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Verbesserte Identifizierung von Escherichia coli auf dem
ECD-Medium: Bestimmung der /?-Glucuronidaseaktivität

Improved Identification of E. coli on the ECD-Medium: Determination
of the /J-Glucuronidase-activity

H. Illi und Bona Engberg
Bundesamt für Gesundheitswesen, Bern

Einleitung

Das von der Arbeitsgruppe «Mikrobiologie der Lebensmittelkontrolle
Nordwestschweiz» beschriebene Membranfilterverfahren für den schnellen
Direktnachweis von E. coli in Lebensmitteln (1—3) hat sich in der Praxis gut bewährt.
Diese Methode wurde deshalb in die Sammlung der amtlichen Untersuchungsverfahren

aufgenommen (4). Vereinzelt werden, vor allem bei Milchprodukten,
falsch positive Ergebnisse durch indolpositive Klebsiella oxytoca vorgetäuscht.
Durch den Zusatz von 2% Harnstoff zum ECD-Agar können diese Keime am
Wachstum gehindert werden; E. coli wird dadurch nicht beeinflusst (4). In der
Literatur (5—10) wird die Prüfung auf die ^-Glucuronidase als zuverlässiges Kriterium

zur Identifikation von E. coli beschrieben. Bei der Spaltung von 4-Methyl-
umbelliferyl-yß-D-Glucuronid (MUG) wird das bei langwelligem UV-Licht
(366 nm) blau fluoreszierende 4-Methylumbelliferon freigesetzt. Von den geprüften

E. co/z-Stämmen bildeten 97% das Enzym; in der Familie der Enterobacteria-
ceen sind nur noch Salmonella spp., Shigella spp. und einige Yersinia spp. als ß-
glucuronidasepositiv bekannt (8).

Bei den in der Literatur beschriebenen Verfahren werden den empfohlenen
Selektivmedien 100 mg/1 MUG zugesetzt, was die Mediumkosten pro Platte um
ca. 90 Rp. erhöht. Diese Kosten fallen unabhängig davon an, ob die Probe
verdächtige, näher zu prüfende Keime enthält oder nicht. Im folgenden wird ein
Verfahren beschrieben, welches geringere MUG-Konzentrationen erfordert. Ein
weiterer Vorteil liegt darin, dass nur noch diejenigen Proben, welche verdächtiges
Wachstum zeigen, näher geprüft werden müssen.
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Vorgehen

Die Methode zum Nachweis von E. coli mit dem ECD-Verfahren ist in (1, 4)
beschrieben. MUG (0,3—0,6 mg/ml) wird in NaCl-Pepton-Lösung gelöst und
kann in Portionen abgefüllt tiefgefroren aufbewahrt werden. Für den /?-Glucuro-
nidasetest wird das Membranfilter nach der Inkubation auf ein mit 0,5 ml MUG-
Lösung getränktes Papierfilter (5,5 cm 0) gelegt. /?-glucuronidasepositive Kolonien

zeigen, je nach MUG-Konzentration, nach 2—10 min eine deutliche blaue
Fluoreszenz unter der UV-Lampe; bei längerer Inkubation ist diese, in schwächerer

Form, auch auf dem Rundfilter sichtbar. Bei Bedarf können vom Membranfilter
Kolonien für weitere Kontrollen abgeimpft werden. Weder MUG-Lösung

noch die Rundfilter müssen für den Test steril sein. Die Fluoreszenz bleibt auf
den Membranfiltern über Wochen sichtbar. Eine sofortige Auswertung ist
deshalb nicht notwendig, und die Membranfilter können zur Dokumentation aufbewahrt

werden. Auf den Rundfiltern verschwindet die Fluoreszenz mit dem Trocknen

der Filter. Durch deren Anfeuchten mit destilliertem Wasser kann sie jedoch
bis zu einem gewissen Grade wieder sichtbar gemacht werden; dies ist jedoch nur
innerhalb weniger Stunden nach Durchführung des Tests möglich.

Alternativ können die Rundfilter auch mit MUG-Lösung einige Minuten
getränkt, bei 37 °C getrocknet und im Kühlschrank über Silikagel mindestens
2 Monate aufbewahrt werden (10). Das Membranfilter wird nach der Inkubation
vom ECD-Agar abgehoben und das imprägnierte Filter blasenfrei auf den Agar
aufgelegt. Nachdem das Rundfilter gleichmässig Feuchtigkeit aufgesogen hat,
wird das Membranfilter auf das Papierfilter gelegt. Die Ablesung der Reaktion
erfolgt ebenfalls nach 2—10 min unter der UV-Lampe. Wenn aus Zeitgründen der
Test nicht sofort ausgewertet werden kann, ist die Lagerung der Platte auch während

Tagen im Kühlschrank möglich.
Der Indolnachweis kann direkt im Anschluss an den /I-Glucuronidasetest oder

auch erst nach mehreren Tagen oder Wochen, wie in (1, 4)'beschrieben, durchgeführt

werden. Bei über Wochen aufbewahrten Membranfiltern nimmt die Intensität

der Indolreaktion jedoch ab. Da beim MUG-Test, im Gegensatz zum Indol-
test, keine Hofbildung erfolgt, können sowohl Membranfilter mit hoher Koloniezahl

zuverlässig ausgewertet als auch nahe beieinanderliegende Kolonien als ß-
glucuronidasepositiv bzw. -negativ erkannt werden.

Zusammenfassung

Die Spezifität des sich für die direkte Bestimmung von E. coli in Lebensmitteln bewährten

ECD-Mediums kann durch den Nachweis der ^-Glucuronidase verbessert werden. Die
inkubierten Membranfilter werden auf ein mit 4-Methylumbelliferyl-/LD-Glucuronid
(MUG) imprägniertes Papierfilter gelegt. Bei der Spaltung des Fluorogens durch ^-Glucuronidase

resultiert eine unter langwelligem UV-Licht sichtbare Fluoreszenz. Neben ca. 97%
der E. coli-Stämme bilden in der Familie der Enterobacteriaceen nur noch einige Salmonella

spp., Shigella spp. und Yersinia spp. dieses Enzym.
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Résumé

La spécifité de la détermination directe de E. coli sur milieu ECD peut être améliorée

par la mise eh évidence de la /J-glucuronidase. Dans la famille des Enterobacteriaceae, outre

97% des E. coli, seules quelques Salmonella spp., Shigella spp. et Yersinia spp. peuvent
produire cette enzyme. Après incubation, les filtres à membrane sont mis en contact avec
des papiers filtres imprégnés d'une solution à base de 4-methylumbelliferyl-/?-D-glucuroni-
de. La fragmentation du fluorogène par la /J-glucuronidase est characterisée par une
fluorescence visible sous lampe UV à 366 nm.

Summary

The specificity of the direct enumeration of E. coli in foods on the ECD-medium can be

improved by the determination of the /^-glucuronidase. The incubated membrane filters
are put on a previously with 4-methylumbelliferyl-/?-D-glucuronide impregnated paperdisk.
/^-glucuronidase cleaves this substrate to yield a fluorescent end product. In the family
Enterobacteriaceae 97% of the£. coli strains some Salmonella spp., Shigella spp. and Yersinia

spp. are reported to produce this enzyme.
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