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Kurze Mitteilungen — Communications brèves

Alternative Methode der Vorinkubation beim direkten
Nachweis von Escherichia coli

in Wasser mit dem ECD-Medium

Direct Enumeration of Escherichia coli in Water on the ECD-Medium:
Alternative Procedure for the Preincubation

Arbeitsgruppe Mikrobiologie der Lebensmittelkontrolle Nordwestschweiz

Die Arbeitsgruppe Mikrobiologie der Lebensmittelkontrolle Nordwestschweiz

beschrieb 1981 ein Membranfilterverfahren zum direkten Nachweis von
E. coli in Wasser (1). Nach einer zwei- bis vierstündigen Vorinkubation auf Tryp-
ticase-Soy-Agar (TSA) bei 37 °C wird der Filter auf das selektive ECD-Medium
(E. coli Direktagar) übertragen und weitere 12—24 Stunden bei 44 °C bebrütet.
Die Bestimmung von E. coli erfolgt aufgrund der positiven Indolreaktion.

Der essentielle Schritt der nichtselektiven Vorinkubation kann im Routinebetrieb

arbeitszeitliche Probleme schaffen, wenn die Wasserproben am späten
Nachmittag im Labor eintreffen. Es mußte deshalb nach einer Lösung gesucht
werden, die Filter über Nacht bei Bedingungen aufzubewahren, bei welchen
sowohl die Wiederfindungsrate von E. coli nicht beeinträchtigt wird als auch die
arbeitstechnischen Schwierigkeiten vermieden werden. Eine Verlängerung der
Vorinkubation aufTSA bei 37 °C über Nacht kommt wegen der starken Entwicklung
der die Auswertung störenden Begleitflora nicht in Frage.

Als Alternative zur Originalmethode hat sich die Vorinkubation über Nacht
(in den Versuchen wurde eine Dauer von 14 Stunden gewählt) auf TSA bei 20 °C
bewährt. In 54 natürlich kontaminierten Wasserproben, welche vergleichsweise
nach den alternativen Vorinkubationsverfahren analysiert wurden, konnten keine

signifikanten Unterschiede in der E. coli-Zahl festgestellt werden. Auch innerhalb

der drei beteiligten Laboratorien wurden mit der verlängerten Vorinkubation

gleiche Zahlenwerte von E. coli ermittelt wie mit der Originalmethode. Die
statistische Beurteilung des Zahlenmaterials erfolgte nach dem Wilcoxon-Vorzei-
chen-Rangsummentest (2).

Die Vorinkubation der Filter auf TSA während 14 Stunden bei 5 °C zeigte im
Vergleich zu einer Resuscitation von vier Stunden bei 37 °C (Originalmethode)
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bzw. 14 Stunden bei 20 °C (Alternativmethode) eine signifikant kleinere Ausbeute

an E. coli. Der Grund für diesen Unterschied wurde nicht näher abgeklärt.
Die selektive Bebrütung der Filter auf dem ECD-Medium kann nach der

verlängerten Vorinkubation bei 20 °C wahlweise bis am Abend oder folgenden
Morgen vorgenommen werden. Es ist allerdings zu beachten, daß in diesem Fall
in der Regel sehr große Indolhöfe resultieren, was die quantitative Auswertung
erschweren bzw. beim Vorliegen von mehr als ungefähr 10 Kolonien von E. coli
sogar verunmöglichen kann.

Zusammenfassung

Die in der Originalvorschrift zum direkten Nachweis von E. coli in Wasser mit dem
ECD-Medium verlangte zwei- bis vierstündige Vorinkubation der Filter bei 37 °C kann
im Routinebetrieb arbeitszeitliche Probleme schaffen. Diese lassen sich ohne Beeinflussung

der Wiederfindungsrate von E. coli dadurch umgehen, daß die Filter über Nacht bei
20 °C vorbebrütet werden.

Résumé

La recherche de E. coli dans l'eau, sur milieu ECD, nécessite, dans la méthode originale,

une préincubation des filtres de deux à quatre heures à 37 °C qui, lors d'analyses en
série, peut poser un problème de temps. Cette difficulté peut être résolue par une préincubation

des filtres à 20 °C durant la nuit sans influencer le recouvrement de E. coli.

Summary

According to the originally described method for the direct enumeration of E. coli in
water on the ECD-medium, the membrane filter is to be preincubated at 37 °C for two to
four hours. In the practice this resuscitation procedure may cause difficulties regarding
working hours. No difference in E. coli recovery from natural water samples was obtained
when alternatively the membranes were preincubated overnight at 20 °C.
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