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RESUME .

 Parameteren kimtal og fluorescerende kim ved 21°C indgar i lov-
kravet til drikkevandskvalitet og parameteren kraves officielt

analyseret efter =DS= 2252.

I marts maned 1985 gennemfertes en interkalibrering {Inter
=DS= 2252} af 7 simulerede recipientprever, efter forskriften

i =DS%= 2252.

3 af proverne indeholdt 2 forskellige fluorescerende teststam-
mer i renkultur, og de evrige 4 prever indeholdt p& 2 niveauer

desuden f& procent ikke fluorescerende kim.
I interkalibreringen deltog 50 laboratorier.

Interkalibreringen viste, at ved dybdekultivering i King's agar
B genfindes lc - 25 % af det faktiske indhold af fluorescenter,

hvilket setter spergsmélstegn ved metoden.

Mmed f& undtagelser genfandt laboratorierne det totale kimindhold

ved 21°C.

En opfelgende besegsrunde til laboratorier med afvigende resulta-
ter vil vere et vigtigt led i laboratoriekontrollen, ligesom en for-

bedring af metoden samt substrat ber seges gennemfert.



INDLEDNING.

Kimtallet ved 21°C og fluorescerende kim indgar som parameter i
Mil jeministeriets lovkrav til drikkevandskvaliteten, med fastsat™-

te grensevardier, henholdsvis Z2oc pr. mi og 5 pr. mi.

Det officielle krav til analysemetode ved bestemmelse af savel
219-kimtal som fluorescerende kim er p.t. =DS=z 2252. Metoden fo-
reskriver at analysen skal gennemfares ved brug af dybdekultive-
ring i King's agar B, og metcden anvendes til undersegelse af sa-

vel drikkevand som recipientvand.

Med det formdl at foretage en landsdakkende laboratoriekontrol, at

foretage en metodevurdering samt en bedemmelse af forskellige dyrk-
ningssubstrater, blev det besluttet, at gennemfare en interkalibrer-
ing af parameteren: Kimtal cg fluorescerende kim ved 219C 1 King's

agar B.



GENNEMFBRELSE AF INTER =DS= 2252.

Interkalibrering af kimtallet og fluorescerende kim ved 21°C i

King's agar B, Inter =D5= 2252, blev gennemfert 1 uge 12, 1985.

Interkalibreringen var varslet med udsendelse af ve jledning og

rapporteringsskemaer i uge lo, jfr. bilag 9, slde 36 . Ved samme

lejlighed fremsendtes til alle deltagerne ca. 4o gram King's agar

B teorsubstrat, der var fremstillet kommercielt.

Laboratorierne var hermed orienteret om at man ville modtage 7
simulerede recipientprever, fremsendt i keleboks,den 18. marts,
og at undersegelsen af preverne skulle gennemferes parallelt i

det tilsendte substrat og i laboratoriernes eget efter =DS= 225Z.

Princippet for fremstilling af testpraver, anvendt ved interkali-
breringerne i 1984, blev ogsad anvendt ved fremstilling af testpre-

ver til denne interkalibrering.

Da transportmediets indhold af borsyre forhindrer aflesning af O-
pladen, matte preverne fremstilles med et kimindhold > Zco/ml.
Kimniveauerne hlev derudover fastlagt svarende til niveavet 1 en
lettere forurenet recipient eller svarende til niveauet i forure-
net brendvand. De enkelte niveauer blev ikke meddelt laboratorierne
direkte, derimod blev der givet en generel orientering om det ned-

vendige antal fortyndinger.

Som teststammer indgik 3 kulturer {(verificeret pd& Statens Seruminstitut):

nr. 5

1

Aeromonas hydrophila

nr. 8 Pseudomonas putida

1]

nr.2o30 = Pseuydomonas fluorescens.



Koden for pravernes identitet blev:

Preve
Prove
Prave

Prave

1
2
4
3

prove 5

1t

prave 7

oreve 6

var uparret.

Det teoretiske kimindhold i preverne fremgér af tabel 3, bilag 5.

Med henblik pd at f3 en forbdndsbedemmelse af homogeniteten i de

udsendte testprever, blev der i lighed med de tidligere interka-

libreringer gennemfert talrige “praveafpippeteringer” og foretaget

kimtalsbestemmelser.

I bilag 6, side 33 , vises 2 eksempler der vedrerer nr. 8 og nr.

2030, bemerk at antal fluorescerende i parantes udger <25 % af to-

taltellingen.

I interkalibreringen deltog 38 levnedsmiddelkontrolenheder, 6 S.T.P.

autoriserede labaratorier og 6 laboratorier med sarlige funktioner,

jfr. bilag 8 .



RESULTATER.

Fristen for indsendelse af interkalibreringsresultater var fast-
sat til 29. marts, men grundet uregelmessig postbefordring 1

den efterfelgende 2 - 3 ugers periode, ingkom det sidste resul-
tatsat den 16. april. Ferst da kunne den egentlige resultatvur-

dering og behandling pé&begyndes.

1 forbindelse med gennemgang af de indsendte interkalibreringsre-

sultater, konstateredes primert felgende forhold:

- at laboratorium 26 indsendte blanke rapporteringsskemaer,

pegrundet med termostatsvigt,

- at laboratorium 3 og 12 rapporterede enkeltresultater
(enkeltspredning), laboratorium 3 anferte at dette er

daglig rutine,

- at laboratorium 31 mangler resultater vedrerende prave 1,

begrundet med at preveglas var 1 stykker,

- at laboratarium 49 ikke udregnede resultater for preve 4 og
5 i tilsendt substrat. Laboratoriet meddeler, at der bhar

veret problemer med kondensvand.

Endelig skal bemerkes, at 2 laboratorier forlods havde meddelt,
at de ikke kunne deltage i interkalibreringen grundet laborato-

rieombygning.

Samtlige laboratorieresultater (rédata) blev herefter oversigtsmes-
sigt samlet i 2 tabeller, der umiddelbart efter udsendtes til del-

tagerne som en farsteorientering. Dette skete den 24. spril.



3.1.

Ved sammenligning mellem opgivne telleresultater ag anfarte kim-
tal konstateredes en rekke direkte regnefejl samt at man anvender
diverse "kringlede" udregningsmetoder ndr kimtalsresultatet bereg-

nes. Forholdene belyses 1 detaljer i afsnit 3.2.

SUBSTRAT 0G FLUORESCENSFORHOLD.

[ lighed med situationen ved interkalibreringen af 37¢ kimtal og
coliforme - termotolerante kim, besluttede styringsgruppen, at
der skulle udsendes et fzlles King's agar B substrat i forbindelse

med interkalibrering af 21°%-kimtal og fluorescerende kim.

Indledende undersegelser havde vist, at der var stor forskel 1
fluorescensudvikling i forskellige King's agar B substrater. Dis-
se iagttagelser blev foretaget ved paralleldyrkninger i kommer-
cielle substrater samt Gdemse-laboratoriet's eget fremstillede.
frdvidere var det konstateret, at fluorescens, der skyldes dannel-
se af fluorescin, kun erkendes omkring de overfladeliggende kolo-
nier, jfr. artikel i Dansk Veterinertidsskrift nr. 14, under redi-

gering.

En forhands kontakt £il nogle laberatorier havde givet indtryk af,
at netop Merck-fabrikatet var meget anvendt. Da det viste sig, at
fabrikatet havde rimelige stabile egenskaber, d.v.s. ogsd med hen-
syn til forholdsvis svag fluorescensudvikling, blev det besluttet
at udsende substratet af dette fabrikat som fzlles substrat. Grun-
det resultaterne af de sammenlignende undersegelser matte man for-

vente stor variation i resultaterne vedrerende fluorescerende kim.

Af tabel 4, bilag 5, side 32, fremgdr at 56 % af laboratorierne an-

vendte Merck som eget substrat, at 18 % anvendie Gibco og at 18 %



selv fremstillede eget substrat. 8 % anferte, at de anvendte el Stru-

ers-produkt.

Af oversigten, bilag &, side 3} , fremgdr at 2o laboratorier ind-
sendte kommentarer til fluorescensforheldene. Oftest bemerkedes at

fluorescens i tilsendt substrat var ringere end 1 eget.

Halvdelen af laboratorier, der anvender Gibco og egen fremstilling
af King's agar har bemerket, at fluorescens 1 det tilsendie substrat

var ringe wudviklet.

4 laboratorier har serligt bemsrket, at fluorescens ikke udvikles

omkring dybdeliggende kolonier.

2 laboratorier har ikke pdvist fluorescerende kim i-én eller flere

prover ved analyse 1 tilsendt substrat.

Laboratorium 39 paviser kun fluorescerende kim i preve 3 1 begge
substrater og laboratorium 5o péviser overhovedet ikke fluoresceren-

de kim.



3.2 BEREGNINGSFEJL

T bilag 10 er gennemgdet, hvilke regler der ber bruges ved beregning af
kimtalsresultater ud fra pladespredningsmetoden. I visse af specialtii-
feldene (se bilag 10, pkt. B) har der ikke for laboratorierne varet til-
gengelige regler vedr. valg af relevante plader; 1 sadsnne tilfelde er af-
vigende resultater, hvor det var muligt, blot rettet ind efter omstaende

regler uden yderligere bemarkninger.

Herudover ber dog navnes tre typer afvigende resultater, der - i relation
til DS 2252 eller almindeligt anerkendte beregningsregler - mé& betegnes som

beregningsfeji:

- Telling pd "forkerte" plader: DS 2252 foreskriver, at telling sé vidt
muligt ber foretages pa plader med > 20 og < 200 kolonier. 15 laboratorier
anvendte kolonital fra plader med >200 kolonier, selv om det var muligt
fra plader med mindre udsadsmengde at opnd tal fra plader med > Z0
wolonier. (Lab. 5, &, 19, 24, 27, 29, 33, 36, 37, 39, 43, 45, 46, 48 og
49). Se i evrigt afsnit 5.4 vedr. forskel i resultat ved telling pd
forskellige plader.

-  Forkert gennemsnitsberegning ved anvendelse af kolonital fra plader med
forskellig udszdsmengde: 5 laboratorier, der 1 specielle tilfazlde har
villet medtage mere end de normale 2 kolonital til det endelige gennemsnit,
har ikke beregnet dette pd den korrekte made (Lab. 16, 19, 41, 49, 50). Den
korrekte gennemsnitberegning fremkommer ved ™Summen af kolonital pa
relevante plader divideret med udsadsmzngden pd disse plader".

-  Regnefejl: konstateredes hos 7 laboratorier ved uoverensstemmelse mel-
lem anferte tzlleresultater og opgivne kimtal. (Lab. 29, 33, 35, 36, 42,
48, 49).

Hvor det har veret muligt, er de ovenmzvnte afvigende resultater blevet
rettet, inden statistisk behandling, men det ber navnes, at det i nogle
tilfelde har varet nesten umuligt at afgere, hvorvidt et resultat indeholdt

almindelige regnefejl eller skyldtes forkerte beregningsregler.

Generelt m& det komkluderes, at der pd dette omrade ber forefindes ens-
artede beregningsregler, séledes at forskelle 1 beregningsmader ikke bi-~
drager til den almindelige variation mellem forskellige laboratorier. Bilag
10 skal betragtes som Mil jestyrelsens udkast til sédanne regler, hvorfor

kommentarer hertil i he} grad er velkomne.



RESULTATER AF BESTEMMELSE AF 219C-KIM OG FLUORESCERENDE KiM.

De anvendte data, der indgdr i de egentlige statistiske bereg-
ninger er i oversigtsform prasenteret i bilag l og Z, side 22 og 23.

Disse data er korrigeret for regnefejl m.v., jfr. 3.2.

Den statistiske behandling af resultaterne er gennemfort efter
DS/IS0 5725. Heri foreskrives, at der indledes med en outlier-
test i form af Cochrans maximum varianstest, idet laboratorier
med gutlier-resultater skal udskydes, inden beregning af repe-

terbarhed og reproducerbarhed gernnemferes, jfr. 5.

En samlet oversigt over outliers og stragglers ved bestemmelse
af 21°-kimtal og fluorescerende kim i de 3 ens preevpar i savel

eget som tilsendt substrat er samlet i tabel 1, side 13

Labcratorium 50 viser sig som outlier i sdvel preovepar 1-5 og 4-6,
mers laboratorium 3l viser sig som cutlier i prevepar 2-7. Endvide-

re fremkommer laboratorium 31 og 50 med et stragglerresultat.

w

Laboratorium 5¢c og 31 udskydes derfor helt af beregningsmaterialet.
Det samme gzlder laboratorium 49, der ikke har angivet resultater
for 2 af preverne, hvor de opgivne telleresultater ievrigt ser me-

get afvigende ud.

Efter denne sortering resterer altsd fuldt datasst fra 46 laborato-
rier og det er pd baggrund af disse resultater at beregning af mid-
delverdi, standardafvigelser, repeterbarhed og reproducerbarhed er

foretaget. Disse beregningsresultater er vist i tabel 2,side 17.

Interkalibreringens resultater bekrzftede iagttagelserne om at dybde-

kultivering reducerer det faktiske indhold af fluorescenter vasentligt.
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Det blev endvidere klart at flucrescensen udvikler sig forskel-

ligt i de forskellige King's agar B substrater.

Det skal repeteres at praovepar 4-6 indeholdt nr. Za3o 1 renkultur

og prave 3 indeholdt nr. 8 i renkultur. Sammenholdes middelverdi-
erne for 21°-kimtal i prevepar 4-6 med middelvardi for fluoresceren-
de kim i samme prevepar, genfindes gennemsnitligt la % af de fluores-
cerende kim, jfr. ievrigt figur 1. For preve 3 genfindes ca. 25 %

af de fluorescerende kim.
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&, KONKLUSIONER.

Vedrerende metode:

- Interkalibreringen af fluorescerende kim har vist, at
metoden =0S= 2252, der foreskriver dybdekultivering i King's
agar B, kun afslerer lo - 25 % af det faktiske indhold, fordi

fluorescens kun udvikles omkring overfladekolonier.

Vedrerende substrat:

- Kvaliteten af kommercielle King's agar B substrater er meget
varierende. Forholdet er iser af betydning for talling af

fluorescerends kim.

- Sammenlignes de beregnede vardier af standardafvigelse, repeter-
barhed og reproducerbarhed for 21°-kimtallet med verdierne for
fluorescerende kim, findes vardierne for sidstnavnte parameter
vesentlig hejere. Dette md iser tilskrives de varierende betin-

gelser for fluorescensudvikling.

Vedrerende laboratoriefunktion:

- Beregningsfejl har haft indflydelse p& flere labcratoriers in-
terkalibreringsresultater. Med fa undtagelser genfinder labora-

torierne indholdet af 21°C-kim ved totaltallingerne.

- Spredningen i laboratoriernes resultater for 21°C-kim udger
generelt 1,5-2 x den for metoden angivne teoretiske spredning,
hvilket stemmer cverens med internaticnale angivelser. Spred-

ningen for flugrescerende kim er dog betydeligt starre.

- Det er af betydning for korrekt resultat,at tellingen fareta-

ges pd plader med mere end 2c og mindre end Zoo kolonier.
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S STATISTISK BEHANDLING

Den statistiske behandling af resultaterne er gennemfert efter 0D5/150 5725.
Da logaritme-transformering viste sig ikke at medfere forbedring med hensyn

til mormal fordeling af kimtallene, er beregningerne generelt udfert uden

logaritmering.

5.1 Isolering af outliers

Indledningsvis er der foretaget en Cochrans maksimum varianstest for at
udelukke labaratorier, der har en varians for ens prevepar, deT er sig-
nifikant forskellig fra (= sterre end) de svrige laboratoriers varians for
tilsvarende prevepar. Er forskellen signifikant pa 1% niveau, svarende til
mindre end 1% sandsynlighed’for, at forskellen er tilfeldig, karakteriseres
laboratoriet som en outlier (= "en, der befinder sig helt uden for hoved-
gruppen'), mens laboratoriet er en straggler (= "en, der skiller sig ud fra
hovedgruppen™), hvis forskellen blot er signifikant pa 5% niveau. Grunden
til, at man vil udelukke outliers for videre bearbejdning er naturligvis,
at middelverdi, standardafvigelse o.s.v. ber beregnes uden at medtage

resultater fra laboratorier, der falder helt ved siden af.

En oversigt over outliers og stragglers er samlet i Tabel 1. P& grund af
de i afsnit 3.1 omtalte problemer vedr. tzllinger af fluorescerende kim,
er kun resultater vedr. 21° kim benyttet ved udelukkelse af outliers far
videre statistisk bearbejdning. Laboratorium 50 og 31 udskydes siledes
helt af beregningsmaterialet pa grund af outlier status, mens laboratorium

49 udskydes pa grund af manglende resultater for to af preverne.



Tabel 1. COCHRANS - OUTLIERTEST

Kim ved Z1°C

Prevepar

- 13 -

Substrat eget sendt

eget sendt eget sendt

Qutlier
Lab.nr. 50 50

Straggler
Lab.nr. - -

31 - 50 50

- 50, 31 - -

Fluorescerende kim ved 21°C

> ——— o —— o T ——

Prevepar

Substrat eget sendt

eget sendt eget sendt

Dutlier
Lab.nr. - -

Straggler
Lab.nr. - -

29, 25

- 33, 6
19, 48
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5.2 Middelverdi og standardafvigelse

Herefter resterer fuldt datasst fra 46 laboratorier. Disse data, korrige-
ret for evt. beregningsfejl (afsnit 3.2), er prasenteret i bilag 1 og Z,

nvoraf ogsd middelvardi og standardafvigelse fremgér.

Som en slags illustration af, hvarledes disse standardafvigelser svarer
til det bedst opndelige ved den anvendte metode, er der i bilag 3 illu-
streret middelverdi (mv) og teoretisk og reel standardafvigelse for 21°
kimtal fra preve 1 og 5 i eget substrat. Disse prever var jo 1 princippet
ens ved udsendelsen. Det ses, at mv er ca. 280 og 2 x standardafvigelsen
(2s reel) er ca. 140, d.v.s. standardafvigelsen er ca. 70, hvilket svarer
ganske godt til verdierne for de enkelte prever angivet i bilag 1; det ses
ogsd, at ca. 95% af de malte verdier ligger inden for mv % 25 reel,
hvilket jo er i god overensstemmelse med de statistiske regler. Herudover
er ogsd 2s teori angivet p& figuren: s teori er den teoretiske standard-
afvigelse svarende til, at en enkelt laborant havde udfert alle 92 ana-
lyser inden for et kortere tidsrum og uden anden usikkerhed end den, der

er forudsagt af teorien om Poisson-fordeling af kimtal.
EFterrPoisson-teorien er:

varians = det gennemsnitlige amtal talte kolonier pr. analyse;

i prove 1 og 5 er mv = 280 kim/ml svarende til, at der pé to plader (i

-1. fortyndingen) er talt ialt 56 kolonier, variansen burde alts& her

teoretisk vere %6 og

standarcdafvigelsen = \Vvarians =\56 = 7,5.

Da de 56 kolcnier er opndet ved telling af kim i ialt 0,2 ml preve, Opnar
vi mv udtrykt som kim/ml ved at dividere med 0,2, hvilket svarer til at
gange med en faktor 5. Derfor my = 5 x 56 = 280 og da standardafvigelsen
vokser med den samme faktor, bliver s = 5 x 7,5 = 37,5, hvilket giver Zs =
75. Disse T 25 teori er som navnt ogsd angivet pd figuren. Det ses altsi,
at den reelle standardafvigelse er nasten dobbelt s& stor som den af
teorien forudsagte. (For mulige forklaringer, se "Repeterbarhed og Repro-

ducerbarhed").
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I de ovrige i bilag 3 viste figurer er pa tilsvarende vis, men uden an-
givelse af tecretisk og reel standardafuvigelse, vist fordelingen af resul-
tater fra ens prever i eget, tilsendt og eget og tilsendt substrat. I

hver figur er tre resultatpar farbundet ved lodret linje. Herved markeres

de tre laboratorier, der har sterst variation mellem de to resultater.

Fluorescenter er ikke medtaget i disse illustrationer pd grund af den meget

store spredning, der primert skyldtes metodeproblemer.

Ved at sammenholde bilag 1 og 2 ses det, at den relative usikkerhed {stan-
dardafvigelsen i forhold til mv) er betydelig sterre ved bestemmelse af
flucrescerende kim end ved 21° kim. Et tilsvarende billede kan ses af

Figur 1: for preve 4, der var en renkultur af Ps.fluorescens, ses her, at

der kun telles 10-20% af det reelle antal fluorescerende bakterler, men
samtidigt ses, at den relative usikkerhed (f.eks. udtrykt som variations-
vosfficienten: 100 x (s:mv)%) for fluor.kim er 100 x 25,3 : 36,1 = 7O%,
mens den for 21° kim er blot 100 x 56,9 : 308,7 = 18%. Det vil sige, at
taliet af fluorescerende kim bliver alt for lavt og alt for usikkert be-
stemt. (For mulige forklaringer, se 5.3 "Repeterbarhed og Reproducerbar-

hed") .

Figur 1

Fordeling af kimtal og fluorescerende kim 1 prove 4 1 tilsendf substrat

Antal lab.
25
=N Kim
Flourescerende kim
20 middel 310
middel 36

§

200 300 400 500
Kim/mi 21 °C

o
i

o
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5.3. Repeterbarhed og reproducerbarhed

I tabel 2 er for 21° kim samt far fluor. kim angivet middelvzrdi, repeter-
barhed og reproducerbarhed for de tre prevepar i henholdsvis eget og Ti1l-

sendt substrat.

Fn regelret definition af repeterbarhed og reproducerbarhed kan ses i Rap-
port over Miljestyrelsens mikrobiologiske interkalibreringer, 1984, men det
kan kort her navnes, at repeterbarheden er et mal for variationen indenfor
laboratorier, mens reproducerbarheden er et mal for den totale variation
{alts& bdde indenfor og imellem laboratorier). Hvis bade metode og labo-
ratorier er gode, skulle reproducerbarhed altsd ikke vare meget stoerre end
repeterbarheden, som igen ikke skulle vere meget sterre end den variation,
som metoden teoretisk skal indebzre (i dette tilfazlde svarende til
Poisscn-fordelingen). Hvis reproducerbarhed er tydeligt sterre end
repeterbarhed, analyserer laboratorierne for forskelligt. Hvis repeter-
barhed er tydeligt starre end den teoretiske variation er der sandsynligvis
for stor indflydelse af andre fejlkilder (fortynding, udsad, telling) pa de

enkelte laboratorier.

Ud fra det under "middelverdi og standardafvigelse" nevnte eksempel med Z1°
kim fra prove 1 og 5 i eget substrat kan det beregnes, at den til den
teoretiske standardafvigelse svarende repeterbarhed ville vere ca. 108,
mens det fra tabel 2 ses, at den reelle repeterbarhed i dette tilfalde er
udregnet til 182. Denne forskel burde nok kunne blive mindre ved forbedret
kontrol af ovennaunte fejlkilder pé de forskellige laberatorier, men det er
ailmindeligt anerkendt, at den Poisson baserede teoretiske standardafvigelse
er udiryk for et sandsynligvis uopndeligt minimum. Derimod kunne den her
meget lille forskel mellem repeterbarhed og reproducerbarhec (182 og 187)
tyde pa, at de forskellige laboratorier udferer anmalysen pa en meget

ensartet made.
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Tabel 2. REPETERBARHED OG REPRODUCERBARHED.

Kim ved 21° C

Pravepar 1-5 1-5 2-7 2-7 4-6 4-6
Substrat eget sendt eget sendt  eget sendt
Middelverdi 282,9 276,4 2975 2939 319,3 308,4
Repeterbarhed 182 160 1147 1474 155 124
Reproducerbarhed 187 179 1731 1946 190 169

Fluorescerende kim ved 219 C

Preovepar 1-5 1-5 2-7 2-7 4-6 4-6
Substrat eget sendt egel sendt  eget sendt
Middelverdi 38,3 30,8 340 347 41,6 38,2
Repeterbarhed 51 36 341 427 45 49
Reproducerbarhed 61 55 604 695 66 72

For de svrige resultater for 21° kim i tabel 2 ser billedet ud pa nogenlun-
de samme mdde, idet der dog synes at vere en tendens til en relativt mindre
repeterbarhed og en relativt sterre reproducerbarhed end 1 ovennavnie
eksempel. Dette sidste kan som navnt skyldes forskelle imellem laboratori-
erne, f.eks. i den almindeligt anvendte laboratorieteknik (idet vi gér ud
fra at preverne, der nar frem til laboratorierne, har ens bakteriekoncen-

tration - se hilag 6).

G&F vi derimod til den anden del af tabel 2, ses det, at sével repeterbar-
hed som reproducerbarhed relativt sel er betfagteligt sterre ved underseg-
elserne for fluorescerende kim. Repeterbarheden er her i alle tilfelde
stprre end middelverdien og forholdet mellem reproducerbarhed og repeter-
barhed er betydeligt sterre end for 21° kim. Generelt md man forvente en

sterre spredning p& resultaterne, nar et indikativt princip (X fluorescens)
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medinddrages ved tellingen og evt. kan det ogsa medvirke til en sterre
relativ spredning, at fluorescenterne generelit talles pa plader med ferre

kolonier. Men angivelserne i tabel 2 viser klart, at der bdde er (for)
store forskelle mellem fluorescent-tellinger pd forskellige laboratorier og
(for) store forskelle mellem det enkelte laboratoriums gentagne

fluarescent-tellinger.

De opnaede fluorescent resultater er altsd sével uprecise (stor spredning

pa resultater) som unejagtige (kun 10-20% af den "sande" verdi).

Idet laboratorierne ved undersegelserne for 21° kim har vist, at baskterie-
koncentrationsbestemmelser kan udferes relativi praecist og nejagtigt, mé
ovennevnte fluorescent problemer primert tilskrives mangler ved den anvend-
te metode. Hvilket maske ogsd ud fra en praktisk synsvinkel kan synes
rimeligt, ndr man erindrer sig problemerne med at afgere, hvorvidt den

érkelte - tvivlsomme - koloni er fluorescerende.

5.4, Valg af plader til kimtzlling.

Den teoretiske baggrund for de tidligere navnte greanser pa 20 og 200 er
kort fortalt, at lave kolonital er for uprazcise {for ster relativ usikker-
hed) mens heje kolonital er unejagtige (for lave p.g.&. overlap af koloni-

er).

Den darlige przcision ved lave kolonital henger alene sammen med "tilfel-
dighedernes” sterre indflydelse nar meget fé& bakterier er involveret. Dette
kan matematisk beskrives ved Poisson fordelingen, mens det fra en mere
praktisk synsvinkel f.eks. giver sig udtryk i, at sandsynligheden for en sa
skev fordeling som 2-12 i -2. fortyndingen er betydelig starre end
sandsynligheden for den tilsvarende skave fordeling 20-120 1 -1. for-

tyndingen. Derfor den nedre grznse pa 20 kolonier.

Tilsvarende synes det logisk, at for mange kolonier pa en plade vil give
for mange tilfelde af sammenvoksning af flere kolonier og dermed for lave

resultater. Men en gvre grense pd kun 200 forekommer mange for lavt sat,
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hvilket da ogsd i denne interkalibrering har resulteret i, at mange labora-
torier hellere anvender plader med 200-40C kolenier end plader med 20-40

kolonier. 1 figur 2 er det ud fra tolv tilfsldigt valgte laboratoriers 21°
kimtal illustreret, hvorledes en sidan beregningsméde kan influere pa

resultatet.

Fra alie tolv laboratorier er medtaget resultater fra bade -2. og -1. for-
tyndingen. Det ses, som ventet, at den relative spredning pa resultaterne
er noget sterre ved tellinger p& -2. pladerne (gns. 29,3 kolonier) end pd
-1. pladerre (gns. 245 kolonier). Men det ses ogs, at det opndede resultat
er tydeligt lavere (16%) ved tzlling pd plader med kun lidt over 200
kolonmier i forhold til ved telling pa de korrekte plader.

Det er sdledes vasentligt at sege at overholde sével den svre som den nedre

grense ved udvelgelse af korrekte plader.

Figur 2.

12 laboratoriers kimtal bestemt udfra foriyndingerne 10_1 0g 10_2 for prv 2

i tilsendt substrat.

Antal lab.
10
S 1072 fortynding
107! fortynding
8 |-
[ . middel 2450 middel 2930

5 =L |

4 -
N
N
ar SR \
[T RS S N §;?\ A
0 1000 2000 3000 4000 5000

Kim/ml 21 °C
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46 laboratoriers kimtal bestemt |
prv.1 og 5 i eget subsirat
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46 laboratoriers kimtal bestemt i
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46 laboratoriers kimtal bestemt |
prv.2 og 7 i eget substrat
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46 laboratoriers kimtal bestemt i
prv.4 og 6 i eget substrat
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46 laboratoriers kimtal bestemt i
prv.1 i eget og tilsendt substrat
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46 laboratoriers kimtal bestemt i
prv.2 i eget og filsendt substrat
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46 laboratoriers kimtal bestemt |
prv.7 i eget og ftilsendt substrat
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46 laboratoriers kimtal bestemt |
prv.4 i eget og tilsendt substrat
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46 l|laboratoriers kimtal bestemt i
prv.6 i eget og tilsendt substrat
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46 laboratoriers kimtal bestemt i
prv.3 i eget og tilsendf substrat
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Felgende 20 laboratorier har sendt bemzrkninger
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fluorescensforhold.

vedrarende

Fabrikat
Lab.nr. Bemerkning Eget Tilsendt
] Detal jerede bemerkninger vedr. Merck verck
fluorescensforholdene
Bemarkn. svagere Fluorescens pd eget
> end tilsendt, undtagen for preve 5 Merck Merck
g Fluorescens 1 eget substrat er meget Cibco Merck
kraftig.
11 Flucrescens i eget substrat er meget Efter Merck
hedre end 1 tilsendt. DS 2252
12 Tydeligere fluorescens i eget. (In- Efter Me rok
gen fluorescens i pr.5-6-7 i tilsendt) | DS 2252
Fluorescens tydeligere i tilsendt.
16 {Bemarker at fluorescens kun ses om- Merck Merck
kring overfladekolonier).
17 Har problemer med telling af fluo- Egen Merck
rescerende kim. fremst.
21 Fluorescens pavises ikke i tilsendt Egen Merck
. substrat for 3 prever. fremst.
27 Elugrescens i eget mere udtalt end Merck Merck
i tilsendt.
24 Bemzrkes a? flgorescens-aflasnlqgen Cibeo Merok
er vanskelig pa grund af svarmning
25 Kommenterer Fluoresceqsproblematlkken Gibco MeT ok
vedrarende dybdekolonler.
29 Fluorescens tydellgsﬁ i eget, ten- Merck Merck
dens til sammenflydning.
39 Problemer med fluorescensaflasning Merck Merck
i pragve 7.
34 Bemerkning vedr. dybde: overfladeudsad | Merck Merck
36 Fluorescgns erkendes ikke omkring dyb- Gibco Merck
de kolonier
38 Fluorescens i eget substrat er bedst. |Gibco Merck
39 Fluorescerende kim pavises kun i preve 3 | Merck Merck
42 fFlucrescens er svagere 1 eget Merck Merck
50 Lab.pdviser ikke flugrescerende kim Struers Merck
Svag fluorescens i tilsendt beted
o2 vanskelig aflesning. Merck Merck




Tabel 3 : Viser det teocretiske kimindhald i de udsendte tesiprever.
Prgve 3 indeholdt nr. 8 = Pseudomonas puiida i renkultur
og preve 4 = & indeholdt nr. 2030 = Pseudomonas fluores-
cens 1 renkultur.

Teoretiske antal

Tkke Fluoresc.pr.mll Flucresc.pr.ml } Total pr.mi
Pr. 1 og > lo 350 360
Pr. 2 og 7 loo 3.500 3.600
Pr. 4 og 6 s 350 350
Pr. 3 aQ 2.000 2.000

S

Tabel 4 : Viser hvor mange laboratorier der anvendte ce forskellige

King's agar B tersubstrater som eget substrat.

28 laboratorier (56 %) : Merck - fabrikat
9 laboratorier (18 %) : Gibzo fabrikat
9 laboratorier (18 %) : Egen -~ fab. efter =0S= 2252

4 laboratorier ( 8 %) : Struers - fabrikat
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¥ =

120 INTERKAL [BRERINGSPROVER ER AFPIPPETERET 0G HERAF ER HVER ‘o.
PROVE UDTAGET TlL ANALYSE FOR INDHOLD AF KIM VED 21%C 06 FLUORES-
CENSRESTEMMELSE, TALLENE [ PARANTES ANGIVER ANTAL FLUCRESCENTER.

AMALYSEN OMFATTER SALEDES 12 PREVER,

KimraL x LOG X
195 (5 2.9
56 (25) 2.%
2% (20) 2.5
275 (15) 2,43
%o (4o) 2.38
2% (20) 2.4
285 (Zo) 2,45
3o (35) 2.4
215 (20) 2.33
Za (35 2.39
245 (15) 2.38
25 (200 2,40
% 252 (24 LOG >'<12 12,38 ~2%0
312 H 0,055
Mo
% 9 wLOG>_<12+23 = 2,58 ~3%
C‘mg“lm R -2 = 228~
TEORETISKE KIMIAL t 200/M..

W&WL

120 INTERKALJBRERINGSPREVER ER AFPIPPETERET 06 HERAF ER HVER 10,
PROVE UDTAGET TIL KIMTALSBESTEMMELSE VED 21°C. TALLENE ANFGRT I
PARANTES ANGIVER ANTAL FLUORESCENTER.

KimraL x LOG X
8 () 1.9
5 (25) 2.3
215 (45) 2.33
165 (15) 2.21
165 (25 2.2
120 (30 2.5
120 (30) 2.07
75 (o) 1 2.4
1% (725 2.7
155 (30} 2.19
195 (55) 2.8
220 (45) 2.3
% 75 () L6 X ; 2.22 ~ 168
312 : 0,116
2312 1 0,23
% 7 crmsen | 08 >'<12 +25 = 2,45~ 285
Loe>'<12-23 = 19~ @\
TEORETISKE KIMTAL : 180/M.,

Bilag 6.



Antal laboratorier

20 4

16 4

12 4
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Rilog 7.

S@ILEDIAGRAM DER VISER TEMPERATURREGISTRERING
I DE TILSENDTE TESTPREVER TIL INTER=DS=2252.

2
1 ‘ 1
[ : :l \\ ‘ :: ] ==
teq Perel®  1%ee® Lo Pered® 4%es” 8%<t<9”

Temperatur °C
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DEL TAGENDE [ ABORATORIER.

Samlet oversigt over de 50 deltagende laboratorier. Rekkefelgen

er helt uafhengig af laboratoriernes kodenummerering.

o

Milje- og levnedsmiddelkontrollen, Levnedsmiddelkontrollen 1/8,
Esbjerg ISkovlunde
Levnedamiddelkontrolenheden i Hilje- og levnedsmiddelkontrolenheden j
fFredericia Slagelse
Stedsdyrlegens Kontor-frederiksberg, {evnedsmi ddelkontrolenheden i
Kabenhavn F. Silkeborg
Nordestvendsyssels Levnedsmiddel- og Milje- Struer lLevnedsmiddelkontrol,
kontrol, Frederikshavn Struer
Levnedsmiddelkontrollen 1/5, Frederiksborg Amt | Levnadsmiddelkontrolenheden
Vest, frederikssund i Svendborg
Levnedsmiddelkontrollen, Miljehygiejnisk labo-|Levnedsmiddelkontrollen i
ratorium, Haderslev Senderborg
Milje- og levnedsmiddelkontrollen i Mil ja- og levnedsmiddelkontrolenheden i
Helsingoer Thisted
Levnedsmiddelkontrollen i Hygiejnelaboratoriet i
Herning Tender
Levnedsmiddelkontrollen i Milje- og levnedsmiddelkontrollen i
Hillered Varde
Hierring kommunale levnedsmiddelkontrol, Levnedsmiddelkontrollen i
Hierring Veile
#ilje- og levnedsmiddelkontrolenheden i Viborg Levnedsmiddelkontrolenhed,
Holbek Viborg.
Milje- og levnedsmiddelkontrolenheden i Hygiejnisk Forvaltning, laboratoriet for milje
Holstebro og levnedsmidler, Aalborg Pst
Levnedsmiddel- og mil jetilsynet,
Arhus N.
Levnedsmiddelkontrollen i Det kommunale leborastorium i
Kebenhavn Abenrd

Felleskommunal levnedsmiddelkontrol, Kebenhawvn
Amt Vest, Glostrup

Milje- og levnedsmiddelkontrollen Kege Bugt Alfred Jergensens Geringsfysiologisk laborator:-

1/5, Kege um A/S, Kabenhavn V.
Milje- og levnedsmiddelkontrollen i Dansk Handels- og Lendbrugslaboratorioum,
Nykebing F. Ddensge
Milje- og levnedsmiddellaborstoriet, R. DON's, Vendenalytisk lsborstoriuvm,
Nectved e T um
#ilje- oy levnedsmiddelkontrolenheder i vanokvalitetsinstituttet,
Odense Horsholm
Renders Levnedsmidoelkontrol, Den kgl. Veteriner- og Landbohejskole, Inst.for
Randers Veteriner mikrobiologi og hygiejne,Kebenhavn V.
Miljehygiejnisk lsboratorium, Levnedsmiddel- {Steins Laboratorium,
kontrollen, Ribe Albertslund
Milje- og levnedsmiddelkontrolenheden i Veterinerdirektoratets Laborstorivm,
Ringsted Ringsted
Levnedsmiddelkontrollen i Roskilde 1/5, A/S Qvist's Laboratoriom,
Roskilde Risskov
Bornholms Levnedsmiddelkontrolenned, Arhus Universitet, Hygiejnisk Institut,
Renne ) Arhus C.
Levnedsmiddelleboratoriet, Kemikaliekontrollens mikrobiologiske laborstori-
Sakskebing um, Seborg .

Keberhavns Vendforsyning,

Kebenhavn

Sjelese Vandverk,
Harsholm
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MILIO- OG LEVNEDSMIDDELKONTROLENHEDEN
ODENSE DEN o5. marts 1985.
Mikrobiologisk laboratorium. I.NR:7.4-3/B4-88.
LILLE TORNBIERG VEJ 23 5220 ODENSE $2 REF.. A-BC/in.

TLF {09y 12 13 72

Attention:

Til de deltagende laboratorier i miljestyrelsens interkalibvrering: M57-3/85.

Inter =05z 2252

Fermélet med denne interkalibrering er at bestemme przcisionen
p4 undersegelsesmetoden: =DS= 2252, udtrykt ved repeterbarhed
{r) og reproducerbarhed (R), jfr. IS0 53725.

Det er hemsigten, efter behandling af interkslibreringsresulta-
terme i styringsgruppen, at miljestyrelsen kontakter de labora-
torier, der finder afvigende resultater.

Miljestyrelsen har i skrivelse af 21. februar 1983, j.nr. 84-20413-8, som
ansvarshavende meddelt gennemfarelsen af en mikrobiologisk interkalibrering

pd kunstige recipientprever i uge 1Z.

Det tilharende analvsemateriale: 7 recipientpraver, merket: 1, 2, 3, &4,
5, 6 og 7 og én vandpreve mzrket: Temperaturregistrering/red tapestrimmel,
vil i overensstemmelse hermed blive udsendt den 18 marts 1985 i termocon-

tainer fra Milje- og levnedsmiddelkontrolenheden i Odense.

Forsendelsen er adresserst til det enkelte laborateriums kontaktperson som

ekspres og rekommanderet forsendelse.

Analysematerialet vedlzages kopi af narverende skrivelse og rapporterings-

skemaer.

idet det md tilstrzbes at give ensartede betingelser for alle deltagende
laboratorier og dermed sikre muligheden for at opnd optimale resultater
skal felgende forhold iagttages:

-2



Modtagelsesforhoid:

-

Substrat:

Analysen:

Termocontaineren kan forventes modtaget pd samtlige
laboratorier tirsdag den 19. marts 1985, Tidspunktet

for modiagelsen noteres.

Containeren &bnes pa laboratoriet sdvidt muligt kl.

io,00 og herefter pabegyndes analysearbejdet.

Der foretages straks en temperaturmdling med termome-
ter (¥ 19's nejagtighed). Termometret skal forud vare
nedkelet til omradet 0-5° C. Temperaturen males kun i
vandpreven merket: Temperaturregistrering (red tape’
og derne preve snvendes ikke til analyse. Temperaturen

afleses inden for lo sek.

Termoelementerne fjernes fra kassen og umiddelbart her-

efter anbringes isvand cmkring preverne.

Temperaturen i lokalet ncteres.

Kings agar B. tersubstrat, merkei: Inter =05z 2252, af
samme batch-nummer, fremsendes hermed til samtlige labo-
ratorier.

Undersegelsen gennemferes ved dyrkning i laboratoriets
eget substrai samt parallelt hermed i det tilsendte
substrat. :

Begge substrater tilvarkes neje i overensstemmelse med
=D5= 2252.

Oples 33,3 g tersubstrat i 1 1tr. glasdestilleret vand
og tils#t lo,o g glyvcerol, opvarm til kogepunkt. Oples-
ningen steriliseres ved 121° € i 15 minutter. Slut pH
er da 7,1 T G,1 v. 21° ¢,

Af hensyn til bearbejdning af talmaterialet, der frem-
kommer i forbindelse med nerverende interkalibrering,

er det vesentligt:

at vandpreverne opbevares ved 0-5° € fra k1. lo,oco,
anbring derfor isvand i den gré transportkasse om-
kring vandpreverne indtil den sidste prave tages i

brug.

-3a
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_3-

at fremstilling af fortyndinger, udsad af preverne samt
kimtzlling udferes af én og samme laborant, naje i
overensstemmeise med =DS= 2252 med anvendelse af

kortest muliq amalysetid.

at der 1 samtlige 7 vandprever, merket 1, 2, 3, 4, 5, &
og 7 bestemmes kimtal ved 210 C semt antal fluorescen-
ter, jfr. =05z 2252 med laborasioriets egetl substirat
samt det tilsendie substrat. Frz samtlige 7 prever
fremstilles én fortyndingsrakke til og med lo'a.
Ber foretages udsad fraden ufortyndede prave samt
fra samtlige fortyndinger. Preverne anmalyseres i den
rekkefalge de er nummerede.
{Bemerk at kimtallet 1 den ufcrtyndede preve kan af-
vige fra kimtal i de evrige fortyndingef pé& grund af

transportmediets indhold af konserveringsmiddel).

Regigtrering af znalvysedata:

Resultaterne noteres pd medfslgende skemaer {jfr. eksem-
pel ;.

S&fremt enkelte rubrikicer ikke kan udfyldes, bedes &rsag
hertil anfert under bemerkninger. Endvidere skal evt. af-
vigelser fra ovennazvnte procedure ellier fra forskrift i
=0S= 2252 noteres af hensyn til semere vurdering af re-

sultaterne,

Skemaerne_returneres i udfyldt stand til miljestyrelsen,
att. Holger Pedersen, Hygiejnisk-kemisk/5. kontor,

Strandgade 29, l4ol Kebenhavn K, senest den 29. marts 1985.

HUSK AT ANFBRE KODENUMMER pa alle 3 skemaer, jfr. miljestyrelsens skrivelse
af 21. februar 1985. I tilfelde af uregelmessig forsendelse eller tvivl vedre-

rende anzlyseforhold rettes henvendelse enten til miljestyrelsen, t1f. nr.
fol. 57 83 lo, lok. 342 eller til Hilje- og levnedsmiddelkontrolenheden i
Odense, t1f. nr. {09, 13 13 72, lok. 5613.

Termocontainer samt kalelegemer returneres i papkassen ti} Milje- og levneds-

middelkontrolenheden i Odense.
P. 1. v.

A.-8. Christoffersen

3 bilag: Checkliste og rapporteringsskemaer.



INTER =DS= 2252. J.nr.:

Kodenummer :

Bilag 1.

CRECKLISTE TIL TIRSDAG DEN (9. marts 1985,

FORARBEJDE :

Eget substrat, fabrikat og batehnr.:

Eget substrat er tilvirket dato:

Sammensetning af eget substrat:

Yilsendt substrat er tilvirket dato:

Termometer nedkeles til 0-57 ¢,

MODTAGELSE ;

Container er modtaget, dato: kl.:

Container er Abnet dato : kl.:

Temperzturen i rer med red tape miles. {(max. lo sek.)
Anbring isvand i grd kasse omkring preverne.
Temperatur i lokalet:

Starttidspunkt kl. lo,oo0.

UNDERS@GEL SEN:

Der fremstilles én fortyndingsrekke fra preve 1. Der udsds
fra ufortyndet preve til og med lo"a, i savel eget som til-
sendt substrat.

Samme procedure for resterende 6 praver.

Dyrkningstemperatur:

BEMARKNINGER:

Returneres senest 29. marts 1985 til:

Mil jestyrelsen INGEN UNDERSKRIFT

att. dyrl=ge Holger Pedersen
Hygiejnisk-kemisk/3.kontor

Strandgade

HUSK KODENUMMER.
29, 4ol Kebenhavn K.
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i1l 2.

INTER =S= 2257 KODEN MR

EGET SUBSTRAT:

M : .
TaTAL KIMTAL 21° C: FLUORESCERENDE KIM:

-1 1072 167> 104 Kimtallst/ml 16° Lo~t 10~2 -3 -4 fluorescerende

lo la 4a kim/mk

Prave nr. lo

i
i 1o% Z ﬂ; 1

94 /////{ 19

-

Eksempal 160

\\\‘
SN AN

Prove 1

Preve 2

Prave 3

Prave &

Prove 5

Preve 6

Prave 7

Bilag 3.
KOENMYR,;

INTER 5= 257

TILSENOT SUBSTRAT:

TOTAL KIMTAL 21° C: FLUORESCERENDE KIM:

-3 1 -4 Fluorescersnde
o kim/ml

lo

7

/ 120 lo9c :/ 12 160
= U

Prove nr. 16° 107t 1072 1077 io Kimtallet/ml ° 1071 1072 lo

Eksempel

Prave 1

Prave 2

Preve 3

Prave &

Prove 5

Prove &

Prave 7
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Bilag 10

Beregningsregler vedr. kolonitzllinger og kimtalsbestemmelser i rela-

tion til bakterioldgiske vandundersegelser

Nedennavnie generelle tzllingsprincipper ved pladespredningsmetoden (dybde-
eller overfladeudsad) vil danne grundlag for Miljestyrelsens supplement til
DS 2251, DS 2252, DS 2253 og DS 2254. Kommentarer til regler og eksempler

er 1 hej grad velkomne.

Det overordnede princip er som navnt i standarderne, at der altid skal tal-
les i den fortyndingsrzkke, hvor hver plade indeholder > 20 og < 200 kolo-
nier. Dette volder i de fleste tilfzlde ingen problemer - se eksempel 1.
Der vil dog naturligt opstd grensetilfelde, hvorfor det kan vere relevant
med felgende simple.regler for korrekt beregning af bakteriekoncentratio-
nen. Det er forudsat, at der anvendes udszdsmengder svarende til tifolds-
fortyndinger, samt at der sds ud p& to 90 mm petriskdle for tver for-

tynding.

A) Netop én udsadsmengde giver 2 plader med >20 og <200 kolonier:

Antallet af kolonrier divideret med den totale udsadsmengde pd disse to

plader = resultatet, der altid afrundes til to betydende cifre;
Eksempel 1.

B) Fra to p& hinanden felgende udsedsmangder giver alle fire plader kolo-

nital inden for eller i narheden af intervallet >20 og « 200 kolonier:

Antallet af kolonier divideret med den totale udsadsmengde pd disse

fire plader = resultatet; Eksempel 2 og 3. Bemerk dog: Hvis kolonital-

lene ikke synes at vere i overensstemmelse med det anvendte ti-folds~
fortyndingssystem, ber det ved en x 2-—test underseges, hvorvidt af-
vigelserne, statistisk set, kan siges at skyldes tilfeldigheder - synes
de forskellige kolonital ikke opstdet ved tilfaldigheder, bar evt.
fejlkilder underseges, og det eller de afvigende kolonital udelukkes

ved beregning af endeligt resultat; Eksempel 4. (Se Niemeld, kap. 3).

C) Alle plader <20: Anvend kun de to plader svarende til den sterste ud-

sedsmengde; Eksempel 5. (Bemzrk: stor relativ usikkerhed).

D) Alle plader >200: Anvend kun de to plader svarende.til den mindste ud-

sedsmengde; Eksempel 6. (Bemerk: plader med kolonital > 300 ber i prin-

cippet kun give anledning til semikvantitative resultatangivelser).
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EKSEMPLER: Kolonital og resultater ved dobbelt udszd

Eksempel 1 2 3 4 6
£ b)
s 0,1 540 450 210 190 utes uT | uT Ut 10 uT Ut
o —~

[«
<o a) c)
5 E_D,al 3597 50 23 18 195 185 { 195 97 UT UT
5 .
o
§ & 0,001 17 0 5 22 20} 2220 890 975
5w
Em
é"g 0,0001 0 G 0 0 4 0 220 290
Antal
kolonier 85 441 422 237 27 510
Udsadsmengde
(ml) c,02 0,22 0,022 0,012 0,2 + 0,0002
Resultat
(bakt/ml) 4.300 2.000 19.000 20.090 140 2.500.000

a) Understregede tal er medtaget i beregningerne

b) UT = Utellelig

c) Dette tal er mistankeligt og X?—test viser, at det ikke bar medtages i
resultatberegningen (se ref. 6, kap. 3).
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