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Mikrobiologische Untersuchungsmethoden

Von Dr. med. Dozent G.Laurell und Dr. V. Tullander, Universitetets bakteriologiska Institution, Uppsala

Bakteriologische Wasseruntersuchungen zur Be-
urteilung der hygienischen Qualitit des Wassers sind
in allen Kulturlindern seit 60 bis 70 Jahren ausgefiihrt
worden. Ein bedeutender Teil des Interesses wurde
dabei dem Isolieren coliformer Bakterien und der Dif-
ferenzierung in Escherichia coli, E. freundii, Aerobac-
ter aerogenes und anderer Arten dieser Gruppe gewid-
met. Im Laufe der letzten Jahre sind aber auch an-
dere Indikator-Organismen, wie Enterococcen und
Clostridien, in den Mittelpunkt des Interesses geriickt
und neue Untersuchungsmethoden sind ausgearbeitet
worden. Moderne Erkenntnisse haben auch die Hoff-
nung erweckt auf technische Standardmethoden zum
Nachweis pathogener Mikroorganismen.

Als eine Folge des grossen Interesses, welches die-
sem Fach gewidmet worden ist, sind Hunderte von Ar-
beiten iiber verschiedene Medien und Methoden ver-
offentlicht worden und die Entwicklungslinien, die
man in den verschiedenen Lindern verfolgt, haben
stark gewechselt. Man kann Aehnlichkeiten zwischen
den verschiedenen Methoden finden, aber auch Unter-
schiede, und es ist offenbar, dass Ergebnisse einer
Untersuchung in einem Lande nicht direkt mit Ergeb-
nissen unter Verwendung einer anderen Technik in
einem anderen Lande verglichen werden konnen. In
bezug darauf ist es hochst wiinschenswert, dass die
bakteriologischen Untersuchungsmethoden so weit wie
méglich standardisiert werden. Im Auftrag der Fode-
ration Europiischer Gewisserschutz wurde die vorlie-
gende Zusammenstellung ausgearbeitet. Sie umfasst
eine Beschreibung und Besprechung jetziger Unter-
suchungsmethoden und soweit mdoglich einen Vor-
schlag zur Standardisierung. Um die Darstellung zu
beschranken, ist dle Zusammenstellung/im Hinblick
auf d1e auf diesem Geblet ausserordentlich umfang-
reiche theratut/ hauptsiichlich auf diejenigen Metho-
den’begrenzt worden, welche in den folgenden ‘offiziel-
len Publikationen angegeben smd

1. Deutsche/ Einheitsverfahren zur Wasserunter-

. suchung,1960. Verlag Chemie, Weinheim-Bergstr.

2. The Bacteriological Examination of Water Supp-
lies. Reports on Public Health and Medical Sub-
jects, No. 71. London, 1957.

3. Standard Methods for the Examination of Water
and Wastewater, Eleventh Edition 1960, American
Public Health Association.

4. International Standards for Drinking-Water, WHO, )

Geneva, 1958.

5. OECD Working Party to Study Methods of Deter-
mining the Composition and Conditions of the
Water of Streams. Reports from Sub-Group No. 3,
Paris 6th November 1963 and 10th January 1964.

Ausserdem wird noch auf einige weitere Publika-
tionen hingewiesen, die bei der Beurteilung der Me-
thoden von Interesse sein konnen. Um den Teilneh-
mern den Vergleich zwischen den verschiedenen Me-
dien zu erleichtern, ist in den Beilagen die Zusammen-
setzung der Medien im einzelnen angegeben worden.
Betreffend die direkte Herstellung dieser Nihrmedien
wird jedoch auf die offiziellen Vorschriften verwiesen.

Die Typen der Mikroorganismen und die Metho-
den, welche in Frage kommen koénnen, ergeben sich
aus dem Folgenden:

1. Bestimmung der Gesamtkeimzahl in einem be-
stimmten Volumen Wasser.

2. Bestimmung der sog. Indikator-Bakterien. Das
technische Verfahren bei diesen Methoden ist sehr
verschieden, wie z. B. Kultivieren auf festen Nahr-
béden, Verdiinnungsverfahren in Girrshrchen,
Membranfiltermethode und Verdunstungsverfah-
ren.

a) Coliforme Bakterien und E. coli,
b) Enterococcen,
¢) Clostridium welchii.
3. Bestimmung pathogener Mikroorganismen.

Ausser der Zusammensetzung der Nihrmedien wer-
den auch die Bebriitungszeiten und Temperaturen be-
sprochen.

Néahrboden fiir Bestimmung der Gesamtkeimzahl

Prinzipiell kann man zu diesem Zweck zwei ver-
schiedene Nihrboden unterscheiden, teils gelatinehal-
tige, teils agarhaltige Medien.

Gelatine. Von den offiziellen Vorschriften enthal-
ten nur die deutschen eine Beschreibung gelatinehal-
tiger Nihrboden. Inwiefern dieser Nihrboden als op-
timal angesehen werden kann, ist schwer zu beurtei-
len, da es an Vergleichswerten mangelt. Als Gelatine-
gehalt sind fiir den Winter 100 g/l und fiir den Sommer
125 gl angegeben. Bei diesen Konzentrationen soll
der Nihrboden bei Temperaturen bis 26 °C fest blei-
ben. Windle Taylor [40] gibt in seiner Monographie
Gelatinemengen von 125 gll bzw. 160 gl an. Gemiiss
schwedischer Erfahrung ist es jedoch schwer, ein Ge-
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latinemedium herzustellen, welches bei Temperaturen
um 26 °C fest bleibt. Es hat sich auch erwiesen, dass
Gelatine von ungleichmissiger Qualitit sein und
manchmal einen Zusatz von Konservierungsmittel
haben kann.

Agar-Agar. Agarhaltige Nihrbéden sind in sédmtli-
chen offiziellen Vorschriften angegeben. In Standard
Methods findet man sogar drei verschiedene Alterna-
tiven: Tryptone Glucose Extract Agar, Tryptone Glu-
cose Yeast Agar und Milk Protein Hydrolysate Glu-
cose Agar.

Folgende Brutzeiten und Temperaturen werden in
Report 71 empfohlen: 22 °C bei Bebriitung wihrend
drei Tagen und 37 °C bei Bebriitung wihrend 48
Stunden. In Standard Methods sind die entsprechen-
den Angaben 20 °C fiir 48 Stunden und 35 °C fiir 24
Stunden. Das Deutsche Einheitsverfahren hat keine
spezielle Temperaturangabe. Die Anzahl Kolonien auf
den Platten soll am besten zwischen 30 bis 300 liegen
und unter Vergrosserung ausgezahlt werden; 1,5 X
Diameter (amerikanisch), 2,5 X Diameter (englisch)
oder Stereolupe mit 6- bis 8facher Vergrésserung
(deutsch). Es diirfte offenbar sein, dass Nihrboden
von so verschiedener Zusammensetzung sowie auch die
verschiedenen Bebriitungstemperaturen und Zeiten
nicht die gleichen Gesamtkeimzahl geben konnen.
Nach einigen Verfassern, z. B. Wilson [41], kann man
erwarten, dass Nihrboden, die Hefeextrakt enthalten,
grossere Gesamtkeimzahlen geben als diejenigen mit
Fleischextrakt. Man kann jedoch in Frage stellen, ob
die absoluten Zahlen eine grossere Rolle spielen, da
ja vielmehr die Vergleiche unter den Keimzahlen
von verschiedenen Untersuchungsstellen von Interesse
sind. Es ist auch wohlbekannt, dass das Auszihlen der
Bakterien eine schwer zu standardisierende Methode
ist, und dass man mit grossen Variationen der Ergeb-
nisse rechnen muss. Laut Conn [11] ergab eine ver-
gleichende Untersuchung, dass auch nach sorgfiltiger
Standardisierung bei Zihlung derselben Petrischale
durch zwei verschiedene Laboratorien, die Ergebnisse
sich um 100 % voneinander unterscheiden konnten. Es
scheint jedoch zweckmissig, den Bakterien gute Zu-
wachsbedingungen zu bieten, woraus man schliessen
diirfte, dass Nihrboden mit Hefeextrakt am besten
passen wiirden. Bei Verwendung von Néhrbéden mit
Hefeextrakt ist jedoch zu beachten, dass Zusammen-
setzung und zuwachsfordernde Eigenschaften des
Hefeextrakts bedeutend variieren kénnen. Dariiber ist
aber in den Vorschriften nichts angegeben und der
einzige Hefeextrakt, dessen Herkunft zu ermitteln
war, ist Yestreal, der von der Firma Brewers Food
Supply Co. Ltd., England, hergestellt wird. Man kann
iibrigens schon hier die allgemeine Anmerkung vor-
bringen, dass die Deklarationen der meisten Medien,
die bei den verschiedenen Untersuchungen zu Ge-
brauch kommen, unvollstindig sind. Das gilt fiir so
wichtige Bestandteile wie Pepton, Agar-Agar, Fleisch-
extrakt u. dgl. Es ist wohlbekannt, dass es eine Menge
verschiedener Fabrikate davon gibt und dass auch die
Qualitit verschieden ist. Um Ergebnisse verschiedener

184

Untersuchungen vergleichen zu kénnen, ist es hochst
wiinschenswert, dass diejenigen Firmen angegeben
werden, von welchen die Priparate fiir die Nihrme-
dien stammen.

Der Wert der Gesamtkeimzahlbestimmungen bei
verschiedenen Temperaturen ist von vielen Verfassern
in Frage gestellt worden. Sie konnen jedoch in gewis-
sen Fillen, speziell bei Untersuchung verschmutzter
Oberflichenwisser, von Bedeutung sein, weshalb es als
gute Praxis angesehen wird, solche Bestimmungen im
Zusammenhang mit grosseren Wasseruntersuchungen
durchzufiihren.

Bestimmung der coliformen Bakterien und E. coli.

Zunichst sollen die Definitionen angefiihrt werden,
welche fiir die coliformen Bakterien in Amerika, Eng-
land bzw. Deutschland festgestellt worden sind.

Standard Methods 1960

All of the aerobic and facultative anaerobis Gram-
negative, nonsporing rod-shaped bacteria which fer-
ment lactose within 48 hours at 35 °C.

Report 71, 1957

All Gramnegative non-sporing rods capable of fer-
menting lactose with the production of acid and gas
within 48 hours and 37 °C and of growing aerobically
on an agar medium containing bile salt.

Deutsche Einheitsverfahren 1960

Zu der Gruppe der coliformen Bakterien gehoren
alle gramnegativen nicht sporebildenden Stibchen, die
bei einer Temperatur von 37 °C innerhalb von 24 bis
48 Stunden Milchzucker unter Bildung von Sidure und
Gas zu zersetzen vermogen.

Wie aus diesen Definitionen hervorgeht, die sich
ihrerseits auf die bakteriologischen Untersuchungs-
methoden der verschiedenen Linder griinden, liegen
grosse Uebereinstimmungen, aber keine vollstindige
Identitdt vor. Die englische Definition setzt den Ge-
brauch von Galle im Substrat voraus, die amerikani-
sche Bebriitung bei 35 °C, wihrend die deutsche die
Temperatur von 37 °C angibt. Weitere Unterschiede in
bezug auf die Wahl von Nihrmedien und Verifika-
tionsmethoden sind leicht zu finden. Darum ist es of-
fenbar, dass Ergebnisse, die mit der einen oder ande-
ren Methode erhalten worden sind, nicht ohne weite-
res gegeneinander gestellt werden konnen, sondern
dass gleichwertige Bedingungen Voraussetzung sind.
Beim Ausarbeiten dieses Berichtes hat es sich erwie-
sen, dass leider wenig Vergleiche dieser Art existieren.
Dieser Umstand erschwert ohne Zweifel das Ziel die-
ses Berichts, Vorschlige fiir einheitliche europiische
Normen fiir Wasseruntersuchungen vorzulegen. Die
verschiedenen Methoden, die im Gebrauch sind, wer-
den in folgender Ordnung hehandelt.



Methoden und Medien
zum Nachweis und zur Differenzierung
von coliformen Bakterien und E. coli

a) Bestimmung mit dem Verdiinnungsverfahren in
Giérrohrchen;

b) Bestimmung auf festen Nihrboden;

¢) Bestimmung mit der Membranfiltermethode;

d) Differenzierung mit dem IMViC-Test.
Die Girrohrchen-Methode

Der Vorgang bei der Coli-Titer-Bestimmung ist im
Prinzip der folgende: Von der Probe wird eine Ver-
diinnungsreihe hergestellt, und eine Anzahl Réhrchen
mit fliisssigem Nihrmedium zum Zuwachs und Nach-
weis von coliformen Bakterien wird mit bestimmten
Mengen unverdiinnter Wasserprobe bzw. Verdiinnun-
gen beimpft. Die Verdiinnungen miissen so abgepasst
sein, dass Grenzen des Vorkommens von Coli durch
die Untersuchung enthiillt werden, d. h. so dass in einer
Verdiinnung die meisten Rohrchen positiv werden, in
einer anderen die meisten R6hrchen negativ und einige
positiv werden und schliesslich in einer Verdiinnung
keine coliformen Bakterien nachgewiesen werden kon-
nen. Mit Hilfe der Tabellen, die auf Grund von Wahr-
scheinlichkeitsrechnungen konstruiert worden sind,
kann dann die wahrscheinliche Anzahl coliformer
Bakterien fiir alle moglichen Resultate der Untersu-
chung bestimmt werden. Die Zuverlissigkeit ist in
ziemlich grossem Ausmasse von der Anzahl Réhrchen,
die mit jeder Verdiinnung geimpft werden, abhingig.
So enthilt man z. B. zuverlissigere Ergebnisse mit fiinf
Rohrchen von jeder Verdiinnung als mit drei.

Nach der deutschen Methode wird das kleinste
Volumen des Wassers bestimmt, in dem diese Keime
noch nachweisbar sind. Offenbar ist diese Methode
weniger zuverlissig als diejenige mit Wahrscheinlich-
keitsrechnungen aus mehrfach parallelen Gérrohr-
chen.

Nach internationalem Usus wird die quantitative
Untersuchung von coliformen Bakterien in folgende
drei verschiedene Teste eingeteilt, je nachdem wie
weit sie getrieben werden soll: 1. pridsumtiver Test,
2. konfirmativer Test und 3. kompletter Test.

Prisumtiver Test. Dieser Test gibt eine Auffassung
von der Gesamtzahl der laktosevergirenden Bakterien
in der Wasserprobe. Der grosste Teil von diesen be-
steht aus coliformen Bakterien, aber auch aus anderen
Laktosevergirern, obwohl in geringerer Anzahl, vor
allem einigen Coccon und Clostridien. Fiir diese erste
Coliformenkultur konnen mehrere verschiedene
Nihrmedien verwendet werden, welche im Prinzip in
zwei Gruppen eingeteilt werden konnen, teils diejeni-
gen, welche keine hemmenden Stoffe enthalten, teils
solche mit hemmenden Stoffen. Als Vertreter der
ersten Gruppe finden wir die deutsche Laktoselosung
(10 % bzw. 1 % Laktose) und die amerikanische Lak-
tosebouillon (0,5 % Laktose). Ausser in dieser Hin-
sicht unterscheiden sich diese Nihrlosungen vonein-
ander dadurch, dass die deutsche Losung nur Pepton,
die amerikanische auch Fleischextrakt enthilt.

Das bekannteste Nihrmedium mit hemmendem
Zusatz diirfte die Mac-Conkey-Bouillon sein. Diese
Nihrlésung wurde vor mehr als 50 Jahren von Mac
Conkey eingefithrt und sie enthilt 0,5 % Galle oder
geeignete Gallensalze. Der urspriingliche Sinn davon
war, die Verhiltnisse im Darm nachzuahmen. Dieses
Substrat hat sich besonders in den englischen Unter-
suchungen als verwendbar erwiesen, und die Frequenz
falscher Ergebnisse ist in dem prisumtiven Test mit
nur 0,5 bis 1,4 % fiir unbehandelte Oberflichenwisser
angegeben worden. Man kann aber auch gewisse Nach-
teile bei dieser Ndhrlosung finden. Erstens kann Galle,
wie es von Allen et al. [1] gezeigt wurde, eine hem-
mende Wirkung auf den Zuwachs einiger coliformer
Bakterien haben, was ein Nachteil bei Untersuchun-
gen von verschmutzten Oberflichenwissern sein kann.
In solchen Gewiassern muss man mit dem Vorkommen
vieler verschiedener Arten von coliformen Bakterien
rechnen, und eine vollstindige Reprisentation aller
dieser Arten in der Nihrlosung kann fiir die Bestim-
mung des Ursprunges einer Verschmutzung wertvoll
sein.

Ein anderer und vielleicht wichtiger Einwand ist,
dass verschiedene Gallenpriparate verschieden stark
hemmende Wirkung haben konnen. Dieses ist von den
Forschern in England an englischen Priparaten ge-
funden worden, und bei Verwendung von Priparaten
von internationaler Herkunft diirfte man mit noch
grosseren Variationen rechnen kénnen. Methoden fiir
Priifung von Gallenpriparaten sind z. B. von Burman
[4] angegeben, man kann aber davon nicht absehen,
dass solche Priifungen fiir kleine Laboratorien mit
kleinen Mitteln ein Nachteil sein kénnen.

Es gibt nur wenige vergleichende Untersuchungen
zwischen reinem Laktosemedium und Mac-Conkey-
Bouillon. Jebb [20] hat jedoch mit Hilfe der Rohr-
chen-Methode die beiden Néhrlosungen verglichen.
Dabei erhielt er im grossen und ganzen die gleiche
Ausbeute von coliformen Bakterien, prozentuell auf
die Gesamtanzahl der untersuchten Rohrchen gerech-
net. Die Anzahl der falschen positiven Réhrchen war
jedoch viel grosser (191 im Vergleich zu 32) beim Ge-
brauch des reinen Laktosemediums. Diese Untersu-
chung ist jedoch in vieler Hinsicht kritisiert worden.
Der Vergleich galt nur der Zahl der positiven Réhr-
chen und gibt keine Auskunft iiber die Streuung der
individuellen Wasserproben. Die Kulturen wurden
ausserdem bei 37 °C und nicht bei 35°C bebriitet,
welche Temperatur fiir das amerikanische Medium
empfohlen wird. Schliesslich wurde noch ein anderes
Pepton als das des Originalmediums verwendet. Bonde
[3] erhielt in einigen Versuchen gleiche Ergebnisse
mit Mac-Conkey-Bouillon, einfachem Laktosemedium
und Glukosemedium, was die coliformen Bakterien be-
trifft. Gewisse Unterschiede in der Gasbildung konn-
ten festgestellt werden, und Mac-Conkey-Bouillon gab
dabei die gleichmissigsten Ergebnisse.

In vielen der anderen Nihrlosungen, welche fiir
den prisumtiven Test empfohlen werden, hat man
versucht, die Galle durch irgend eine chemisch hesser
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definierbare Substanz zu ersetzen. Jameson und Em-
berley [19] haben als Ersatz 0,1 % Teepol vorge-
schlagen. Dieses ist ein anionenaktives oberfliachen-
spannungsherabsetzendes Mittel, welches in ihrem
Falle von der Firma Shell Chemicals Ltd. Norman
House, 105/104 Strand, London W.C.2, geliefert
wurde. Die von Amerikanern vorgeschlagenen Zusitze
von 0,01 % Laurylsulfat, Mallmann et al. [31,] Mc
Grady et al. [43] und Natriumricinoleat, Stark et al.
[34] erwiesen sich ebenfalls als geeignet. Gegen alle
diese Ersatzmittel kann man jedoch einwenden, dass
ihnen eine hemmende Wirkung auf einige coliforme
Bakterien nicht angesprochen werden kann. Irgend-
welche augenfilligce Hemmung kam zwar in den Unter-
suchungen von Jebb, wo Teepol und Laurylsulfat ge-
priift warden, nicht zum Vorschein, grossere Versuche
mit verschiedenen Typen von Wasser und verschiede-
nen Priparaten diirften jedoch notwendig sein, bevor
man diese Frage sicher beurteilen kann.

Ein ganz anderer Typus von Nihrmedien, der aus
vielen Gesichtspunkten sehr interessant ist, ist ein ganz
synthetisches Medium auf der Basis von Glutamin-
sdure. Es wurde zuerst von Burman und Oliver [6] fiir
coliforme Bakterien gepriift und spiter sind Modifi-
kationen von u. a. Public Health Laboratory Service,
Water Subcommittee und Gray [15] eingefiithrt wor-
den. Bei der durch Gray zuletzt eingefiihrten Modifi-
kation wurde das Medium bei verschiedenen pH 7,2
bis 6,7 und mit Zusatz von Natriumformiat gepriift.
Es erwies sich, dass diese Variante im Vergleich mit
Mac-Conkey-Bouillon eine sicherere Diagnostik von
E. coli erméglichte. Ein bestimmter Hemmungseffekt
konnte fiir atypische coliforme Bakterien nachgewie-
sen werden. Der Vorteil dieses Nihrmediums besteht
darin, dass es ganz synthetisch ist, mit Bestandteilen,
die chemisch gut definierbar sind. Die Nachteile sind,
wie erwihnt, ein gewisser Hemmungseffekt und
schlechtere Gasbildung, was das Ablesen erschwert.
Gray meint jedoch, dass diese Schwierigkeiten durch
Zusatz von Natriumformiat beseitigt werden konnen.
Andere Untersucher wie z. B. Bonde [3] haben nicht
den gleichen Erfolg mit diesem Medium gehabt. Bonde
hat jedoch augenscheinlich in seinen Untersuchungen
die urspriingliche Lésung verwendet und nicht die von
Gray empfohlene Modifikation.

Temperatur und Zeit der Bebriitung

Bei der Bestimmung der Anzahl coliformer Bak-
terien in einer Probe spielen Temperatur und Zeit
der Bebriitung eine sehr grosse Rolle. In England emp-
fiehlt man Bebriitung bei 37 °C mit Kontrolle nach
18, 24 und 48 Stunden. Das deutsche Einheitsverfah-
ren empfiehlt dieselbe Temperatur mit Kontrolle
nach 24 und 48 Stunden, wogegen die amerikanischen
Vorschriften 35 °C und Kontrolle nach 24 bzw. 48
Stunden angeben. Nach schwedischen Erfahrungen
fithrt eine Herabsetzung der Bruttemperatur auf 35 °C
zu einer Zunahme der Anzahl coliformer Bakterien in
etwa 30 bis 35 % aller Wasserproben. Diese Zunahme
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ist gross genug, um einen auffilligen Ausschlag bei der
Auswertung der Proben zu geben. Einige Forscher
haben sogar noch niedrigere Temperaturen, z.B. 30 °C,
vorgeschlagen, was aber kaum zu empfehlen ist. Die
Mehrzahl der Bakterien, welche man dabei zusitzlich
erhalt, diirfte aus hygienischen Gesichtspunkten kein
Interesse haben. Eine Verlingerung der Bebriitungs-
zeit iiber 48 Stunden hinaus wiirde zweifellos die An-
zahl der positiven Réhrchen vergrissern, aus prakti-
schen Gesichtspunkten ist jedoch eine Verlingerung
nicht erwiinscht.

Konfirmativer Test

Es ist eine wohlbekannte Tatsache, dass auch an-
dere Bakterienarten, wie Coccen und Clostridien,
Laktose unter Gasbildung spalten konnen. Deren Vor-
kommen in verschiedenen Wissern kann wechseln,
weshalb es notwendig sein kann, diese coliformver-
ddchtigen Bakterien, die beim prisumtiven Test zum
Vorschein gekommen sind, zu verifizieren. Das kann
auf festen wie in fliissigen Ndhrmedien durchgefiihrt
werden.

Feste Nihrboden. Die gebriuchlichsten festen
Nihrboden diirfen Endo-, Eosin-Methylenblau- (EMB)
und Mac-Conkey-Agar sein. Welcher davon verwendet
wird, diirfte im grossen und ganzen eine Geschmacks-
sache sein, die von der personlichen Gewohnheit des
Untersuchers abhiingig ist. Die Anzahl der R6éhrchen
einer Garungsreihe, die bei einer Verifizierung ausge-
strichen werden sollen, ist sehr wichtig, und die Auf-
fassungen scheinen in dieser Frage geteilt zu sein. Dem
deutschen Einheitsverfahren gemiss sollen alle Réhr-
chen der Reihe mit der stirksten Verdiinnung ausge-
strichen werden, die Gasbildung oder nur Zuwachs ge-
zeigt haben. Die amerikanischen Anweisungen emp-
fehlen das Ausstreichen aller Réhrchen mit Gasbil-
dung aus simtlichen Verdiinnungsreihen oder alter-
nativ Rohrchen der zwei stirksten Verdiinnungen, in
welchen Gasbildung in 24 Stunden aufgetreten ist. Der
schwedischen Auffassung nach sollen, falls mindestens
ein Réhrchen in einer Verdiinnungsstufe Saurebildung
und Gasentwicklung gezeigt hat, simtliche Réhrchen
dieser Reihe mit Zuwachs ausgestrichen werden. Alle
findet es wichtig, dass das Ausstreichen so ausgefiihrt
wird, dass man von jedem Réhrchen Einzelkolonien
erhilt. Die Petrischalen werden bei der fiir den pri-
sumtiven Test in den verschiedenen Lindern iiblichen
Temperatur bebriitet und nach 24 und 48 Stunden aus-
gezdhlt. Auf den verschiedenen Nihrboden typische
Kolonien werden als coliforme Bakterien gerechnet.
Die verschiedenen Prinzipien fiir das Ausstreichen
geben ohne Zweifel auch verschiedene Ergebnisse. In
einem Falle werden auch Réhrchen, in denen keine
Gasbildung vorgekommen ist, ausgestrichen und der
konfirmative Test kann dann das Vorkommen colifor-
mer Bakterien in denjenigen Rohrchen nachweisen,
die sonst als negativ beurteilt worden wiren. Eine um-
fassende schwedische Untersuchung hat gezeigt, dass
dadurch etwa 10 % der Rohrchen «falschy als positiv



gerechnet werden. Wenn aber das Konfirmieren nur
auf diejenigen Rohrchen, die Gasbildung aufweisen,
beschriankt wird, werden etwa 25 % der Rohrchen mit
Zuwachs falsch als negativ klassifiziert. Die fehlende
Gasentwicklung in solchen Rohrchen hingt wahr-
scheinlich damit zusammen, dass die Zahl der Laktose
girenden Bakterien im Verhiltnis zu den nicht gi-
renden klein ist, wodurch der Zuwachs der ersteren
gehemmt wird. Gemiss schwedischer und déinischer
Erfahrung ist es eine gewohnliche Erscheinung, dass
man nur Sdurebildung und nicht Gas erhilt, wo kon-
firmierende Untersuchungen spiter das Vorkommen
typischer coliformer Bakterien zeigen.

Fliissige Ndhrlosungen. Eine Niahrlosung, die
sowohl von englischer als auch von amerikanischer
Seite fiir diesen Zweck vorgeschlagen wird, ist Bril-
lantgriin-Laktoselosung. Mit einer grossen Oese (3 mm
Diameter) wird Impfmaterial aus dem Réhrchen, das
gepriift werden soll, in ein Brillantgriin-Réhrchen
iibertragen. Dieses R6hrchen wird 48 Stunden bebrii-
tet, und Zuwachs mit Gasbildung wird kontrolliert.
Das Vorkommen von coliformen Bakterien wird als
bestitigt angesehen, sobald Entwicklung von Gas fest-
gestellt werden kann. Grosse Serien von Untersuchun-
gen von Bakterienstimmen wie auch von Wasserpro-
ben haben gezeigt, dass jedenfalls das Konfirmieren
auf Endoagar und in Brillantgriin-Losung gleichwertig
sind. Die Brillantgriin-Methode ist bedeutend einfa-
cher.

Kompletter Test

Besonders in den amerikanischen Vorschriften hat
man dieses Verfahren ausfiihrlich angegeben. Der Test
ist fiir die verhiltnismissig geringe Anzahl Fille ge-
dacht, in denen die konfirmative Untersuchung kein
eindeutiges Ergebnis gezeigt hat. Die Kolonien auf
dem festen Nihrboden kénnen ihrem Aussehen nach
atypisch sein und die Gasbildung in Brillantgriin so
gering, dass sie schwierig zu beurteilen sein kann. In
solchen Fillen kann die Untersuchung bis zum kom-
pletten Test erweitert werden. Im Prinzip bedeutet
das, dass verdichtige Kolonien bzw. verdichtige Trii-
bung in Lésungen weiter geziichtet und auf Gasbil-
dung, Sporenbildung und Firbungseigenschaften ge-
priift werden. Zu diesem Zweck werden fliissiges Lak-
tosemedium und Schrigagar-Rohrchen verwendet.
Werden bei der Untersuchung Gram-negative, nicht
sporenbildende Stibchen nachgewiesen, die Laktose
unter Gasbildung zersetzen, so wird das Vorkommen
von coliformen Bakterien als bestitigt angesehen.
Geht man von einem Brillantgriin-Réhrchen aus, so
stellt man erst eine Vorkultur auf festem Nihrboden
her, wonach die Untersuchung auf die obige Art aus-
gefithrt wird. Die schwedischen Empfehlungen fiir
komplette Verifizierung stimmen im grossen und gan-
zen mit den amerikanischen iiberein.

Bestimmung der Anzahl thermostabiler
coliformer Bakterien

Es ist wohlbekannt, dass nicht alle coliformen Bak-
terien, die man im Wasser findet, die gleiche Signifi-

kanz fiir eventuelle fikale Verschmutzung zu haben
brauchen. Nur E. coli (Bact. coli Typ I) kann mit
Sicherheit als ein direkter Indikator dafiir angesehen
werden, da unzidhlige Untersuchungen gezeigt haben,
dass dieser Typus 97 bis 98 % der Darm-Coliflora des
Menschen ausmacht. In einem verschmutzten Ober-
flichenwasser kann man damit rechnen, dass dieser
Typus gleichzeitig mit anderen coliformen Bakterien
vorhanden ist, weshalb es als von grosstem Interesse
angesehen werden muss, die verschiedenen Arten mit
geeigneten Methoden bestimmen zu kénnen. Eine der
bekanntesten Methoden, E. coli herauszudifferenzie-
ren, griindet sich auf die urspriingliche Beobachtung
von Eijkman, dass E. coli bei 46 °C Glukose spalten
kann. In spiteren Untersuchungen haben z. B. Allen,
Pasley und Pierce [1] gezeigt, dass diese Temperatur
etwas kritisch ist, weshalb heute 44 °C fiir diese Probe
meistens vorgezogen wird. In den amerikanischen Vor-
schriften wird immer noch 45,5 °C zugelassen. Glu-
kose ist in der Regel gegen Laktose ausgetauscht wor-
den, die ja in die meisten anderen Colimedien als
Zuckerart eingeht.

Es gibt mehrere verschiedene Mittel, diese Tempe-
raturtoleranz auszuniitzen, um E. coli zu erhalten. Am
einfachsten diirfte es sein, die thermostabilen colifor-
men Bakterien auf dieselbe Weise zu bestimmen, wel-
che fiir die Bestimmung der Gesamtzahl der colifor-
men Bakterien beschrieben worden ist, mit dem Unter-
schied, dass die Rohrchen direkt bei héherer Tempe-
ratur bebriitet werden. Nach 24 und 48 Stunden wer-
den die Kulturen kontrolliert, wobei Siure- und Gas-
bildung als Zeichen von Zuwachs thermostabiler E.
coli betrachtet wird. Weiteres Konfirmieren wird da-
bei als nicht notwendig angesehen. Dieses ist das in
Schweden jetzt verwandte Verfahren. Die Methode hat
gewisse Nachteile. Nach mehreren Verfassern, wie
Mackenzie [28], Clegg [8] und Allen et al. [1], gibt
diese Direktbebriitung zu niedrige Werte, da nicht alle
E. coli bei direkter Bebriitung bei dieser héheren
Temperatur auswachsen kénnen. Im Report 71 wird
darum Direktbebriitung nicht empfohlen. Es muss
jedoch bemerkt werden, dass diese Versuche mit Mac-
Conkey-Bouillon ausgefiihrt worden sind. Das Verfah-
ren, welches vor allem von Englindern empfohlen
wird, ist darum etwas anders, und man geht dabei von
Girrohrchen der 37 °C-Reihe aus. Nach dieser Me-
thode, die von Mackenzie, Taylor und Gilbert [29]
ausgearbeitet ist, wird jedes positive Réhrchen der
37 °C-Reihe teils in einem Brillantgriin-Galle-Réhr-
chen, teils in einer Peptonlésung weiterkultiviert.
Beide werden bei 44 °C 24 Stunden bebriitet. Bei den-
jenigen Rohrchen, die Gasbildung im Brillantgriin-
Réhrchen und eine positive Indolprobe im Pepton-
rohrchen, mit Kovacs Reagenz gepriift, aufweisen,
kann E. coli vorausgesetzt werden. Die Indolprobe
wird hier eingeschlossen, weil atypische coliforme
Bakterien, wie z.B. Irregular II und VI, die Eigen-
schaft besitzen, bei 44 °C zu wachsen, aber eine nega-
tive Indolprobe geben. Diese Probe wird als sehr zu-
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verlissig angesehen und ist ausserdem viel rascher als
der IMViC-Test, der bis fiinf Tage dauern kann. Bei
einer kleineren Untersuchung erhielt der Englinder
Houghton [18] eine Uebereinstimmung von 90 % zwi-
schen diesen beiden Verfahren. Es ist jedoch nicht
klar, inwieweit ebensogute Ergebnisse auch in ande-
ren Lindern erwartet werden konnen. Von englischer
Seite hat man betont, dass die Frequenz atypischer
thermostabiler Stimme in Lindern mit tropischem
Klima viel hoher sein kann. Als Beispiel dafiir kann
die Untersuchung von Raghavachari und Iyer [36]
in Indien erwihnt werden, welche gezeigt hat, dass
dort 67 bis 70 % der aerogenes-dhnlichen Stimme
thermostabil waren. Ebenso hat Boizot [2] in Malaya
gezeigt, dass 13,3 % seiner Aerogenes-Stimme bei
44 °C wachsen konnten.

Um noch rascher ein Resultat erhalten zu koénnen,
hat Windle Taylor [42] versucht, das Brillantgriin-
Rohrchen schon nach sechsstiindiger Bebriitung zu
kontrollieren, wobei das Ergebnis in 95 % mit dem der
24stiindigen Bebriitung tibereinstimmte. Wenn die
Réhrchen beim prisumtiven Test das erste Mal schon
nach 24 Stunden kontrolliert und gleichzeitig fiir wei-
tere Ziichtung abgeimpft werden, kann die Untersu-
chung einer Wasserprobe in eiligen Fillen schon 30
Stunden nach dem Beginn der Untersuchung beendet
werden. Das kann bei Trinkwasseruntersuchungen von
grossem Interesse sein. Ob es fiir Vorfluteruntersu-
chungen im Zusammenhang mit verschmutzten Ober-
flichenwissern die gleiche Bedeutung hat, kann je-
doch in Frage gestellt werden.

Temperaturkontrolle

Bei dieser Untersuchungsmethode wird in densel-
ben Vorschriften der Temperaturkontrolle grosse Be-
deutung beigemessen und grossere Temperaturtoleran-
zen als * 0,2 °C werden nicht zugelassen. Weder ge-
wohnlichen Brutschrinken noch selbst solchen mit
Wasserbadmantel wird ausreichende Genauigkeit zu-
gebilligt. Ein genau kontrolliertes Wasserbad wird als
am giinstigsten angesehen.

Bestimmung coliformer Bakterien

und E. coli auf festen Nihrboden

Selbstverstindlich ist es moglich, die Anzahl der
coliformen Bakterien auch durch Direktimpfung eines
festen Niahrbodens zu bestimmen. Dazu ist jedoch zu
bemerken, dass diejenigen coliformen Bakterien, die
man auf diese Weise erhilt, nicht den Anspriichen der
Definition entsprechen, da man auf einem festen Nihr-
boden nur Siurebildung nachweisen kann. Mehrere
Verfasser haben auch in Frage gestellt, ob man unbe-
dingt dieselben Arten coliformer Bakterien auf festen
Néhrboden bzw. in Géarréhrchen bestimmt. Mit Riick-
sicht darauf, dass das untersuchte Wasservolumen in
gewohnlichen Fillen klein ist, nur einige ml, sind
ziemlich verschmutzte Wisser Voraussetzung fiir ein
zuverlidssiges Ergebnis. Diese kleinen Volumina be-
deuten auch ein ernstes Risiko fiir grosse Streuung der
Versuchsresultate, und es wird darum empfchlen, zwei
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Platten von unverdiinntem Wasser bzw. den Verdiin-
nungen anzusetzen. Ein weiterer Nachteil ist, dass die
Kolonien sehr schwer zu erkennen und zu zihlen sein
koénnen, besonders wenn andere Bakterienarten auf
den Platten wachsen. Man kann viele verschiedene
Typen von Medien zu diesem Zweck gebrauchen. In
den deutschen Einheitsverfahren wird Endoagar vor-
geschlagen, das in allen Lindern ein wohlbekanntes
Medium ist. Temperatur und Zeit der Bebriitung sind
die gleichen wie bei der Methode mit Gérréhrchen.
Im Vergleich zu dieser soll die Plattenmethode etwas
héhere Koloniezahlen geben.

Man hat auch angestrebt, feste Ndhrboden zu er-
halten, die eine direkte Differenzierung zwischen
coliformen Bakterien und E. coli erlauben. Fiir wie
spezifisch auch immer ein Medium bei seiner Neuein-
fiilhrung gehalten worden sein mag, so hat sich doch
stets frither oder spiter gezeigt, dass Schwierigkeiten
bei der Differenzierung auftreten. Darum ist es oft
notwendig, die Differenzierung mit Verifikationen zu
erginzen, z. B. dem IMViC-Test, der ziemlich zeit-
raubend ist. In den Hinden eines geiibten Unter-
suchers kann eine Untersuchung auf festen Nahrb6den
ausserordentliche Ergebnisse bringen. In den Hinden
eines weniger geiibten kann die Methode triigerisch
sein. Zu heisse Nihrbéden beim Einimpfen der Was-
serprobe, schlechte Verteilung der Bakterien in der
Petrischale usw. konnen falsche Ergebnisse verursa-
chen.

Eine Methode mit Verwenden fester Nihrboden,
die nur in den deutschen Einheitsverfahren beschrie-
ben ist, ist das Verdunstungsverfahren. Dieses wird als
speziell geeignet fiir stirker verschmutzte Wisser an-
gegeben, und je nach dem Nihrboden, der zur Ziich-
tung verwendet wird, konnen 5 bis 25 ml untersucht
werden. Das Wasservolumen wird gleichmissig auf
dem Nihrboden verteilt und die Verdunstung wird im
Brutschrank bei 40 °C wéhrend 1 bis 2 Stunden
durchgefiihrt, wobei die Schalen ohne Deckel bebriitet
werden. Es gibt auch einen speziellen Apparat, um die
Verdunstung zu beschleunigen. Die weitere Bebriitung
kann bei beliebiger Temperatur durchgefiihrt werden,
und das Auszihlen geschieht nach denselben Normen
wie bei den anderen Methoden. Wie zuverlissig diese
Methode im Verhiltnis zu den anderen ist, geht nicht
aus den deutschen Vorschriften hervor. Es kann je-
doch vermutet werden, dass schwirmende Bakterien
diese Methode jedenfalls bei Verwendung von Endo-

agar stéren kénnen.

Bestimmung der Zahl der coliformen Bakterien
und E. coli mit Membranfilter

Diese Methode geht darauf hinaus, eine bestimmte
Wassermenge durch eine spezielle Filtermembran zu
filtrieren, wobei die Bakterien auf der Oberfliche der
Membran zuriickgehalten werden. Diese Membran
wird dann auf einen geeigneten Nihrboden gelegt.
Nihrstoffe und Indikatorstoffe diffundieren durch die
Membran, was geniigt, den auf ihrer Oberseite liegen-
den Bakterien die Méglichkeit zu geben, Kolonien zu



entwickeln, die auf die iibliche Weise gezihlt und
identifiziert werden konnen.

Zur Durchfithrung dieser Methode ist eine spezielle
Ausriistung notwendig, die von den Herstellern dieser
Filter geliefert wird. Sie ist einfach und das technische
Verfahren beim Filtrieren bietet keine besonderen
Schwierigkeiten. Die Verfahren fiir die Sterilisation
der Filter sind angegeben, aber eine solche diirfte
kaum notwendig sein, da die Firmen sterile Standard-
filter in geeigneten Verpackungen liefern. Die Mem-
branfilter-Methode wurde erst in Deutschland wih-
rend des Zweiten Weltkrieges eingefiihrt, aber heute
werden Filter auch in anderen Lindern hergestellt.
Bei den Versuchen, die in Schweden ausgefiihrt wor-
den sind, sind hauptsichlich amerikanische Filter der
Firma Millipore Filter Corporation, Bedford, Massa-
chusetts, verwendet worden.

Die Membranfilter-Methode ist bis jetzt hauptsich-
lich zur Bestimmung der Bakterienzahl in reinen Wiis-
sern verwendet worden. Durch ihre Einfachheit hat
sie offenbare Vorteile. Filtration kann unter ein-
fachen Bedingungen ausgefiihrt werden. Membranfil-
ter konnen nach geeigneter Behandlung mit der Post
verschickt werden usw. Wenn es sich um verschmutzte
Wiisser handelt, hat sich diese Methode als weniger
brauchbar erwiesen, und man hat es bis jetzt nicht
ratsam gefunden, sie als Alternative zur Gérréhrchen-
Methode zu empfehlen. Die hauptsichliche Schwiiche
der Methode scheint zu sein, dass es noch keinen Nihr-
boden gibt, der so spezifisch ist, dass man am Aus-
sehen der Kolonien direkt entscheiden kann, was bei
35—37 °C coliforme Bakterien sind bzw. was bei 44 °C
E. coli ist. Die jetzigen Nahrmedien haben auch offen-
bar hemmende Einwirkung auf den Zuwachs einiger
coliformer Bakterien, und mehrere Forscher haben
gezeigt, dass man grosse Unterschiede zwischen der
Bakterienzahl der Membranfilter- und der der Gir-
r6hrchen-Methode erhalten kann. In einem von Mac
Carthy[33] angefiihrten Beispiel war die mit Membran-
filter bestimmte Bakterienzahl 80 und die der Réhr-
chen-Methode 800. Mit geeigneten Verinderungen der
Technik kann man die Ergebnisse zu besserer Ueber-
einstimmung bringen. Bedeutende Arbeit wird auch
auf das Herstellen geeigneter Nihrmedien verwendet,
und es ist nicht unwahrscheinlich, dass diese Methode
Boden gewinnen wird. In bezug auf die Unschliissig-
keit, die noch herrscht, scheint jedoch eine eingehende
Beschreibung in diesem Bericht kaum gerechtfertigt,
sondern eine kiirzere mag geniigen. Die Methoden, die
hier unten beschrieben werden, sind teils den offiziel-
len Beschreibungen entnommen, teils auch dem Be-
richt, den die OECD Working Party bei ihrer Tagung
in Paris im November 1963 abgegeben hat. Laut diesem
Pariser Bericht wird die Ziichtung in England zurzeit
auf folgende Weise durchgefiihrt. Nach der Filtrie-
rung wird die Membran auf eine Nihrkartonscheibe
(NKS) gelegt, die mit besonderer Nihrlésung mit
Teepol eingetrinkt ist. Die Membran und die NKS
werden zusammen bebriitet, erst 4 Stunden bei 37 °C
und danach 14 Stunden bei 35 °C. Die Temperatur-

inderung wird automatisch in speziellen Brutschrin-
ken durchgefiihrt. Beim Auszihlen werden alle gel-
ben Kolonien als coliforme Bakterien angesehen und
die Ergebnisse werden als mit denen der Garrshrchen-
Methode bei Kontrolle nach 48 Stunden gut iiberein-
stimmend betrachtet.

Bei Bestimmung von E. coli werden die Membrane
zunichst auf NKS mit spezieller Nihrlésung wihrend
zwei Stunden bei 37 °C bebriitet. Dann werden sie auf
NKS mit spezieller Mac-Conkey-Bouillon iibertragen,
wonach eine Bebriitung von 14 Stunden bei 44 °C
folgt. Beim Auszihlen werden gelbe oder braune Ko-
lonien als E. coli gerechnet. Diese Methoden sind
offenbar vor allem von Metropolitan Water Board,
London, ausgearbeitet worden und diirften eine Modi-
fikation der Methode von Barman [5] sein.

Diese Technik, die von automatischen Brutschrin-
ken ausgeht, ist jedenfalls fiir ein kleines Labor nicht
ganz unkompliziert und hat dem Pariser Bericht nach
bei Flusswasseruntersuchungen nicht ganz befriedi-
gende Resultate gegeben. Eine nicht unbedeutende
Anzahl derjenigen Kolonien, die beim Auszihlen ty-
pisch aussahen, haben sich bei weiterer Untersuchung
als andere coliforme Bakterien oder anaerogene
Stimme erwiesen, und nur 82'% sind als echte E. coli
erkannt worden. Wenn Teepol-Néhrlsung fiir Unter-
suchungen bei 44 °C beniitzt wurde, war die Ueber-
einstimmung noch schlechter, ungefihr 70 %. In dem-
selben Bericht findet man auch ein franzésisches Me-
dium, das fiir Oberflichenwasser passen soll. Es ba-
siert auf Laktose mit Zusatz von Triphenyltetrazolium-
chlorid und Tergitol 7. Die Probe wird auf iibliche
Weise filtriert, wonach die Membran auf den Nihr-
boden aufgelegt wird. Bebriitung bei 37 °C und 44 °C
wihrend 24 Stunden. Charakteristisch fiir coliforme
Bakterien auf diesem Nihrboden ist ein gelbes Halo
an der Peripherie der Kolonie, deren Eigenfarbe zwi-
schen Gelb und Ziegelrot variiert. Sehr kleine Kolonien
vom gleichen Aussehen koénnen vorkommen, sie wer-
den jedoch nicht gerechnet, da es sich bei ihnen mei-
stens um Enterococcen handelt.

Die bei 44 °C bebriiteten typischen E.-coli-Kolo-
nien sind 1 bis 2 mm gross und die Farbe variiert zwi-
schen Gelb und Gelborange. Die Kolonie ist von einer
feinen durchsichtigen Zone umgeben. Von jeder
Probe koénnen typische Kolonien durch Subkultivie-
ren in Peptonwasser und Brillantgriin-Bouillon verifi-
ziert werden. Kolonien, die in beiden diesen Proben
positiv reagieren, konnen dann serologisch gegen be-
kannte pathogene Coli, die Infantile Gastroenteritis
verursachen, gepriift werden.

In dem deutschen Einheitsverfahren wird Endo-
agar empfohlen mit Bebriitung bei 37 °C bzw. 44 °C
withrend 24 Stunden. Die anndhernde Anzahl der coli-
formen Bakterien und E. coli kann durch Auszihlen
dieser Platten berechnet werden. Fiir ein sicheres Dif-
ferenzieren wird das Herstellen von Reinkulturen und
die Priifung durch IMViC empfohlen.

Auch Standard Methods weisen in erster Linie auf
ein modifiziertes M-endo-Medium hin, aber es wird
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betont, dass man in unbekannten Wissern bei Bebrii-
tung atypische Kolonien erhalten kann, die Verifizie-
rung durch Subkultivieren und Identifizierung mit
den iiblichen Methoden erforderlich machen. Beson-
ders wird angegeben, dass die modifizierten Endo-
Medien, die fiir Membranfilter gebraucht werden,
Kolonien ergeben, die nicht ganz mit den von anderen
in Standard Methods angegebenen Endo-Medien iiber-
einstimmen. Als erwiinschte Anzahl Kolonien auf
einem Membranfilter wird 20 bis 80 angegeben und
die Auszihlung soll bei 10- bis 15facher Vergrosserung
ausgefithrt werden.

Differenzierung der coliformen Bakterien

durch den IMViC-Test
Der IMViC-Test ist eine klassische Differenzie-

rungsmethode, die allen Wasserbakteriologen wohlbe-
kannt ist. Sie beruht auf der unterschiedlichen Reak-
tion verschiedener coliformer Bakterien gegeniiber
der Methylrot-Probe und der Voges-Proskauer-Reak-
tion, bzw. dem wunterschiedlichen Indolbildungsver-
mogen und der unterschiedlichen Fihigkeit der Bak-
terien, in Citratlosung zu wachsen. Mit Hilfe dieses
Tests kann man die Colibakterien in Arten wie Esche-
richia coli, E. freundii und Aerobacter aerogenes ein-
teilen. Der Vorteil der Methode sind die Differenzie-
rungsmoglichkeiten. Sie hat jedoch auch Nachteile.
Fiir ein kleineres Labor ist es zweifellos immer eine
Belastung, mehr umfassende und komplizierte Metho-
den aufzunehmen, die ausserdem mehrere Tage
dauern, bevor sie fertig sind und das Abschliessen
einer Wasseruntersuchung unnétigerweise verzogern.
Einige der eingeschlossenen Teste, wie die Methylrot-
und Citratreaktion, kénnen auch schwierig deutbare
Reaktionen ergeben. Darum scheint IMViC eher fiir
mehr vorgeschrittene Analysen geeignet zu sein, als
fiir direkte Routinearbeit. Darum werden im folgen-
den einige wichtige Fakta nur kurz beriihrt, welche
fiir die Zuverlassigkeit der Ergebnisse von Bedeutung
sind.

Indol-Probe. Dabei wird die untersuchte Kultur in
ein Rohrchen mit 5 ml Néhrlésung abgeimpft. Nach
eintdgiger Bebriitung bis 35 bis 37 © C wird das Reagenz
zugesetzt. Wenn Indol vorhanden ist, nimmt das Rea-
genz eine dunkelrote Farbe an. Sowohl die Zusammen-
setzung des Ndhrmediums als auch die des Indol-Rea-
genz’ sind von Bedeutung. Ljutov [26] hat in einer
umfassenden Arbeit gezeigt, dass verschiedene Pep-
tone hochst variierende Halte von Tryptophan ent-
halten konnen, ein Bestandteil, der fiir ein richtiges
Resultat Voraussetzung ist. Darum ist es laut Ljutov
am besten, dem Nihrmedium Tryptophan zuzusetzen,
um die wechselnde Peptonqualitit zu eliminieren. Ein
Zusatz von 0,01'% Tryptophan ist zu wenig, man emp-
fiehlt 0,1'% fiir sichere Ergebnisse. Ljutov verwendet
in seiner Arbeit das Reagenz nach Ehrlich, in allen
drei offiziellen Verfahren wird jedoch das Reagenz
nach Kovacs empfohlen.

Die Methylrot-Reaktion. Die Nihrlosung, welche

dafiir verwendet wird, ist eine Pepton-Dextrose-Lo-
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sung, die auch fiir Voges-Proskauer geeignet ist. Die
Bakterienkultur, welche untersucht werden soll, wird
in ein R6éhrchen eingeimpft und wihrend fiinf Tagen
bei 35 bis 37 °C bebriitet. Dann werden 4 bis 5 Trop-
fen Methylrot-Losung zugesetzt. Wenn E. coli oder
E. freundii vorhanden sind, erhilt man eine rot-vio-
lette Farbe, da diese Arten die Eigenschaft besitzen,
Sdure zu bilden. Auch diese Probe ist von Ljutov [27]
griindlich untersucht worden. Er hat gefunden, dass
die Peptonqualitit von Bedeutung ist, und dass die
Variationen in den Ergebnissen teils von dem verwen-
deten Fabrikat abhingig sein kénnen, teils sogar von
Unterschieden zwischen verschiedenen Lieferungen
derselben Marke. Die Bruttemperatur ist von beson-
derer Bedeutung, und Ljutov erhielt die besten Resul-
tate bei 27 °C. Die Brutzeit konnte dann auch auf
3 Tage abgekiirzt werden. Letzteres muss jedoch aus
praktischen Gesichtspunkten als nicht zweckmissig
angesehen werden, da ein spezieller Brutschrank zu
diesem Zweck nahezu unerlisslich ist. Als Reagenz
verwandte Ljutov eine 0,04 %-Methylrot-Lésung in
95 % Alkohol, welche bessere Ergebnisse erbrachte als
folgende drei Lésungen: 1. 0,07 % Methylrot in 95 %
Alkohol, 2. die Lésung von Clark und Lubs, 3. Na-
triummethylrot in 95 % Alkohol. Bei positiver Reak-
tion erhilt man angeblich einen klaren Umschlag zum
Roten, bei negativer dagegen eine deutliche gelbe
Farbe. Farbenabtonungen wie rétlich Orange oder
Ziegelrot sind jedoch nicht ungewdhnlich, was Schwie-
rigkeiten bei der Beurteilung verursachen kann.

Voges-Proskauer-Probe. Das Nihrmedium ist das-
selbe wie fiir die Methylrot-Probe. Die Bakterien wer-
den in ein Rohrchen geimpft und bebriitet, laut Stand-
ard Methods 48 Stunden bei 35 °C und laut deutschem
Einheitsverfahren 5 Tage bei 37 °C. Nach gewissen
Verfassern soll die Ziichtung bei 30 °C ausgefiihrt
werden, da die Aktivitdt einiger Stamme bei 37 °C
niedrig ist. Der schnellste Weg, das Vorkommen von
Acetylmethylcarbinol nachzuweisen ist, sowohl Voges-
Proskauer-Reagenzien als auch Kaliumlauge zuzuset-
zen. Positive Reaktion ergibt dabei eine weinrote
Farbe.

Die Citrai-Probe. Dabei verwendet man ein festes
oder fliissiges Nihrmedium, und die einzige Kohlen-
stoffquelle der Bakterien ist Citrat. Die mit Bakterien
beimpften Medien werden bei 35 bis 37 °C bebriitet.
Fiir fliissige Nidhrlosungen werden dafiir von Standard
Methods 72 bis 96 Stunden empfohlen, wihrend die
Deutschen Einheitsverfahren sich mit 48 Stunden be-
gniigen. Fiir feste Nahrbéden werden 48 Stunden emp-
fohlen. Wachstum auf den Ndhrmedien soll das Vor-
kommen von A. aerogenes oder E. freundii, kein
Wachstum das von E. coli indizieren. Bei dieser Probe
muss man mit einer Reihe von Schwierigkeiten rech-
nen. Kontaminierende Bakterien, die auf dem Sub-
strat gedeihen, was bei Wasseruntersuchungen meist
verwendet wird, konnen zu falschen Ergebnissen fiih-
ren. Kleine Mengen organischer Stoffe, die beim Imp-
fen mit iibertragen werden, kénnen geniigen, den
Bakterien Méglichkeit zu geben, auf dem Citratme-



dium zu wachsen. Das Uebertragen von einer so klei-
nen Menge wie 0,01 ml Peptonwasser bedeutet einen
Zuschuss von 10 mg organischer Substanz zu 10 ml
Citratmedium. Die Citrat-Probe kann darum fiir den
Routinegebrauch Schwierigkeiten bieten.

Fikale Streptococcen

Fikale Streptococcen kamen ungefihr gleichzeitig
mit den coliformen Bakterien zur Anwendung bei
hygienischen Wasseruntersuchungen. Die Methoden,
welche anfangs gebraucht wurden, waren jedoch kom-
pliziert und zeitraubend und der Streptococcen-Nach-
weis fand keine grossere Nutzanwendung. Um die
Mitte der vierziger Jahre erschienen aber neue selek-
tive Medien, und das Interesse fiir diese Diagnostik
hat seither stetig zugenommen, besonders in Amerika.

Die fikalen Streptococcen sollen im Vergleich zu
den coliformen Bakterien den Vorteil haben, dass sie
sich nicht in der Natur vermehren. Im Gegenteil wird
mit der Zeit ihre Anzahl] kleiner und das Vorkommen
fakaler Streptococcen kann angeblich als ein wirkli-
cher Indikator fikaler Verschmutzung betrachtet wer-
den. In einigen Untersuchungen hat man auch gezeigt,
dass fikale Coli rascher aus einem Wasser verschwin-
den als fikale Streptococcen, und man hilt diese Un-
tersuchungsmethode deshalb fiir empfindlicher als die
Coli-Probe.

Die enthusiastischsten Verteidiger der Streptococ-
cen-Methode meinen, deren Vorteile wiren so gross,
dass es nicht undenkbar sei, dass sie die Coli-Probe mit
der Zeit ersetzen werde. Unter solchen Umstinden
koénnte sie als eine Routinemethode zumindest neben
der Coli-Probe ohne Bedenken angenommen werden.

Es kann jedoch kaum verleugnet werden, dass
viele Fragen beantwortet und Probleme gelst werden
miissen, bevor dieser Standpunkt vertreten werden
kann. Die quantitative Verteilung von Enterococcen
und coliformen Bakterien in verschiedenen Gewiissern
variiert bedeutend. Verschiedene Beispiele dafiir sind
bekannt. Bei einer Untersuchung von Wasser aus New
Haven Harbor erhielten Lattanzi und Mood [23] das
Verhiltnis 63 : 1 zwischen den coliformen Bakterien
und Streptococcen. In einem anderen Versuch von
Litsky, Rosenbaum und France [25] war das Verhilt-
nis 13,3 : 1. Um noch ein Beispiel zu nennen, erhielt
Slanetz [37] folgende Verhiltnisse zwischen Entero-
coccen und coliformen Bakterien: 1,9 : 1 in verschie-
denen Wasserproben, 1:1,7 im Abwasser und 15 :1
in Tier-Faeces. Diese augenscheinlich grossen Unter-
schiede in den Ergebnissen finden offenbar ihre Er-
klirung in den verwendeten Nihrboden-Typen. Bei
stirker hemmenden Medien wird der Quotient fiir die
Streptococcen unvorteilhafter, bei schwiicher hemmen-
den vorteilhafter.

Die Wahl der Medien ist von dem Typus der fika-
len Streptococcen, den man als bedeutungsvoll ange-
sehen hat, bestimmt worden. Geht man von Shermans
Kriterien fiir Enterococcen aus, welche oft synonym
fiir fikale Streptococcen gebraucht werden, wird man
wahrscheinlich ein Nihrmedium wiihlen, welches viel

zu selektiv ist. Einige Streptococcen wie S. bovis und S.
equinus passen nicht in die klassische Definition und
es kann auch in Frage gestellt werden, ob es nicht von
Interesse wiire, orale humane Streptococcen wie S. sa-
livarius und S. mitis zu bestimmen. Die heute weit-
gehend akzeptierte Auffassung scheint zu sein, dass
man ein Medium wihlt, welches so wenig wie méglich
hemmend ist.

Im Hinblick auf diese wechselnden Auffassungen
ist es kaum erstaunlich, dass so eine grosse Anzahl
Medien mit verschiedenem Grad von Selektivitiit vor-
handen ist. In Proceedings Rudolfs Research Confe-
rence 1961 in New Brunnswick haben Mallmann [30]
und Slanetz [37], zwei hervorragende Forscher auf
diesem Gebiet, dieses Problem in zwei Artikeln be-
sprochen. Eine umfassende Uebersicht hat auch Kjel-
lander [22] in seiner 1960 veroffentlichten Disserta-
tion gegeben. Eine Reihe hemmender Substanzen, wie
Tellurit, Thalliumacetat, Aethylviolett, Natriumazid
u. a., sind gepriift worden. Die meisten modernen Me-
dien scheinen jedoch auf Natriumazid zu basieren, die
Konzentration dieser Substanz variiert in den verschie-
denen Untersuchungen von 0,01 bis 0,04 %. Es ist je-
doch unklar, welches dieser azidhaltigen Medien vor-
zuziehen ist, da grossere vergleichende Untersuchun-
gen fehlen und auch nicht alle bekannteren Medien
gepriift worden sind. Bei einem von Croft 1959 [13]
durchgefiihrten Vergleich, an dem acht Laboratorien
teilnahmen, gab (AD) Azid-Dextrose-Bouillon mit
(EVA) Aethylviolett-Azid-Bouillon als konformieren-
des Medium die gleiche Ausbeute wie M-Enterococcen-
Agar. Gepufferte Azid-Glyzerin-Glukose (Bagg) fiihrte
bei 20,8 % der untersuchten Wasserproben zu einem
niedrigeren Ergebnis. In diesen Vergleich nicht einbe-
zogen waren indessen neue Medien wie das von Ken-
ner, Clark und Kabler [21] oder das von Colobert und
Morelis [10]. Kenner et al. haben bei ihrem eigenen
Vergleich gefunden, dass ihr Medium dem M-Entero-
coccen-Agar sowie der Bagg-Bouillon und der AD-
EVA-Bouillon iiberlegen ist. Anderseits hat Slanetz,
der das M-Enterococcen-Agar eingefiihrt hat, sein
Medium dem von Kenner nicht unterlegen gefunden.
Kjellander hat schliesslich noch ein neues Medium
eingefiihrt. Es. enthidlt Natriumazid als hemmende
Substanz, aber ausserdem Sorbitol. Der Grund dafiir
ist, dass es verschiedene Arten von Streptococcen bei
Mensch und Tieren gibt und dass die Frequenz sor-
bitolgirender Streptococcen beim Menschen bedeu-
tend hoher ist, als bei Tieren. Nach Kjellander kann
man mit diesem Medium eine Auffassung bekommen,
nicht nur dariiber, ob eine Verunreinigung vorliegt,
sondern auch iiber ihre Herkunft.

Mit Riicksicht auf die noch herrschenden Zweifel
betreffend die geeignete Form des Streptococcen-Te-
stes, ist dieser nicht als Routinemethode in den offi-
ziellen Vorschriften eingefiihrt. In Report 71 sind in-
dessen zwei Medien dafiir angegeben: ein Natrium-
azid-Medium nach Hannay und Norton und eine Tel-
lurit-Laktose-Bouillon.

Standard Methods nennen den Streptococcen-Test
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als eine Methode im Versuchsstadium und empfehlen
drei Medien, die alle Natriumazid enthalten. Zwei
davon sollen fiir den Réhrchen-Test verwendet wer-
den nach der gleichen Technik, die fiir die coliformen
Bakterien gebriuchlich ist. Die Wasserprobe, die
untersucht werden soll, wird dabei zunichst in eine
Serie Réhrchen mit Azid-Dextrose-Bouillon (Mall-
mann und Seligmann) gebracht, und die Réhrchen
werden bei 35 °C 24, eventuell 48 Stunden bebriitet.
Diejenigen Rohrchen, die Wachstum aufweisen, wer-
den sodann in Aethylviolett-Azid, Bouillon (Litsky,
Mallmann, Fifield) bei 35 °C 48 Stunden subkultiviert.
Triibung oder eine purpurfarbene, scheibenférmige
Ausfillung am Boden des Rohrchens wird als Beweis
fiir das Vorkommen von Enterococcen gewertet. Das
dritte Medium, M-Enterococcen-Agar (Slanetz, Bart-
ley) ist fiir Membranfilter bestimmt. Das Membran-
filter wird, nachdem die Wasserprobe hindurchgesaugt
worden ist, direkt auf Platten mit diesem Medium ge-
legt und bei 35°C 48 Stunden bebriitet. Alle roten
und rosa Kolonien werden als Enterococcen gerech-
net. Die Auszidhlung der Kolonien soll bei etwa zehn-
facher Vergrosserung durchgefiihrt werden.

Clostridium welchii

Es ist seit langem wohlbekannt, dass Clostridium
welchii im Darm des Menschen und warmbliitiger
Tiere vorkommt. Clostridium welchii tritt daher auch
im Abwasser auf, und mehrere Forscher, wie z.B.
Wilson in England, haben deshalb vorgeschlagen, den
Organismus als Indikatorbakterium bei Wasserunter-
suchungen zu verwenden. Mehrere Forscher fanden es
indessen schwer, eine Korrelation zwischen coliformen
Bakterien, Cl. welchii und dem Verunreinigungsgrad
eines Wassers nachzuweisen. Das quantitative Vorkom-
men von Cl. welchii im Darm ist auch niedrig im Ver-
gleich mit coliformen Bakterien, was den Test natur-
gemiiss weniger empfindlich macht. Anderseits sind
die Sporen sehr resistent, was ermoglicht, eine Verun-
reinigung auch in solchen Situationen nachzuweisen,
wo die coliformen Bakterien auf Grund ungiinstiger
dusserer Bedingungen zugrunde gegangen sind. Das
kann beim Studium von biologischen Reinigungseffek-
ten wertvoll sein, z. B. bei Abwasserreinigung oder in
verhiltnismissig reinen Gewissern, wo eine Verunrei-
nigung weit zuriick liegt. Inwieweit solche Situationen
bei der Analyse von verschmutzten Oberflichenwiis-
sern auftreten, kann in Frage gestellt werden. In jiin-
gerer Zeit hat Bonde [3] umfassende Studien an Cl.
welchii ausgefiithrt und die Frage seiner Anwendbar-
keit als Indikatororganismus erneut aktualisiert. In
den offiziellen Anweisungen findet man auch nicht
unerwartet nur in Report 71 einen Hinweis auf Sub-
strate. Zwei Medien werden empfohlen, von denen das
eine zu sogenannter stiirmischer Fermentation in
Lackmusmilch und das andere zu Sulfitreduktion auf
der Basis von Natriumsulfat und Eisensulfat fiihrt.
Bonde hat diese Medien mit kleineren Modifikationen
bei seiner Arbeit verwendet.
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Untersuchung von pathogenen Bakterien

Der direkte Nachweis von pathogenen Bakterien
im Wasser gibt zweifellos eine adiquatere Aufklidrung
iiber die Ansteckungsgefahr eines Wassers als nur In-
dikatororganismen. Das Interesse fiir diese Unter-
suchungsform hat auch in den letzten Jahren stetig zu-
genommen, und es existieren mehrere Methoden. Col-
let und Mitarbeiter [9] verwenden Membranfilter und
filtrieren 1 bis 2 Liter Wasser. Das Membranfilter
wird dann auf ein geeignet selektives Salmonella-Shi-
gella-Medium gebracht, das bei 37 °C 48 Stunden be-
briitet wird.

Eine andere Methode ist die sogenannte Hyflo-
Super-cel, die auf Kieselgur basiert. Um die Filter-
kapazitit zu erhéhen und Blockierung des Filters zu
verhindern, kann die Kieselgur dem Wasser direkt zu-
gesetzt werden. Die Kieselgur kann sodann in ein fliis-
siges Anreicherungsmedium iiberfithrt werden oder
die Ziichtung kann direkt auf festem Salmonella-Shi-
gella-Medium geschehen.

Eine wertvolle Methode scheint auch Moores [34]
sogenannter «sewage swab» zu sein. Dabei wird der
«swaby direkt in das Wasser, das untersucht werden
soll, ausgesetzt und mehrere Tage exponiert. Bakte-
rientragende Partikel bleiben im «swab» hingen, und
indem dieser in ein selektives Anreicherungsmedium
iiberfithrt wird, kann man aus diesem Medium spiter
pathogene Organismen herausziichten. Dies ist eine
handliche Methode, allerdings ist sie nur vom qualita-
tiven, aber nicht vom quantitativen Gesichtspunkt aus
befriedigend.

Verdichtige Bakterienkolonien, die auf den ver-
schiedenen Nihrboden wachsen, werden mit bekann-
ten Methoden biochemisch und serologisch verifiziert.

Die Fluoreszenztechnik ist ein interessanter Zu-
schuss in der bakteriologischen Diagnostik. Mit ihrer
Hilfe ist es denkbar, eine pathogene Bakterie in einem
Wasser auf bedeutend schnellere Weise als bisher zu
diagnostizieren.

Am Bakteriologischen Institut in Uppsala sind ver-
schiedene Methoden fiir die Untersuchung von ver-
schmutzten Oberflichenwiissern gepriift worden.
Membranfilter erwiesen sich auf Grund zu langer Fil-
trierzeiten als weniger geeignet. Moores «sewage swab»
ergab die besten Resultate. Die Fluoreszenzmethode
erwies sich als voll verwendungsfihig und war, nach
allem zu urteilen, empfindlicher als die konventionel-
len Methoden. Thr Nachteil ist zurzeit mangelhafte
Spezifitit betreffend Salmonellabakterien auf Grund
von Mitagglutination.

Vorschlag
fiir von der Féderation Europdischer Gewdsserschutz
zu empfehlende Methoden

Betreffend diese Aufgabe haben die Berichterstat-
ter gefunden, dass grosse Schwierigkeiten vorliegen.
Wie aus der vorgelegten Uebersicht hervorging, exi-
stieren eine Reihe verschiedener Medien und Bestim-
mungsmethoden fiir jeden Typ von Untersuchung. In



verschiedenen Lindern hat man verschiedene Wege
gesucht, und lokale Traditionen haben sich herausge-
bildet. Als Beispiel dafiir mag genannt werden, dass
die Mac-Conkey-Bouillon seit iiber 50 Jahren in Eng-
land im Gebrauch ist. Man kann erwarten, dass sehr
iiberzeugende Beweise vorgelegt werden miissen, be-
vor eine wohl eingearbeitete Methode aufgegeben
wird. Es muss deshalb leider festgestellt werden, dass
vergleichende Untersuchungen unter véllig gleichwer-
tigen Bedingungen ausserordentlich selten sind, und
kaum eine davon ist ganz einwandfrei. Es ist erstaun-
lich, dass so wichtige Angaben wie die Herkunftsbe-
zeichnungen von Pepton und Hefe- und Fleisch-
extrakt, die in das Medium eingehen, oft fehlen. Aus
diesem Gesichtspunkt wire ein wohl definiertes, ganz
synthetisches Medium, wie z. B. das von Burman und
Oliver, das auf Glutaminsaure basiert, fiir die Colidiag-
nostik vorzuziehen. Fiir dieses Medium fehlen jedoch
bis jetzt restlos iiberzeugende Resultate, und verschie-
dene Forscher sind zu verschiedenen Schlussitzen ge-
langt. Gegen diesen Hintergrund scheint es eine beson-
ders angelegene Aufgabe fiir die FEG, zu solchen
vergleichenden Untersuchungen anzuregen. Von
schwedischer Seite erkliren wir uns gern bereit, an
einer solchen internationalen Zusammenarbeit teilzu-
nehmen.

Unser Vorschlag ist im Einvernehmen mit Profes-
sor H.Lundbick und Professor L.O.Kallings am
Staatlichen Bakteriologischen Laboratorium in Stock-
holm gemacht. Er stimmt im wesentlichen mit den
offiziellen Normen iiberein, die heute in Schweden fiir
Wasseranalysen gelten. Betreffend die Bestimmung
von coliformen Bakterien und E. coli werden zwei
Alternativen vorgelegt. Die eine entspricht der
Methode, die in Schweden gebriuchlich ist, die andere
dem Vorschlag, welcher von der OECD Working Party
in Paris im November 1963 vorgelegt wurde. Dieses
Komitee hat praktisch auf das selbe Ziel hingearbei-
tet, wie die FEG, ndmlich eine Standardisierung der
Untersuchungsmethoden, und wir haben es deshalb fiir
richtig befunden, seinen Vorschlag hier als Alternative
zu unserem eigenen aufzustellen.

Diejenigen Medien und Methoden, welche nach
Auffassung der Berichterstatter in Frage kommen
sollten, werden im folgenden aufgefiihrt und begriin-
det.

1. Bestimmung der Gesamtkeimzahl

Es ist iiblich, in irgendeiner Form die Gesamtzahl
der Bakterien in einer Wasserprobe zu bestimmen.
Ihrem Wert kann indessen keine so grosse Bedeutung
zugemessen werden, als dass mehr als ein Typ von Me-
dium angewandt zu werden brauchte. Es ergibt sich
dabei als am natiirlichsten, das Gelatinemedium weg-
zulassen. Dieses Medium ist nicht ganz leicht herzu-
stellen und auch die wechselnde Qualitit der Gelatine
bereitet zusitzliche Schwierigkeiten. Ferner kann
reichliches Auftreten von gelatineverfliissigenden Bak-
terien die Auszihlung storen. Mit Riicksicht darauf
erscheint es geeigneter, die Gesamtkeimzahl auf einem

agarhaltigen Medium zu bestimmen. Die Bestimmun-
gen sollten ausgefiihrt werden teils mit Bebriitung bei
etwa 22 °C und Auszihlung nach drei Tagen, teils mit
Bebriitung bei 35 °C und Auszihlung nach einem Tag.
Die niedrigere Temperatur von 35 °C wurde aus prak-
tischen Griinden gewihlt, da sie auch fiir die Bestim-
mung von coliformen Bakterien empfohlen werden
wird.

2. Bestimmung von coliformen Bakterien und E. coli

Wir haben gefunden, dass gegenwiirtig die Gir-
réhrchen-Methode die meisten Vorteile bietet. Sie ist
gut eingearbeitet und in allen Lindern bekannt, die
mit bakteriologischen Wasseranalysen arbeiten. Als
erste Alternative mochten wir die in Schweden einge-
fithrte Routinemethode nennen. Fiir coliforme Bak-
terien umfasst dieser Vorschlag sowohl einen préisum-
tiven als auch einen konfirmativen und einen kom-
pletten Test. Als Medium méchten wir ein reines Lak-
tosemedium ohne Zusatz von hemmenden Substanzen
empfehlen. Hierdurch kann zwar eine hohere Fre-
quenz falscher positiver Proben beim prisumtiven
Test erwartet werden, aber das diirfte durch eine gros-
sere Ausbeute an coliformen Bakterien aufgewogen
werden. Ein Medium von diesem Typ fordert jedoch
Verifizierung mit einem konfirmativen Test von wei-
terem Umfang. Dabei sollten nach unserer Auffassung
in jeder Serie, wo Sdure- und Gasbildung auftritt, alle
Rohrchen, die Triibung zeigen, ausgestrichen werden.
Fiir den konformativen Test konnen sowohl Endoagar
als auch Brillantgriin-Rohrchen angewendet werden.
Betreffend die Bebriitungstemperatur schliessen wir
uns der amerikanischen Auffassung an, dass sie 35 °C
sein sollte, da dabei eine signifikant grossere Ausbeute
an coliformen Bakterien gewonnen wird. Fiir E. coli
empfehlen wir Direktbebriitung in reiner Laktose-
bouillon bei 44 °C. Man trifft gelegentlich die Auf-
fassung, dass dies eine etwas niedrigere Ausbeute gibe,
aber es ist auf jeden Fall ein Vorteil, dass die ganze
Untersuchung gleichzeitig auf einem einheitlichen Me-
dium durchgefiihrt wird.

Als Alternative zu diesem Vorschlag haben wir die
vom Pariser Komitee empfohlene Methode gewiihlt.
Sie basiert auf Mac-Conkey-Bouillon fiir die prisum-
tive Ziichtung, und fiir die konfirmative Ziichtung
wird Brillantgriin-Bouillon verwendet. Der Nachweis
von E. coli geschieht durch Sekundirziichtung auf
Brillantgriin-Bouillon bei 44 °C.

Betreffend den Vorschlag des Pariser Komitees
kénnen keine Detailanweisungen gegeben werden, da
solche im Rapport fehlen. Das Prinzip fiir die Methode
ist in diesem Bericht bereits beriihrt worden.

3. Uebrige Methoden

Die Membranfiltermethode ist in vieler Hinsicht
interessant. Sie ist indessen noch nicht reif fiir eine
routinemissige Anwendung. Ein sehr wesentlicher Ein-
wand ist, dass sie Resultate ergibt, die mit denen der
Réhrchen-Methode nicht ganz iibereinstimmen. Die
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sanitire Beurteilung eines Wassers baut heute im we-
sentlichen auf einer umfangreichen, gesammelten Er-
fahrung von Untersuchungen mit der Rohrchen-
Methode. Bevor die Membranfilter sie ersetzen kon-
nen, ist eine sehr weitgehende Uebereinstimmung zwi-
schen den beiden Methoden erforderlich. Diese Situa-
tion ist bisher noch nicht eingetroffen.

Weder die Enterococcen- noch die Clostridien-Teste
kénnen bislang als geniigend ausgeprobt angesehen
werden, um als Routinemethode eingefiihrt zu werden.

Die Bestimmung der pathogenen Mikroorganis-

men in einem Wasser kann heute mit einer Reihe ver-
schiedener Methoden relativ leicht durchgefiihrt wer-
den. Die meisten davon bauen auf Filtrierung von
Wasser und Sekundirziichtung in selektiven Medien
von gebriuchlichem Typ. Moores «swab» ist einfach
und zuverlissig, liefert aber keine Angaben iiber die
Quantitit der untersuchten Bakterien. Die Fluores-
zenztechnik bietet offensichtlich neue, interessante
Moglichkeiten. In Erwartung der kommenden Ent-
wicklung erscheint es nicht angebracht, eine spezielle
Methode fiir Routinegebrauch zu empfehlen.
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