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Analysekvalitet

1. Formal med 15. interkalibrering.

Formalet med Miljestyrelsens 15. mikrobiologiske interkalibrering er
at vurdere laboratoriernes analysekvalitet 1 forbindelse med bestem-
melse af det totale kimtal efter "DS 2217. Vandundersegelse. Bestem-
melse af 37°C kimtallet i svemmebassinvand ved membranfiltrering”.

Laboratorierne blev anmodet om ved samme lejlighed at bestemme an-
tallet af hemolytiske bakterier og identificere disse i henhold til DS
2217, ligesom laboratorierne blev bedt om at bestemme antallet af
Pseudomonas aeruginosa efter "DS 268. Vandundersegelse. Bestem-
melse af Pseudomonas aeruginosa 1 vand ved membranfiltrering”.
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Identifikation

Undersogelse
efter DS 268

2. Gennemforelse af 15. interkalibrering,
2.1. Generelt. |

Miljestyrelsen meddelte i brev af 23. september 1992 gennemfarelsen
af 15. mikrobiologiske interkalibrering pa simulerede vandprﬁver iuge -
48 1 1992, og der blev tillige givet kodenumre,

Den 02. november 1992 fremsendte Referencelaboratoriet vejlednin-
gen, mens provematerialet blev afsendt den 23. november 1992 som
ekspres og rekommanderet forsendelse til forventet modtagelse pa
samtlige deltagende laboratorier den 24. november 1992,

I interkalibreringen deltog 47 laboratorier, nemlig 38 milje- og lev-
nedsmiddelkontrolenheder og 9 private laboratorier (bilag 4).

2.2, Koncentraternes kodenumre og indhold.

Provematerialet bestod af 4 nedkelede koncentrater, benavnt 1, 2, 3
og 4, der hver indeholdt 5 ml transportmedium tilsat testkulturer. End-
videre medsendtes til temperaturregistrering et rer, der indeholdt for-
tyndingsvaske og var market med red tape.

2.3. Testkulturer.

Som testkulturer blev der i de identiske koncentrater 1 og 3 anvendt
3 bakteriearter, nemlig Pseudomonas acruginosa, Staphylococcus aure-
us og Bacillus cercus, mens de identiske koncentrater 2 og 4 indeholdt
Pseudomonas aeruginosa og Staphylococcus aureus.

2.3.1. Pseudomonas aeruginosa.

Den anvendte Pseudomonas aeruginosa, der er en gram negativ stav,
er identificeret under anvendelse af API 20 NE.

Den er katalase positiv, oxidase positiv, nedbryder glukose oxidativt
i Hugh & Leifsons medium og hydrolyserer kasein i malkeagar. Bak-
terien udviser fluorescens i varierende grad, og fluorescensen er ty-
deligere pa cetrimid-nalidixinsyre-agar end pi melkeagar. Pigmenterin-
gen varierer og er gul og gren pa cetrimid-nalidixinsyre-agar og mzl-
keagar.

Ved to pi hinanden folgende membranfiltreringer af samme preve-
mangde fra samme prove veksler forholdet mellem antallet af gule og
grenne kolonier pd de to filtre. Under anvendelse af Gelman filtre,
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prod. 66068, lot 2080208, sterile, GN-6 grid, 0.45 pm, 47 mm varnerer
kolonisterrelsen ligeledes, idet kolonieme pd cetrimid-nalidixinsyre-
agar kan bade vare smi og velafgrensede og derfor lette at tzlle eller
store og sammenflydende og dermed vanskelige at teelle. Ved to pd
hinanden felgende membranfiitreringer af samme provemangde fra
samme prove er forholdet mellem antallet af store og smé kolonier
saledes forskelligt pa de 2 filtre, ligesom forholdet mellem store og
sma kolonier kan variere uathaengig af antallet af kolonier pa filtrene. -

P2 filteret pa blodagaren fremtraeder kolonierne af den anvendte P. ae-

_ ruginosa ligeledes meget varieret med hensyn til sterrelse og form,

men iser pigmenteringen er forskellig fra koloni til koloni, idet
kolonierne kan vere gra-, gren-, rad-, brun- og gulpigmenterede samt
have nuancer af disse farver. Der kan optrede en grenfarvning om-
kring kolonien eller en svag grenlig opklaring af blodet efter 24-48
timer, men fanomenet er inkonstant, idet antallet af kolonier, der viser
opklaring eller grenfarvning i lebet af dette tidsrum ved to pa hinan-
den falgende membranfiltreringer af samme mangde fra samme prave
varierer pa de to filtre.

2.3.2. Staphylococcus aureus.
Den anvendte Staphylococcus aureus er en gram positiv coc, der er
identificeret under anvendelse af API Staph.

Den er katalase positiv, oxidase negativ, nedbryder glukose fermenta-
tivt i Hugh & Leifsons medium, hydrolyserer ikke kasein 1 malkeagar
og er ikke fluorescerende.

P4 filteret pa blodagaren fremirzder kolonierne smé og flade samt bei-
ge eller brunlige. Der kan optreede heemolyse efter 24-48 timer, men
dette er inkonstant, og antallet af fremkomne hamolytiske kolonier pa
filtrene 1 lobet af dette tidsrum varierer ved to pa hinanden felgende
membranfilireringer af samme mengde fra samme preve.

2.3.3. Bacillus cereus.
Den anvendte Bacillus cereus er en gram positiv stav, der er iden-
tificeret under anvendelse af API 50 CHB.

Den er katalase positiv, oxidase positiv, nedbryder glukose fermentativt
i Hugh & Leifsons medium, hydrolyserer kasein 1 meelkeagar men er
ikke ﬂuorescerende

Da Bacillus cereus er i stand til at vokse pd cetrimid-nalidixinsyre-
agar, ndr den er til stede i en vis sterrelsesorden, kan den vare af dif-
ferentialdiagnostisk betydning ved identifikation af Pseudomonas aeru-
ginosa. Som det ses af ovenstdende, er reaktionerne ens for disse 2
bakterier med undtagelse af reaktion i Hugh & Leifsons medium og
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evnen til at flyorescere.

P4 filteret pé blodagaren fremtraeder kolonieme lysebrune og hammer-
sldede og altid med tydelig heemolyse efter 24 timer.

2.4, Provernes sammensatning.

2.4.1. Fremstilling,

Koncentraterne 1 og 3 blev fremstillet med henblik p4, at der i1 de far-
dige prever 1 og 3 ville vare et kimindhold pa ca. 200 kim pr. 100 ml
ved 37°C pd blodagar samt ca. 40 Pseudomonas acruginosa pr. 100 ml

pa cetrimid-nalidixinsyre-agar ved 42°C. Prave 1 og 3 indeholdt sile-
des:

ca. 50 Bacillus cereus pr. 100 mi,
ca. 60 Pseudomonas aeruginosa pr. 100 mli,
ca. 90 Staphylococcus aureus pr. 100 mi,

Koncentraterne 2 og 4 blev fremstillet med henblik pa, at der i de feer-
dige prever 2 og 4 ville vare et kimindhold pa ca. 2000 kim pr. 100
ml ved 37°C pd blodagar samt ca. 400 Pseudomonas aeruginosa pr.
100 ml pd cetrimid-nalidixinsyre-agar ved 42°C. Prave 2 og 4 inde-
holdt siledes:

ca. 600 Pseudomonas aeruginosa pr. 100 mi,

ca. 1400 Staphylococcus aureus pr. 100 ml.

2.4.2. Antal Psendomonas aeruginosa. :

Forberedelserne til udsendelse af preveme wviste, at Pseudomonas
aeruginosa er talrigere forckommmende pa blodagar end pé cetrimid-
nalidixinsyre-agar, idet udseed af samme mangde fra samme prove pi
de 2 n®vnte substrater gav ca. 25-50 % flere P. acruginosa pa blodagar
end pé cetrimid-nalidixinsyre-agar, dog afhangig af arten af de evrige
tilsatte testkulturer og disses antal. Forholdet mellem antal P. aerugino-
sa pA de 2 substrater manifesterer sig desvarre ikke tydeligt ved
iagttagelse af homogenitetsresultaterne (bilag 5), idet ikke alle P.
aeruginosa kolonier, som navnt i punkt 2.5.2, udviste hemolyse.

2.5. Homogenitet. -

2.5.1. Underssgelse. :

Provematerialets homogenitet blev undersagt, og resultatet af homo-
genitetsundersegelsen fremgar af bilag 5. Der blev pr. prevepar udtaget
10 koncentrater, og udtagningen af disse fordeltes jeevnt over hele af-
tapningsperioden. Koncentraterne blev opbevaret i termocontainer ved
0-5°C 1 24 timer, hvorefter preveme blev fremstillet som beskrevet i




 B. cereus haemolyse

@vrige heemolyser

vejledningen og demast undersggt 1 henhold til DS 2217 og DS 268.
Den statistiske bearbejdnmg af homogenitetsresultaterne, hvis konklu-
sion fremgar af bilag 2, viser, at der ikke er fundet signifikante stan-
dardafvigelser mellem proverne, vurderet pa baggrund af standardafvi-
gelser for repeterbarhed.

2.5.2. Haemolytiske bakterier.

De anvendte testkulturer er alle til en vis grad hemolytiske pa filteret,
men kun Bacillus cereus fremkalder en tydelig hamolyse efter 24 ti-
mer. Antallet af Bacillus cereus er aflest pad 10 ml filteret, idet dens
store hazmolyse ger det meget vanskeligt og dermed unejagtigt, at af-
lzese mere end ca. 20 hamolytiske kolonier af den sterrelse pa et filter,
og tilstedevaerelsen af andre haemolytiske bakterier vanskeliggor yder-
ligere aflesningen. Det ber dog bemzrkes, at et tzlleinterval pd 0-20
hamolytiske kolonier naturligvis giver en storre statistisk usikkerhed
end det normalt anvendte tlleinterval pa 20-200 kolonier.

P. aeruginosa og S. aureus kan i nogle tilfelde fremkalde hamolyse
efter 24 timers inkubation, mens de i andre tilfzlde ferst fremkalder
hamolyse efter 48 timers inkubation. Heemolyser udviklet efter 48 ti-
mer utydeligger imidlertid ofte haemolyser, der er udviklet efter 24
timer. Der er dog ikke altid udviklet hemolyse efter 48 timer, og
evnen til at fremkalde hzmolyse hos disse 2 bakterier er siledes in-
konstant, n3r de befinder sig pd et membranfilter, Efter l&ngere tids
inkubation, d.v.s. mere end 48 timer, er hamolyseformerne uhyre van-
skelige at skelne fra hinanden, ligesom det er vanskeligt at afgere,
hvorvidt alle kolonierne udviser hamolyse. Pa grund af disse meget
vanskelige aflesningsforhold er hzemolytiske kolonier af P. acruginosa
og S. aureus i preve 1 og 3 ligesom Bacillus cereus afleest pa 10 ml
filteret, mens hazmolytiske kolonier af P. aeruginosa og S. aureus i
preve 2 og 4 er aflest pd 1 ml filteret. De hemolytiske kolonier af P.
aeruginosa og S. aureus er siledes ogsd aflaest under anvendelse af
teelleintervallet 0-20 for hver kolonitype. Som felge af ovennavnte
forhold kan der ikke opstilles en eksakt referenceveerdi (jf. bilag 5) for
antallet af hamolytiske S. aureus og hamolytiske P. aeruginosa 1
proverne, hverken efter 24 timer, 48 timer eller senere.
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3. Resultater.

3.1. Andringer af afleverede eller indtastede resultater.

" Laboratoriernes analyseresultater skulle vare Miljestyrelsen i hande

senest den 04. december 1992.

Udskrift af de modtagne radata, der skulle bearbejdes statistisk og
-séledes anvendes til vurdering af laboratoriernes analysekvalitet, blev
fremsendt ti] laboratorierne den 14. december 1992. Disse ridata frem-
gér af bilag 1, d.v.s. totale kimtal pr. 100 ml ved 37°C i 24 timer pa
blodagar.

P4 grund af den mangelfulde beskrivelse i DS 2217 vedrarende iden-
tifikation af heemolytiske bakterier, og problemer vedrarende afleesning
af fluorescens i DS 268, blev. det besluttet, at de evrige ridata ikke
skulle anvendes til statistisk bearbejdning. Udskrift af disse modtagne
radata fremgar af bilag 3, og blev fremsendt til laboratorierne den 28.
december 1992. Disse rddata, d.v.s. identifikation og afleesning af an-

tallet af hamolytiske bakterier efter DS 2217 og bestemmelse af Pseu-

domonas aeruginosa efter DS 268, den anvendte metodik eller andet,
som laboratorierne har benyttet til at opna disse resultater, md ikke og
kan ikke i nogen henseende anvendes til bedommelse af laboratorierne.

De indtastede ridata blev sdledes fremsendt til alle deltagende labora-
torier, og det enkelte laboratorium havde p3 denne made mulighed for
at sikre, at de afsendte resultater var sivel korrekt afleverede som ind-
tastede. Folgende resultater blev &ndret af laboratorierne:

Antallet af Pscudomonas aeruginosa pr. 100 ml ved 37°C.i 24-48 timer
pé blodagar:

Lab.nr. 17, preve 1. 50 blev tilfgjet.

Lab.nr. 17, preve 2: 700 blev tilfejet.

Lab.nr. 17, prave 3: 40 blev tilfojet.

Lab.nr. 17, preve 4: 600 blev tilfgjet.

Lab.nr. 23, preve 3: (Pseud.) blev slettet.

Lab.nr. 23, preve 4: (Pseud.) blev slettet.

Antallet af Pseudomonas aeruginosa pr. 100 ml ved 42°C i 48 timer
pé cetrimid-nalidixinsyre-agar:
Lab.nr, 22, preve 1: 3500 blev rettet til 35.

. Lab.nr. 22, preve 3: 3500 blev rettet til 35.




Totale kimtal

Kursiv

DS 2217

DS 268

DS 2217

DS 268

DS 268

3.2. Statistik.

3.2.1. Statistisk afvigende resultater.

Vandkvalitetsinstituttet foretog herefter den statistiske bearbejdning af
resultaterne for totale kimtal pr. 100 mi ved 37°C i 24 timer pa blod-
agar, og konklusionerne fremgér af bilag 2.

3.3. Laboratoriernes bemerkninger til DS 2217 og DS
268. :

Af dette afsnit fremgar laboratoriernes bemarkninger til DS 2217 og
DS 268. Marginbemerkningerne (kursiv) angiver Referencelaboratori-
ets oplysninger, der er tilfgjet for at anskueliggere, hvilke emner labo-
ratoriernes bemarkninger omhandler.

Lab.nr. 0.

DS 2217: 6.2. Dyrkningsmedium, der skal anvendes blodagar (BA),
men denne sammensetning findes beklageligvis ikke som kommerciel
tilgeengelig, hverken hos Oxoid, Difco eller Merck.

DS 268: Samtlige kolonier var meget udflydende pa filtrene, og dette
gjorde aflzsningen meget vanskelig.

Hugh & Leifsons viste ikke en overbevisende reaktion (forsggt 2 gan-
ge med reference).

Lab.nr. 1. ‘
DS 2217 mangler anv:smng pa resultatberegnmg for tal <20 og > 100.

Lab.nr. 5.

Bemarkninger: Hugh Leifsons Medium.

Pi alle rorene fra melkeagarpladerne er de oxidative rer gule pa
overfladen og har svagt endret farve langs stikket samt 1 den everste
del af reret.

P4 de fermentative rer er der ikke farveendring pa overfladen men
ganske svag andring langs med stikket.

Den samme reaktion udviser vores egen stamme af Pseudomonas ae-
ruginosa.

Vi har derfor konkluderet at bakterierne var Pseudomonas, pé trods af
den afvigende reaktion.

Lab.nr. 7.

Efter dyrkning af subkultur pa malkeagar (24 timer ved 42°+-0,5°C)
blev petriskalene sat i keleskab (2 degn 5°C) for senere aflesning af
fluorescens. Det viste sig at vare meget svart med sikkerhed at afgere,
om der var fluorescens,

Ved fluorescensundersegelse pa malkeagar petriskéle taget direkte fra



r

D§ 2217

DS 268

DS 268

DS 2217

42°C var der ikke dette problem. Det ber navnes i forskrift, at fluo-
rescens kan nedsattes/forsvinde efter opbevaring i keleskab, og at
aflasning derfor ber ske pd petriskdle taget direkte fra 42°C,

Lab.nr. 8.
DS 2217:

1) Undersagelse for hamolytiske bakterier ber beskrives narmere.

2) Fortyndingsvasske: Narmere forskrift om hvordan pH kan blive 7,0.
3) Altid inkubation i 48 timer. '

4) Udregning: Mangler beskrivelse af visse tilfzelde.

DS 268:

1) Fortyndingsveeske: Se ovenfor.

2) Aflzesning af Cetrimid-nalidixinsyre-agar: Ved tzlling ber man om
muligt skelne kolonimorfologisk. Max. antal kolonier pr. ﬁlter skal an-
gives.

3) Narmere beskrivelse af fluorescensen mangler

Lab.nr. 11.

Vedr. DS 268: Adskillelse mellem aeruginosa og cepacia biotype C
har i hvert fald ved interkalibreringen veret vanskelig, da fluorescens
har varet svag og atypisk, men dog erkendelig for nogle af de
udvalgte kolonier. Kriteriet forekommer usikkert. (Til "daglig" er der
set bedre overensstemmelse mellem preve og referencestamme).

Lab.nr. 12. _ _

1. Vedr. aflesning i henhold til anvisningen for DS 2217.

Som det fremgar af medsendte resultatskema for preve nr. 4 kunne der
ikke konstateres vaekst af hemolytiske kolonier efter 24 timer, jfr. DS
2217 punkt 4: definition.

Laboratoriet ville ved en normal preve herefter have registreret re-
sultatet og afshutiet undersogelsen, da der ikke kunne konstateres "smi
og usikre hemolyseformer”, jfr. DS 2217 pkt 8.2: behandhng sidste
afsnit.

Petriskélene biev dog fortsat inkuberet i ca. 48 timer; efter ca. 24 timer
konstateredes en begyndende B-(?)toksinpavitkning af substratet, og
efter yderligere 24 timer (d.v.s. efter i alt 72 timers inkubation) en
begyndende hemolyse.

Ved isolation konstateredes, at der formentlig var tale om Staphylococ-
cus-species, dog sandsynligvis ikke S. aureus.

Yderligere identifikation blev ikke foretaget, da det dels blev skennet,
at de isolerede bakterier ikke opfyldte kriterierne, som er beskrevet i
DS 2217, og dels ville have beslaglagt personale i et omfang, som der
grundet deltagelse 1 Miljestyrelsens samtidig forlebende metodeafprov-
ning ikke var til ridighed.

Rédata blev dog registreret pd laboratoriet og vil kunne stilles til
disposition, safremt dette onskes.

Sifremt "ingen hemolyse” - efter 24 timer - skal sidestilles med "smé
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Danske Standarder
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DS 2217/DS 268

og usikre hazmolyseformer” ber dette prazciseres ved en fremtidig
revision af DS 2217,

2. Vedr. anvendelsen af DS 268:

Laboratoriet skal fortsat udtrykke en mild forbavselse over den pabudte
anvendelse af malkeagar (jfr. DS 268, pkt. 6.3.1); substratet er ikke
seerligt hensigtsmassigt, da der sker en dérlig udvikling af fluorescens

og pigmenter. _ _
DS 268 ber revideres pa dette punkt.

Lab.nor. 16.

I DS 2217 stdr der under aflasning og identifikation, at der skal regnes
med filtre med < 100 kolonier, hvilket vi har gjort ved interkalibrerin-
gen. Vi anser det dog for mere sikkert at tzlle op til 200 kolonier pd
et filter athangig af kolonitethed til kimtal og s& telle hemolytiske
bakterier pa et filter med max. 100 bakterier.

Lab.nr. 17.

Indledende skal det anbefales, at DS's metoder samt andre metoder
foreskrevet af Miljostyrelsen gennemgés kritisk med henblik pa kon-
sekvens i metodernes angivelser, herunder udregning og angivelse af
resultater,

Fx. synes det ikke logisk, at der i en metode som DS 2217, hvor der
anbefales spring i udsed pa faktor 10, angives afleesning i et interval,
hvor forskellen 1 ydergranse er faktor-5 (20-100)! :

Da der med hensyn til udregning og angivelse af resultater i vejlednin-
gen til interkalibreringen er henvist til:

- Onentcrmg fra Miljostyrelsen, nr, 7, 1986, der vedrarer pladespred-
ning (dybde- eller overfladeudsad),

- DS 2217, jfr. fernevnte problematik,

- DS 268, der ikke angiver grenser for acceptable kolomtal pr. mem-
branfilter,

har laboratoriet baseret sine resultatangivelser pa en faghg vurdering
af de enkelte prevers "udseende” pd membranfiltrene.

Det er velkendt, at beregning af kimtal p3 basis af et lille kolonital er
behazftet med relativ stor usikkerhed.

Til gengzld fandt vi, at en evre greense pa 100 (som anbefalet i DS
2217) var for lav, idet der ved kolonital i omrddet 100-200 stadig var
tale om distinkte, lettzllelige kolonier pd membranfiltrene.

Lab.nr, 24, _

At skulle angive et kvantitativt resultat ved hjelp af en vilkérlig op-

prikning virker forkert. For Pseudomonas’ vedkommende, hvor der ik-

ke er stotte at finde altid i kolonimorfologien, og hvor indholdet maske

er sd lavt, at forekomsten kan vare skjult ved ievrigt hejt kimtal, er_
der tvivl om, at undersegelsens udferelse er god nok.

Den forsinkede fremkomst af heemolyse fra Staphylokokkemne "sned"

laboranten i aflesningen. Det var forst under isolationsforseg, at den

9



DS 2217

DS 268
DS 268

DS 268
D§ 2217

DS 2217

D§ 2217

DS§ 268

DS 268

DS 2217

uklare haemolj/sc blev synlig.
Se ogsd bemzrkningerne til de enkelte prover.

Lab.nr. 25.

DS 2217: 24 timers inkubering er utilstrarkkelig til at foretage en pé-
lidelig kimtaelling.

DS 268: Melkeagar synes uegnet til vurdering af fluorescens og pig-
ment,

Lab.nr. 26.

DS 268 Pseudomonas: Fluorescens pi maelkeagar fremkommer ikke ty-
deligt efter kun 24 timer.

Lab.nr. 27.

- Der er lavet API-test pa 4 repraesentative kolonier. Efter disse er alle

4 kolonier Pseudomonas aeruginosa. Der er ikke fundet nogen rigtig
fluorescerende kolonier,

Lab.nr. 31.

Laboratoriet foretager normalt ikke identifikation af hemolytiske bak-
tericr, men sender disse til videre identifikation. Hvorfor vi ikke har
kunnet afsette ressourcer til denne del af interkalibreringen.

Lab.nr. 33.

DS 2217: Det er generelt meget svart at aflese h@molysen pa Staphy-
lococcus efter 24 timer, da hamolysen er meget svag. Men efter 48
timer har Staphylococcus en fin delvis opklaret hemolyse. Her Kan

-afleesningen dog vanskeliggeres af anden vakst, is@r hvis der er andre

hzmolytiske bakterier tilstede samtidig. Af hensyn til standardisering
kunne det i DS 2217 angives som eksempel hvilke tests der skal ud-
fores ved forekomst af forskellige hamolytiske bakterier,

Lab.nr. 36.

L. Aflesning af evt. hemolytiske bakterler ber ske efter 1 degn og 2-3

degn's inkubering.

2. Melkeagar er méske ikke si velegnet til aflesning af evt. farve og
fluorescens. Evt. andet substrat kan anvendes til disse aﬂaesmnger f.
eks., ved overfladeudszd pi ngs B.

Lah.nr. 37.

. DS 268: Der har ikke varet entydige resultater mht. fluorescens og

‘pigmentering ved udstrygning pé melkeagar og inkubation ved 42°C
i1 degn. Den konstaterede pigmentering fremkom forst efter henstand
ved stuetemperatur. .

DS 2217: Flere af hamolytterne kunne slet ikke ses efter 1 degn. De
blev farst tydelige og lette at skelne fra hinanden senere. Visse har
endda henstiet ved stuctemp. efter 2 degn ved 37°C.
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DS 2217

D§ 268

DS 2217

Kursiv

Lab.nr. 42, :

Kommentar til DS 2217: Antallet af hezmolytiske bakterier er van-
skelig-at tzlle pa filteret, hvis der er flere kolonityper i en prove, og
specielt hvis flere hamolyseformer fremkommer. Efter 48 timer var
det yderst vanskeligt at sammenholde koloni og hzemolyse, og efter 24
timer er mange hamolyseformer ikke fremtreedende nok til at en af-
lzsning kan foretages.

Kommentar til DS 268: Kriteriet fluorescens virker ikke brugbart og
er meget subjektivt. Pseudomonas aeruginosa kan tilsyneladende varie-
re betydeligt med hensyn til fluorescens og pigmentering.

Lab.nr. 44,

Afvigelse fra D.S.

Vi blander henholdsvis 10 ml og 1 m! preve med 100 ml buffer i en
sovirelflaske. Efter grundig blanding filtreres preverne.

Alle vore substrater autoklaveres ved 110°C 1 20 minutter.
Vedrerende: Pseudomonas aeruginosa.

Tkke skarp fluorescens ved preverne, som ved vores kontrol.

Lab.nr. 45,

Kommentarer til DS 2217: Under filtreringen suges der sa lidt luft
igennem som muligt.

Til blodagaren anvendes 5 cm petriskile med 5 ml substrat.
H=molyserende kolonier over 50 kan ikke aflases. Hamolyserende
kolonier afleses altid efter 2 degn og ses pa efter 1 degn..

Vi synes at intervallet for aflesning af totale kim, burde vere > 20 til
< 200, da det er muligt at afleese i omradet 100-200.

Kommentarer til DS 268:

Det bemarkes, at der i standarden ikke er oplyst, indenfor hvilket in-
terval pladerne skal telles.

I standarden er der oplyst, at antallet af Ps. acruginosa skal udregnes
som %. I stedet for burde der sti, at antallet udregnes som et for-
holdstal.

Lab.nr. 48.

DS 2217: De Staph. aureus, der er pavist, har ferst vist toxinzoner

efter 48 timer. Der ber derfor sti i forskriften, at alle plader inkuberes
yderligere 24 timer.

3.4. Laboratoriernes bemaerkninger til egne resultater.

Af dette afsnit fremgdr laboratoriernes bemaerkninger til egne resulta-
ter. Kursivskriften angiver Referencelaboratoriets oplysninger, der er
tilfgjet for at anskueliggere, hvilke prever, parametre etc. laboratorier-
nes bemarkninger omhandler.
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Proave 2

Prave 4

- Prove 1
Prave 2
Prove 3

Préve 4

Prove 1

Prove 2
Prave 3
Prove 4

Prove |

Prove 2

Prove 3

Prove 4

Lab.nr. 0.

Pseudomonas aeruginosa

Da der ikke i DS 268 stdr, hvad der normalt mindst og hejst kan tziles
mellem har vi valgt > 150 kolonier som ovre granse.

Totalt umuligt at aflese pi filter med 100 mi.

Lab.nr. 1.

Totale kimtal ved 37°C

Resultatet er beregnet som eks. A i DS 2217 (idet kolonltallene ligger
uden for intervallet 20 - 100).

Resultatet er beregnet som eks. A i DS 2217 (idet kolonitallene ligger
uden for intervallet 20 - 100).

Resultatet er beregnet som eks. A i DS 2217 (idet kolonitallene ligger
uden for intervallet 20 - 100).

Anvendes samme beregningsmade som ved preverne 1 - 3 fis resul-
tatet 1200 ( (21 + 115) x 100)

( 11 )

| Lab.nr, 2.

Totale kimtal ved 37°C

Laboratoriet havde faet leveret blod som ved dyrkningen viste sig at
vare inficeret med en renkultur af ikke-h@molytisk bakterie.

Det medsendte Totale kimtal kan derfor ikke indg4 i interkalibreringen.
Dette geelder for alle de fire tilsendte praver. :

Se preve 1

Se prove 1

Se prove 1

Pseudomonas aeruginosa
Fluorescens + = gronlig farve lysende
% = blalig farve ikke-lysende.
Fluorescens + = gremlig farve lysende
% = blalig farve ikke-lysende.
Det usandsynlige resultat efter filtering af 100 ml preve (0 kolonier)

udlesste, at der den 30/11 blev foretaget filrering igen. Resultatet her
blev:

100 ml . 0 kolonier 10 m] . 23 kolonier 1 ml - 0 kolonier. -

Fluorescens + = grenlig farve lysende

% = blilig farve ikke-lysende.
Fluorescens + = gronlig farve lysende
% = blalig farve ikke-lysende
(100 ml prave = 0 kolonier) Se kommentar til prave 2. Ved filtrering
30/11 konstateredes :
100 m! - 0 kolonier 10 ml . 15 kolonier ! ml- 0 kolomer.
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Prove 1
Prove 2

Prove 3
Prove 4

Prave |

Prave 3

Prove 1

Prave 2 -

Prove 3

Prave 2

Prove 4

Lab.nr. 3.

Totale kimtal ved 37°C

Kontrolplade viste 0 kim.

x’-test viser der er overensstemmelse mellem 21 og 144 (antal kolo-
nier pd henholdsvis 10 mi og 100 ml filter).

Kontrolplade viste 0 kim,

¥ -test viser der er overensstemmelse mellem 21 og 172 (antal kolo-
nier pa henholdsvis 1 ml og 10 ml filter).

Kontrolplade viste 0 kim.

Kontrolplade viste 0 kim,

Lab.nr. 4.

Hemolytiske kolonier ved 37°C

Kol. 7, 8 og 9 (P. aeruginosa) undersegt for fluorescens og pigmen-
tering:

" Resultat: Kol. nr.  Fluorescens  Pigment
7 + +
8 + +
9 + +
Koloni 7 og 8 (P. aeruginosa) undersegt for fluorescens og pigmen-
tering: :
Resultat: Kol. nr.  Fluorescens Pigment
' 7 + +
8 + +
Lab.nr. 6.

Pseudomonas aeruginosa

Mzlkeagaren er inkuberet ved 30°C pé grund af manglende veekst ved
42°C.

Mzezlkeagaren er inkuberet ved 30°C pé grund af manglende vazkst ved

42°C.

Mezlkeagaren er inkuberet ved 30°C pa grund af manglende vaekst ved

42°C.

Lab.pr. 7.

Hemolytiske kolonier ved 37°C

Ved forskriftsmaessig aflesning efter 24+-2 timer ved 37°+-0,5°C
observeredes ingen tegn pa hamolyse. Efter endnu 24+-2 timer frem-
kom der stadig ingen hemolyse. Fra cetrimid-nalidixinsyre agar blev
der pd mzlkeagar pavist Pseudomonas. Derfor kontrolleredes blodagar-
pladerne, der pa det tidspunkt havde staet flere dage i koleskab, og der
var fremkommet hemolysezone omkring nogle af kolonieme. -

Ved forskriftsmeassig aflesning efter 24+-2 timer ved 37°+-0,5°C
observeredes ingen tegn pd hemolyse. Efter endnu 24+-2 timer frem-
kom der stadig ingen hamolyse. Fra cetrimid-nalidixinsyre agar blev
der pa maelkeagar pavist Pseudomonas. Derfor kontrolieredes blodagar-
pladerne, der pa det tidspunkt havde stiet flere dage i koleskab, og der
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Prove |
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Prove 2 ‘

Prove 3

Prove 4

var fremkommet hamolysezone omkring nogle af koloniemne.

Pseudomonas aeruginosa

Ved undersegelse for fluorescens, hvor pladerne efter inkubering ved
42°C var opbevaret 2 degn ved 5°C i keleskab, var det vanskeligt med
sikkerhed at afgere, om der var fluorescens. Der foretoges derfor

udstrygning igen pd meelkeagar, og pladerne blev uden problemer un-
dersagt for fluorescens efter inkubation ved 42°C.

Lab.nr. 8.
Totale kimtal ved 37°C
Udregningen er ikke omtalt under punkt 10 i DS 2217. 10 ml-pladen

~er anvendt til identifikation af hemolytiske kim.

Hemolytiske kolonier ved 37°C

Pladerne inkuberet i 24 timer.

Pladerne inkuberet i 24 timer. ‘

Pladerne inkuberet i 24 timer. Ved rendyrkning af staphylokokkeme

pa blodagarplader skete ogsd fremvackst af pseudomonasbakterier pé
flere af plademne.

Plademe inkuberet i 24 timer.

Pseudomonas aeruginosa

Fluorescens-kriteriet meget usikkert. Fluorescens er udviklet senere end
2 dages inkubation.

Bemerkning vedr. Fluorescens: Se prave 1.

‘Se preve 1.

Se prove 1,

Lab.nr. 10B. ‘
Hemolytiske kolonier ved 37°C

H=zmolyse efter 1 degn var udelukkende B. cereus. Hemolyse af andre
bakterier sés farst efter 2 dage.
Haemolyse forst efter 2 degn.

- Hzemolyse efter 1 degn var udelukkende B. cereus. Hemolyse af andre

bakterier sés ferst efter 2 dage.
Haxmolyse forst efter 2 degn.

Pseudomonas aeruginosa

Pigmentering fremkom hos nogle forst eﬁer 2 degn. Reaknon 1 Hugh
og Leifson kom hos nogle forst efter 3 degn.

Pigmentering fremkom hos nogle ferst efter 2 degn. Reaktion i Hugh
og Leifson kom hos nogle ferst efter 3 degn.

Pigmentering fremkom hos nogle ferst efter 2 degn. Reaktion i Hugh
og Leifson kom hos nogle forst efter 3 degn.’

Pigmentering fremkom hos nogle ferst efter 2 degh. Reaktion i Hugh
og Leifson kom hos nogle farst efter 3 degn.
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Prove '3
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Prave 1
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Prove 1

Prove 1
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Lab.nr. 11.

Heemolytiske kolonier ved 37°C

Diagnosen Ps. aeruginosa skal ses i sammenh&ng med resultaterne ved
dyrkningen pad CN-agar. De gr+ stave var i evrigt svagt redt pigmen-
terede pa blodagar, modsat pad malkeagar og CN-agar, hvor kolonierne
var farvelese. (Bemzrkningen gelder alle 4 prever). Staf. aureus gav
kun meget svag "haemolyse" efter 1 degn, men tilsyneladende bliver
hemolysen helt klar og skarprandet efter nogle fa timers ekstra op-
bevaring i keleskab, hvilket er provet ved rendyrkningen.

(Se prove 1).

Pseudomonas aeruginosa

Differentiering mellem Ps. acruginosa og Ps. cepacia er usikker, da
fluorescens er utydelig, og pigmentering mangler. (Bemarkningen gal-
der alle 4 prover). :

{som 1).

Lab.nr. 13.

Totale kimtal ved 37°C

Desuden undersggt for Coliforme ved 37°C: <1 pr. 100 ml.
Desuden undersegt for Coliforme ved 37°C: < 1 pr. 100 ml.
Desuden undersggt for Coliforme ved 37°C: < 1 pr. 100 mt.
Desuden undersogt for Coliforme ved 37°C: <1 pr. 100 mi.

Lab.nr. 15.

Hemolytiske kolonier ved 37°C

Samtlige isolater er indledningsvis undersegt ved mikroskopi (fase-
kontrast mikroskopi x 400).

Samtlige isolater er indledningsvis undersegt ved mikroskopi (fase-
kontrast mikroskop x 400).

Samtlige isolater er indledningsvis undersegt ved mikroskopi (fase-
kontrast mikroskop x 400). '

Samtlige isolater er indledningsvis undersegt ved mikroskopi (fase-
kontrast mikroskop x 400).

Pseudomonas aeruginosa
Vi er opmerksomme pa forskellen i fund af P. aeruginosa ved de to
metoder.

Lab.nr. 16.

Pseudomonas aeruginosa

Ved differential-tzlling er der talt ialt 27 kolonier i 100 ml. Ved veri-
fikationen faldt type B og C negativt ud (henholdsvis ved OF-test og
Sluorescenstest), hvorfor de er udeladt ved beregningen.

Ved differentialtzlling er der talt ialt 41 kolonier i 10 ml. Ved veri-
fikationen faldt type C negativt ud (ved fluorescenstest), hvorfor de er
udeladt ved beregningen.
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Prove 3

Prave 4

Prave 1

Prove 2

Prove 3 -

Prove 4

Prove 1
. Prove 2

Prove 3
Prave 4

Prave 1

Prove 3

Prave 1

Ved differentialtzlling er der talt ialt 31 kolonier i 100 mi. Ved veri-

fikationen faldt type A og C negativt ud (ved fluorescenstest), hvorfor

de er udeladt ved beregningen.
Der er ved differentialtzlling talt ialt 46 kolonier i 10 ml. Ved verifi-

kationen faldt type C negativt ud, (ved fluorescenstest), hvorfor de er
udeladt ved beregningen.

Lab.nr. 18. : -
Hemolytiske kolonier ved 37°C
Koloni art 1: 8 :
Koloni art 2: 2

Koloni art 3: 2

Koloni art 1: 2

Koloni art 2: 6

Koloni art 3: 10

Koloni nr. 7, 9 og 10 undersegt pd Api 20 E (P. aeruginosa) .
Koloni art 1: 4

Koloni art 2: 3

Koloni art 3: 3

Koloni art 1: 13

Koloni art 2: 3

Koloni art 3: 3

Lab.nr. 20A.
Heemolytiske kolonier ved 37°C
Koloni nr. 3 angives som Ps. aeruginosa, idet 42°C vakst er vist ved

dyrkning pd malkeagar og CNA af det andet filter.
Som til preve 1,

Som preve 1.
Som: prave 1.

Lab.nr, 20B.

Totale kimtal ved 37°C

Udregning jvf. vejledning fra Miljgstyrelsen nr. 3 1988.
Udregning jvf. vejledning fra Miljestyrelsen nr. 3 1988.

Lab.nr. 24.

Hemolytiske kolonier ved 37°C ‘

P4 1. og 2. dagen var der kun tydelig hzmolyse omkring B. cereusko-
lonierne. Fra sidst pd 2. dagen var der desuden hemolyse om Pseudo-
monasbakterieme. Denne hamolytiske evne bibeholdt de, tilmed efter
1 deigns inkubation, hvilket blev konstateret ved gentagne dyrkninger.
Der er foretaget flere 1dent1ﬁkatxonsanalyser end navnt i skemaet (det
dobbelte) P.g.a. tydelig forskel i kolonimorfologien og pd hemolyse-
tidspunktet, blev der foretaget en differentieret optalling. Den reprie-
sentative fordeling fremgdr derfor af everste tabel (100 mi filter med
76 coccer og 28 stave). Skemaet er ikke sogt tilrettet.
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Prave 2

Prove 3
Prave 4

Prove ]

Prave 2
Prove 3

Prave 4

Prave |

Prave 4

Prave ]

Prove 2

ad Pseudomonas-bakterier: samme som til preve 1

Staph. aureus: 1) udviste kun uklar, stor hemolyse, farst tydelig efter
2. dag.

2) opklaret zone manglede pa Baird-Parker-agar

3) koagulasereaktionen var positiv < 4 timer

P.g.a. de langsomme haemolysereaktioner, var der sket nogen sammen-
voksning af kolonier.

Fordelingen fremgér af gverste tabel (10 ml filter med 50 coccer og 38
stave) og ikke af nederste alene.

Der er foretaget flere identifikationer end navnt i skemaet.

Der kan evt. veere tale om at Staph. aureus = Staph. epidermidis
(yderligere ident. nadvendig).

Som til prave 1 (100 ml filter med 80 store stave + 30).

Som til preve 2 (100 ml filter med 50 coccer + = 90).

Pseudomonas aeruginosa

Pigmentdannelsen var sent indtreedende. Der var tilsyneladende flere
kolonier med grent pigment pd CN-agar end pd malkeagar. Iavrigt var
fluorescensvirkningen pa CN-agar kraftigere end pd melkeagar.
Forklaring til fluorescensraekken: + for blat fluorescens (6 kolonier)
- for grenfarvning (merk og lys) (4 kolonier), da styrke og skarpheden
ikke var stor,

Som til preve | (6 bidt fluorescerende kolonier, 3 gronfarvede kolo-
nier, 1 blandet).

bem. som til preve 1 (5 bldt fluorescerende kolonier, 5 gronfarvede
kolonier).

Som til prove 2 (7 bldt fluorescerende kolonier, 3 gronfarvede kolo-
nier).

Lab.nr. 25.

Hemobtiske kolonier ved 37°C

Efter 48 timers inkubering observeredes yderligere nogle kolonier med
en utydelig heemolysezone. Eftersom disse bakterier ikke udviklede
haemolyse pd 24 timer, blev de ikke kvantiteret. Bakterieme blev
slaegtsbestemt til Pseudomonas spp. _
Efter 24 timers inkubering observeredes dels kolonier med en utydelig

“hamolysezone, dels kolonier med en ufuldsteendig haemolyse. Eftersom

disse bakterier ikke udviklede hamolyse pa 24 timer, blev de ikke
kvantiteret. Bakterierne med den ufuldstendige hzemolyse blev slzgts-
bestemt til Staphylococcus spp. (betatoxisk). Bakterierne med den
svage og utydelige hamolyse blev slegtsbestemt til Pseudomonas spp.

Pseudomonas aeruginosa

Fluorescens og pigment var kun ufuldstendigt udviklet. Fremkomst af
pigment blev derfor bedemt pd CN-agar, og udvikling af fluoresce-~
rende farvestoffer blev vurderet pd Kings agar B. '
Fluorescens og pigment var kun ufuldsteendigt udviklet. Fremkomst af
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Prove 2
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Prove 3
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Prove 1

Prave 2

Prave 3

Prove 4

pigment blev derfor bedemt pd CN-agar, og udvikling af fluoresce-
rende farvestoffer blev. vurderet pa Kings agar B.
Fluorescens og pigment var kun ufuldstzndigt udviklet. Fremkomst af
pigment blev derfor bedemt pd CN-agar, og udvikling af fluoresce-
rende farvestoffer blev vurderet pd Kings agar B,

Lab.or. 26. '
Heemolytiske kolonier ved 37°C

- Type C ﬂf’. aeruginosa) kunne ikke skelnes fra evrige hamolytiske

bakterier pa 100 ml filteret.

Pseudomonas aeruginosa

Der synes at vaere tale om to forskellige Ps. acruginosastammer med
forskellig farve fluorescens (hhv. blalig og gulgren). De bliligt fluo-
rescerende svarer stort set til de grenpigmenterede pa blodagar og de
kraftigt gulgrenfluorescerende svarer til kolonier med redligt pigment
pa blodagar.

Som prave 1.

Som prave 1.

Som pteve 1.

Lab.nr. 27.

Pseudomonas aeruginosa

Fluorescens: Der findes ingen kraftigt lysende kolonier (+) (2 kolonier)
er gronne under UV-lys (-) (8 kolonier) er blat lysende. _
Pigmentering: Kolonier betegnet (+) er gule (2 kolonier). @vrige kolo-
nier er grenne (8 kolonier).

Se prove 1 (Fluorescens: 3 granne kolonier, 7 bldt lysende. Pigment:
5 gule kolonier, 5 grenne kolonier),

Se preve 1 (Fluorescens: 3 gronne kolonier, 7 kolonier bidt lysende
Pigment: 3 gule kolonier, 7 granne kolonier).

Se preve 1 (Fluorescens: 1 gron koloni, 9 blat lysende. Pigment: 1 gul
koloni og 9 granne kolonier).

Lab.nr. 28.

Pseudomonas aeruginosa

Koloni 1,3,4,7 og 9 er undersegt for gramfarvning (angivet under OF-
test) (grampositiv). Fluorescens og pigmentering er ikke tydelig efter
1 degn ved 37°C, men efter 3 degn yderligere ved stustemperatur er
aflesning let.

Fluorescens og pigmentering er ikke tydelig efter 1 degn ved 37°C,
men efter 3 degn yderligere ved stuetemperatur er aflzsning let.
Koloni 8 er undersagt for gramfarvning (angivet under OF-test) (gram-
positv). Fluorescens og pigmentering er ikke tydelig efter 1 degn ved

-37°C, men efter 3 degn yderligere ved stuetemperatur er aflesning let.

Fluorescens og pigmentering er ikke tydelig efter 1 degn ved 37°C,
men. efter 3 degn yderligere ved stuctemperatur er aflaesning let. -
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Lab.nr. 30.

Totale kimtal ved 37°C

Fordelingen af kimtallet falder uden for de i DS 2217 angivne cksemp-
ler. Det er uklart, om 10 ml eller 100 ml bruges. - vi har valgt 10 ml.

Heemolytiske kolonier ved 37°C

Isolering og identifikation ud fra 10 ml filter.

Fluorescens pa malkeagar meget svag (koloni 4 og 5) (P. aeruginosa)
Isolering og identifikation ud fra 1 ml filter.

Fluorescens pa malkeagar meget svag (koloni 1-2-3) (P. aeruginosa)
Isolering og identifikation ud fra 10 mi filtre.

Fluorescens pa malkeagar meget svag. (P. aeruginosa)

Isolering og identifikation ud fra 1 ml filtre.

Fluorescens pa malkeagar meget svag (P. aeruginosa)

Pseudomonas aeruginosa

Fluorescens pa malkeagar 1 flere tilfzlde meget svag.
Fluorescens pa malkeagar i flere tilfeelde meget svag.
Fluorescens pad melkeagar i flere tilfzzlde meget svag.
Fluorescens pa melkeagar i flere tilfazlde meget svag.

Lab.nr. 34,
Totale kimtal ved 37°C
Umuligt at telle nejagtigt (Antal kolonier pd 100 ml filter)

Hcemblytzlske kolonier ved 37°C

_ Bac. cereus Agar. Merck 5267 (til lecithinasereaktionen).

P4 10 ml filtret var der: 6 Bacillus kolonier + 8 Staph. kolonier. Der
er iagttaget bide Alfa og Betahemolyse v/de fleste Staph. kolonier,
enkelte kun Betahzmolyse. :

Bac. Cereus agar. Merck 5267 (il lecithinasereaktionen).

Pa 10 ml filtret var der: S Bac. kolonier + 6 Staph. kolonier.

Pseudomonas aeruginosa
30 kolonier grenlig pigment.
17 " . brunlig pigment. (antal kolonier pa 10 mi filter)

Lab.nr. 35.

Totale kimtal ved 37°C

Udregning af kimtal og hemolytiske bakt. Pkt. 10A 1 DS 2217:"Antal-
let af kolonier divideret med den totale udsedsmengde x 100". Dette
tolker vi som alle laselige kolonier og den tilsvarende udsadsmangde.

Hemolytiske kolonier ved 37°C .

Heamolytiske kolonier opgives samlet. Blandt disse er der pavist flere
arter uden at talforholdet mellem dem er regnet ud.

Se side 19. (prave 2)
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Se side 19. (prove 2)

Pseudomonas aeruginosa
Fluorescensen er aflaest pd KAB efter 24 t. i 30°C. Bolgelengden er

254 nm (KEBO UVG-54). Vi finder aflesningen pd malkeagar van-
skelig. -

Lab.nr. 36. -

Totale kimtal ved 37°C

Det foreslas at man overvejer at aflese pa filtre med kolonital > 10 og
< 100.

Se preve nr. 1.

Se skema 1.

Se skema 1.

Heemolytiske kolonier ved 37°C

Det var kun B. cereus som var tydeligt hemolytisk efter 24 t. Metoden
ber derfor andres sd der sker aflesning efter 1-3 degn!. ? = ikke af-
leselig (38+7 pd 100 mi filter). "tal" er aflest efter 2-3 degn (3+ "6”
= 9 pd 10 ml filter).

Se prove nr. 1. ? (100 mi filter) = kan ikke aflases.

"Tal” ("6" + 6 pd 10 mi filter) er aflast efter 2-3 degn i inkubering".
"Tal" (20 pd 1 ml filter) aflasningen er foretaget efter 2-3 dagn, idet
B-hemolysen ikke var tydelig efter 1 degn. ? (100 ml filter og 10 mi
Jilter) = ikke afleselig.

Pseudomonas aeruginosa
Fluorescens ikke tydelig pd malkeagar. Dette samme galder pigmen-

teringen. Malkeagar derfor nappe velegnet! Antal Ps. derfor underes-
timeret,

Se skema preve 1.
Se prave 1.

Lab.nr. 37.

Heemolytiske kolonier ved 37°C

Der var ikke plads i1 skemaet, men det er underforstdet, at kolonimor-
fologi og hamolyseform indgir som kriterier.

Der var ikke plads i skernaet, men det forudsattes, at ogsa kolonimor-
fologi og hamolyseform indgir som kriterier.

Der var ikke plads i skemaet, men det er underforstiet, at kolonimor-
fologi og haemolyseform indgér som kriterier.

_ Der var ikke plads i skemaet, men det er underforstiet, at kolonimor-

fologi og haemolyseform indgar som kriterier.

Pseudomonas aeruginosa

Fluorescens manglede. Positiv kontrolstamme havde derimod fin fluo-
rescens. Afsluttende identifikation udfert med API 20E.
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Prove 2

Prave 3

Prove 4

Prove 1

Prave 2

Prove 3.

Prove 4

Prove 1

Prove 3

Prove 1

Prove 2

Prave 3

Prave 4

Prave 1

Prove 2
Prove 3
Prove 4

Prave 1

Fluorescens manglede. Positiv kontrolstamme havde derimod fin fluo-
rescens. Videre identifikation udfert med API 20E.

Fluorescens manglede. Positiv kontrolstamme havde fin fluorescens.
Videre identifikation udfert med API 20E.

Fluorescens manglede. Positiv kontrolstamme havde fin fluorescens.
Videre identifikation foretaget med API 20E.

Lab.nr. 38.
Hemolytiske kolonier ved 37°C
Ang. hamolytiske bakterier: @verste tal: Hemolyse 1. dag (65 pd 100

~ ml filter). Nederste tal: Beta hemolyse 2. dag (40 pd 100 ml filter).

Ang. heemolytiske bakterier; Dverste tal: Hemolyse 1. dag (0 pd 10 mi
filter). Nederste tal: Beta-hamolyse 2. dag (180 pa 10 ml filter). Beta-
hazmolyse: 10 tilfzldige kolonier testet (S. aureus).

Ang. hemolytiske bakterier: @verste tal: Hamolyse 1. dag 4/ pd 100
ml filter). Nederste tal: Beta hamolyse 2. dag (50 pd 100 ml filter).
Ang. hemolytiske bakterier: Qverste tal: Hemolyse 1. dag (0 pd 10 ml
filter). Nederste tal: B-h@molyse 2. dag (25 pd 10 ml filter).

Lab.nr. 39.

Hemolytiske kolonier ved 37°C

Der er aflest 56 Bacillus cereus og 53 Staf. aureus (pd 100 ml filter).
Der er aflzest 50 Bacillusarter og 46 Staf. aureus (pd 100 ml filter).

Pseudomonas aeruginosa

Der er ikke taget hensyn til den manglende pigmentering af koloni 6
og 8, jfr. DS 268.

Der er ikke taget hensyn til den manglende pigmentering i koloni 6,
7 og 8, jfr. DS 268. |

- Der er ikke taget hensyn til manglende plgmentermg af koloni 6, 7, 8,

9 og 10, jfr. DS 268.
Der er ikke taget hensyn til manglende pigmentering af kolom 7,90g
10, jfr. DS 268

Lab.nr. 40.

Pseudomonas aeruginosa

Kaseinhydrolyse senere end 26 timer for nogle stammer.

Fluorescens ogsd afprevet pa Kings Agar B - med negativt resultat.
Kendt stamme viste fluorescens pd begge substrater (mazlkeagar og
Kings Agar B).

Se preve 1 side 17 (P. aeruginosa).

Se preve 1 side 17 (P. aeruginosa).

Se preve 1 side 17 (P. aeruginosa).

Lab.nr. 42,
Totale kimtal ved 37°C
3 kolonityper er observeret pa 10 ml filteret:
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Pr@ve 2

Prove 3

- Prave 4

Prove 1

L5 kolomer (gullig/brune og terre, ca. 5-7 mm). Med tydelig kiar hae—

molyse.

3 kolonier (1-3 pd naste side) (gram positiv stav) udtages til iden-
tifikation.

I: 9 kolonier (hvid/gullig, ca. 2 mm). Efter 48 timer ses tegn pa he-
molyse (uden fuldstendig opklaring), dog kan mistanken til hemoly-
sen kun fas hos de forholdsvis enkeltliggende kolonier af denne type.
4 kolonier (4-7 pé naste side) (gram positiv coc) udtagcs til identi-
fikation. Alle 4 subkulturer udviser som renkultur pd BA hzmolyse.

II: 5 kolonier. Mistanke om hzmolyse efter 48 timer pé filteret,

3 kolonier (8-10 pa naste side) (gram negativ stav) udtages til iden-
tifikation. Alle 3 subkulturer udviser som renkultur pd BA hamolyse.
Skent de 5 kolonier er samlet under en gruppe indledningsvis, udviser
de forskellig rnorfplogl pa filteret og bibeholder denne forskellighed
ved rendyrkning pd BA. Forskelligheden bestér i, at 80% er redbrune
med ret ter overflade, mens 20% er mere grenlige og med vad overfla-
de. Alle er store (ca. 5 mm) efter 48 timer.

2 kolonityper er observeret pd 1 ml filteret;

- 12 kolonier, som ligner type II i prove 1. 4 kolonier (1-4 pa naste
side) (gram positiv coc) udtages til identifikation.

- 7 kolonier, som ligner type Il i preve 1. 3 kolonier (5-7 pa naste
side) (gram negativ stav) udtages til identifikation.

. Jvf. bemarkninger beskrevet for kolonierne type II og III pé side 15

(prave 1), for denne preve 2 er hovedparten af type 1I kolonierne dog
gronlige og med vad overflade.

3 kolonityper er observeret pa 10 ml filteret:

- 5 kolonier, som ligner type I i prove 1. 3 kolonier (1-3 pd naste
side) (gram positiv stav) udtages til identifikation.

.- 9 kolonier, som ligner type II i preve 1. 4 kolonier (4-7 pa naste

side} (gram positiv coc) udtages til identifikation.

- 8 kolonier, som ligner type III i preve 1. 3 kolonier (8-10 p3 naste
side) (gram negativ stav) udtages til identifikation. Her ses ligeledes
hovedparten af kolonierne med grenlig pigmentering.

Jvf. ievrigt bemzerkninger side 15 (prove I).

2 kolonityper er observeret pd 1 ml filteret:

- 14 kolonier, som ligner type II i preve 1. 4 kolonier (1-4 pé naste

side) (gram positiv coc) udtages til identifikation.

- 6 kolonier, som ligner type III i preve 1. 3 kolonier (5-7 pa naste
side) (gram negativ stav) udtages til identifikation.
Jvf. igvrigt bemaerkninger side 15. (prove 1).

Heemolytiske kolonier ved 37°C

Resultatet med angivelse af antal hamolytiske kolonier pa 10 ml filte-
ret er ikke fremkommet som direkte telling af filteret, idet det efter 24
timer kun var muligt at telle S kolonier (type I), men mistanke om
hamolyse fra andre kolonier opstod efter 48 timer, det var dog ikke
muligt at adskille og sammenholde hesmolyse/koloni. Resultatet er der-
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Prave 2
Prove 3

Prave 4

Prave 1

Prove 2
Prave 3
Prave 4

Prove 1

Prove |

Prove |

Prove |

Prove 2
Proave 3
Prove 4

for fremkommet som en efter-rationalisering pa baggrund af den videre
rendyrkning og identifikation.

P trods af at type III kolonierne udviser forskellig kolonimorfologi
specielt med hensyn til pigmentering, samt mangelfuld til ingen fluo-
rescens, konkluderes det, at der i alle tilfzelde er tale om P. aeruginosa.
Dette underbygges af det opnaede resultatet efter gennemlebning af DS
268 pd preven, samt at 2 kolonier med forskellig pigmentering efter

_gennemkersel pd API 20 E begge giver P. aeruginosa som absolut

sandsynligste resultat, :

Jvf. bemarkninger pa side 16 og side 16 fortsat (prove 1):

Jvf. bemaerkninger side 16 og side 16 fortsat (prave 1). Koloni 10 er
ikke medtaget i beregningen (ikke kaseinhydrolyse), men det antages
med stor sandsynlighed at det ligeledes er P. aeruginosa, idet en med-
taget P. aeruginosa stamme viste meget svag kaseinhydrolyse.

Jvf. ievrigt bemarkninger side 16 og side 16 fortsat (prave 1).

Pseudomonas aeruginosa

Konklusionen Ps. aeruginosa er truffet pa trods af at fluorescenskrite-
riet ikke er opfyldt for alle kolonierne. Fluorescens er faktisk bedst
observeret pa filtrene, mens det var yderst vanskeligt at observere pa
malkeagaren. Til underbyggelse af konklusionen henvises til det be-
skrevne pd side 16. (preve 1, hemolytiske kolonier ved 37°C).

~ Pigmenteringen varierer fra gron til svag gul.

Jvf. bemarkninger side 17 (prove 1).
Jvf. bemarkninger side 17 (prove 1).
JvE. igvrigt bemarkningerne side 17 (prove I).

Lab.nr. 44,
Totale kimtal ved 37°C _
Mange kolonier pa 100 ml filter er sammenvokset.

Heemolytiske kolonier ved 37°C
10 mt filter anvendt, da en del kolonier pd 100 ml filier er sammen-
vokset.

Lab.nr. 45.

Totale kimtal ved 37°C

Da begge resultater ligger udenfor det angivne interval, anvendes gen-
nemsnittet fra de to resultater.

Pseudomonas aeruginosa

~ Fluorescens og pigmentering var tydelig pa cetrimidagar. P4 malkea-

gar var der ingen pigmentering og fluorescensen var meget SVZT at se.
Samme bemerkninger som ved prove 1.
Samme bemarkninger som ved preve 1.
Samme bemerkninger som ved prove 1.
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Prave 2
Prove 4

Prove 1

Prave 2

Prove 3

Prave 4

Prove 1

Prave 2

Prove 1

Prove 1

Prave 2

Lab.nr. 46.

Totale kimtal ved 37°C

ad 0.1 ml filter: Kraftig renkultur, der ikke gar igen i de evrige fortyn-
dinger. Arsagen ikke fundet. Resultatet udeladt.

ad 100 ml filter: Overvokset.

100 ml filter overvokset.

Hemolytiske kolonier ved 37°C

ad koloni 1: Skarp a hzmolyse. Desuden undersegt for forgazering af
adonitol. Reaktion negativ. Kolonimorfologi typisk for Bacillus cereus.
ad koloni 2: Svag hamolyse under kolonierne. Svag p hazmolytisk
zone omkring kolonierne.

ad 100 ml filter: Sammenflydende hemolyse under filteret. Uanven-
deligt til nzrmere undersegelse.

Sammenflydende hzmolyse pd 10 ml og 100 ml filter. Kan ikke an-
vendes til identifikation.

AD kolonitype 1: Svagt lysebrunt pigmenterede. Skarp opklaret hamo-
lysezone ved overforsel til BA. Fluorescens (11).

AD kolonitype 2: Grent pigment. Ingen fluorescens (8).

~ Ad 100 ml filter: Sammenflydende hamolyse.

Ad 10 ml filter; En type med skarp a hamolyse (9) og en type med
lidt svagere a haemolyse (9).

Det ma antages, at Ps. Aeruginosa ogsad er forckommet i proven, da

den er pavist i samme prove pd Cetrimidnalidixinsyreagar,

Ad 10 og 100 ml filtre. Resultatet ansliet grundet sammenﬂydende
hamolyse.

Koloni type 1: Grent pigment (8).

Koloni type 2: Lyst, brunt pigment (12). Begge typer vokser ved 42°C.

Pse'udomonas aeruginosa

Kulturen pa 100 ml pladen ligner en renkultur Evt. pigmentering pa
pnm&rpladen sveer at afgere, evt. let lysegront pigment. Ingen pig-
mentering pd malkeagar, men 3 kolonier med fluorescensen neje sva-
rende til MLK's referencestamme anskaffet pd VD's laboratorium.
Kolonitype 1 og 2: Grent pigment (6).

Kolonitype 3 og 4: Lysebrunt pigment (30). Pigmentering kun pa Ce-
trinnidnalidixin syreagar.

Lab.nr. 48.
Totale kimtal ved 37°C
100 ml kunne ikke talles med sikkerhed pga for teet liggende kolomer

Heemolytiske kolonier ved 37°C -
ID er foretaget fra 10 ml filter, fordi kolonier pa 100 ml filter ikke var
enkeltliggende. - det giver si en usikkerhed p3 antallet.

~ Sa. (8. aureus) var ikke tydelige efter 24 h. iu (koagulasetest for B.

cereus og reaktion pd eggeblommeagar for S. aureus)=ikke undersogt.
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Prave 3

Prave 1
Prove 2

Prave 3

Genfindelse

Fundne hemolytiske
bakterier

Identifikationsmdder

iu (koagulasetest for B. cereus og reaktion pd eeggeblommeagar for S.
aureus) = ikke undersegt.

Lab.nr. 50.

Pseudomonas aeruginosa

Overfladevaksten er rendyrket pi CN—agar Mikroskopi af rene kolo-
nier viser, at preven indeholder Pseudomonas.

Overfladevaksten er rendyrket pd CN-agar. Mikroskopi af rene kolo-
nier viser, at preven indeholder Pseudomonas.

Overfladevaeksten er rendyrket pd CN-agar. Mikroskopi af rene kolo-
nier viser, at preven indeholder Pseudomonas. -

3.5. Generel vurdering.

3.5.1. Totale kimtal efter DS 2217.
I samtlige prever genfinder laboratorierne med ganske fa undtagelser
niveauerne for det totale kimtal uden problemer, jf. den statistiske
vurdering. Laboratoriernes bemearkninger giver endvidere ikke anled-
ning til store andringer af denne del af DS 2217, men praciseringer
pa baggrund af disse bemerkninger vil blive indarbejdet ved en kom-
mende revision.

3.5.2. Hemolytiske kolonier efter DS 2217.

Mange laboratorier har haft problemer med at identificere de i pre-
verne verende haemolytiske bakterier, d.v.s. Bacillus cereus, Pseudo-
monas acruginosa og Staphylococcus aureus. 23 laboratorier har fundet
P. aeruginosa i en eller flere af preverne, mens 39 laboratorier har
fundet B. cereus i de 2 prever, der var tilsat denne testkultur, og 24
laboratorier har fundet S. aureus i en .eller flere af preverne. Enkelte
laboratorier har sdledes ikke identificeret de hemolytiske bakterier,
men angivet det totale antal hemolytiske bakterier. Andre laboratorier
har identificeret de haemolytiske kolonier som Bacillus mycoides, Ba-
cillus, Bacillus brevis, Aeromonas, Psedomonas cepacia/Pseudomonas
psedomallei, Mikrokok, Gram negativ stav, Staphylococ, B-hamolytisk
staphylococ, Staphylococcus epidermidis, koagulase negativ staphylo-
coc, Bac. cepacia/pseudomallei og Pseudomonas, hvilket fremgér af

. bilag 3.

DS 2217 angiver ikke kriterier og fremgangsmader til identifikation af
hazmolytiske bakterier, og folgelig heller ikke substrater og reagenser
til brug ved denne identifikation. Laboratorierne har derfor frit kunnet
valge metode og hjzlpemidler til identifikation af hemolytiske bakte-
rier, og der er sdledes anvendt flere forskellige kombmatloner af
nedennavnte kriterier/substrater/reagenser/reaktioner:

Kolonimorfologi, h&molyseform, gramfarvning, KOHtest, mikroskopi,
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Parametre { DS 2217

Fluorescens

Pigmentering

APT staph, API 20 E, oxi ferm tube, staph latex test, Staphyslidetest,
kanmpiasma DNAse, vakst ved 42°C, vakst pd CN ved 42°C, vakst
pé malkeagar ved 42°C, vakst ved 4°C, anaerob vaekst, aerob vakst,
sporer, bevagelighed i HF, bevagelighed, stik, HI bouillon, BHI, kata-
lase, oxidase, Hugh & Leifsons medium, kaseinhydrolyse pi malke-
agar, fluorescens, pigmentering, salt, mannitol, oksebouillon, gelatine-
hydrolyse, VP, citrat, lecitinase reaktion pa aggeblommeagar, lecitina-
se reaktion pa Bacillus cereus agar, indol, glucose, urease, arabinose,
mannitol, Baird Parker samt Cereus selektiv agar.

Ved en revision af DS 2217 bar det overvejes, hvorledes det er muligt
1 fortseettelse af kimtalsbestemmelsen, at vurdere en evt. forekomst af
patogene bakterier i stedet for en generel vurdering af hemolytiske
bakterier, idet ikke alle hemolytiske bakterier er patogene, ligesom der
findes patogene bakterier, der ikke er hemolytiske. Bacillus cereus kan
karakteriseres som en relativ uskadelig bakterie i bassinvand, men dens
hzmolyse er hurtigt indtreedende og meget tydelig. Derimod kan Sta-

‘phylococcus aureus og Pseudomonas aeruginosa fordrsage sygdom ved
- badning i inficeret bassinvand, men disse bakterier udvikler svage
hamolyseformer, og er derfor vanskelige at opdage ved hjzlp af dette’

kriterium,

3.5.3. Pseudomonas aeruginosa efter DS 268.

Nesten alle laboratorierne har haft problemer med angivelse af fluo-
rescens ved anvendelse af malkeagar, hvorimod cetrimid-nalidixinsyre-
agar har givet tydeligere, men langt fra tilfredsstillende, fluorescens.
Fluorescenskriteriet kan derfor betragtes som mindre egnet til brug ved
identifikation af Pseudomonas aeruginosa, ligesom det ber fremhzves,
at ikke alle P. acruginosastammer er i stand til at udvise fluorescens.
Fluorescenskriteriet anvendes da ogsa kun til at adskille P. aeruginosa
fra P. cepacia biotype C og P. pseudomallei, og det er maske ikke af-
gorende, at disse 3 adskilles i bassinvandssammenhzng. I modsat fald
ber-dette kriterium erstattes med et andet og mere velegnet kriterium,
f. eks. argininhydrolyse, der kan adskille P. acruginosa fra P. cepacia
biotype C. P. pseudomallei er relateret til troperne og subtroperne,
hvorfor det nappe er sandsynligt, at den forekommer i danske svem-
mebade. Hvis det alligevel besluttes at bibeholde fluorescenskriteriet,
ber begrebet "fluorescens” defineres i DS 268,

Pigmentering ma ligeledes anses som et mindre veesentligt kriterium,

idet ikke alle P. acruginosastammer danner pigmenter, og de dannede
pigmenter kan veere meget forskellige af udseende.
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Vurdering af
laboratorierne

Generel
analysekvalitet

Homogenitet

Fortyndingsveeske

Aflesning

4. Konklusioner.

4.1. Totale kimtal efter DS 2217.

4.1.1. Statistisk vardering foretaget af VKI.
VKI's konklusioner, der fremgar af bilag 2, er gengivet nedenfor.

Datamaterialet er homogent og uden generelt afvigende menstre. Der
er dog fundet en repeterbarheds-outlier, nemlig lab.nr. 25 pa prevepar-
ret 1 og 3, og en reproducerbarheds-outlier, nemlig lab.nr. 35 pa
preveparret 2 og 4. Ved den generelle vurdering af h-vardier er alle
resultater fra lab.nr. 35 fundet at vaere behaftede med systematiske
fejl, og laboratoriets gennemsnit ligger ca. 3 standardafvigelser under
det generelle niveau for aile prever. Alle 4 enkeltresultater fra lab.nr.
35 er efterfolgende udeladt af den statistiske beregning. Ved Cochrans
test og ved brug af den udvidede repeterbarhedsgranse 1y, er det fun-
det, at lab.nr. 25 har en afstand mellem preve 1 og 3, der er afvigende
stor. Ved brug af 1y, er det fundet, at lab.nr. 10A har en afstand mel-
lem prave 2 og 4, der er afvigende stor.

For kimtalsniveauet pd 200 kim/100 ml er repeterbarhedsstandardaf-
vigelsen 0.096 log kim/100 ml, og reproducerbarhedsstandardafvigel-
sen er 0.107 log kim/100 ml. For kimtalsniveauet pa 2000 kim/100 ml
er repeterbarhedsstandardafvigelsen 0.106 log kim/100 ml, og reprodu-
cerbarhedsstandardafvigelsen er 0.107 log kim/100 ml. Disse standard-
afvigelser er i god overensstemmelse med de af VD angivne stan-
dardgrenser omkring 0.10-0.15 for s, og vesentligt bedre end tilsva-
rende standardgranser omkring 0.20-0.25 for s;.

Kontrol af homogenitet er udfert ved hjzlp af enkeltbestemmelser é.f
10 prever af hvert prevepar. Der er ikke fundet signifikante standardaf-
vigelser vurderet pa baggrund af repeterbarhedsstandardafvigelser.

4.1.2. Laboratoriernes bemzarkninger.

* Det enskes angivet, hvorledes pH i fortyndingsvasken kan blive 7.0.

* Tzlleinterval ber vare >20 til <200.

* Det foreslds, at man overvejer at afleese pa filtre med 210 og <100.
* Det giver en sterre statistisk sikkerhed at tzlle pé filire med op til
200 kolonier end pd filtre med op til 100 kolonier.

* Resultater pa basis af et lille kolonital er behaftet med relativ stor
usikkerhed, og der er pa plader med 100-200 kolonier stadig tale om
distinkte, letteellelige kolonier.

- (Af ovenncevnte 4 punkter fremgdr det, at laboratorierne har forskellig

opfattelse af, hvilket teelleinterval der bar anvendes).
* 24 timers inkubation anses for utilstrzkkeligt fil at foretage en
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Beregning

Sammenfatning

Fortyndingsveeske

Aflesning

palidelig kimtzlling.

. * Det fremgér ikke klart af regneeksemplerne i DS 2217, hvorledes

disse skal anvendes.

* Hvorledes skal "Antallet af kolonier dmderet med den totale ud-
sedsmangde x 100" tolkes?

* DS 2217 mangler anvisning pd resultatberegning for tal <20 og
>100,

* Fordelingen af kimtallet kan falde udenfor de i DS 2217 angivne ek-
sempler. -

* DS 2217 mangler beregningsbeskrivelse for visse tilfzlde.

4.1.3. Generel vurdering.

I samtlige prover genfinder laboratoriene med ganske fa undtagelser
niveauerne for det totale kimtal uden problemer, jf. den statistiske
vurdering Laboratoriernes bemzarkninger giver endvidere ikke anled-
mng til store &ndringer af denne del af DS 2217, men preciseringer

pa baggrund af disse bemarkninger vil blive indarbejdet ved en kom-
mende revision.

4.2. Hemolytiske kolonier efter DS 2217,

Det bemerkes, at resultaterne af identifikation og aflesning af antallet
af hzmolytiske kolonier efter DS 2217, den anvendte metodik eller
andet, som laboratorierne har benyttet til at opni disse resultater, ikke

i nogen henseende kan eller md anvendes til bedpmmelse af laborato-
rierne. :

4.2.1. Laboratoriernes bemzrkninger.
* Det enskes angivet, hvorledes pH i fortyndingsvasken kan blive 7.0.

* Det er meget vanskeligt, at sammenholde koloni og hemolyse, hvis
der forekommer flere haemolyseformer. ‘

* Aflesning af har:molytiske kolonier ber ske efter inkubation 1 1 degn
og efter inkubation i 2-3 degn.

* 1 DS 2217 ber der telles op til 200 kolonier i stedet for op til 100
kolonier.

* Det ber i standarden angives, at pladerne skal inkuberes yderllgere
24 timer (d.v.s. ialt 48 timer).

* Der var forst begyndende Staphylocochaemolyse efter 72 timers in-
kubation,

* Nogle kolonier viste ferst hemolyse efter 48 timers inkubation ved
37°C og efterfolgende henstand ved stuetemperatur.

* Hemolyse efter 1 degn var udelukkende B. cereus, mens andre bak-

- terier forst viste haeemolyse efter inkubation i 48 timer eller lzngere.
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Identifikation

Beregning

Sammenfatning

Metoden ber derfor andres, si der sker aflesning efter 1-3 degn.

* 8. aurcus giver en meget svag haemolyse efter 1 degn, men hemoly-
sen bliver helt klar og skarprandet efter yderligere nogle f3 ekstra
timers henstand i keleskab.

* Efter 24 timer er mange hamolyseformer ikke fremtreedende nok til
at afleesning kan foretages, men efter 48 timer er det vanskeligt at
sammenholde koloni og hamolyse.

* Safremt "ingen hemolyse" efter 24 timer skal s1dcst11]es med "smi
og usikre hemolyseformer (DS 2217)" ber dette praciseres ved en
fremtidig revision af DS 2217,

* 24 timers inkubation anses for utilstrekkeligt til at foretage en pa-
lidelig kimtzlling. ,

* Hvis der er mere end 50 hanolytiske kolonier pé filteret kan aflees-
ning ikke foretages. -

* Det ber angives, hvilke tests, der skal udferes ved forekomst af
forskellige hemolytiske kolonier.
* Undersegelse for hemolytiske bakterier ber beskrives narmere.

* DS 2217 mangler anvisning pa resultatberegning for tal <20 og
>100.

* * Det virker forkert, at skulle angive et kvantitativt resultat ved hjzlp

af vilkarlig opprikning.
* DS 2217 mangler beregningsbeskrivelse for visse tilfalde.

4.2.2. Generel vurdering.

. Mange laboratorier har haft problemer med at identificere de hzemoly—

tiske bakterier, og dette antages iser at vare fordrsaget af den i DS
2217 manglende beskfivelse af identifikationsmetoder og dertilherende
substrater og reagenser. Laboratoriemne har derfor selv valgt identifi-

kationsmetoder til undersagelse for hemolytiske bakterier, og interka-

libreringen afspejler saledes en mangfoldighed heraf, ligesom der blev
"identificeret" mange forskellige arter af hzmolytiske bakterier. Det
ma konkluderes, at hvis DS 2217 fortsat skal indeholde identifikation
af hemolytiske bakterier, er det nedvendigt at beskrive, hvilke heemo-
lytiske bakterier, der skal underseges for, og hvorledes dette skal
gores, Det foreslas imidlertid, at det overvejes, hvorledes det er muligt
i fortszttelse af kimtalsbestemmelsen, at vurdere en evt. forekomst af
patogene bakterier i stedet for en generel vurdering af hamolytiske
bakterier. Ved revision af denne del af DS 2217 vil praciseringer pa
baggrund af interkalibreringen og deltagernes bemeerkninger hertil
blive indarbejdet i denne. |

4.3. Pseudomonas aeruginosa efter DS 268.
Det bemerkes, at resultaterne af bestemmelse af Pseudomonas aerugi-
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Fortyndingsveeske

Aflesning pd
CN-agar

Hugh & Leifsons
medium

Fluorescens og
pigmentering

nosa efter DS 268, den anvendte metodik eller andet, som laboratorier-

ne har benyttet til at opna disse resultater, ikke i nogen henseende kan
eller ma anvendes til bedommelse of laboratorierne,

4.3.1. Laboratoriernes bemzrkninger.
* Det enskes angivet, hvorledes pH i fortyndingsveesken kan blive 7.0.

* Samtlige kolonier var meget udflydende p3 filtrene, hvilket vanske-
liggjorde aflesningen.

* Telleinterval er ikke angivet.
* Ved aflzsning ber kolonimorfologien vurderes.

* Hugh & Leifsons medium viste ikke en overbevisende reaktion.
* Reaktion i Hugh & Leifsons medium fremkom farst efter 3 degn.

* Det bar navnes i forskriften, at fluorescensen kan nedszttes/forsvin-
de efter opbevaring af ma:lkeagarplademe 1 kaleskab, og at aflesning
derfor ber foretages pa plader taget direkte fra 42°C termostaten.

* Fluorescensen er svag og atypisk, hvorved der ikke kan skelnes mel-
lem P. cepacia biotype C og P. aeruginosa.

* Melkeagar giver en dérlig udvikling af fluorescens og pigmenter, og
DS 268 ber revideres pa dette punkt.

* Mzlkeagar synes uegnet til vurdering af fluorescens og pigmente-
Ting.

* Fluorescens pi mezlkeagar fremkommer ikke tydeligt efter 24 timer. -

* Den konstaterede pigmentering fremkom forst efter 24 timers hen-
stand af melkeagarpladerne ved stuetemperatur efter 2 degn ved 37°C.
* Fluorescenskriteriet er meget usikkert, og der er ferst udviklet
fluorescens efter mere end 2 dages inkubation.

* Pigmentering fremkom hos nogle Pseudomonas forst efter 2 degn.

* Differentiering mellem P. aeruginosa og P. cepacia biotype C er me-
get usikker, da fluorescensen er utydelig og pigmenteringen mangler.

* Pigmentdannelsen var sent indtreedende.

* Fluorescensen er kraftigere pA CN-agar end pi malkeagar.

* Udviklingen af fluorescens blev bedemt pa Kings Agar B.

* Fluorescens og pigmentering er ikke tydelig efter 1 degns inkubation

ved 37°C, men efter yderligere 3 degn ved stuetemperatur er aflasnin-
gen let.

* Flnorescens manglede.
* Fluorescens er ligeledes ikke fremkommet pa Kings Agar B.
* Fluorescens og pigmentering var tydelig p& CN-agar, mens fluores-

cens var utydelig pa melkeagar, hvor dér desuden ikke var pigmen-
tering.

* Fluorescens er et meget subjektivt kriterium, da P. aeruginosa til-
syneladende kan variere betydeligt med hensyn til fluorescens og pig-
mentering,

* Fluorescens ber defineres.

I4
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* Fluorescenskriteriet er usikkert.

-* Fluorescens og pigmentering bor miske aflzses pa Kings agar B i

stedet for pa malkeagar.

* Fluorescens pd malkeagar er vanskelig at aflase.

* Pigmentdannelse fremkom forst efter henstand af melkeagar ved
stuetemperatur.

* Kaseinhydrolyse fremkom senere end 26 timer.

* Det ber i standarden std, at P. aeruginosa angives som forholdstal,
og ikke som der stir, som %. -

* Det virker forkert at skulle angive et kvantitativt resultat ved hjzlp
af en vilkarlig opprikning,

4.3.2. Generel vurdering.

Fluorescens og pigmentering har voldt mange laboratorier problemer,

og det kan diskuteres, om disse kriterier skal bibeholdes 1 DS 268. .
Ikke alle P. aeruginosastammer er siledes i stand til at fluorescere,

ligesom ikke alle er pigmentdannende. Fluorescens anvendes i DS 268

kun til at adskille P. aeruginosa fra P. cepacia biotype C og P.

pseudomallei, og det er méaske ikke afgarende at adskille disse bakte-

rier i bassinvandssammenhang. I modsat fald ber dette kriterium er-

stattes af et mere velegnet kriterium, f. eks. argininhydrolyse, der

adskiller P. aeruginosa fra P. cepacia biotype C. P. pseudomallei er re-

lateret til troperne og subtroperne, hvorfor den neppe trffes 1 danske

svemmebade, Hvis det alligevel besluttes, at bibeholde fluorescenskri-

teriet ber begrebet "fluorescens” defineres i DS 268. Ved revision af
DS 268 vil preciseringer pa baggrund af interkalibreringen og delta-

gernes bemarkninger hertil blive indarbejdet i denne.

4.4. DS 2217 og DS 268.

4.4.1. Laboratoriernes bemarkninger.
* Der er forskel pa fund af antal Pscudomonas aeruginosa ved dyrk-
ning pa blodagar og ved dyrkning pa cetrimid-nalidixinsyre-agar.

4.4.2. Generel vurdering. _
Pseudomonas aeruginosa er talrigere forekommende pa blodager end
pé cetrimid-nalidixinsyre-agar, idet udsad af samme mengde fra sam-
me preve pa de 2 navnte substrater giver ca. 25-50 % flere P. aerugi-
nosa pa blodagar end pi cetrimid-nalidixinsyre-agar. Dette er dog af-
hengig af de gvrige tilsatte testkulturer og disses antal.
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Bilag 1.
Rédata til statistisk behandling.

RESULTATER AF 15, MIKROBIOLOGISKE INTERKALIBRERING
Totale kimtal pr. 100 ml ved 37°C i 24 timer pi blodagar.

Lab. nr. Prove 1 Prave 2 ’ Prove 3 Prave 4
0 220 1400 170 2000
i 130 1100 100 2100
2 200 2200 210 2300
3 180 . 1900 140 1900
4 140 2200 180 2500
5 180 2200 i) 2000
6 140 2300 160 1800
7 310 3000 ‘ 220 2000
8 180 2600 230 1900
9 .
10A 230 2400 150 550
10B 170 1600 170 2100
il 170 1500 200 2700
12 280 - 2500 130 1800
13 220 2100 190 3000
14 160 1600 180 1300
15 170 . 1600 ‘ 130 3700
16 120 g 1900 190 1400
17 180 1700 : 170 . 1900
18 280 3000 130 2100
19

20A 200 2000 160 1300
208 190 2700 180 2800
21

22 210 1200 150 2000
23 210 2500 130 2000
24 150 1800 180 1200
25 200 2600 2500 o 1900
26 - 210 2000 150 2100
27 170 1800 170 1600
28 260 1900 210 2000
2 200 3100 290 1900
30 160 3000 300 2100
31 310 ' 2000 270 1400
32 130 1700 140 - 1300
33 240 2400 230 1600
34 240 1800 150 2100
35 68 1200 79 1100
36 : , 130 1600 160 2400
37 200 . 2300 300 : 2400
38 190 . 2100 190 1700
39 220 2600 190 2700
40 230 2300 200 2400
41 160 3100 240 2300
42 190 1900 220 2000
43 i

44 210 : 2200 130 2500
45 160 2400 230 ' 2400
46 ' 180 3400 240 2000
47 :
48 230 2000 300 2600
49 ‘

50 250 2000 180 1800
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Statistik.

Indledende
vurdering af
datamatenale

Generel
analysekvalitet

Bedommelse af
laboratorier

Homogenitet

Bilag 2.

Det kan konkluderes at

Datamaterialet er homogent og uden generelt afvigende menstre.
Der er fundet en enkelt repeterbarheds-outlier og en enkelt
reproducerbarheds-outlier. Disse udgeres af hhv. lab. 25 pa
prove 1 og 3, og lab. 35 pa prave 2 og 4. Efterfolgende er alle
fire enkeltresultater fra laboratorium nr. 35 fundet at ligge mere
end to standardafvigelser lavere end gennemsnittene for de
enkelte prover. Resuitaterne fra laboratorium nr. 35 er derfor
udeladt i den videre statistiske behandling.

Den generelle analysekvalitet kan udtrykkes ved standardafvi-
gelser for repeterbarhed og reproducerbarhed pa 0.096 log
kim/100 mi og 0.107 log kim/100 ml ved et totalt kimtalsniveau
pad 200 kim/100 ml. Ved et kimtalsniveau pd 2000 kimn/100 m! er
vaerdierne hhv. 0.106 log kim/100 mi og 0.107 log kim/100 ml.
Disse standardafvigeiser er t god overensstemmelse med stan-
dardgrenserne omkring 0.10 - 0.15 for s,, og vasentligt bedre
end smndardgr&znseme omkring 0.20 - 0.25 for s,.

En regressionslinje gennem alle enkeltresultater (panzr outliers)
er bestemt til y=1.04x-0.11, hvor y er en maling, mens x er det
nominelle indhold. Denne linjes haldning afviger signifikant fra
1, hvilket kan henfores til at differensen mellem de fundne
niveauer er 1.037, som er signifikant storre end den nomineile

differens pa 1.

Bedommelse af laboratorier er gjort, dels generelt ved hjzlp af
h-verdier og k-vardier, deis specifikt for hvert niveau ved hjzlp
af Cochrans og Grubbs’ test, samt vha udvidede repeterbar-

hedsgrenser roq.

Ved den generelle vurdering af h-vardier er resultaterne fra
laboratorium nr. 35 fundet at vaere behzftede med systematiske
fejl. Laboratoriets gennemsnit ligger ved begge niveau ca. tre
standardafvigelser under det generelle miveau.

Ved Cochrans test og ved brug af 1y, er fundet at laboratorium
nr. 25 har en afstand mellem prove 1 og 3, der er afvigende
stor.

Ved brug af den udvidede repeterbarhedsgranse ry4 er fundet at
laboratorium nr. 10A har en afstand mellem prove 2 og 4, som
er afvigende stor.

Kontrol af homogenitet er udfort ved hjzlp af enkeitbestem-
melser pé ti prover for hvert niveau. Der er ikke fundet sig-
nifikante standardafvigelser mellem proverne, vurderet pd bag-
grund af standardafvigelser for repeterbarhed.
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(vrige radata.

RESULTATER A¥ 15. MIKROBIOLOGISKE INTERKALIBRERING

Bilag 3.

Antallet af Pseudomonas aeruginosa pr. 100 ml. ved 37°C i 24 - 48 timer pi blodagar.

ab, nr.

GO~ h BN = O

10A
10B
11
12
13 %
14
15
16
17
18
20A
20B
2
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
2
44
45
46
48
50

Prove 1

60
40(Pseud.)

21(Pseud.)
25

24(Pseud.)
30

10

80
14{Pseud.)
20

20

20

30
17

90
26(Pseud.)
40

ca.33(Ham.bak.)
53(I1z2m.bak.)

60

60
50

36

Prove 2 Prove 3
< l{Hzmbak.) 16(Pseud.)
. < [{Ham.bak.)
1200 30
700(Pseud.) 60(Pseud.)
300
< 1(Ham.bak.) 30(Pseud.)
160 12
270(Pseund.) 33(Psend.)
400 30
< 1(Hem.bak.)
34
560 27
600 30
500 30
560 50
320(Pseud.) )
8060 30(Pseud.