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1. INDLEDNING.

Vandanalyser udge¢r en stor del af danske laboratoriers arbejde, og bl.a. af

den grund har mange laboratorier fremf¢rt ¢nsket om, at anvende en analy-

semetode, der er simplere, mere n¢jagtig og hurtigere at udf¢re end MPN-me-

toden efter DS 2255. Endvidere er der andre bakterier end den coliforme

gruppe, som er i stand til at danne syre og luft i MacConkey bouillon ved

37OC, altsd give samme reaktioner som coliforme bakterier.

P& grundlag af ovenstadende samt da membranfiltreringsmetoden er et hyppigt

brugt europazisk alternativ til MPN-metoden, blev det besluttet, at afpre¢ve

og vurdere ISO/DIS 9308-1 og sammenligne resultaterne opnaet efter anvendel-
se af denne forskrift med resultaterne af 10. interkalibrering udfert efter

DS 2255,

Via badevand er der mulighed for overfg¢rsel af smitsomme sygdomme, og da
det ikke er muligt at underseége badevandet for samtlige patogene mikroorga-
nismer, har man valgt at basere kontrollen pad anvendelse af indikatorbakte-
rier. I saltvand anvendes termotolerante coliforme bakterier, og i fersk-

vand anvendes desuden coliforme bakterier som indikatorbakterier.

De fleste coliforme bakterier er vidt udbredt i jord og overfladevand og
kan vokse heri, mens andre isar Escherichia coll anses for at vere specifik-
ke tarmbakterier hos varmblodede dyr, incl. mennesker, og pavisning af E.

coli i vand og sedimenter indicerer en frisk fzkal forurening.

Pavisning af coliforme bakterier efter DS 2255 har imidlertid som tidligere
navnt den ulempe, at visse bakterier bl.a. nogle Aeromonas arter kan simu-
lere coliforme bakterier, idet de er i stand til ved forgaring af laktose
at danmne syre og luft ved 3700, men ikke ved 44°C. Imidlertid vil det ofte
vare relevant at pavise disse Aeromonas arter, da det drejer sig om poten-
tielt patogene organismer, men i s& fald b¢r man anvende en sarskilt metode
hertil. Ved unders¢gelse efter DS 2255 sker der ofte en sammenblanding af

Aeromonas arter og coliforme bakterier.

Aeromonas species er naturligt forekommende i ferskvandsmiljger, og kan som
folge heraf hyppigt isoleres fra drikkevand, sivel kloret som ikke kloret,
overfladevand, levnedsmidler, jord og plantemateriale. Aeromonas species
kan fordrsage humane hudinfektioner og septikamier samt gastroenteriter,
men kan desuden vare arsag til stumme infektioner, hvilket bl.a. kan have

betydning i levnedsmiddelindustrien.




Aeromonas tilhgrer familien Vibrionaceae og opdeles i to grupper:
Gruppe 1 Aeromonas salmonicida,
Gruppe I1 Aeromonas hydrophila,
Aeromonas sobria,

Aeromonas caviae.

Gruppe I er psykrotrof og ubevagelig, mens gruppe I1 er mesofil og beva-
gelig, og de tre arter i denne gruppe adskilles wved hjzlp af bickemiske
kriterier. Nogle Aeromonas species kan som tidligere navnt ud fra laktose
danne syre og luft ved 37°C, men ikke ved 4400, og har dérfor ringe betyd-
ning som indikatorer for fakal forurening, og de kan ikke betragtes som
h¢rende til tarmfloraen. P4 den anden side er Aeromonas hydrophila den
patogene bakterie, der hyppigst kan isoleres fra diarrépatienter, og ma

saledes betragtes som he¢rende til enteropatogenerne.

Med hensyn til yderligere litteratur om Aeromonas species henvises til re-

ferencelisten side 32.




2. FORMAL MED 5. METODEAFPROVNING.

Formalet med 5. metodeafpr¢vning er, som ber¢rt i indledningen, at afpreve
og vurdere ISO/DIS 9308-1 og sammenligne resultaterne opndet efter anvend-
else af denne metode med resultaterne af 10. interkalibrering udfe¢rt efter
DS 2255. Endvidere ¢gnskes det belyst, at DS 2255 medtager andre bakterier i
definitionen af coliforme bakterier end coliforme bakterier. Da ISO/BIS
9308-1 anvender mange forskellige substrater, er det ligeledes ¢nskeligt
bl.a. at padvise hvilket isolationssubstrat, der er det bedst egnede, da det
ikke er givet at samtlige i ISO/DIS 9308-1 navnte substrater er fundet

ligeverdige ved IS0'ens tilblivelse.




3. GENNEMF@RELSE AF 5. METODEAFPROVNING.

Miljgstyrelsen meddelte i skrivelse af 4. april 1990 gennemfe¢relsen af 5.
mikrobioclogiske metodeafpre¢vning pad vandprg¢ver i uge 20, 1990. Tillige blev
der givet kodenumre, og uofficiel dansk oversattelse af ISO/DIS 9308-1,

tilmeldingsskema samt noter af marts 1990 var vedlagt skrivelsen.

Den 24. april 1990 fremsendtes vejledningen fra Referencelaboratoriet,
Milje¢- og Levnedsmidddelkontrolenheden i Odense, bilag 1. Endvidere fremsend-
tes 50 membranfiltre samt substratet Membran Lauryl sulfat Agar med tilh¢ren-

de forskrift til brug i metodeafprevningen.

Den 9. maj udsendtes telefax/brev med rettelse i forskriften til fremstil-
ling af Membran Lauryl sulfat Agar, da fejl i forskriften blev konstateret
pa dette tidspunkt.

Den 14. maj 1990 blev analysematerialet afsendt fra Referencelaboratoriet
som ekspres og rekommanderet forsendelse til forventet modtagelse pa samt-
lige deltagende laboratorier den 15. maj 1990 inden k1, 10, Af bilag 2 frem-
gar hvilke laboratorier, der modtog analysematerialet udenfor den forven-

tede tidsramme.

Ved denne metodeafpr¢vning anvendte laboratorierne til halvdelen af de ialt
48 filtreringer isolationssubstratet Membran Lauryl sulfat Agar tilsendt
fra Referencelaboratoriet. Dette substrat blev sendt til samtlige deltagende
laboratorier, og hver portion stammede fra samme batchnr. Endvidere afsend-
te Referencelaboratoriet membranfiltre {(Gelman Sciences, Product No. 66068,
Lot No. 9120901, 47 mm i diameter, hvide, rudeinddelte, poreste¢rrelse 0,45

um, sterile) til alle deltagende laboratorier.

Laboratorierne blev desuden bedt om selv at valge et af de ¢vrige isola-
tionssubstrater til den anden halvdel af de 48 filtreringer. Endvidere blev
laboratorierne bedt om at valge Fosfat buffer oplésning som fortyndingsvas-
ke, samt Laktose Pepton Vand og Llauryl Tryptose Mannitol Bouillon med
Tryptofan som verifikationsmedier for henholdsvis coliforme bakterier og

presumptive Escherichia coli.




Bemarkninger til anvendte substrater og reagenser fremgdr af bilag 3, mens
en samlet oversigt over anvendte substrater og reagenser findes pa Referen-

celaboratoriet.

I metodeafpr¢vningen deltog 44 laboratorier. 37 levnedsmiddelkontrolenhe-

der, 6 STP-autoriserede laboratorier og 1 laboratorium med szrlig laborato-

riefunktion, bilag 4.
¥oncentraternes kodenumre og indhold.

Der udsendtes ialt 6 koncentrater, og af disse anvendtes 4, nemlig koncen-
traterne A,B,C og D bade til interkalibreringen og til metodeafpr¢vningen,
mens koncentraterne E og F udelukkende anvendtes til interkalibreringen.
Alle biev sendt til'samtlige deltagende laboratorier, og hvert koncentrat
indeholdt 9 ml., der var fremstillet ved tilsatning af testkulturer til

transportmediet. Koncentraterne blev fremsendt nedke¢lede.

Testkulturer.

1. Escherichia coli.
2. Enterobacter cloacae.

3. Aeromonas sobria.
Af karakteristika for disse testkulturer skal n®vnes:

Escherichia coli danner syre og luft ud fra laktose ved 37°% og ved &AOC,
og er indol positiv samt oxidase negativ.

Enterobacter cloacae danner syre og luft ud fra laktose ved 3700, men ikke
ved 44°C. Endvidere er den indol negativ og oxidase negativ. Vakstmaximum
for Enterobacter clocacae er pa Membran Lauryl sulfat Agar ca. 42,50C,
ligesom den i Laktose Pepton Vand producerer syre og luft ved 42,5°C.
Syreproduktion finder desuden sted ved savel 43°C som 43,500.

Aeromonas sobria danner syre og luft ud fra laktose ved 3700, men ikke ved
AAOC, og er indol positiv samt oxidase positiv. Den positive oxidase reak-
tion bruges til at adskille denne bakterie fra den coliforme gruppe af bak-
terier. Vakstmaximum for Aeromonas sobria er pd Membran Lauryl sulfat Agar
(LSA) ca. 41°C, idet den vokser og giver den for coliforme bakterier karak-
teristiske reaktion ved AloC, men ikke ved bl,SOC. Fra 38,500 til 40°C sker
der et gradvist fald i luftdannelsen i Laktose Pepton Vand, og ved AZ,SOC

er der stadig syreproduktion, mens denne er ophe¢rt ved 43°¢,




De i denne metodeafprevning 3 anvendte bakteriearter er afpr¢vet pd samt-
lige isolationssubstrater, der er navnt i ISO/DIS 9308-1. Pa alle substrat-
erne, nar undtages Endo substrat og LES Endo Agar ved 44°C og mFC substrat
ved 3700, viste samtlige kolonier den Zfor coliforme bakterier typiske
reaktion, beskrevet side 7 i ISO/DIS 9308-1. E. coli prasenterede sig pa
hvert substrat som den ste¢rste koloni, dernzst E. cloacae, mens A. sobria

var mindst.

Endo substrat og LES Endo Agar var som navnt i ISO/DIS 9308-1 uegnede til
brug ved 4400, jdet kolonierne var ukarakteristiske og meget mindre end pa
de ¢vrige substrater, der blev afpr¢vet samtidig, mens mFC var uegnet som

substrat ved 37°C, idet kolonierne fl¢d sammen.

Igpvrigt var der ikke navnevardig forskel pa substraterne m.h.t. det fremkom-
ne kimtal, men alle 3 bakteriearter prasenterede sig ved sdvel 37°C som
44°C bedst pa Membranberiget Teepol Bouillon tilsat agar samt Membran Lauryl
sulfat Bouillon tilsat agar, idet kolonierne her var velafgransede og derfor

lettere at tzlle.

Grunden til at Referencelaboratoriet valgte at udsende Membran Lauryl sul-
fat Bouillon med Agar var, at dette til forskel fra det andet substrat kun-

ne fas kommercielt.
Pr¢vernes sammensztning.

Koncentraterne A og C blev fremstillet med henblik pa, at der i de fardige
prever A og C ville vare et kimindhold pa ca. 10.000 kim pr. 100 ml.
Prove A og C: ca. 9.000 Enterobacter cloacae pr. 100 ml.

ca., 1,000 Escherichia coli pr. 100 ml.

Koncentraterne B og D blev fremstillet med henblik p3, at der i de fardige
prever B og D ville vare et kimindhold pd ca. 5.000 kim pr. 100 ml.
Pr¢ve B og D: ca. 5.000 Aeromonas sobria pr. 100 ml.

Koncentraternes homogenitet under aftapning af disse til udsendelse er un-

ders¢gt. Resultatet fremgdr af bilag 5.

Temperaturen i testmaterialet ved laboratoriernes &bning af containeren

fremgdr af oversigten samt af s¢jlediagrammet bilag 6.




4. RESULTATER.

Laboratoriernes analyseresultater skulle vare Milj¢styrelsen i hende senest

den 29. maj 1990.

-

Den 20. juni 1990 fremsendtes udskrift af de modtagne ra&data (bilag 7) til
samtlige deltagende laboratorier. Det enkelte laboratorium havde pa& denne
mide mulighed for at sikre, at de resultater, som var afsendt fra pag=ld-
ende laboratorium var korrekt indlast. Et resultat blev korrigeret, nemlig
lab.nr. 42, pre¢ve (C-37 t = pre¢ve C, 37% coliforme, tilsendt substrat,
hvor 8600 kim/100 ml blev rettet til 8900 kim/100 ml.

Den grafiske fremstilling af resultaterne fremgdr af bilag 8.

Laboratoriernes bemerkninger til egne resultater.

Lab.

nr.

3

Prove A

"Meget svag indol-
reaktion"

"Resultatet opgivet

som formlens resul-

tat,ikke som vanlipgt
med 2 betydende cif-
re"

Pr¢ve B Prove C Prgve D

Eget substrat coli-

forme: "Begge kolo-

nier var bade ox+ og
ox-., Delt op i en

"Oxidasetest er forst
lavet pa kolonier fra
isolationssubstratet.
Derefter er alle de

positive lavet pa ko- gul del og en r¢d
lonier fra Nutrient del, Den rg¢de var
Agar.™ oxt, den gule ox-.

Begge kolonier op
pa Nutrient Agar,
her var de ox+."

Tilsendt substrat
coliforme: "Disse
var ox+ bade pd iso-
lationssubstratet og
og Nutrient Agar."

"Kolonierne sma og "Kolonierne
mange atypiske' sma og atypiske"

"Falsk positiv:Aero- '"Indol-reaktionen "Falsk positiv:
monas hydrophila" var meget svag" Aeromonas hy-
drophila"

"Resultatet opgiv- "Resultatet opgivet "Resultatet opgivet
et som formlens re- som formlens resul- som formlens resul-

sultat, ikke som tat,ikke som wvan- tat,ikke som vanligt
vanligt med < et ligt med 2 betyden- med < et givet antal
givet antal" de cifre, g=zlder

for (presumptive
E.coli eget sub-
strat)"




Lab.

ny.

14

15

16

17

i3

21

24

Prove A

"Indolnegative i Lau-
ryl Tryptose Manni-
tol Bouillon med
tryptofan ved podning
i Tryptonvand efter
DS 2255 findes de in-
dolpositive. C er i s
fald; Eget 1300 LSA:
1200"

"Resultaterne er op-~
givet med 2 betyd-
ende cifre"

"Verifikationen har
omfattet bade oxi-
dasetest og luft-
udvikling i lakto-
se pepton"

"Inkubator ved

37°¢C gik i stykker

natten mellem d.15,

og 16. temperaturen

var 38,7 °C k1. 8.00
den 16, Inkubatoren
blev repareret den

16. k1. 10."

"Indoldannelsen i
LTMB+tryptofan var
meget svag men
kraftig i tryp-
tonvand."

Prove B

°
a

"Resultaterne er op-
givet med 2 betyd-
ende cifre"

"Luftdannelse i lak-
tose pepton vand,
men oxidase +
Oxi/Ferm Tube II
Roche: Aeromonas
hydrophila"

"Inkubator ved 37°C
gik i stykker
natten mellem d.15.
og 16. temperaturen
var 38,7 °C k1. 8.00
den 16. Inkubatoren
blev repareret den
16. ki. 10."

"Eftersom der er ta-
le om oxidaseposi-
tive kolenier, ma
resultatet regnes
for negativt"

Prove C

"Se bemerkninger til

prove A,

Prove D

C er i sa fald: Eget:

1100 LSA: 1400"

"Resultaterne er op-
givet med 2 betyd-
ende cifre®

"Werifikationen har
omfattet bade oxida-
setest og luftudvik-
ling i laktose pep-
ton"

"P4 pladerne med 0,1
ml var der 16 koloni-
er pa Eget sub. og 15
kolonier pa LSA dexr

"Resultaterne er op-
givet med 2 betyd-
ende cifre"

"Luftdannelse i lak-
tose pepton vand,
men oxidase +
Oxi/Ferm Tube II
Roche: Aeromonas
hydrophila"

er kun glet videre fra

plader med mellem 20-
200 kolonier"

“Inkubator ved 37°C
gik i stykker natten
mellem d.15, og 16.
temperaturen var
38,7 °C k1. 8.00 den
16. Inkubatoren blev
repareret den 16.kl.
10.11

"Indoldannelise - se
under pr¢ve A"

"Oxidasetesten viser

at de laktoseforge-
rende kolonier ikke
er coliforme bakte-
rier"

"Inkubator ved 37°C
gik i stykker nat-
ten mellem d4.15. og
16. temperaturen var
38, 7°C k1. 8.00 den
16.Inkubatoren blev
repareret den 16.
k1. 10."

"Eftersom der er ta-
le om oxidaseposi-
tive kolonier, ma
resultatet regnes
for negativt"

“Oxidasetesten viser

at de laktoseforgea-
rende kolonier ikke
er coliforme bakte-
rier"




Lab. Prove A
nr.

26 “Lauryl Tryptose
Mannitel Bouillon
med Tryptofan viste
positiv, men ikke
serlig tydelig re-
aktion,idet r¢d-
farvningen f¢rst
kom efter nogle
minutter og var
svag.Derimod viste

tryptonvand en tyde-
lig positiv reaktion!

29

32 "Sma kolonier (<1
mm) kunne ikke

38

40

verificeres i LTM-
bouillon med Tryp-
tofan (10 stk. af-
provet) ikke talt
med"

"Til eget substrat
er anvendt eget fil-
ter Sartorius Cellu-
lose nitrate filter
0,45 mm porreste¢r-
relse d = 47 mm
Change nr.1289 114006
8906301

Prove B

"Svag luftproduk-
tion i laktose-
peptonvand."

"Henholdsvis 6 og
1. kolonier ud af
10 er pos. i Lak-
tose Pepton vand,
men cyt.ox.pos."

“Som pre¢ve A"

“Coliforme: 10-ml
filtreringen ikke
anvendt ved aflas-
ningen (overvok-
set) - derfor re-
sultatangivelsen
1.100."

Prove C Prgve D

"Lauryl Tryptose
Mannitol Bouillon
med Tryptofan viste
positiv, men ikke
serlig tydelig re-
aktion,idet rod-
farvningen forst
kom efter nogle
minutter og var
svag.Derimod viste
tryptonvand en tyde-
lig positiv reaktion"

"Tilsyneladende 2 slags
kolonier,store (3-4
mm)og smd (1-2 mm),de
sidste med navle/top-
dannelse. Ca.halvt af
hver.Ligeledes forskel
i luftproduktionen i
laktosepeptonvand.Alle
unders¢gte kolonier, 5 af
hver type, imidlertid
oxidasepositive."

"Smd kolonier (<1 mm) “Henholdsvis 4 og 9
kunne ikke verifice- Lkolonier ud af 10

res i LTM-bouillon
med Tryptofan (10
stk. afpre¢vet) ikke
talt med"

"Som prove A"

er pos, i Laktose
Pepton vand, men
cyt.ox,.pos."

"Som prove A"

"Coliforme: 10-ml
filtreringen ikke
anvendt ved aflzs-
ningen (overvok-
get) - derfor re-
sultatangivelsen
u.100."




Lab.

nr.

42

45

47

48

32

Prove A

"£.Coli verifikation
i Lauryl Tryptose
Manitol B: MTB: Luft
og svag indolreak-
tion i 5 r¢r.. LSA:
Luft-kraftig indol-
reaktion i 1 re¢r,
luft svag indolreak-
tion i 4 r¢r. Ekstra
verifikation ved
podning af et antal
karakteristiske kolo-
nier til Mc Conkey og
Indol. Luft/syre og
indol ved 44°C"

“"A i tabellen er ve-
rificeret for savel
luft som oxidase.
Resultaterne opgivet

10

Prove B

Prove C

"Der var luftdannel- "“E.Coli verifikation

se ved laktosepep-
tonvand fra de oxi-
dase positive kolo-
nier"

"Se preve A"
Bed¢mmelserne udfra
kriterierne i bi-
lag A- Iso/dis

med 2 betydende cifre" 9308-1"

“Ved 44°C kunne der
ses forskel pa kolo-
nierne ved hj=alp af
storrelsen pi disse.
Sma kolonier var ne-
gative for luft og
indoldannelser.Der
blev opstukket 3 sma
og 3 store kolonier,
Den mere korrekte
mengde af thermoto-
lerante coliforme
bakt. er angivet un-
der hvert skema (ud-
regnet i henhold til
forholdet mellem sma
og store kelonier."

“For preove A,B,C og
D: Antallet af ko-
lonier er lettest
at aflzse pa Endo-
substrat,idet kolo-
nierne flyder noget
ud pd LSA.

Det er svarere at
dele kolonier pa
Endo~substrat i 2
(til oxidasetest &

lactose-peptonvand)"

"Aeromonas (antage-
1ig hydrophila)"

"Vedrg¢rende presump-

tive Esch.coli:
Savel pa eget sub-
strat som pd til-

sendte substrat var
membranfilter repra-

i Lauryl Tryptose
Manitol B, MIB:Luft-
dannelse,kraftig in-
dolreaktion i 1 ro¢r,
svag 1 4 r¢r. LSA:

Moderat/svag indol-

reaktion i 5 re¢r. Ek-
stra verifikation ved
podning af et antal
karakteristiske kolo-
nier til Mc Conkey og
Indol. Luft/gyre og
indol ved 44°C."

"Se preve A"

"Nogen sammenflydning
af kolonier pa pladen
(0,1 ml pladen havde
kun 7 kolonier)”

senterende 100 ml uden

kolonier (N=0) dvs.
C=<1/100 mi."

Prove D

"Der var luftdanmel-
se i laktosepep-
tonvand fra de oxi-
dase positive kolo-
nier."

"Se pr¢ve B"

"For preve A,B,C og
D: Kolonierne fly-
der mindre ud pid
Teepol-agar end pa
LSA.Y

"Aeromonas (antage-
lig hydrophila)"

"Vedr¢rende presump-
tive Esch.coli:
Savel pa eget sub-
strat som pa til-
sendte substrat var
membranfiltret re-
prasenterende 100
ml vand uden kolo-
nier (N=0), dvs.
C=<1/100 m1l"
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Laboratoriernes bemerkninger til 5. metodeafprévning.

Lab. nr.

Lab.nr.

3: YSelve forskriften er ikke sarlig overskuelig. Det har varet
ngdvendigt med yderligere inddelinger og understregninger.
Selve proceduren virker ogs&d meget tilfaldig f.eks. md man
selv bestemme om der inkuberes ved 35°C eller 3700, og om man
inkuberer i inkubator eller vandbad.

Vedr. verifikationsunders¢gelsen:

Jeg synes, det var svart at skelne kolonierne pa vores sub-
strat og dermed svart at tazlle de forskellige slags ~ de sa
egentlig meget ens ud, ligesom der ikke var stor forskel pa
udseendet pd vores eget (7.3.3) og det tilsendte (7.3.4) sub-
strat. Oxidasetesten viser derimod, at der er forskel, da nog-
le er positive og nogle er negative. Da der hermed er forskel
pa kolonjer, som man forventede ville vare ens, synes jeg ik-
ke, man kan vare sikker pa, at den koloni man verificerer i
laktosepepton-vand er den samme som den, der verificeres ved
oxidasetesten; jeg mener, der er tale om sd stor usikkerhed,
at resultaterne ikke kan bruges. Jeg mener, det vil vere rig-
tigst at rendyrke de presumpiive bakterier og herefter lave
samtlige verifikationsunders¢gelser pd samme rendyrkede kolo-
ni. Hvervidt man sa skal talle samtlige fremvoksede kolonier
og derefter verificere pid op til 10 kolonier (som ved Pseudo-
monas) eller man skal pr¢ve at skelne i grupper, tazlle hvor
mange kolconier, der tilhe¢rer hver gruppe og herefter verifi-
cere en koloni fra hver gruppe, kan jeg ikke tage stilling
til, men umiddelbart vil jeg mene, at det f¢rste vil vare mest
overskueligt.

Vedr. ISO'ens pkt. 8.4.1 - 2 afsnit de 2 fgrste linier forstir
jeg ikke, da termotolerante coliforme bakterier og presumptive
E. coli er dyrket ved 44°C, hvis proceduren i forskriften er
anvendt. Safremt det ikke er meningen, md det som i DS 2255

praciseres hvordan man gor."

8: "1)  Laboratoriet har faet indolpositive reaktioner i trypton-
vand efter DS 2255. Samme stammer gav negativ indolreak-
tioner i Lauryl Tryptose Mannitol bouillon med tryptofan
efter ISO/DIS 9308-1. Arsagen hertil er ikke fundet.
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2) Subkulturer af laktosefermenterede organismer skal dyr-
kes pa Nutrient-agar. Et andet grundsubstrat kan vel
anvendes.

3) Resultatangivelser: Talst¢rrelsen, C, kan blive 0, Der
skal vare en n¢jere beskrivelse af resultatangivelsen i
sidanne tilfzlde (<1,<10,<100 o.s.v. vil vare rigtig).

4) Nve og "gamle" standarder skal harmoniseres.

Her tenkes bl.a. pa:

- Autoklaveringstemperaturer (Laktoseholdigt sub-
strat v. 121°¢?).

- pH i substrater

- Nye typer af fortyndingsvasker ses i ISO/DIS 9308-
1. Hvorfor kan fosfatbuffer efter DS 2255 ikke an-
vendes?

- Substrater/bouilloner med lille variation i for-

hold til allerede kendte indfores."

"Forskrift for "Nutrient Agar" mangler i ovennavnte standard."

{IS0/DIS 9308-1).

"Vi har bem=rket forskellen i resultaterne for antal celiforme

bakterier efter de to metoder ISO/DIS 9308-1 og DS 2255."

"De medsendte membranfiltre wvar vanskelige at skille fra be-
skyttelsesfilterpladerne. Membranfiltrene var meget "elektris-

ke" . 11

"1l. Kolonierne er i udseende alle typiske coliforme, men ved
videre verifikation falder mange fra. Hvorved metoden
bliver meget tidskravende.

2, Metoden er meget omstandig. Selv om man verificerer
mange kolonier, er det ikke sikkert, at man lige netop

far fat i E. coli kolonier."
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"Ved subkultivering i Laktose Pepton vand af kolonier, der har
vist typisk reaktion pad pladen (laktose +) har der i en del
tilfelde ikke varet vazkst.

Ligeledes har der varet problemer m. manglende vakst pad Nutri-
ent agar.

Laboratoriet har anvendt fardigfremstillet Kovac's reagens fra
Bie og Berntsen. Det giver svagere reaktion i Lauryl Trypton

Manmnitol Bouillon end i Tryptonvand."

"Generelt virker metodeforslaget noget ustruktureret. F.ex.
kommer teoretiske overvejelser og den praktiske udfgrelse
blandet i mellem hinanden (pkt. 3,1 og 3.2 smlg. med 8.4 og
8.5 samt appendix A).

Serlige bemerkninger:

Pkt. 8.1.2: Hvorfor skal pr¢vemezngderne vare ens?

Det skal selviplgelig tages he¢jde for eventuelle forskelle i

prevem@ngde nar resultaterne opgives jvi. f.eks. metodeafprov-

ningen.

Pkt. 8.4.1: ..... hvad enten der er inkuberet ved 44°C el-
ler 35°C eller 37°C .... - hvad menes der?

Pkt. O: Vt - definitionen er forkert nar man samtidig

opererer med en faktor ¥ = fortyndingen.
Forslag: Vt = den mengde af vandpre¢ven eller
fortyndingen, der er filtreret.
Det er ikke hensigtsmassigt med de mange valgmuligheder:
Fortyndingsvaesker
Isolationssubstrater
Inkubationstemperaturér
Verifikationssubstrater
idet det ma formodes at resultaterne vil vare afhangige af de
valgte kombinationer.
En gransevardi, der alene henviser til denne standard vil vare

uden mening med alle disse valgmuligheder.”

"Metodeforslaget er vanskeligt at forsta:

(Udtalelse fra laborant der har arbejdet med metoden).
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- der mangler mange steder en direkte angivelse af temperatur
og substrat.

Coli - termotolerante coli - presumptive coli bliver brugt i

fleng f.eks. 8.4.1.

Der mangler kemiske formler og angivelser af, at mangden

¢verst er mangden i den fardige opl¢sning af fosfatbuffer op-

1gsningen s. 20,

Hvad er "F" for en ste¢rrelse i udregningsformlen.

En luftinkubator der kan ke¢re p& 44,5 +/- 0,25°C er nok ikke

realistisk."

"ISO/DIS 9308-1 virker rodet, uden logisk sammenhazng og er
tung at l®se. Det er besynderligt, at der skal inkuberes ved
35,1_02500 eller 37,t.035°C, nar der unders¢ges for coliforme

bakterier, og ved enten 44 4 0,25 °C eller 54,5 d;O,ZS?Q, nar

der unders¢ges for termotolerante coliforme bakterier.

Der er mange substrater og reagenser i ISO/DIS 9308-~1. Hvis
disse er blevet afpr¢vet og fundet ligevardige, er dette selv-
felgelig acceptabelt, men hvis det ikke er tilfazldet, b¢r det
bedst egnede substrat/reagens valges og de andre udgd af for-
skriften. Der er enkelte punkter i ISO/DIS 9308-1, der er di-
rekte uforstdelige, f.eks. side 8, afsnit 8.4.1, linie 6-9,
Det er vanskeligt/umuligt '"at subkultivere kolonier eller et
reprasentativt antal af dem", idet det kan dreje sig om over
100 kolonier, hvis alle skal overfg¢res til f.eks. Laktose Pep-
ton vand eller Nutrient Agar. Hvis man derimod valger at over-

fore et reprasentativt antal, kan det vare svart at vurdere,

hvad der er reprasentativt, idet det kan vare vanskeligt/umu-
ligt at se, hvor mange forskellige kolonityper man har pa fil-
tret.

Mens mange substrater er indgiende beskrevet, er Nutrient Agar
overhovedet ikke beskrevet, men kun navnt side 9 ¢verst. For-
modentlig kunne PCA anvendes istedet for Nutrient Agar?

Ifplge forskriften er det kun les Endo Agar, der skal fordeles
i sma petriskale, men dette er ikke kravet for de ¢vrige iso-
lationssubstraters vedkommende. Her er igen en detalje, der

tyder p&, at ISG/DIS 9308-1 ikke er konsekvent.
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180/DIS 9308-1 virker, som om den er kreeret udelukkende ved
et skrivebord og er tilsyneladende sammenstykket af samtlige
substrater/reagenser, der i teorien er anvendelige til under-
s¢gelse for coliforme bakterier/termotolerante coliforme bak-
terier/presumptive E.coli. Forskriften b¢r efter vores opfat-
telse revideres en del, inden den udsendes som forslag til

Dansk Standard.”

1. Det kan undre, at man til aflssning af indikative plader
kan anvende plader med kolonital helt op til 200. Det
kan undre, at det anbefales at anvende plader med > 20
og < 200 kolonier uafhangigt af aflasningsarealet, idet
der ved 5 cm membranfiltre er et areal der er over 3
gange mindre end arealet pi en 9 ¢m petriskal.

2. Det er uklart om autoklaveringen af tilsendt substrat
(LsA) skal udferes som Oxoid foreskriver (121°C i 15
min.) eller som ISO angiver (115°C i 10 min.). Vi har

valgt at fglge ISO."

""Vedr. prg¢verne B og D.
Tallet for coliforme bakterier er uden Aeromonas species (oxi-

dase testede jvE. pkt. 8.5 i ISO/DIS 9308-1)."

"Aflasningskriteriet "mellem 20-200 kolonier/plade" er urea-
listisk, da dette svarer til en plade med diameteren 90 mm.
Her haves kun ca. det halve (47 mm) og derfor burde aflas-
ningskriteriet @ndres tilsvarende. Desuden er skelnen mellem
de enkelte kolonier meget vanskelig pd sia lille et areal, at
dette g¢r verifikationen vasentlig svarere og mere tidskra-
vende, hvilket metoden i sig selv ogsa er.

Formlen til beregning af “C" tager ikke umiddelbart hensyn til

forekomsten af forskellige bakterjearter."
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Lab. nr. 35: "Det fremsendte skriftlige materiale er meget uoverskueligt og

Lab. nr.

Lab.

nr.

36:

fremgangsbeskrivelsen er meget rodet.

Der er ikke anfert, hvorndr og hvorfra man skal pode pd nutri-
ent agar til oxidase-test, og ej heller hvilken temperatur og
hvilken dyrkningstid, der skal anvendes.

Man kan ikke skelne positive og negative kolonier pad membran-
beriget Teepol {agar) og Lauryl sulfat (agar), kun hvorvidt
hele pladen (ved farvereaktion) er positiv eller negativ.

Der burde angives vetningslinier for, hvor mange kolonier, der
skal verificeres. Vi har kun anvendt 3 af praktiske grunde,
men der bgr givet vare Ilere, men hvor mange?

Det forekommer os at matte vare svart at udlede resultater af

afprevningen pa grundlag af det meget frie substratvalg."

"3.2 Krav om temperaturvarians pa ikke > + 0,25°C kraver spe-
cielt fintfglende udstyr pa incubator.
Bestemmelse af termotolerante coliforme bakt. i levneds-
midler efter NMKL 125 - stiller kun krav om + 0,5°C.
Kravene bgr kunne koordineres.

3.1, 3.2, 7.3
Hvorfor de mange valgmuligheder med hensyn til tempera-
tur og substrat?

8.2 Forincubering i 4 timer giver praktiske problemer med

Bemzrk: indpasning i normal arbejdstid.

37:

8.4.1 Et reprasentativt antal kolonier? - b¢r specificeres
nermere.
Afsnit 2: Som teksten er udformet, mi& det opfattes som
om ogsa kolonier fra 37° membranen skal afpreoves i lak-
tosepeptonvand 44°C, - for luft - og indoldannelse. Det
kan vel ikke vare meningen!

9. F
F

fortyndingen be¢r vare

]

fortyndingsfaktor."

"Vedr.: Fremstilling af pre¢ven:
Proven fra milekolben ber overhmldes til almindelig provefla-
ske. Der er 1idt langt ned til vandstanden i kolben, nir man

skal afpippetere smid mangder (0,1 og 1 ml).
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Vedr.: Membranfiltrering:

Membranfiltreringsmetodik b¢r angives. Vi har brugt samme me-
todik med for- og efterskylning af filtrene som angivet ved
sv¢ommebadsanalyser.

Vedr.: Substratopskrifter:

De kemiske formler for tilsatte stoffer bg¢r angives, si man
kan tage h¢jde for evt. tilsat vand i kommercielt tilgangelige
stoffer. (F.ex. ke¢bes dikaliumhydrogenphosphat med 3 molekyler
vand. )

Det var nasten umuligt at oplg¢se phenolrg¢dt i vand -end ikke
natten over ved svag varme og konstant omr¢ring kunne ggre
det. Der be¢r std i metoden, at oplé¢sningen kan ske ved kogning
i min. 20 minutter (20 minutters kogning var ikke engang per-
fekt).

Vedr.: Phosphatbuffer:

I standarden angives, at pH skal justeres til 7,2+ 0,5 med 1
molar NaOH. Vi har tilsat mellem 10 og 15 ml 507 NaOH-opl¢s-
ning for at ramme det foreskrevne pH, dvs. med en l-molar-op-
l¢sning, vil det krave en meget stor mengde NaOH.

Siut pH skal vare 7,0 + 0,1. Vores slut pH vér 6,98 for auto-
klavering. Efter autoklavering var pH 7,33.
Variationsintervallet (+ 0,1) for pH er ret snzvert i forhold
til intervallet for fremstilling (+ 0,5).

Vedr.: Tryptonvand.

Metodens angivne opskrift p& tryptonvand - som ikke bruges i
denne afprgvning - er dobbelt sa stark som tryptenvand angivet
i DS 2255.

Vedr.: Indolreaktionen.

Indolreaktionen i lauryltryptosemannitolbouillon var ikke klar
r¢d (men dog re¢dfarvet, sd vi sk¢nnede reaktionen positiv).
Reagenset blev afpr¢vet pa vanlig vis i tryptonvand - og gav
her den normale klare r¢de farve.

I ¢vrigt skulle bouillonen rystes kraftigt, f¢r der indtrddte
farveskifte i alkoholfasen.

Vedr.: Inkubationstemperaturer:

Ifplge forskriften skal termotolerante coli inkuberes ved 44 +

0,25°C - eller ved 44,5 % 0,2500 - dvs. i temperaturinterval-

let 43,75 til 44,7500. Der kunne altsi ligesd godt std 44,25 +
o

0,57C.
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Inkubationstemperatur for Nutrient agar er ikke angivet i me-

toden. Vi har rendyrket ved 37°C.

Vedr.: Inkubation af verifikationsbouillon.

Der er ikke angivet, om bouillonen skal forvarmes, og om der
ber inkuberes i vandbad eller lufttermostat. Vi har forvarmet
bouillonen ved henholdsvis 37 og 44°¢C og inkuberet i vandbad.
Vedr.: Inkubation af lauryltryptosemannitolbouillon.

Der er ikke foreskrevet temperatur eller tid. Vi har inkuberet
bouillonen ved 44°C i 24 timer (bgr maske std 48 timer, jfr.
bemzrkninger ved indolreaktionen?).

Vedr.: Verifikation af kolonier:

Der b¢r angives hvor stor en procentdel af kolonierne, der
skal/bgr verificeres. Ligeledes b¢r verificeres fra alle mor-
fologiske typer, som bg¢r talles sarskilt. (Exempel: Fi/mange
kolonier af en type falder positivt ud, mens et stort/lille
antal af en anden morfologisk gruppe (ex. mindre, mere trans-
parante kolonier) ikke verificeres. Hvis der er udtaget lige
mange kolonier af hver type til verifikation, giver metoden et
forkert resultat, nd3r der i virkeligheden er et forholdmessigt
ringe/stort antal positive.

Vedr.: Tellegranser.

Tzllegranser b¢r angives i standarden: Det 'normale" interval
- 20 - 200 kolonier - er ikke sarlig egnet til membranfiltre,
hvor kolonierne ofte flyder sammen/ligger i klumper/vokser
ovenpd hinanden ved omkring 100 kolonier pr. filter (ofte al-
lerede ved over 50 kolonier pr. filter).

Retningslinier for talling af sammenhzngende kolonier pad fil-
tre ¢nskes. Eksempel: Skal en "klump" af f.ex. 3 rimeligt
velafgransede og tydelige, men sammenhangende kolonier, talles
som 1 eller 3 (Exemplet var aktuelt i pre¢ve B).

Vedr.: Formel for udregning af resultat.

Der b¢r opstilles et exempel i metoden. Det er 1lidt uklart,
hvad der menes med "fortyndingen" - om det er i ml eller log.
Enheder b¢r ogsd praciseres.

Vedr.: Skemaer/opgivelse af resultater.

Det er uklart i forskriften, om oxidasetesten er et led i ve-
rifikationsprocessen. Vi har delt kolonierne, si samme koloni
er testet for luftproduktion (+ evt. indol) og oxidasereak-

tion. I metoden b¢r angives, at samme koloni bg¢r bruges til
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begge tests, sd der tages hgjde for oxidasetesten i udregning-

en, dvs. "antal verificerede kolonier" i formlen. Exemplet er

aktuelt i prove B og D.

Vi midtte lave det tilsendte substrat om, fordi vi regnede med,

at der var taget he¢jde for tilsat agar i opskriften. Det var

meget kort varsel at andre metoden kun 2 arbejdsdage f¢r me-

todeafprévningen.

pH fér sterilisation: 6,98

pH efter sterilisation: 7,33."

"Metodeafprevningen tog et sarligt stort omfang af 2 grunde:

1.

2.

Der wvar netop blevet fremstillet LSA, da zndringen blev
fremsendt,

Den laborant, der havde forberedt metodeafpr¢vningen,
blev sygemeldt pd pre¢vningsdagen, hvorfor en anden la-
borant overtog opgaven. Herved blev pr¢vningsomstandig-
hederne ikke gennemlest ngjagtigt nok (forklaringen til
metodeafpr¢vningen kunne have varet bedre), og det var
opfattelsen, at der skulle foretages dobbeltunderse¢gel-
se. Derfor blev egne filtre taget i brug og %6 prover
unders¢gt.

De paskrevne resultater er fra enkeltpr¢gver og er af-
rundet til 2 betydende cifre. Til sammenligning er ved-
lagt resultaterne fra dobbeltpreverne (overstreget).

De fe¢rst aflaste plader er brugt i den egentlige af-
rapportering.

Andre bemzrkninger:

P4 endoagar voksede oxidase-positive bakterier (prove B
og D), og der var ikke forskel pa disse kolonier og ko-
lonierne i pr¢verne A og C.

Resultaterne pa "“det fortyndede" LSA-medium var: Svagere
farvereaktion og en 1idt mindre koloni.

Anvendt forkortelse MTBA = membranberiget teepol bouil-
lon agar.

Metoden med at udprikke et antal kolonier til oxidase-
test forekommer at kunne give st¢rre usikkerhed om re-

sultatet, falsk-negative som falsk-positive resultater."
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1. Indoldamnelsen i Lauryl Tryptose Mannitolbouillon m/tryp-
tofan var svag (blegred farve). En p& laboratoriet an-
vendt kontrolstamme af E.coli viste ingen indoldannelse.
Upraktisk, at speciel fortyndingsvaske anvendes.
Detektionsgransen for coliforme kim kan vare hej pga.
overvoksede filtre.

Metoden er besvarlig i forhold til MPN-metoden.

Det er en fordel at man har mulighed for at verificere
kolonierne - dette er vanskeligere ved MPN-metoden, da
en efterf¢lgende dyrkning p& plade ofte viser en blan-

dingskultur."

"Efter aftale med dyrlage Irene Simoni, MLXK Odense, er C var-
dierne ikke udregnet - det har referencelaboratoriet ikke no-
get imod at gore selv.

I1SO/DIS 9308-1 virker noget uoverskuelig i den foreliggende
ucofficielle oversattelse.

Hvordan fir man en rimelig sikkerhed for at "fange" coliforme
oxidasenegative kolonier fra en pr¢ve med blandet vakst, hvis
ikke man skal igennem et omfattende antal keolonier til veri-

fikation?"

"ISO/DIS 9308-1 virker som en mere omstzndelig metode end DS
2255.

Der er et sterre arbejde med hver enkelt prove, og ISO/DIS
9308-1 virker ikke ligesd specifik som DS 2255.

Kolonierne pi membranerne kan ligne hinanden og af udseende
vaere coli, men er det ngdvendigvis ikke. Selve filtreringen af
proven er ikke besvarlig, men arbejdet med verifikationen fo-

rekommer besvarlig og noget usikker."”

"Det ville vare ¢nskeligt med en vejledning i brugen af de
enkelte substrater og deres virkemdde (princip) - hvilken
prevetype til hvilken substrat - samt fortyndingsvejledning i
henhold til pre¢vetype."
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"Metoden er rodet. Det virker som om man har blandet flere
metoder sammen til én hvilket g¢r, at den bliver uoverskuelig
og visse steder ulogisk. F.eks. pkt. 3.1 definitionen pa coli-
forme bakterier hvor der er skrevet "...enten 35 + 0,5°C eller
37 + 0,5°C ...". Udtrykket enten/eller er normalt i modsaztning
til bade/og. Nar temperaturerne ikke relateres til dyrknings-
substrater, er det misvisende, fordi det skal vzre bade/og.
For termotolerante coliforme bakterier burde temperaturangiv-
elsen ogsd relateres til dyrkningssubstrater.

Pkt. 6.2 Det er anf¢rt at temperatursvingningen ved 44°C
h.h.v. 44,5°C skal vere inden for + 0,25°C. Jeg har ikke kun-
net finde lufttermostater der kan overholde dette krav.

Pkt. 8.2 Det er sikkert udmerket at prainkubere i 4 timer ved
30°C. Men hvis der inkuberes i lufttermostat, begranser det
arbejdsdagens langde betydelig.

Der er i metoden ikke anfg¢rt den oxidasetest pa coliforme bak-
terier, som der er lagt op til i metodeafpr¢vningen.

Pkt. 9. Nir man udregner formlen, ender man med et tal uden
benmzvnelse. Dvs. at vi f.eks. skal opgive at C = 2. Det ma
kraves, at en resultatangivelse opgives pa en umiddelbart for-
stielig made, dvs. at enheden benawnes i forbindelse med tal-
let f.eks. 2/100 ml,

Hvis man bruger formlen i overensstemmelse med metoden, hvor
bare en af faktorerne er et 0 vil man altid f£& vardien 0/100
ml. Hvis f.eks. ingen af de subkultiverede kolonier verifice-
res, vil resultatet derfor blive, at resultatet skal angives
som 0/100 ml, hvad enten der er unders¢gt 0,001 ml eller 1 1.
Da jeg ikke forventer, at metoden vil blive overvejet udsendt
som officiel metode i den nuvarende form, vil jeg begranse mig

til ovennavnte kritikpunkter."

"- Det er ¢nskeligt med en mere udf¢rlig pracisering af;

at termotolerante coliforme bakterier er presumptive termoto-
lerante coliforme bakterier, der producerer luft fra laktose
ved 44°C samt danner indol fra tryptofan ved 44°¢,

- Der mangier en angivelse af et ca. antal af kolonier, der

stikkes op fra filtrene til verifikation.
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= Der mangler angivelser vedr. skylning af tragt ved membran-
filtrering.

- Der mangler angivelse af, hvorledes et negativt resultat
udtrykkes.

- Det burde vare angivet, at samme koloni skal anvendes til
verifikation for luft produktion og oxidasetest.

- Det er meget betydningsfuldt, at mange falske positive kan
elimineres ved oxidasetesten,

- Det kan medf¢re en betydelig usikkerhed, at kolonierne skal
opstikkes fra pladerne, se f.eks. vores resultater for 45°¢
ved prove A. Det er sandsynligvis kun muligt at se forskel pa
kolonierne p2 grund af, at det er en konstrueret prove.

- Det er umuligt at se om nogle af kolonierne pd LST og Teepol
-agar ikke forgzrer lactose, da samtlige kolonier var gule og
gulfarvningen af agaren var diffus (undtagen, nar der var et
meget lille antal kolonier pd pladerne).

- Ved undersegelse af f& rigtige badevandspr¢ver pa LSA, Tee-
pol-agar og Endo-substrat kunne der iagttages.fQIgende: Tyde-
lig forskel pad koloniernes farve gulf/redlig pid LSA og Tee-
pol-agar, hvorimod det var svarere at skelne kolonierne pa

Endo-substratet, ndr der var baggrundsflora."

"Ikke tilfredsstillende oversazttelse.

Der opstod flere situationer, hvor forskellig tolkning er mu-
lig, ligesom overskueligheden ikke er tilfredsstillende. Hen-
vendelse til Irene Simoni var ne¢dvendig i forbindelse med ud-

regningen."

"Ved kraftig vakst af coliforme bakterier synes at forekomme
tendens til at udeblive gult omslag under membranen, eller
endog, pa gult substrat, at sld om til redt, saledes at oxyda-
sereaktionen bliver afg¢rende uden hensyn til omslagets farve.
Metoden som helhed synes at vare meget tidskravende i daglige

masseforekommende rutineanalyser."
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Lab. nr. 50: "Kemiske formler mangler.

Resultatberegning ud fra formel indicerer at opgive resultatet

til O.
pvrige tal rundet af til 2 betydende cifre."

Lab. nr. 51t "1. Xontrolskdle b¢r indgd i metodikken, sialedes at der fil-

treres med sterilt vand ved filtrerings start, midtvejs
i undersggelsen og ved slutningen af unders¢gelsen. Det-
te for at kontrollere regelret desinfektion.

2. Der b¢r ikke talles p& filtre med over 50 kol. (tzlle-
interval 0-50).

3. Entydig aflasning kan undertiden vare vanskelig pad det
valgte substrat. (gule, mindre gule kol.).

4. Nar der i preve D er afprevet ikke karakteristiske kol.
skyldes det, at vi ikke er fortrolige med metoden.

5. Vedrgrende beregnings formlen:
A: Verificerede kol. b¢r beregnes som verificerede Oxy-

dase negativ/coliforme kol.

F: Fortyndingen misvisende betegnelse."

Lab. nr. 52: "Der be¢r angives kemisk formel (Eks. magnesiumklorid som kan

Lab. nr.

53:

have formlerne MgClEGHEO eller MgClE)."

"MEGET OMFATTENDE FORSKRIFT:

Ingen opskrift pa nutrient agar.

Vedr. 7.2 (s.4): Det bgr direkte af forskriften fremga, hvilke
fortyndingsvaesker, der anbefales - og ikke "bare" en henvis-
ning til en anden metode.

Vedr. 7.3 (s.5): Det store antal isolationssubstrater lagger
nesten op til, at hvert laboratorium selv afpr¢ver/udvalger
det ¢nskede substrat, og dette er vel ikke hensigten. - Det
kunne derfor ¢nskes, at et eller nogle f3 substrater kunne

anbefales, evt. afhengig af wvandtype.
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NB! De fremsendte resultatskemaer var ikke logiske i forhold

til forskriften - skabte uklarhed vedr.

- ta2lling af antal kolonier (totale antal, hvor forskriften
angiver karakteristiske kolonier)

~ brug af oxidasetesten (efter forskriften anvendes den evt.
som en yderligere undersggelse ved verifikation - og altsa

ikke primazrt ved en sortering af kolonier)."
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Statistisk vurdering ved Jess la Cour Jansen (s. 25-27).

Statistisk wvurdering af data fra 5. metodeafprevning og 10.
interkalibrering af kimtzllingsmetoder.

P& baggrund af rddata fra 5. metodeafprevning og 10. interkali-
brering af kimizllinger er foretaget en statistisk vurdering
af betydningen af anvendte vakstsubstrater og kimbestemmelses-
metoder. R&data er modtaget p& diskette og er p& forhand
godkendt af Milje- og Levnedsmiddelkontrolenheden i Odense.

Datamaterialet er inden de statistiske analyser dennemgéet,
og laboratorier for hvilke én eller flere data har manglet, er
af effektivitetshensyn bortsorteret. Endvidere er data testet
for varianshomogenitet, og laboratorier med ekstreme outliers
er herved udelukket. Varianshomogenitet er herved sikret. I
analysen af substratvalg er 1 alt 36 laboratorier indgdet, og
i analysen af kimbestemmelsesmetode er 38 laboratorier indgaet.

Vurderingen er udfert som variansanalyser, hvor betydningen af
de enkelte variationskilder underseges.

For vurderingen af substratvalg er anvendt data fra 5.
metodeafprevning, og *elgende variationskilders betydning er
undersegt: Substratvalg (eget/tilsendt), preve (A/C}), tempera-
tur (37°C/44°C).

Data er medtaget for bdde 37°C og 44°C og for bAde preve A og
C for at sge styrken af vurderingen. Samtidigt holdes bidraget
til variationen fra proven og fra temperaturen helt adskilt fra
substratvalgets bidrag.
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Bestemmelserne er 1 alle tilfazlde udfert med MF-metoden.

For wvurderingen af tzllemetoden er anvendt data fra 10.
interkalibrering og 5. metodeafprevning, og i alle tilfzlde er
anvendt tilsendt substrat. Felgende variationskilders betydning
er undersegt: T=zllemetode (MF/MPN), preve (A/C), temperatur
(37°C/44°C).

I variansanalyserne adskilles de enkelte variationskilders
indflydelse og testes samtidigt. Det giver et differentieret
billede af &rsagen til kimbestemmelsernes variation, og pd
denne mdde opnds en vurdering af den specifikke effekt af en
bestemt variabel, som f.eks. substratvalg eller bestemmelses-
metode. Imidlertid opnds samtidigt en vurdering af betydningen
af gvrige mulige kilder til den samlede variation og endvidere
af den resterende variation, residualvariationen, som tillagges
tilfzldigheder og dermed ikke nzrmere angivne Aarsager. Denne
residualvariation skal helst vare normalfordelt med en
niddelvardi p& nul, idet der herigennem dokumenteres, at
vesentlige specifikke variationskilder da vil vare trukket ud
og vurderet. Den aktuelle residualvariation i analysen er pant
fordelt omkring nul omend ikke helt normalfordelt, sdledes at
den statistiske analyse forleber pant efter forudsaztningerne.

Sammenligningen af substratvalg har vist, at der ikke kan
observeres signifikant forskel pd brug af tilsendt substrat og
laboratoriernes eget substrat. En yderligere analyse af
forskelle mellem de enkelte laboratoriers eget substrat er
derfor ikke interessant i denne sammenhzng. Der er heller ikke
forskel mellem preve A og C, sdledes at provematerialets
homogenitet er dokumenteret. I denne analyse fra 5. metodeaf-
prevning har siledes kun temperaturen (37°C/44°C) vist sig (sox
ventet) at give signifikant bidrag til variationen i datamate-
rialet. En efterfelgende s8kaldt ‘'multiple range" test
understetter denne konklusion og viser ligeledes Xun signifi-
kant forskel pd niveauer for 37°C-coliforme og 44°C-coliforme.

Sammenligningen af bestemmelsesmetode (MF og MPN} viser for det

ferste, at der er meget stor forskel p&d den indre variation-

inden for hver mnetode. Variationen inden for MF-metoden er
vesentligt mindre end variationen inden for MPN-metoden. MF-
metoden er med andre ord vasentligt mere nejagtig end MPN-
netoden. Endvidere er der samtidigt forskel i deres niveau. Va-
riansanalysen for tazllemetoderne viser signifikant effekt af
alle tre variationskilder: Bestemmelsesmetode, temperatur og

prove.
Den samlede vurdering er derfor:

- at substratvalg ikKe har haft signifikant betydning for
de opndede resultater i 5. metodeafprevning,

~
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- at bestemmelsesmetode er af vesentlig betydning, idet
MPN-metoden bdde er vasentligt mere uprazcis og giver et
coli-niveau, der er he¢jere end MF~metoden,

- at temperaturen ikke uventet viser sig at have betydning
i bdde 5. metodeafprevning og 10. interkalibrering

- at der findes signifikant forskel pd prove A og C i
analysen af data for 10. interkalibrering, men ikke 1
5. metodeafprevning. Forskellen i 10. interkalibrering
er dog lille, men altsd statistisk signifikant.

Med venlig hilsen
VANDKVALITETSINSTITUTTET, ATV

g

3 Lo : . PR—
-\ P e

Jeés la Cour Jansen

Vanduyvaliteteingtitutte! - Water Qualitvinre o1
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Referencelaboratoriets kommentarer.

Ved sammenligning af MPN-metoden efter DS 2255 og MF-metoden efter ISO/DIS
9308-1 har det wist sig, at MPN-metoden er mere upracis, og tillige giver
et hgjere kimtal end MF-metoden. MF-metoden er altsa mere "stabil", idet
resultaterne ikke er sid afvigende ved anvendelse af denne metode som ved
brug af MPN-metoden.

Pa baggrund af de i denne metodeafpr¢vning opnaede resultater kan dexr ikke
konstateres forskelle i de anvendte isolationssubstrater, idet sdvel eget
som tilsendt substrat giver kimtal p3d samme niveau. Imidlertid er ikke alle
substrater afpre¢vede, da det ikke var praktisk muligt at inddele laborate-
rierne i grupper, siledes at hvert laboratorium i en gruppe pa f.eks. 10
laboratorier skulle anvende et og samme substrat. 1 stedet for kunne det

enkelte laboratorium frit valge “eget substrat",

En del laboratorier har haft problemer med verifikationsmedierne, og som
det bl.a. fremgadr af skemaet s. 7-lo, har iszr Lauryl Tryptose Mannitol
Bouillon med Tryptofan voldt problemer. 13 Laboratorier har ikke faet veri-
ficeret samtlige overforte kolonier i Lauryl Tryptose Mannitel Bouillon med
Tryptofan i den ene eller begge af pr¢verne A og C. Imidlertid har enkelte
laboratorier tillige verificeret i tryptonvand, og her har reaktionen varet
tydelig positiv. Laktose Pepton Vand har ligeledes hos 6 laboratorier ikke
vist luftproduktion i den ene eller begge af pr¢verne A og C. Der er tilsy-

neladende usikkerhed ved brug af disse medier.

Ovenstaende har naturligvis betydning for resultaterne, ligesom oxidasetes-
ten har. 5 laboratorier har fundet savel oxidase positive som oxidase nega-
tive kolonier i prg¢ve B og/eller D, hvor der udelukkende skulle vare oxida-
se positive kolonier. Dette kan skyldes, at nogle af disse laboratorier har
lavet oxidasetesten pid en koloni direkte fra isolationssubstratet, altsd
sprunget dyrkningen pad Nutrient Agar over, og at der sammen med kolonien er
overfe¢rt reagens fra substratet. Der kan eventuelt ogsd vare tale om en
forurening af pladen eller en fejlaflasning af reaktionen, eller anvendelse
af ikke friskfremstillet oxidasereagens.

4 laboratorier har angivet, at der er coliforme bakterier i pr¢ven, ske¢nt

samtlige af laboratorierne testede kolonier er oxidasepositive.

Af ISO/DIS 9308-1 fremgldr ikke, hvorledes negativt resultat skal angives,
og laboratorierne har opfattet dette meget forskelligt, idet f¢lgende mader
til angivelse af negativt resultat er anvendt: 0/100 ml, <1/100 ml, <2/100
ml, <10/100 ml, <100/100 ml og <1000/100 ml.

Sluttelig skal det navnes, at regnefejl bl.a. faktorfejl forekommer hos et

par laboratorier, og at dette ligeledes har indflydelse pa resultateterne.
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5. KONKLUSIONER.

1. MF-metoden efter ISO/DIS 9308~1 har vist sig som en "stabil" metode med
mindre variabilitet end MPN-metoden efter DS 2255. MPN-metoden har en
storre usikkerhed, og som fplge heraf opnds tilsyneladende hg¢jere kimtal

ved MPN-metoden end ved MF-metoden.

2. P4 baggrund af de i denne metodeafprgvning opndede resultater er det
ikke muligt at konstatere forskelle i de anvendte isolationssubstrater, men
det skal praciseres, at ikke alle isolationssubstrater er afprovede, idet

det store antal heraf umuliggjorde dette under de forhandenvarende forhold.

3. Verifikationsmedierne har wvoldt en del problemer, og isar kan Lauryl
Tryptose Mannitol Bouillon med Tryptofan hos mange laboratorier givet
tvivlsom eller negativ indolreaktion, hvor denne skulle have varet positiv.
Laktose Pepton Vand har ligeledes ikke i alle tilfalde givet luftproduktion.

Der er tilsyneladende en usikkerhed ved brug af disse to verifikationsme-

dier.

4. Oxidasetesten har ogsi givet anledning til problemer. Arsagen hertil kan
skyldes, at oxidasetesten er lavet pd en koloni direkte fra isolationssub-
stratet, at oxidasetesten er lavet pi en fremmed koloni (forurener), fejl-

aflasning af oxidasereaktionen, eller at der ikke er anvendt friskfremstil-

let oxidasereagens.

5. Negativt resultat er angivet meget forskelligt nemlig som 0/100 ml,
<1/100 ml, <2/100 ml, <10/100 ml, <100/100 ml og <1000/100 ml. Det burde af
IS0/DIS 9308-1 fremga, hvorledes negativt resultat skal angives.
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Nesten alle laboratorier havde bemerkninger til ISO/DIS 9308-1, og pa

grundlag heraf fremhaves fglgende punkter:

a)

b)

)

d)

e)

)

g)

ISO/DIS 9308-1 er uoverskuelig, idet det virker som om flere metoder er
blandet sammen til en, og er besvarlig i forhold til MPN-metoden. Den
har dog en fordel fremfor MPN-metoden, nemlig at kolonierne lettere kan

verificeres og evt. elimineres ved hjalp af oxidasetesten.

Det er uhensigtsmessigt med de mange valgmuligheder, hvad angar fortyn-
dingsvasker, isolationssubstrater, inkubationstemperaturer og wverifika-
tionsmedier, og en gransevardi, der alene baserer sig pa denne standard,

bgpr ikke angives.

Nye og gamle standarder bgr harmoniseres, bl.a. hvad angdr autoklave-
ringstemperaturer og pH i substrater. Der be¢r ikke indfg¢res bouillon/sub-

strat med lille variation 1 forhold til det allerede kendte.
Der bgr angives forslag til filtreringsmengder afhangig af vandtype.
Membranfiltreringsteknikken bgr beskrives.

Punkt 8.4.1, 2.afsnit, linie 1 og 2 er uforstéelige ligesom punkt 8.1.2,

2.afsnit.

Verifikationsundersogelserne b¢r beskrives mere indgaende, sidledes at
det fremgdr, at den koloni man verificerer i f.eks. Laktose Pepton Vand,
er den samme som den, man verificerer vha. oxidasetesten. Endvidere b¢r
det fremgd, hvor mange kolonier et reprasentativt antal er, da det er
usikkert, om man ved overf¢rsel til f.eks. Laktose Pepton Vand og til
Nutrient Agar far fat i coliforme eller ikke coliforme bakterier.

Laktose Pepton Vand og Lauryl Tryptose Mannitol Bouillon med Tryptofan
har som tidligere n=vnt ikke i alle tilfzlde givet Juft - henholdsvis
indoldannelse, ligesom det ikke af ISO/DIS 9308-1 fremgdr, om inkubatio-
nen skal foregd i lufttermostat eller vandbad. Det fremgdr heller ikke
klart, ved hvilket temperaturinterval/hvilken tid Lauryl Tryptose Manni-
tol Bouillon med Tryptofan skal inkuberes. Endvidere er den i 1S0/DIS
9308-1 anvendte tryptonvand dobbelt sd sterk som den, der er anvendt i

DS 2255,
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h) Der mangler opskrift pi Nutrient Agar (indhold, fremstillingsméde, dyrk-
ningtid og - temperatur), idet denne agar overhovedet ikke er beskrevet.
Det burde ligeledes af ISO/DIS 9308-1 fremgd, at/om et andet ligevardigt

substrat kan anvendes.

i) P4 Endo-substrat er det sverere at skelne laktose positive fra laktose
negative kolonier end pd Membranberiget Teepol-Agar og LSA. Dog kan
kraftig vakst pa disse 2 substrater give tendens til udeblivelse af gult

omslag under membranen.
j) Der mangler angivelse af kemiske formler.
k) Det er svart at ramme slut-pH pd 7,0- + 0,1, hvad angar Phosphat buffer.
1) En forinkubering p&d 4 timer kan give problemer mht. arbejdstiden.

m) En luftinkubator pa 44,5 % 0.25 anses for urealistisk og NMKL nr. 125

angiver + 0,5, Disse krav be¢r koordineres,

n) Som tidligere navnt ¢nskes det praciseret, hvorledes negativt resultat

skal angives.

o) ¥ = fortyndingen er en misvisende betegnelse. VI og F b¢r ikke begge

indgd i formelen.

7. Tzlleniveauet >20 - <200 kolonier er for hg¢jt pad de anvendte filtre.

8. Der ¢nskes regler for, hvorledes en sammenhazngende klump af bakterier

skal talles.

9. ISO/DIS 9308-1 be¢r pad grundlag af ovenstdende observationer og
bemerkninger revideres en del inden eventuel udgivelse som udkast til Dansk
Standard. Praciseringer pa baggrund af S5.metodeafpre¢vning og deltagernes

bemzrkninger hertil vil blive s¢gt indarbejdet i dette udkast.
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34 Bilag 1.

DEN 24, april 1990,

MILJ®- OG LEVNEDSMIDDELKONTROLENHEDEN J.NR. 76,5-3/90-04%.

LILLE TORNBJERG VEJ 24 . 5220 ODENSE S0 REF. 13/1b
TLE, 66 13 13 72

VEJLEDNING

Til de deltagende laboratorier i
Miljestyrelsens 5. metodeafpre¢vning.

Miljestyrelsen har i skrivelse af 04. april 1990 meddelt gennemf¢relse af

5. mikrobiologiske metodeafprovning pad vandpregver i uge 20,

Analysematerialet, der vil blive afsendt mandag den 14. maj 1990, bestar

at:

Koncentrat &, B, C, D = 4 koncentrater &4 9 ml. til fremstilling af 4 si-
mulerede badevandspre¢ver (hvor disse 4 koncentrater og yderligere 2 desuden
anvendes til interkalibreringen) samt 1 glas merket med r¢d tape til tempe-

raturregistrering.

De 4 prgver bedes analyseret for indhold af coliforme bakterier og
presumptive Escherichia coli efter uofficiel dansk oversattelse af ISO/DIS
9308-1:

"Vandkvalitet - paAvisning og optelling af coliforme bakterier, termotoleran-
te coliforme bakterier og presumptive Escherichia coli - Del 1: Membranfil-

treringsmetoden', (vedlagt Milj¢styrelsens brev af 4.april 1990).

Formilet med 5. metodeafprg¢vning er at afpregve og vurdere ISO/DIS 9308-1
samt sammenligne DS 2255 (MPN-metoden) med ISO/DIS 9308-1 (membranfil-

treringsmetoden).

Jdet det tilstrabes at give ensartede betingelser for alle deltagende labo-

ratorier og dermed sikre muligheden for at opnd optimale resultater, skal

. fplgende forhold iagttages, og vedlagte checkliste udfyldes.
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Modtagelsesforhold og opbevaring.

Der henvises til det tilsvarende afsnit i vejledning for interkalibreringen

side 2 ¢verst.

Modtagelsestidspunkt, tidspunkt for &bning af containeren samt den aflaste
temperatur bedes noteret pad savel checkliste til 10. interkalibrering som

checkliste til 5. metodeafpre¢vning.

Prgverne fremstilles og analyseres i alfabetisk rzkkefglge som beskrevet i
vejledningen for interkalibreringen, ligesom starttidspunkt for fremstil-

ling af pr¢ve A og temperaturen i lokalet noteres pa begge checklister.

Til de laboratorier, der foruden at deltage i interkalibreringen ogsa del-

+

tager i metodeafpr¢vaningen:

Der henvises til det tilsvarende afsnit i vejledning for interkalibreringen

side 2 nederst.
Fremstilling af de 4 pr¢ver ud fra koncentraterme.

Der henvises til det tilsvarende afsnit i vejledning for interkalibreringen

side 3-4.
Analysen.

Af hensyn til bearbejdning af talmaterialet og for at begraznse de arbejdsop-
gaver, der fremkommer i forbindelse med denne metodeafpre¢vning, er det va-

sentligt:

- at membranfiltreringen af de 4 preover udf¢res af én og samme labo-
rant med anvendelse af kortest mulig analysetid, og at resultater-

ne afleses af én og samme laborant.

Der foretages 48 filtreringer, og hvert laboratorium bedes anvende de til-
sendte membranfiltre (Gelman Sciences, product no. 66068, lot no. 9120901,
47 mm i diameter, hvide, rudeinddelte, porest¢rrelse 0,45 um, sterile) til

samtlige 48 filtreringer.
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Det tilsendte isolationssubstrat, Membran Lauryl sulfat Agar (LSA}, der i
sammensatning svarer til Membran Lauryl sulfat Bouillon, blot er der
tilsat 1,5 7% agar, bedes anvendt til 24 filtreringer. Det enkelte
laboratorium valger selv et af de ¢vrige isolationssubstrater (eller 2 -
hvis man ikke e¢nsker at/kan anvende samme substrat til underse¢gelse for
coliforme bakterier (3700) som til unders¢gelse for presumptive Escherichia
coli (44°C)), der er beskrevet i ISO/DIS 9308-1 til de resterende 24
filtreringer. I den forbindelse skal der g¢res opmerksom pa, at
Membranberiget Teepol Bouillon pi tilsvarende mdde kan tilsattes 1,5 7

agar.

Som fortyndingsvaeske samt ved filtrering af smd provemengder, der igvrigt
gennemfgres efter de sadvanlige principper for membranfiltrering, bedes

laboratorierne anvende Fosfat buffer oplgsningen side 20 i ISO/DIS 9308-1.

Til verifikation (luftdannelse) for coliforme bakterier (37°C) valges Lak-
tose Pepton Vand, mens der til verifikation (luft-samt indoldannelse) for
presumptive Escherichia coli (44°¢) valges Lauryl Tryptoese Mannitol

Bouillon med Tryptofan.

De 4 prover A, B, C, D filtreres, inkuberes og verificeres, idet der tilli-

ge laves oxidasetest, hver pid samme méde efter f¢lgende skema:

Eksempel: Prove A.

Prevemengde, Filtret placeres
der filtreres: pa: Inkubation: Verifikation:
LSA
2x 0,1 ml
eget substrat Disse © plader X-antal kolonier
1.SA inkubereg ved fra hver substrat-
2x1ml N bstrat 37 £+ 0,5°C ef- type overfgres til
eget Substra ter evt.prain- Laktose Pepton Vand
kubation.
2 x 10 ml LSA
eget substrat
LSA
2x 1ml
eget substrat Disse 6 plader X-antal kolonier
LSA inkuberesoved fra hver substrat-
2 x 10 ml eget substrat 44 + 0,257°C ef- type overfores til
ter evt. prain- Lauryl Tryptose Man-
LSA kubation nitol Bouillon med
2 x 100 ml Tryptofan.

eget substrat
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Kolonitalling foretages efter de sadvanlige principper herfor, mens detal-
jer vedr¢rende fremstilling af fortyndingsveske, substratfremstilling,
filtrering, dyrkning, oxidasetest, aflasning og resultatberegning fremgar
af ISO/DIS 9308-1 og denne vejledning. Eventuelle afvigelser fra ISO/DIS
9308-1 noteres pa den medfg¢lgende checkliste, og resultatskemaet udfyldes.

Returnering af resultatet.
Skemaerne {resultatskema samt checkliste) returneres i udfyldt stand til:

Miljestyrelsen
Kemisk-Toksikologisk kontor
Strandgade 29
1401 K¢benhavn X.

Att. dyrlazge Holger Pedersen.
SENEST DEN 29. MAJ 199G.

Ved tvivlspergsmal sivel forud som under metodeafpr¢vningen rettes henven-
delse til:

Dyrlage Irene Simeni
Tif.nr. 66 131372
Lokal 5613.

HUSK KODENUMMER PA ALLE ARK OG INGEN UNDERSKRIFT.

—_ i / ) ,
LSO S

T

Irene Simoni
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Kodenummer:

CHRCKLISTE TIL 5. METODEAFPRPVNING.

Husk for modtagelsen:

- at fremstille fortyndingsvaske (jvf. vejledning) og nedk¢le denne til
0-57C, '

- at nedk¢le et termometer til 0-5°C.

Modtagelsen:
Container modtaget dato k1.
Container abnet dato kl.

Temperatur i glas med r¢d tape c.

Koncentraterne opbevares ved O-BOC, indtil det enkelte koncentrat tages i
anvendelse.

Unders¢gelsens
Proverne fremstilles og membranfiltreres i alfabetisk rakkef¢lge (3vf. vej-

ledning og ISO/DIS 9308-1).

Starttidspunkt for fremstilling afopr¢ve A dato kl.
Temperatur 1 lokalet C.

Substrater og reagenser.

Tsolationssubstrat.("Eget substrat") til coliforme bakterier.
Hvilket substrat er anvendt ?:
Fabrikat:
Batchnr.:
Tilvirkningsdato:

Afvigelse(r) fra forskrift ISO/DIS 9308-1 [ Jaa [ nmd
Hvis ja, hvilken/hvilke ?

Isolationssubstrat ("Eget substrat") til presumptive Escherichia coli.
Hvilket substrat er anvendt ?:
Fabrikat:
Batchnr.:
Tilvirkningsdato:

Afvigelse(r) fra forskrift ISO/DIS 9308-1 I 7N I S -5
Hvis ja, hvilken/hvilke ?

Nutrient Agar Substrat.
Fabrikat:
Batchnr.:
Tilvirkningsdato:

Afvigelse(r) fra forskrift (ISO/DIS 9308-1) [ JJa [ JN&S
Hvis ja, hvilken/hvilke ?

Fosfat buffer ople¢sning.
Fabrikat:
Batchnr.:
Tilvirkningsdato:

Afvigelse(r) fra forskrift (ISO/DIS 9308-1) [ "] Ja A
Hvis ja, hvilken/hvilke ?

Bilag 1.
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Kodenummer:

CHECKLISTE TIL 5. METODEAFPROVNING.

Laktose Pepton Vand.
Fabrikat:
Batchnr.:
Tilvirkningsdato:

Afvigelse(r) fra forskrift (ISO/DIS 9308-1)

C_Toa

[ nEs

Bilag 1.

Hvis ja, hvilken/hvilke ?

Lauryl Tryptose Mannitol Bouillon med Tryptofan.

Fabrikat:
Batchnr.:
Tilvirkningsdato:

Afvigelse(r) fra forskrift (ISO/DIS 9308-1)
Hvis ja, hvilken/hvilke 7

[T

[ Twes

" Dzxidase reagens.

Fabrikat:
Batchnr.:
Tilvirkningsdato:

Afvigelse(r) fra forskrift (ISO/DIS 9308-1)
Hvis ja, hvilken/hvilke ?

L1

Kovacs' indolreagens.
Fabrikat:
Batchnr,:
Tilvirkningsdato:

Afvigelse(r) fra forskrift (ISO/DIS 9308-1)
Hvis ja, hvilken/hvilke 7

[Jaa

[ _Jnes

Er Andrade's indikator anvendt?

[ Taa

[ ] wed

Bemzrkninger:




RESULTATER AF 5. METODEAYPROVNING.

Prove A,

Er der anvendt prainkubation ved 30°C 1 4 timer ?

4o

JA

Kodenummer:

Bilag 1.

NEJ

Totale antal bakterier (sivel coliforme som ikke-coliforme) ved 37°C pa:

Eget substrat :
Tilsendt substrat (LSA):

Oxidasetest.

Antal testede kolonier :

heraf oxidasepositive

Eget substrat.

Coliforme bakterier.

_ AxNxVsxF
A B N Vs vVt c =73 = vt
Presumptive Escherichia coli.
_ AxNxVsxF
A B N Vs vt c =3 x vt
Tilsendt substrat. (LSA)
Coliforme bakterier.
_ AxNxVsx¥
A B N Vs vt C-——j;:;ﬁﬁr—
Presumptive Escherichia coli.
_ AxNxVsxF
A B N Vs vt c SRRVt

Symbolforklaring fremgar af side 9 i

Remzrkninger til resultater:

ISO/DIS 9308-1.




Bilag I.
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Xodenummer:
RESULTATER AF 5. METODEAFPRPVNING.
Prove B.
Er der anvendt prainkubation ved 30°C 1 4 timer ? JA NEJ

Totale antal bakterier (sivel coliforme som ikke-coliforme) ved 37°C pa:

Eget substrat :
Tilsendt substrat (LSA):

Oxidasetest.

Antal testede kolonier :

heraf oxidasepositive

Eget substrat.

Coliforme bakterier.

_ AxNxVsxF
A B N Vs vt =73 % vt
Presumptive Escherichia coli.
_ AxNxVsxF_
A B N Vs vVt =73 % Vt
Tilsendt substrat. (LSA)
Coliforme bakterier.
_ AxNxVsxF
A B N Vs vt =3 % vVt
Presumptive Escherichia coli.
_ AxNxVsxF
A B N Vs vVt ==F % Vt

Symbolforklaring fremgar af side 9 i

Bemerkninger til resultater:

IS0/DIS 9308-1.
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Kodenummer:
RESULTATER AF 5. METODEAFPROVNING.
Prove U,
Er der anvendt prainkubation ved 30°C i 4 timer ? JA NEJ

Totale antal bakterier (savel coliforme som ikke-coliforme) ved 37°% pa:

Eget substrat :
Tilsendt substrat (LSA):

Oxidasetest.

Antal testede kolonier ¢

heraf oxidasepositive

Eget substrat.

Coliforme bakterier.
AxNxVsxF

A j B N ' Vs [ Vvt ’ F ‘ C =—m‘“‘"‘
Presumptive Escherichia coli.
_ AxNxVsxF
A B N Vs i Vt l F l C —“E—;—GE—‘
Tilsendt substrat. (LSA)
Coliforme bakterier.
AxNzVsxF
v = SANAYSAT
A B N s Vt F Cc B % Vi
Presumptive Escherichia coli.
. AxNxVsxF
A B N Vs Vt F C =5 x Ve

Symbolforklaring fremgdr af side 9 i ISO/DIS 9308-1.

Bemzrkninger til resultater:
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Kodenummer :

RESULTATER AF 5. METODEAFPROVNING.

Prove D,

Er der anvendt prainkubation ved 30°C 1 4 timer ? JA NEJ

Totale antal bakterier (sivel coliforme som ikke-coliforme) ved 37°C pa:

Eget substrat :
Tilsendt substrat (LSA):

Oxidasetest.

Antal testede kolonier :

heraf oxidasepositive

Eget substrat.

Coliforme bakterier.
AxNxVsx¥F
A B N Vs } vVt ¥ C = B x Vt
Presumptive Escherichia coli.
AxXNxVsxF
A B N Vs { vt F C =73 % Ve
Tilsendt substrat. (LSA)
Coliforme bakterier.
AXNxVsxF
Vv o OANAVOAL
A B N s vVt F C B x Vt
Presumptive Escherichia coli.
_ _AxNxVsxF
A B N Vs vVt R ——

Symbolforklaring fremgdr af side 9 i ISO/DIS 9308-1.

Bemerkninger til resultater:




44

RESULTATER AF 5. METODEAFPRAVNING.

Bemerkninger til ISO/DIS 9308-1:

Kodenummer :

Bilag 1.
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Bilag 2

STATUS _OVER FORSENDELSE OG MODTAGELSE AF ANALYSEMATERIALE.

Med undtagelse af ganske fa laboratorier modtog alle analysematerialet in-

denfor den forventede tidsramme.

Laboratorier, der modtog analysematerialet udenfor den forventede tidsram-

me:
Lab.nr. Container Container Temperatur Starttidspunkt
modtaget abnet i glas med for fremstilling
dato k1. dato  kl. r¢d tape af prove A
°c dato k1.
8 15/5 11.25 15/5 12.15 2,4 15/5 12.25
11 15/5 11.30 15/5 11.35 3,1 15/5 11.40

35 15/5 10.15 15/5 10.15 3,0 15/5 10.20

e = i SR S MR i e o =R RN e o e ey g ek A I e e e A W M T AR R G e M e o T
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Bilag 3

ANVENDTE SUBSTRATER OG REAGENSER.

Laboratoriernes bemarkninger til anvendte substrater op reagenser.

Lab.nr.

Lab.nr.

Lab.nr.

Lab.nr.

Lab.nr.

Lab.nr. 46:

10:

15:

27

40

: "Phenolredt er vanskeligt at fremstille i vandig oplesning.

Stoffet kan lige sd8 godt tilsattes direkte ved blanding/oples-

ning af ingredienser."

"Membran Lauryl Sulfat Agar er fremstillet efter forskriften
fremsendt d. 24.04.1990. D.v.s. der er brugt 76,2 g af det

fremsendte substrat til 1 liter vand."

"Yedr. Membran Lauryl Sulfat Agar (LSA):

Substratet er str¢gmmet for pH-indstilling p.g.a. agarindholdet.
pH indstillet til 7,7 f¢r autoklavering iflg. opskrift. pH f¢r
ophazldning: 6,8."

"Vedrorende det tilsendte Membran Lauryl Sulfat Agar.

Vi havde desvarre allerede tilberedt vores tilsendte portion
efter den f¢rst tilsendte forskrift da vi modtog rettelsesbla-
det. Vi har saledes afvejet 76,2 g, som er oplgst 1 1 liter

vand."

"LSA-fremstilling:

1. forseg: 38,1 gram LSA til 1/2 liter vand. pH indstillet
pd 7,7, slut pH 7,8. Portionen kasseret.

2. forseg: Samme meEngde LSA til samme mengde vand, men pH
ikke indstillet. Slut pH 7,5 - ferst herefter
modtaget telefax ang. 91,2 g/l, substratet der-
for 1idt for "tyndt", autoklaveret 115°C i 10
min,"

"pH i det tilsendte substrat var inden autoklaveringen 7,7 som

anvist, men i det fa=rdige substrat 6,89,

Der blev lavet en ny portion, hvor pH blev indstillet pa 8,0 og

som efter autoklavering havde pH 7,73. Dette blev brugt."
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DELTAGENDE LABORATORIER.

Samlet oversigt over de 44 deltagende laboratorier. Razkkefg¢lgen er uafhan-

gig af laboratoriernes kodenummerering.

Milj¢- og Levnedsmiddelkontrollen, 4200 Slagelse.
Levnedsmiddelkontrollen, 7100 Vejle.

N.9. Vendsyssels Levnedsmiddel~ og Milj¢kontrol, 9900 Frederikshavn.

Levnedsmiddelkontrolenheden, 6400 S¢nderborg.
Levnedsmiddelkontrollen I/S, 2740 Skovlunde.

Miljg- og Levnedsmiddelkontrolenheden, 7500 Holstebro.

Levnedsmiddel- og Miljetilsynet, 8200 Arhus N.
Levnedsmiddelkontrolenheden, 7000 Fredericia.

Milj¢- og Levnedsmiddelkontrollen I/S, 4600 K¢ge.
Miljg- og Levmedsmiddelkontrolenheden, 7700 Thisted.
Milj¢- og Levnedsmiddelkontrollen, 4800 Nyke¢bing F.
Milje- og Levnedsmiddelkontrolenheden, 8600 Silkeborg.
Miljo- og Levnedsmiddelkontrollen, 4300 Holbzk.

Det Falleskommunale Laboratorium, 7400 Herning.
Milje- og Levnedsmiddelkontrollen, 6705 Esbjerg 9.
Levnedsmiddelkontrollen, 5700 Svendborg.
Falleskommunal Levnedsmiddelkontrol, 2600 Glostrup.
Struer Levnedsmiddelkontrol, 7600 Struer.
Hygiejnisk Forvaltning, 9100 Aalborg.

Bornholms Levnedsmiddelkontrol, 3700 Renne.

Milje- og Levnedsmiddellaboratoriet, 4700 Nastved.

Milj¢- og Levnedsmiddelkontroienheden, 5220 Odense 5.

Milje- og Levnedsmiddelkontrollen, 3400 Hillered.
Levnedsmiddelkontrollen I/8, 3600 Frederikssund.

Milj¢- og Levnedsmiddel-Centret I/S, 8700 Horsens.
Milj¢~ og Levnedsmiddelkontrollen, 8800 Viborg.
Milje- og Levnedsmiddelkontrollen, 4100 Ringsted.
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Hjgrring Kommunale Levnedsmiddelkontrol, 9800 Hjérring.
Milj¢- og Levnedsmiddelkontrollen, 6760 Ribe.

Randers Levwnedasmiddelkontrol, 8800 Randers.
Levnedsmiddelkontrollen i Kgbenhavn I/S, 1711 K¢benhavn V.
Hygiejnelaboratoriet, 6270 T¢nder.
Levnedsmiddelkontrollen. Miljehygiejnisk Laboratorium, 6100 Haderslev.
Milje- og Levnedsmiddelkontrollen, 6800 Varde.

Milj¢- og Levnedsmiddelkontrollen, 3000 Belsingér.

Steins Laboratorium, 4100 Ringsted.

Steins Laboratorium, 2620 Albertslund.

A/S Quist's Laboratorium, 8240 Risskov.

Steins Laboratorium, 7500 Holstebro.

Steins Laboratorium, 6650 Brerup.

Alfred Jorgensen, Garingsfysiologisk Laboratorium, 1809 V.
Laboratoriet Sjazls¢ Vandvark, 2970 He¢rsholm.
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Rilag 5

HOMOGENITETSKONTROL

Til homogenitetskontrol er der ialt udtaget 18 koncentrater 9 af hvert
pre¢vepar, benavnt ACl-AC9 og BDl-BDQ. Disse er javnt fordelt over hele af-
tapningsperioden. Pr¢verne er fremstillet efter opbevaring af Lkoncentra-
terne ved 0-5°C i 24 timer, hvorefter der er foretaget membranfiltrering
(MF), udsad pad PCA, samt som det desuden fremgdr af rapporten over 10,
interkalibrering udsed i MacConkey bouillon og ved opsatning af sekunder-

kulturer desuden i tryptonvand.

Prgverne A&C Proverne A&C Proverne A&C
kim pr. 100 ml. kim pr. 100 ml. kim pr. 100 ml.
37°c/48t/PCA LSA/MF MacConkey/MPN
37°¢/ 24t 46°C/ 24t 37°%/48t  44°C/48t
(indol-
positive)
AC, 9.500 11.000 1.300 13.000 700
AC, 11.000 9,700 1.400 4.600 790
AC, 10.000 10.000 1.300 33.000 2.200
AC, 10.000 11.000 1.100 17.000 2.300
AC 11.000 9.600 1.200 7.000 790
AC, 11.000 9.100 1.300 13.000 4,900
A, 11.000 9.500 1.000 13.000 1.700
ACg 11.000 10.000 1.200 4.900 1.700
AC, 11.000 9.800 1.100 7.900 1.700
Gennemsnit 11.000 10.000 1.200 13,000 1.900

Standardafv. 601 646 127 8.752 1.288
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Bilag 5
HOMOGENITETSKONTROL
Proverne B&D Proverne B&D Pro¢verne R&D
kim pr. 100 ml. kim pr. 100 ml. kim pr. 100 ml.
37°%/48t/PCA LSA/MF MacConkey/MPN
37%c/ 24t 44°C/ 24¢ 37%/48t  44°c/ast
(indol-
positive)
BDl 7.500 4,000 <1 4,900 <1
BD2 7.400 8.900 <1 7.000 <1
BD3 7.800 6,200 <1 13.000 <1
BD4 6.900 7.100 <1 13.000 <1
BD5 9.000 7.300 <1 11.000 <1
BD6 8.000 .300 <1 11.0600 <1
BD7 8.100 5.200 <1 33,000 <1
BD8 6.600 4,500 <1 13.000 <1
BDg 9,200 3.500 <1 7.900 <1
Gennemsnit 7.800 5.900 <1 13,000 <1
Standardafv. 867 1.749 0 8.173 0

Efter aflasningen er de pre¢ver, der er membranfiltrerede testet i Laktose
Pepton Vand, Lauryl Tryptose Mannitol Bouillon med Tryptofan samt ved oxi-
dasetesten jvf. vejledning og ISO/DIS 9308-1. Dette resulterede i, at
proverne BD1 - BD9 ved 37°C pga. den positive oxidasetest, hver indehecldt

<1 coliform pr. 100 ml. pr¢ve.




Lab.

WSO LN

10
11
12
13
14
15
16
17

nr.

2

o

15

10
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Bilag 6
QVERSIGT OVER TEMPERATURREGISTRERING - 5. METODEAFPROVNING.
Temperaturregistrering i ror med tape (°C).
°c Lab. nr. °c Lab. nr. °c
Ikke deltaget 18 1,4 36 2,8
Tkke deltaget 19 1 37 2,8
6 20 2,7 38 1,7
3 21 5,0 39 Ikke deltaget
2,5 22 3,5 40 2
3,9 23 Ikke deltaget 41 Ingen angivelse
2,2 24 1,95 i2 3,0
2,4 25 A 4k 3,0
Ingen angivelse 26 2,3 45 1,2
6 27 2,0 46 3
3,1 28 Tkke deltaget 47 2,8
Ikke deltaget 29 2,5 48 2,6
3 30 Ikke deltaget 49 2,8
3 31 3 50 2,8
Ingen angivelse 32 6,2 51 2
1,7 34 3,0 52 3,6
5,1 35 3,0 53 4,0
S¢jlediagram over temperaturregistrering:
Antal Iaboratorier
|
l
23<4 ;4‘(5 2b<8 __ZG‘:T °C

212 22<8
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RESULTATER AF 5.METODEAFPRGVNING.
EKS.: A-37e=prove A, 37 € coliforme, eget substrat.
EKS.: A-37t=preve A, 37 C coliforme, tilsendt substrat.

L nr A-37e A-37t C-37e C-37t A-44e A-44t C-4de C-44t B-37e B-37t D-37e D-37t B-44e B-44t D-44e D-44t

1
2
3 11000 8600 9300 59000 1100 1100 1400 1100 5500 <1 4900 <1 <1 <1 <1 <1
4 131400 8730 1134C 10000 10080 1240 10862¢ 1152 8600 0 7900 0 0 0 7%20 0
5 11600 87006 9600 9700 1300 820 1200 1100 <1 <1 <1 <i <1 <1 <1 <1
] 11000 9400 970 760 ;
7 11300 10500 9700 98300 1160 1120 1190 1100 [¢] 0 0 0 0 o) [+] o
8 8500 11000 9600 9900 <10 <10 <10 <10 <100 <100 <100 <10C. <1 <1 <1 <1
9 3900 3300 28000 0 1300 2300 2400 0 [¢] ¢ 20000 o o ¢ 1000 0
10 11000 10000 7004 10000 1100 1100 1400 2100 0 0 0 0
11 8500 11000 13000 9800 1300 1500 1500 1300 <10 «<i0 <10 <10 <1 <1 <1 <1
12
13 90Q0 8800 9800 1056¢ 950 1100 1100 1150 <10 <10 <10 <10 <1 <1 <1 <1
14 8100 7200 7000 5400 650 760 280 620 47 5800 110 7300 <1 <l <1 <1
15 9700 10000 £700 8700 1400 1000 1100 1100 <1 <1 <1 <1 <1 <l <1 <l
16 8300 11000 8500 11000 1300 1200 480 1100 <1 <1 <1 <1 <1 <31 <l <1

13000 13000 11000 8500 3400 4600 2200 3200 11000 9600 9500 8700 <2 <2 <2 <2
13000 12000 14000 9500 1300 1300 1700 1500 <100 <100 <100 <100 <1 <1 <1 <1
11000 9200 6900 4500 1400 1200 1100 1000 a [¢] 4] o [ [¢] 0 4]
11700 93500 10000 9700 1100 1100 1300 960 4200 780 6200 1300 <1 <l 2%00 <3

H B
v o

20

21 8800 5100 21000 9300 1100 1100 1400 1300 <l <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
22 8700 10000 960 1300 <l <1 <1 <1
23

24 11200 11100 10600 11400 1367 1070 1482 1000 <100 <100 <100 <100 <1 <1 <1 <1

9900 9700 9000 9700 2013 3871 2168 1387 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <]
ioc00 8700 11000 11000 1100 970 1200 1100 <1 <1 <l <1 <1 <1 <1 <1

)
w

26
27 9200 8900 8700 9900 75 860 <1 700 <1 <l <1 <1 <l <1 <1 <]

28

29 9900 10600 9800 7500 1200 1300 1300 1000 <00 <100 <100 <100 <1 <1 <1 <1

30

31 10000 9900 7300 6200 1200 1400 1400 1100 <100 <100 <100 <100 <k <1 <1 <1 :
32 8000 6500 8800 9200 660 810 940 BOD <lO0 <100 <100 <100 <1 <1 <l <1

33

34 9100 10000 9400 8200 4400 7600 3100 500 <1 <1 <1 <€ <l <t <1 <1

35 10000 $100 3800 9500 2000 <10 1700 370 2700 2100 <100 630 <100 <l <10 <1

36 050D 10000 11000 9000 1100 1200 1300 1000 <1 <1 <1 <1 <} <1 <1 <

37 12000 19000 12000 10000 1000 1400 1300 1100 o 0 0 0 0 0

38 13000 11000 11000 8200 760 1000 900 940 0 0 0 0. 0 0 0 0

g

40 9900 10000 BBOO 10000 800 1200 13060 1500 <100 <100 <100 <100 <1 <1 <1 <1

41 9000 8500 7000 8000 5900 3800 7400 1600 <1 <t <1 <1 <1 <1 <1 <1

42 8800 9800 8200 @900 98¢ 970 1000 990 < <l <l <1 <1 €1 <1 <1

43 ‘
44 9600 9400 8800 8700 1100 1100 B840 890 730 770 1000 1200 <1 <t <1 <t !
45 9800 B200 11000 11000 1300 1400 1400 1100 <1 <1 <1 <1 <1 <1  <i <1

46 8600 9700 9800 8400 0 0 0 o

12000 12000 13000 9100 3900 1600 1200 1200 <1 <l <1 <] <1 <1 <1 <1

47

48 7800 6600 6600 6500 1000 1600 1700 700 <1 <1 <l <1 <1 <1 <1 <1
49 645 510 540 520 196 129 g2 66 0 0 0 0 0 [ [¢] 0
S0 12000 11000 7700 9300 1200 1100 1300 1300 <1 <} <1 <1 <1 <1 <1 <1
51 9400 9700 9100 8300 1700 1100 1200 1000 <1 <1 <1 <1 <10 <10 <1 <1
52 14000 15000 16000 12000 12000 14000 15000 15000 <1000 <1000 <1000 <1000 <1 <} <100 <100

9300 6%00 7400 7600 880 950 820 960 <10 <10 <10 <10 <1 <l <1 <1

o
w
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6. METODEAFPROVNING

37 °C ooliforme
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Den stiplede streg angiver Referencelaboratoriets gennemsnitsvardi.




Bilag 8.

54
SMETODEAFPROVNING
44 °C colitforme ,
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Den stiplede streg angiver Referencelaboratoriets gennemsnitsvaerdi.










