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Enterokokkenuntersuchungen in der Donau
Josef Weber

Die Einordnung hydrobakteriologischer Untersuchungsbefunde in
das Gesamtergebnis einer Gewissergiiteaufnahme, wie otwa bej der
Erstellung eines Gewissergiitekatasters, bietet in manchen Fallen
Schwierigkeiten. So kommt es bei den Untersuchungen von Fliefige-
wissern immer wieder vor, dafl sich der Gehalt an typischen Fi-
kalcolibakterien auch weit unterhalb von Abwassereinleitungsstellen
nur unwesentlich verringert, wihrend andere Kriterien, wie mikros-
kopisch und kulturell ermittelte Keimzahlen, chemisch-physikalische
und biologische Untersuchungsbefunde den Selbstreinigungsvorgang
als weitgehend fortgeschritten erscheinen lassen.

Es wurde daher in jingerer Zeit in England und in,den USA als
weiteres Verfahren zum Nachweis ener Fikalverunreinigung im
Wasser der Enterokokkentest auf breiterer Basis herangezogen.

Untersuchungen iiber Vorkommen und Verbreitung von Entero-
kokken, Fikalstreptokokken, Darmstreptokokken usw., wie sie von
den Autoren jeweils bezeichnet wurden, sowie erste Versuche, diese
Mikroorganismen als Indikatoren fiir Verschmutzungen in die Was-
seranalyse einzubeziehen, wurden bereits um die Jahrhundertwende
von Laws und Andrewes (1894), Horrocks (1901) sowie
Prescott und Parker (1904) durchgefihrt. Neben Clemesha
(1912), Savage und Read (1916), bewies besonders Houston,
(1911, 1930) an umfangreichen Gewisseruntersuchungen die Bezie-
hungen zwischen fikaler Verschmutzung und dem Streptokokkenvor-
kommen. Das Fehlen einfach durchzufiihrender Nachweismethoden
und Schwierigkeiten bei der Differenzierung der gefundenen Strepto-
kokkenstimme verhinderte vorerst die routinemiflige Anwendung die-
ses Tests. Die Arbeiten von Sherman (1938) iiber die spezifischen
Resistenzeigenschaften der Streptokokken gegeniiber erhshter NaCl-
Konzentration und stirker alkalischen pH-Werten :m Kultursub-
strat, die sogenannten Sherman-Kriterien, sowie die serologische Ein-
teilung der kulturell und biochemisch nicht einheitlichen Gattung
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Streptococcus von Lancefield (1933) vereinfachten die Identi-
fizierung und gaben der mikrobiologischen Gewisseruntersuchung
in dieser Richtung neue Impulse. Nach Seelemann und Nott-
bohm (1940) soll der Name Enterokokken nur fiir Streptokokksn
beniitzt werden, die zur serologischen Gruppe D Lancefield
gehoren und nach Sherman (1937), Ostrolenk und Hun

ter (1946) sowie Mallmann und Litsky (1951) ausschlieBlich
beim Menschen und bei warmbliitigen Tieren vorkommen. Seele -
mann (1954) u. a. rechneten zu den Enterokokken Sc. glycerinaceus
(identisch mit Sc. faecalis nach Sherman), Sc. liquefaciens, Sc.
zymogenes, Sc. faecium, Sc. durans, Sc. bovis. Winter und Sand-
holzer (1946) zeigten, dafl sich Enterokokken im Gegensatz zu
manchen coliformen Bakterien in der Auflenwelt nicht vermehren.
Thr Auftreten in der freien Natur hidngt daher unmittelbar mit fi-
kalen Verunreinigungen zusammen. Bestimmte Enterokokkenstimme
als Unterscheidungsindikatoren fiir menschliche oder tierische Var-
unreinigung anzusprechen, ist nach Untersuchungen von Mieth
(1960) nicht vertretbar, da die Enterokokkenflora von der Ernihrung
abhingt und nicht wirtspezifisch ist. So dominierten beim Menschen
nach Cooper und Ramadan (1955) Sc. faecalis, nach Guthof
(1958) und Buttiaux (1958) Sc. feacium.

An idie theoretischen und praktischen Erfahrungen mit dem
Enterokokken-Test bei Abwasser- und Gewisseruntersuchungen von
Litsky, Rosenbaum und France (1953), Litsky, Mall-
mann und Fifield (1955), Slanetz und Bartley (1957),
Guthof und Dammann (1958), Kjellander (1960) und G.
Miiller (1961) ankniipfend, wurde anlifllich der Wassergiitekon-
trolle im Bereich der osterreichischen Donau mit dem Enterokokken-
Nachweis begonnen. Es sollte dabei gepriift werden, welche Vorteile
diese Methode bringt und in welcher Beziechung sie zum iiblichen
Colitest steht. Im Rahmen der internationalen Zusammenarbeit wurde
mit dem Institut der Slowakischen Akademie der Wissenschaften
die Arbeitsmethodik bei den Untersuchungen am Donaustrom weit-
gehend vereinheitlicht. Die eigenen Donauntersuchungen umfafiten
Langsprofile von Staatsgrenze zu Staatsgrenze, unterhalb von Grof3-
stadten (Wien und Linz) Probeentnahmen im Querprofil innerhalb
von 12 und 24 Stunden und Verfolgung der fliefenden Welle
stromabwirts von Wien.

Der Enterokokken-Test wurde nach dem Membranfilter-Verfah-
ren durchgefiihrt, das mit einem Minimum an Manipulation und
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Geriten ein zuverldssiges Arbeiten an Ort und Stelle, z. B. am
Schiff oder im Feldlaboratorium ermdglicht. Gewisse Unsicherheits-
faktoren, wie etwa lingere Aufbewahrungs- und Transportzeiten,
Erwirmung oder Abkiithlung der Proben u. 4. mehr, werden trotz
der groflen zu bewiltigenden Untersuchungsstrecken weltgehend aus-
geschaltet.

Von den zur Auswahl stehenden Enterokokken-Elektiv-Nihrme-
dien wurde der Triphenyl-Tetrazoliumchlorid (TTC)-Natriumazida-
gar in Anlehnung an Slanetz und Bartley (1957) angewandt.
Dieser Nihrboden ist auch fiir die Membranfilter-Methode gut ge-
eignet. Mit dlesem Nihrmedium haben Croft (1959) und G. Mil-
ler (1961) bei Vergleichsuntersuchungen mit anderen Substraten
optimale Resultate erzielt.

Der Natriumazid TTC Agar fiir die Membranfilter-Methode hat flgende
Zusammensetzung:

Pepton (Bacto Pepton) 2 0o
Hefeextrakt (Cenovis) 0,5 09
Dextrose 0,2 9
K,HPO, 0.4 0a
NaAzid 0,04 0%
Triphenyl-Tetrazoliumchlorid 0,019
Agar 1 0%
pH 7,5

Bei der Herstellung des Nihrbodens ist die Hitzeempfindlichkeit
von TTC und Natriumazid zu beriicksichtigen; der Zusatz dieser
Reagenzien als frisch zubereitete keimfrei filtrierte Losungen sichert
erfahrungsgemifl gleichmiflige Nihrbodenchargen.

Da bei Arbeiten unter feldmilligen Bedingungen der Nihrboden
kaum frisch zubereitet werden kann, schien es notwendig, die Elek-
tivwirkung des gebrauchsfertig gelagerten Nihrbodens zu iiberpri-
fen. Hiebei zeigte sich auch nach 14-tigiger Lagerung im Kithlschrank
und bei Zimmertemperatur kein nennenswerter Unterschied gegen-
iiber dem frisch zubereiteten Kultursubstrat.

Die auf diesem Nihrboden auf Membranen erbriiteten Kolonien
wuchsen randscharf mit rosa bis dunkelrotbrauner Farbe. Nach 48-
bis 72stiindiger Bebriitung bei 37°C erreichten sie einen Durch-
messer von 1mm bis 2mm. Bei den zumeist ziemlich gleichférmig
aussehenden Kolonien handelte es sich — wie vielfach durchgefiihrte
biochemische und serologische Kontrolluntersuchungen bestitigen —
fast ausnahmslos um Streptokokken der Gruppe D. Eine wesentliche
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Arbeitserleichterung und Zeitersparnis wurde durch die Anwendung
des Bestitigungs-Nihrbodens nach Guthof und Damm ann (1958)
bei der routinemiBigen Identifizierung erreicht, da auf aufwendige
Einzelreaktionen z. T. verzichtet werden konnte,

Der von Guthof und Dammann an Stelle der Selenit-Platte verwendete

Bestitigungs-Nzhrboden hat folgende Zusammensetzung :

Bacto-Trypton (Difco) 20
Hefe-Extrakt 1 0/
Dextrose 0,75 o)
K,HPO, 0,3 0
KH,PO, 0,15 0,
Na-Azid 0,04 0o
NaCl 45 oy
Agar 3 9o
Wasserblau VI extra P (Hollborn) 0,003 0%
pH 83

Die Bruttemperatur von 450C hemmt die unerwiinschten Begle:t-
bakterien einschliefllich Diplococcus I, einem harmlosen Luftkeim,
der aber gewisse hnliche biochemische Eigenschaften mit den En-
terokokken hat. Diplococous I kommt nimlich — nach den Erfah-
rungen von Guthof und Dammann in Oberflichenwissern hiu-
tig vor.

Der Colinachweis wurde mittels der Membranfiltermethode vor-
genommen und zwar wurden die sogenannten Colizahlen ermittelt,
im Wesentlichen nach den von Thon und Beling (1959) angege-
benen Arbeitsverfahren. Als Nihrboden diente ein modifizierter
Endoagar. Als Colizahlen — auf die Problematik der Coliuntersu-
chung kann hier nicht niher eingegangen werden — wurden die auf
Membranfiltern aus 1ml Probe angewachsenen fiir Coli typischen
Kolonien aufgefaflt, fraglich aussehende Kolonien nach dem IMVIC-
Schema bestimmt.

Entsprechend den Angaben in der Literatur sollen die Ergebnisse
der Coli- und Enterokokkenuntersuchungen in Verhiltniszahlen aus-
gedriickt werden. Die Relation von Colizahl zur Enterokokkenzahl
(die aus 1ml Probe angewachsenen Kolonien) war bei 160 Donau-
proben sehr unterschiedlich. An Entnahmestellen, die im unmittel-
baren Einleitungsbereich stidtischer Abwisser, zum Teil noch im
Abwasserband, lagen und deren saprobiologische Befunde der Giite-
klasse III (System I—IV nach Liebmann) entsprachen, betrug
der Quotient : Colizahl/Enterokokkenzahl 2,8 1. Dieses Verhiltnis
verschob sich deutlich nach gleichmafliger Binmischung des Ab-
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wassers im Strom (Durchmischungszone mit Wassergiiteklasse II bis
III) auf 4 1. 20km bis 30km unterhalb der Abwassereinleitungs-
stellen in ungestorten Fluflabschnitten, in denen auf Grund chemisch-
physikalischer Analysen und biologischer Befunde (Giiteklasse II)
der Selbstreinigungsvorgang als weitgehend fortgeschritten beurteilt
wurde, ergab sich im Durchschnitt ein Verhiltnis von 14,3 : 1.

Unmittelbar unterhalb der Grofistidte Wien und Linz zeigte der
Enterokokken-Test im Tagesgang mit zweistindigem Entnahmein-
tervall in seiner Tendenz #hnliche Ergebnisse wie die Colizahl-Serien.
Die Relation Colizahl zu Enterokokkenzahl lag zwischen 2,1 1 uad
4,3 1. Etwa 40km fluBabwirts der Abwassereinbringungsstellen
betrug die Relation der Coli- und Enterokokkenzahlen im Tages-
gang 1m Mittel 15 1.

G. Miiller (1961) fand in den Abliufen mechanisch-biologisch
arbeitender Kliranlagen ein Verhiltnis von 2,5 1 von Colibakterien
zu Enterokokken, wir stellten im Bereich der Abwassereinleitungs-
stellen im Vorfluter die Beziehung 2,8 1 fest. In Vorfluterproben
ermittelte G. Miiller ein Coli-Enterokokkenverhiltnis von 17,5 :1,
wihrend unsere Untersuchungen ein Ergebnis von etwa 15 :1 aufwie-
sen. Die bei den Donauuntersuchungen gefundenen Verhiltniszahlen
kommen also den von G. Miiller publizierten ziemlich nahe.
Andere Relationen stellte interessanterwe:se Croft (1959) fest, der
ein Coli-Enterokokken-Verhiltnis fiir Fluflwasser von 5 1 und fiir
Abwasser von 10 :1 ermittelte.

In den vorliegenden Untersuchungsergebnissen fillt in Uberein-
stimmung mit anderen Autoren die Diskrepanz im Zahlenverhiltnis
Coli/Fikalstreptokokken auf. Bei unseren Untersuchungen bewegten
sich die Zahlen von 2,5 1 bis 15 1. Diese Diskrepanz konnte még-
licherweise dazu verleiten, den einen Test besonders aufzuwerten
und den anderen zu vernachlissigen. Dies scheint jedoch in keiner
Weise berechtigt, da sich in dem Zahlenverhiltnis eine Gesetzmiflig-
keit ablesen 1if3t.

Nach massiven Fikalverunreinigungen kommt es zu massenhaftem
Auftreten von Colibakterien im Gewisser. Diese Keime weisen auch
auflerhalb des ihnen nicht addquaten Milieus eine gute Haltbarkeit
auf und gehen daher nur relativ langsam zu Grunde, ja sogar eine
Vermehrung ist nicht auszuschlieflen. Anders hingegen verhalten
sich die Enterokokken. Obwohl sie — wie die Colibakterien — in
reicher Menge mit den Fikalien ausgeschieden werden (T'aylor
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1949), nimmt ihre Zahl rasch ab, da se eine viel geringere An-
passungs- und Uberlebensfihigkeit in fremdem Miliey besitzen.

Verschiebt sich also — bei absoluter Abnahme beider Groflen —
das Zahlenverhiltnis zu Gunsten der Colizahl, so deutet dies darauf
hin, daf} es sich um eine schon linger zuriickliegende Verunreinigung
handelt und bereits Selbstreinigungsvorginge eingesetzt haben, was
auch mit den iibrigen Untersuchungsergebnissen im Binklang steht.

Diese Uberlegungen scheinen uns jedoch auch fiir die hygienische
Gewisserbeurteilung von Bedeutung. Das Verhiltnis der Coli- zur
Enterokokkenzahl im Zusammenhang mit den ibrigen Untersuchungs-
befunden diirfte eine weit groBere Sicherheit bei der Beurteilung von
Fikalverunreinigungen eines Gewisser, vor allem im Hinblick auf
den Zeitpunkt der Kontamination des Gewdissers gestatten. Bei Be-
riicksichtigung von Haltbarkeit und Infektionstihigkeit der in Be-
tracht kommenden Krankheitserreger kénnte der Enterokokken-Test
die Wasserbeurteilung fiir Wassersport, Freibadebetrieb und sonsti-
gen Gemeingebrauch bedeutend erleichtern.

Zusammenfassend ergibt sich: Auf Grund unserer Untersuchungen
sitnd wir der Meinung, daf dem Enterokokken-Test im Rahmen
der Gewissergiitekartierung noch wesentliche Bedeutung zikommen
wird und daf es $ich der Mihe lohnt, weltere ‘Untersuchungen ,vor-
zunehmen und die noch offenen Fragen abzukliren.
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