Interpretationshilte
3M" Petrifilm” E. coli und Coliforme Zahlplatte (ECC)

Dieser Leitfaden soll sie mit der Auswertung von Ergebnissen auf 3M™ Petrifilm™ E. coli und Coliforme Z&hlplatte (ECC) vertraut machen.
Fiir zusatzliche Informationen wenden sie sich bitte an den, fiir ihre Region zusténdigen, Ansprechpartner fiir 3M Mikrobiologie Produkte.

Petrifilm ECC Platten enthalten VRBG - Nahrmedien, ein kaltwasserldsliches Gel sowie einen BCIG - Indikator zum Nachweis der
Glucuronidase Aktivitat und einen Tetrazolium Indikator, um die Auszéhlung zu erleichtern. Im Deckfilm wird das, durch die Lactose
fermentierenden Coliformen und E. coli, produzierte Gas eingeschlossen.

f1 ™\ Abhéngig von der gewahlten Methode dndern sich Zeit und Temperatur
: der Inkubation sowie die jeweilige Auswertung. Dies kann, unter Umstén-
den, zu leichten Unterschieden in den Ergebnissen fiihren.

* Kolonien, die trotz des fehlenden selektiven Einflusses des Ndhrmediums,
auf dem Schaumdamm wachsen, werden nicht ausgezahli.

* Inkubieren sie den Petrifilm ECC zu der in ihrem Labor (iblichen Temperatur
und Dauer. Folgende Temperaturen werden fiir gewd6hnlich verwendet:
35°C, 37°C, 42°C oder 44°C fiir 24 h bzw. 48 h.

E. coli:
E. coli kénnen auf Medien wachsen die VRB - Nahrstoffe enthalten. Die meisten
E. coli (ca. 97%) produzieren Betaglucuronidase. Diese reagiert mit dem, in
trifilm ECC - Platten enthaltenen, BCIG - Indikatorfarbstoff und verfarbt die Ko-
lonie blau bis rétlich - blau. Ca. 95 % der E. coli produzieren Gas aus Lactose.
Dies wird durch Kolonien angezeigt, die mit eingeschlossenen Gasblasen in
Verbindung stehen (innerhalb eines Koloniedurchmessers). Siehe Kreis 1.
E. coli Kolonien erscheinen blau bis rétlich - blau und produzieren Gas. Blaue
bis rotlich - blaue Kolonien ohne Gas bitte weiter bestétigen. Siehe Kreis 2. In
einigen Zulassungsverfahren wurde diese Auswertung modifiziert. Folgende

F o = Organisationen haben den Einsatz der E. coli und Coliformen Platte unter spezi-
\ ) ellen Umsténden zugelassen oder beurteilt; AOAC, NMKL und EMMAS.
Siehe Seite 2 & 3 dieser Interpretationshilfe.

Anmerkung:
Bedingt durch atypische Merkmale der meisten E. coli0157: H7 - Stdmme; wachsen nicht bei Temperaturen < 44,5°C; sind Glucoronidase negativ und
produzieren keine blauen Niederschldge; erscheinen sie als nicht - £. coli (rot mit Gas).

Coliforme:
Die E. coli und Coliformen Platte kann auch zum Nachweis von Coliformen verwendet werden.

¢ IS0 definiert Coliforme durch ihrer Fahigkeit in einem methodenspezifischen, selektiven Medium zu wachsen.
ISO - Methode 4832, Z&hlung von Coliformen durch Koloniezéhlung, definiert Coliforme durch ihre GroBe und die Séureproduktion auf VRB mit Lactose (VRBL)
Agar. Auf Petrifilm ECC - Platten werden diese saureproduzierenden Coliformen durch rote Kolonien, mit oder ohne Gas (innerhalb eines Koloniedurchmessers),
angezeigt. Siehe Kreis 3.
ISO - Methode 4831, Zahlung von Coliformen mit einer Methode der héchstwahrscheinlichen Anzahl (MPN), definiert Coliforme durch ihre Fahigkeit der
Gasproduktion aus Lactose in einer selektiven Nahrlosung. Auf Petrifilm ECC - Platten werden diese Coliformen durch rote Kolonien, mit Gas
(innerhalb eines Koloniedurchmessers), angezeigt. Siehe Kreis 4.

o AOAC INTERNATIONAL und das U.S. FDA Bacteriological Analytical Manual (BAM) definieren Coliforme als gramnegative Stabchen, die durch metabolische
Lactosefermentation Saure und Gas produzieren. Coliforme Kolonien, die auf den Petrifilm ECC - Platten wachsen, produzieren Séaure durch die sich die
Gelfarbe verdunkelt. Rund um die Coliformen Kolonien eingeschlossenes Gas (innerhalb eines Koloniedurchmessers) zeigt bestatigt Coliforme Keime an.

Siehe Kreis 4.



Interpretation von

IM™ Petritiim™ E (GG -Plat

= 53 E. coli Kolonien

= 47 E. coli, Offizielle Methode AOAGC.
= 87 bestatigte Coliforme, Offizielle Methode AOAGC.

Empfohlene Methode in Frankreich
Inkubation:

© 24h +/- 2h at 42°C +/- 1°C

Auswertung:

« E. coli: Alle blauen Kolonien mit und ohne Gas.

Auswertung nach AOAC International fiir alle
Lebensmittel (Methode 991.14)

Inkubation:
e Coliforme in allen Lebensmitteln : 24 h + /- 2 h bei 35°C + / - 1°C.

 Auszéhlung von E. coliin allen Lebensmitteln, mit Ausnahme der unten
aufgefiihrten: 48 h + /- 2 h bei 35°C +/ - 1°C.

Auswertung nach AOAG International fiir Fleisch, Gefliigel und
Meeresfriichte (Methode 998.08)

Inkubation:

© Auszéhlung von E. coliin Fleisch, Gefliigel und Meeresfriichten;
von Coliformen in allen Lebensmitteln: 24 h + /- 2 h. bei 35°C + /- 1°C

Auswertung (Methoden 991.14 und 998.08)
e E. coli: Blaue Kolonien mit Gas.
* Bestétigte Coliforme: Alle Kolonien mit Gas (blau und rot).



=53 E. coliKolonien 53 E. coli, NMKL Methode.
=95 Gesamt Coliforme, NMKL Methode.

=53 E. coli, nach EMMAS.

Auswertung nach NMKL (Methode 147.1993)
Inkubation:

© 37°C +/-1°C

Auswertung:

e E. coli: Alle blauen Kolonien, mit und ohne Gas,
nach 48 h + / - 2 h Inkubation.

* Coliforme: Alle roten Kolonien mit Gas und alle blauen
Kolonien mit oder ohne Gas, nach 24 h +/- 2 h Inkubation.

Auswertung nach EMMAS
Inkubation:

© 48h +/- 2h at 37°C +/- 1°C
Auswertung:

e E. coli: Alle blauen Kolonien, mit und ohne Gas.
Es wird empfohlen, blaue Kolonien ohne Gas zu bestatigen.
Besonders wenn diese in hoher Anzahl vorhanden sind.




3M™ Petrifilm™ E. coli und Coliforme (ECC)

Beachten sie den Wechsel der Gelfarbe in den Abbildungen 2 bis 8. Mit dem Anstieg von E. coli oder Coliformen verdndert

sich die Gelfarbe in dunkelrot bis violett - blau.

Kein Wachstum

E. coli Zéhlung = 0

Hintergrundblasen sind charakteristisch fiir das Gel, nicht das Ergebnis von
E. coli oder Coliformen Wachstum. Hintergrundblasen sind sehr klein

(pin point), gleichmaBig geformt und stehen nicht mit Kolonien in Verbindung.
Siehe Kreis 1.

E. coliZéhlung = 3

Jede Blauférbung innerhalb einer Kolonie (blau bis rotlich - blau) weist auf die
Anwesenheit von E. coli hin. Vordergrundbeleuchtung kann den Nachweis des,
durch die Kolonie erzeugten, blauen Niederschlags erleichtern.

e Kreis 1 zeigt eine rétlich - blaue Kolonie mit Hintergrundbeleuchtung.

e Kreis 2 zeigt dieselbe Kolonie bei Vordergrundbeleuchtung. In diesem Fall
ist der blaue Niederschlag wesentlich deutlicher zu erkennen.

. O

E. coliZéhlung = 13
Gasproduzierende Coliforme = 28

Der auszahlbare Bereich der Petrifilm ECC - Platten liegt,

wie bei VRB - Agarschalen, zwischen 15 und 150 (Gesamtkoloniezahl).
Kolonien, die trotz des fehlenden selektiven Einflusses des Nahrmediums auf
dem Schaumdamm wachsen, werden nicht ausgezahlt.

Siehe Kreis 1.

E. coli Zéhlung = 20
Geschitzte Gesamtkolonieanzahl = 150

Der kreisformige Wachstumsbereich der Petrifilm ECC - Platte ist ca. 20 cm?
groB. Bei Platten die mehr als 150 Kolonien enthalten kann, durch Auswerten ei-
nes oder mehrerer représentativer Quadrate und die Ermittlung der durchschnitt-
liche Kolonieanzahl pro Quadrat, eine geschatzte Zahlung durchgefiihrt werden.
Multiplizieren sie die durchschnittliche Kolonieanzahl mit 20 um die geschétzte
Zahlung der Petrifilm ECC - Platte zu erhalten.




Nicht auswertbare bzw. iiberwachsene Platten

Verdiinnen sie die Probe weiter, um ein genaueres Ergebnis zu erhalten.

Tatsdchliche Zahlung ~ 10° Tatséchliche Z&hlung ~ 10®

Petrifilm ECC - Platten mit nicht auswertbarem Wachstum haben eines oder Eine hohe Anzahl von E. coli Kolonien fiihrt zu einer blauvioletten
mehrere der folgenden Merkmale: sehr viele kleine Kolonien, viele Gasblasen Verfarbung des Wachstumsbereichs.
und / oder eine Verfarbung des Gels von rot nach blauviolett.

Tatsédchliche Zahlung ~ 10° Tatséchliche Z&hlung ~ 10°

Eine hohe Anzahl von Coliformen (Nicht E. coli) fiihrt zu einer dunkelroten Eine hohe Anzahl anderer, nicht - Coliformer Organismen (z. B. Pseudomonas)
Verfarbung des Wachstumsbereichs. Um eventuell vorhandene E. coli auf Petrifilm ECC - Platten kann zu einer Gelbfarbung des Gels fiihren.
nachzuweisen, sind zusétzliche Verdiinnungen notwendig.




Gasbhlasen

Probenpartikel sind ungleichméBig geformt und stehen in keinem Kontakt
mit Gasblasen. Siehe Abbildung 10.
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Die folgenden Beispiele zeigen weitere, mogliche Erscheinungsformen von,
mit Kolonien in Verbindung stehenden, Gasblasen. Sie sollten alle bei

der Auszahlung beriicksichtigt werden.

Abbildung 11 zeigt wie unterschiedlich Gasblasen geformt sein konnen.
Manchmal kénnen Gasblasen die Kolonie auch ,zerreiBen“. Die Kolonie
umrandet dann die Blase. Siehe Kreis 1 + 2.

Kiinstliche Gashlasen konnen durch unsachgemaBes Beimpfen der Petrifilm
ECC - Platte oder durch, in der Probe eingeschlossene, Luft entstehen. Sie sind
unregelmaBig geformt und stehen nicht mit Kolonien in Verbindung.

Siehe Kreis 3.

Kolonien, die trotz des fehlenden selektiven Einflusses des Nahrmediums auf
dem Schaumdamm wachsen, werden nicht ausgezahlt.



3M™ Petrifilm™ E. coli und Coliforme Zahlplatte (ECC)

Fiir detaillierte Warnhinweise, VorsichtsmaBnahmen, Garantiebeschrankungen,
Haftungsbeschrénkungen, Lagerung, Entsorgung und weitere Gebrauchshinweise
siehe Packungsbeilage.

Gebrauchsanweisung

[ Lagerung

|
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Gedffnetes Ende einer nicht verbrauchte Pa-
ckung umfalten und mit Klebeband
verschlieBen.

Ungedffnete Packungen bei 8°C lagern. Vor
Ablauf des Verfallsdatums verbrauchen.

Wiederverschlossene Packungen

3 bei 25°C und 50 % relativer Luftfeuchtigkeit
lagern. Gedffnete Packungen nicht gekihlt
lagern und innerhalb eines Monats
verbrauchen.

[ Vlorbereitung

-

Geeignete Menge einer geeigneten
Verdiinnungsfliissigkeit z. B. 0,1 %
Peptonwasser, Peptonsalzlosung

(ISO - Methode 6887), 0,85 - 0,90 %-ige
Kochsalzldsung, destilliertes Wasser oder
Butterfield Phosphat Puffer (IDF Phosphat
Puffer - KH,PO, bei 0.0425g/L - eingestellt auf
einen pH - Wert von 7.2) hinzufiigen.

4 Probe in geeignetes, steriles Gefad 5
(z.B. Stomacher Beutel, Verdiinnungsflasche,

Whirl - Pak® Beutel oder andere geeignete

GefaBe) einwiegen oder pipettieren.

Keine Citrat-, Bisulfit- oder Thiosulfathaltige Puf-
fer verwenden. pH - Wert der verdiinnten Probe
auf 6,6 bis 7,2 angleichen:

o f{ir saure Produkte mit 1IN NaOH,
o f{ir alkalische Produkte mit 1N HCI.

Vermischen oder homogenisieren der Probe
nach anerkannten Methoden.

Beimpfung

4 4 )\ 4
J L J
Petrifilm auf ebene Oberflache legen. Mit senkrecht gehaltener Pipette, Deckfilm vorsichtig abrollen um
Deckfilm anheben. 8 1 ml der Probe in die Mitte der unteren Lufteinschliisse zu vermeiden.

Folie pipettieren.

Deckfilm nicht einfach fallenlassen.



Beimpfen

10 Probenverteiler mit glatter Seite nach unten -I

Durch leichten Druck auf den Probenverteiler 12 Probenverteiler abheben. Platte zur Gelver-
auf die Probe unter dem Deckfilm legen.

die Probe auf dem kreisférmigen Wachstums- festigung mindestens 1 Minute liegenlassen.
bereich verteilen.

Inkubation Interpretation

L J

Kolonien kdnnen zur weiteren Identifikation
isoliert werden. Deckfilm anheben und die
Kolonie vom Gel nehmen.

13 Maximal 20 Platten, mit der klaren Seite nach
oben, libereinander inkubieren. Inkubations- 1
dauer und -Temperatur sind abhéngig von der
gewahlten Methode.

Petrifilm Platten kdnnen auf handelsiiblichen 1
Koloniezihlgeraten oder anderen Vergro-
Berungsquellen ausgezéhlt werden. Zum
Auswerten der Ergebnisse Interpretationshilfe

beachten.
Allgemein gebrauchliche, zugelassene Methoden: ZUSétZIiChe Hinweise
o Offizielle Methode AOAC 991.14:
Fiir Coliforme, inkubieren fiir 24 h = 2 h ) "
bei 35°C + 1°C; fiir E. coli, inkubieren ‘ ‘;e(t"?f,': rOtF)’T ‘ﬁ)r deT !I3e|mpfen der ndchsten O
fiir 48 h +/- 2 h bei 35°C = 1°C. elriim Flatie verteren. .
 Offizielle Methode AOAC 998.08: y '”bkh“..batf""s’da;'er und Iaﬁrpe“;latt‘:]r Z'"d
Fiir E.coliin Fleisch, Gefliigel und Meeresfriich- g. : nglg \l:on el: gle wantien ethode.
ten und Coliforme in allen Lebensmitteln. ehe Packungsbellage.
Inkubieren fiir 24 h +/- 2 h bei 35 °C +/- 1 °C.
o NMKL Methode 147.1993: Fiir Coliforme,
inkubieren fiir 24 h +/- 2 h bei. 37°C + 1°C;
fiir E. coli, inkubieren fiir 48 h =2 h
bei 37°C + 1°C.
*Siehe Packungsbeilage.
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