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ZUR METHODIK DES NACHWEISES VON PSEUDOMONAS AERUGINOSA IN 
ABWASSER DND OBERFLÄCHENWASSER

G . K A V K A

Die Bakterienspecies Pseudomonas aeruginosa ist ein gram
negatives, nicht sporenbildendes, gerades Stäbchen mit 
einer Länge von 1,5 bis 3,0 ym und einem Durchmesser von 
0,5 bis 0,7 um. Sie ist polar begeißelt, selten unbe- 
geißelt. Die Species zeichnet sich durch einen aeroben 
Stoffwechsel und eine positive Cytochromoxidase-Reaktion 
aus. Das Wachstumsoptimum liegt bei 37°C, sie zeigt auch 
Wachstum bei 41 1°C und verwertet Acetamid unter Bildung 
von Ammoniak. Typisch ist die Bildung von wasserlöslichen 
Pigmenten (Pyocyanin). Es kommen auch Pyocyanin-negative 
Stämme vor. Pseudomonas aeruginosa kann aus Wasser, 
Sediment und Boden isoliert werden (KRIEG 1984).
Diese Spezies kommt auch im Trink-, Mineral- und Badewasser 
vor. Keimträger beherbergen den genannten Keim im Darm
trakt. Sie sind Ursache von Darmentzündungen (Enteritiden) 
und generalisierten Infektionen bei geschwächten Erwachse
nen und Kindern, z.T. als Folge von Verbrennungen; sie 
können Infektionen an Ohren (Swimmer's ear) und der Haut 
auslösen (DIN 38411, Teil 8, 1982). P. aeruginosa hat Be
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deutung als Krankheitserreger, der durch Wasser verbreitet 
werden kann. Diese Species kommt auch in Oberflächenge
wässern vor und stellt eine potentielle Gefahr für den 
Menschen bei der Nutzung von Gewässern (Rekreation, Baden, 
Bewässerung etc.) dar.

Der Nachweis in Oberflächengewässern erfolgt quantitativ 
mittels MPN-Technik, kann aber auch nur qualitativ oder 
semiquantitativ als Titer durchgeführt werden.

Als Nachweisverfahren hat sich bei Oberflächengewässern 
nach Vergleichsuntersuchungen das Anreicherungsverfahren 
gegenüber dem Membranfilterverfahren als überlegen ge
zeigt .
Eine Unterscheidung zwischen den gesuchten Pseudomonaden 
und der Begleitflora erwies sich mit dem Membranfilterver
fahren häufig als schwierig bis unmöglich. Das Drake's Me
dium 10 nach ISO 8360-1 (1988) war selektiver und erbrachte 
die höhere Ausbeute an Pseudomonaden als das Anreiche
rungsmedium nach DIN 38 411, Teil 8 (1982) (KLÜGL 1993).

Herstellung der Kulturmedien 
Anreicherungsmedium:
Drake's Medium 10 ( Asparagine broth with ethanol) 
Zusammensetzung (konzentriert)

DL-asparagine 2 gL-proline 1 g
Anhydrous dipotassium hydrogen phosphate 1 g
Magnesium sulfate heptahydrate 0,5 g
Anhydrous potassium sulfate 10 g
Ethanol 25 ml
Water (Aqua bidest.) to 1000 ml
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Zusammensetzung (nicht konzentriert)
DL-asparagine 
L-proline
Anhydrous dipotassium hydrogen phosphate 
Magnesium sulfate heptahydrate 
Anhydrous potassium sulfate 
Ethanol
Water (Aqua bidest.)

3,2 g
1.6 g
1.6 g 
0,8 g

16 g
40 ml

to 1000 ml
Bereitung (KLÜGL 1993):
Die einzelnen Bestandteile werden in 1 1  Flaschen bis auf 
das Ethanol eingewogen, es wird mit Aqua bidest. aufgefüllt 
und so lange kräftig geschüttelt, bis alle Bestandteile 
gelöst sind. Nun wird das Ethanol zugegeben und der pH- 
Wert, der bei 7,2 + 0,2 liegen soll, eingestellt. Die
Flaschen samt Medien werden mit leicht geöffneten Ver
schlüssen, die nach der Sterilisation sofort wieder voll
ständig verschlossen werden müssen, 15 Minuten bei 121°C 
autoklaviert. Das Medium ist bei Raumtemperatur und 
Dunkelheit etwa 3 Monate haltbar.
Konfirmationsmedium 
Milk agar with cetrimide 
Zusammensetzung
Skim milk powder 100 g
Yeast extract broth 250 ml
Agar 15 g
Hexadecyltrimethylammoniumbromide (cetrimide) 0,3 g 
Aqua bidest. to 750 ml
Yeast extract broth:
Bacteriological yeast extract 3 g
Bacteriological peptone 10 g
Sodium chloride 5 g
Aqua bidest. to 1000 ml
Bereitung:

Der Hefeextrakt wird durch das Lösen aller Bestandteile 
unter Kochen und anschließender Sterilisation (20 Minuten 
bei 121°C) hergestellt. Der sterile Hefeextrakt wird danach 
mit Cetrimid und Agar vermischt und gekocht, bis der Agar 
vollständig gelöst ist.
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In einem separaten Glasgefäß wird das Magermilchpulver in 
Aqua bidest. unter Rühren mit einem Magnetrührer gelöst und 
danach werden beide Lösungen getrennt voneinander 5 Minuten 
bei 121°C sterilisiert.
Die Lösungen werden steril zusammengemischt und im Wasser
bad auf etwa 50°C abgekühlt. Die aus 15 ml Portionen ge
gossenen Platten können bei 4°C etwa 1 Monat aufbewahrt 
werden.
Nachweisverfahren
Die Anreicherung von P. aeruginosa erfolgt im Flüssigme
dium (Drake's Medium 10) mittels MPN-Technik (fünf Paralle
len pro Verdünnungsstufe). Für stehende Gewässer (Badege
wässer) und unbelastete Fließgewässer eignen sich häufig

-1 -2Probenvolumina von 100 ml, 10 ml, 1 ml, 10 ml, 10 ml, 
_310 ml, für abwasserbelastete Oberflächengewässer und 

Abwässer 10 ml, 1 ml, 10  ̂ml, 10  ̂ml, 10  ̂ml etc. 100 ml 
Probenvolumen werden mit 250 ml, 10 ml Probe mit 25 ml 
Drakes'Medium (konzentriert), 1 ml Probe bzw. 1 ml einer 
Verdünnung werden mit 4 ml Drake's Medium (nicht konzen
triert) gemischt. Die Ansätze werden anschließend bei 
37°C 1°C 48 Stunden lang inkubiert. Positive Anreiche
rungskulturen zeigen nach der Inkubation Wachstum durch 
Trübung und Fluoreszenz unter UV-Licht bei einer Wel
lenlänge von 366 nm.
Die Konfirmation von P. aeruginosa wird auf Milchagar
platten durchgeführt. Von allen positiven Anreicherungskul
turen wird mittels Impföse etwas Material auf Milchagar
platten ausgestrichen. Die Selektivagarplatten werden bei 
42°C 24 Stunden inkubiert. Als positiv gelten Kolonien, die 
Fluoreszenz (UV-Licht, Wellenlänge 366 nm) und Caseinhydro
lyse erkenntlich an einem durchscheinenden Hof um die 
fraglichen Kolonien zeigen. Apocyanogene Stämme werden 
nicht erfaßt, kommen aber auch nur selten vor.
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Die wahrscheinliche Zahl an P. aeruginosa wird mit Hilfe 
des MPN (Most Probable Number)-Verfahrens ermittelt. Wenn 
keine MPN-Auswertung möglich ist, wird nur eine qualitati
ve Auswertung (z.B. in 100 ml Wasser positiv oder negativ) 
vorgenommen.
Mit dem empfohlenen Nachweisverfahren konnte Pseudomonas 
aeruginosa aus Abwasser (Ablauf der Hauptkläranlage Wien, 
2 Millionen EGW), aus Fließgewässern (Donau, Wiener Donau
kanal) und aus stehenden Gewässern (Neue Donau in Wien) 
isoliert werden.
Im Ablauf der Hauptkläranlage Wien wurden 700-9200 Pseudo
monaden, im abwasserbelasteten Donaukanal 220-1700, in der 
Donau 11-110 und in der Neuen Donau <1 bis 80 Pseudomonaden 
(KLÜGL 1993) pro 100 ml Wasser nachgewiesen. Die gefundenen 
Daten sind mit den Literaturdaten gut vergleichbar 
(BOTZENHART et al. 1975, HOADLEY et al. 1968b).
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