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DAS ZAULED YO0 DMIKROORGANISWMED

Von Dr. Hans Liitht

Fiur den Arzt, den Bakteriologen und den Hy-
gieniker ist es oft wichtig, die Anzahl der in einer
Raumeinheit gefundenen Kleinlebewesen (be-
stimmte Zellen, Bakterien, Pilzsporen usw.) zu
kennen. Zwei allgemein bekannte Beispiele mé-
gen diese Behauptung beweisen:

Im Blut des gesunden Menschen zihlt man pro
Kubikmillimeter vier bis fiinf Millionen rote Blut-
kérperchen (Erythrozyten). Diese Zahl bleibt un-
ter gleichen duflern Lebensbedingungen ziemlich
konstant. Beim kranken Menschen aber steht
eine auffallende Anderung derselben in direktem
Zusammenhang mit bestimmten Krankheitshil-
dern (Andmie). Dem Arzt dient deshalb das Fest-
stellen der Erythrozytenzahl eines Patienten zur
Sicherung seiner Diagnose.

Reines Trinkwasser soll nach den strengen Vor-
schriften unserer Gesundheitsbehdrden héchstens
100 Bakterien im Kubikzentimeter enthalten.
(Vergleiche auch den Aufsatz von Dr. Frei-Sulzer
im Oktober-Heft Nr. 6, 1. Jhg. des «Prisma».)
Unter diesen erlaubten 100 Keimen diirfen aber
keine bekannten Krankheitserreger vertreten sein.

Bild 1. Die Thoma-Kammer mit dem dazugehérenden, plan-
geschliffenen Deckglas. Die erhohte Mittelpartie wird durch
die zwei dunkel erscheinenden Querrillen in drei rechteckige
Flichen geteilt. Auf der mittleren erscheint etwas dunkler die
in winzige Quadrdtchen aufgeteilte Fliche eines Quadratmilli-
melers. Photo R. Isler
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Bild 1a: Schnitt durch die Thoma-Kammer. Auf den Flichen
A und B der erhohten Miitelpartie liegt das Deckglas. Die
Fliche C tragt die Netzteilung, das heift die Grundfliche der
Zihlkammer. Thre Hohe betrigt 1/,, mm (Abstand von C zum
Deckglas).
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In beiden Beispielen geht es um die Feststel-
lung einer bestimmten Zahl von lebenden Zellen.
Der Arzt kann sich mit der Zahl allein begniigen.

- Der Hygieniker und Bakteriologe aber braucht

neben der Zahl auch Anhaltspunkte iiber die Art-
zugehorigkeit der festgestellten Keime.
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Bild 2: Zdhlung von Hefezellen mit der Thoma-Kammer. Die
Mikroaufnahme zeigt eine der 16 Gruppen zu je 16 Quadrdt-
chen. Die hellen Zellen sind lebend und entwicklungsfihig. Im
Gegensatz zu thnen haben sich die toten mit Methylenblau an-

firben lassen und erscheinen im Bilde dunkel.
Photo Dr. Hans Liithi

Den verschiedenen Bediirfnissen entsprechend
haben sich die Arbeitsmethoden fir die Keim-
zdhlung entwickelt. Bei der direkten Zihlung (Bei-
spiel Blutkérperchen) werden — nach geeigneter
Vorbereitung — die Keime (Zellen) einer bestimm-
ten, sehr kleinen Volumeneinheit einzeln ausge-
zéhlt und durch Multiplikation der Gehalt eines
Kubikmillimeters oder -zentimeters bestimmt.
Das Auszihlen wird unter dem Mikroskop ent-
weder in einer kleinen Zihlkammer (Bild 1 und
la) oder im gefdrbten Ausstrichpriaparat (nach
Breed) auf bestimmten Flidcheneinheiten vorge-
nommen. Das Zihlen bei Dunkelfeldbeleuchtung
im Mikroskop ist weniger iiblich.

Wo Anhaltspunkte iiber die physiologischen
Eigenschaften der Keime wichtig sind (Beispiel
Wasseruntersuchung), werden zur Bestimmung
des Keimgehaltes Kuliurmethoden verwendet. Sie
bestehen im Prinzip darin, dafl die zu priifende
Aufschwemmung von Keimen entweder direkt,
oder nach geeigneter Verdiinnung in fliisssigen oder
festen Nihrmedien zur Entwicklung gebracht



wird. Die nach einiger Zeit gewachsenen Kolonien geben Auf-
schluf iiber die urspriingliche Keimzahl der Suspension und,
bei geeigneter Wahl des Ndhrmediums, zugleich schon wichtige
Angaben iiber die Eigenschaften der einzelnen Organismen.

Das direkte Zihlen mit Hilfe der Zihlkammer

Die zur Zahlung von Blutkérperchen oder Mikroorganismen
bei uns am hiufigsten verwendete Kammer ist die von den Zeif}-
werken fabrizierte Thoma-Kammer (Bilder 1 und 1a). Die er-
hohte Mittelplatte wird durch zwei tiefe Querrillen (in Bild 1
schwarz erscheinend) in drei plan geschliffene, lange rechteckige
Flichen geteilt. Die mittlere Fliche liegt genau 0,10 mm tiefer
als die bei den #duflern, auf welche das 0,4 mm dicke, plan ge-
schliffene Deckglas zu liegen kommt. Die mittlere Flache tragt
eine Netzteilung: Ein Quadratmillimeter ist in 16 Gruppen zu
je 16 kleinsten Quadraten von !/,, Millimeter Seitenlinge ein-
geteilt (Bild 1 und 2). Dadurch, daf diese Fliche um 1/,, Milli-
meter tiefer liegt als die beiden duBlern, auf welchen das Deckglas
aufruht, entsteht iiber jedem Quadridtchen von 1/,,, Quadrat-
millimeter Fliche ein Raum von 1/,,,, Kubikmillimeter Inhalt;
iiber einer in Bild 2 sichtbaren Gruppe von 16 Feldern also ein
solcher von 1/, Kubikmillimeter.

Mit Hilfe dieser duflerst prizis gearbeiteten Ziahlkammer wird
es moglich, auf recht einfache und rasche Art die Mikroorganis-
men in einer Suspension direkt zu zdhlen. Es ist dabei wichtig,
daff man durch gutes Mischen wirklich eine Durchschnittsprobe
erhilt und dal bewegliche Organismen vor der Zihlung ab-
getotet werden. Sowohl die Glasplatten wie auch das diinne
Deckglas miissen vor Gebrauch sorgfiltig gereinigt werden, da-
mit eine gleichmiflige Verteilung der Organismen iiber dem
feinen Liniennetz der Kammer zustande kommt. Das Deckglas
wird aufgelegt und ein kleiner Tropfen der zu untersuchenden
Zellsuspension an dessen Rand auf die mittlere Fliche gebracht.
Durch die Kapillarwirkung saugt sich der Raum zwischen
Deckglas und Kammer voll und nach einer kurzen Wartezeit
haben sich die gleichmiBig verteilten Organismen auf die feinen
Quadritchen abgesetzt und kénnen unter dem Mikroskop leicht
ausgezihlt werden.

Die Durchschnittszahl Z der in mehreren 16er Gruppen fest-
gestellten Zellen multipliziert mit 250 ergibt die in einem Kubik-
millimeter vorhandene Organismenzahl (X). Wenn zur bessern
Zzhlung eine Verdiinnung der Organismensuspension vorgenom-
men werden muflte, so ist noch mit dem Verdiinnungsfaktor V
zu multiplizieren, also:

X=250.7Z.V

Um ein méglichst genaues Resultat zu erhalten, miissen
solche Zihlungen immer mehrfach durchgefiihrt werden. Auch
dann aber betrigt nach E. Abbe (Gesammelte Abhandlungen,
I.Band, Jena, 1904) der wahrscheinliche Fehler noch mehrere

Bilder 3 bis 6: Vier Aufnahmen einer Plattenkultur in Petrischalen. Die weif3en
Punkte sind Kolonien einer bestimmien Heferasse. Die zur Zihlung des un-
bekannten Keimgehaltes der Hefensuspension vorgenommene Verdiinnung steht
in den vier Aufnahmen im Verhilinis von 1:10:100:1000, Am besten brauchbar
ist die Platte auf Bild 5. Photos Dr. Hans Liithi




Prozente, z. B. bei einer Blutkérperchenzihlung
immer noch mehrere Einheiten der zweiten Dezi-
male, wenn die Zahl in Millionen pro Kubikmilli-
meter angegeben wird.

Es ist mit dieser Methode ohne besondere Maf3-
nahmen nicht méglich, lebende von toten Zellen
zu unterscheiden. Bild 2 zeigt eine Suspension
von lebenden und toten Hefezellen in der Thoma-
Kammer. Um die toten darunter zu erkennen,
wurden alle Zellen mit einer wisserigen Methylen-
blau-Lésung behandelt. Die vorher durch ein Gift
abgetoteten Zellen farben sich nun blau, weil ihre
Zellwéande fiir den Farbstoff gut durchlissig ge-
worden sind. Die noch lebenden Zellen erscheinen
dagegen hell, weil der Farbstoff nicht in sie ein-
dringen konnte.

Die mit der Zahlkammer erhaltenen Werte sind
meistens etwas zu hoch, weil sich lebende und
tote oder nicht mehr entwicklungsfihige Zellen,
insbesondere solche kleinerer Organismen, nicht
voneinander unterscheiden.

Das Ziihlen nach der Kulturmethode wird iiberall
dort angewendet, wo man neben der absoluten
Zahl der lebens- und entwicklungsfihigen Keime
zugleich auch Aufschlu} iiber deren physiologi-
sche Eigenschaften haben muf, also z. B. bei
Wasser- oder Milchuntersuchungen. Das Vorgehen
bei der Arbeit sei im folgenden kurz beschrieben.

Als Kulturgefifle dienen normalerweise Petri-
schalen (Glasschalen von 9 cm Durchmesser und
1,5 cm Hohe), seltener auch gewhnliche Reagens-
rohrchen. Gelatine oder Agar mit verschiedenen
gelosten Stoffen als Zusitze sind die gebrduch-
lichsten natiirlichen Nihrboden. Je nach Wahl
der Zugaben und des Sduregrades dieser Nihr-
boden entstehen kollektive oder elektive Nahrsub-
strate, das heifit Ndahrboden, auf denen zahlreiche
oder nur einzelne Arten sich zu entwickeln ver-
mogen. Mit einer MeBpipette wird cin bestimmtes
Quantum der méglichst homogenen Organismen-
suspension in die Petrischale gebracht und mit
dem noch flisssigen Nihrboden gleichmiBig ver-
mischt. Auf kiihler Unterlage erstarrt der Nihr-
boden bald und wird dann bei bestimmten Tem-
peraturen, z. B. 200 oder 37° C, im Thermostat
«bebriitet». Das Ausziihlen der Kolonien erfolgt
nach einer bestimmten Zeit, die bei Wasserunter-
suchungen z. B. fiinf Tage betrigt.

Auf den Bildern 3-6 sind Plattenkulturen mit
Hefekolonien zu sehen. Alsnatiirlicher Ndhrboden
diente in dem abgebildeten Versuch Gelatine mit
einem Zusatz von Traubensaft. Wenn man, wie in

diesem Fall, iiber die Organismenzahl der zu un-
tersuchenden Suspension wenig Anhaltspunkte
hat, so empfiehlt es sich, stufenweise zu verdiin-
nen, damit man sicher auszihlbare Resultate (das
heiBit Platten mit 150-300 Kolonien) erhilt. Auch
bei der Kolonienzihlung mufl das Endergebnis
ein Mittelwert aus mehreren Versuchen sein. Im
abgebildeten Falle ist jede folgende Verdiinnung
zehnmal grofler als die vorhergehende. Da alle
Platten zur gleichen Zeit hergestellt und gleich
lange «bebriitet» wurden, muf} der Gréflenunter-
schied der einzelnen Hefekolonien auffallen. Mit
zunehmender Zahl der Zellen wird die gegenseitige
Beeinflussung groBer und auch das Wachstum der
Einzelkolonie stirker gehemmt. Das Bild der Ko-
lonien auf den vier Platten ist einheitlich, weil es
sich um Zellen einer einzigen Heferasse handelt.
In manchen praktischen Fillen erhilt es aber
durch die Verschiedenheit der Organismen eine
bunte Vielgestaltigkeit.

Die Kulturmethode bietet mit ihrer groflen
Kombinationsfihigkeit der Ndhrboden viele Mog-
lichkeiten. Sollen aber vergleichbare Resultate er-
zielt werden, so miissen nicht nur Zusammenset-
zung und Reaktion der Néhrbéden, sondern auch
Bebriitungstemperatur und -dauer genau stan-
dardisiert werden. Bei Anderung nur eines Fak-
tors wiirde sich sofort auch das Ergebnis einer
Untersuchung dndern.

Wenn die aufgezihlten Faktoren genau einge-
halten werden, so ergibt die Kulturmethode guten
Aufschlufl iiber Zahl und Zusammensetzung der
Organismen in einem bestimmten Medium. Ihr
Ergebnis ist aber nicht ein absolutes, weil es trotz
gutem Schiitteln nicht gelingen wird, zusammen-
klebende Einzelzellen (vergleiche Bild 2) vonein-
ander zu trennen. Es ist ferner nicht moglich, Zu-
sammensetzung und Reaktion des Nahrbodens so
zu wihlen, daf alle in einer Suspension zufillig
vorhandenen Organismenarten auch zur Entwick-
lung gelangen konnen. Die Zahl der Kolonien
wird darum in der Praxis nur sehr selten der ur-
spriinglichen Zahl lebender Zellen entsprechen.
Sie wird aus bekannten Griinden auch immer
wesentlich kleiner sein, als eine Kontrollzihlung
mit der Zihlkammer.

Weder das Zihlkammerverfahren, noch die
Kulturmethode vermodgen uns absolut genaue
Zahlen zu geben. Jede Methode ist mit bestimm-
ten Fehlerquellen behaftet. Trotzdem haben sich
beide in Wissenschaft und Praxis bewihrt und
sind daraus nicht mehr wegzudenken.
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