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Anwendung des ECD-Mediums fiir den direkten Nach-
weis von Escherichia coli in Lebensmitteln

Application of the ECD-Medium for the Direct Enumeration
of Escherichia coli in Foods

Arbeitsgruppe Mikrobiologie der Lebensmittelkontrolle Nordwestschweiz

Einleitung

Das fiir die Wasseruntersuchung beschriebene Verfahren zum direkten Nach-
weis von E. coli mittels Membranfiltration und ECD-Medium (ECD-Verfahren)
(1) ist fiir den Einsatz in der Lebensmitteluntersuchung gepriift worden. Vorerst
wurden in der taglichen Routineanalytik Erkenntnisse iiber die Anwendbarkeit
(Filtration, Ablesung) gesammelt. Nach positiven Erfahrungen wurden quantita-
tive Vergleiche mit bekannten selektiven Nahrmedien in Lebensmitteln durchge-
fithrt, fiir welche in der Schweiz Toleranzwerte fiir E. coli festgelegt sind (2).

Methoden
Probenaufarbeitung

Lebensmittelsuspensionen wurden wie folgt hergestellt und filtriert:

Generelles Vorgehen

— Homogenat 1+ 9 mit Verdiinnungslosung (0,85% NaCl + 0,1% Pepton) im
Colworth Stomacher zubereiten = StammlGsung;

— mind. 10 ml Verdiinnungslosung in den Filtertrichter vorlegen;

— 1 ml Stammlosung hineinpipettieren;

— durch 0,45 um Membranfilter absaugen;

— evtl. mit Verdiinnungslosung nachspiilen.

Butter

— Butterproben 1n den Kiihlschrank stellen, bis sie briichig und hart sind;

— Butter brechen und aus den Bruchflichen mit sterilem Kasebohrer Bohrlinge
herausstechen;

— 5,0 g Butter der Bohrlinge in ein steriles weitlumiges Reagenzglas einwigen
und 10 ml sterile NaCl/Pepton-Losung zugeben;
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— Reagenzglas in Wasserbad von 45 °C stellen, bis die Butter geschmolzen ist,
auf dem Reagenzglasmixer mischen, Glas zuriickstellen und Butterfett aufrah-
men lassen;

— mit schlanker Pipette (Enzymtest- oder Pasteurpipette) wasserige Phase her-
auspipettieren und in einem sterilen Reagenzglas als Stamml6sung deponie-
ren;

— 2 ml fettfreie Stammldsung (entsprechend 1 g Butter) oder deren Verdiinnun-
gen filtrieren.

Kise

— Kiseproben brechen;

— aus den Bruchflichen mit Skalpell oder Kasebohrer Probenmaterial herausste-
chen (Kontamination mit Rinde vermeiden!);

— 1g genau in ein steriles Gefiafl (z. B. Petrischale) einwigen;

— 1n einen 45 °C warmen Porzellanmorser 1 ml 20%ige Natriumcitratldsung pi-
pettieren;

— die Kiseprobe in den Morser tiberfithren und mit dem Pistill zu einem Brei
zerreiben;

— mit 9 ml NaCl/Pepton-Losung den Brei portionenweise verdiinnen, Kasesu-
spension in ein Reagenzglas giefen, 1 ml dieser Stammldsung (entsprechend
0,1 g Kise) oder deren Verdiinnung filtrieren.

Rahm

— Rahm mit NaCl/Pepton-Losung 1+ 9 verdiinnen = Stamml6sung;

— ca. 20 ml Verdiinnungslosung mit 1% Tween 80-Zusatz in den Filtrationsauf-
satz vorlegen,;

— 1 ml Stamml6sung dazugeben, mischen und filtrieren.

Nachweis von E. coli

Die Methode zum Nachweis von E. coli mittels Membranfiltration und ECD-
Medium ist in (1) beschrieben.

Bei der Priifung auf allgemeine Anwendbarkeit wurde parallel der Titer von
E. coli mittels Mackenzie-Test (3) nach selektiver Voranreicherung in Laurysul-
fatbouillon (37 °C) bestimmt.

Fiir die guantitativen Vergleichsuntersuchungen mufiten die Lebensmittel zuerst
mit E. coli Laborstimmen inokuliert werden, denn in den Voruntersuchungen er-
wiesen sich simtliche Proben als Enterobacteriaceen negativ (< 10/g). Das ermog-
lichte es, als Vergleichsmedium den Kristallviolett-Neutralrot-Galle-Glucose-
Agar (VRBG) in Guflkultur zu verwenden. In einer Serie wurde auch der m-FC
Agar eingesetzt.
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Auswertung

Die Ergebnisse mit dem ECD-Medium und der Titerbestimmung aus der Prii-
fung auf Anwendbarkeit wurden dann als gleichwertig angesehen, wenn sie in-
nerhalb derselben Zehnerpotenz lagen. Bei der Auswertung der qualitativen
Vergleichsuntersuchungen wurde im Wilcoxon Vorzeichen-Rangsummentest (4)
die Hypothese tiberpriift, ob die mittleren Keimzahlen auf Nihrboden 1 (M,) si-
gnifikant von denjenigen auf Nihrboden 2 (M,) verschieden sind.

Ergebnisse und Diskussion

Das ECD-Verfahren zum direkten Nachweis von E. coli kann 1m allgemeinen
problemlos angewendet werden. Fallweise konnen aber sowohl bei der Filtra-
tion wie ber der Auswertung Schwierigkeiten auftreten:

— Fiir Eier und Eikonserven konnte bisher kein geeignetes Vorgehen zur Mem-
branfiltration gefunden werden;

— Bei Homogenaten mit sebr feinen Partikeln (z. B. Fruchtsifte, Purees von Gemii-
sen und Friichten) ist die Filtrationsgeschwindigkeit stark erniedrigt. Es kon-
nen aber auch massive Riickstinde auf den Filtern zuriickbleiben (z. B. bei ge-
rebelten oder gemahlenen Gewiirzen), so dafl nur noch auf der Filteruntersei-
te indolpositive Kolonien erkannt werden konnen. Bei solchen Proben muf3
die StammlOsung oftmals weiter verdiinnt werden, was mit einem Anstieg der
Erfassungsgrenze verbunden ist. '

— Grofsere Fetttropfen auf den Membranfiltern lassen Kolonien zusammenflie-
en, was die Auswertung stark erschwert.

Probleme dieser Art sind z. T. durch Behandlung des Probenmaterials mit En—
zymen und Netzmitteln oder mittels Vorfiltern behoben worden (5, 6, 7, 8). Eige-
ne Erfahrungen liegen erst mit Tween 80 vor.

Einen Ausschnitt aus den Untersuchungen zur Anwendbarkeit zeigt die Ta-
belle 1.

Tabelle 1. E.coli-Nachweis in der Routineuntersuchung: Potenzenvergleich
von ECD- und Titerverfahren

Lebensmittel n ECD = Titer| ECD > Titer | ECD < Titer | E. coli 2 10/g
Konditoreiwaren 183 171 10 2 51
Birchermiiesli 22 14 % 1 9
Salate/Gemiise 63 50 4 9 17
Speiseeis/Rahm/Cremen 79 72 1 6 12
Belegte Brotchen 84 79 3 2 8
Kise 16 11 1 4 11
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Die Ergebnisse der quantitativen Vergleichsuntersuchungen sind in Tabelle 2
zusammengefafit. Das ECD-Verfahren hat sich dabei als mindestens ebenbiirtig
erwiesen.

Tabelle 2. E. coli-Ausbeute im Vergleich von ECD-Verfahren und
Guflkultur in konventionellen Nihrboden

Lebensmittel n M M /M, M
Speiseeis Z5 ECD = VRBGA
20 ECD > m-FCA
Butter 52 ECD = VRBGA
Beutelsuppen 35 ECD B VRBGA
Kise 4 ECD = VRBGA
Zusammenfassung

Die vorliegenden Ergebnisse und Erfahrungen zeigen, daff das fiir Wasser beschriebene
ECD-Verfahren auch zum Direktnachweis von E.coli in Lebensmitteln geeignet ist.

Fiir gewisse Lebensmittelkategorien kann eine Vorfiltration bzw. Behandlung der Pro-
ben mit Enzymen oder Netzmitteln notwendig sein.

Résumeé

La méthode du dénombrement direct de E. coli dans Ieau par filtration sur membrane
et culture sur milieu ECD peut étre appliquée pour 'analyse microbiologique des ali-
ments. '

Certaines catégories de denrées alimentaires exigent, par contre, soit une préfiltration,
soit un traitement avec des enzymes ou des tensides.

Summary

The method for direct enumeration of E. coli in water by membrane filtration using the
ECD medium can also be applied for microbiological analysis of foods.

For certain categories of foods prefiltration, enzyme or surfactant treatment might be
necessary.
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