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1 - BEDEUTUNG DER MIKROTITERPLATTE FUR E.coli
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Seit 1975 ist in den Mitgliedsstaaten der Europaischen Union die
Qualitatskontrolle fur das Baden in Meer- oder SuBBwasser durch eine
Direktive des Europarates vorgeschrieben. Zur Vorbeugung von
Gesundheitsrisiken im Zusammenhang mit dem Baden werden in
dieser Direktive Grenzwerte fur die Fakalienindikatoren festgelegt.

In dieser Direktive werden zwei allgemeine Verfahren zur Zahlung der
Fakalienindikatoren genannt.

Das erste Verfahren besteht in der Beimpfung von Rohrchen mit
Nahrlosung durch unterschiedliche Mengen zu untersuchenden
Wassers. Anhand von Statistiktabellen kann aus der Anzahl (MPN¥*)
der positiven Rohrchen die grofBte wahrscheinliche Anzahl der in 100
ml Wasser enthaltenen Keime berechnet werden.

Im zweiten Verfahren werden nach dem Filtern des zu untersuchenden
Wassers durch eine Membran mit einer Durchlassigkeit von 0,45 pm
die Kolonien auf festen Nahrboden ausgezahlt. Es wird davon
ausgegangen, daB jede Kolonie aus einem einzigen Keim enstanden
ist, so dal3 die Anzahl der vorhandenen Kolonien der urspriinglichen
Anzahl an Bakterien gleichgesetzt wird.

Unter den Keimen, die eine fékale Kontamination anzeigen, kommt
E.coli eine besondere Bedeutung zu, da es auschlieBlich in der
Darmflora vorkommt.

Die Mikrotiterplatte fir E.coli stellt einen Fortschritt im Vergleich zu den
klassischen Verfahren da (Miniaturisierung, Genauigkeit, Prazision,
Zeitersparnis).

Diese Methode ist NF EN ISO 9308-3 standardisiert (10).

* (Most Probable Number)

VERFAHRENSPRINZIP

Das Verfahren basiert auf dem Nachweis eines bei E.coli vorhandenen
Enzyms, das als Trockensubstrat in den Vertiefungen der
Mikrotiterplatten enthalten ist.

In Gegenwart des Enzyms setzt das Substrat eine fluoreszierende
Substanz frei, die bei ultraviolettem Licht erkennbar wird.

Nach der Auswertung und je nach Anzahl der fluoreszierenden
Vertiefungen ermoglicht eine statistische Analyse auf der Grundlage der
Poisson-Verteilung die Bestimmung der in der Probe enthaltenen E.coli.



Bei dem ermittelten Enzym handelt es sich um die B-Glucuronidase, die
in ca. 95 % der E.coli (5) (8), 50 % der Shigellen, 30 % der Salmonellen
(9) und einigen Yersinia enterocolitica (11) vorhanden ist. Diese
Enzymaktivitét wird nicht bei anderen Enterobacteriaceae beobachtet.

Bei dem Trockensubstrat in den 96 Vertiefungen der Mikrotiterplatte
handelt es sich um MUG (4-Methyl-umbelliferyl-B8-D-Glucuronid).

Das Trockensubstrat wird mit Verdunnungen des zu untersuchenden
Wassers rekonstituiert.

Da es sich um einen Elektivndhrboden handelt und die MUG (+) der
Shigellen und Salmonellen in Oberflachenwasser im Vergleich zu
E.coli nur in verschwindend kleiner Zahl vorliegen, kann die
Konzentration an Bakterien-MUG (+) auf E.coli zurtickgefithrt werden.
Daher genugt eine Mikrotiterplatte fur die Zahlung in je einer Probe
des zu untersuchenden \Wassers.

INHALT DES KITS
« 25 einzelverpackte, gebrauchsfertige Mikrotiterplatten
+ 28 Abdeckfolien

- eine Gebrauchsanweisung mit einer Statistiktabelle (2 Verdinnungen)
auf der Grundlage der Poisson-Verteilung zur Bestimmung der
wahrscheinlichsten Anzahl der Bakterien in 100 ml Wasser.

Die statistischen Tabellen 4 und 6 “Verdinnungen” sind auf Anfrage
erhdltlich.

AUFBEWAHRUNG

Die Mikrotiterplatten mussen bei +2°C bis +8°C aufbewahrt werden
und sind bis zu dem auf den Kits angegebenen Verfallsdatum haltbar.

ZUSATZLICH ERFORDERLICHES MATERIAL
- Spezialverdunner fur Mikrotiterplatten (S.IM.D.)

Dieser Verdunner ist unbedingt erforderlich fur die
- 1:2 Verdunnung von SuBwasserproben bzw.

- Anderen Verdunnungen von Sul3- und Meerwasserproben.

Unbedingt spezialverdinnungspuffer fur Mikrotiterplatten verwenden
(Art.Nr. 53784).
« Rohrchen mit 9 ml steriles aqua dest.

« Rohrchen mit 9 ml des sterilen SMD.
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+ Pipetten fur 10 ml

* Pipetten fur 1 mi

+ Mehrkanal (8er) - Pipetten fur 200 pl
« Sterile Pipettenspitzen

« Stander

« Sterile Petrischalen

* Brutschrank (44°C)

» UV-lampe 366 nm (ggf. in einem Lichtkasten mit einem Ausschnitt
von ca. 12 x 8 cm) zum Ablesen der Mikrotiterplatten

* Bunsenbrenner

- Tragbares Refraktometer (wenn eine Salzgehaltsbestimmung
notwendig ist)

6 - VORBEREITUNG DER PROBEN

6.1 Wahl der geeigneten Probenverdiinnung

Die gewahlte Probenverdiinnung orientiert sich an dem auf Grund der
Probenherkunft zu erwartenden Verunreinigungsgrad :

VERDUNNUNGS- | ANZAHL VERTIEFUNGEN/ MEBBEREICH

ART DER PROBE ZAHL VERDUNNUNG Bakterien/100 ml

Badewsisser 2 64 fur Vert. 1/2 4
W
adewasse 32 fur Vert. 1/20 15t03,5 x 10

24 fur Vert. 1/2
Oberflachen- 24 fur Vert. 1/20
6
wasser 24 fur Vert. 1/200 4010 3,2 x 10
24 fur Vert. 1/2 000

Abwasser/ 16 fur.Vert. 1/2

6 bis 601t0 6,7 x 108

Klaranlage 16 fur Vert. 1/200 000
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6.2 PROBENVORBEREITUNG

SuB- und Brackwasser (Salzgehalt < 30 g/Kg)

+ In einem Reagenzglasstander fur die gewé&hlten Verdinnungen
erfoderliche Anzahl von Rohrchen mit 9 ml des steriles SMD
vorbereiten.




+ Das Behaltniss mit der zu untersuchenden \Wasserprobe wird zur
gleichmaligen Verteilung der Bakterien gut anfgeschuttelt. Sofort
anschlieBend werden mit einer sterilen Pipette 9 ml der Probe
entnehmen in das erste Rohrchen pipettiert (Verd. 1:2).

« Mit einer neuen, sterilen Pipette wird 1T ml von dieser Verdinnung
gut durchmischt in das zweite Rohrchen pipettiert (Verd. 1:20).

 Ausgehend von diesem Rohrchen (Verd. 1:20) werden, in gleicher
Weise, die nachstfolgende Verdunnung (1:200) and alle weiteren
Verdunnungen hergestellt.

Meereswasser (Salzgehalt > 30 g/Kg)
+ In einem Reagenzglasstander fur die gewé&hlten Verdinnungen
erforderliche Anzahl von sterilen Rohrchen vorbereiten.

* In das erste Rohrchen werden 9 ml steriles aqua dest. und in die
ubrigen Rohrchen 9 ml des sterilen SMD pipettiert.

« Das Behéltniss mit der zu untersuchenden \Wasserprobe wird zur
gleichmaBigen Verteilung der Bakterien gut aufgeschuttelt. Sofort
anschlieBend werden mit einer sterilen Pipette 9 ml der Probe
entnehmen in das erste Rohrchen (mit 9 ml steriles aqua dest.)
pipettiert (Verd. 1:2).

+ Mit einer neuen, sterilen Pipette wird 1T ml von dieser Verdiinnung
gut durchmischt in das zweite Rohrchen pipettiert (Verd. 1:20).

 Ausgehend von diesem Rohrchen (Verd. 1:20) werden, in gleicher
Weise, die nachstfolgende Verdunnung (1:200) and alle weiteren
Verdunnungen hergestellt.

HINWEISE

Es empfiehlt sich :
- die einzelnen Arbeitsgadnge unter sterilen Bedingungen
durchzuftihren

- Kontaminationen benachbarter Vertiefung durch Uberlaufen zu
vermeiden.

VORBEREITUNG DER MIKROTITERPLATTE

Die Mikrotiterplatten sind steril und gebrauchsfertig. Auf diese Weise
ertbrigt sich die Vorbereitung sowie die Sterilisation des N&hrbodens.
Die Mikrotiterplatten kdnnen sofort nach dem Herausnehmen aus dem
Kahischrank beimpft werden.
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9 -

BEIMPFEN DER MIKROTITERPLATTE

+ Inhalt des ersten Verdiunnungsrohrchens in eine sterile Petrischale
geben. Mit einer Mehrkanal (8er)-Pipette mit sterilen Spitzen, 200 I
des Ansatzes in alle fur die erste Verdinnung reservierten
Vertiefungen der Mikrotiterplatte pipettieren (1:2).

-« Fur jede weitere Verdinnung (1:20, 1:200...etc.) wird genauso
verfahren, wobei jeweils eine neue sterile Petrischale sowie neue
(sterile) Pipettenspitzen zu verwenden sind.

10- INKUBATION

Nach der Beimpfung werden die Mikrotiterplatten mit die dafur
vorgesehenen Folien abgedeckt und mindestens 36 h bei 44°C
inkubiert.

11- ABLESEN DER ERGEBNISSE

Vertiefungen, in denen nach Inkubation bei 44°C ein Wachstum
erkennbar ist (Belag am Boden der Vertiefungen) und die unter UV-Licht
(A = 366 nm) blau fluoreszieren, gelten als positiv (d.h., es sind E.coli

in der Probe).
Da die Fluoreszenz sich nicht verandert, konnen die Platten auch zu
einem spateren Zeitpunkt (als nach 36 Std.) abgelesen werden.

12 -BERECHNUNG DER GROBTEN WAHRSCHEINLICHEN
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ANZAHL

Die mitgelieferte Statistiktabellen ermoglicht die Bestimmung der groBten
wahrscheinlichen Anzahl mit einem Vertrauensbereich von 95%.

MPN : Wahrscheinlichste Anzahl

UG : Unterer Grenzwert des Vertrauensbereiches

OG : Oberer Grenzwert des Vertrauensbereiches

Bestimmung die “Charakteristiche Zahl"” (CZ)

Fur jede Verdunnung wird die Zahl der positiven Vertiefungen notiert.
Wenn mehr als drei Verdinnungen angelegt wurden, erhalt man eine
charakteristische, dreistellige Zahl, die nach Moglichkeit auf O oder
aber auf der kleinsten, in den Verdunnungsstufen ermittelten Zahl
enden sollte.



Beispiel 1 : Badewasser
1:2 32 positive von 64

1:20 5 positive von 32
Daraus ergibt sich als Charakteristiche Zahl : 32/5
Verwendung der Statistiktabelle (2 Verdinnungen)
Fur das Beispiel : CZ = 32/5 = MPN = 756 E.coli/100 ml
[UG =542 ; OG = 1054 ]
Beispiel 2 : Oberflachenwasser

1:2 24 positive von 24
1:20 18 positive von 24
1:200 5 positive von 24
1:2 000 1 positive von 24
CZ:18/5/1

Verwendung der Statisktabelle (4 Verdinnungen)
Fur das Beispiel : CZ = 18/5/1 = MPN = 15908 E.coli/100 ml

[UG =10199; OG = 24811 ]
Beispiel 3 : Abwasser

1:2 16 positive von 16
1:20 16 positive von 16
1:200 12 positive von 16
1:2 000 5 positive von 16

1:20 000 O positive von 16
1:200 000 O positive von 16
CZ:12/5/0
Verwendung der Statistiktabelle (6 Verdinnungen)
Fur das Beispiel : CZ = 12/5/0 = MPN = 172461 E.coli/100 ml

[ UG = 100398 ; OG = 296250 ]

Sollte keine bzw. nur eine Vertiefung der Verdunnungsreihen positiv
geworden sein, wird als Ergebnis < n/100 ml angegeben.
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