Mikrobiologische Untersuchungsverfahren
von Badegewissern nach Badegewisserrichtlinie

76/160/EWG

Mitteilung des Umweltbundesamtes nach Anhérung der Bund-Linder-
Arbeitsgruppe Badegewisser sowie der Badewasserkommission des UBA

Auf Veranlassung der Bund-Linder-Ar-
beitsgruppe Badegewisser wurde vom
Bundesministerium fiir Umwelt, Natur-
schutz und Reaktorsicherheit eine Ad-
hoc-Unterarbeitsgruppe von Mikrobio-
logen berufen, mit dem Auftrag, als Ver-
treter der Linder einen abgestimmten
Vorschlag fiir einheitliche Untersu-
chungsmethoden fiir Badegewisser zu
erarbeiten. Die Badewasserkommission
des UBA befafte sich ebenfalls mit einer
Vereinheitlichung von Verfahren fiir die
Untersuchung von Gewissern.

Mit Beginn des Jahres 1994 wurde ein
Entwurf zur Novellierung der Richtlinie
publiziert, und damit wurden neue Vor-
gaben fiir die mikrobiologischen Para-
meter bekannt. Es entstand die schwie-
rige Situation, dafy sowohl itber Parame-
ter und Untersuchungsmethoden der
zur Zeit noch giiltigen EG-Richtlinie als
auch tiber Parameter und Untersu-
chungsmethoden einer zukiinftigen EU-
Richtlinie zu entscheiden war (Tab. 1).

Der Zeitpunkt fiir das Inkrafttreten der
neuen Richtlinie ist unsicher. Es ist nicht
auszuschliefen, daf die gegenwirtige

Richtlinie u.U. noch lingere Zeit giilug
bleiben wird. Das bedeutet, dafl Metho-

Bundesgesundhbl. 10/95

den, tiber die zu befinden war, noch eine
unbestimmte Zeit angewendet werden.
Hinsichtlich der Zukunftsprognose
mufite man allerdings zwangslidufig von
dem vorliegenden Entwurf ausgehen.

Um einen Vergleich bisheriger Untersu-
chungsergebnisse mit zukiinftigen nicht
von vornherein unmdoglich zu machen,
mufiten dariiber hinaus in Frage kom-
mende Untersuchungsverfahren auch
unter diesem Gesichtspunke kritisch be-
wertet werden. Das bedeutete unter an-
derem, daff die bisher in den Lindern tib-
lichen Untersuchungspraktiken in die
Betrachtungen einbezogen werden mufi-
ten. Im Hinblick auf eine zu erwartende
Novellierung der EG-Richtlinie sollten
dabei auch die in den letzten Jahren in
der Literatur beschriebenen neuen Un-
tersuchungsverfahren  berticksichtigt
werden.

In den letzten Jahren sind in der mikro-
biologischen Wasseranalytik in der EU
und auch in einigen Lindern der Bun-
desrepublik zunehmend Verfahren auf
fluoreszenzoptischer Grundlage einge-
fithrt worden. Damitergibt sich auch fiir
die Bundesrepublik die Notwendigkeit
zu iiberpriifen, inwieweit diese Verfah-

ren fiir Badegewisseruntersuchungen
geeignet sind und ob eine Ubereinkunft
tiber einheitlich in den Laboratorien der
Bundeslinder anzuwendende Verfahren
erreicht werden kann. In diesem Zusam-
menhang ist entsprechend der ange-
spannten Finanzlage zwangslidufig auch
der Frage nach Vereinfachungsmoglich-
keiten nachzugehen. Dabei sind hiufi-
gere Untersuchungen von Badegewis-
sern mit einer weniger aufwendigen Me-
thode gewichtiger einzustufen als ent-
sprechend aufwendige, dafiir aber
zwangsliufig seltener durchzufiihrende
Uberpriifungen.

Tabelle 1: Mikrobiologische Parameter ge-
mifl der EG-Richtlinie iiber die Qualitit der
Badegewisser

Derzeitgiiltige Fassung Neuentwurf

Fikalcoliforme Bakte- Escherichia coli
rien

Gesamtcoliforme Bakte- -

rien

Streptococcus faec. Streptococcus
faec.
Salmonellen ——
Darmviren Darmviren

Bakteriophagen
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Der Entwurf der Richtlinie sieht die Ein-
fihrung von Coliphagen als Indikatoren
fir enterale Viren vor. In Vorgriff auf
eine endgiiltige Verabschiedung wird im
Anhang ein Verfahren fiir die Bestim-
mung von Coliphagen sowie der Voll-
stindigkeit halber eine Methode fiir die
Bestimmung von Viren angegeben.

Die im Anhang beschriebenen Untersu-
chungsverfahren wurden mehrheitlich
von den Lindervertretern und von der
Untergruppe Mikrobiologie der Bade-
wasserkommission befirwortet.

Primiransatz und Anreicherungs-
verfahren

Mit Ausnahme der Salmonellen und der
Darmviren erfordern die Untersuchun-
gen im Hinblick auf die Beurteilung, ob
Richtwerte erfiillt oder Grenzwerte
tberschritten werden, eine quantitative
Bestimmung der betreffenden Bakte-
rienkonzentrationen. Sowohl die z.Z.
giiltige als auch der Entwurf fiir die neue
Richtlinie lassen als Verfahren zur zah-
lenmifligen Erfassung der Bakterien-
konzentrationen alternativ Membranfil-
tration mit direkter Erfassung der Bakte-
rienzahlen als Koloniezahlen oder einen
Mehrfachansatz mit Flissigkeitsanrei-
cherung und Bestimmung der MPN
(most probable number = héchstwahr-
scheinliche Zahl) und Auswertung auf
statistischer Basis zu. Die Lindervertre-
ter entschieden sich wegen des geringe-
ren Arbeitsaufwandes nahezu einstim-
mig fiir letzteres Verfahren.

Im Prinzip gilt, dafl sich schon mit weni-
gen Rohrchen, wie bet der Bestimmung
des Titers iblich, ein MPN-Wert errech-
nen liflt. Die Standard Methods (USA)
sehen in den Ausgaben der letzten Jahre
einen Ansatz mit wenigstens finf Paral-

Tabelle 2: Nachweis verschiedener Bakterien als
terien mit unterschiedlichen MUG-enthaltenden

lelrethen vor, vom Pasteur-Institut in
Lille (EU) werden Ansitze mit wenig-
stens 64 Rohrchen als untere Grenze an-
gesehen. Unter Beriicksichtigung der
seuchenhygienischen Aspekte beim Ba-
degewisser in Relation zum Trinkwas-
ser wurde der Aufwand eines dreifachen
Parallelansatzes, und zwar mit dret bzw.
vier Verdiinnungsstufen, d.h. Volumina

-von 1 ml bis 1072 bzw. 1073, und einem

Keimerfassungsbereich von < 30 bis
> 11 000 bzw. 110000 in 100 ml hin-
sichtlich der zu erwartenden Genauig-
keit als ausreichend angesehen.

Beim kiinftigen Wegfall der gesamtcoli-
formen Bakterien konnte die letzte Ver-
dinnungsstufe entfallen, da der E.
coli (Fikalcoliformen)-Grenzwert mit
dem Erfassungsbereich von < 30 bis
> 11 000 voll abgedeckt ist.

Nachweismethoden fiir fikalcoli-
forme (E. coli) und gesamtcoli-
forme Bakterien

Unter den genannten Pramissen (Redu-
zierung des Laboraufwandes) bietet sich
der »Einrdhrchentest« unter Verwen-
dung von 4-Methylumbelliferyl-£-D-
glucuronid und Bewertung des entste-
henden fluoreszierenden Spaltproduk-
tes Methylumbelliferon an, bei dem An-
reicherung und Bestitigung in demsel-
ben Ansatzrohrchen stattfinden. Nach
bisherigen Erfahrungen ergeben sich fiir
den Nachweis von E. coli (fikalcoli-
forme Bakrterien) bei 36/37 °C und
44 °C Inkubation keine statisusch rele-
vanten Unterschiede. Aus labortechni-
schen Griinden sollte auf die 44 °C-An-
reicherung zugunsten einer Anreiche-
rung bel 36/37 °C verzichtet werden.

Obwohl

Reaktionen

gelegentlich  falsch-positve

durch  MUG-spaltende

Escherichia coli oder als gesamtcoliforme Bak-
Nihrmedien

Organismengruppe Nachweismedien
MUG-Lauryl- MUG-BRILA- LMX-
sulfat- Bouillon Bouillon
Bouillon

Escherichia coli (Fikalcoliforme) ++ + + + +

Coliforme Enterobakterien aus Fi- + + + -+ ++

kalien

~ Coliforme Enterobakterien aus der + + + + +

Umwelt

Nichtkoliforme Enterobakterien - - ++

mit ONPG-Spaltung

Laktosevergirende Aeromonaden - ++ -
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Stimme von Salmonellen, Shigellen,
Clostridien und einigen Keimen aus der
Mikrokokken-/Staphylokokkengruppe
vorkommen konnen, handelt es sich
hierbel um vernachlissigbare Einzelfille
[6]. Somit werden beim Nachweis fikal-
coliformer Keime aufgrund der MUG-
Spaltung iiberwiegend Stimme von
Escherichia coli erfafit.

Die gesamtcoliformen Bakterien sind
nach tibereinstimmender Meinung als
laktosepositive Enterobacteriaceae zu
definieren. Eine Erfassung von fikalco-
liformen Bakterien (gasbildend, MUG-
positiv) und gesamtcoliformen Bakte-
rien (gasbildend, MUG-negativ) ist im
Einrohrchentest mittels Laktose- und
MUG-enthaltenden Nihrmedien nur
mit  der MUG-Laurylsulfatbouillon
ohne anschliefende Differenzierung
(auch der Indolnachweis kann entfallen)
nach vorliegenden Versffentlichungen
von Badegewisseruntersuchungen
durchfithrbar [8, 12]. In der MUG-Lau-
rylsulfatbouillon werden laktoseverwer-
tende Aeromonaden unterdriickt und
fihren nicht zu falsch-positiven Ergeb-
nissen. Dieses Verfahren ist nach dem
heutgen Kenntnisstand als Methode der
Wahl anzusehen.

Fiir den gemeinsamen Nachwels von fi-
kalcoliformen und gesamtcoliformen
Bakterien im Einrshrchentest sind dar-
iber hinaus auch andere Laktose- oder
ONPG-haltige Nihrmedien mit MUG-
Zusatz geeignet [5, 11], wie z. B. Lak-
tose-MUG-Bouillon nach DEV,
BRILA-MUG-Bouillon und LMX-
Bouillon. Bei diesen Medien ist aller-
dings ohne weitere Differenzierung nur
ein Nachwels fikalcoliformer Bakterien
(MUG-positiv) moglich. Die gesamtco-
liformen Bakterien werden in den unter-
schiedlichen Medien durch unterschied-
liche Reaktionen (Laktosevergirung,
ONPG-Spaltung) definiert, wodurch
unterschiedliche Keimspektren erfafit
werden und ein Vergleich untereinander
nicht mehr méglich ist [5, 8] (Tab. 2).
Dabher ist in diesen Fillen ein groflerer
Aufwand durch Uberimpfen, Isolieren
und Identifizieren von Einzelkeimen
nicht zu umgehen.

Die gemeinsame Erfassung von laktose-
vergirenden Aeromonaden und colifor-
men Enterobakterien [5, 8] kann bei Bin-
nengewissern sowochl unter hygieni-
schen als auch unter okologischen
Aspekten durchaus einen Sinn ergeben,
erfordert jedoch u.U. zur exakten Absi-
cherung der Befunde zusitzliche Unter-
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suchungen mit weiteren Aeromonaden-
spezifischen Methoden [3, 13].

In den Anhang sind die Verfahrensvor-
schriften sowohl fiir die Laurylsulfat-
MUG-Methode als auch fur die Me-
thode mit BRILA-MUG-Bouillon (mit
Differenzierung) aufgenommen wor-
den. Dies ist u. a. deswegen angebrachr,
weil letztgenanntes Verfahren inzwi-
schen in den Kiistenlindern und einigen
anderen Lindern der Bundesrepublik
weitgehende Verbreitung gefunden hat.

Fikalstreptokokken

Fikalstreptokokken sind nach Fliissig-
keitsanreicherung mit Azid-D-Glucose-
Bouillon und Ausstreichen positiver
Rohrchen auf  Kanamycin-Asculin-
Azid-Agar oder Slanetz-Bartley-Agar
gemifl der im Anhang beschriebenen
Methode zu ermitteln. Allgemein wer-
den Fikalstreptokokken als wesentli-
cher Hygieneparameter im Meerwasser
angesehen. Im Siiflwasser wird ihnen
nicht die gleiche Indikatoreigenschaft
zugesprochen, jedoch ist unter bestimm-
ten Voraussetzungen (Algenbliite) eine
hohere Persistenz der Fikalstreptokok-
ken verglichen mit E. coli beobachtet
worden [7]. Daher ist es empfehlens-
wert, beide Parameter zu bestimmen.
Die unten empfohlene Methode der
Fliussigkeitsanreicherung ist zwar auf-
wendiger als der Nachweis tiber Mem-
branfiltration, wird aber in Deutschland
hiufiger angewandt. Inwieweit die Er-
gebnisse der Membranfiltration und die-
jenigen der Flissigkeitsanreicherung
einander entsprechen, soll in einer kiinf-
tigen Studie geklirt werden. Die jetzige
(giltige) Fassung der Richtlinie schreibt
keinen verbindlichen Bestimmungs-
rhythmus fiir die Fikalstreptokokken
vor. In dem Entwurf zur Novelle sollen
die Fikalstreptokokken jedoch wier-
zehntigig bestimmt werden.

Salmonellen

Diese werden kiinftig gemifl dem Neu-
fassungsentwurf der EG-Richtlinie als
Routineparameter entfallen. Untersu-
chungen im Rahmen epidemiclogischer
Erhebungen kénnen nach wie vor vom
Amtsarzt veranlafit werden. Als Fikalin-
dikatorbakterien besitzen Salmonellen
nur einen begrenzten Wert. Salmonel-
lenuntersuchungen z. B. im Anschluff an
aufgetretene Grenzwertiiberschreitun-
gen fuir fikalcoliforme Bakterien sind
nicht begriindet, zumal sich aus zusatzli-
chen positiven Befunden kein hoheres
Gesundheitsrisiko ableiten la€it.
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Darmviren

Viren werden sowohl in der noch gilu-
gen Richtlinie als auch im Entwurf der
zukiinftigen Fassung als Parameter an-
gegeben. Bekanntlich werden Viren in
Zellkulturen nachgewiesen. Jedoch sind
viele Virusarten, die mit dem Faeces aus-
geschieden werden, nicht in der Lage,
Zellkulturen zu infizieren, und sind mit
diesem Verfahren daher nicht nachwels-
bar. Aber auch die Viren, die Zellkultu-
reninfizieren, vermégen nicht jede belie-
bige Zellinie zu infizieren. Je nach der
Zellinie, die als Indikator verwendet
wird, weist man daher ein unterschiedli-
ches Virusspektrum nach.

Die typischen Zellverinderungen, die
die Anwesenheit von Viren in der Zell-
kultur signalisieren (Cytopathischer Ef-
fekt = CPE), erscheinen frithestens ei-
nige Tage, nachdem die Zellkultur mit
der Wasserprobe angeimpft wurde. Je-
doch brauchen manche Viren bis zu 50
Tage oder ldnger, bis sie einen CPE ver-
ursachen. Da in dieser Zeit das Nihrme-
dium verbrauchtwird und sich die Zellen
vermehren, mufy die Kultur mehrmals
mit einer geringeren Zelldichte umge-
setzt werden. Wird die Zeit, wihrend der
die Zellkulturen nach threr Animpfung
beobachtet werden, verkiirze, z. B. auf
zwei Wochen, ist die Ausbeute an Viren
deutlich geringer.

Die Unwigbarkeiten, die mit der Wahl
der Indikatorzellen einhergehen, sowie
die relauv lange Zeitdauer des Nach-
weisverfahrens machen die Bestimmung
von Viren in Gewissern wenig geeignet
fir den Routinebetrieb. Untersuchun-
gen auf Viren kénnen nur von wenigen
Speziallaboratorien durchgefithre wer-
den und sind nur bei epidemiologischen
Verdachtsfillen oder im Rahmen von
Forschungsaufgaben gerechtfertigt.

Wir geben ein Nachweisverfahren an,
das sich an die Methode von Walter und
Ridiger anlehnt [14].

Bakteriophagen (Coliphagen)

Der Entwurf zur novellierten Fassung
der Badegewisserrichtlinie sieht jedoch
die Einfithrung von Coliphagen als vi-
rale Indikatoren vor. Coliphagen sind
Bakterienviren, die sich in E. coli und ge-
gebenenfalls anderen verwandten Bakte-
rien vermehren kénnen.

Zuder Eignung von Coliphagen als Indi-
katoren fiir humanpathogene Viren ist
die Meinung von Fachleuten geteilt. Der

Haupteinwand gegen Bakteriophagen
1st, dafl sie sich, im Gegensatz zu human-
pathogenen Viren, in der Umwelt ver-
mehren kénnen und somit zu falsch-po-
sitiven Ergebnissen fuhren konnten. In
der Tatfindet man in frischem Stuhl we-
niger Coliphagen als im Rohabwasser,
sodaflangenommen werden muf}, dafl es
zu einer extrakorporalen Vermehrung
von Phagen kommt. Zu einer welteren
Vermehrung der Coliphagen im Klir-
werk kommt es aber nicht. In einem typi-
schen mitteleuropiischen Klirwerk wer-
den die Coliphagen des Rohabwassers
im gleichen Mafle reduziert wie enterale
Viren. Offensichtlich sind dltere E. coli
(oder andere permissive Bakterien) im
Klirwerk zu einer Vermehrung von Pha-
gen nicht mehr in der Lage. Auch in
freien Gewissern beobachtet man eine
Reduktion von Coliphagen.

Es ist daher davon auszugehen, dafl Co-
liphagen ein akzeptabler Indikator fiir
enterale Viren sind. Schlimmstenfalls
sind falsch-positive Ergebnisse zu be-
firchten. Diesem kann man jedoch mit-
der Bedingung entgegenwirken, auf en-
terale Viren zu untersuchen, wenn die
Anzahl von Coliphagen einen bestimm-
ten Wert iiberschreitet.

Grenzwerte

Es sollee tiir den E. coli-Grenzwert eine
Angleichung an den Grenzwert der
WHO-Empfehlungen  (1000/100 ml)
angestrebt werden. Die Glaubwiirdig-
keit eines Indikatorwertes wird durch
die Ubereinstimmung mit nicht zur EU
gehorenden Nachbarlindern nur ver-
stirkt. Im tbrigen sind bel der Ermitt-
lung nach dem MPN-Verfahren nur we-
nige, eher unwahrscheinliche Werte zwi-
schen 930 und 2400 zu erwarten, so dafl
die »Verschirfung« des Grenzwertes
hinsichtlich vermehrter Beanstandungen
sich nicht gravierend bemerkbar machen
wird.

Eine Erhshung des Grenzwertes fir Fi-
kalstreptokokken — auf  1000/100 ml
wurde erwogen, fand aber keine Mehr-
heit. Stattdessen wurde dem Richtlinien-
entwurf (vor allem aufgrund des bei Bin-
nengewissern offensichtlich schnelleren
Absterbeverhaltens im Vergleich zu E.
coli) mit dem vorgesehenen Grenzwert
von 400/100 ml mit 8 : 4 Stimmen zuge-
stimmt.

Der Entwurf fiir die novellierte Richtli-
nie enthilt Coliphagen als Parameter,
ein Grenzwert wird jedoch nichtangege-
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ben. Die Angabe eines Grenzwertes,
ohne gleichzeltig einen Indikatorstamm
fir den Nachweis der Phagen vorzu-
schreiben, hitte auch wenig Sinn, hingt
die Anzahl der nachweisbaren Phagen-
partikel doch sehr stark von dem ver-
wendeten Indikatorstamm ab. Fur den
im Anhang angegebenen E. coli-Stamm
wurde am Institut fiir Wasser-, Boden-
und Lufthygiene anhand_ zahlreicher
Untersuchungen gefunden, daff im me-
chanisch-biologisch gereinigten Abwas-
serdas Verhiltnis von enteralen Viren zu
Coliphagen in der Groflenordnung von
1 zu 1000 bis 10 000 schwankt. Auch in
anderen Untersuchungen wurden ent-
sprechende Korrelationen gefunden [9].
Es wird daher vorgeschlagen, Gewisser
mit mehr als 5 PFU Coliphagen in 10 ml
als bedenklich zu betrachten. Tatsich-
lich wurde festgestellt, daf§ in Gewissern
ohne oder mit geringen Abwassereinlei-
tungen dieser Wert nicht erreicht wurde.
Vom Standpunke der Kosteneindim-
mung erscheint es sinnvoll, (kostenauf-
wendige) Untersuchungen von enteralen
Viren erst zu veranlassen, wenn der Wert
fir die (kostengiinstig zu untersuchen-
den) Coliphagen bedenklich hoch aus-
falle.

Gemifl Artikel 7.1 der Novellierung der
EG-Richtlinie wird die Volksgesundheit
dann als gefdhrdet angesehen, wenn von
den Grenzwerten bedeutend abgewi-
chenwird. In diesem Fallist ein Badever-
bot zu erlassen. Die Mehrheit der Lin-
dervertreter war sich dariiber einig, daf}
»eine  bedeutende Abweichung vom
Grenzwert gemifl Artikel 7.1 nur dann
gegeben ist, wenn Grenzwertiiberschrei-
tungen in einer unmittelbar zu erfolgen-
den Wiederholungsprobe und/oder bei
Nachfolgeproben in der gleichen Saison
erneut festgestellewerden. Bei aufzustel-
lenden  Badeverbotsschildern  oder
Warnschildern sollte der Beanstan-
dungsgrund aufgefithrt werden.
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Anhang: Untersuchungsmetho-
den

1 Gesamtcoliforme Bakterien und fikal-
coliforme Bakterien (E. coli) (Laurylsul-
fat-MUG-Bouillon)

1.1 Begriffe

Unter gesamtcoliformen Bakterien ver-
steht man im Sinne der vorliegenden Be-
stimmungsmethoden keine taxonomisch
einheitliche Bakterienspezies, sondern
Bakterien, die verschiedene Arten um-
fassen konnen und als Mischkulturen
nach der in Abschnitt 1.2 und 1.4 be-
schriebenen Methode selektiv kultiviert

und biochemisch differenziert werden.
Es handelt sich um aerobe, fakultaty
anaerobe, gramnegative, sporenlose,
laktosepositive (Gasbildung) Stibchen-
bakterien. Dies trifft auch fiir den Nach-
weis von fikalkoliformen Bakterien zu,
wobei hier jedoch iiberwiegend Stimme
von E. coli erfafit werden.

1.2 Kurzbeschreibung des Nachweises
und der Bestimmung von gesamtcoliformen
und fakalcoliformen Bakterien

Nachweis und Bestimmung der gesamt-
coliformen und fikalcoliformen Bakte-
rien erfolgen in einem Ansatz nach dem
MPN-Verfahren (»most probable num-
ber») mit Laurylsulfat-Bouillon und Zu-
satz von 4-Methylumbelliferyl-f-D-
Glucuronid (LS-MUG).

Die gesamtcoliformen Bakrerien werden
in ihrer Fihigkeit zur Gasbildung aus
Laktose bei 36 °C erkannt, die fikalcoli-
formen Bakterien durch die Bildung des
fluoreszierenden Spaltproduktes Me-
thylumbelliferon ebenfalls bei 36 °C
(dadurch kann ein Ansatz bei 44 °C ent-
fallen).

Die quantitative Bestimmung beider
Bakteriengruppen erfolgt anhand der
MPN-Tabelle fir dreifachen Ansatz
{Abschnitt 1.6) durch Ablesen der ent-
sprechenden posituven Reakuonen.

1.3 Néibrmedium zum Nachweis von ge-
samtcoliformen und fakalcoliformen Bak-
terien

1.3.1 Laurylsulfat-Bouillon mit MUG
(LS-MUG)
Bestandzteile:
20,0 g Tryptose
5,0 g Lactose
5,0 ¢ Natriumchlorid
0,1 g Natriumlaurylsulfat
2,75 g di-Kaliumhydrogenphosphat
2,75 g Kaliumdihydrogenphosphat
0,1 g 4-Methylumbelliferyl-p-D-
glucuronid (MUG)
1,0 g L-Tryptophan
ad 1000 ml A. dest.
Herstellung :

Tryptose, Laktose, Natriumchlorid, Na-
triumlaurylsulfat, di-Kaliumhydrogen-
phosphat und Kaliumdihydrogenphos-
phat werden in einem Glaskolben in
A.dest. unter Erhitzen gelost und auf ei-
nen pH-Wert von 6,8 +0,1 eingestellt.
Anschlieflend wird MUG zugegeben.
Die Losung wird in Teilmengen von je
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1.5.3 MPN-Tabelle (Anmerkungen siehe S. 390)

Tabelle zur Bestimmung der hochstwahrscheinlichen Keimzahlen (MPN: Most Probable Num-
ber) in 100-m!-Proben bei Verwendung von jeweils drei Ansatzxshrchen je Verdiinnungsstufe, be-

ginnend mit 1-ml-Probe

Anzahlpositiver Rohrcheninden  MPNin | Anzahlpositiver Réhrcheninden  MPNin
Verdiinnungen 100 ml | Verdiinnungen 100 ml
1 ml 0,1 ml 0,01 ml 1ml 0,1 ml 0,01 ml

0 0 0 <30 | 2 0 0 91
0 0 1 30 |2 0 1 140
o] ¢ 2% 60 | 2 0 2 200
0 0 3% 90 | 2 0 3% 260
0 1 0 30 {2 1 0 150
0 1 1% 61 |2 1 1 200
0 1 2% 92 12 1 2% 270
0 1 3% 120 | 2 1 3% 340
0 2 0% 62 | 2 2 0 210
0 2 1% 93 |2 2 1 280
0 2 2% 120 | 2 2 2 350
0 2 3% 160 | 2 2 3% 420
0 3 0* 94 | 2 3 0* 290
0 3 1% 130 | 2 3 1% 360
0 3 2% 160 | 2 3 2% 440
0 3 3 190 | 2 3 3% 530
1 0 0 36 |3 0 0 230
1 0 1 72 |3 0 1 390
1 0 2% 110 | 3 0 2 640
1 0 3% 150 |3 0 3% 950
1 1 0 73 13 1 0 430
1 1 1 110 {3 1 1 750
1 1 2% 150 |3 1 2 1200
1 1 3 190 |3 1 3" 1600
1 2 0 110 | 3 2 0 930
1 2 1 150 | 3 2 1 1500
1 2 2% 200 |3 2 2 2100
1 2 3% 240 |3 2 3% 2900
1 3 0% 160 | 3 3 .0 2400
1 3 1% 200 |3 3 1 4600
1 3 2% 2407 3 3 2 11000
1 3 3% 290 | 3 3 3 11000

Bei der Auswertung fiir die Verdiinnungsstufen 0,1 ml-0,01 ml jeweils obige Werte x 10 neh-
men (eine 0 anhingen). Ferner ergeben: 331 = — 4600; 332 = - 11000; 333 = > 11000.

10 ml in Reagenzgliser mit DURHAM-
Rohrchen abgefiillt und 15 Min. bei
121 °C autoklaviert. Danach diirfen die
Girréhrchen keine Luftblasen mehr ent-
halten.

Das Nzhrmedium kann auch als Trok-
kennihrboden itber den Handel bezo-
gen werden.

1.4 Nachweis von gesamtcoliformen und
Jakalcoliformen Bakterien

Vor Beginn der .Untersuchung muf} die
Wasserprobe aufgeschiittelt werden.

1.4.1 Kultur in LS-MUG-Bouillon

In dreimal drei (vier) Kulturrohrchen
mit je 10 ml LS-MUG-Bouillon (nach
1.3.1) werden aus der Probenahmefla-
sche unter sterilen Bedingungen je drei-
mal 1,0ml, 0,1ml, 0,0lml (und
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0,001 ml) des zu untersuchenden Was-
sers einpipettiert. Die letzten beiden
Konzentrationen werden iiber eine Ver-
diinnung 1:100 mit physiologischer
Kochsalzlosung  hergestelle.  Sodann
werden die Réhrchen bei 36 °C + 1°C
24 hbzw. 44 h + 4 h bebriitet.

1.4.2 Biochemische Untersuchung

Die Rohrchen werden nach 24 h + 4 h
und, falls sie negativ sind, nach 44 h +
4 h auf Gasbildung gepriift. Die Gasbil-
dung wird durch das DURHAM-R&hr-
chen erkannt. Sie wird als Zeichen des
Laktoseabbaus angesehen. Nur die gas-
‘positiven Rohrchen werden weiterge-
hend auf Fluoreszenz tiberpriift.

Die Fluoreszenz wird unter einer UV-
Lampe gepriift, die Licht mitder Wellen-
linge von 366 nm aussendet. Das ge-

schieht zweckmifligerweise in einer
Dunkelkammer oder in einem fiir diese
Zwecke entwickelten Dunkelkabinett.
Eine hellblaue Fluoreszenz im ganzen
Rohrchen spriche fiir f-Glucuronidase-
Akuvitdt durch fakulcativ anaerobe Bak-
terien (fluoreszierende Pseudomonaden
zeigen ggf. nur im oberen Teil des Rohr-
chens eine griine Eigenfluoreszenz!).
Aufgrund der pH-Abhingigkeit der
Fluoreszenzausbeute sollten zur besse-
ren Beurteilung den nach 44stindiger
Bebriitung noch fluoreszenznegativen

Rohrchen 0,5 ml einer 1 N NaOH-Lo-

sung zugegeben werden.
1.4.3 Identfizierung

a) Die fékalcoliformen Bakterien (FC)
sind bei Bebriitung iiber 44 h £ 4 h
und 36 °C + 1 °C in der LS-MUG-
Kultur durch die folgenden Merk-
male definiert:
~ Gasbildung durch Laktoseabbau
~ [-D-Glucuronidase-Nachweis

durch Spaltung von 4-Methylum-
belliferyl-g-D-glucuronid (MUG)
mit Auftreten von Fluoreszenz.
Kulturrshrchen, in denen die ge-
nannten Reaktionen positiv sind,
werden daher als positv fiir fikal-
coliforme Bakrerien angesehen.

b) Die gesamtcoliformen Bakterien (=
gasbildende Enterobacteriaceae =
GCE) sind bei Bebritung iiber 44 h
+ 4 hund 36 °C in LS-MUG-Bouil-
lon ausschliefflich durch das folgende
Merkmal definiert:

Gasbildung durch Laktoseabbau

1.5 Auswertung

1.5.1 Ermittlung der Konzentration fi-
kalcoliformer Bakterien (FC)

Aus den positiven Rohrchen nach Ab-
schnitt 1.4.3 a) wird die Kennziffer gebil-
det. Aus der MPN-Tabelle fiir den drei-
fachen Ansatz (nach 1.5.3) wird die zur
Kennziffer gehorige hochstwahrschein-

liche Zahl (MPN) entnommen.

Anmerkung: Bei Auswertung der Ver-
dunnungskombination 0,1 ml — 0,01 ml
~ 0,001 ml wird diese zunichst der Ver-
dinnungskombination 1,0 ml - 0,1 ml -
0,01 ml gleichgesetzt und die hochst-
wahrscheinliche Zahl (MPN) zum
Schluff mit dem Faktor 10 multipliziert.

1.5.2 Ermittlung der Konzentration ge-
samtcoliformer Bakterien (= gasbil-
dende Enterobacteriaceae = GCE)

Als positiv werden ausschlielich die
gaspositiven Verdiinnungsréhrchen
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nach Abschnitt 1.4.3 b) gerechnet. Nach
diesen positiven Rohrchen wird die drei-
stellige Kennziffer gebildet und wie un-
ter 1.5.1 beschrieben aus der MPN-Ta-
belle nach 1.5.3 die héchstwahrscheinli-
che Zahl (MPN) abgelesen.

Anmerkung zur MPN-Tabelle (1.5.3):

Vertrauensgrenzen fiir wahrscheinliche
Rohrchenkombinationen sind in der Li-

teratur angegeben [4] und berticksicht-

gen ausschliefilich die zufillige Streuung
der Ergebnisse. Unwahrscheinliche
Rohrchenkombinationen (p < 10%) sind
in obiger Tabelle mit einem Sternchen
versehen. Aufgrund von natiirlichen Va-
riationsquellen (Zellverbinde, gegensei-
tige Keimbeeinflussungen) kommen sie
gelegentlich vor, sollten jedoch auch An-
laff sein, die Methodik auf eventuelle
Fehler hin zu tiberpriifen.

1.6 Angabe der Ergebnisse

Fikalcoliforme Bakterien (FC):
1/100 ml (MPN)

Gesamtcoliforme Bakterien (GCE):
/100 ml (MPN)

Anmerkung . Definitionsgemill gile fir
die Angabe der Ergebnisse folgende Be-
ziehung:
n (FC) < n (GCE),

das heiflt, die Werte fiir den Parameter
GCE miissen gleich oder grofer als die
fir den Parameter FC sein. Dies ent-
spricht im Gbrigen auch der hygieni-
schen Gewichtung. ‘

2 Fikalcoliforme Bakterien und gesamt-
coliforme Bakterien (Anreicherung mit
BRILA-MUG)

2.1 Begriffe
Siehe Abschnitt 1.1

2.2 Kurzbeschreibung des Nachweises
und der Bestimmung von gesamtcoliformen
und fakalcoliformen Bakterien

Nachweis und Bestimmung der gesamt-
coliformen und fikalcoliformen Bakre-
rien erfolgen in einem Ansatz nach dem
MPN-Verfahren (»most probable num-
ber») mit Brillantgriin-Galle-Laktose-
Boutillon unter Zusatz von 4-Methylum-
belliferyl-g-D-glucuronid (BRILA-
MUG) nach Zwischenkultur auf
ENDO-Agar und Priifung der Oxidase-
Reaktion.

Die fikalcoliformen Bakterien (= FC)
werden an ihrer Fihigkeit zur Gasbil-
dung aus Lactose und des fluoreszieren-
den Spaltproduktes Methylumbelliferon
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bei 36 °C erkannt (dadurch kann der
Ansatz bei 44 ° C entfallen).

Gesamtcoliforme Bakterien (= gasbil-
dende Enterobacteriaceae = GCE) er-
kennt man durch Gasbildung aus Lac-
tose bei 36 °C und oxidasenegauver Re-
aktion der Isolate vom ENDO-Agar.

Die quantitative Bestimmung der ge-
nannten Bakteriengruppen erfolgt nach
Auswertung des dreifachen MPN-An-
satzes anhand der McCrady-Tabelle
(siehe Abschnitr 1.5.3).

2.3 Nibrmedien und Reagenzien zum
Nachweis von fikalcoliformen und ge-
samtcoliformen Bakterien

2.3.1 Brillantgrin-Galle-Lactose-
Bouillon mit MUG (BRILA-MUG)

Bestandteile:
10,0 g
10,0 g
200¢g

0,1g

Pepton aus Casein
Lactose
Ochsengalle, getrocknet
4-Methylumbelliferyl-5-D-
Glucuronid (MUG)

0,01 g Brillantgriin
ad 1000 m! A.dest.

Herstellung :

Pepton, Lactose und Ochsengalle wer-
denineinem Glaskolben in A. dest. unter
Erhitzen gelost und mit 1 N Natron-
lauge auf einen pH-Wert von 7,2 £ 0,1
eingestellt. Anschlieflend werden MUG
und Brillantgriin zugegeben. Die Lo-
sung wird in Teilmengen von je 10 mlin
geeignete Rohrchen, die mit Girrshr-
chen beschicke sind, abgefiillt und stro-
mendem Dampf ausgesetzt. Danach
diirfen die Garrohrchen keine Luftbla-

sen mehr enthalten.

Die Herstellung der BRILA-MUG-
Bouillon bedarf besonderer Umsicht
und Erfahrung, denn sowohl! Erhitzung
des in Wasser gelosten, kduflichen Fer-
ugnihrmediums tber 100 °C (Autokla-
vieren) als auch lingerdauernde Erhit-
zung (> 30 Min.) bewirken eine Zerset-
zung. Das ist durch eine charakteristi-
sche Farbinderung von smaragd- nach
flaschengriin zu erkennen. Die Zerset-
zungsprodukte fithren zu einer uner-
wiinscht hohen Hemmwirkung gegen-
tiber gesamtcoliformen und fikalcoli-
formen Bakterien. Die Abtstung der ve-
getauven Keime sollte durch 30 Min. Er-
hitzen im stromenden Wasserdampf bet
100 °C vorgenommen werden. Das Au-
toklavieren der Bouillon muf§ unterblei-
ben, denn die BRILA-MUG-Bouillon ist

hitzelabil, und thermoresistente Sporen
werden durch die im Nihrmedium ent-
haltenen Hemmstoffe inhibiert. Ggf.
vorhandene Enterobacteriaceae oderan-
dere vegetative, Galle- und Brillantgriin
tolerierende Bakterien werden bereits
bei 100 °C sicher abgetotet. Bel jedem
Ansatz sollte durch Farbvergleich zweier
BRILA-MUG-Ro6hrchen vor und nach
der Dampfbehandlung tiberpriift wer-
den, ob sich die urspriingliche sma-
ragdgriine Farbe verdndert hat.

2.3.2 ENDO-Agar (Lactose-Fuchsin-
Sulfit-Agar)

Bestandteile:

10,0 g Fleischextrakt

10,0 g Pepton aus Fleisch (tryptisch
verdaut)
5,0 g Natriumchlond
10,0 g
5,0 ml Fuchsinldsung (10 g Fuchsin in
90 m! Ethanol)
2,5 g Natriumsulfit
20,0 g Agar-Agar
ad 1000 ml A. dest.

Lactose

Herstellung -

Wegen der bekannten kanzerogenen Ei-
genschafeen des Fuchsins sollte grund-
sitzlich nur fertiger Trockennshrboden
verwendet werden. Trockennihrme-
dien, die Fuchsin enthalten, sind unter
entsprechenden  Vorsichtsmafinahmen
(Handschuhe, Mundschutz!) und nach
Anweisung des Herstellers anzusetzen.
Im noch flissigen Nihrboden den pH-
Wert mit Natriumcarbonat-Losung auf
7,3 + 0,1 einstellen. Im Autoklav sterili-
sieren und 15 ml in Petrischalen abftl-
len.

2.3.3 Nihragar

Bestandteile:
10,0 g Pepton aus Fleisch (tryptisch ver-
daut)
10,0 g Fleischextrake
5,0 g Natriumchlorid
15,0 g Agar-Agar
ad 1000 m] A.dest.

Herstellung :

Das Gemisch von Pepton, Fleischex-
trakt, Natriumchlorid in 1000 ml A. dest.
quellen lassen (etwa 15 Min.) und da-
nach bis zur vollstindigen Lésung im
Dampfropf kochen. Anschliefend den
pH-Wertmit | N NaOH-Losung auf 7,3
+ 0,1 einstellen und im Autoklaven
15 Min. bei 121 °C sterilisieren, 15 mlin
Petrischalen abfiillen.
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2.3.4.1 Oxidase-Reagenz (NADI)

Bestandteile:

Losung 1 1,0 g N,N-Dimethyl-1,4-
phenylen-diammonium-

ChIOrid, C8H14C12N2
ad 100 ml Wasser

Losung 2 1,0 g a-Naphthol, C,H,O

ad 100 ml Ethano!
Losungen im Kithlschrank aufbewah-
ren.

Herstellung :

Gleiche Volumina von Lésung 1 und 2
werden unmittelbar vor Gebrauch ver-
mischt.

Anmerkung: Verfiarbte Ausgangslosun-
gen sind unbrauchbar! :

alternativ:

2.3.4.2 Oxidase-Reagenz (TMPD)
‘Bestandteile:

1,0g N,N,N'N'-Tetramethyl-p-phenyl-
endiamin (TMPD) ad 100 ml Wasser
Losung im Kithlschrank aufbewahren.

Herstellung :

1,0 g TMPD werden in 100 ml Wasser
unter leichtem Schiitteln gelost.
Anmerkung : Die Haltbarkeit der Losung
betrigt nur wenige Tage!

2.4 Nachweis von fikalcoliformen und ge-
samtcoliformen Bakterien

Vor Beginn der Untersuchung muf} die
Probe aufgeschiittelt werden.

2.4.1 Kultur in BRILA-MUG-Bouillon

In dreimal drei (vier) Kulturréhrchen
mit je 10 ml BRILA-MUG-Bouillon
(nach 2.3.1) werden aus der Probenah-
meflasche unter sterilen Bedingungen je
dreimal 1,0 ml, 0,1 ml, 0,01 ml (und
0,001 ml) des zu untersuchenden Was-
sers einpipettiert. Die letzten beiden
Konzentrationen werden iiber eine Ver-
diinnung 1:100 mit physiologischer
Kochsalzlosung  hergestellt.  Sodann
werden die Rohrchen bei 36 °C + 1 °C
24 hbzw. 44 h + 4 hbebriret.

2.4.2 Biochemische Untersuchung

Die Rohrchen werden nach 24 h + 4 h
und falls sie negativ sind, nach 44 h =+
4 b auf Gasbildung gepriift. Die Gasbil-
dung wird durch das DURHAM-Réhr-
chen erkannt. Sie wird als Zeichen des
Laktoseabbaus angesehen. Nur die gas-
positiven Rohrchen werden weiter auf
Fluoreszenz tiberpriift.
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Die Fluoreszenz wird unter einer UV-
Lampe gepriift, die Licht mit der Wellen-
linge von 366 nm aussendet. Das ge-
schieht zweckmifligerweise in einer
Dunkelkammer oder in einem fiir diese
Zwecke entwickelten Dunkelkabinett.
Eine hellblaue Fluoreszenz im ganzen
Rohrchen spricht fiir f-Glucuronidase-
Aktivitat durch fakultativ anaerobe Bak-
terien. Aufgrund der pH-Abhingigkeit
der Fluoreszenzausbeute konnen zur
besseren Beurteilung den nach 44stiindi-
ger Bebriitung noch fluoreszenznegati-
ven Rohrchen 0,5 ml einer 1 N NaOH-
Lssung zugegeben werden.

Gaspositive, aber fluoreszenznegative
Rohrchen werden mit einer sterilen
Impfose auf ENDO- oder gleichwerti-
gem Agar fraktioniert ausgestrichen (die
Subkultur hat den Zweck, die Keime se-
lektiv in Einzelkolonien anzuziichten).
Anschlieflend wird 24 h + 4 hbe1 36 °C
+ 1 °C im Brutschrank bebriitet. Petri-
schalen mit ENDO-Agar sollten nicht
unnétig lange dem Tageslicht ausgesetzt
werden, da der Nihrboden sich rot ver-
firbt und damit die Bewertung er-
schwert. Von morphologisch unter-
scheidbaren verdichtigen Kolonien (als
typische Kolonien gelten fuchsinglin-
zende sowie rote bis rosarote Kolonien)
werden mindestens drei einzeln gewach-
sene Kolonien abgeimpft und auf Nihr-
agar (2.3.3) ausgestrichen. Der be-
impfte Nihragar wird 24 h £ 4 h bei
36 °C + 1°C bebriitet. Die gewachse-
nen Kolonien werden mit jeweils einem
Tropfen Oxidase-Reagenz (2.3.4.1 bzw.
2.3.4.2) uiberschichtet.

Positive Oxidase-Reaktion:
Blaufarbung der Kolonien bzw. der Rin-
der innerhalb von max. 2 Min. (NADJ)
bzw. rosa bis purpurne Verfirbung
innerhalb 15 Sek. (TMPD).

Negative Oxidase-Reaktion:

Keine Farbverinderung der Kolonien
nach 1 bis 2 Min. bzw. nach 10 bis
15 Sek.

2.4.3 Identifizierung

Die fikalcoliformen Bakterien (FC) sind

bei Bebriitung tiber 44h £ 4h und

36°C £1 °C in der BRILA-

MUG-Kultur durch die folgenden zwei

gemelnsam auftretenden Merkmale de-

finiert:

a) Gasbildung durch Laktoseabbau

b) f-D-Glucuronidase-Nachweis durch
Spaltung von 4-Methylumbelliferyl-
B-D-glucuronid (MUG) mit Auftre-

ten von Fluoreszenz,

Kulturréhrchen, in denen die genannten
Reaktionen positiv sind, werden daher
als positiv fiir fikalcoliforme Bakterien
angesehen.

Die gesamtcoliformen Bakterien (= gas-
bildende Enterobacteriaceae = GCE)
sind bet Bebriitung tiber 44 h + 4 h und
36 °C in der BRILA-MUG-Bouillon
durch die folgenden beiden gemeinsa-
men Merkmale definiert:

a) Gasbildung durch Laktoseabbau,

b) negative Oxidase-Reaktion.

Kulturrshrehen, die nach a positiv sind
und von denen ebenfalls die Isolate nach
b eine negative Oxidase-Reaktion erga-
ben, werden als positiv fiir gesamtcoli-
forme Bakterien (GCE) angesehen.

Anmerkung : Bei Mischkulturen mit un-
terschiedlichen Ergebnissen fiir den
Oxidase-Test wird das entsprechende
Verdiinnungsrohrchen als oxidasenega-
tiv = positiv fiir gesamtcoliformen Bak-
terien (GCE) gewertet.

2.5 Auswertung

2.5.1 Ermittlung der Konzentration fi-
kalcoliformer Bakrerien(FC)

Als positiv werden diejenigen BRILA-
MUG-Rohrchen gerechnet, in denen
Gas gebildet wurde und die im Fluores-
zenztest positive Reaktionen zeigten.
Aus diesen positiven Rohrchen wird die
Kennziffer gebildet. Fir einen Ansatz
mit vier Verdiinnungsstufen gilt: Wenn
alle Rohrchen der ersten drei Verdiin-
nungen (1,0 ml - 0,1 ml — 0,01 ml) aus-
nahmslos positiv sind, werden die Rohr-
chen der letzten drei Verdiinnungsstu-
fen (0,1 ml~0,01 ml-0,001 ml) zur Aus-
wertung herangezogen. Aus der MPN-
Tabelle fiir den dreifachen Ansatz (nach
1.5.3) wird die zur Kennziffer gehorige
hechstwahrscheinliche Zahl (MPN) ent-

nommen.

Anmerkung: Bei Auswertung der Ver-
diinnungskombination 0,1 ml — 0,01 ml
— 0,001 ml wird diese zunichst der Ver-
ditnnungskombination 1,0 ml - 0,1 ml -
0,01 ml gleichgesetzt und die hochst-
wahrscheinliche Zahl (MPN) zum
Schlufl mit dem Faktor 10 multipliziert.

2.5.2 Ermittlung der Konzentration ge-
samtcoliformer Bakterien (= gasbil-
dende Enterobacteriaceae = GCE)

Als positv werden alle gas- und fluores-
zenzpositiven  Verdinnungsréhrchen
gerechnet sowie diejenigen Verdin-
nungsrohrchen, in denen nur Gas gebil-

391



Berichte

det wurde und die nach Ausstrich eine
negative Oxidasereaktion zeigten. Nach
diesen positiven Rohrchen wird die drei-
stellige Kennziffer gebildet und wie un-
ter 2.5.1 weiter beschrieben aus der
MPN-Tabelle nach 1.5.3 die hochst-
wahrscheinliche Zahl (MPN) abgelesen.

2.6 Angabe der Ergebnisse

Fikalcoliforme Bakterien (FC):

/100 ml (MPN)

Gesamtcoliforme Bakterien (GCE):
n/100 ml (MPN)

Anmerkung: Definitionsgemafl gile fur
die Angabe der Ergebnisse folgende Be-
ziehung:

1 (EC) < (GCE),

das heiflt, die Werte fiir den Parameter
GCE miissen jeweils gleich oder grofler
als der Parameter fiir FC sein. Dies ent-
spricht im iibrigen auch der hygieni-
schen Gewichtung.

3 Fikalstreptokokken
3.1 Begriffe

Unter »Streptococcus faec.« oder Fikal-
streptokokken (Enterokokken) versteht
man ebenfalls keine taxonomisch ein-
heitliche Bakterienspezies, sondern eine
Bakteriengruppe, die nach derin 3.2 und
3.4 beschriebenen Methode selektiv an-
geziichtet und biochemisch differenziert
wird. Es handelt sich um aerobe, fakul-
tativ anaerobe, grampositive, sporenlose

Kokken.

3.2 Kurzbeschreibung des Nachweises
und der Bestimmung von Fikalstreptokok-
ken

Nachweis und Bestimmung der Fikal-
streptokokken werden nach folgendem
Verfahren durchgefiihrt:

Kultur in  Azid-D-Glucose-Bouillon
nach dem MPN-Verfahren und Aus-
streichen positiver Rohrchen auf selekti-
ven Nihrboden, die nach Bebriitung auf
charakteristische Kolonien beurteilt
werden. Die quantitative Auswertung er-
folgt anhand der MPN-Tabelle fiir drei-
fachen Ansatz (Abschnitt 1.5.3) durch
Ablesen der Rohrchen, aus denen auf
den selektiven Nihrboden charakeeristi-
sche Kolonien gewachsen waren.

3.3 Nibrmedien und Reagenzien zum
Nachweis von Fikalstreptokokken

3.3.1 Azid-Glucose-Bouillon

Bestandteile:
15,0 g Pepton aus Casein
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4,8 g Fleischextrake

7,5 g D(+)-Glucose

7,5 g Natriumchlorid

0,2 g Natriumazid
ad 1000 ml A.dest.

Herstellung :

Alle Medienbestandteile werden in ei-
nem Glaskolben in A. dest. unter Erhit-
zen im Dampfropf gelést. Die Losung
wird mit 1 N Natronlauge auf einen pH-
Wertvon?7,2 + 0,1 eingestellt. Die Azid-
Glucose-Bouillon wird in Mengen von je
10 mlin Reagenzrohrchen abgefiillt und
15 Min. bei 121 °C sterilisiert.

3.3.2 Kanamyecin-Asculin-Azid-Agar
Bestandtelle:
20,0 g Pepron aus Casein

5,0 g Hefeextrake

5,0 g Natriumchlorid

1,0 g Natriumcitrat

0,15 g Natriumazid

0,02 ¢ Kanamyecinsulfat

1,0 g Asculin

0,5 g Ammoniumeisen(IIl)-citrat
15,0 gAgar-Agar
ad 1000 ml A. dest.

Herstellung :

Dije Nihrbodenbestandteile werden In
A.dest evtl. unter Erhitzen im Dampi-
topf gelost. Der pH-Wert wird mit 1N
Natronlauge auf pH 7,1 + 0,1 einge-
stellt. Anschlieflend wird der Nihrboden
fir 15 Min. bei 121 °C autoklaviert und
in Petrischalen von etwa 4 mm Schicht-
dicke gegossen.

3.3.3 Enterokokken-Selektivagar nach
Slanetz und Bartley

Bestandteile:
15 g Pepton aus Casein (tryptisch ver-
daut)
5¢g Pepton aus Sojamehl (papainisch
verdaur)
5g Hefeextrake
2¢g Glukose
4¢g di-Kaliumhydrogenphosphat

0,4 g Natriumazid
10g Agar-Agar
ad 1000 ml A. dest.
Herstellung :

Die Nihrbodenbestandteile werden in
A. dest. gelost. Nach 15 Min. Quellen
wird das Gemisch im Dampftopf fur
20 Min. auf 100 °C erhitzt (Der Nihr-
boden darf nicht autoklaviert werden!).
Nach Abkiihlen auf etwa 50 °C werden

dem noch fliissigen Nihrboden 10 ml
2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid-Lo-
sung zugegeben. Der pH-Wert wird mit
1N NaOH oder 1 N HCl-Lésung auf
7,2 £ 0,1 eingestellt. Der Nihrboden
wird 4 15 ml in Petrischalen abgefiillt.

3.4 Nachweis von Fikalstreptokokken

Vor Beginn der Untersuchung muf die
Probe aufgeschiittelt werden.

3.4.1 Kulwr in Azid-D-Glucose-Bouil-
lon

In dreimal drer Kulturrohrchen mit je
10 m! Azid-D-Glucose-Bouillon (nach
3.3.1) werden aus der Probenahmefla-
sche unter sterilen Bedingungen je drei-
mal 1,0 m}, 0,1 mlund 0,01 mldeszuun-
tersuchenden Wassers einpipettiert. So-
dann werden die Réhrchen bei 36 °C +
1°Cbiszu44 h *+ 4 h bebriitet.

3.4.1.1 Biochemische Untersuchung
Aus den bewachsenen Azid-D-Glucose-
Bouillon-Réhrchen wird mit Hilfe einer
sterilen Impfése auf Kanamycin-Ascu-
lin-Agar (nach 3.3.2) oder auf Slanetz-
Bartley-Agar (nach 3.3.3) frakuoniert
ausgestrichen. Die beimpften Platten
werden24 h £ 4 hbe1 36 °C # 1 °Cbe-
briitet.

3.4.1.2 Identifizierung
Fikalstreptokokken wachsen auf Kan-
amycin-Asculin-Agar typischerweise als
kleine, braune Kolonien mit braunem
Hof, auf Slanetz-Bartley-Agar als
kleine, rosarote bis braune Kolonien.

3.5 Auswertung

3.5.1 Ermittlung der Fikalstreptokok-
ken-Konzentration

Als positiv werden alle Azid-Glucose-
Rohrchen gewertet, aus denen nach Aus-
streichen auf Kanamycin-Asculin-Agar
oder Slanetz-Bartley-Agar typische Ko-
lonien von Fikalstreptokokken gewach-
sen sind. Nach den positiven Azid-Glu-
cose-Roshrchen wird analog zu Ab-
schnite 1.5.2 die Indexziffer gebildet und
aus der MPN-Tabelle nach Abschnitt
1.5.3 die wahrscheinlichste Konzentra-
tion als MPIN abgelesen. '

3.6 Angabe der Ergebnisse
Fiakalstreptokokken: n/100 ml (MPN)

4 Salmonellen
4.1 Nachweis von Salmonellen
Vor Beginn der Untersuchung muf} die

Probe aufgeschiittelt werden.
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4.1.1 Filtration

Eine 1000-ml-Probe wird durch ein oder
mehrere  Membranfilter (Porengrofle
0,45 um) und, sofern sie grobe Flocken
enthilt, gegebenfalls durch aufgelegte
sterile Glaswolle filtriert.

4.1.2 Anreicherung

Zur Anreicherung werden die Mem-
branfilter und die Glaswolle mit steriler
Pinzette unter sterilen Bedingungen in
einen Erlenmeyerkolben mit 100 ml
Tetrathionat-Kristallvioletr-Bouillon
(nach 6.3.1) eingebracht. Dabel miissen
Membranfilter und Glaswolle ginzlich
durch die Bouillon bedeckt sein. Der
Kolben wird mit einer sterilen Kappe be-
decktund 24 h + 4 hbei 36°C = 1°C
bebriitet.

4.1.3 Kultur auf Selektivnihrboden

Danach wird aus der Anreicherungs-
bouillon je eine Ose auf zwei verschie-
dene Salmonella-Selektivplatten frak-
tioniert ausgestrichen. Die beimpften
Platten werden mindestens 24 h + 4 h,
bei zunichst negativem Befund bis zu
44h = 4h bet 36 °C = 1°C bebriitet
und auf Salmonella-verdichtige Kolo-
nien untersucht.

Typische Salmonella-Kolonien sind auf
Brillantgriin-Phenolrot-Agar (nach
6.3.2) rosa bis rotlich. Auf Salmonelia-
Shigella-Agar (nach 6.3.3) wachsen Sal-
monellen als farblos-helle Kolonien mit
schwarzem Zentrum, auf Xylose-Lysin-
Desoxycholat-Agar (nach 6.3.4) als rote
Kolonien ebenfalls mit schwarzem Zen-
trum und auf Bismut-Sulfit-Agar (nach
6.3.5) als schwarze Kolonien mit
Schwirzung des Nihrbodens unter der
Kolonie und u.U. Spiegelglanz um die
Kolonien.

4.1.4 Biochemische Identifizierung

Mindestens fiinf verdichtige Kolonien
werden biochemisch auf Dreizucker-Ei-
sen-Agar (TSI-Agar, nach 6.3.6) und
Lysin-Indol-Motilitdts-Medium (LIM-
Medium, nach 6.3.7) untersucht. Der
TSI-Agar wird auf der Schrigoberfliache
ausgestrichen und in den Bodensatz
durchgestochen. Anschlieflend wird das
LIM-Medium mit derselben Impfnadel
bis unten durchstochen. Das LIM-Me-
dium kann mit einer etwa 5 mm dicken
Schicht sterilen Paraffinols beschichtet
werden, falls die Reaktion mehrals 24 h
beobachter wird. Die Bebriitung von
TSI-Agar und LIM-Medium erfolgt bei
36 °C = 1 °Cinder Regel iiber 24 h.
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Verénderuﬁgen der Nihrboden lassen
sich folgendermafllen erkliren:

- TSI-Agar

Bodensatz:

gelb

Glucose-Vergirung
rotoder unverindert

keine Glucose-Vergirung
schwarz
Schwefelwasserstoffbildung
Blasen oder Risse
Gasbildung aus Glucose

Schrdgoberfliche:

gelb

Lactose- und/oder Saccharose-Vergi-
rung

rot oder unverindert

weder Lactose- noch Saccharose-Vergi-
rung

—LIM-Medium

Violett

Lysindecarboxylase positiv

gelb

Lysindecarboxylase negativ

homogene Tritbung

Beweglichkeit positiv

Wachstum nur im Stich

Unbewegliche Keime

Bildung eines roten Ringes nach Zugabe
von Kovacs-Reagenz

Indolbindung posiuv

Bildung eines gelben Ringes nach Zu-
gabe von Kovacz-Reagenz
Indolbindung negativ

Die Salmonellen zeigen folgende Reak-
nonen (in Klammer die prozentuale Re-
aktionswahrscheinlichkeir):

- TSI-Agar

Sdurebildung aus Glucose + (100 %)
Sdurebildung aus Lactose - (99 %)
Sdurebildung aus Saccharose - (99 %)
Schwefelwasserstoffbildung  +(95 %)
Gasbildung +(95 %)
—LIM-Medium ‘
Lysindecarboxylase + (97 %)
Beweglichkeit +(97 %)
Indolbildung - (99 %)
5 Viren

5.1 Begriffe

Ein Teil derjenigen Virusarten, die sich
in den Verdauungsorganen vermehren
(enterale Viren), werden mit den Faeces
ausgeschieden und gelangen damit, u. U.

in threr Anzah! durch die Abwasserkli-
rung vermindert, in die Gewisser. Zu
den enteralen Viren gehoren Rotaviren,
Reoviren, Enteroviren, enterale Adeno-
viren, Norwalk-Viren, Hepatitis-A- und
-E-Viren und eine Reihe weiterer Viren,
die weniger gut charakterisiert sind. Nur
eine geringe Anzahl dieser Virusarten
kénnen mit Zellkulturen nachgewiesen
werden, so dafl die Anzahl von Viren in
einer Wasserprobe immer héher ist als
die Anzahl der mit diesem Verfahren
nachgewiesenen Viren.

5.2 Kurzbeschreibung des Nachweises
von enteralen Viren in Wasser

Zellkulturen verdndern thr Aussehen in
typischer Weise, wenn sie mit bestimm-
ten Viren infiziert werden (Cytopathi-
scher Effekt = CPE). Darauf beruhtder
Nachweis von Viren. Direkte Animp-
fung einer Zellkultur mit einer Gewis-
serprobe fithrt selten zu einem CPE, da
die virale Konzentration dazu nicht aus-
reicht. Es ist daher erforderlich, die Vi-
ren In einer Gewisserprobe aus einem
grofleren Volumen aufzukonzentrieren,
um dann die Zellkulturen mit dem Kon-
zentrat anzuimpfen. Fiir die Aufkonzen-
trierung stehen eine Vielzahl von Ver-
fahren zur Verfiigung. In dieser Vor-
schrift wird ein Verfahren in Anlehnung
an Walter und Riidiger angegeben.

5.3 Zellkulturen fiir den Nachweis won
Viren

Der Nachweis sollte mit mindestens
zwel verschiedenen Linien von Zellkul-
turen erfolgen, von denen bekannt ist,
dafd sie gegen enterale Viren empfindlich
sind. Die Zellinien BGM (Buffalo Green
Monkey), aus Nierenzellen, und FL (hu-
mane Amnion-Zellen) werden in vielen
virologischen Laboratorien fiir den
Nachweis von enteralen Viren mit Er-
folg verwender.

5.4 Zellkulturmedinm (z. B. Minimal Es-
sential Medivm (MEM) mit 2 % fotalem
Kilberserum (FCS)

5.5 Antibiotika-Mix

1 ml Antibiouka-Mix enthilt:

100 000 LE. Penicillin

100 mg Streptomycin

12 500 LE Moronal

25 mg Kanamyecinsulfat
Dosierung in den Proben:

20 Microliter Antibiotika-Mix far 10 ml
MEM
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5.6 Lisungen frir die Aufkonzenirierung
der Viren aus 10 Liter Wasser

- 10 %A[Z (SO4)3 x 18 HZO(A12(504>3 X
18 H,0O verwenden wegen der besse-
ren Loslichkeir)

- IMHCL-und 1 M NaOQOH-Lisungen
— 1 M Lysatpuffer pH 4.7 (Zitratpuffer)

1 Teil 1M Zitronensdureldsung. +
3Teile 1 M ti-Natriumcitrat-2-hy-
drat-Lésung mischen.

Mit 1 M Zitronensiurelssung oder 1
M tri-Natriumcitrat-Losung auf pH
4.7 einstellen.

1 M Zitronensiureldsung:

19,21 g Zitronensiure auf 100ml mit
Aqua dest. auffullen.

1 M Natriumcitrat-Losung:
88,23 g wi-Natriumcitrat-2-hydrat
auf 300 ml mit Aqua dest. auffillen.

— Phosphatpuffer nach Sérensen, pH 7.5
Losung A: 0,5 M KH,PO,

6,8 g auf 100 ml mit Aqua dest. auffil-
len, autoklavieren.

Losung B: 0,5 M Na,HPO,
35,6 g auf 400 ml mit Aqua dest. auf-
tullen, autoklavieren.

Fiir pH 7,5 ca. 16 ml Lésung A und ca.
84 ml Losung B mischen. Fir die Ein-
stellung des genauen pH-Wertes ent-
weder Losung A (saurer) oder Losung
B (alkalischer) zusetzen.

- 5,6%ige NaHCO;-Losung
5,6 g Natriumhydrogencarbonat auf
100 ml mit Aqua dest. auffiillen, steril
filtrieren.

— Chloroform

5.7 Laborgerite und Glas- oder Plastik-
ware fiir die Aufkonzentrierung

10-Liter-Glasflaschen

Thermometer

Magnetrithrer

Magnetstibe

1-Liter-Meflzylinder

abgeschnittene Pipetten zum Absaugen
grofle Zentrifugenbecher (z. B. Sorvall,
500'ml)

Zentrifuge und Rotor fiir grofle Becher
(z. B. Sorvall-GS 3)

Schuttler

Falconrshrchen 50 ml

Roror fiir Falconroéhrchen (z. B. Sor-
vall-HS 4)

Erlenmeyer-Kolben (200 ml)
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Ultrazentrifuge (z. B. Beckman
18-55-M)

Rotor und Rehrchen (z. B. Beckman, Ti
45, Polycarbonatréhrchen mit Schraub-
verschluff Nr. 355622, 70 ml)

steriler Zellstoff
Glasstibe und Pipetten

5.8 Aufbereitung von Qberflichenwasser
Siirdie Konzentrierung von Viren aus einer
10-Liter-Probe (nach Riidiger und Walter)

1. Tag:

Die Proben werden (evtl. in warmem
Wasser) auf eine Temperatur von 18 bis
20 °C gebracht (gewiinschte Tempera-
tur zur Aufarbeitung).

Unter Rithren Zugabe von 20 ml einer
frisch  zubereiteten  10%igen Al
(8O,);5-Losung.

pH-Kontrolle, Korrektur mit HCL oder
NaOH unter Rithren auf einen pH-Be-
reich von 5,4 bis 5,8. Fur die pH-Kon-
trolle ein Aliquot (5-10 ml) aus der
10-Liter-Flasche 1n Reagenzglas oder
Falconrshrchen umfiillen und dort pH
messen. Dieses Volumen wird verwor-
fen. Sedimentation: In der 10-Liter-
Glasflasche bei + 4 °Celsius tiber Nacht
die AI(OH);-Flocken sedimentieren las-
sen.

2. Tag:

Die Flaschen aus dem Kithlschrank stel-
len und noch einmal eine Stunde abset-
zen lassen auf ca. 1 Liter.

Uberstand mit der Wasserstrahlpumpe
absaugen.

Umfiillen in 1-Liter-Mefzylinder und
weitere 4-5 Stunden sedimentieren las-
sen auf ca. 250 ml Al(OH);-Sediment.
Uberstand absaugen.

In Zentrifugenbecher umfillen und
30 Min. beieiner Beschleunigung von ca.
1000 x g zentrifugieren (3000 Upm mit
dem GS-3-Rotor der Sorvall-Zentri-
fuge), Uberstand abgieflen.

Pellet absptilen mit 10 ml Zitratpuffer
(ergibt ca. 25-30 ml Volumen).

In dem Zentrifugenbecher belassen und
waagerecht auf  einem  Schiittler

1 Stunde bei Raumtemperatur, dann
tiber Nacht im Kiihlschrank bei 4 °C

schiitteln.  Dabel  sollen sich die
Al(OH);-Flocken losen.
3. Tag: .

Die Proben werden aus den Probengefi-
fen gespiilt und bel ca. 1000 x g 30 Min.
zentrifugiert (z. B. in der Sorvall-Zentri-
fuge, HS-4-Rotor, 3000 Upm). Der wifi-
rige Uberstand wird mit einer Pipette ab-

gezogen = Uberstand 1. Das Sediment
wird mit 3 ml Phosphatpuffer nach S&-
rensen resuspendiert, 1 Stunde geschiit-
telt und erneut zentrifugiert (30 Min. bel
100x g).

Uberstand wie oben abnehmen = Uber-
stand 2. Uberstand 1 und Uberstand 2

zusammenfigen.
Gesamtitberstand mit 10 Volumen-Pro-
zent Chloroform  versetzen und

1 Stunde im Falconrshrchen auf dem
Schiittler schiitteln; 30 Min. zentrifugie-
ren bei 1000 x g; Uberstand abpipettieren
in einen 200-ml-Erlenmeyer-Kolben
und 1 Stunde schiitteln zum restlosen
Entfernen des verbliebenen Chloro-
forms. Im Falconrohrchen einfrieren
oder, falls die Ultrazentrifugation gleich
angeschlossen wird, in die entsprechen-
den Zentrifugenrshrchen fiillen.

4. Tag:

Zentrifugieren des Gesamtiberstandes
bei Bedingungen, die die vollstindige Se-
dimentation von Enteroviren garantie-
ren (z. B. im Beckman-Rotor Ti 45, bel
34 000 Upm 2 Stunden (halbe Becher)
oder 4 Stunden (volle Becher)).

Uberstand abgieflen und Abtropfen der
Becher auf sterilem Zellstoff.

Pellet  aufnehmen mit 2 Troplen
5,6%iger NaHCO;-Losung und einigen
Tropfen MEM + Antbiotica-Mix (erst
wenig und mit dem Glasstab verrithren,
dann erst mit der Pipette homogenisie-
ren).

Einstellung des pH nach Sicht (MEM
enthile Neutralrot!) mit NaHCO;-Lo-
sung. Endvolumen auf genau 2 ml auf-
fiillen. Lagerung bei ~20 °C méglich.

5.9 Animpfung von Zellkulturen

Das Endvolumen (2mi entsprechen
10 Liter Oberflichenwasser) oder ein
Aliquot mit MEM + Anubiotika-Mix
auf 23 ml auffullen, je 1 ml davon auf 23
Gewebekulturschalen (6 cm Durchmes-
ser ) pipettieren, 2 Stunden bei 37 °C in-
kubleren und dabel wiederholt die Plat-
ten schwenken. Schalen mit je 4 ml Er-
haltungsmedium auffitllen - (MEM. +
2 % FCS + Anubiotica-Mix).

Zellkulturen ab ca. dem 3. Tag nach An-
impfung unter dem Mikroskop auf
Zeichen einer viralen Infektion kontrol-
lieren. Die Mehrheit solcher Infektionen
erscheint in der Regel sehr spit, bis etwa
nach 50 Tagen. Die Kulturen miissen da-
her umgesetzt werden. Die Anzah! der
viralen Einheiten ist gleich oder grofler
als die Anzahl infizierter Schalen.
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6 Coliphagen
6.1 Begriffe

Coliphagen sind Bakterienviren, die E.
coli als Wirtsorganismus befallen. Sie
sind im kommunalen Abwasser stets
nachweisbar und haben vergleichbare
physikalische Eigenschaften wie die hu-
manpathogenen Enteroviren. Im Gegen.-
satz zu denenteralen Viren kénnen Cboli—
phagen in den Wasserproben mit sehr
geringem Zeit- und Materialaufwand
untersucht werden. Sie scheinen fiir das
Monitoring von Oberflachengewissern
hinsichtlich der Kontamination mit ente-
ralen Viren gut geeignet zu sein.

6.2 Kurzbeschreibung des  Nachweises
von Coliphagen in Wasser

Coliphagen werden auf dem Zelirasen
eines E. coli-Stammes in einer Nihragar-
kulturplatte nachgewiesen. Im Gegen-
satz zum Nachweis von enteralen Viren
fithre die direkte Animpfung einer spezi-
fischen E. coli-Kultur mit der Wasser-
probe bereis.nach 24stiindiger Bebrii-
tung bei 37 °C zu einem sichtbaren Ef-
fekt. Aufgrund der infizierten und ly-
sierten Bakterien auf dem E. coli-Rasen
kommt es zur Bildung der makrosko-
pisch  erkennbaren, runden, relativ
scharf begrenzten Aufhellungen (Pla-
ques) mit Durchmesser von 0,5-5 mum.

6.3 Nébrmedien zum Nachweis von Coli-
phagen

Verschiedene Stimme von E. coli kén.
nen als Wirtsbakterium fir Coliphagen
herangezogen werden (Havelaar, 1986).
In dieser Methode dient E. coli K13
(ATCC 15766) als Wirtsbakterium.

6.3.1 Trypton Hefe Extrake (THE)-
Niahrlésung

THE-Nahrlosung wird fir die Anziich-

tung der frischen E. coli-K13-Kultur
elngesetzt.

Bestandteile:

10g  Trypton

8¢ NaCl

1g Hefeextrake
lg Glucose
0,22¢g CaCl,

ad 1000 ml entionisiertes Wasser

Herstellung :

Trypron, Hefeextrake, Glucose, NaCl
und CaCl, werden in einem Glaskolben
in enuomsiertem Wasser unter Erhitzen
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gelostund auf einen pH-Wertvon 6,8 =
0,1 eingestellt. Die Losung wird 15 Min.
bei 121 °C autoklaviert.

6.3.2 Trypton-Hefe-Extrakt (THE)-
Weichagar

THE-Weichagar wird fiir die Kuluvie-
rung eines Zellrasens von mit der Was-
serprobe Inokulierten E.coli K13 auf
den Nihragarkulturplatten eingesetzt.

Bestandteile:
10g  Trypton
8g NaCl
g  Hefeextrake
lg  Glucose
0,22 g CaCl,
8g Agar-Agar

ad 1000 ml entionisiertes Wasser
Herstellung: wie be1 6.3.1.

6.3.3 Doppeltkonzentrierter Trypton-
Hefe-Extrakt (THE)-Weichagar

Doppeltkonzentrierter  THE-Weicha-
gar wird bei der Kultivierung der E. coli-
K13-Rasen zum Ansatz der grofen Pro-
bevolumina von 10-100 ml verwendet.

Bestandteile:

20g  Trypton

16 g NaCl
2g  Hefeextrakt
2g  Glucose
0,44 g CaCl,

32g  Agar-Agar

(Die vierfache Menge Agar (32g) ist
notwendig, damit das Gemisch aus kon-
zentriertem Agar und Wasserprobe die
erforderliche Festigkeit erreicht)
ad 1000 ml entionisiertes Wasser

Herstellung : wie bei 3.1.

6.4 Anzuchtvon E. coli K 13
6.4.1 E.coli-K-13-Starterkultur

Die Stammkultur von E. coli K13 wird
auf THE-Weichagarplatten ausgestri-
chen und bei 36 + 1 °C iiber Nacht be-
briitet. Die Starterkulturplatten kénnen
zwel Wochen itm Kiihlschrank aufbe-
wahrt werden.

6.4.2 E. coli-K13-Kultursuspension

Zur Inokulation mit der Wasserprobe
wird E. coli K 13 zuerst in THE-Nihrls-
sung frisch kultviert. Aus einer Starter-
kulturplatte werden E. coli K13 in 3 ml
THE-Nihrlosung mit Hilfe einer Pi-
pette abgeschwemmt. Diese Suspension

wird mit 50 ml THE-N4hrlosung (aus-
reichend fiir 100 Tests) vermischt und in
emem Schuttelwasserbad ber 120 Upm
und einer Temperaturvon 37 °Cbis zum
Erreichen einer optischen Dichte (1 cm
Schichtdicke, Wellenlinge: 578 nm) von
0,6-0,8 4-6 h inkubiert.

6.5 Nachweis und Quantifizierung von
Coliphagen

6.5.1 Nachweis in Probevolumen bis

1 ml

— Die Proben werden in die sterilen Re-
agenzrohrchen pipettiert.

— 0,5 ml der frisch hergestellten E.coli-
K13-Suspension wird der Probe zuge-
geben.

— Diese wird anschliefend mit 10 ml
THE-Weichagar (auf 55°C erwirmt)
versetzt und in die Nihragarkultur-
platten (Durchmesser 9 cm) gegossen.

— Nach 24stiindiger Inkubation der
Kulturen bet 36 + 1 °C werden die
Plaques (helle Locher im tritben E.
coli-K13-Rasen) gezihlt und daraus
die Konzentration des Coliphagen als
pfu (plaque forming unit) pro ml
Probe berechnet.

6.5.2 Nachweis in Probevolumen von
10 bis 100 ml

Diese Methode wird bei Untersuchun-
gen der groflen Probevolumina von 10
bis 100 ml eingesetzt, wenn in 1 ml der
zu untersuchenden Probe kein Nach-
weis von Bakteriophagen zu erwarten
ist:

— 100 (10) ml Probe werden in einem
300 (100) ml sterilen Erlenmayerkol-
ben tm Wasserbad ca. 10 Min. bei
37 °Ctemperiert.

— 10 (1) ml frisch kultivierte E. coli-
K13-Suspension werden der Probe
zugegeben.

— Die Probe (insgesamt 110 (11) ml)
wird mit 110 (11) ml doppeltkonzen-
triertem THE-Nzhragar, welcher zu-
vor bei 55°C temperiert war, ver-
mischt, so dafl die Endkonzentration
des Gesamtvolumens (220 bzw. 22 ml)
der Konzentration des THE-Einfach-
Nihrmediums entspricht.

— Das Gesamtvolumen von 220 (22) ml
wird dann auf die leere(n) Kultur-
platte(n) (Durchmesser 9 cm) in Volu-
men von 20 bis 25 ml verteilt.

~ Nach 24stindiger Inkubation von

Kulturen bet 36 + 1°C werden die
Aufhellungen auf dem E. coli-Rasen
der Platten gezihlt, addiert und als
pfu/100 (10) ml wiedergegeben.
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Chemikalien
Trypticase Peptone
Hefeextrake

D (+)-Glucose
Natriumchlorid

Calciumchlorid

{BBLNr.11921)
(Merck Nr. 3753)
(Merck Nr. 8337)
(Merck Nr. 6404)
{Merck Nr.2388)

(Merck Nr.1615)
{Merck Nr.2442)

Agar—Agar
Chloroform

Ad-hoc-Arbeitsgruppe »Mikrobiologie« der Bade-
wasserkommission des Umweltbundesamtes:

Prof. Dr. M, Exner, Bonn; Prof. Dr. K.-O. Gunder-
mann (Dr. G. Havemeister), Kiel; Dr. J. M. Lépez-
Pila, Berlin; Prof. Dr. R. Schubert, Frankfurt/M.;
Dr. C. Sacré, Swugar; Prof. Dr. D. Schoenen,
Bonn; Dr. E. Schulze, Bad Elster.

Unterarbeitsgruppe  »Mikrobiologische Untersu-
chungsmethoden fiir Badegewisser« der Bund-Lin-
der-Arbeitsgruppe Badegewisser:

Dr. Christa Ecker; Dr. K. Gunkel, Berlin; Dr. G.
Havemeister, Kiel; Dr. B. Lustig, Stuttgart; Dr. R.
Motz, Berliny Dr. W. Mihlenberg, Hannover, G.
Pansch, Schwerin; Dr. K. Roch, Hamburg; Dr. P.
Schindler, Oberschleiffheim; Dr. H. D. Schoop,
Kassel; Prof. Dr. R. Schubert, Frankfurt/M.; Dr. E.
Schulze, Bad Elster; Dr. L. Taumer, Zwickau; Dr.
H. G. Tuschewitzki, Gelsenkirchen.



