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BAND VII 1916 HEFT 4

Der Nachweis von Bact. coli im Wasser mit Hilfe der Milch-

zuckerpeptonagarschiittelkultur.
Von J. THONT.

(Mitteilung aus dem Laboratorium des Schweizerischen Gesundheitsamtes, Bern.
Vorstand: F. Schaffer.)

A. Einleitung.

Die Methoden zum Nachweis von Bact. coli sind zahlreich. Nach dem
Prinzip, das ihnen zu Grunde liegt, kann man sie in zwei Gruppen einteilen.
Bei den einen Verfahren werden durch chemische Zusétze oder durch hohe
Temperaturen, bei den anderen durch Schaffung optimaler Entwicklungs-
bedingungen fiir Bact. coli inbezug auf Nihrmedium und Temperatur die
Begleitorganismen zu unterdriicken gesucht. Die Methoden der erstgenannten
Gruppe werden nun im allgemeinen als wenig empfindlich beurteilt, weil
die Agenzien, die ein Zuriickdringen der Nichtcolibakterien bedingen, Bact.
coli selber auch schidigen. Bei den Verfahren der 2. Gruppe dient zur An-
reicherung von Bact. coli ein fliilssiges Nahrmedium und zwar gewdhnlich
eine Zuckerpeptonkochsalzlosung. Je nachdem darin Gasbildung auftritt
oder nicht, wird die Kultur auf ein eventuelles YVorkommen von Colibakterien
verarbeitet. Nur bei dem Verfahren nach Petruschki und Pusch?'), das zur Vor-
kultur zuckerfreie Bouillon verwendet, sind die durch die kleinsten Aussat-
mengen triitbe gewordenen Rohrchen weiter zu priifen. Da nun der positive
Gasbefund schon einen wichtigen Anhaltspunkt fiir die vorldufige hygienische
Beurteilung eines Wassers bildet, so wird man im allgemeinen den mit zucker-
haltigen Nihrboden arbeitenden Verfahren den Vorzug geben.

1) Petruschki und Pusch: Bact. coli commune als Indikator fiir Fikalverunreinigung
von Wissern. Ztschr. f. Hyg. u. Infektionskrankh., 1903, Bd. XLIII, 8. 304.



Im Schweiz. Lebensmittelbuch, 1I. Auflage, 1909, werden zur Priifung
von Trinkwasser auf das Vorkommen von Bact. coli zwei Methoden angefiihrt
némlich :

1. die Gérungsprobe nach Kijkman und
2. das Verfahren nach ». Freudenreich.

Es war uns Gelegenheit geboten, beide im Laufe der letzten 2 Jahre
an einem vielseitigen Priifungsmaterial zu erproben. Dabei fiel das Ergebnis
verschieden aus. Wiihrend das Fijkman'sche Verfahren in einer grossen Zahl
von [éllen versagte,') hat das Freudenreich’sche im allgemeinen befriedigende
Resultate gegeben. Gelegentlich kam es indessen vor, dass bei demselben
die Beurteilung der Milchzuckerbouillonkulturen Schwierigkeiten bot. Da die
Gasbildung zuweilen erst dann in die Erscheinung tritt, wenn die Rohrchen
geschiittelt werden, so ist man genitigt, diese Manipulation bei allen nicht
Gérung zeigenden Kulturen vorzunehmen. In Kulturen, die neben Colibak-
terien in iiberwiegender Zahl sonstige thermophile Keimarten beherbergen,
ist die Gasbildung meistens eine schwache. Werden sie geschiittelt, so treten
gewohnlich nur wenige Bliéischen an die Oberfliiche. Bei solchen Befunden
ist dann nicht zn entscheiden, ob die Bldschen durch Zuckervergirung oder
durch Luftaufnahme entstanden sind. Es ist nun, um das eventuelle Ueber-
sehen der Gasbildung zu verhindern, empfohlen worden, die Bouillonrohrchen
mit einem umgestiilpten Glasrohrchen zu versehen, welches dann als Eudio-
meter zu funktionieren hat. Abgesehen davon, dass dadurch der Nachweis
von Colikeimen umstéindlicher wird, kann es auch zweifelhaft erscheinen,
ob diese Massnahme in allen Fillen den Zweck erfiillt.

Die obigen Griinde haben uns dann bewogen, der Frage niiher zu treten,
ob nicht bei der Priifung des Wassers auf Vorkommen von Buact. coli zur Vor-
kultur an Stelle des fliissigen ein fester Nihrboden sich besser eignen wiirde.
Unsere Untersuchungen wurden mit einem 2 Y, Milchzucker enthaltenden
Peptonkochsalzagar ausgefiihrt.?) Hierbei bedienten wir uns der sogenannten
Schiittelkultur d. h. das Priifungsmaterial wurde in den in Reagenzrihrchen
resp. in sogenannten Burri’schen Rihren abgefiillten Nihrboden eingesiiet,
durch eine kreisende Bewegung darin moglichst gleichmiissig verteilt und
der Agar erstarren gelassen.

') Bei Wiissern, die neben Bact. coli auch Bact. Giintheri und Siurestreptokokken
enthalten, war hier sehr hiufig keine Gasbildung zu beobachten.

*) Die Bereitung dieses Milchzuckerpeptonagars geschieht auf folgende Weise: In
500 cm® Leitungswasser werden 10 g Pepton (Witte) und 5 g Kochsalz unter schwachem
Erwirmen aufgeldst. In einem zweiten Gefiiss bringt man 15 g Agar in 400 cm?® Leitungs-
wasser in Losung (im Autoklav bei °/i Atmosphiiren wiihrend */i Stunden oder durch Ko-
chen auf offener KFlamme). Beide Fliissigkeiten werden vereinigt, znsammen Y4 Stunde im
Dampftopt gelassen und, ohne zu neutralisieren, filtriert (im Heisswassertrichter). Dann
fiigt man dem Peptonagar noch 100 em® einer 20%igen Milchzuckerlosung bei, fiillt mit
heissem Wasser auf 1000 cm® auf und mischt das Ganze gehirig durch. Der nun fertige
Niihrboden wird dann zu ca. 10 cm® in Reagensgliiser abgefiillt und an drei aufeinander-
folgenden Tagen wiihrend je 20 Minuten im Dampftopf sterilisiert.
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B. Experimenteller Teil.

1. Vergleichende Untersuchungen iiber die Gasbildung in Milchzuckerbouillon
' (nach v. Freudenreich)
wund Milchzuckerpeptonagar in hoher Schicht (Schiittellultur).

Mit diesen Priifungen verfolgten wir den Zweck, festzustellen, ob die
von verschiedenen Autoren vertretene Ansicht, dass feste Nidhrmedien zur
Entwicklung von Bact. coli sich weniger eignen als fliissige, fiir die Agar-
schiittelkultur begriindet sei.

a) Mit Aufschwemmungen einer Reinkultur von Bact. coli.

Als Versuchsorganismen verwendeten wir 5 aus menschlichen Faeces
isolierte Colistimme.

In einer ersten Reihe wurde von jedem Stamme jeweilen mit einer
Nadelspitze Material der 21stiindigen Schragagarkultur entnommen und in
100 cm?® physiologischer Kochsalzlosung aufgeschwemmt. Davon ausgehend
wurden durch fortlaufende je 10fache Verdiinnung mit sterilem Wasser
7 Aufschwemmungen von abnehmender Dichte bereitet. Aus jeder Verdiinnung
wurde je 1 em®in ein Bouillonréhrchen und in ein Rohrchen mit geschmol-
zenem Agar eingetragen und die Kulturen bei 37° gehalten. Nach 24 Stun-
den zeigten sidmtliche Rohrchen Gasbildung. Immerhin wiesen die mit der

letzten Verdiinnung beschickten Agarkulturen nur mehr vereinzelte Gas-
blasen (3—10) auf.

In einer 2. Reihe wurden daher zur Aussaat nur die drei letzten Ver-
diinnungen (5, 6 und 7) des obigen Versuches und noch eine weitere (8.)
beniitzt. Die Colibakterien waren also in diesem Falle withrend 24 Stunden
im Wasser aufgeschwemmt gewesen (bei Zimmertemperatur). Die Beschickung
der beiden Nihrmedien wurde diesmal mit je 0,5 em® pro Bouillonréhrchen
resp. Agarrohrchen vorgenommen. Ueber die Ergebnisse dieses Versuches
orientiert Tabelle I.

Wie aus dieser Zusammenstellung zu entnehmen ist, war das Resultat
inbezug auf die Anzahl der Gasbildung zeigenden Bouillon- und Agarkulturen
ein {iibereinstimmendes. Bei beiden Néhrmedien wiesen nach 24 Stunden je
13 (Gasbildung auf. Vergleicht man ferner die Befunde der gleichen Ver-
diinnung mit einander, so ergibt sich, dass einzig bei Fikalcoli 3 bei den
mit 6 und 7 geimpften Bouillonrghrchen insofern ein nicht gesetzmissiges
Verhalten zu konstatieren war, als von diesen beiden nur die hiohere Ver-
diimnung Gérung bedingt hat. Es diirfte sich dahei wohl um einen zufillig
in die stirkere Verdiinnung verirrten Keim handeln. Die Aufschwemmungen
von Fikalcoli 5 haben in simtlichen Rohrchen Gasbildung bewirkt, jedoch
geht aus der mit Verdimnung 8 dieses Stammes gewonnenen Agarkultur
hervor, dass dieselbe nur mehr vereinzelte Keime enthielt, wihrend an-
scheinend in 0,5 em® derselben Verdiinnung bei den iibrigen keine Coli-
keime mehr vorkamen.



Tabelle 1.

Testorganismen

Milchzuckerbouillonkulturen.

Milchzuckeragarschiittel kulturen

Verdiinnungen Verdiinnungen
6 7 8 5 6 7 8
Fikaleoli 1. 0 0 0 + 0 0 0
Klar Klar Klar Mehrere
Gasblasen
Fikalcoli 2. - - 0 -+ e - 0
Klar Zahlreiche |2 Gasblasen;| 1 Gasblase;
Gasblasen; | 2 Kolonien | 1 Kolonie
einige Risse
Fikalcoli 3. 0 -+~ 0 - -+ 0 0
Klar Klar Zahlreiche | 1 Gasblase;
' Grasblasen 1 Kolonie
Fikalcoli 4. -+ = 0 -+ - - 1)
Klar Zahlreiche | Zahlreiche Einige 1 Kolonie
Grasblasen Gasblasen | Gasblasen;
und Risse 7 Kolonien
Fikalcoli 5. - + = = =E Bt
Zahlreiche Zahlreiche Zahlreiche | 2 Gasblasen;
Grasblasen (rasblasen Gasblasen | 2 Kolonien
und Risse | u. Kolonien |und mehrere
Kolonien

') Nach 36 Stunden eine Gasblase.

+ = Gasbildung.

0=

Keine Gasbildung.

8al



b) Mit Mischaufschwemmungen von Bact. coli und Bact. Giintheri.

Das in Abwiissern hiufige Vorkommen von Bact. Giintheri neben Bact.
coli und die von uns ofters gemachte Beobachtung, dass dann die Gasbildung
in den zum Nachweis des letzteren Organismus angewendeten Nihrmedien
nicht immer oder nicht deutlich in die Krscheinung trat, liessen es als
angezeigt erscheinen, auch das Verhalten von Bact. coli in Gegenwart von
Bact. Giintheri bei diesen Priifungen zu beriicksichtigen.

Den im vorigen Versuch beniitzten Verdinnungen 5, 6, 7 und 8 der
5 Colistimme wurden einige Tropfen einer ebenfalls stark verdiinnten Auf-
schwemmung von Bact. Giintheri zugesetzt und dann davon wieder mit je
0,5 cm? die beiden Nihrmedien beschickt. Nach 24stiindiger Bebriitung bel
37° wurde der in Tabelle II wiedergegebene Befund festgestellt.

Von den 20 Bouillonrshrchen zeigten 7 deutlich Vergiirung (Schaum
an der Oberfliche), wiihrend bei 5 weitern die Gasbildung zweifelhaft war.
Von den in gleicher Weise und gleicher Anzahl geimpften Agarrohrchen
ergaben dagegen 11 eindeutige Gasentwicklung. Wie aus den Schiittelkulturen
ersichtlich ist, war das Mengenverhiltnis von Bact. coli zu Bact. Giintheri
in den mit Verdiinnung 8 beschickten Réhrchen wie 1:20—30.

Aus den obigen Untersuchungen geht somit hervor, dass zur Vorkultur
von Bact. coli, wenn sich dasselbe allein vorfindet, Milchzuckerpeptonagar
in hoher Schicht als ebenso geeignet gelten darf, wie die Milchzuckerbouillon,
wenn es dagegen mit Bact. Giintheri vorkommt, das feste Néhrmedium dem
fliissigen entschieden iiberlegen ist.

2. Vergleichende Untersuchung iiber die Colizahl und die Gasbildung von Wiissern,
die mit Fikalien infiziert sind.

In Anlehnung an den Zweck, der bei Wasseruntersuchungen durch den
Colinachweis verfolgt wird, wurden 10 Proben von menschlichen Faeces
mit Wasser aufgeschwemmt und auf das Vorkommen von Bact. coli gepriift.
Die dabei angewandte Methodik war folgende: Ca. 1 g einer gewdhnlich
frischen Fikalprobe wird mit 30—40 cm? sterilen Wassers in flambierter
Reibschale zu einer homogenen Emulsion verrieben, dann in ein 100 em?
fassendes Kolbchen gebracht und aufgefiillt. Mit dieser Emulsion werden
2 weitere Aufschwemmungen durch Ueberimpfen je 1 em?® in ein zweites
und dann in ein drittes Hunderterkolbchen bereitet. Zur Aussaat wird je
1 und ‘Y10 cm® aus jeder Aufschwemmung verwendet. Wir erhalten auf
diese Weise folgende Verdiinnungsreihe:

8 — 1
Aufschwemmung 1 { 1/11 Cfil = 1//10(;0
o 0
S
Aufschwemmung 2 { ; jom— 1510 000
10 *» = 7100000
B i
Aufschwemmung 3 { y : CI:I = l//lvt)m.
£d == oM.



Tabelle 11.

Milehzuckerbouillonkulturen

Milchzuckeragarschiittelkulturen

Testorganismen Verdiinnungen Verdiinnungen
5 6 7 8 5 6 7 8 i
Fikalcoli 1 + Bact. Giintheri - -}- 0 0 - + i 0
Triibung Triibung Zahlreiche | 1 Gasblase Nur Ca. 30 Kol.
K R Gasblasen u. | Zahlreiche | Giintherikol.| Giintheri
Griintherikol. | Giintherikol. I
Fikaleoli 2 4 Bact. Giintheri - -+ T 0 ' - 0 0 S
Triibung Triithung Zahlreiche | Zahlreiche | Zahlreiche | 1 Kol. Coli
, Gasblasen u. | Giintherikol. | Giintherikol. | ca. 25 Kol.
i Giintherikol. Giintheri
Fikalcoli 8 -+ Bact. Giintheri 4 + 0 0 il 0 0 0
Triitbung Tribung Zahlreiche | Zahlreiche | Zahlreiche ca. 20
Grasblasen u. | Giintherikol. | Glintherikol. | Giintherikol.
,‘ Griintherikol.
Fikalcoli 4 4+ Bact. Giintheri ? ? ? 0" -} -+ 0" 0
Triitbung Triibung Triitbung Triibung |Agarzylinder Agarzylinder| 3 Coli Kol. ca. 15
in Stiicke von zahlr. ‘ca. 8 Giintherikol.
zerrissen Gasblasen | Giintherikol.
durchsetzt
Fikalcoli 5 4 Bact. Giintheri + 0’ ? 0 -+ =5 0 -
Triitbung Triibung Triibung Zahlreiche | Zahlreiche | Zahlreiche | 1 Gasblase,
Grasblasen u. | Gasblasen u. | Gasblasen u.| 1 Kol. Coli
Giiintherikol. | Giintherikol. | Giintherikol. | u. ca. 10 Kol.
Griintheri

') Nach 36 Stunden Gasbildung.

-+ = Gasbildung. 0 = Keine Gasbildung.

0€T
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Die Ermittlung der Colizahl erfolgte mittelst Gelatinplatten sowie nach
dem Marmann’schen Verdunstungsverfahren !), das wir in etwas modifizierter
Weise wie folgt anwendeten: Die frisch gegossenen Endoplatten werden
offen fiir ca. 1 Stunde im Brutschrank bei 37° zum Vortrocknen aufgestellt.
Nach gleichmiissiger Verteilung des Aussaatmaterials auf der Oberfliche
stellen wir die Schalen wiederum offen in einen auf 41-—42° C. erwirmten
Brutschrank, dessen Zu- und Abluftéffnungen géoffnet sind. Nach 15—20
Minuten ist das Wasser gewohnlich verdunstet. die Platten werden zugedeckt
und kommen dann withrend 24 resp. 48 Stunden in den bei 37° eingestellten
Brutschrank.

Auch die zur Priifung auf Gasbildung benutzten Milchzuckeragarschiittel-
kulturen wurden jeweilen 24 resp. 48 Stunden bei 37° bebriitet.

Mit der Verarbeitung der Gelatineplattenkulturen warteten wir bis zum
5. oder 6., mitunter bis zum 10. Tage, um die Zahl der tiberhaupt entwicklungs-
fihigen Colikeime moglichst genau ermitteln zu konnen. Eine Verflissigung
trat bei hohern Verdiinnungen, die ja hauptsichlich in Frage kommen, nicht
ein. Was nun die Identifizierung der auf den Gelatineplatten gewachsenen
Kolonien betrifft, so wurden aus den Kulturen, insofern die Kolonienzahl
30 nicht iiberschritt, nur die Kolonien, die sich von vorneherein als nicht
zur Coligruppe gehorend (verfliissigende, farbstoffbildende etc.) feststellen
liessen, unberiicksichtigt gelassen. Alle iibrigen wurden zwecks Priifung auf
Zuckervergirung und Indolbildung in Dextrose- und Lactoseagar bezw. in
Peptonwasser abgeimpft. Sehr oft fertigten wir sodann von einem Teil der
Kolonien noch Grampriparate an. Jene Organismen, die die beiden Zucker-
arten bei 87°¢ vergoren, ferner Indol bildeten und sich als gramnegativ
erwiesen, wurden als zur Coligruppe gehorend betrachtet. Wir haben im
ganzen auf diese Weise von Gelatineplattenkulturen iiber 200 Kolonien
gepriift (Mindestzahl einer Untersuchnng = 12; Max.: 40).

Von den Endoplatten (Marmann’sches Verdunstungsverfahren) wurden
jeweilen 1—2 Kolonien von jedem rotwachsenden Typus, insofern es sich
um gramnegative Stibchen handelte, ebenfalls auf Vergirung von Dextrose
und Lactose, Bildung von Indol und Wachstum auf Gelatineplatten untersucht.
Es haben sich dabei séimtliche mit Metallglanz, und ferner die dunkelroten
mehr oder weniger flach ausgebreiteten als typische Coli erwiesen. Aber
auch von den Rosafiirbung zeigenden Kolonien, die hier nur spérlich vorkamen
und auch nicht bei jeder Probe vertreten waren, gehorte die Mehrzahl diesem
Colitypus an.

Bei der Priifung der Milchzuckeragarschiittelkulturen wurde jeweilen
vom letzten Gasbildung zeigenden Rohrchen sowie gewdhnlich 1—2 weiteren
dieser Reihe Priiparate angefertigt, indem wir sie in hiingenden Tropfen
und nach Gram gefirbt untersuchten. Stets wurden dabei gramnegative

Y Marmann. Ein neues Verfahren zum quantitativen Nachweis des Bact. coli im Wasser,
zugleich ein Beitrag zum Verhalten dieses Keimes in Flissen und Schwimmbassins. Central-
blatt f. Bact., I. Abt., 1909, Bd. L, S. 267.
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Stéibchen angetroffen, auch im hiingenden Tropfen waren immer die als Coli
anzusprechenden Zellen nachzuweisen, Eine andere als durch Bact. coli hervor-
gerufene Gasbildung kam somit bei diesen Rohrchen nicht in Frage. Neben
den Colibakterien fanden sich namentlich in den weniger grossen Verdiin-
nungen Bact. Giintheri und Streptokokken (Gram ) ferner in vereinzelten
Fillen liingere grampositive Stéibchen, die vermutlich zur Gruppe der echten
Milchséurelangstibchen gehorten.

In der folgenden Tabelle III werden von den 10 Fikalienaufschwem-
mungen neben der Keimzahl die Befunde iiber die Zahl der Colikolonien
auf Gelatine- und Endoplatten, sowie das Verhalten der Milchzuckeragar-
schiittelkultur der 3 Verdiinnungen einer Reihe, die fiir unsere Frage In-
teresse bieten, wiedergegeben. Ein Blick auf diese Zusammenstellung zeigt,
dass bei der Mehrzahl der Proben Keimzahl und Colizahl annihernd iiberein-
stimmen. Was nun zuniichst die nach den beiden Plattenverfahren erhaltenen
Coliwerte anbetrifft, so geht aus der Uebersicht hervor, dass sie bei den
Gelatinekulturen im allgemeinen hoher ausfielen. In einigen Fillen, wie z. B.
bei Probe 1 (Verdiinnung '10000), 5 (Verdiinnung '10000) und 9 (Verdiinnung
Ymin) war hier der Coliwert ein ganz erheblich grosserer. Bei coliarmen
Wiissern besteht demmnach die Moglichkeit, dass das Marmann’sche Ver-
dunstungsverfahren versagt.

Vergleicht man nun die Colizahlen und das Verhalten der Milchzucker-
agarschiittelkulturen miteinander, so zeigt sich, dass auch die nach den
Ergebnissen der beiden Plattenverfahren nur mehr vereinzelte Colikeime
enthaltenden Proben stefs innerhalb 24 resp. 48 Stunden Gasentwicklung
hervorriefen. Damit charakterisiert sich die Milchzuckeragarhoheschichtkultur
als sehr empfindlich zum Nachweise von Bact. coli.

3. Ergebnisse einer Anzahl von Wasseruntersuchungen.

Anlésslich einer systematischen Priifung des Einflusses der Burgdorfer-
Abwiisser auf den Miihlebach war uns Gelegenheit geboten, Wasserproben
von sehr verschiedener Beschaffenheit bakteriologisch niiher zu verfolgen.
Hierbei haben wir gelegentlich die Menge der Colibakterien nach dem
Marmann’schen Verdunstungsverfahren und mittelst der Milchzuckeragar-
schiittelkultur bestimmt.

Die diesbeziiglichen Befunde finden sich in Tabelle IV zusammengestellt.

Die Identifizierung der auf den Endoplatten (Marmann’sches Verfahren)
gewachsenen Kolonietypen war wieder in der frither schon beschriebenen
Weise vorgenommen worden. Auch bei diesen Untersuchungen haben sich
die Fuchsinglanzkolonien als typische Coli erwiesen, wiihrend die dunkel-
roten ohne Metallglanz ofters und die rosa Kolonien in der iiberwiegenden
Zahl nicht dieser Gruppe angehdrten. Nach Marmann') sollen einzig die
mit Metallglanz wachsenden Typen als Coli gezithlt werden, was, auf unsere

) B R



Tabelle 111

Zahl der Colikolonien

;
Mit Fikalien Keimzahl | Ver- .
: PR e Mt sehes Verhalten der Milchzuckeragarschiittelkulturen
beschmutztes Wasser pro cm | diinnungen | gelatineplatten | Verdunstungs-
! verfahren
Probe 1 400000 |  Yjrooao 25 9 Zahlreiche Gasblasen
- roo 000 3 2 Vereinzelte Gasblasen
| Y. 0 0 Steril
Probe 2 4 000 000 ! Y100 000 31 22 Agarzylinder dicht von Gasblasen durchsetzt
; ’IMill. 4 0 Agarzylinder von zahlreichen Gasblasen durchsetzt
| Thomill 0 0 Steril
Probe 3 11000000 | %100000 72 114 Agarzylinder in Stiicke zerrissen
i ‘L. 9 4 Agarzylinder von zahlreichen Gasblasen durchsetzt
| *[roMill. 0 0 Vereinzelte Gasblasen
Probe 4 45000 000 | Y100 000 zu zahlreich | zu zahlreich Agarzylinder zerrissen
IMill. 42 48 Agarzylinder dicht von Gasblasen durchsetzt
YroMmill. 3 0 Agarzylinder von zahlreichen (Gasblasen durchsetzt
garzy
Probe 5 700 000 *[10 000 35 16 Agarzylinder dicht von Gasblasen durchsetzt
*100 000 4 3 Agarzylinder zeigt 2 Gasblasen
Ml 0 0 Keine Gasbildung
Probe 6 2500 000 100000 14 12 Agarzylinder von zahlreichen Gasblasen durchsetzt
! Mill. 2 0 Vereinzelte Gasblasen
"o Mill. 0 0 Keine Gasbildung
Probe 7 40 000 000 *100 000 96 87 Agarzylinder zerrissen
M. 15 3 Agarzylinder zeigt zahlreiche Gasblasen
"o MillL 4 0 Keine Gasbildung
Probe 8 17 000 100 24 — Agarzylinder von einigen Gasblasen durchsetzt
Y1000 0 2 Agarzylinder zeigt wenige (rasblasen
10 000 0 ) 0 Keine Gasbildung
Probe 9 87 000 000 100 000 zu zahlreich | zu zahlreich Agarzylinder zerrissen
![Mill. 82 22 Agarzylinder von Rissen und Gasblasen durchsetzt
hoMill. 8 — Agarzylinder von einigen Gasblasen durchsetzt
Probe 10 60 000 000 Y100 000 zu zahlreich | zu zahlreich Agarzylinder in Stiicke zerrissen
! M. 48 38 Agarzylinder zerrissen
*[roMill. 6 — Agarzylinder von einigen Gasblasen durchsetzt

eel



Tabelle IV.
- Zahl der Colikolonien
“ Zeit Keim- | nach dem Marmann’schen
'd‘; Herkunft der Wasserprobe der zahl ifendton. e i
= P e B Tt T
b Entnahme | pro cm?® Aussaatmenge
= 1 em? | 110 em® [1/,9 em® [0 m0®
1 | Emmefluss, oberhalb Burgdorf | 26.V. 15 910 | 11 1 0. g
2 | Miihlebach, nach Verunreini- | 26. V.15 | 20000 | nicht nichi 10 0
gung mit einem Teil der feststellhar | feststellbar
Burgdorfer-Abwiisser
3 | Miihlebach, nach Verunreini- | 26. V.15 | 17000 | nichi nicht 10 0
gung mit simtlichen Burg- fuststellbar | feststellhar
dorfer-Abwiissern
4 | Miihlebach, ca. 2700 m unter- | 26. V.15 | 21000 | nichi nicht 9 0
halb Burgdorf foststellbar | feststellbar
5 | Miihlebach, ca. 3800 m unter- | 26. V.15 13000 | nicht nichi 10 0
halb Burgdorf [iststellbar | feststellbar
6 | Mihlebach, ca. 4300 m unter- | 26. V.15 | 26000  — nicht 27 -
halb Burgdorf feststellbar
7 © Brunnenstube deralten Wasser- | 26.V, 15 10 0 0 — =
versorgung von Kirchberg
8 | Emmefluss, oberhalb Burgdorf @ 12.VIL 15 3200 | 5 0 0 B
9 | Waschhiiuslibach, ca.5m ober- | 12. VIL.15 130000 | — — 13 0
halb seiner Vereinigung mit | 1
dem Miihlebach |
10 | Miihlebach, bei Eintritt in das ‘| 12. VIL.15 | 12000 | — — 5 0
Burgdorfer-Stadtgebiet
|
11 | Miihlebach, ca. 1900 m unter- | 12.VIL15 | 44000| — | — | 21 | 2 |
halb Burgdorf . jf
| | [
. [ ‘
12 | Miihlebach, ca. 2000 m unter- | 12.VIL15 | 67000 — | — | 29 | 0 |
halb Burgdorf, unterhalb der | _
Einmiind. des neuen Kanales | i
18 | Miihlebach, ca. 2700 m unter- | 12. VII.15 | 59000 | — — 39 0
halb Burgdorf
14 | Miihlebach, ca. 3800 m unter- | 12. VIL.15 | 70500 | — — 42 320
halb Burgdorf
15 | Miihlebach, ca. 4300 m unter- | 12. VIL.15 | 280000 | — | — |ca.100| 6
halb Burgdorf ! ‘
\
; \
16 | Brunnenstube deralten Wasser- | 12. VII. 15 700 | 10 g ==
versorgung von Kirchberg i
J




Gasbildung und Zahl der Colikolonien

bei der Milchzuckeragarschiittelkultur

Es fanden sich Colikeime
in em?®

bei dem

- bei der Mileh-

i g A b Allssa‘ritmf)?‘ig'en el e _ Verdunstungs-| zuckeragar-
1 em? | Y, cm® 1100 €m3 I Yoo CM3 verfahren |schiittellkkultur
Agarzylinder | Vereinzelte 0 0 10—11 10
mit einigen | Grasblasen;
Gasblasen 1 Kol
Agarzylinder | Agarzylinder | Agarzylinder 0 1000 2000
Zerrissen Zerrissen ZETrissen ;
20 Kol.
Agarzylinder | Agarzylinder | Agarzylinder 0 1000 100—900
zerrissen zerrissen | gehoben; |
_  vereinzelto Gasblasen 1‘
Agarzylinder | Agarzylinder | Agarzylinder | Agarzylinder 900 1000
zerrissen zZerrissen Zerrissen aeigt einige Gasblasen;
I Kol.
Agarzylinder | Agarzylinder | Agarzylinder 0 1000 700
ZETTiSSen Zerrissen ZEerrissen;
7 Kol.
Agarzylinder | Agarzylinder Agarzylinder | Agarsylinder gehohen 2700 4000
Zerrissen ZEerrissen mit einigen und von Gashlasen
Rissen durchsetat; 4 Kol.
Kein Kein — — 0 0
Wachstum Wachstum
Agarzylinder | Agarzylinder 0 0 o 10--90
von Gasblasen | von Gashlasen
durchsetzt durchsetzt
Agarzylinder | Agarzylinder = Agarzylinder | Agarzylinder 1300 2000 i
in kl. Stiicke | in kl. Stiicke | 1n Stiicke von Gasblasen durch-
zerrissen zerrissen zerrissen setat; 2 Kol.
Agarzylinder | Agarzylinder | Agarzylinder 0 500 100—900
Zerrissen zerrissen zZerrissen
Agarzylinder Aguréylinder Agarzylinder | Agarzylinder | 2000—2100 2000
zerrissen | zerrissen Zerrissen wigt einice Gashlasen ;
2 Kol.
Agarzylinder | Agarzylinder | Agarzylinder | Agarzylinder 2900 3000
zerrissen zerrissen | zerrissen mit einigen Gashlasen ;
| 3 Kol.
Agarzylinder | Agarzylinder | Agarzylinder 0 3900 ca. 2000
zZerrissen ZEerrissen ZeIrrissen;
ca. 20 Kol.
Agarzylinder = Agarzylinder | Agarzylinder | Agarzylinder | 3000—4200 8000
Zerrissen Zerrissen ‘ Zerrissen mit mehreren Gashlasen
! (urchsetzt; § Kol.
Agarzylinder = Agarzylinder = Agarzylinder 0 6000 100—900
ZEITISSen Zerrissen | zerrissen:
; Kol. ?
Agarzylinder 0 t 0 0 10 1—9 !

Zerrissen
Kolonienzahl ?
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Untersuchungen angewendet, bei verschiedenen Proben eine zu niedrige Coli-
zahl ergeben hitte. Die gleiche Beobachtung, dass noch zuweilen nicht
Fuchsinglanz zeigende Kolonien doch den typischen Coli angehéren, hat
auch Swulzer ') gemacht.

Bei der Ermittlung der Resultate der Milchzuckeragarschiittelkulturen
gingen wir in folgender Weise vor. Nach 24- resp. 48stiindiger Bebriitung
bei 37° wurden die Rohrchen kontrolliert und bei dem letzten Géirung zeigenden
einer Reihe, insofern es moglich war, die einzelnen Kolonien, welche als
Grasbildner sich dusserten, gezihlt. Stimmte die Zahl der gashildenden Kolonien
der Schiittelkultur mit der Colizahl nach dem Verdunstungsverfahren iiberein;
so beschriinkte sich die weitere Untersuchung dieser Kolonien (der Schiittel-
kultur) auf die Feststellung ihres mikroskopischen Befundes, was an Hand
von Priparaten im héingenden Tropfen und nach Gram gefiirbt erfolgte.
Bei einigen der Kulturen war indessen die Gasbildung in diesem Zeitpunkte
bereits so weit vorgeschritten, dass eine genaue Ermittlung jener Kolonien,
welche die Girung hervorgerufen hatten, nicht mehr moglich war. Wir
haben in diesen Fillen den Coligehalt in analoger Weise bestimmt, wie
dies bei der Feststellung des Colititers nach Petruschki und Pusch geschieht.

In den letzten beiden Kolonnen der Tabelle IV findet sich die einerseits
nach dem Marmann’schen Verdunstungsverfahren und anderseits mittelst der
Milchzuckeragarschiittelkultur festgestellte Anzahl von Colikeimen pro e¢cm?®
Wasser. Von den 16 Wasserproben stimmen bei 8 die Resultate sozusagen
iberein, bei 5 hat die Milchzuckeragarschiittelkultur hohere Werte ergeben,
wiihrend bei 2 Proben die Colizahl nach dem Marmann’schen Verfahren griosser
ausfiel. Sehr betrichtlich ist der Unterschied bei einer Probe, Nr. 15, bei
welcher im em?® nach dem Verdunstungsverfahren 6000, mit*der Schiittelkultur
(Gasbildung mit ‘100 em?®) 100—900 Colikeime ermittelt wurden. Die grosse
Differenz der beiden Befunde legt ohne weiteres den Giedanken nahe, dass
diese nicht durch die Verschiedenheit der Kulturverfahren bedingt sein kann.
Die betreffende Wasserprobe war sehr stark mit erdigen Bestandteilen verun-
reinigt, welches Moment eine gleichméssige Verteilung der Keime ausschliesst,
da dieselben in ausserordentlich variierender Zahl an den Flockchen haften
konnen und ein zufilliges Hineingelangen eines solchen Partikelchens in das
Aussaatmaterial zu ganz abnormen Resultaten fithren kann.

Die Zahlenergebnisse der beiden Verfahren diirfen als gut iiberein-
stimmend bezeichnet werden, wenn wir in Betracht ziehen, dass es bei dem
colireichen Material fast ausnahmslos notwendig war, mit Verdiinnungen
zu arbeiten, deren Keimzahl dann durch entsprechende Multiplikation zur
Feststellung der Colizahl im em?® des Ausgangsmaterials dient, wobei natiirlich
auch eventuell durch Zufilligkeiten bedingte Versuchsfehler eine entsprechende
Vergrosserung erfahren. Da die Agarschiittelkultur bei 5 von 16 Wasser-

'Y Sulzer W.: Die Frage des Colinachweises in Oberflichenwiissern unter besonderer
Beriicksichtigung neuerer Methoden. Ziirich, 1913.
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proben hohere Coliwerte ergab, so spricht das dafiir, dass diese Methode
zum mindesten ebenso empfindlich ist, wie das Verdunstungsverfahren.

Wir haben in der Folge bei einer grosseren Zahl von Wasserunter-
suchungen den Coligehalt mittelst der Milchzuckeragarschiittelkultur bestimmt,
wobei jeweilen die Gérungserreger aus dem mit der kleinsten Aussaatmenge
beschickten Rohrchen mit Hilfe von Endo- oder Gelatineplatten isoliert und
auf ihre Colizugehorigkeit gepriift wurden. Stets konnten Vertreter des
Bact. coli angetroffen werden, indessen kam es gelegentlich vor, dass dieselben
das Indolbildungsvermogen vermissen liessen; diese letztern Typen gehorten
also nicht dem eigentlichen Fikalcoli an. Anderweitige, nicht der Coli-
aérogenesgruppe zuzuzidhlende Keimarten, wie z. B. Buttersiureorganismen,
denen durch dieses Kulturverfahren (Anaérebiose) ebenfalls zusagende Ent-
wicklungsbedingungen geboten sind, haben wir niemals angetroffen.

C. Zur Methodik des Milchzuckeragarschiittelkulturverfahrens.

Bei dem quantitativen Nachweis von Bact. coli mittelst Milchzuckeragar
in hoher Schicht (Schiittelkultur) wird, je nachdem die Colizahl oder der so-
genannte Colititer zu bestimmen ist, von der Gasbildung zeigenden Kolonie
oder Kultur ausgegangen. Die Ermittlung der Colizahl setzt nun das Vor-
handensein einer Kultur voraus, in welcher dieser Organismus in beschriankter
Zahl vertreten ist, weil bei den dicht besfieten Rohrchen die Gasbildung
gewohnlich einsetzt, bevor makroskopisch sichtbare Kolonien gebildet sind
und eine Zihlung derselben auf Schwierigkeiten stosst. Kulturen, bei denen
die Zahl der Gasbildung zeigenden Kolonien 20 iibersteigt, diirften sich im
allgemeinen fiir diesen Zweck nicht mehr eignen. Wird daher im Aussaat-
material eine griossere als diese Menge vermutet, so sind Verdiinnungen
zu verwenden. Bei Kenntnis der Herkunft des Wassers wird man im all-
gemeinen mit zwei, hochstens drei auskommen.

Bei coliarmen Wiissern kann die Verimpfung einer grisseren Menge
von Aussaatmaterial notig werden, wobei zu bemerken ist, dass gleiche Teile
von Nihragar und Impffliissigkeit nach dem Krstarren eine fiir weitere
Verarbeitung noch geniigend feste Gallerte bilden.

Das Wachstum der Colikeime in der Agarhoheschichtkultur bei 37° ist
ein rasches, so dass ihre in Form verdickter, glattrandiger Linsen auftretenden
Kolonien sich meist schon durch die Griosse von anderen Keimarten unter-
scheiden lassen.') Nach 12stiindiger Bebriitung, selten friither, beginnt bei
den nicht zu dicht besiieten Kulturen die (rasbildung,?) wobei direkt an der
Kolonie oder in unmittelbarer Nihe eine kleine (rasblase gebildet wird, die
sich nach und nach vergriossert. Je nach der Intensitét der Gasentwicklung
und Lage der Gasblasen kann indessen nach einiger Zeit eine Vereinigung

") Auch werden durch dieses Verfahren die nur aérob wachsenden Arten, die im
Wasser in grosser Menge vertreten sein kinnen, ausgeschaltet.

") Bei Anwesenheit zahlreicher Colikeime ist nach dieser Zeit der Agarzylinder ge-
wohnlich in Stiicke zerrissen.
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von zwei oder mehreren erfolgen. Um die genaue Zahl der Gasbildung zei-
genden Kolonien zu ermitteln, ist es daher angezeigt, die Kulturen wiihrend
der Bebriitungszeit einige Male zu kontrollieren. Beziiglich der Frage iiber
die Dauer der Aufstellung der Kulturen bei 37° ist zu bemerken, dass mitunter
bei vereinzelten Colikolonien die Gtashildung erst nach 24 Stunden erfolgt,
weshalb es sich empfiehlt, die Bebriitung auf 36 Stunden auszudehnen.

Zur endgiiltigen Entscheidung der Frage, ob die als gasbildend ermittelten
Kolonien dem Bact. coli angehoren, geniigt im allgemeinen ihre mikroskopische
Priifung (héingender Tropfen und Grampréiparat) und die Feststellung ihres
kulturellen Verhaltens im Gelatinestich resp. auf Gelatineplatten.

Insofern es sich um die Bestimmung der Colizahl handelt, wobei Einzel-
kolonien weiter zu verarbeiten sind, so werden an Stelle der gewthnlichen
Reagensgliser als Kulturgefiisse zweckmissig die sog. Burri’schen Rohren )
verwendet.

Bei Trinkwasseruntersuchungen ist nun gewohnlich die Frage zu ent-
scheiden, ob in einer bestimmten Wassermenge, z. B. 10, 5, 1, 0,1 em? noch
Colikeime vorkommen, d. h. der Colititer zu bestimmen. Er wird in analoger
Weise festgestellt wie bei fliissigen Nidhrmedien und zwar auf Grund des
letzten noch Gérung zeigenden Rohrchens einer Verdiinnungsreihe. In diesem
Falle eriibrigt sich die bakteriologische Diagnose der einzelnen IKolonien der
(rashbildung aufweisenden Kultur und es geniigt die Untersuchung der aus
dem Agarzylinder ausgepressten Fliissigkeit (sog. Kondenswasser). Dabe
erfiilllen auch die gewdhnlichen Reagensgliser ihren Zweck.

Zusammenfassung.

In der vorliegenden Arbeit ist gezeigt worden, dass die Milchzucker-
agarschiittelkultur zum Zwecke des Nachweises von Bact. coli in Wiissern
als ebenso empfindlich gelten darf wie die Milchzuckerbouillonkultur., Gegen-
iber diesem letzteren Verfahren bietet sie zudem folgende Vorteile:

@) Infolge der Beniitzung eines festen Ndhrmediums in hoher Schicht bleiben
die durch die Zuckervergirung auftretenden Gasblasen im Nihrboden-
zylinder gefangen oder bedingen ein Zerreissen desselben, wodurch ein
Uebersehen der Gasbildung ausgeschlossen ist.

b) Sie ermiglicht eine direkte Krmittlung der Girung zeigenden Kolonien
und dadurch die Feststellung der Colizahl.

Als weitere Vorziige dieses Verfahrens, z. B. gegeniiber der Verdunstungs-
methode, sind noch zu erwihnen die geringen Anforderungen, welche an die
Technik der Nihrbodenbereitung gestellt werden und, was besonders fiir jene
Laboratorien, die nicht so hiufig in die Lage kommen, Wasseruntersuchungen
auszufithren, in Betracht fillt, die Moglichkeit einer lingeren Aufbewahrung
des fertigen Nidhrmediums, ohne dass eine Abnahme seiner Leistungsfihigkeit
zu befiirchten ist.

") Burri R.: Zur Isolierung der Anaéroben. Centralbl. f. Bakt., Abt. IT, 1902, S. 533
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