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Deutsche Einheitsverfahren zur Wasser-, Abwasser- und Schlammuntersuchung D '

Mikrobiologische Verfahren (Gruppe K) 38 411

Nachweis von Pseudomonas aeruginosa (K 8)

Z

Teil 8

German standard methods for the examination of water, waste water and
sludge; microbiological methods (group K); detection of Pseudomonas
aeruginosa (K 8)

Méthodes normalisées allemandes pour lanalyse des eaux, des eaux
résiduaires et des boues; méthodes microbiologiques (groupe K); détection
de Pseudomonas aeruginosa (K 8)

Diese Norm wurde gemeinsam mit der Fachgruppe Wasserchemie in der
Gesellschaft Deutscher Chemiker aufgestellt (siehe Erlauterungen).

Es ist erforderlich, bei den Untersuchungen nach dieser Norm Fachleute
oder Facheinrichtungen einzuschalten.

1 Allgemeine Angaben

Bakterien der Art Pseudomonas aeruginosa kommen bei Menschen und
Tieren vor und kénnen bei Kleinkindern Ursache von Darmentziindungen
sein; generalisierte Infektionen sind bei geschwachten Erwachsenen und
Kindern z. 7. als Folge von Verbrennungen nicht selten. Bei unzureichender
Wartung und Desinfektion in o6ffentlichen Badern kann Pseudomonas
aeruginosa bei Schwimmern auch zu Infektionen an den Ohren und der Haut
filhren. Da diese Bakterien auch im Darminhalt von vielen- Menschen vor-
kommen, zu den feuchtigkeitsliebenden und auch bei niedriger Temperatur
wachsenden Bakterien zahlen, muB mit ihrer Vermehrung in Toiletten, Aus-
gissen und Geruchsverschliissen und damit im gesamten wasserableitenden
System gerechnet werden. Kontaminationen fiihren jedoch auch zur An-
siedlung in Wasserhahnen, Waschbecken, Wasserbehéltern und Filtern, ins-
besondere im Krankenhausbereich und im Bereich der Badewasser-
aufbereitung. Wegen der Mdglichkeit der Verbreitung von Pseudomonas
aeruginosa mit dem Wasser oder Badewasser und der Verursachung von
Infektionen bei Menschen ist es notwendig, Trink- und Badewasser, zumin-
dest in bestimmten gefdhrdeten Bereichen, zu iiberwachen.

2 Grundlagen des Verfahrens

Den Angehdrigen der Gattung Pseudomonas und damit der Art Pseudomonas
aeruginosa kommen unter anderem folgende Eigenschaften zu:

Gram-negative, nicht sporenbildende, gerade, stibchenférmige Bakterien,
beweglich durch polare BegeiBelung oder - in seltenen Fallen — unbeweglich;
aerober Stoffwechsel (zum Teil fakultative Nitratatmung), positive Cyto-
chromoxidase-Reaktion.
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Pseudomonas aeruginosa ist durch folgende Zusétzliche Merkmale charakte-
risiert:
Aerober Abbau von Glucose, Bildung von wasserldslichen Pigmenten, nam-
lich von Fluorescein, Pyocyanin und bei manchen Stdammen von Pyorubin.
Wachstum bei (41 + 1) °C, Verwertung von Acetamid (unter Bildung von
Ammoniak).
Da es bei der Wasseruntersuchung nicht méglich ist, alle fiir die systematische
Bestimmung differentialdiagnostisch wichtigen Merkmale von Pseudomonas
aeruginosa zu prifen, wurden Untersuchungsvorgédnge entwickelt, die es
gestatten, mit vereinfachten Verfahren zuverldssige Ergebnisse zu erzielen.
Innerhalb des Verfahrens sind die Untersuchungsabschnitte jedoch so auf-
einander abgestimmt, daB ein Abweichen vom hier angegebenen Unter-
suchungsvorgang die Richtigkeit des Untersuchungsergebnisses in Frage
stellen kann. Unter der Voraussetzung, daB eine Wasserprobe nach einem
der in den folgenden Abschnitten angegebenen Verfahren untersucht wird,
reicht fur die ldentifizierung als Pseudomonas aeruginosa folgender Befund
aus:
Eine positive Cytochromoxidase-Reaktion, Bildung von Fluorescein auf dem
Nahrboden King-B und von Pyocyanin und/oder Pyorubin auf dem Na&hr-
boden King-A; bei den gelegentlich vorkommenden, Pyocyanin nicht bildenden
Stammen zeigt sich keine Abgrenzung gegeniiber Pseudomonas fluorescens.
Diese kann aber durch Priifung des Wachstums bei (41 = 1) °C und durch
den Acetamid-Verwertungstest erfolgen.
Die Gesamtuntersuchung gliedert sich in folgende drei Abschnitte:
a) Anzucht der Primarkultur. Hierfiir stehen zwei Verfahren zur Verfiigung.

- Fliissigkeitsanreicherung

- Membranfiiter-Verfahren
b) Isolierung von Reinkulturen

c) ldentifizierung der Reinkulturen

3 Anwendungsbereich

Die Verfahren sind anwendbar zur Untersuchung von Grund- und Oberflichen-
wasser sowie von aufbereitetem Trink-, Bade- und Betriebswasser. Probe-
nahme, Transport und Aufbewahrung erfolgen entsprechend DIN 38 411
Teil 17).

4 Gerate

- Wasserbad

— Brutschrank, z. B. nach DIN 58 945 Teil 1
— Dampfdruckkochtopf

— Kiihlschrank

Y Z.Z. Entwurf
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— Dampf-Sterilisator, z. B. nach DIN 58 946 Teil 2
- Vorrichtung zur Membranfiltration 2)
— Faltenfilter, Durchmesser 150 mm, z. B. nach DIN 12 448

- Stehkolben (Erlenmeyerkolben), Nennvolumen 2000 und 100 ml, z. B. nach
DIN 12 347 oder DIN 12 380

- Kapsenbergkappen, Durchmesser 16 mm, passend zu den Kulturflaschen
- Kollehalter
- Kulturflaschen, Nennvolumen 200 ml, Durchmesser 16 mm

- Babyflaschen (Weithals), Nennvolumen 200 ml, graduiert, mit Uberfall-
deckeln aus Metall oder Glas

= Kulturréhrchen, Rand gerade fiir Kapsenbergkappen, Durchmesser 16 mm,
Hohe 160 oder 180 mm

- Kulturschalen, steril, aus Kunststoff mit Deckel, Durchmesser des Deckels
90 mm

- MeBpipetten, Nennvolumen 1 ml und 10 ml, z B. Pipette DIN 12 697
MPAS 1-001

- Platindraht, Durchmesser 0,4 mm, Lénge 50 mm (oberes Ende zu einer
3-mm-Ose gebogen)

- Enghals-Standflaschen, aus Braunglas, Nennvolumen 100 ml, z. B. Stand-
flasche DIN 12 036 — E 100 — G mit Stopfen nach DIN 12 252

- Glastrichter, Durchmesser 150 mm, z. B. Trichter DIN 12 445 - 150

- Vollpipetten, Nennvolumen 100 ml, 10 ml, 5 ml, z. B. Pipetten DIN 12 691-
VPAS 100

- TK-Tropfflasche, mit Deckelstopfen, aus Braunglas, Nennvolumen 50 ml

5 Chemikalien

Als Wasser zum Ansetzen der waBrigen Lésungen wird doppelt destilliertes
Wasser verwendet.

5.1 Eisen(I)-sulfat, FeSO, - 7 H,0, zur Analyse

5.2 di-Kaliumhydrogenphosphat, K,HPO,, wasserfrei, reinst
5.3 Kaliumsulfat, K,SO,, zur Analyse

5.4 Magnesiumchlorid, MgCl, - 6 H,0, zur Analyse

5.5 Magnesiumsulfat, MgSO, - 7 H,0, zur Analyse

5.6 Natriumchlorid, NaCl, zur Analyse

5.7 Natriummolybdat, Na,MoO, - 2 H,0, zur Analyse

2) Eine Norm fiir das Membranfilter-Verfahren ist in Vorbereitung.
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