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F R E N C H

■̂ g y b e sserte M e t h o d e  z um q u a n t i t a t i v e n  Na c h w e i s  v on

^  'Juantitativen E r f a s s u n g  de r  E n t e r o b a c t e r i a c e e n  m i t  H i l f e
Tr°PfVerfahrens auf v o r g e g o s s e n e n  u n d  g e t r o c k n e t e n  Kri-

^ allviolett-Neutralrot-Galle-G lucose-Agar-Nährbäden wird

ataerobe B e b r ü t u n g  empfohlen.

W e r d e n  F e h l e r  d u r c h  o b l i g a t e  A e r o b i e r  a u s g e s c h a l t e t
B e u r t e i l u n g  d e r  K u l t u r e n  w i r d  v e r e i nfacht.

Une t e c h n i q u e  a m é l i o r é e  p o u r  le d é n o m b r e m e n t  des
E n t e r o b a c t e r i a c e a e

Résumé

Po u r  l ' a n alyse b a c t é r i o l o g i q u e  q u a n t i t a t i v e  des E n t e r o b a c t e ­
riaceae p a r  la m é t h o d e  d i t e  en gou t t e s  sur g é l o s e  "Violet red
b i l e  agar" nous cons e i l l o n s  la cult u r e  en atmos p h è r e  anaérobie.

Ce p r o c é d é  p e r m e t  d ' é v i t e r  les e r r e u r s  causées p ar des aérobies
stricts et f acilite en o u t r e  la lecture et l'appr é c i a t i o n  des

c u l t u r e s .

quantitative determination of Enterobacteriaceae
p  e  3 io m  e

N u m e r a t i o n  of E n t e r o b a c t e r i a c e a e  b y  the Dr o p  P late

c°itun<
Vio l e t - R e d  Bi l e  Glu c o s e  A g a r  the a n a e r o b i c  incub a t i o n

‘ended.
c°ts

^ ter used ty strictly aerobic organisms are excluded.
Present are counted as Enterobacteriaceae.
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Ei n e  v e r b e s s e r t e  M e t h o d e  zum q u a n t i t a t i v e n  Nac h w e i s  
v on E n t e r o b a c t e r i a c e e n

W. Ruosch

K r i s t a l l v i o l e t t - N e u t r a l r o t - G a l l e - L a c t o s e - A g a r  für d e n  N a c h ­
w e i s  v on coliformen, d.h. Lact o s e  ver g ä r e n d e n ,  g r a m n e g a t i v e n  
K e i m e n  g e h ö r t  se i t  l a nger Zeit zu e i n e m  der g e b r ä u c h l i c h s t e n  
N ä n r m e d i e n  im L e b e n s m i t t e l - L a b o r  (9,10).

M o s s e l  et al. (5,6,7,8) w i e s e n  ab e r  d a rauf hin, da s s  in L e ­
b e n s m i t t e l n  t i e r i s c h e r  H e r k u n f t  S a l m o n e l l e n  auch oh n e  die P r ä ­
senz v o n  C o l i f o r m e n  V o r k o m m e n  können. E i n  n e g a t i v e r  C o l i f o r m e n -  
T e s t  i st s o m i t  in d e r  Lage, e in b a k t e r i o l o g i s c h  ei n w a n d f r e i e s 
L e b e n s m i t t e l  vo r z u t ä u s c h e n ,  o b w o h l  d i e s e s  m i t  S a l m o n e l l e n  k o n ­
t a m i n i e r t  ist.

U m  s ä m t l i c h e  E n t e r o b a c t e r i a c e e n  zu erfassen, e m p f e h l e n  M o s s e l  
et al. (5) d e m  g l e i c h e n  A g a r  1 % G l u c o s e  zuzusetzen. N a c h  H a l l ­
m a n n  u n d  B u r k h a r d t  (3) s i n d  aber a u c h  ande r e  B a k t e r i e n  w i e  Ae -  
romonas, V i b r i o n e n ,  P l e s iomonas, A c h r o m o b a c t e r  (Acinetobacter) 
u nd P s e u d o m o n a s  in d er Lage, d i e s e n  Zucker abzubauen. W e i l  g e ­
w i s s e  N i c h t - E n t e r o b a c t e r i a c e e n  w i e  z.B. P s e u d o m o n a s  G l u c o s e  nu r  
l a n g s a m  spalten, w u r d e  d ie B e b r ü t u n g s z e i t  auf 20 S t u n d e n  l i m i ­
tiert. A u s s e r d e m  w e r d e n  d ie G u s s k u l t u r e n  nach d e m  E r s t a r r e n  des 
A g a r s  noc h m a l s  m i t  de m s e l b e n  M e d i u m  ü b ergossen. T y p i s c h e  K o l o ­
ni e n  v on E n t e r o b a c t e r i a c e e n  si n d  1-2 m m  gross, v o n  r o t e r  Farbe 
u nd m i t  e i n e m  H of a u s g e f ä l l t e r  G a l l e n s ä u r e n  umgeben. N i cht- 
E n t e r o b a c t e r i a c e e n  w a c h s e n  ü b e r h a u p t  n i c h t  od e r  allen f a l l s  in 
F o r m  v on N a d e l s t i c h k o l o n i e n  ohne H o f b i l d u n g  (pin p o i n t s ) .

M i t  d e r  E i n f ü h r u n g  d er T r o p f m e t h o d e  w a r e n  w i r  gezwun<?e n ' 
ni e n  v o n  E n t e r o b a c t e r i a c e e n  auf O b e r f l ä c h e n - K u l t u r e n  zUderteilen. Es erwies sich als äusserst schwierig, Grösse ^

lonien un d  H o f b i l d u n g  als s i cheres K r i t e r i u m  zu berücks*c,tß*
gen. D e s h a l b  z ä h l t e n  w i r  s ä m t l i c h e  r o t e n  K o l o n i e n  als 
b a cteriaceen.

Ente

d3*
U m  d e n  Gr a d  d er U e b e r e i n s t i m m u n g  zw i s c h e n  de n  Ergebnissen^ g, 
Guss- u nd T r o p f m e t h o d e  zu prüfen, u n t e r s u c h t e n  w i r  e*ne 9 
se A n z a h l  v on H a c k f l e i s c h -  un d  Brätp r o b e n .  Die Abweic^u
in b e z u g  auf die aero b e  G e s a m t k e i m z a h l  w a r e n  s e h r  9 er in9*

g e g e n  k l a f f t e n  d ie e n t s p r e c h e n d e n  W e r t e  bei d en Enterob3*&

> de*
n a c e e n  w e i t  auseinander. Das g e o m e t r i s c h e  M i ttel (x q ' 
T r o p f m e t h o d e  ü b e r t r a f  jenes d er G u s s m e t h o d e  u m  das rund 
fache (Tab. 1).

Tabe l l e  1
• i fe v°nQ u a n t i t a t i v e r  N a c h w e i s  d er E n t e r o b a c t e r i a c e e n  m i t  Hii 

Guss- u nd T r o p f m e t h o d e

U n t e r s u c h u n g s ­
ve r f a h r e n

A n z a h l
P r oben
(n)

G u s s m e t h o d e
Tro p f m e t h o d e

286
286

A n z a h l  E n t e r o b a c t e r i a c e e n  P1-

g e o m e t r i s c h e s  M i t t e l

5'129 
15'100

Stands* 
chung [bl

i.oi
O/97

,ass 311
Es g e h ö r t  zur D e f i n i t i o n  d er E n t e r o b a c t e r i a c e e n  (3)/• s ind
sich s o wohl aerob w i e  anae r o b  v ermehren. A nd ererse its  ,

d ie m e i s t e n  Keime, d ie a uf Kristallviolett-Neutralrot'

G l u c o s e - A g a r  E n t e r o b a c t e r i a c e e n - K o l o n i e n  V o r t ä u s c h e n  (z.B. A c i ­
n e t o b a c t e r  a n i tratus u n d  P s e u domonaden) o b l i g a t e  Aerobier.

S o m i t  k ö n n t e  ei n e  ana e r o b e  B e b r ü t u n g  d e r  T r o p f k u l t u r e n  m ö g l i c h e r ­
w e i s e  zu e i n e r  H e m m u n g  d e r  s t ö r e n d e n  K e i m f l o r a  führen, ohne in­
d e s s e n  da s  W a c h s t u m  d er E n t e r o b a c t e r i a c e e n  zu beeinträc h t i g e n .

W i r  p r ü f t e n  d e s h a l b  126 P r o b e n  (Brühwurstbrät, H a c k f l e i s c h  usw.) 
p a r a l l e l  e i n e r s e i t s  m i t  d er G u s s m e t h o d e  und and e r e r s e i t s  m i t  
T r o p f k u l t u r e n ,  die ana e r o b  b e b r ü t e t  wurden.

Bei 126 u n t e r s u c h t e n  P r o b e n  b e t r u g  das g e o m e t r i s c h e  M i t t e l  m i t  
d er G u s s m e t h o d e  8 ’868 E n t e r o b a c t e r i a c e e n  p r o  G r a m m  und m i t  der 
T r o p f m e t h o d e  im A n a e r o b e n - T o p f  9'509 p r o  G r a m m  (Tab. 2). Die 
U e b e r e i n s t i m m u n g  v o n  Guss- u nd T r o p f m e t h o d e  w a r  somit w e s e n t l i c h  
b e s s e r  als bei der a e r o b e n  Bebrütung.

T a b e l l e  2

Q u a n t i t a t i v e r  N a c h w e i s  de r  E n t e r o b a c t e r i a c e e n  m i t  H i l f e  von 
G u s s m e t h o d e  u nd T r o p f v e r f a h r e n  im A n a e r o b e n - T o p f

U n t e r s u c h u n g s - A n z a h l A n z a h l  E n t e r o b a c t e r i a c e e n  p r o  G r a m m

v e r f a h r e n P r oben
(n) g e o m e t r i s c h e s  Mitt e l

< v
S t a n d a r d a b w e i -  
c hung (s)

G u s s m e t h o d e 126 8 1 868 1,07
T r o p f v e r f  ahren 
m i t  a n a e r o b e r  
B e b r ü t u n g

126 9'509 1,06

D ie B e u r t e i l u n g  d er a n a e r o b  b e b r ü t e t e n  E n t e r o b a c t e r i a c e e n - K o l o ­
ni e n  ist d e n k b a r  e infach. Sie sind alle r ot u nd k l e i n e r  als bei

itä-
aero b e r  B ebrütung, w o d u r c h  das A u s z ä h l e n  e r l e i c h t e r t  «p

Die a naerobe B e b r ü t u n g  v e r u r s a c h t  auch bei Serien-Unte 
k e i n e  b e s o n d e r e n  S c h w i e r i g k e i t e n ,  w e n n  g r o s s e  36 Petris 
f assende A n a e r o b e n - T ö p f e  v e r w e n d e t  w e r d e n  ( B B L ) .

\e*

Zur Abklärung der Frage, ob gewisse Enterobacteriacee11 du*1
die an a e r o b e  B e b r ü t u n g  g e h e m m t  wer d e n ,  führ t e n  w ir 1332 Ke*p'

ceenlungen mit 37 verschiedenen Stämmen von EnterobacteriaC  ̂^ ¡ ¡r

,l^durch. 7 s t a m m t e n  aus d er D i a gnostik, 9 aus der e igenen
Sammlung, 16 aus d e m  Ins t i t u t  für B a k t e r i o l o g i e  und His ^1) und 5
d er B u n d e s a n s t a l t  f ür F l e i s c h f o r s c h u n g  in Kul m b a c h  
d er N a t i o n a l  C o l l e c t i o n  of T y p e  C u l t u r e s  in London. Dajr
b e f a n d e n  s i c h  E.coli, e n t e r o p a t h o g e n e  E.coli, K l e b s i e 
moni a e ,  K l e b s i e l l a  o x ytoca, P r o t e u s  m i r a b i l i s ,  Proteus 
S a l m o n e l l a  p a r a t y p h i  B, v e r s c h i e d e n e  Se r o t y p e n  
S a l m o n e l l a  arizonae, S e r r a t i a  m a r c e s c e n s , Shi g e l l a  
s i n i a  p s e u d o t u b e r c u l o s i s ,  Y e r s i n i a  e n t e r o c o l i t i c a /

Sal**

pr»e
vul*
,onel

al1'

a e r o g e n e s , E n t e r o b a c t e r  a g g l o merans, E n t e r o b a c t e r  
E n t e r o b a c t e r  haf n i a e ,  C i t r o b a c t e r  b a l l e r u p e n s i s  
s i e l l a  tarda.

sonne* 
Ente*01 

faC:

ye*'
it>ac

liquei

und Ed«»’rd'

J e d e r  S t a m m  w u r d e  in 100 m l  K o c h s a l z - P e p t o n - L ö s u n g  au£9 
u nd i m  S t o m a c h e r 21 ho m o g e n i s i e r t .  M it H i l f e  eines Ver 
und D o s i e r a p p a r a t e s 21 w u r d e n  d e k a d i s c h e  V e r d ü n n u n g e n  a

a 1*U*und vorgetrocknete Platten von Kristallviolett-Neutr.i¿gen
G a l l e - G l u c o s e - A g a r  m i t  T r o p f e n  vo n  0 , 0 5  m l  der jewei

Alick®H e r r n  P r o f . D r . L . L e i s t n e r  d a n k e  ich für d ie freun 
U e b e r l a s s u n g  d e r  Stämme. o n ad/
H e r g e s t e l l t  v on A.J. Seward, U AC H o use, B l a C k £ r i i n f  
L o n d o n  SE 1 9 U G  u nd v e r t r e t e n  in de r  Schweiz d rag.
M ü l l e r  u nd K r e m p e l  AG, 8180 Bülach, Schütze n m a t t s

po3°
aSS«
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«I,
'sstufe b e impft. Je ei n e  H ä l f t e  d er 36 P e t r i s c h a l e n  w u r d e  

6htr b Z W * anaerob b e b rütet. In k e i n e m  F alle w i c h e n  d ie b e i d e n  
ttelten K e i m z a h l e n  aus de r  j e w e i l i g e n  B a k t e r i e n s u s p e n s i o n  

Km llGh v o n e i n a n d e r  ab. Bei 20 S t ä m m e n  w a r  die d u r c h  aerobe
^  festg e s t e l l t e  K e i m z a h l  g e r i n g g r a d i g  g r ö s s e r  als jene, die
Wh Bebrütung im A n a e r o b e n - T o p f  z u s t a n d e k a m  u nd b ei 17 Stä m m e n  utäe di«e umgeke h r t e  S i t u a t i o n  b e o bachtet.

atae: 
' äen

tobe B e b r ü t u n g  v e r u r s a c h t e  s o m i t  k e i n e  W a c h s t u m s h e m m u n g  
" u n t e r suchten E n t e r o b a c t e r i a c e e n - S t ä m m e n .  In d en m e i s t e n  

Sn Waren die K o l o n i e n  im A n a e r o b e n - T o p f  j e doch k l e i n e r  als 
®tob kultivierten. A u s s e r d e m  f e hlte in d er Regel e i n  durch

Koi AüSfällung de r  G a l l e n s ä u r e n  v e r u r s a c h t e r  H of u m  d ie roten 
°ni-en .

91e:iche Weise untersuchten w ir auch 9 Stämme gramnegativer
Auf

' 016 n i c h t  zu d en E n t e r o b a c t e r i a c e e n  gehören. Da r u n t e r  be- 
Sich P s e u d o m o n a s  a e r uginosa, .Pseudomonas fluorescens,

°nas Shirt« somninnae hviirnnhila. Acinetobacter ani-■̂tUs s h i g e l l o i d e s , A e r o m o n a s  h y d r o p h i l a .
Und Vibrio parahaemolyticus.

ttün9sgemäss u n t e r b l i e b  bei P s e u d o m o n a s  u nd A c i n e t o b a c t e r
Vuv, °hes W a c h s t u m  im A n a e r o b e n - T o p f .  Bei Ae r o m o n a s  u n d  V i b r i o  

rue k  .
ei aerober u nd an a e r o b e r  B e b r ü t u n g  ke i n  zahlen m ä s s i g e r

% .
'erschi,e d festgestellt.

" TreffS i c h e r h e i t  d er M e t h o d e  für die P r a x i s  zu testen, 
lerten w i r  die K e i m f l o r a  v o n  F l e i s c h w a r e n  auf K r i s tall-

ett"N eut r a l r o t - G a l l e - G l u c o s e - A g a r .  M it H i l f e  v on B e s t ä t i ­
gst,Ce3ktionen ü b e r p r ü f t e n  w i r  d en p r o z e n t u a l e n  A n t e i l  an En-
act<e r i a c e e n - K o l o n i e n .di

B e s t ä t i g u n g s - R e a k t i o n e n  zähl e n  d er O x i d a t i o n s -  und 
^ations-Test (OF-Test) na c h  H u g h  un d  L e i f s o n  (4), der

N i t r a t - R e d u k t i o n s - T e s t  u n d  d er Oxidase- N a c h w e i s .  E n t e r o b a c t e ­
riac e e n  o x i d i e r e n  u nd v e r g ä r e n  G l ucose, r e d u z i e r e n  N i t r a t  u nd 
b e s i t z e n  ei n e  neg a t i v e  O x i d a se-Reaktion.

W i r  u n t e r s u c h t e n  232 P r o b e n  v on F l e i s c h w a r e n  par a l l e l  bei a e r o ­
b er und a n a e rober B e b r ü t u n g  q u a n t i t a t i v  auf E n t e r o b a c teriaceen. 
27 Proben, b ei d e n e n  die Zahl de r  r oten Ko l o n i e n  bei aerober 
B e b r ü t u n g  jene d e r  anaerob k u l t i v i e r t e n  w e s e n t l i c h  überstieg, 
w u r d e n  n ä h e r  untersucht. V o n  jeder P l a t t e  imp f t e n  w i r  bis zu 10 
K o l o n i e n  ab. D en A n w e i s u n g e n  von T h a t c h e r  u nd C lark (10) f ol­
gend, legten w i r  d a v o n  fra k t i o n i e r t e  A u s s t r i c h e  auf K r i s tall- 
v i o l e t t - N e u t r a l r o t - G a l l e - G l u c o s e - A g a r  an u nd ü b e r i m p f t e n  am 
f o l g e n d e n  T ag auf Schrägagar. M i t  d en s o  g e w o n n e n e n  R e i n k u l t u ­
ren w u r d e n  drei v e r s c h i e d e n e  N ä h r b ö d e n  (Glucose-Agar m i t  und 
ohne P a r a f f i n ü b e r s c h i c h t u n g  s owie N i trat-Brühe) b e i m p f t  und 
der O x i d a s e - T e s t  durchgeführt.

Im Ges a m t e n  w u r d e n  476 K o l o n i e n  auf ihre Zugehör i g k e i t  zu d en 
E n t e r o b a c t e r i a c e e n  überprüft. V o n  244 aerob g e w a c h s e n e n  K o l o ­
ni e n  geh ö r t e n  nur 41,4 % zu d en E n t e r o b a c t e r i a c e e n ,  v on den 
im A n a e r o b e n - T o p f  b e b r ü t e t e n  aber 90,9 % (Tab. 3).

T a b e l l e  3

Prüf u n g  d er auf K r i s t a l l v i o l e t t - N e u t r a l r o t - G a l l e - G l u c o s e - A g a r  
gewac h s e n e n  K o l o n i e n  auf ihre Zu g e h ö r i g k e i t  zur Grup p e  der 

E n t e r o b a c t e r i a c e e n

-6-

A rt der A n zahl unter- d a v o n  E n t e r o b a c t e r i a c e e n
B e b rütung suchte Ko l o n i e n

A n z a h l  Ko l o n i e n in %

aerob 244 101 41,4
anaerob 232 211 90,9

-7-

•tot
di ar*aerobe B e b r ü t u n g  w i r d  di e  S e l e k t i o n  d er Ent e r o b a c t e -  

als° w e s e n t l i c h  v e r bessert. V o l l k o m m e n  ist sie aber
nicht, de n n  9,1 % de r  auf K r i s t a l l v i o l e t t - N e u t r a l r o t -  

^ t e tok^Uc°Se~ Agar i s o l i e r t e n  K o l o n i e n  g e h ö r t e n  n i c h t  zu den 
V,̂ hl Cteriaceen. Sie v e r h i e l t e n  sich im 0 F- u n d  N i t r a t - T e s t  

E n t e r o b a c t e r i a c e e n » w i e s e n  aber eine p o s i t i v e  O xidase-
a u f - Na c h  d e m  S c h e m a  v o n  C o s t i n  (2) h a n d e l t  es sich 

 ̂ A e r o m onaden od e r  V i b r i o n e n  ( P asteurellen w ä r e n  auf d em 

ten N ä h r b o d e n  n i c h t  g e w a c h s e n ) .
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