTO 9 und Propidiumiodid erwies sich in Vorversuchen aufgrund der leichteren
Durchfuhrbarkeit, dem geringeren zeitlichen Aufwand und auch aufgrund der hoheren ermittelten
Wiederfindungen gegeniiber der Vitalfarbung mittels CTC als tberlegen.

In einem Gegenversuch wurde die Anwesenheit von VBNC-Zellen im Desinfektionsansatz durch
eine Resuszitation mit Pyruvat nachgewiesen. In Abhangigkeit vom Kulturalter wurden durch die
Supplementierung mit Pyruvat zu den fiir die Quantifizierung eingesetzten Nahrbdden ca. 50 % bis
200 % mehr Zellen wiedergefunden als bei den korrespondierenden Kontrollansatzen.

Die Rolle des Pyruvats als Resuszitationsmittel wurde untersucht. Als zentraler Metabolit fungierte
es als hervorragender Energietrager und als Inaktivator reaktiver Sauerstoffspezies.

Pseudomonas aeruginosa WR1 entwickelte verstarkt Abwehrmechanismen, wenn dieser Keim in
einer Umgebung mit Wasserstoffperoxid sich vermehren musste. Pseudomonas aeruginosa WR1
sekretierte mehr Pyruvat ins Medium als die korrespondierenden Kontrollansatze und es wurde bei
den mit Wasserstoffperoxid versetzten Proben auch eine erhohte Katalaseaktivitat pro Zelle
beobachtet.

Die Katalaseaktivitdt von Pseudomonas aeruginosa WRL1 ist hauptverantwortlich fir die Resistenz
dieses Keimes gegentber Wasserstoffperoxid. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass mit zunehmender
Inkubationsdauer unter Nahrstofflimitierung die spezifische Katalaseaktivitdt anstieg. Durch
Inkubation mit SHX wurde in Pseudomonas aeruginosa WRL1 die spezifische Katalaseaktivitat und
die Aktivitat pro Zelle ebenfalls erhoht.

In Zellen, die zuvor mit SHX kinstlich ausgehungert wurden, wurde durch eine anschlieRende
Desinfektion mit Wasserstoffperoxid der VBNC-Zustand induziert. Der Nachweis erfolgte wie
bereits beschrieben durch Resuszitation, die durch Pyruvatsupplementierung zu den Né&hrbdden
erreicht wurde.
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7 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die Induktion des VBNC-Zustandes in Pseudomonas
aeruginosa WR1 multifaktoriell ablief (vgl. dazu GAUTHIER (2000)). Die Induktion des VBNC-
Zustandes war dabei von den keimspezifischen Eigenschaften abhangig bzw. von den Abwehr-
mechanismen, die der Testkeim gegen die eingesetzten Lethalfaktoren besitzt. Diese Beobachtungen
deckten sich mit der von BOGOSIAN und BOURNEUF (2001) beschriebenen Annahme, dass der
VBNC-Zustand die Folge einer Akkumulation negativer Umweltfaktoren ist, die Bakterien in ihrer
Vermehrung beeintrachtigen. Weitere Rahmenparameter, die die Kultivierbarkeit von Zellen
beeinflussen kdnnen, missen entdeckt und beschrieben werden. Fir die Beurteilung der
desinfizierenden Eigenschaften von Prifsubstanzen wird nach heutigem Forschungsstand der
Suspensionstest nach DIN EN 1276:2010-01 durchgefiihrt. Solche nur auf Kultivierung basierende
Verfahren erfassen definitionsgemald keine VBNC-Zellen. Diese standardisierten Methoden miissen
in Hinblick auf ihre Aussagekraft des bakteriellen Zustandes optimiert oder ergénzt werden.
RAMALHO et al. (2001) schlagen beispielsweise vor, dass Selektivmedien zur Quantifizierung von
Pseudomonas aeruginosa FeSO4 zugesetzt werden soll.

Weitere Uberlebensstrategien in Pseudomonas aeruginosa WR1 missen entdeckt und untersucht
werden. D.h. die explizite intrinsische Abwehr, die Bakterien gegen Uberlebensfeindliche
Umwelteinflusse besitzen, kann demnach malRgeblich darlber entscheiden, ob Zellen soweit
geschadigt werden, dass sie entweder aktiv oder passiv den VBNC-Zustand annehmen. In dieser
Arbeit wurde in Anlehnung an KHAKIMOVA et al. (2013) gezeigt, dass eine N&hrstofflimitierung
mit einer hoheren spezifischen Katalaseaktivitat beantwortet wird. AulRerdem sekretierte Pseudo-
monas aeruginosa WR1, wenn dieses Bakterium bei Anwesenheit von Wasserstoffperoxid sich
vermehren musste, verstarkt Pyruvat als ROS-Féanger ins Medium ab (vgl. dazu BIGNUCOLO et al.
(2013)).

Die Induktion des VBNC-Zustand muss nicht zwingend nur durch einen als Lethalfaktor wirkenden
Umwelteinfluss erfolgen. Durch diesen wahrscheinlich multifaktoriell ablaufenden Prozess kann
auch erklart werden, warum fur das Vorkommen einiger Bakterien in komplexen Matrices
widerspruchliche Ergebnisse vertffentlicht wurden. COLWELL et al. (1996) infizierten in einer
Humanstudie Freiwillige mit VBNC-Zellen von Vibrio cholerae. Bei nur einem Patienten wurden die
klinischen Symptome der Cholera beobachtet, obwohl im Stuhl aller Probanden vermehrungsfahige
Vibrio cholerae-Zellen entdeckt wurden. Aufbauend auf diesen Ergebnissen missen viele
Untersuchungen, die den bakteriellen Zustand nur durch Kultivierung beurteilten, neu interpretiert
werden. Die Gefahr, die tatsachliche Zelldichte durch die Anwesenheit von VBNC-Zellen zu
unterschatzen, ist damit allgegenwartig.

Auch der Mechanismus, mit dem eine Resuszitation in einem Bakterium durchgesetzt wird, wird in
der Literatur kontrovers diskutiert (OLIVER (2010)). Das zentrale Stoffwechselprodukt Pyruvat
nimmt in diesem Zusammenhang eine Sonderrolle ein. Diese Verbindung kann mehrere Funktionen
erflllen, durch die eine Wiederkultivierbarkeit von VBNC-Zellen von Pseudomonas aeruginosa
WR1 erreicht wurde. Ahnlich der Induktion konnte die Elimination des VBNC-Zustandes
multifaktoriell ablaufen. In dieser Arbeit konnte nicht angemessen aufgeklart werden, ob Pyruvat
auch als Signalmolekil fungierte (vgl. dazu MUKAMOLOVA et al. (1998)), durch das eine
Resuszitation erreicht wurde.
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8 Anhang

Im Folgenden dargestellt sind die in dieser Arbeit verwendeten Berechnungen und Formeln.

a. Formeln (Statistik) nach PRUSCHA und ROST (2008))
Der Mittelwert fasst die ermittelten Einzelwerte bzw. Zwischenergebnisse in ein Endergebnis

zusammen. Der Mittelwert X und die Standardabweichung s wurden berechnet nach

Formel 11: Berechnung des Mittelwertes und der Standardabweichung

Liz (% —%)?

n—1
mit n als die Anzahl der einzelnen Messwerte und

x; als der Wert des Einzelmesswertes

b. Analytische GroRe

Nach PAETZ (2011) beschreibt der allgemeine Begriff ,,Wiederfindungsrate® bzw.
,» Wiederfindung® die geschétzte Zahl an bestimmten Partikeln in einer Untersuchungsmenge oder
Probe mit der Vorstellung, dass eine wahre (aber unbekannte) Partikelzahl existiert, von der
100 % oder weniger durch das Nachweissystem ,,wiedergefunden werden. Sie wurde
folgendermal3en berechnet.

Formel 12: Berechnung der Wiederfindungsrate

P praktisch ermittelte Anzahl (KBE)

-1009
theoretische Anzahl (KBE) %

c. Messwerte
Die dieser Arbeit zugrundenliegenden Messwerte wurden in digitaler Form als Anhang (CD)
beigefiigt.
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