Eine neue Methode der Anwendung der Membranfilter
Imrich Daubner

Bei der bakteriologischen Analyse des Wassers ist eine der grund-
legenden Aufgaben ihre rasche Durchfilhrung. Dies ist unumging-
lich notwendig, da sich durch den Transport die Gesamtzahl der
Mikroorganismen sowie das Zahlenverhiltnis der einzelnen Gattun-
gen in der Wasserprobe indert, und das umsomehr, je linger der
Transport andauert. Es handelt sich dabei aber nicht nur um die
Gesamtzahl der Mikroorganismen in der Wasserprobe, sondern auch
um die Indikatoren der fikalen Verunreinigung, eventuell um patho-
gene Bakterien, welche im zu prifenden Wasser enthalten sein kon-
nen. In einer neueren Arbeit* stellten wir jedoch fest, daf} es wih-
rend eines zweistiindigen Transportes zu keiner wesentlichen Ande-
rung von Zahl und Art der Mikroorganismen in der Wasserprobe
kommt. Die Streuwung (Variationsbreite) in der Zahl der Mikro-
organismen bei parallel beimpften Platten aus ein und derselben
Wasserprobe ist grofiler als der Unterschied zwischen der festge-
stellten Anzahl der Bakterien im Terrain und nach dem Transport
im Laboratorium. Diese Tatsache beeinflullte jedoch nicht unsere
Bemiihungen, die Analyse des Wassers womsglich sofort am Ort
der Probeentnahme durchzufihren.

Aus den oben angefithrten Griinden haben wir daher die Einfiith-
rung solcher Methoden und Analysen angestrebt, die uns im Terrain
ein einfaches und schnelles, dabei aber genaues Arbeiten gestatten.
Die Vierwendung von Membranfiltern und des Gels der Kieselsdure
erschien uns bei der Bestimmung der Anzahl der Bakterienkolonien
besonders geeignet.

Bei der Bearbeitung der Proben im Terrain nach der bisher ge-
tibten Weise stieflen wir jedoch auf gewisse Schwierigkeiten. Es
handelte sich dabei hauptsichlich um das Trocknen der Platte (Endo,
Nihrboden fiir Enterokokken usw.) vor udd nach der Beimpfung
des Nihrbodens. Zu diesem Zwecke bedarf es nimlich eines gro-
leren geeigneten Arbeitsraumes, der aber an den jeweiligen Unter-
suchungsstellen nur selten zur Verfiigung steht. Ferner werden die

* Daubner 1960, im Druck.
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Bestimmungen oft ungenau, da die zum Trocknen gedffneten Platten
unter den unginstigen Arbeitsbedingungea im Terrain, wo man viel
schwerer als im Laboratorium steril arbeitet, kontaminiert werden
kénnen. Schliefilich handelt es sich auch um einen bedeuetnden Zeit-
verlust, da das Trocknen der Platte mindestens einz halbe Stunde
dauert. Die Bescitigung dieser technischen Schwierigkeit erschien
uns daher als ein wertvoller Beitrag zur Verbesserung der Methode
und zur Erleichterung der bakteriologischen Untersuchung des Was-
sers an Ort und Stelle sowie auch im Laboratorium.

Dieses Ziel zu erreichen half uns das Membranfilter. Die Anwen-
dung der Membranfilter besitzt viele Viorteile, wenn es sich um ein
Wasser mit einer geringen Anzahl von Mikroorganismen handelt
und dic Wasserprobe eingeengt werden soll. Bei der Untersuchung
von Wasserproben mit einer grofleren Zahl von Bakterien, z. B.
Oberflichenwasser oder Abwasser, wo man dic Proben nicht kon-
zentrieren, sondern oft bedeutend verdiinnen mufl, um 2zu auswert-
baren Resultaten zu kommen, verliert die Anwendung der Membran-
filtermethode ihren Hauptvorteil.

Mit dem Worte Membranfilter ist der Begriff Filtration verbun-
den, worunter man das Durchsaugen einer gewissen Menge des zu
untersuchenden Wassers durch ein spezielles Filter versteht. Dieses
ist in einem geeigneten Apparat eingesetzt. Zur Filtration selbst ist
ein Unterdruck notwendig.

Die Arbeit im Terrain ist bei Anwendung des Filtrationsapparates
wegen seiner Sterilisation und des Einlegens sowie Entnchmens der
Filterblattchen etwas erschwert. Die Exaktheit der Arbeit leidet auch
durch das Anheften von Mikroorganismen an der Wand des Filtra-
tionsapparates, wovon wir uns schon des éfteren tberzeugen konnten.

Mucha gab daraufhin die Anregung, die Membranfilter ohne
Beniitzung des Filtergerites zu verwenden. Das Prinzip ist sehr ein-
fach. Das Membranfilter wird auf eine geeignete, sterile und saug-
fahige Unterlage gelegt und die ndtige Menge des Wassers mittels
einer Pipette auf das Filter aufgetragen.

Nach Einsaugen des Wassers in die Unterlage iibertrigt man die
Membrane auf einen Nihrboden zur Bebriitung. Wie unsere Ver-
suchs zeigten, ist diese Methode schnell, genau und im Terrain
gegeniiber anderen Verfahren unbedingt vorteilhafter.

Arbeitsmethodik

In eine sterile Petrischale von 8 cm Durchmesser wird eine
sterilisierte, wassersaugende Einlage von 0,5— 1,0 mm Dicke ge-
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geben, die wenigstens 1 ml Wasser absorbieren kann. Als solche
beniitzen wir ein stirkeres Filtrierpapier oder mehrere diinne Pa-
piere, die jedoch keine antibakteriellen Verbindungen enthalten diir-
fen. Auf diese Unterlage wird das frisch sterilisierte, noch feuchte
Membranfilter mit 6 cm Durchmesser und einer mittleren Poren-
weite von 0,4 Mikron gelegt (Filter Nr. 2 der Membranfiltergesell-
schaft A.G., Géttingen). Bei der Sterilisaiton durch Kochen zeigen
die Filter dieser Provenienz eine Kontraktion von 10 0o, wodurch
auch ihre Porenweite verkleinert wird. Diese Kontraktion erschwert
die genaue Befestigung des Membranfilters im Filtergerit. Bei der
hierr beschriebenen Anwendungsart des Membranfilters ist jedoch
die Kontraktion nicht nachteilig.

Auf die Membrane wird mit einer Pipette die erforderliche Menge
der Wasserprobe aufgetragen. Es ist dabei notwendig, so zu pipet-
tieren, dafl das Wasser gleichmiflig tber dic gesamte Oberfliche
der Membrane verteilt wird, wobei das Wasser nicht iiber den Rand
flieflen darf. Pipettieren kann man die Wasserprobe direkt oder
ihre entsprechenden Verdiinnungen, die mit gepuffertem destilliertem
Wasser angesetzt werden (American Standard Methods 1955). Die
Verdiinnungen sollen so sein, dafl man auf der Membrane nicht
weniger als 0,5 ml und nicht mehr als 1 ml Wasser auftragen muf
und nicht mehr als 50 Kolonien kultivieren kann. Eine groflere
Anzahl von Kolonien ist einerseits umstindlich auszuzihlen, anderer-
seits ist die Isolierung der einzelnen Kulturen erschwert.

Nach einigen Sekunden saugt die Unterlage das Wasser von der
Oberfliche des Membranfilters. Das noch feuchte Filter nehmen wir
mit einer Pinzette, deren Ende kurz vorher in der Flamme sterili-
siert wurde, von der Unterlage und legen es mit der Filterseite
nach oben auf den Nihrboden in der Petrischale. Dabei beachten
wir, dafl zwischen Nihrboden und Membrane keine Luftblasen ent-
stehen; falls solche entstanden sind, mufl man das Filter wieder auf-
heben und langsam zuriicklegen, bis es mit seiner ganzen Fliche am
Nihrboden aufliegt.

Der Nihrboden wird nunmehr bebriitet, wobei wir die Schale
umkehren, so dafl der Boden nach oben zu liegen kommt.

Experimenteller Teil

Arbeitsmethodik

Diesc Art der Anwendung dér Membranfilter versuchten wir an
90 Proben aus flieenden und stehenden Oberflichenwissern und
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zwar 50 Proben zur Feststellung der Anwesenheit und Anzahl von
Bakterien der Subfamilie Eschericheac und 40 Proben zur Bestim-
mung der Anwesenheit und Anzahl von Enterokokken (Tabellen 1
und 2). Parallel mit der Ziichtung (Pipettierung) auf Membran-
filtern kultivierten wir auch direkt auf Nihrbsden.

Bei der Analyse von Wasserproben hinsichtlich Gegenwart und
Anzahl von Bakterien der Subfamilie Eschericheae verfuhren wir
folgendermaflen:

Die Wasserprobe wurde mit sterilem, gepuffertem Wasser 1:100
verdinnt, um eine dem Zweck entsprechende Anzahl der Kolonlen
(bis zu 20) zu erhalten. Von jeder verdiinnten Wasserprobe ent-
nahmen wir 1 ml, pipettierten 0,5 ml auf das Membranfilter und
0,5 ml direkt auf den Endoagar. Weiters verfuhren wir nach der
oben beschriebenen Methode. Die Inkubationsdauer betrug 2442
Stunden bei 370 C. Nach dleser Zeit wurde die Gesamtzahl der
Kolonien auf dem Membranfilter und dem Endonihrboden gezihlt.
Auflerdem wunterschieden wir die Anzahl der Kolonien nach ihrer
Firbung (typischer Metallglanz, rot, rosa oder weifl).

Alle Kolonien, und zwar ohne Unterschied hinsichtlich Firbung,
untersuchten wir mikroskopisch; die gramnegativen, nicht sporen-
bildenden Stibchen wurden auf diagnostischen Nihrbsden identi-
fiziert.

Zur Feststellung der Gegenwart und Anzahl von Enterokokken
wurde folgendes Verfahren gewihlt:

Aus der Wasserprobe impft man 0,5 ml des nicht verdiinnten
Wassers auf Membranfilter und 0,5 ml direkt auf Nihrbdden. Zur
Kultivierung wihlt man ein Substrat, welches Triphenyl-tetrazolium-
chlorid enthilt und nach theraturangaben (Slanetz-Bartley, 1957)
sowie nach unseren eigenen Erfahrungen cinen guten, hochselektiven
Nihrboden fiir Enterokokken darstellt. Der Nihrboden ist schwach-
gelb gefirbt (dhnlich wie Agar). Die Enterokokken wachsen auf
thm als purpurrote Kolonien von durchschnittlicher Gréfle von
0,5—0,2 mm.

Man kultiviert 24 Stunden bei 370C und zihlt dann mikro-
skopisch und durch Firbung nach Gram wird festgestellt, ob es
sich um grampositive Streptokokken handelt.

Besprechung der Ergebnisse

a) Vorstehende Versuche mit der neuvorgeschlagenen Methode
der Anwendung der Membranfilter sollten in erster Linie
feststellen, ob sie als gleichwertig mit der Methode der
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Anzahl der Kolonien auf Anzahl der Kolonien auf
Nr. | Wasser- N, | Wasser-
frobe Endoboden Mcfﬁmtlzréan- obe Endoboden Meé?t]g_an-
1 17 (15) | 10 (10) | 26 2 (1) 3 (3)
2 11 (6) 14 (12) | 27 3 (1) 1 (1
3 5 (3) 8 (4) | 28 3 (0) 4 (3)
4 8 (7) 70) |20 3 2 (0) 3 @)
5 12 (10) 9®) |30 4 (4) 7 (7)
6 32 62 [31]¢° 8 (5) 12 (12)
7 1 (1 3@ | 32 ; 4 (3) 13 (13)
8 3 (2) 63 |33 2 4 (4) 7 (7)
9| ~| 6(6) 1208 |34 « | 12(10) 8 (8)
10| 21 0() 51) | 35 « 9 (5) 7 (7)
| ol 5(@) 70 |36 ] © | 10 (6) 5 (5)
12 | = 6() 54 |37 |2 | 125 8 (7)
13 | 8 4 (4) 11 (7) 38 12 (11) | 10 (10)
14 | ° 4 (4) 4 (4) 39 11 (11) 9 (8)
5| 2| 4@ 5() | 40 6 (1) 3 (3)
6| o! 4@ 76) | 4 10 (3) 4 (3)
17| 2@ 5(6) | 42|« 5 (4) 7 (3)
18 4 (4) 50 |43 | 5 (4) 2 (2)
19 10 (9) 8@8 |44 | % 5 (4) 9 (5)
20 2 (2) 22 |2 70 9 (3)
21 6 (6) 8 (8) 46 | & 6 (6) 6 (6)
22 14 (6) 1313 47| *| 4@ 6 (6)
23 1 (0) 7T |48 |3 5 (5) 4 (3)
24 7 (3) 706) |49 | & | 4@ 6 (3)
25 8 (6) 13 (10) | 50 9 (7) 10 (7)
Tabelle 1

Anzahl der Kolonien vom Endoboden und vom Membranfilter aus Proben von
Fluflwasser (Donau) und stehendem Wasser (Teich beim Eisenbriindl). In der
Klammer nach jeder Nummer ist die Anzahl der Kolonien, die zur Subfamilie
Eschericheae gehoren, angefiihrt.
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Ny, || Aneabl der Kolonien auf | gy | Anzahl der Kolonien auf
probe TTC Boden Meﬁnlltt;an- frobe TTC Boden Megf’b;an'
I 4 11 21 0 4
2 0 4 22 3 3
3 8 5 23 0 0
4 6 5 24 0 1
5 I 2 25 3 4
6 7 8 26 2 2
7" 3 5 27 | 1 9
8 | 3 2 28 | o 2 5
o1 q 5 4 |2|° 0 4
10 | 3 5 0 30 | & 2 6
1| = 1 0 31 | = 11 16
12| 2 0 1 32 | 2 10 13
13 ] o 0 1 3| o 9 12
14 1 A 1 1 34 | A 16 12
15 0 3 35 6 7
16 1 1 36 6 13
17 2 2 37 6 15
18 0 0 38 10 9
19 1 3 39 8 14
20 1 3 40 14 9
Cabelle 2

Anzahl der Kolonien vom 'T'T'C-Nihrboden und vom Membranfilter aus Flufi-
wasserproben (Donau). In 10 Wasserproben aus dem ‘Teiche (Eisenbriindl)
stellten wir in 1 ml Wasser in keinem Falle Enterokokken fest.
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b)

zu a)

direkten Aufimpfung der Probe auf Endoagar empfohlen
werden kann. Weiters sollte vergleichend festgestellt werden,
wieviele Kolonien, dic nicht zur Subfamilic Eschericheae
gehoren, auf den Membranfiltern und auf Platten wachsen.
Drittens sollte gepriift werden, ob die Membranfilter keine
Selektivitit fiir E. coli aufweisen, wie einige Literatur-
angaben behaupten (Streeter-Robertson 1960), bzw.
wie hoch die prozentuelle Verteilung der Gruppen der Sub-
familien Eschericheae auf Membranfilter und auf Nihr-
boden ist.

Soweit es sich um Enterokokken handelt, beobachteten
wir nur die Anzahl der Kolonien, die auf Membranfiltern
und im Vergleich dazu auf Nihrbsden kultiviert wurden.
Wir bearbeiteten dieses Problem einesteils deswegen nicht,
weil wir gegenwirtig die Methode der Bestimmung und
Identifikation noch nicht geniigend ausgebaut haben, andern-
teils bei unserer Routineanalyse des Wassers diese erst in
Vorbereitung befindliche Bestimmung noch nicht ausge-
fihrt wird.

Die Gesamtzahl der isolierten und identifizierten Kolonien
betrug 594. Davon fanden sich 301 awf Membranfiltern
und 293 Kolonien auf direkt beimpftem Endoagar (siche
Tabelle 1). Schon der erste Blick beweist, dall es sich
um fast die gleiche Anzahl der Kolonien handelt und eine
statistische Bewertung iiberfliissig ist.

Von den 301 auf Membranfiltern kultivierten Kolonien
gehorten 287, das sind 95,40/ zur Subfamilie Eschericheae
(Kaufmann 1954). Dagegen gehdrten von den 293 aus
Endonihrbéden 1solierten Kolonien nur 230, das sind
78,4 0/, zur Subfamilic Eschericheae. Disser Unterschied
ist sogar statistisch bedeutend (Tabelle 3).

fir 0,01 0,05

Ftheorelisch

6,9 39

F wirklich 6,9

Cabelle 3
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Dies deutet darauf hin, dafl auf der Oberfliche des
Endoagars sich eine gréfiere Anzahl anderer Kolonien ent-
wickelt als auf dem Membranfilter, welches durch seine
spezifische Struktur und der damit verbundenen Diffusion
der Nihrstoffe aus dem Boden wahrscheinlich die Ent-
wicklung solcher Kolonien nicht begiinstigt.

Insofern es sich um d’e Selektivitit der Membranfilter
fiir E. coli handelt, war diese aus unseren Versuchen nicht
ersichtlich. Von 287 Kolonien waren zwar 210 (73,19o)
E. ooli, doch erhielten wir ein #hnliches Ergebnis auch
auf dem Endoagar, wo von 230 identifizierten Kolonien
164 (71,3 94) E. coli waren. Das gesamte prozentuelle
Vorkommen der Gruppen von Bakterien der Subfamilie
Eschericheae fithren wir in Tabelle 4 an. Die Ergebnisse
beweisen, dafl beide Methoden gleichwertig sind.

E. coli E. freundii
(inkl. (inkl. Aerobacter
Alkalescens-| Bethesda- aerogenes Cloaca
Dispar) Ballerup)
Endonihrboden 71,3 9,2 5,2 14,3
Membranfilter 73,1 5,9 5,5 15,5
Cabelle 4

Das prozentuelle Auftreten der ecinzelnen Arten der Subfamilie

zu b)

Eschericheae, festgestellt durch Identifikation der auj Endoboden

und Membranfiltern gewachsenzn Kolonizn.

Die Anzahl der Kolonien mit typischem Metallglanz im
Vergleich zu den Kolonien mit rosa und anderen Farb-
tonungen ist bei beiden Methoden praktisch gleich (auf
dem Endoboden wuchsen 470, Kolonien, auf den Mem-
branfiltern 480/ Kolonien mit Metallglanz).

Auf Membranfiltern und TTC-Bdden kultivierten wir ins-
gesamt 370 Kolonien grampositiver Kokken (siche Tabelle
2), davon 158 direkt auf TTC-Boden und 212 auf Mem-
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branfiltern. Obwohl auf den letzteren um 54 Kolonien
mehr wuchsen, war im Hinblick auf die gesamte Varia-
tionsbreite beider Methoden dieser Unterschied statistisch
nicht bedeutsam. Er bewies jedoch, dafl auch in dizsem
Falle die Membranfilter die direkte Inkubation auf Nihr-
bdden ersetzen koénnen, was aus vielen, vorher erwihnten
Griinden vorteilhaft ist.

Zusammenfassung

Die durchgefiihrten Experimente und die dabei gesammelten Er-
gebnisse erbrachten die Voraussetzung, dafl die neue Anwendung der
Membranfilter mit der Methode der Inkubation des Wassers auf der
Oberfliche des Nihrbodens (Plattenmethode) gleichwertig ist, inso-
fern es sich um die Anzahl der gewachsenen Kolonien handelt. Fiir
dic Anwendung im Terrain bedeutet sie jedoch einen Vorteil, da sie
Material und Arbeit spart und das Verdampfen des Wassers und
das Trocknen des Nihrbodens entfillt.

Durch diese Methode kann man leicht und verhiltnismiflig schnell
die Anwesenheit und Anzahl von Bakterien der Subfamilie
Eschericheae, Enterokokken wusw. in einem woder mehreren Milli-
litern Wasserprobe feststellen. Durch Identifikation der gewachse-
nen Kolonien kann man weiters den Anteil der E. coli und den
perzentuellen Anteil der Gruppen von Bakterien der Subfamilie
Escherichsae ermitteln. Dies ist nicht nur fiir die gesamte Beurtei-
lung 'des Wassers vom hygienischen Standpunkte bedeutsam, son-
dern auch fiir die stindige Kontrolle des Wassers, wobei man iber
den Grad der Verunreinigung und iiber die Selbstreinigung infor-
miert wird.

Das Membranfilter kann, nach Fixierung der Kolonien mit For-
malin, als Beweismaterial dem Arbeitsprotokoll beigelegt werden.

Auch die Interpretation der Ergebnisse ist genauer, da das Zihlen
(auch nach eventueller Umrechnung auf 1000 ml) der angewachsenen
Kolonien ein genaueres Bild iiber die im Wasser gegenwirtige An-
zahl der Bakterien gibt als die tabellarische Berechnung der wahr-
scheinlichen Anzahl, die sich auf statistische Erwigungen begriindet
und bei weitem nicht der tatsichlichen Zahl der Bakterien in der
Wasserprobe entspricht.

Resumé

Es wurden 90 Proben von Oberflichenwissern (flielendes und
stehendes) auf Anwesenheit und Anzahl der Bakterien der Subfamilie
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Eschericheae und Enterokokken mittels der Methode der Inkubation
direkt auf Nihrboden sowie auch durch eine neuartige Anwendung
von Membranfiltern untersucht. Das Prinzip der letzteren Methode
besteht darin, dafl die benétigte Menge der Wasserprobe miit einer
Pipette auf ein Membranfilter aufgetragen wird, welches luftblasen-
frei einer saugfihigen Unterlage anliegt. Nach Einsaugen des Wassers
in die Unterlage legt man das Membranfilter auf einen Nihrboden
und kultiviert es. Diese Methode ist vorteilhaft bei Untersuchungen
von Oberflichenwissern, weil die Probe nicht viel eingeengt werden
mufl. Da idas Abtrocknen des Wassers und die Trocknung der
Platte entfillt, ist diese Methode insbesonders bei der Anwendung
im Terrain giinstig.

Auf Grund der durchgefithrten Versuche wund ihrer Bewertung
betrachtet der Autor diese neuartige Verwendung der Membranfilter
vorteilhafter als die Plattenmethode.
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