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Quantitative Bestimmung von E. coli in Wasserproben —
Vergleich von ECD-Agar und Petrifilm TM

Quantitative Analysis of E. coli in Water — Comparison of ECD-Agar and
Petrifilm TM

A. Baumgartner, M. Grand und Alice Simmen
Bundesamt fiir Gesundheitswesen, Bern

Marga Halvax

Kantonales Gewisser- und Bodenschutzlaboratorium, Bern

Einleitung

Die analytische Mikrobiologie entwickelt sich in Richtung empfindlicherer,
schnellerer, automatisierter und miniaturisierter Nachweismethoden (1). Beziiglich
des letztgenannten Aspektes ist der Petrifilm, ein von den 3M Laboratorien ent-
wickeltes, gebrauchsfertiges System zur Keimzahlbestimmung, ein wesentlicher
Fortschritt. An Stelle der klassischen Petrischale tritt eine Folie, die mit den fiir das
Bakterienwachstum notigen Nihrstoffen und einem in kaltem Wasser 16slichen Gel
beschichtet ist (2). Der Petrifilm hat den Vorteil, dass das Vorbereiten von Nahr-
medien hinfillig wird, dass Lagerraum und Kapazitit im Brutschrank gespart
werden koénnen und dass weniger Abfall zu entsorgen ist. Zurzeit sind Petrifilme
zum Nachweis der aerob mesophilen Keime, der Coliformen, von E. coli sowie der
Hefen und Schimmel im Handel erhiltlich. In der Fachliteratur finden sich bereits
zahlreiche Beitrige, die sich zur Praktikabilitit, Sensitivitdit und Spezifitit des
neuen Verfahrens dussern. Wie weit sich der Petrifilm aber zur bakteriologischen
Untersuchung von Wasser eignet, ist noch nicht untersucht worden. Die «Hygie-
neverordnung» (3) legt fiir Trinkwasser Toleranzwerte fiir die aecrob mesophilen
Keime, fiir E. colz und fiir die Enterokokken fest (3). Die entsprechenden Methoden
sind im «Schweizerischen Lebensmittelbuch» aufgefiihrt (4). Gemaiss diesem wird
E. coli mit einem Membranfilterverfahren untersucht. Nach einer Vorinkubation
auf Tryptic Soy Agar (TSA) werden die Nitrocellulosefilter auf Escherichia coli
Direct (ECD)-Agar mit dem Zusatz von 4-Methylumbellyferyl-Glucuronid
(MUG) weiterbebriitet. Der Nachweis von E. coli erfolgt fluoreszenzoptisch unter
UV-Licht der Wellenlinge 366 nm. Diese Methode zeichnet sich bereits durch eine
betrichtliche Einfachheit aus. Da in den amtlichen Laboratorien aber sehr viele
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Wasseruntersuchungen durchgefiihrt werden, ist der Bedarf nach weiterer Ratio-
nalisierung gegeben. In der vorliegenden Studie wurde darum abgeklirt, ob der
Petrifilm als Alternative zur amtlichen Nachweismethode fiir E. coli erwogen
werden kann.

Material und Methoden

E. coli-haltige Wasserproben

In die Untersuchung wurden 168 Proben von Seen und Fliessgewissern einbe-
zogen. Die Wisser wurden in sterile Glasflaschen entnommen und ungekiihlt an
den Ort der Untersuchung gebracht. Nach Eintreffen der Proben erfolgten die
bakteriologischen Untersuchungen ohne weitere Verzégerung,

Bakteriologische Untersuchungen

Alle Proben wurden sowohl mit ECD-Agar als auch mit Petrifilm im Doppel-
ansatz untersucht. Wegen dem unbekannten E. coli-Gehalt der Wasserproben
wurden jeweils 102, 10% 10°% 107! und 102 ml angesetzt. Zur Herstellung der
Verdiinnungen wurde mit Eppendorfpipetten gearbeitet. Das praktische Vorgehen
wickelte sich wie folgt ab:

ECD-Agar: Der Arbeitsvorgang richtete sich nach Kapitel 56 «<Mikrobiologie»
des «Schweizerischen Lebensmittelbuches» (4). Dabei wurde dem ECD-Agar
(Oxoid CM 649) 100 mg MUG (Oxoid BR 71) pro Liter zugegeben. Nach Filtration
der Proben folgte eine Vorinkubation der Membranfilter auf TSA (Oxoid CM131)
wihrend 2 Stunden bei 37 °C. Danach wurden die Membranen auf ECD-Agar
transferiert und wiahrend 16-20 Stunden bei 44 °C inkubiert.

Petrifilm TM: Volumina von 10? und 10! ml wurden membranfiltriert und die
Filter anschliessend auf den Petrifilm, der zuvor wihrend einer Stunde mit 1 ml
A%ua dest. rehydratisiert worden war, tberfiihrt. Von den Verdiinnungsstufen
10°~10 wurde mittels Eppendorfpipette 1 ml direkt auf den Petrifilm appliziert.
Die Inkubation der Petrifilme erfolgte wihrend 24 Stunden bei 37 °C. Als E. coli
wurden gemidss Angabe des Herstellers blaue Kolonien, die von einer Gasblase
umgeben sind, gewertet.

Auszihlen von bebriiteten Platten und Petrifilmen

Ausgewertet wurden jeweils die Ansitze derjenigen zwei Verdiinnungsstufen,
bei denen die Kolonien eindeutig zu zihlen waren. Die Berechnung des Mittelwer-
tes erfolgte nach der Formel von Farmiloe (4). Fiir die zusammenfassende Darstel-
lung der Resultate und die statistischen Berechnungen wurden die E. coli-Keim-
zahlen auf 100 ml umgerechnet.
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Statistische Analyse

Die durch die beiden Untersuchungsmethoden ermittelten Keimzahlen wurden
einer linearen Regressionsanalyse unterzogen und mittels z-Test paarweise vergli-
chen.

Resultate

Die Regressionsanalyse (logarithmierte Werte) zeigt sowohl im hohen als auch
im niedrigen Keimzahlbereich eine hohe Korrelation zwischen den mit Petrifilm
und ECD-Agar ermittelten Werten (Abb. 1). Mittels z-Test wurde jedoch festge-
stellt, dass auf ECD-Agar signifikant hohere Werte zu erwarten sind als auf
Petrifilm (ermittelter z-Wert= 11,97, p = 99,5% : z-Wert = 2,576). Fiir alle Wertepaare
wurde daher der Quotient Keimzahl ECD : Keimzahl Petrifilm ermittelt. Die
resultierenden Quotienten wurden in Klassen der Bandbreite 1 eingeteilt und
graphisch dargestellt (Abb. 2). Auf diese Weise wird ersichtlich, dass bei 13 Analy-
sen (7,7%) auf Petrifilm hohere E. coli-Keimzahlen gefunden wurden als auf
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Abb. 1. Lineare Regressionsanalyse, der mittels ECD-Agar und Petrifilm bei 168
Wasserproben ermittelten E. coli-Keimzahlen
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Abb. 2. Grosse und Verteilung der Quotienten KBEFCP/ KBEPewifilm 1 148 vergleichend
auf E. coli untersuchten Wasserproben

ECD-Agar. Bei 155 Wasserproben resultierten auf ECD-Agar die hoheren Werte.
Die festgestellten Abweichungen waren bei 142 Analysen (91,6%) kleiner als ein

Faktor 3. Die hochste Abweichung bewegte sich in der Grossenordnung einer
Zehnerpotenz.

Diskussion

Die vorliegende Untersuchung zeigt, dass auf ECD-Agar im Vergleich zu
Petrifilm signifikant hohere E. coli-Keimzahlen erhalten wurden. Eine Erklirun
dieses Phanomens konnte zum Beispiel sein, dass in Wasser vorhandene, sublethal
geschadigte E. coli-Zellen auf Petrifilm keine Kolonien auszubilden vermégen. Bei
der ECD-Methode werden solche Keime durch eine Vorinkubation der Membran-
filter auf nicht selektivem TSA revitalisiert. Auf diesen Schritt wurde bei den
Analysen mit Petrifilm bewusst verzichtet, um den Charakter der Schnellmethode
beizubehalten.

Die auf dem ECD-Agar beruhende amtliche Methode zeichnet sich durch eine
hohe Sensitivitit aus. Bei 142 (91,6 %) der 155 Wasserproben, wo mittels ECD-Agar
hohere E. coli-Keimzahlen gefunden wurden, war die Mehrausbeute aber nicht
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grosser als ein Faktor 3. Fiir die Beurteilung von Trinkwasser, wo E. coli als
Indikator einer frischen fikalen Kontamination gilt, ist die Gréssenordnung der
festgestellten Abweichung aber unerheblich. Petrifilm kann darum grundsitzlich
fiir die Analyse und Beurteilung von Trinkwasser auf E. coli empfohlen werden. Es
stellt sich somit die Frage, ob das Petrifilm-Verfahren nicht auch fiir die Anwen-
dung im amtlichen Kontrollabor in Frage kommt. Gemiss Artikel 3 der «Hygie-
neverordnung» (3) miissen zur Uberpriifung von Grenz- und Toleranzwerten
zwingend die in Kapitel 56 des «Schweizerischen Lebensmittelbuches» (4) festge-
legten Methoden angewendet werden. Der Grund fiir diese Auflage liegt darin, dass
in der mikrobiologischen Analytik das erzielte Ergebnis ausgesprochen methoden-
abhingig ist. Ein einheitlicher Rechtsvollzug bedingt aber die Vergleichbarkeit von
Resultaten und somit exakt festgelegte Analysemethoden. Gemiss giiltigem Recht
ware es nicht ausgeschlossen, dass zum Nachweis eines bestimmten Keimes meh-
rere Methoden zugelassen werden. Voraussetzung dazu wire allerdings, dass die
durch Parallelmethoden erzielten Resultate statistisch nicht signifikant voneinan-
der abweichen. Wie die vorliegende Studie zeigt, ist das im Falle des E. coli-Nach-
weises in Wasser mit Petrifilm und ECD-Agar nicht gegeben. Petrifilm kommt
deshalb als Zweitmethode zum offiziellen ECD-Agar nicht in Frage. Es bleibt
somit zu diskutieren, ob der heute gesetzlich vorgeschriebene ECD-Agar nicht
vollumfinglich durch die Petrifilm-Technik ersetzt werden konnte. Bei der Aus-
wahl mikrobiologischer Nachweismethoden wurde vom Gesetzgeber unter ande-
rem darauf geachtet, dass simtliche Nahrbodenkomponenten und Chemikalien
durch den Anwender bei verschiedenen Anbietern zugekauft werden koénnen.
Beim Petrifilm wire dies nicht mehr moglich, da es sich um ein patentiertes und
fertig konfektioniertes Produkt handelt. Zudem wiirde mit der Einfithrung des
Petrifilms als alleinige amtliche Methode eine Monopolstellung zu Gunsten des
Patentinhabers geschaffen. Dies wire zum Nachteil der anderen Diagnostikaanbie-
ter und natiirlich auch der Anwender, die nicht von einer Konkurenzsituation auf
dem Markt profitieren konnten. Aus dem letztgenannten Grund kann Petrifilm als
mogliche alleinige amtliche Nachweismethode zurzeit nicht erwogen werden. Im
industriellen Kontrollabor hingegen steht der Verwendung dieser Methode nichts
im Wege. Ein naheliegendes Einsatzgebiet der Petrifilm-Technik kénnten auch
Katastrophengebiete mit mangelhafter oder fehlender Laborinfrastruktur sein. In
Hinsicht auf eine solche Einsatzdoktrin sind im Rahmen des B-Dienstes der
Schweizer Armee unter Feldbedingungen bereits Vorversuche unternommen wor-
den (Resultate zur Publikation vorgesehen). Nach Ablauf des Patentschutzes fiir
Petrifilm ist zu erwarten, dass vergleichbare Konkurrenzprodukte auf dem Markt
erscheinen werden und dem Eingang der miniaturisierten «Plate Count»-Technik
ins amtliche Kontrollabor nichts mehr im Wege steht.

Zusammenfassung

168 Proben von See- und Flusswasser wurden mittels Escherichia coli Direct (ECD)-Agar
und der Petrifilm-Methode auf E. coli untersucht. Die statistische Auswertung (z-Test)
zeigte, dass auf ECD-Agar signifikant hohere Keimausbeuten zu erwarten sind. Die Abwei-
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chung liegt allerdings in einer Gréssenordnung, die fiir die Qualititsbeurteilung eines
Trinkwassers unerheblich ist. Petrifilm kann demzufolge fiir die Kontrolle von Trinkwasser
auf E. coli empfohlen werden. Die Méglichkeit, Petrifilm als amtliche Methode einzufiihren,
muss aber vorerst ausgeschlossen werden, da patentrechtlich geschiitzten Verfahren im
«Schweizerischen Lebensmittelbuch» keine Monopolstellung eingeriumt werden darf.

Reésume

E.coli a été dénombré dans 168 échantillons d’caux de lacs et de rividres en paralléle sur la
gélose Escherichia coli Direct (ECD)-agar et le Petrifilm. L'interprétation statistique (z-test)
de ’essai montre que les résultats obtenus avec la gélose ECD sont significativement plus
élevés qu’avec le Petrifilm. Les écarts mesurés entre les 2 méthodes se situent toutefois dans
un ordre de grandeur qui permet tout de méme I’utilisation du Petrifilm pour I’appreciation
de la qualité bactériologique de I’eau. Pour de raison de monopole, une incorporation du
Petrifilm dans la méthode officielle de contréle de I’eau potable n’entre actuellement pas en
considération. ;

Summary

168 samples of water from lakes and rivers were examined for E. coli both with Escherichia
coli Direct (ECD)-agar and the Petrifilm method. Statistical analysis (z-test) showed, that
with ECD-agar, significantly higher results have to be expected than with Petrifilm. The
variation between the two methods however lies in an order of magnitude which is irrelevant
in bacteriological quality control. Petrifilm can therefore be recommended for counting E.
coli in water and drinking water respectively. Nevertheless, it was excluded to consider
Petrifilm as an official control method at the moment. Petrifilm is a diagnostic system
protected by a patent and its admission by authorities of food control would create a
monopoly for a particular manufacturer.
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