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Enterokokkenuntersuchungen in der Donau
Josef W e b e r

Die Einordnung hydrobakteriologischeT Untersuchmgsbefunde in 
das Gesamtergebnis einer Gewässergüteaufnahme, wie etwa bei der 
Erstellung eines Gewässergütekatasters, bietet in manchen Fällen 
Schwierigkeiten. So kommt es bei den Untersuchungen von Fließge­
wässern immer wieder vor, daß sich der Gehalt an typischen Fä­
kal colibakteriem auch weit unterhalb von Abwassereinleitungsstellen 
nui unwesentlich verringert, während 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 jüngerer Zeit in England und in ,,den USA als 
weiteres Verfahren zum Nachweis einer Fäkalverunreinigung im 
Wasser der Enterokokkentest auf breiterer Basis heraingezogen.

Untersuchungen über Vorkommen und Verbreitung von Entero- 
kokken, Fäkalstreptokokken, Darmstreptokokken usw., wie sie von 
den Autoren jeweils bezeichnet wurden, sowie erste Versuche, diese 
Mikroorganismen als Indikatoren für Verschmutzungen in die Was- 
seranalyse einzubeziehen, wurden bereits um die Jahrhundertwende 
von L a ws und A n d r e  we s  (1894), H o r r o c k s  (1901) sowie 
P r  e s c o t t  und P a r k e r  (1904) durchgeführt. Neben C ie  me sh a 
(1912), S a v a g e  und R e a d  (1916), bewies besonders H o u s t o n ,  
(1911, 1930) an umfangreichen Gewässeruntersuchungen die Bezie­
hungen zwischen fäkaler Verschmutzung und dem Streptokokkenvor­
kommen. Das Fehlen einfach durchzuführender Nachweismethoden 
und Schwierigkeiten bei der Differenzierung der gefundenen Strepto­
kokkenstämme verhinderte vorerst die routinemäßige Anwendung die­
ses Tests. Die Arbeiten von S h e r m a n  (1938) über die spezifischen 
Resistenzeigenschaften der Streptokokken gegenüber erhöhter NaCl- 
Konzentration und stärker alkalischem pH-Werten im Kultursub­
strat, die sogenannten Sherman-Kriterien, sowie die serologische Ein­
teilung der kulturell und biochemisch nicht einheitlichen Gattung
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Streptococcus von L a n c e f i e l d  (1933) vereinfachten die Identi­
fizierung und gaben der mikrobiologischen Gewässeruntersuchung 
in dieser Richtung neue Impulse. Nach See b e m a n n  und N o t t -  
b o h m  (1940) soll der Name Enterokokken nur für Streptokokken 
benützt werden, die zur serologischen Gruppe D L a n c e f i e l d  
gehören und nach S h e r m a n  (1937), O s t r o l e n k  und H u n  
t e r  (1946) sowie M a l l m a n n  und L i t s k y  (1951) ausschließlich 
beim Menschen und bei warmblütigen Tieren Vorkommen. S e e l e - 
m a n n  (1954) u. a. rechneten zu den Enterokokken Sc. glyoerinaceus 
(identisch mit Sc. faecalis nach S h e r m a n ) ,  Sc. liquefaciens, Sc. 
zymogenes, Sc. faecium, Sc. durarns, Sc. bovis. W i n t e r  und S a n d -  
h o l z e r  (1946) zeigten, daß sich Enterokokken im Gegensatz zu 
manchen coliformen Bakterien in der Außenwelt nicht vermehren. 
Ihr Auftreten in der freien Natur hängt daher unmittelbar mit fä­
kalen Verunreinigungen zusammen. Bestimmte Enterokokkenstämme 
als Unterscheidungsindikatoren für menschliche oder tierische Ver­
unreinigung anzusprechen, ist nach Untersuchungen von M i e t h 
(1960) nicht vertretbar, da die Enterokokkenflora von der Ernährung 
abhängt und nicht wirtspezifisch ist. So dominierten beim Menschen 
nach G o o p e r  und R a m a d a n  (1955) Sc. faecalis, nach G u t h o f  
(1958) und B u t t i a u x  (1958) Sc. feacium.

An die theoretischen und praktischen Erfahrungen mit dem 
Enterokokken-Test bei Abwasser- und Gewässeruntersuchungen von 
L i t s k y ,  R o s e n b a u m  und F r a n c e  (1953), L i t s k y ,  M a l l ­
m a n n  und F i f i e l d  (1955), S l a n e t z  und B a r t l e y  (1957), 
G u t ho f und D am  m a n n  (1958), K j e l b a n d e r  (1960) und G. 
M ü l l e r  (1961) anknüpfend, wurde anläßlich der Wassergütekon­
trolle im Bereich der österreichischen Donau mit dem Enterokokken- 
Nachweis begonnen. Es sollte dabei geprüft werden, welche Vorteile 
diese Methode bringt und in welcher Beziehung sie zum üblichen 
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 umfaßten 
Längsprofile von Staatsgrenze zu Staatsgrenze, unterhalb von Groß­
städten (Wien und Linz) Probeentnahmen im Querprofil innerhalb 
von 12 und 24 Stunden und Verfolgung der fließenden Welle 
stromabwärts von Wien.

Der Enterokokken-Test wurde nach dem Membranfilter-Verfah­
ren durchgeführt, das mit einem Minimum an Manipulation und
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Geräten ein zuverlässiges Arbeiten an Ort und Stelle, z. B. am 
Schiff oder im Feldlaboratorium ermöglicht. Gewisse Unsicherheits­
faktoren, wie etwa längere Aufbewahrungs- und Transportzeiten, 
Erwärmung oder Abkühlung der Proben u. ä. mehr, werden trotz 
der großen zu bewältigenden Untersuchungsstrecken weitgehend aus­
geschaltet.

Von den zur Auswahl stehenden Enter okokken-Elektiv-Nährme- 
dien wurde der Triphenyl-Tetrazoliumchlorid (TTC)-Natriumazida­
gar in Anlehnung an S l a n e t z  und B a r t l e y  (1957) angewandt. 
Dieser Nährboden ist auch für die Membranfilter-Methode gut ge­
eignet. Mit diesem Nährmedium haben C r o f t  (1959) und G. M ü l ­
l e r  (1961) bei Vergleichsuntersuchungen mit anderen Substraten 
optimale Resultate erzielt.

Der Natriumazid TTC Agar für die Membranfilter-Methode hat folgende 
Zusammensetzung:

Pepton (Bacto Pepton) 2 o/o
Hefeextrakt (Cenovis) 0,5 o.o
Dextrose 0,2 o/0
k 2h p o 4 0,4 o/fi
NaAzid 0,04 o'o
Triphenyl-Tetrazoliumchlorid 0,01 o/o
Agar 1 o/o
pH 7,5

Bei der Herstellung des Nährbodens ist die Hitzeempfindlichkeit 
von TTC und Natriumazid zu berücksichtigen; der Zusatz dieser 
Reagenzien als frisch zubereitete keimfrei filtrierte Lösungen sichert 
erfahrungsgemäß gleichmäßige Nährbodenchargen.

Da bei Arbeiten unter feldmäßigen Bedingungen der Nährboden 
kaum frisch züblereitet werden kann, schien es notwendig, die Elek- 
tivwirkung des gelbrauchsfertig gelagerten Nährbodens zu überprü­
fen. Hiebei zeigte sich auch nach 14-tägiger Lagerung im Kühlschrank 
und bei Zimmertemperatur kein nennenswerter Unterschied gegen­
über dem frisch zubereiteten Kultur Substrat.

Die auf diesem Nährboden auf Membranen erbrüteten Kolonien 
wuchsen randscharf mit roisa bis dunkelrotbrauner Farbe. Nach 48- 
bis 72stündiger Bebrütung bei 37° C erreichten sie einen Durch­
messer von 1 mm bis 2 mm. Bei den zumeist ziemlich gleichförmig 
aussehendem Kolonien handelte es sich — wie vielfach durchgeführte 
biochemische und serologische Kontrolluntersuchungen bestätigen — 
fast ausnahmslos um Streptokokken der Gruppe D. Eine wesentliche
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Arbeitserleichterimg und Zeitersparnis wurde durch die Anwendung 
des Bestätigungs-Nährbodens nach G u t h o f  und D a m m a n n  (1958) 
bei der routinemäßigen Identifizierung erreicht, da auf aufwendige 
Einzelreaktionen z. T. verzichtet werden konnte.

VOn S ..utuh j f T d d a m m a n n  an Stelle der Selenit-Platte verwendete 
estatigungs-Nahrboden hat folgende Zusammensetzung:

Bacto-Trypton (Difco)
Hefe-Extrakt
Dextrose
k 2h p o ,
k h 2p o 4
Na-Azid
NaCl
Agar
Wasserblau VI extra P ('Hollborn') 

pH 8,3 '

2 o/0
1 o/o
0,75 o/o 
0,3 o'o 
0,15 o0 
0,04 o/o 
4,5 o/o
3 % 
0,003 o/o

Die Bruttemperatur von 45° C hemmt die unerwünschten Begleit­
bakterien einschließlich Diplococcus I, einem harmlosen Luftkeim 
der aber gewisse ähnliche biochemische Eigenschaften mit den En- 
terokokken hat. Diplococcus I kommt nämlich — nach den Erfah­
rungen von G u t h o f und D a m m a n n  in Oberflächenwässern häu­
tig vor.

Der Colinachweis wurde mittels der Membranfiltermethode vor­
genommen und zwar wurden die sogenannten Colizahlen ermittelt, 
im Wesentlichen nach den von T h o n  und B e l i n g  (1959) angege­
benen Arbeitsverfahren. Als Nährboden diente ein modifizierter 
Endoagar. Als Colizahlen — auf die Problematik der Coliuntersu- 
chung kann hier nicht näher eingegangen werden — wurden die auf 
Membran filtern aus 1 ml Probe angewachsenen für Coli typischen 
Kolonien aufgefaßt, fraglich aussehende Kolonien nach dem IMVTC- 
Schema bestimmt.

Entsprechend den Angaben in der Literatur sollen die Ergebnisse 
der Coli- und Enterokokkenuntersuchungen in Verhältniszahlen aus­
gedruckt werden. Die Relation von Colizahl zur Enterokokkemzahl 
(die aus 1ml Probe angewachsenen Kolonien) war bei 160 Donau­
proben sehr unterschiedlich. An Entnahmestellen, die im unmittel­
baren Einleitungsbereich städtischer Abwässer, zum Teil noch im 
Abwasserband, lagen und deren saprobiologische Befunde der Güte- 
k asse III (System I—IV nach L i e b  ma n n )  entsprachen, betrug 
der Quotient : Colizahl/Enterokokkenzahl 2,8 1. Dieses Verhältnis 
verschob sich deutlich nach gleichmäßiger Einmischung des Ab­
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wassers im Strom (Durchmischungszone mit Wasser güteklasse II bis 
III) auf 4 1. 20 km bis 30 km unterhalb der Abwassereinleitungs- 
stellen in ungestörten Flußabschnitten, in denen auf Grund chemisch- 
physikalischer Analysen und biologischer Befunde (Güteklasse II) 
der Selbstreinigungsvorgang als weitgehend fortgeschritten beurteilt 
wurde, ergab sich im Durchschnitt ein Verhältnis von 14,3 :1.

Unmittelbar unterhalb der Großstädte Wien und Linz zeigte der 
Enterokokken-Test im Tagesgang mit zweistündigem Entnahmein­
tervall in seiner Tendenz ähnliche Ergebnisse wie die GoHzahl-Serien. 
Die Relation Colizahl zu Enterokokkenzahl lag zwischen 2,1 1 und 
4,3 1. Etwa 40 km flußabwärts der Abwassereinbringungsstellen 
betrug die Relation der Coli- und Enterokokkenzahlen im Tages­
gang im Mittel 15 1.

G. M ü l l e r  (1961) fand in den Abläufen mechanisch-biologisch 
arbeitender Kläranlagen ein Verhältnis 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. M ü l l e r  ein Coli-Enterokokkenverhältnis von 17,5:1, 
während unsere Untersuchungen ein Ergebnis von etwa 15 :1 aufwie- 
sen. Die bei den Doniauuntersuchungen gefundenen Verhältniszahlen 
kommen also den von G. M ü l l e r  publizierten ziemlich nahe. 
Andere Relationen stellte interessanterweise C r o f t  (1959) fest, der 
ein Coli-Enterokokken-Verhältnis für Flußwasser von 5 1 und für 
Abwasser von 10 :1 ermittelte.

In den vorliegenden Untersuchungsergebnissen fällt in Überein­
stimmung mit anderen Autoren die Diskrepanz im Zahlenverhältnis 
Coli/Fäkalstreptokokken auf. Bei unseren Untersuchungen bewegten 
sich die Zahlen von 2,5 1 bis 15 1. Diese Diskrepanz könnte mög­
licherweise dazu verleiten, den einen Test besonders aufzuwerten 
und den anderen zu vernachlässigen. Dies scheint jedoch in keiner 
Weise berechtigt, da sich in dem Zahlen Verhältnis eine Gesetzmäßig­
keit ¡ablesen läßt.

Nach massiven Fäkalverunreinigungen kommt es zu massenhaftem 
Auftreten von Colibakterien im Gewässer. Diese Keime weisen auch 
außerhalb des ihnen nicht adäquaten Milieus eine gute Haltbarkeit 
auf und gehen daher nur relativ langsam zu Grunde, ja sogar eine 
Vermehrung ist nicht auszuschließen. Anders hingegen verhalten 
sich die Enterokokken. Obwohl sie — wie die Colibakterien — in 
reicher Menge mit den Fäkalien ausgeschieden werden ( T a y l o r
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1949), nimmt ihre Zahl rasch ab, da sie eine viel geringere An- 
passungs- und Uberlebensfähigkeit in fremdem Milieu besitzen.

Verschiebt sich also — bei absoluter Abnahme beider Größen — 
das Zahlenverhältnis zu Gunsten der Colizahl, so deutet dies darauf 

n, daß es sich um eme schon länger zurückliegende Verunreinigung 
handelt und bereits Selbstreinigungsvorgänge eingesetzt haben, was 
auch mit den übrigen Untersuchungsergebnissen im Einklang steht.

Diese Überlegungen scheinen uns jedoch auch für die hygienische 
Gewasserbeurteilung von Bedeutung. Das Verhältnis der Coli- zur 
Enterokokkenzahl im Zusammenhang mit den übrigen Untersuchungs­
befunden durfte eine weit größere Sicherheit bei der Beurteilung von 
Fakalverunreinigungen eines Gewässer, vor allem im Hinblick auf 
‘r 11. '^^ltPun^t der Kontamination des Gewässers gestatten. Bei Be- 
rucksichtigung von Haltbarkeit und Infektionsfähigbeit der in Be- 
traeht kommenden Krankheitserreger könnte der Enterokokken-Test 
die Wasserbeurteilung für Wassersport, Freibadebetrieb und sonsti- 
gen Gemeingebrauch bedeutend erleichtern.

Zusammenfassend ergibt sich: Auf Grund unserer Untersuchungen 
sind wir der Meinung, daß dem Enterokokken-Test im Rahmen 
der Gewässergütekartierung noch wesentliche Bedeutung zukommen 
wird und daß es sich der Mühe lohnt, weitere Untersuchungen, vor­
zunehmen und die noch offenen Fragen abzuklären '
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