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Quantitative Untersuchungen iiber das Vorkommen von

Salmonellen in FlieBgewdssern

E.SCHULZE, W.STELZER, H.-J.DOBBERKAU, E.ZIEGERT und M. NAGEL

Einleitung

Seit Beginn der siebziger Jahre wird weltweit ein Ansteigen der Salmo-

nellosen festgestellt (GSELL, 1978; REASONER, 1978).

Die Ursachen liegen zweifelsohne in der komplexen Umweltkontamination.
Diese beglinstigt
- die Infektion des Menschen lber kontaminierte Lebensmittel

und Trinkwasser,

- die Infektion der Tierbestdnde lber kontaminierte importierte
Futtermittel oder als Folge der Bewdsserung von Weideland und
Futtermittel-Anbauflichen mit Abwasser oder abwasserbelastetem
Oberflichenwasser bzw. durch die Ausbringung von Kl&rschlamm,

Glille usw.

Die Zurilickdrédngung der Salmonellose-Morbiditédt erfordert, daB der
"Kreislauf"der Salmonellen an einer geeigneten Stelle der Infektionskette -
Abwasser (bzw. Klarschlamm, Gille) == Pflanze == Nutztier =
Lebensmittel == Mensch = Abwasser - unterbrochen wird. Aals wirk-
samste MaBnahme gilt die vollstdndige biologische Reinigung des Ab-

wassers mit nachfolgender Desinfektion von Abwasser und Kldrschlamm

(STRAUCH, 1980).

Das Vorkommen von Salmonellen im Wasser ist ein Spiegelbild der epidemiolo-
gischen Verhdltnisse im besiedelten Gebiet (ROCH und KAFFKaA, 1979).

Ausgehend von dieser Situation sind gezielte Untersuchungen des Vorkommens,
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der Verbreitung und des Verhaltens von Salmonellen im Abwasser, Ober-

flachenwassexr und Trinkwasser notwendig.

Obwohl zahlreiche Untersuchungen Gber das Vorkommen von Salmonellen in
FlieBgewassern vorliegen, gibt es nur wenige zuverl&ssige Angaben Uber
den quantitativen Salmonellengehalt.Fir die Beurteilung der gesundheit-
lichen Gefahren, die von salmonellenhaltigem Wasser ausgehen, muB jedoch
das AusmaB der Salmonellenbelastung bekannt sein. Aus diesem Grunde haben

wir umfangreiche quantitative Salmonellenuntersuchungen durchgefihrt.

Methodik

Die Untersuchungen wurden ein Jahr lang wéchentlich an drei Entnahme-
stellen am Oberlauf der WeiBen Elster, der noch relativ gering verschmutzt
ist, durchgefidhrt ( Entnahmestellen 1 und 6: WeiBfe Elster; Entnahme-
stelle 3: kleiner Nebenflu8 der Elster, sog. Rauner Bach).

Der quantitative Salmonellennachweis erfolgte mit dem MPN-Verfahren,

indem von jeder Wasserprobe gleichzeitig 5 x 500 ml, 5 x 50 ml1,.5.x 5 ml und
5 % 0,5 ml angesetzt wurden. Als Anreicherungsmedium diente das
Magnesiumchlorid-Malachitgrin-Medium nach RAPPAPORT et al. (1956) in

folgender Zusammensetzung:

Losung A: 53,5 g Tryptisches Pepton aus Kasein
85,7 g NaCl
17,1 g KH2P04 (wasserfrei)
looco ml Aldest.

Losung B: 428 g MgCl2 . 6 H20
looo ml A.dest.

Lésung C: 1,28 g Malachitgrin
loo ml A.dest.

Die drei Losungen wurden getrennt 20 min. bei 121 ®c autoklaviert. Sie

sind mindestens 6 Wochen im Kihlschrank haltbar.
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Zu 500 ml Untersuchungswasser wurden 50 ml Lésung A, 5o ml Lésung B und

5 ml Lésung C zugesetzt; zu 50 ml Untersuchungswasser entsprechend 5 ml
Lésung A, 5 ml Losung Bundo,5 ml Losung C. Fir den Ansatz von 5 ml und
0,5 ml Untersuchungswasser wurde eine L&sung aus 22 ml Lésung A, 22 ml
Lésung B und 2,2 ml Lésung C hergestellt. Von diesem Ldsungsgemisch
wurden 1,05 ml zu 5 ml Untersuchungswasser gegeben. Zu o,5 ml Unter-
suchungswasser gibt man 1,05 ml des Losungsgemisches und 4,5 ml. steriles
dest.Wasser. Die auf diese Weise angesetzten Wasserproben wurden fir

30 min. bei 37 oC im Wasserbad vortemperiert und anschlieBend 24 h bei

37 oC im Brutschrank bebrilitet. Danach wurden alle positiven Proben
(Tribung) mittels Glasstab und Impfése auf Natriumdesoxycholatagar nach
LEIFSON (Trockenndhrboden, SIFIN Berlin-WeiBensee) abgeimpft.

Es ist darauf zu achten, daB nach der Bebritungszeit des Leifsonndhrbodens
(24 48h, 37°C) Einzelkolonien vorliegen.

Als salmonellenverdidchtig wurden zwei Kolonietypen abgeimpft: farblose

Kolonien mit tiefschwarzem Zentrum und farblose Kolonien (S.typhi).

Die Anzahl der abzuimpfenden Kolonien richtet sich nach dem Untersuchungs-
zweck. In den vorliegenden Untersuchungen wurden - wenn vorhanden -

von jedem Typ 5 Kolonien abgeimpft.

Jede isolierte Kolonie wurde zundchst in Nahr-Bouillon (Trockenndhrboden,
SIFIN ) inkubiert (24 h, 37 oC). AnschlieBend erfolgte die Abimpfung

auf Endoagar (Trockenndhrboden, SIFIN). Nicht selten werden in einer

vom Leifsonndhrboden isolierten salmonellenverddchtigen Kolonie

mehrere Salmonellen (Mischkultur) gleichzeitig nachgewiesen. Mit der
zusétzlichen Passage iber Bouillon und Endoagar erhdlt man in der Regel

Reinkulturen.

Ausgehend von einer Einzelkolonie auf Endoagar wurden gleichzeitig
o

Kliglerndhrboden und Bouillon beimpft und 24h bei 37 C bebritet. Im

Kliglerndhrboden wurden gepriift: Lactose-Spaltung, Glucose-Spaltung

(Gas-Bildung), H,_ S-Bildung und Urease. Die zusdtzliche Prifung des

2
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Harnstoffabbaus im Kliglerndhrboden (selbst hergestellt) eignet sich

gut zur Unterscheidung von Proteusarten. Vom Kliglernédhrboden wurden

der Cytochromoxydasetest und die Agglutination im polyvalenten
Salmonellaserum ausgefihrt. Die bebritete Bouillon diente fir den Ol-
Phagentest. Zu diesem Zweck wurde eine N&hragarplatte in 8 Teile geteilt
und segmentweise mit den zu prifenden Stdmmen beimpft. Nach dem Antrocknen
wurde mit der Impfdse ein Tropfen konzentrierte Ol-Phagenlésung auf die
angetrocknete Bouillon aufgegeben und 5 h bei 37 °C bebritet. Nur voll-
standige Lysis (CL) wurde als positiv gewertet (RISCHE, 1973;GUNNARSSON:
1977; FEY et al., 1978).Fiel der Ol-Phagentest negativ aus, dann wurde
zusdtzlich auf Phenylalanin-Deaminase, Lactose-Spaltung, Urease (CHRI-
STENSEN) , Lysindecarboxylase (MOELLER), Wachstumshemmung durch KCN und
Bewéglichkeit geprift. AnschlieBend erfolgte die serologische Typisierung
nach dem KAUFFMANN-WHITE-Schema.

3. Exgebnisse

Fir die Einschdtzung der Salmonellenbelastung des Wassers wird in der
Regel der Anteil salmonellapositiver Wasserproben in Prozent herange-

zogen.

Die durchgefihrten quantitativen Untersuchungen beweisen, daB der Prozent-
satz salmonellapositiver Wasserproben nicht nur von der Methode selbst,

wie Anreicherung und Isolierung, abhdngt, sondern auch vom gewdhlten

Ansatz der Wasserprobe (Tab.l). So wurden beispielsweise an der Ent-
nahmestelle 1 mit dem MPN-Ansatz von 5 x 500 ml, 5 x 5o ml, 5 x 5 ml

und 5 x 0,5 ml in 77,1 % der Wasserproben Salmonellen nachgewiesen.

Mit dem vereinfachten MPN-Ansatz von 5 x 500 ml waren in 70,8 % der
Wasserproben Salmonellen nachweisbar und bei der Untersuchung von 1 x 500 ml
(qualitativer Salmonellennachweis) konnten nur in 29,2 % der Wasser-

proben Salmonellen nachgewiesen werden.
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In 62,8 % der Wasserproben lagen die ermittelten Koloniezahlen im
Bereich von 103- 104/ml und in 69,8 % der Wasserproben waren weniger

als loo Koliforme/ml nachweisbar.

Dem geringen Salmonellengehalt an der Entnahmestelle 3 entsprechen auch
die niedrigeren Konzentrationen von Indikatorbakterien, d.h. eine gerin-
gere fdkale Belastung. Die héchste Salmonellenbelastung wurde an der
Entnahmestelle 6 festgestellt. 82,9 % der Wasserproben enthielten
Salmonellen. Der hdchste Salmonellengehalt lag bei 158 Salmonellen/l

und der Mittelwert betrug 6,4 Salmonellen/l. In 12,6 % der Wasserproben

wurden mehr als 5 Salmonellen/l nachgewiesen.

Die Abbildung 1 gibt den jahreszeitlichen Verlauf (Mai 1977 bis Mai 1978)
des Salmonellengehaltes (1_1) wieder. An der Entnahmestelle 1 enthielten
77,1 % der Wasserproben Salmonellen. Der hdchste Wert lag bei 8 Salmo-
nellen/l. Der arithmetische Mittelwert betrug 1,7 Salmonellen/l. In

der Abbildung sind die Salmonellengehalte < 1/1 als 1/l eingetragen.
Insgesamt f&llt an allen Entnahmestellen die geringe Schwankungsbreite
der ermittelten Salmonellengehalte auf (Abb.2). An der Entnahmestelle 1
wurden in 54,2 % der Wasserproben bzw. in 70,2 % der salmonellenhaltigen
Proben 1 5 Salmonellen/l ermittelt. In 16,7 % der Wasserproben

lag der Salmonellengehalt unter 1/1 und in 6,3 % der Proben wurden

Salmonellengehalte im Bereich von 6 bis 1o/l nachgewiesen.

Ein Vergleich mit den Indikatorbakterien zeigt, daB 66 % der Wasser-—
proben Koloniezahlen im Bereich von 104 bis 105/ml enthielten und 57,4 %
der Proben einen Koliformengehalt unter loo/ml aufwiesen. Obwohl 91,4 %
der Wasserproben weniger als looo Koliforme/ml aufwiesen, wurden in

77,1 % der Proben Salmonellen nachgewiesen (Entnahmestelle 1). Die
analogen Werte fir die Entnahmestellen 3 und 6 sind den Abb. 1 und 2

zu entnehmen.

Die Ergebnisse lassen ein saisonales Verhalten des Salmonellengehaltes

erkennen (Abb.1).
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An der Entnahmestelle 1 wurden in den Wintermonaten Dezember, Januar
und Februar nur 4o % salmonellapositive Wasserproben ermittelt. In den
Monaten Mérz bis November enthielten dagegen 87 % der Wasserproben
Salmonellen. Besonders deutlich ist das saisonale Verhalten an der Ent-
nahmestelle 3. Hier wurden nur im Friihjahr und im Sommer Salmonellen
isoliert. Der hochste Salmonellengehalt betrug an dieser Entnahmestelle

9 Salmonellen/i. Der Mittelwert lag bei o,4 Salmonellen/l.

Von den insgesamt 8 (19 %) salmonellapositiven Wasserproben der Entnahme-
stelle 3 enthielten 7,1 % weniger als 1 Salmonelle/l, 9,5 % 1 5
Salmonellen/l und 2,4 % 6 1o Salmonellen /1.

Im dargestellten Jahreszyklus wurden im Untersuchungsgebiet 2111 Salmo-
nellen aus 31 verschiedenen Serotypen isoliert. Die 855 isolierten
Salmonellen der Entnahmestelle 1 verteilen sich auf 28 Serotypen. Die
haufigsten Serotypen sind: S. bareilly (35,3 %), S. agona (20,0 %),
S.typhimurium einschlieBlich var. copenhagen (10,9 %), S. london (8,1 %),
S. kapemba (4,7 %), S. abony (4,0 %), S. anatum (2,8 %), S. enteritidis
(2,8 %) und S. brandenburg (2,2 %). Die Nachweish&dufigkeiten der Sero-
typen S. heidelberg, S. bredeney, S. infantis, S. san diego, S. newport,

S. braenderup, S. california, S. muenchen, S. amsterdam, S. give,

S. stanley, S. panama, S. montevideo, S. manhattan, S. mission, S.muenster,

S. paratyphi B und §. lagos liegen unter 2 %.

An der Entnahmestelle 3, die durch einen geringeren Salmonellengehalt
gekennzeichnet ist, wurden 151 Salmonellen isoliert, die sich auf 6
Serotypen aufteilen.

Die Hiufigkeit der nachgewiesenen Serotypen sind:S. typhimurium ein-
schlieBlich var. copenhagen (55,6 %),S.bareilly (37,7 %), S. paratyphi B
(3,3 %), S. amsterdam (2,6 %) und S. montevideo (0,7 %).

An der Entnahmestelle 6 wurden 1105 Salmonellen isoliert, die sich auf

24 Serotypen verteilen. Die hdufigsten Serotypen sind: S. agona (19,7 %),

S§. typhimurium einschlieBlich var. copenhagen (16,8 %),S. bareilly

(16,1 %), S. california (9,1 %) S. brandenburg (7,1 %$)und S. london (5,2 %).

Die Nachweishdufigkeiten der iibrigen 18 Serotypen liegen unter 5 %.
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Mit Ausnahme von S. bareilly entspricht das Spektrum der nachgewiesenen

Serotypen weitgehend den Befunden bei Mensch und Tier.

Die Abbildung 3 zeigt das jahreszeitliche Vorkommen der hdufigsten Sero-
typen (S. agona, S. bareilly, S. typhimurium einschlieBlich var. copen-
hagen) an der Entnahmestelle 1. Wdahrend S. agona und S.typhimurium am
hdufigsten in den Sommermonaten nachgewiesen wurden, lag die Nachweis-

hdufigkeit fir S. bareilly am héchsten in den Wintermonaten.

Aufgrund der Ergebnisse der Phagentypisierung von S. typhimurium var.
copenhagen (ausgefiihrt vom Institut flir Experimentelle Epidemiologie,
Wernigerode) sowie des jahreszeitlichen Verhaltens in Verbindung mit
der starken landwirtschaftlichen Nutzung des Einzugsgebietes als Weide-
land wird vermutet, dafl der iberwiegende Anteil der im Untersuchungs-

gebiet nachgewiesenen Salmonellen tierischer Herkunft ist.

Diskussion

Ein Vergleich verschiedener Nachweismethoden von Salmonellen im Wasser
zeigt, daB sich das Magnesiumchlorid-Malachitgrin-Medium nach RAPPAPORT
et al. (1956) gut zur Salmonellenisolierung eignet. Zu beachten ist

die Malachitgrinkonzentration, da dieser Farbstoff oft nicht ausreichend
standardisiert ist, so daB vor Verwendung jeder neuen Charge der Farb-
stoff mit Testkulturen von Salmonellen und anderen Enterobakterien bzgl.
der optimalen Hemmstoffkonzentration Uberprift werden muf (SCHULZE et al.,

1979; PAPADAKIS et al., 1976; VASSILIADIS et al., 1976).

Die Beschreibung einer optimalen Nachweismethode fiir Salmonellen im
Wasser, in Lebensmitteln und im Boden ist schwer mdglich, da die Wahl der
Nachweismethode sowohl vom Untersuchungsmaterial als auch vom Ziel der
Untersuchung abhdngt. Von Bedeutung ist jedoch die zielgerichtete Ver-
einheitlichung wichtiger Grundprinzipien des Salmonellennachweises
(HARVEY und PRICE, 1979).



51

Die vorliegenden Untersuchungsergebnisse beweisen, daB die Ermittlung
der Salmonellenbelastung des Wassers nicht nur von der Untersuchungs-
methode selbst, némlich Art der Anreicherung und Isolierung,abhdngt,
sondern in erheblichem MaBe vom gewdhlten Ansatz-Schema der Wasserprobe,
d.h. vom Proben-Volumen und von der Anzahl der Parallelproben. Mit

der Anwendung des MPN-Verfahrens wird eine viel grdBere Salmonellenbe-
lastung nachgewiesen als mit dem tblichen qualitativen Nachweis.

Damit wird die Aufstellung eines "Salmonellenkatasters" im Sinne von

POPP (1962, 1974) wesentlich von der Untersuchungstechnik beeinfluBt.

Trotz des erhShten Untersuchungsaufwandes bietet der quantitative
Salmonellennachweis den Vorteil einer ziemlich genauen Einschdtzung

der Salmonellenbelastung. Fir FlieBgewdsseruntersuchungen werden die
MPN-Ansdtze 5 x 500 ml, 5 x 50 ml, 5 x 5 ml bzw. 3 x 500 ml, 3 x 50 ml
und 3 x 5 ml empfohlen. Die dazu bendtigten MPN-Tabellen wurden von

uns berechnet. Sie sind auszugsweise bei NAGEL et al. (1980) zu finden.
Die vollstédndigen MPN-Tabellen fir 5 x 500 ml, 5 x 50 ml, 5 x 5 ml

und fir 3 x 5ooml, 3 x Soml, 3 x 5ml und 3 x 0,5 ml sind in einem
Sammelband enthalten, der im Rahmen des RGW-Forschungsthemas "Hygienische

Aspekte des Umweltschutzes" verdffentlicht wurde (NAGEL 1979).

Die Mehrzahl der bisher durchgefihrten quantitativen Salmonellenunter-
suchungen betreffen Abwésser. JOSHI et al. (1973) bestimmten im Roh-
abwasser einen mittleren Salmonellengehalt von 870 Salmonellen/l und
ein Verhdltnis Koliforme zu Salmonellen von o,4 106: 1. In den
Ablaufen biologischer Kldranlagen liegen die mittleren Salmonellen-
gehalte im Bereich von O loo Salmonellen/l (JONES et al., 1980;
McCOY, 1962). In FlieBgewdssern wurden vereinzelt (Ohio) bis zu 3ooco
Salmonellen/l nachgewiesen (KENNER und CLARK, 1974). Fir die hier
untersuchten FlieBgewdsserabschnitte wurden mittlere Salmonellengehalte
von 0,4 6,4 Salmonellen/l festgestellt. Obwohl mehr als 90 % der
untersuchten Wasserproben weniger als looo Koliforme/ml enthielten,

wurden vergleichsweise hohe Salmonellenbelastungen gefunden (Abb. 2).
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Hier mufl erwdhnt werden, daB die Untersuchungen an einem kleinen Mittel-
gebirgsfluB, der ein gering besiedeltes, waldreiches Einzugsgebiet ent-
wissert, etwa 12 bis 20 km unterhalb der Quelle durchgefiihrt wurden.

Unter diesem Aspekt erscheinen auch die 31 isolierten Serotypen beacht-

lich.

Deutlich ist das saisonale Verhalten des Salmonellenvorkommens. Mit
Ausnahme von S. bareilly wurden in den Sommermonaten hidufiger Salmo-

nellen isoliert als im Winter (Abb.3).

Der lberwiegende Anteil der isolierten Salmonellen ist wahrscheinlich

tierischer Herkunft.

Zusammenfassung

In den vorliegenden Untersuchungen wurden ein Jahr lang wéchentlich an
ausgewdhlten FlieBgewdsserabschnitten quantitativ Salmonellen, Koliforme
und Koloniezahlen bestimmt. Die Salmonellenuntersuchungen erfolgten

mit dem MPN-Verfahren, indem von einer Wasserprobe gleichzeitig

5 x S5ooml, 5 x 50ml, 5 x 5ml und 5 x 0,5 ml angesetzt wurden.

Die Ergebnisse zeigen, daf der ermittelte Prozentsatz salmonella-
positiver Proben stark vom gewdhlten Ansatz der Wasserprobe abhdngt.

Mit dem MPN-Verfahren werden viel gréBere Salmonellenbelastungen nach-

gewiesen als mit dem Gblichen qualitativen Salmonellennachweis.

Dies ist fir die Ermittlung von Salmonellenbelastungen inh FlieBgewdssern
(Salmonellenkataster) zu beriicksichtigen. Der hdchste nachgewiesene
Salmonellengehalt betrug 158 Salmonellen/l. Im Mittel wurden im
betrachteten Untersuchungsgebiet o,4 6,4 Salmonellen/l festgestellt.
Obwohl mehr als 90 % der untersuchten Wasserproben weniger als looo Koli-
forme/ml enthielten, wurden vergleichsweise hohe Salmonellenbelastungen
(19,0 82,9 % salmonellapositive Wasserproben) gefunden. Der jahres-

zeitliche Verlauf des Salmonellenvorkommens zeigt, daB Salmonellen am
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hiufigsten in den Sommermonaten isoliert wurden. Die hdufigsten Sero-
typen sind: S. typhimurium (10,9 55,6 %), S. agona (19,7 20,0 %)
und S. bareilly (16,1 37,7 %). Insgesamt wurden 2111 Salmonellen

isoliert und 31 Serotypen zugeordnet.
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Beziehung zwischen Salmonella-Nachweis und An-

satz=-Schema der Wasserprobe

Ansatz der

Anzahl der salmonellapositiven Wasser-
proben (Prozentwerte in Klammern)

Wasserprobe

Entnahmestelle 1 Entnahme- Entnahme-

stelle 3 stelle 6

5 x 0,5 ml 0 (0) 2 (4,8) 2 (4,3)
5 x 5,0 ml 3 (6,3) 0 (0) 9 (19,1)
5x 50 ml 10 (20,8) 5 (11,9) 15 (31,9)
1 x 500 ml 14 (29,2) 2 (4,8) 25 (53,2)
2 x 500 ml 24 (50,0) 4 (9,5) 30 (63,8)
3 x 500 ml 30 (62,5) 5 (11,9) 37 (78,7)
4 x 500 ml 33 (68,8) 5 (11,9) 39 (e2,9)
5 x 500 ml 34 (70,8) 6 (14,3) 39 (82,9)
1PN-Ansatz ) 37 (77,1) 8 (19,0) 39 (82,9)
Anzahl der unter-
suchten Proben 48 42 47
1) MPN-ansatz: 5 x 500 ml, 5% 50 ml, 5 x 5ml, 5 x 0,5 mle



Abb. 1:
Abb. 2:
Abb.3:

57

Jahreszeitlicher Verlauf des Salmonellengehaltes

(l-1 ) im Untersuchungsgebiet.

-1
Haufigkeitsverteilungen (%) von Koloniezahlen (ml "),

Koliformenkeimzahlen (ml-l) und Salmonellen (1_1) im

Untersuchungsgebiet.

Das jahreszeitliche Vorkommen der am hidufigsten nachgewie-
senen Serotypen (S..agona, S. bareilly, S. typhimurium)

am Beispiel der Entnahmestelle 1.
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Abb.1
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Hdufigkeit der positiven Wasserproben in %

Abb.2
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Anzahl der isolierten Salmonellen
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