KUHLTURM @ KARLSRUHE

Biokontrolle von Mikroorganismen

in Kuhltiurmen

Das Okosystem fiir Legionellen
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Einleitung

In den letzten Jahren wurde das Okosystem der in

Trinkwasser vorkommenden Legionellen ausfuhrlich
erforscht.
Die Identifizierung ist deshalb unproblematisch.

Anders zeigt sich die Lage bei der Beurteilung von

technischen Wassersystemen, z.B. Kuhlturmen.
Die hier viel komplexere Zusammensetzung des

Okosystems macht die Auswertung und Interpretation von

Ergebnissen sehr viel schwieriger.

. V. \
KUhltirme-Mikrobiologie-Legionellen KTK KUHLTURM TAG - 2013 Dr. habil. Anna Salek / domatec g
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Einleitung

Angesichts der steigenden Zahl von bestatigten und des
potentiellen Risikos einer Infektion uber diskontinuierlich
freigegebene Legionella-haltigen Aerosolen aus Kuhlturmen,

stellt sich die Frage:

ob die routinemafige Bestimmung der Gesamtkeimzahl im
Kuhlwasser, z.B. einmal pro Woche, wie von der deutschen

Leitlinie VDMA 24649 vorgeschlagen, ist ausreichend?
Bzw. sinnvoll ist (VDI 6022 Blatt 1):
GKZ < 104 KBE/ml, Legionella sp. < 103 KBE/100 ml



KUHLTURM @ KARLSRUHE

Einleitung

Die Untersuchung der Gesamtkeimzahl ist
fur die Bestimmung einer Legionellen-Kontamination des
Kuhlsystems nicht geeignet, da die GKZ und der optisch
beurteilte Grad der Verschmutzung (z.B. Biofilm) nicht mit der

Legionellen-Konzentration im Kuhlwasser korreliert.

Es wurden, z.B. relativ hohe Legionellen-Konzentrationen im
Kuhlwasser beobachtet, wahrend die Gesamtzahl der Bakterien
und die Biofilm-Konzentration sehr gering waren.

(Bentham, 2000; Salek, 2013)
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Nummer Untersuchungen

Korrelation zwischen GKZ und Legionellen in
Kuhlturmwasser

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 14 15

GKZ-22°C/1 ml
GKZ-36°C/1 ml
m L egionella sp./100 mi

KlUhltirme-Mikrobiologie-Legionellen KTK KUHLTURM TAG - 2013

Dr. habil. Anna Salek / domatec

Negles)

= Ta



KUHLTURM @ KARLSRUHE

Einleitung

Aussagen zur Korrelation zwischen GKZ als Indikator und
moglicher Legionellen-Kontamination sind deshalb sehr
riskant. Bentham (2000) Ergebnisse unterstreichen die
Notwendigkeit der regelmafigen Bestimmungen von
Legionellen-Konzentrationen im Kuhlwasser, vor allem in

Systemen ohne kontinuierliche Biozid-Anwendung.

Die deutsche Leitlinie VDI 6022 empfiehlt, z.B. nur
Routineuntersuchungen fur Legionellen alle zwei Jahre in

Kombination mit Routine-Hygieneinspektionen oder ...

Das ist nicht ausreichend!
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Inhalt

1. Kuhlturmsysteme (Risikobetrachtung).

2. Entstehung von Biofilmen & Biofauling - Genese.

3. Mikroorganismen im Biofilm: Bakterien und deren
Okosytem.

4. Quorum sensing, Inhibition und Interaktion
zwischen Wassermikroorganismen.

5. Analytische Methoden — Nachweis von Bakterien im

Kuhlturmwasser.
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Direkte Kuhlung mit offenem Wasserkreislauf,
Bauform K (nach KTK Kiihlturme GmbH)
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KUHLTURM @ KARLSRUHE

Inhalt

1. Kuhlturmsysteme (Risikobetrachtung).
2. Entstehung von Biofilmen & Biofauling - Genese.

3. Mikroorganismen im Biofilm: Bakterien und deren

Okosystem.

4., Quorum sensing", Inhibition und Interaktion
zwischen Wassermikroorganismen.

5. Analytische Methoden - Nachweis von Bakterien im

Kuhlturmwasser.
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Wachstum von Legionellen in einem

Multi-Spezies-Biofilm

In aquatischen Systemen, insbesondere in
Multi-Spezies-Biofilmen, uberlebt
die Bakteriengattung Legionella, inklusiv
der Art Legionella pneumophila, lange Zeit.
Aus diesem Grund wurde die Vermehrungsfahigkeit
von Legionella pneumophila
in diesen Biofilmen untersucht.

Was ist mit andere Bakterien-Spezies in Biofilm?
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Biofilme in technischen Apparaten

e

B

(a) Bundelwarmetauscher,
(b) Kalk und Biofilm mit unterschiedlichen

Kdhltirme-Mikrobiologie-Legionellen

Mikroorganismen.
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Unterschiedliche Biofilme in Wassersystemen
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Inhalt

1. Kuhlturmsysteme (Risikobetrachtung).

2. Entstehung von Biofilmen & Biofauling - Genese.

3. Mikroorganismen im Biofilm: Bakterien und deren
Okosytem.

4. ,,Quorum sensing", Inhibition und Interaktion
zwischen Wassermikroorganismen.

5. Analytische Methoden - Nachweis von Bakterien im

Kuhlturmwasser.

15O 9001
R

KUhltirme-Mikrobiologie-Legionellen KTK KUHLTURM TAG - 2013 Dr. habil. Anna Salek / domatec



él_l_hllanlf\nl " oE—
KARLSRUHE

KUHLTURM YW

Biofilmwachstum, z.B. mit Pseudomonas aeruginosa

Grafik: Peg Dirckx and David Davies.
Dr. habil. Anna Salek / domatec
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Biofilmwachstum - Matrix EPS, z.B. Pseudomonas spp.
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Aerobe Bakterien Pseudomonas spp. (chemoorganotroph)
produzieren EPS fir Biofilm

1 pm 1pm
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KUHLTURM YW

Extrazellulares Polisaccharid - Matrix Biofilm
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Biofilme sind abhangig von Nahrsubstraten

@ Wasser Ib
0 Wasser a0

Mikrokolonie Protozoa

Biofilme sind abhangig von Menge
und Qualitat der Nahrstoffe:
(a) bei optimalen Menge an Nahrstoffen,

(b) bei geringer Menge an Nahrstoffen.
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,Quorum sensing“
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Nach Courtesy, MSU-CBE
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Analyse von Mikroorganismen in Biofilmen

Biofilm Balteren

Notwendigkeit von Untersuchungsreihen!
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Schimmelpilze in Biofilmen technischer Wassersysteme

sorium Acremonium

Chaetomium Clados
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Eurotium

Penicillium Alternaria

Fusarium
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Algen und Amoben in Biofilmen
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Was ist in Kiihltiirmen?

Legionella pneumophila
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Inhalt

1. Kuhlturmsysteme (Risikobetrachtung).
2. Entstehung von Biofilmen & Biofauling - Genese.

3. Mikroorganismen im Biofilm: Bakterien und deren
Okosytem.
4. ,Quorum sensing", Inhibition und Interaktion

zwischen Wassermikroorganismen.

5. Analytische Methoden - Nachweis von Bakterien im

Kuhlturmwasser.
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Quorum sensing (QS)

Dabei handelt es sich um einen Mechanismus von
Bakterien miteinander zu kommunizieren. Dieser ist
abhangig vom Typ der Bakterien und deren Dichte.
Gram-negative Bakterien, wie zum Beispiel
P. aeruginosa, produzieren N-Acyl-Homoserin-Lactone
(AHL) als Signalmolekule (Autoinducer) fur
QS-Systeme.
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Kommunikation, Induktion und Interaktion zwischen Bakterien
in ,,Quorum sensing” Systemen

h Agglomerat der Zellen - ot »QuUorum sensing®
* 1]

Poren
10-200 pm

Kanale

Kommunikation uiber Signale Bakterien (Zell-Zell) im Biofilm.
We are looking for who is ,talking® ???
Nach Courtesy, MSU-CBE
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IH

Die Sekretion der ,,Signal“ Molekiilen (Autoinducer)

Pseudomonas aeruginosa

Nach Courtesy, MSU-CBE
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,Quorum sensing” : Biofilm und Toxin Produktion
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,Quorum sensing“

Es wurde nachgewiesen, dass sich L. pneumophila
in einer Biofilmmatrix aus Flavobacterium spp.,
Klebsiella pneumoniae, sowie Pseudomonas fluorescens

einlagert und sich dabei vermehrt.

Diese spezifische Biofiimmatrix fordert das
Wachstum und die Anwesenheit

von Legionella pneumophila.
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Flavobacterium spp. zusammen mit Legionella spp.
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Legionella pneumophila Serogruppe 1 mit Flavobacterium sp.

Kommensalismus
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Flavobacterium sp. und Pseudomonas fluorescens
zusammen mit Legionella sp.

Flavobacterium spp. & Legionella sp. = Pseudomonas fluorescens & Legionella sp.
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Klebsiella pneumoniae zusammen mit Legionella pn. Sg. 2-15.

Einige Veroffentlichungen zeigen, dass L. pneumophila in der Lage ist, in
einer Biofilmmatrix aus K. pneumoniae, auch Flavobacterium sp. oder
Pseudomonas fluorescens auf hohem Niveau zu verharren
(z.B. 104— 10° KBE / cm? Stahl)
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,Quorum sensing“

Interessanterweise konnten Legionellen auch einen
zwei-Spezies Biofilm aus K. pneumoniae und
P. aeruginosa besiedeln - wobei nachgewiesen
werden konnte, dass eine Spezies, wie
K. pneumoniae, permissiv fur Legionellen
ist und andere, wie P. aeruginosa
(nicht-permissiven) und hemmende Wirkung

zeigen kann.
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Aeromonas sp. und Pseudomonas aeruginosa hemmen Legionellen

Aeromonas sp. Pseudomonas aeruginosa

Legionella spp. nicht in einem Biofilm in Anwesenheit von

Pseudomonas aeruginosa oder Aeromonas spp. wachsen.
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,Quorum sensing“

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass in
einem Biofilm mit groBer Dichte, der Pseudomonas
aeruginosa enthalt, kein Wachstum und sogar eine

Abtotung von L. pneumophila erfolgt.

Dies bestatigt, dass einige Bakterien die
Kolonisierung mit Legionellen unterstutzen, wahrend
andere hemmend wirken, wie z.B. Aeromonas spp.
oder Stenotrophomonas spp.

(speziell Legionella pneumophila Sg. 1)
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Begleitflora in Kihlturmwassern

Aeromonas sp. Stenotrophomonas sp.
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Legionella pneumophila Sg. 2 - 15

Kdhltirme-Mikrobiologie-Legionellen
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Stenotrophomonas sp.
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Begleitflora in Kihlturmwassern

Aeromonas sp. Stenotrophomonas sp.
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Begleitflora in Kihlturmwassern

Flavobacterium sp. Stenotrophomonas sp.

Aeromonas sp.
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Flavobacterium spp. und Aeromonas mit Stenotrophomonas spp.
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RegelmaRige Kontrollen sind unverzichtbar

Pseudomonas aeruginosa &
Aeromonas spp.

Pseudomonas
aeruginosa

LegionEIla

Was produzieren Pseudomonas aeruginosa gegen Legionellen?

Dr. habil. Anna Salek / domatec
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Pigmente von Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas
aeruginosa

Fluoresc.ein oder Pyocyanin Pyorubin
Pyoverdin (gelb) (blau-griin) (rot—bliuin)

Toxine

Dr. habil. Anna Salek / domatec
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Inhalt

1. Kuhlturmsysteme (Risikobetrachtung).
2. Entstehung von Biofilmen & Biofouling — Genese.

3. Mikroorganismen im Biofilm: Bakterien und deren

Okosytem.

4. ,,Quorum sensing", Inhibition und Interaktion

zwischen Wassermikroorganismen.

5. Analytische Methoden - Nachweis von Bakterien im

Kuhlturmwasser.
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Legionella spp.: Nachweismethoden

» Die vorgeschriebenen Nachweismethoden
(nach BGBI. 11-2000, s. 911ff oder ISO 11731-2
vom 6-2008) besagen, dass alle Kolonien, die

auf GVPC-Agar wachsen, aber auf
cysteinfreiem Medium kein Wachstum zeigen,

als Legionellen spp. betrachtet werden.
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Untersuchung nur Legionella-Spezies

Legionella-Spezies

(bis 57, RKI, 2012)

l

Legionella Spezies
Bis zu 79 Serogruppen

|
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Untersuchung nur Legionella-Spezies

Legionella-Spezies
(bis 57, RKI, 2012)

!

Legionella Spezies

Kdhltirme-Mikrobiologie-Legionellen
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Legionella pneumophila: Nachweis

100 ml Wasserprobe 1 ml Wasserprobe

v

Vakuum-Membranfiltration:
Filter aus Cellulosenitrat
mit 0,22 pm oder 0,45 pym

Porenqarélie

v

Saurebehandlung: 20 ml

0,2 M HCIKCI-Puffer direkt = Nur fur Wasser mit
auf dem Filter spritzen und |
nach 5° mit ster. H20 abspu- Begiekttioral L
l Je 0,5 ml auf zwei GVPC-
Filter direkt auf GVPC-Agar Platten ausplattiereren fur
legen fiir mikroaerophile mikroaerophile Inkubation:
Inkubation (feucht): (feucht) 36 = 2°C / 10 Tage
36 + 2°C / 10 Tage

:

3

v

Nach 5 Tage mind. 5 verdichtige
Kolonien Uberimpfen auf BCYE-
Cystein und DEV-Niahragar oder auf
BCYE-Cystein und Blutagar fur
mikroaerophile
Inkubation: 36 + 2°C / 2 Taae

e ————————

Kolonie ohne Wachstum auf:
BCYE-Cystein und DEV-Nahragar
oder auf BCYE-Cystein

-

Gramfarbung:
Legionellen — Gramnegative Stibchen
Latexagglutinationstest (Fa. Oxoid)
Agglutination-Test

nicht erforderlich!!!
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Legionella spp.: Nachweismethoden

/>Aber zusatzlich sehen wir in der Praxis auch\

Wachstum von Begleitflora (z.B. Pseudomonas

aeruginosa, Aeromonas sp.) auf GVPC-Agar.
Dies kann das Zahlergebnis verfalschen, z.B.
durch Verdrangung von Legionella Kolonien

oder sogar vollstandiger Inhibition von

K Legionella-Wachstum. /
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Befund falsch negativ

Beispiel:

e Kein sichtbares Wachstum von Legionella auf GVPC-Platten,
nur viel Begleitflora,

e Kontrolle auf Blut- oder auf GVPC-Platten ohne Cystein ist
nicht notig.

e Ergebnis: Legionella negativ, aber Begleitflora, z.B. einige Arten

' von Pseudomonas oder Aeromonas, hemmen Legionella

uv

pneumophila Wachstum.

Befund in diesem Fall ist falsch negativ!

Kahltirme-Mikrobiologie-Legionellen Dr. habil. Anna Salek / domatec
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Befund falsch negativ

Beispiel:
e Wachstum auf GVPC Platten: optisch wie Legionella
pneumophila, zusatzlich viel Begleitflora,
e Wachstum auf Blut und GVPC-Platten ohne Cystein: positiv,
e ohne Agglutinations-Test Ergebnis ist: Legionella negativ,
-»Agglutinations-Test mit Antikorper fir Leg. pneumophila
Serogruppe 2-15 ist positiv,

e Ergebnis: Legionella pneumophila positiv.

Befund nur nach Blut falsch negativ!

15O 9001
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Befund falsch negativ

Erklarung:

Es ist in diesem Fall nicht moglich, Legionella pneumophila ohne
Begleitflora auf Blut- oder auf GVPC-Platten ohne Cystein zu
uberimpfen. Die Begleitflora liberwachst auf Blut oder GVPC-Cystein die

eventuell vorhandenen Legionella pneumophila Kolonien.

Das fiihrt ohne Agglutinations-Test zu einem falsch negativen Ergebnis!
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Befund falsch negativ
Beispiel:

e Niedriges Wachstum von Legionella pneumophila auf GVPC,

zusatzlich Begleitflora,

Wachstum auf Blut- oder auf GVPC-Cystein: negativ,
ohne Agglutinations-Test Ergebnis ist positiv,
Ergebnis nach Agglutinations-Test ist positiv,

Ergebnis fiir Legionella pneumophila: positiv, aber falscher Wert,

‘....

weil Begleitflora, z.B. groRe Kontamination von Pseudomonas
aeruginosa oder Aeromonas, hemmt Legionella pneumophila
Wachstum.

Befund ist: falsch negativ oder zu niedriger Wert!

1SO 200!
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Befund falsch negativ nach Saure

Probe Ref. Stamm Klebsiella +
L. pn. Sgr. 2-15 L. pn. Sg. 1 Legionella

ohne Saure-
Behandlung

mit Saure-
Behandlung

/~
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Koloniezahlen als Warnwert?

Im Technischen Regelwerk (VDMA 24639) wird die Untersuchung
des Umlaufwassers auf Legionellen ab einer

Gesamtkeimzahl von 10.000 KBE /ml vorgeschrieben.

Dieser Wert ist praktisch bedeutungslos, weil es

keine Korrelation der Koloniezahlen zu Legionellen gibt!!!

Es sind Zweifel angebracht, dass die Uberwachung von
Koloniezahlen im Umlaufwasser fur ein Monitoring zur

Verhinderung umweltbezogener Infektionen geeignet ist.

. V. \
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Nummer Untersuchungen

Korrelation zwischen GKZ und Legionellen in
Kuhlturmwasser

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 14 15

GKZ-22°C/1 ml
GKZ-36°C/1 ml
m L egionella sp./100 mi
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Korrelation zwischen Mikroorganismen in
Kuhlturmwasser

18000 -
€ 16000 -
o
S 14000 -
& 12000 -
3 10000 -
8000 GKZz-22°C/1 ml
5 6000 GKZ-36°C/1 ml
S B Pseudomonas sp./100 ml
W 4000 - - Leat
) gionella sp./100 ml
2 2000 -

0~ . .
1 2 3 ! ' 1 ]
4 5 L
S £ 9 10 1I1 I ' : |
12 43 14 15
Untersuchung Nr.
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Korrelation zwischen Mikroorganismen in Kuhlturmwasser
E
S
= 20000 - B Pseudomonas sp./100 ml
% 15000 M Legionella sp./100 ml
iE, GKZ-36°C/1 ml
- 10000 - GKZ-22°C/1 ml
g. 5000 - i GKZ-22°C/1 ml
‘EB 0 GKZ-36°C/1 ml
: 1 ; ; "1 ; EIS ; o | ) Legionella sp./100 ml
g 8 91011 121314 1|5 1I6 LI . Pseudomonas sp./100 ml
1718192051 5, o 2'4 2r5
Untersuchungen Nr.
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Uberwachung mit ,,Dip-Slides” untauglich!

Bei industriell gefertigten Dip-Slides gibt es deutliche Unterschiede.
Die eingesetzten Medien eignen sich zudem nicht fur die Bewertung
der Kuhlturmwasser-qualitat, z.B. groBe Abweichungen im Hinblick
auf das erfasste Keim-Spektrum und die
Wachstumsgeschwindigkeit der Organismen.
Bei gleicher Bebrutungsdauer sind groRe Unterschiede moglich.
Es besteht eine erhebliche Unscharfe zur tatsachlich

vorhandenen Population!

. V. \
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