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Forord

Miljastyrelsen besluttede i december 2002 at indsamle og evaluere
oplysninger om de akkrediterede miljglaboratoriers udfgrelse af
substratkontrol. Baggrunden var dels et par sager med uoverensstemmende
resultater pa grund af problemer med substraterne, dels den forestaende
revision af Miljgstyrelsens bekendtgarelse om kvalitetskrav til miljgmalinger
udfaert af akkrediterede laboratorier, certificerede personer mv. (nr. 637 af 30.
juni 1997).

Formalet var at fastsaette minimumskrav for udfgrelse af substratkontrol for at
sikre en vis ensartethed mellem laboratorierne.

Spargeskemaer blev udsendt til laboratorierne, og de indkomne svar er
evalueret i denne rapport. Rapporten er opbygget med en systematisk
gennemgang af substratgrupper og de enkelte substrater. De ni laboratorier,
der har besvaret spgrgeskemaet, er anonymiserede i opggarelsen.

Projektet er udarbejdet af Miljgstyrelsens mikrobiologiske
referencelaboratorium.

Vibeke From Jeppesen, Eurofins Danmark

Inger Guldbak, Eurofins Danmark.






Sammenfatning og konklusioner

Formalet med projektet har veret at fastsette minimumskrav for udfarelse af
substratkontrol for at sikre en vis ensartethed mellem de mikrobiologiske
miljglaboratorier.

Spargeskemaer blev udsendt til laboratorierne og de indkomne svar danner
basis for evaluering af niveauet og omfanget af substratkontrol. I alt ni
laboratorier har deltaget i undersggelsen, svarene er anonymiserede i denne
rapport. Rapporten er opbygget med en systematisk gennemgang af
substratgrupper og de enkelte substrater og afsluttes med anbefalinger om
hyppighed og type af substratkontrol.

Det anbefales at kontrollere substrater batch vis nar laboratoriet selv afvejer
ingredienserne og for sa vidt angar feerdigfremstillede tgrsubstrater anbefales
kontrolfrekvensen at veere per leverandgrbatch.

Kontrol af fortyndingsveesker anbefales at omfatte sammensetning, volumen
og sterilitet. Non-selektive substrater anbefales desuden kontrolleret ved
kvalitative evt. semikvantitative metoder, mens selektive substrater bar
kontrolleres ved kvantitative metoder.

Ved kontrol efter kvalitative og kvantitative metoder anbefales brug af
relevante positive og negative kontrolstammer i relevante niveauer.






Summary and conclusions

The aim of this project was to set minimum demands for quality control of
microbiological media in order to secure uniformity between the laboratories.

Questionnaires were sent to the laboratories and the answers were evaluated
with respect to extent and level of quality control of media. Nine laboratories
participated in the study. This report systematically evaluates both types of
media as well as the specific medias and recommendations are given
concerning frequency and type of quality control method.

It is recommended to control media batch wise when the laboratory it self
prepare the media from basic ingredients. If commercial manufactured media
are used it is recommended to control each supplied batch of media.

Quiality control of dilution fluids is recommended to include composition,
volume, pH, and sterility. Non-selective media are also recommended
checked by qualitative or semi-quantitative methods, while selective media
should be checked by quantitative methods.

When checking by qualitative and quantitative methods it is recommended to
use relevant positive and negative test strains in appropriate concentrations.
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1 Indledning

Forudsatningen for tilfredsstillende kvalitet af mikrobiologiske analyser er, at
der anvendes korrekte og ensartede dyrkningsmedier, som giver
reproducerbare resultater. Kvalitetssikring af substratproduktionen er derfor
seerdeles vigtig. Nationalt og internationalt arbejde med standardisering af
metoder med det formal at frembringe sammenlignelige og reproducerbare
resultater giver ikke meget mening, safremt analysegrundlaget ikke er
palideligt og reproducerbart. Kvaliteten af substraterne kan ogsa bidrage til
usikkerhedsbudgetterne, og kvalitetssikring af substrater er et krav i
analyselaboratoriernes akkrediteringsgrundlag: DS EN 17025, punkt 5.4:
”Laboratoriet skal have instruktioner for anvendelse og betjening af alt
relevant udstyr og for handtering og forberedelse af emner til pravning
og/eller kalibrering eller til begge dele, hvor mangel pa sadanne instruktioner
vil kunne forringe resultaterne af prgvninger og/eller kalibreringer.”



2 Resultater

2.1 Fortyndingsveasker

2.1.1 Saltvandspeptonoplgsning:

Der er i alt 9 besvarelser, hvoraf det fremgar at 1 laboratorium foretager
”opformering”, 7 laboratorier foretager volumenkontrol og 3 laboratorier
foretager kontrol af pH. Kontrolfrekvensen varierer fra hvert leverandgrbatch
til hvert fremstillet batch, daglig eller manedlig. 2 ud af 9 laboratorier oplyser,

at de medtager negativ kontrol ved hver analyse.

Tabel 1 Saltvandspeptonoplgsning, DS 6222 Bestemmelse af aerobt kimtal 22°C

og 37°C.
Lab. | Substratkontrol forud for anvendelse Ved hver analyse
nr. Kontrolmetode | Ref. Positive | Negative Hyppighed Positive | Negative
substrat
1 Opformering, - E. coli Hvert nyt Ved hver
fortynding +1 til ukendt leverandar produktion
<12 maengde batch kontrol pa
BA
2
3 Volumenkontrol Inkubation | Hvert nyt Imludsas i
med fremstillet agar.
upodet rgr | batch
4 pH + pH ved
volumenkontrol fremstilling.
Volumen 1
gang arlig
5 pH + Ja Hvert nyt Ja
volumenkontrol fremstillet
batch
6 pH + Hvert nyt
volumenkontrol fremstillet
batch
7 Volumenkontrol
8 Volumenkontrol 1 /maned
9 Volumenkontrol | WPCA Daglig

+ sterilkontrol

7" laboratoriet har sat et minus i feltet i spargeskemaet, dette tolkes som et "nej”.
Tom felt: laboratoriet har ikke besvaret spgrgsmalet.

2.1.2 Phosphatbuffer pH 7,0:

Der er i alt 7 besvarelser. 3 laboratorier foretager kontrol af volumen far

ibrugtagning af mediet. Kontrolfrekvensen er enten per leverandgr batch, per
fremstillet batch eller manedlig. Sterilkontrol udfgres som negativ
kontrol/blindprgve af 3 laboratorier ved hver analyse.
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Tabel 2 Phosphatbuffer pH 7,0 DS 268 Bestemmelse af Pseudomonas
aeruginosa.

Lab. | Substratkontrol forud for anvendelse Ved hver analyse
nr. Kontrolmetode | Ref. Pos. Neg. Hyppighed Pos. Neg.
substrat

1 Opformering, - Ps. - Hvert nyt - Ved hver

fortynding aeruginosa leverandar produktion

=1 til +12 batch kontrol pa BA
2
3
4 Volumenkontrol +
5 Ref. ampul Ja Hvert nyt Ja

fremstillet
batch
Sterilkontrol Steril-
kontrol

7 Volumenkontrol
8 Volumenkontrol+ 1 /maned

sterilkontrol
9 Sterilkontrol CN agar | Ps. Hver Ps.

aeruginosa analysedag | aerugin
0sa

- laboratoriet har sat et minus i feltet i spgrgeskemaet, dette tolkes som et "nej”.

”+”: laboratoriet har sat et plus i feltet i spargeskemaet, dette tolkes som et ”ja”.
Tom felt: laboratoriet har ikke besvaret spgrgsmalet.

2.1.3 Phosphatbuffer pH 7,2:

I alt 6 besvarelser, hvoraf det fremgar at 3 laboratorier foretager kontrol af
volumen fgr ibrugtagning af substratet. Kontrolfrekvensen er enten per
leverandgrbatch, per fremstillet batch eller periodisk. Sterilkontrol udfares af 1
laboratorium som negativ kontrol ved hver analyse.

Tabel 3 Phosphatbuffer pH 7,2 DS 2256 Bestemmelse af Clostridium perfringens
og DS 266 Bestemmelse af Salmonella.

Lab. | Substratkontrol forud for anvendelse Ved hver analyse
nr. Kontrolmetode | Ref. Pos. Neg. Hyppighed Pos. Neg.
substrat
1 Opformering, - Cl. - Hvert nyt Cl. Ved hver
fortynding +1- perfringens leverandar perfring | produktion
+12 batch ens kontrol pa BA
ukendt
mangd
e.
2
3
4 Volumen- 1/ar
kontrol
5 Ref. ampul Ja Hvert nyt S. Ja
fremstillet adabraka
batch +Cl.
perfringe
ns
7 Volumen-
kontrol
8 Volumen- 1 /maned
kontrol+
sterilkontrol +
ref. ampul
9 Sterilkontrol + Cl. Per Cl.
ref. ampul perfringens fremstillet/ | perfringe
indkabt ns
batch




- laboratoriet har sat et minus i feltet i spgrgeskemaet, dette tolkes som et "nej”.
Tom felt: laboratoriet har ikke besvaret spgrgsmalet.

2.2 Flydende substrater — non-selektive bouilloner

2.2.1 Peptonholdig phosphatbuffer:

| alt 3 besvarelser. De 3 laboratorier foretager alle kontrol af substratets
funktion far ibrugtagning af substratet. Kontrolfrekvensen er enten per
leverandgr batch eller per fremstillet batch. Positiv kontrol medtages ved hver
analyse af alle laboratorierne, og 2 laboratorier medtager desuden negativ
kontrol ved hver analyse.

Tabel 4 Peptonholdig phosphatbuffer, DS 266 Bestemmelse af Salmonella.

Lab. | Substratkontrol forud for anvendelse Ved hver analyse
nr. Kontrolmetode | Ref. Pos. Neg. Hyppighed Pos. Neg.
substrat
1
2
3
4 Salmonella | Upodet
substrat
5 Fortyndingved | TSB/TS | Ja Ja Hvert nyt S. Ja
ekstension A fremstillet adabraka
batch
6 Ukendt - S. E. coli S.
podemangde, adabraka adabraka
pavist/ikke pavist| ukendt
pode-
mangde
7
8 +/- Veekst pa S. Start og slut | S. E. coli
BLSF og XLD adabraka af hvert nyt | adabraka ukendt
leverandar pode-
batch mangde
9
7.7 Taboratoriet har sat et minus i feltet i spgrgeskemaet, dette tolkes som et "nej”.

"+ laboratoriet har sat et plus i feltet i spargeskemaet, dette tolkes som et ”ja”.
Tom felt: laboratoriet har ikke besvaret spgrgsmalet.

2.3 Flydende substrater — selektive/indikative bouilloner

2.3.1 Alkalisk peptonvand med polymixin B/colistin:

I alt 4 besvarelser. 3 laboratorier foretager kontrol af substratets funktion far
ibrugtagning af substratet. Kontrolfrekvensen er enten per leverandgr batch
eller per fremstillet batch. Positiv kontrol medtages ved hver analyse af 3 af
laboratorierne, og 1 laboratorium medtager desuden negativ kontrol ved hver
analyse.

Tabel 5 Alkalisk peptonvand med polymixin B/colistin, DS 3030 Bestemmelse af
Vibrio vulnificus.

Lab. | Substratkontrol forud for anvendelse Ved hver analyse

nr. Kontrolmetode | Ref. Positive Negat | Hyppighed Positive Negative
substrat ive

1
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Lab. | Substratkontrol forud for anvendelse Ved hver analyse
nr. Kontrolmetode | Ref. Positive Negat | Hyppighed Positive Negative
substrat ive
2
3
4
5 Ja Ja Hvert nyt Vibrio Ja
fremstillet vulnificus
batch
6* Ukendt Vibrio
podemangde, vulnificus
pavist/ikke ukendt
pavist podeman
gde
7 Positiv kontrol Vibrio E. coli | Startog slut | Vibrio
vulnificus af hvert nyt | vulnificus
leverandar
batch
8
9* Sterilkontrol Alkalisk Hvert nyt
peptonv fremstillet
and batch
cellubio
se col.

*) analysen udfgres ikke akkrediteret

7" laboratoriet har sat et minus i feltet i spargeskemaet, dette tolkes som et "nej”.
”+”: laboratoriet har sat et plus i feltet i spgrgeskemaet, dette tolkes som et "ja”.
Tom felt: laboratoriet har ikke besvaret spgrgsmalet.

2.3.2 Rappaport-Vassiliadis bouillon (R10)

| alt 3 besvarelser. Alle 3 laboratorier foretager kontrol af substratets funktion
for ibrugtagning af substratet. Kontrolfrekvensen er enten per leverandgr
batch eller per fremstillet batch. Positiv kontrol medtages ved hver analyse af
alle 3 laboratorier, og 2 laboratorier medtager ogsa negativ kontrol ved hver
analyse.

Tabel 6 Rappaport-Vassiliadis bouillon (R10), DS 266 Bestemmelse af
Salmonella.

Lab. | Substratkontrol forud for anvendelse Ved hver analyse
nr. Kontrolmetode | Ref. Pos. Neg. Hyppighed Pos. Neg.
substrat
1
2
3
4
5 Fortyndingved | TSB + + Hvert nyt S. +
ekstension fremstillet adabraka
batch
Ukendt S. E. coli | Hvert nyt S. E. coli
podemeengde, adabraka leverandar adabraka ukendt
pavist/ikke batch ukendt pode-
pavist pode- maengde
mangde
7
8 +/- Vaekst S. E. coli | Startogslut | S.
adabraka af hvert nyt | adabraka
leverandgr
batch
9
7" Taboratoriet har sat et minus i feltet | spargeskemaet, dette tolkes som et "nej”.

”+”: laboratoriet har sat et plus i feltet i spgrgeskemaet, dette tolkes som et "ja”.
Tom felt: laboratoriet har ikke besvaret spgrgsmalet.




2.3.3 MacConkey enkelt og dobbeltstyrke:

I alt 9 besvarelser. 8 laboratorier foretager funktionskontrol af substratet far
ibrugtagning af substratet. Kontrolfrekvensen er enten per leverandgr batch
eller per fremstillet batch. 4 laboratorier medtager positiv kontrol ved hver
analyse og 4 laboratorier medtager desuden negativ kontrol/blindpreve ved
hver analyse.
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Tabel 7 MacConkey bouillon, enkelt og dobbeltstyrke, DS 2255 Bestemmelse af
coliforme bakterier og termotolerante coliforme bakterier.

Lab. | Substratkontrol forud for anvendelse Ved hver analyse
nr. Kontrolmetode | Ref. Pos. Neg. Hyppighed Pos. Neg.
Substrat
1 Opformering, - E. coli - Hvert nyt - Upodet
fortynding +1- leverandar MacConkey
+12 batch ror
2 Ampuller Hvert nyt Blindprgve
fremstillet
batch
3 pH, - - - - E. coli, 50ml steril
sterilkontrol ukendt vand til 50
mangde ml
MacConkey
4 NMKL Gamme | E. coli Hvert nyt E. coli, Upodet
procedure nr. It ukendt leverandar ukendt substrat +
10 pkt. 4.7.2 substrat | podeman batch mangde S. aureus
batch gde ukendt
mangde
5 Ref. ampul Ja Ja Hvert nyt E. coli Ja
fremstillet
batch
6 Ukendt - E. coli S. Hvert nyt
podemaengde aureu | leverandgr
pavist/ikke s, Ps. | batch
pavist aerugi
nosa
7 +/- typisk veekst | TSB E. coli Start og slut
af hvert nyt
leverandgr
batch
8 +/- typisk veekst | TSB E. coli A Start og slut
hydro | af hvert nyt
philia | leverander
batch
9 Sterilkontrol, MacCon | E. coli Hver dag E. coli
vaekstkontrol key ukendt
mangde

laboratoriet har sat et minus i feltet i spagrgeskemaet, dette tolkes som et "nej”.

”+”: laboratoriet har sat et plus i feltet i spgrgeskemaet, dette tolkes som et "ja”.
Tom felt: laboratoriet har ikke besvaret spgrgsmalet.

2.3.4 Tryptonvand:

| alt 7 besvarelser. 4 laboratorier udfarer funktionskontrol af substratet forud
for analyse enten per leverandgrbatch eller per fremstillet batch. 5 laboratorier

medtager positiv kontrol ved hver analyse og 4 medtager ogsa negativ

kontrol/blindprgve ved hver analyse.

Tabel 8 Tryptonvand, DS 2255 Bestemmelse af coliforme bakterier og
termotolerante coliforme bakterier.

Lab. | Substratkontrol forud for anvendelse Ved hver analyse
nr. Kontrolmetod | Ref. Positiv | Negative | Hyppighed | Positive | Negative
e substrat e
1 Opformering, | - E.coli | - Hvert nyt - Upodet
fortynding +1- leverandar substrat
+12 batch
2
3 pH, Hvert nyt E. coli, 50 ml
sterilkontrol fremstillet | ukendt steril
batch meengde | vand
tilseettes




Lab.

Substratkontrol forud for anvendelse

Ved hver analyse

nr. Kontrolmetod | Ref. Positiv | Negative | Hyppighed | Positive | Negative
e substrat e
til 50ml
McConke
y
4 E. coli, Upodet
ukendt substrat
mangde | +S.
aureus
ukendt
mangde
5 + + Hvert nyt E. coli +
fremstillet
batch
6
7 +/- Typisk E. coli
veekst, +/-
indol
8 +/- Typisk E. coli Start og
veekst, +/- slut af
indol hvert nyt
leverandar
batch
9 Sterilkontrol, | Tryptonvan | E. coli Hver dag E. coli
veekstkontrol ukendt
mangde

- laboratoriet har sat et minus i feltet i sparges
”+”: laboratoriet har sat et plus i feltet i spargeskemaet, dette tolkes som et ”ja”.
Tom felt: laboratoriet har ikke besvaret spgrgsmalet.

2.3.5 Laktose trypton lauryl sulfat bouillon:

kemaet, dette tolkes som et "nej”.

I alt 6 besvarelser. Alle udfgrer funktionskontrol af substratet fgr ibrugtagning
af substratet enten per fremstillet batch eller per leverandgrbatch. 4
laboratorier medtager positiv kontrol ved hver analyse og 2 medtager desuden
negativ kontrol/blindprgve ved hver analyse.

Tabel 9 Laktose trypton laurylsulfat bouillon, Mod ISO/DIS 9308-1
Bestemmelse af coliforme bakterier og E. coli.

Lab. | Substratkontrol forud for anvendelse Ved hver analyse
nr. Kontrolmetod | Ref. Pos. Neg. Hyppighed | Pos. Neg.
e substrat
1 Opformering, E. Ps. Hvert nyt E. coli Upodet
fortynding +1- coli aeruginos | leverandgr | ukendt substrat
+12 a batch mangde
2
3
4 Sterilkontrol Hvert nyt
fremstillet
batch
5 + + Hvert nyt E. coli +
fremstillet
batch
6 Ukendt TSA E. S.aureus, | Hvert nyt
podemaengde coli E. faecalis | leverander
pavist/ikke batch
pavist
7 +/- Typisk E. coli
veekst, +/-
gas/indol
8 +/- Typisk E. Start og
veekst, +/- coli slut af hver
luft/indol nyt
leverandgr
batch
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Lab.

Substratkontrol forud for anvendelse

Ved hver analyse

nr. Kontrolmetod | Ref. Pos. Neg. Hyppighed | Pos. Neg.
e substrat
9 Sterilkontrol, Laktose E. Hver dag E. coli
veekstkontrol trypton coli ukendt
lauryl sulfat mangde
bouillon,
tryptonvand

7" laboratoriet har sat et minus i feltet i spargeskemaet, dette tolkes som et "nej”.
”+”: laboratoriet har sat et plus i feltet i spargeskemaet, dette tolkes som et ”ja”.
Tom felt: laboratoriet har ikke besvaret spgrgsmalet.

2.4 Faste substrater — non-selektive

2.4.1 Trypton geerekstraktagar:

I alt 9 besvarelser. Alle foretager funktionskontrol af substratet far
ibrugtagning af substratet. 6 laboratorier udfarer kvantitativ substratkontrol.
Kontrolfrekvensen er enten per leverandgrbatch, per fremstillet batch eller

daglig. 6 laboratorier medtager negativ kontrol/blindprgve ved hver analyse.

Tabel 10 Trypton garekstraktagar, DS 6622 Bestemmelse af aerobt kimtal 22°C

og 37°C.
Lab. | Substratkontrol forud for anvendelse Ved hver analyse
nr. Kontrolmetode Ref. Pos. Neg | Hyppighed Pos. Neg.
Substrat .
1 @kometrisk - S. aureus, | - Hvert nyt - Upodet
kontrol ukendt leverandar plade
mangde batch
2 Ampul Hvert nyt Blindprg
leverandar ve
batch
3 pH, sterilkontrol Hvert nyt “Far” og
fremstillet “efter”
batch kontrol
pa hver
flaske
4 Mod. Miles- Gammel Hvert nyt E. coli Upodet
Misra, NMKL substrat leverandar substrat
procedure nr. 10 | batch batch
pkt 4.7.1.4
5 Ref. ampul Ja Ja Hvert nyt Ja
fremstillet
batch
6 Mod. Miles- TSA E. coli - Hvert nyt Steril
Misra leverandar kontrol
batch
7 Miles-Misra TSA E. coli Start og slut
af hvert nyt
leverandar
batch
8 @kometrisk Ps. Start og slut
kontrol florescenc af hvert nyt
es leverandgr
batch
9* Sterilkontrol, WPCA Ps. Hver dag Ps.
vaekstkontrol aeruginosa, aerugino
B. cereus sa, B.
cereus,
ukendt
mangde

*) analysen udfares ikke akkrediteret

laboratoriet har sat et minus i feltet i spagrgeskemaet, dette tolkes som et "nej”.

"+ laboratoriet har sat et plus i feltet i spargeskemaet, dette tolkes som et ”ja”.




Tom felt: laboratoriet har ikke besvaret spgrgsmalet.

2.4.2 Blodagar:

I alt 8 besvarelser. Alle foretager funktionskontrol af substratet far
ibrugtagning af substratet. Kontrolfrekvensen er enten per leverandgr batch
eller per fremstillet batch. 3 laboratorier medtager positiv kontrol ved hver
analyse og 5 laboratorier medtager negativ kontrol/blindprave ved hver
analyse.
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Tabel 11 Blodagar, DS 2217 Bestemmelse af kimtal 37°C (MF), DS 3029
Bestemmelse af Legionella.

Lab. | Substratkontrol forud for anvendelse Ved hver analyse
nr. Kontrolmetode | Ref. Positive Negatiy Hyppighed Positive Negative
substrat e
1 @kometrisk - S. aureus - Hver nyt - Steril
kontrol leverandgr kontrol
batch (agar og
upodet
fortyndin
gsvand)
2
3 pH, - - - Hvert nyt - Steril
sterilkontrol fremstillet kontrol
batch (agar og
100 ml
steril
vand)

4 Sterilkontrol Hvert nyt E. coli Upodet
fremstillet substrat
batch

5 Ref. ampul Ja Ja Hvert nyt Ja
fremstillet
batch

6 Mod. Miles- TSA S. aureus Hvert nyt Steril

Misra leverandgr kontrol
batch

7 Miles-Misra TSA S. aureus, E.

B. cereus faecal
is
8 @kometrisk B. subtilis, Start og slut | L.
kontrol E. coli af hvert nyt pneumop
leverandgr hila
batch
9* Sterilkontrol, Blodagar | B. cereus Hver dag B. cereus,
veaekstkontrol L.
pneumop
hila

*) analysen udfgres ikke akkrediteret

7" laboratoriet har sat et minus i feltet i spargeskemaet, dette tolkes som et "nej”.
”+”: laboratoriet har sat et plus i feltet i spgrgeskemaet, dette tolkes som et "ja”.
Tom felt: laboratoriet har ikke besvaret spgrgsmalet.

2.5 Faste substrater — selektive/indikative

2.5.1 Membran laurylsulfat agar:

| alt 8 besvarelser. Alle laboratorierne foretager funktionskontrol af substratet
fgr ibrugtagning af substratet. Kontrolfrekvensen er enten per
leverandgrbatch eller per fremstillet batch. 5 laboratorier medtager positiv

kontrol ved hver analyse og 4 medtager negativ kontrol/blindpreve ved hver
analyse.

Tabel 12 Membran lauryl sulfat agar, Mod. ISO/DIS 9308-1 Bestemmelse af
coliforme bakterier og E. coli.

Lab. | Substratkontrol forud for anvendelse Ved hver analyse

nr. Kontrol- Ref. Pos. Neg. Hyppighed | Pos. Neg.
metode substrat

1 @kometrisk | - E. coli Ps. Hver nyt E. coli Upodet
kontrol aerugin | leverandgr | ukendt plade

0sa batch mangde
2
3 pH, TSA E. coli, Hvert nyt E. coli, Steril




Lab. | Substratkontrol forud for anvendelse Ved hver analyse
nr. Kontrol- Ref. Pos. Neg. Hyppighed | Pos. Neg.
metode substrat
sterilkontrol min. 70% leverandgr | ukendt plade
genfinding, batch mengde
podeniveau
10-100
4 NMKL Gammelt | E. coli Hvert nyt E. coli Substrat
procedure substrat leverandgr med
nr. 10 pkt. batch batch upodet
4714 fortynding
svand som
er MF
5 Ref. ampul Ja Ja Hvert nyt Ja
fremstillet
batch
6 Mod. Miles- | TSA E. coli B.
Misra subtilis
7 +/- typisk TSA E. coli Start og E. coli
veaekst slut af
hvert nyt
leverandgr
batch
8 @kometrisk E. coli, L. L. Start og
kontrol freundii plant. slut af
hvert nyt
leverandgr
batch
9 Sterilkontrol, | Membran | E. coli Hver dag E. coli
vaekstkontrol | Lauryl ukendt
sulfat agar mangde

7. laboratoriet har sat et minus i f

eltet i spargeskemaet, dette tolkes som et "nej”.

”+”: laboratoriet har sat et plus i feltet i spgrgeskemaet, dette tolkes som et "ja”.
Tom felt: laboratoriet har ikke besvaret spgrgsmalet.

2.5.2 Slanetz og Bartley agar:

I alt 8 besvarelser. Alle foretager funktionskontrol af substratet far
ibrugtagning af substratet. 5 laboratorier foretager kvantitativ substratkontrol.
Kontrolfrekvensen er enten per leverandgr batch eller per fremstillet batch. 5
laboratorier medtager positiv kontrol ved hver analyse og 5 medtager negativ
kontrol/blindprgve ved hver analyse.

Tabel 13 Slanetz og Bartley agar, Mod. ISO 7899-2 Bestemmelse af

enterokokker (MF), DS 2401 Bestemmelse af enterokokker.

Lab. | Substratkontrol forud for anvendelse Ved hver analyse
nr. Kontrolmeto | Ref. Pos. Neg. Hyppighed | Pos. Neg.
de Substrat
1 @kometrisk | - E. faecalis | - Hvert nyt E. Upodet
kontrol leverandgr | faecium | plade
batch
2
3 pH, TSA (hver E. faecalis, | - Hvert nyt E. 100 ml
sterilkontrol nyt min. 70% fremstillet faecalis, steril vand
leverandgr | genfinding, batch ukendt filtreres
batch) podenivea mangde
u 10-100
4 Mod. Miles- | Gammelt E. faecalis E. coli | Hvert nyt E. Substrat
Misra NMKL | substrat leverandgr | faecalis med
procedure batch batch upodet
nr. 10 pkt. fortynding
4.7.14 svand
(100 ml).
Substrat
podet med
E. coli. ved
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Lab. | Substratkontrol forud for anvendelse Ved hver analyse
nr. Kontrolmeto | Ref. Pos. Neg. Hyppighed | Pos. Neg.
de Substrat
overfladeu
dseed:
upodet
plade.
5 Ref. ampul Ja Ja Hvert nyt Enteroco | Ja
fremstillet | ccus
batch
6 Mod. Miles- | TSA E. faecalis, | E. coli | Hvert nyt - -
Misra E. durans leverandgr
batch
7 Miles-Misra | TSA E. faecalis E. coli | Start og
slut af
hvert nyt
leverandgr
batch
8 @kometrisk E. faecalis L. Start og
kontrol plant. | slut af
hvert nyt
leverandgr
batch
9* Sterilkontrol | Slanetz og | Enterococc Hver dag Enteroco
Bartley us ccus
agar ukendt
mangde
*) analyse efter DS 2401 udfares ikke akkrediteret

- laboratoriet har sat et minus i feltet i spgrgeskemaet, dette tolkes som et "nej”.
”+”: laboratoriet har sat et plus i feltet i spargeskemaet, dette tolkes som et ”ja”.
Tom felt: laboratoriet har ikke besvaret spgrgsmalet.

2.5.3 Galde esculin agar:

| alt 8 besvarelser. 4 foretager kvantitativ substratkontrol og 3 foretager
kvalitativ substratkontrol fgr ibrugtagning af substratet. Kontrolfrekvensen er
enten per leverandgrbatch eller per fremstillet batch. 5 laboratorier medtager
positiv kontrol ved hver analyse og 4 medtager negativ kontrol/blindprgve ved
hver analyse.

Tabel 14 Galde esculin agar, Mod. ISO 7899-2 Bestemmelse af enterokokker.

Lab. | Substratkontrol forud for anvendelse Ved hver analyse
nr. Kontrolmetode | Ref. Pos. Neg. | Hyppighed | Pos. Neg.
Substrat
1 @kometrisk - E. faecalis - Hvert nyt E. Upodet
kontrol leverandgr | faecalis plade
batch
2
3 pH, TSA (hver | E. faecalis, - Hvert nyt E. 100 ml
sterilkontrol nyt min. 70% fremstillet | faecalis, steril
leverandgr | genfinding, batch ukendt vand
batch) podeniveau mangde | filtreres
10-100
4 Mod. Miles- Gammelt | E. faecalis E. Hvert nyt E. Upodet
Misra NMKL substrat coli leverandgr | faecalis substrat
procedure nr. batch batch
10 pkt. 4.7.1.4
5 Ref. ampul Ja Ja Hvert nyt Enteroco | Ja
fremstillet | ccus
batch
6 Ukendt E. faecalis, E. | E. Hvert nyt
podemaengde durans coli leverandar
pavist/ikke batch
pavist
7 + typisk veekst | TSA E. faecalis E. Start og
coli slut af




Lab. | Substratkontrol forud for anvendelse Ved hver analyse
nr. Kontrolmetode | Ref. Pos. Neg. | Hyppighed | Pos. Neg.
Substrat
hvert nyt
leverandar
batch
8 @kometrisk E. faecalis L. Start og
kontrol plant. | slut af
hvert nyt
leverandar
batch
9 Sterilkontrol Galde Enterococcus Hver dag Enteroco
esculin ccus
agar ukendt
mangde

: laboratoriet har sat et minus i feltet i spgrgeskemaet, dette tolkes som et "nej”.

”+”: laboratoriet har sat et plus i feltet i spargeskemaet, dette tolkes som et ”ja”.
Tom felt: laboratoriet har ikke besvaret spgrgsmalet.

2.5.4 Cellobiose colistin agar:

I alt 3 besvarelser. 2 laboratorier foretager kontrol af substratet far
ibrugtagning af substratet. Kontrolfrekvensen er enten per leverandgr batch

eller per fremstillet batch. 1 laboratorium medtager savel positiv som negativ
kontrol ved hver analyse.

Tabel 15 Cellobiose colistin agar, DS 3030 Bestemmelse af Vibrio vulnificus.

Lab. | Substratkontrol forud for anvendelse Ved hver analyse
nr. Kontrolmetode | Ref. substrat Pos. Neg. Hyppighe | Pos. Neg.
d
1
2
3
4
5 Ja Ja Hvert nyt | Vibrio Ja
fremstillet | vulnificus
batch
6
7 Positiv kontrol Vibrio E. coli | Start og
vulnificus slut af
hvert nyt
leverandg
r batch
8
9* Sterilkontrol Alkalisk Hver dag
peptonvand,
cellubiose,
colistin
*) analysen udfares ikke akkrediteret

: laboratoriet har sat et minus i feltet i spgrgeskemaet, dette tolkes som et "nej”.

"+ laboratoriet har sat et plus i feltet i spargeskemaet, dette tolkes som et ”ja”.
Tom felt: laboratoriet har ikke besvaret spgrgsmalet.

2.5.5 Bufferet charcoal geerekstrakt agar med selektiv supplement (GVPC):

I alt 3 besvarelser. 2 laboratorier foretager kontrol af substratet far
ibrugtagning. Kontrolfrekvensen er per leverandgrbatch.
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Tabel 16 GVPC, DS 3029 Bestemmelse af Legionella.

Lab. | Substratkontrol forud for anvendelse Ved hver analyse
nr. Kontrolmetode | Ref. substrat Pos. Neg | Hyppighed | Pos. Neg.
1
2
3
4
5 L. Ja
pneumophila
6 Mod. Miles- Gammel L. Hvert L.
Misra batch pneumop leverandgr | pneumophila
hila batch ukendt
podemangd
e
7
8 * Typisk vaekst L. Start og L.
pneumop slut af pneumophila
hila hvert nyt
leverandgr
batch
9* Sterilkontrol BCYE L. Hver dag L.
pneumop pneumophila
hila

*) analysen udfares ikke akkrediteret
- laboratoriet har sat et minus i feltet i spgrgeskemaet, dette tolkes som et "nej”.
Tom felt: laboratoriet har ikke besvaret spgrgsmalet.

2.5.6 Bufferet charcoal geerekstrakt agar (BCYE):

I alt 4 besvarelser. 2 laboratorier foretager kontrol af substratet far
ibrugtagning af substratet. Kontrolfrekvensen er per leverandgrbatch eller
daglig.

Tabel 17 BCYE, DS 3029 Bestemmelse af Legionella.

Lab. | Substratkontrol forud for anvendelse Ved hver analyse
nr. Kontrolmetod | Ref. Pos. Neg. Hyppighed Pos. Neg.
e substrat
1
2
3
4
5 Ja
6 L.
pneumophi
la
7
8 + Typisk L. Start og slutaf | L.
veekst pneumophi hvert nyt pneumophi
la leverandgrbat | la
ch
9 Sterilkontrol BCYE L. Hver dag L.
pneumophi pneumophi
la la

7" laboratoriet har sat et minus i feltet i spargeskemaet, dette tolkes som et "nej”.
Tom felt: laboratoriet har ikke besvaret spgrgsmalet.

2.5.7 Brilliantgrgnt-laktose-saccharose-phenolrgdt agar (BS agar):

I alt 2 besvarelser. Begge foretager funktionskontrol af substratet far
ibrugtagning af substratet. Kontrolfrekvensen er enten per leverandgr batch
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eller per fremstillet batch. Begge laboratorier medtager positiv og negativ
kontrol ved hver analyse.

Tabel 18 BS agar, DS 266 Bestemmelse af Salmonella.

Lab. | Substratkontrol forud for anvendelse Ved hver analyse

nr. Kontrolmeto | Ref. Pos. Neg. | Hyppighe | Pos. Neg.
de substrat d

1

2

3

4

5 @kometrisk TSB/TSBA | Ja Ja Hvert nyt | S.adabraka | Ja
kontrol fremstillet

batch

Ukendt S. E. Hvert nyt | S.adabraka | E. coli
podemangd adabrak | coli leverandgr | ukendt ukendt
e pavist/ikke a batch podemeng | podemaeng
pavist de de

7

8

9

7" laboratoriet har sat et minus i feltet i spargeskemaet, dette tolkes som et "nej”.

Tom felt: laboratoriet har ikke besvaret spgrgsmalet.

2.5.8 Phenolrgdt-mannitol agar:

I alt 3 besvarelser. Alle foretager funktionskontrol af substratet far
ibrugtagning af substratet. Kontrolfrekvensen er enten per leverandgr batch
eller per fremstillet batch. 3 laboratorier medtager positiv og 2 medtager

negativ kontrol ved hver analyse.

Tabel 19 Phenolradt mannitol agar, DS 266 Bestemmelse af Salmonella.

Lab. | Substratkontrol forud for anvendelse Ved hver analyse
nr. Kontrolmetode | Ref. Pos. Neg. | Hyppighed | Pos. Neg.
substrat
1
2
3
4
5 @kometrisk TSA Ja Ja Hvert nyt | S.adabraka Ja
kontrol fremstillet
batch
Ukendt S. E. Hvert nyt | S.adabraka E. coli ukendt
podemangde adabraka | coli leverandgr | ukendt podemangde
pavist/ikke batch podemangde
pavist
7
8 Dkometri S. L. Start og S. adabraka
adabraka | plant. | slut af
hver nyt
leverandgr
batch
9

7. laboratoriet har sat et minus i

eltet i spargeskemaet, dette tolkes som et "nej”.

Tom felt: laboratoriet har ikke besvaret spgrgsmalet.

2.5.9 Cetrimid nalidixinsyre-agar (CN agar):

I alt 8 besvarelser. Alle foretager kontrol af substratet fgr ibrugtagning og 4
laboratorier foretager kvantitativ substratkontrol. Kontrolfrekvensen er enten
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per leverandgrbatch eller per fremstillet batch. 4 laboratorier medtager positiv
0g 4 medtager negativ kontrol/blindprgve ved hver analyse.

Tabel 20 CN agar, DS 268 Bestemmelse af Pseudomonas aeruginosa.

Lab. | Substratkontrol forud for anvendelse Ved hver analyse
nr. Kontrolmetode | Ref. Pos. Neg. Hyppighed | Pos. Neg.
Substrat
1 @kometrisk - Ps. - Hvertnyt | - Steril
kontrol aeruginosa leverandar kontro
batch | (agar
09
upode
t
fortyn
dingsv
and)
2
3 pH, TSA (hver | Ps. - Hvert nyt Ps. 100
sterilkontrol nyt aeruginosa, fremstillet | aeruginosa, | ml
leverandgr | min. 70% batch ukendt steril
batch) genfinding, mangde vand
podeniveau filtrere
10-100 s
4 Mod. Miles- Gammel Ps. E. coli Hvert nyt Ps. Upode
Misra NMKL substrat aeruginosa, leverandgr | aeruginosa | t
procedure nr. batch ukendt batch substr
10 pkt. 4.7.1.4 podemaengde at
5 Ref. ampul ja ja Hvert nyt Ps. ja
fremstillet | aeruginosa
batch
6 Mod. Miles- TSA Ps. E. coli Hvertnyt | - -
Misra aeruginosa leverandar
batch
7 +/- typisk TSA Ps. E. coli Start og
veaekst aeruginosa slut af
hvert nyt
leverandar
batch
8 @kometrisk Ps. E. coli Start og
kontrol aeruginosa slut af
hvert nyt
leverandar
batch
9 Steril kontrol CN agar Ps. Hver dag Ps.
aeruginosa aeruginosa
- laboratoriet har sat et minus i feltet i spgrgeskemaet, dette tolkes som et "nej”.

"+ laboratoriet har sat et plus i feltet i spargeskemaet, dette tolkes som et ”ja”.

Tom felt: laboratoriet har ikke besvaret spgrgsmalet.

2.5.10 Jernsulfit agar:

I alt 7 besvarelser. 6 laboratorier foretager kontrol fgr ibrugtagning af
substratet. Kontrolfrekvensen er enten per leverandgr batch eller per
fremstillet batch. 4 laboratorier medtager positiv og 3 negativ
kontrol/blindprgve ved hver analyse.

Tabel 21 Jernsulfit agar, DS 2256 Bestemmelse af Clostridium perfringens.

Lab.

nr.

Substratkontrol forud for anvendelse

Ved hver analyse

Kontrolmeto
de

Ref. Pos. Neg.

substrat

Hyppighe
d

Pos.

Neg.




1 @kometrisk | - Cl. - Hvert nyt | Cl. Sterilkontrol
kontrol perfringe leverandg | perfringens, | (agar med
ns r batch ukendt upodet
podemang | fortyndingsva
de nd)
2
3
4 Cl. Upodet
perfringens | substrat
ukendt
podemang
de
5 Ref. ampul + + Hvert nyt +
fremstille
t batch
6 Mod. Miles- | Gammel | CI. E. Hvert nyt | - -
Misra t batch perfringe | coli leverandg
ns r batch
7 +/- Typisk Start og
veekst, ref. slut af
ampul hvert nyt
leverandg
r batch
8 +/- Typisk Cl. Start og Cl.
veekst, ref. perfringe slut af perfringens
ampul ns hvert nyt
leverandg
r batch
9 Steril kontrol | JSA + Hver dag | Cl.
perfringens

7" laboratoriet har sat et minus i feltet i spargeskemaet, dette tolkes som et "nej”.
”+”: laboratoriet har sat et plus i feltet i spargeskemaet, dette tolkes som et ”ja”.

Tom felt: laboratoriet har ikke besvaret spgrgsmalet.

2.5.11 R2A agar:

I alt 6 besvarelser, hvoraf det fremgar, at alle foretager kontrol fer
ibrugtagning af substratet. Kontrolfrekvensen er enten per leverandgr batch
eller per fremstillet batch. 1 laboratorium medtager positiv og 2 laboratorier

medtager negativ kontrol/blindprgve ved hver analyse.

Tabel 22 R2A agar, DS 2402 Bestemmelse kimtal 37°C, 44°C, 55°C, 65°C.

Lab. | Substratkontrol forud for anvendelse Ved hver analyse
nr. Kontrolmeto | Ref. Pos. Neg. | Hyppighe | Pos. Neg.
de substrat d
1
2
3
4 Mod. Miles- Gammel Hvert nyt Upodet
Misra NMKL | substrat leverandgr substrat
procedure nr. | batch batch
10 pkt. 4.7.1.4
5 Ref. ampul + + Hvert nyt +
fremstillet
batch
6* Mod. Miles- TSA B. Hvert nyt Sterilkontr
Misra stearotermophi leverandgr ol
lus batch
7 Miles-Misra TSA E. coli
8 @kometrisk B. cereus E. Start og
coli slut af
hvert nyt
leverandgr
batch
9 Steril kontrol | R2A B. cereus Hver dag B.
cereus
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*) analysen udfgres ikke akkrediteret

7" laboratoriet har sat et minus i feltet i spargeskemaet, dette tolkes som et "nej”.
”+”: laboratoriet har sat et plus i feltet i spgrgeskemaet, dette tolkes som et "ja”.
Tom felt: laboratoriet har ikke besvaret spgrgsmalet.



3 Diskussion

Det er vigtigt at mikrobiologiske dyrkningsmedier, herunder
fortyndingsvesker, er underkastet en kvalitetskontrol fgr de tages i
anvendelse, idet ngjagtigheden af analyseresultater i hgj grad afhanger af de
anvendte medier.

Der er mange mader at kontrollere substrater pa. Det kan f.eks. vere fysisk
kontrol (dvs. farve, gelstyrke, homogenitet, overflade og lignende), pH-
kontrol, sterilkontrol, volumenkontrol samt kontrol af om de gnskede
mikroorganismer kan vokse i tilstreekkelig antal pa det pagaldende medium og
for de selektive medier ogsa om veekst af de ikke-gnskede mikroorganismer
heemmes i tilstraekkeligt omfang. Safremt substratet er indikativ, ber det ogsa
undersgges om de korrekte typiske reaktioner opnas med malorganismerne.

Det fremgar af resultatet fra spargeskemaerne, at alle de deltagende
laboratorier, pa nar et enkelt laboratorium, udfarer kontrol af substrater.
Funktionskontrolmetoderne varierer fra kvalitative til kvantitative eller semi-
kvantitative metoder afhangig af laboratorium og/eller substrattype.

Sterilitet kan eftervises ved dokumentation af autoklaveringen; tid, temperatur
og fyldningsgrad af autoklave. Dette forudsetter, at den anvendte
kombination af parametrene tid, temperatur og fyldningsgrad en gang for alle
er dokumenteret at resultere i sterile substrater. Sterilkontrol i form af
mikrobiologiske analyser er egnede som verifikation af autoklavering, men er
ikke brugbar som produktionsstyring.

Udover de navnte funktionskontroller af de fremstillede substrater bgr der
foretages kontrol af pH og sterilitet af hvert batch. Sterilitetskontrollen kan
som ovenfor navnt besta af kontrol af tid og temperatur for hvert batch.
Faktuelle tid-temperatur forhold for varmebehandlingen af hver batch bar
vere dokumenterede.

I mange tilfeelde medtages negativ kontrol ved hver analyse. Resultatet af
spgrgeskemaerne viser at nogle laboratorier opfatter negativ kontrol (ved hver
analyse) som et ikke inokuleret substrat (en blindplade/-rgr), andre
laboratorier opfatter negativ kontrol som substrat podet med en negativ
kontrolstamme og andre opfatter negativ kontrol som en analyse gennemfart
med fortyndingsveeske i stedet for pragven. Sidstnaevnte anbefales, idet man
herved far dokumentation for korrekt aseptisk analyseforlgb. Pa tilsvarende vis
vil man ved medtagelse af en positiv kontrolstamme i lavt niveau kunne opna
dokumentation for korrekt analyseforlgb for sa vidt angar overholdelse af tid
og temperatur.

Safremt der er vaekst pd den negative kontrol ved analysen, ma resultatet
forkastes. Arsagen til vaekst kan enten veere forurening under analyseforlgbet
eller et ikke sterilt udgangspunkt. Sidstnavnte vil ikke kunne afvises safremt
der ikke er dokumentation for sterilitet af partiet i forbindelse med
fremstilling. Miljganalyser skal gennemfares indenfor 24 timer efter
preveudtagning, hvorfor det ikke er muligt at lave analysen om pa
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afleesningstidspunktet, og det geelder derfor om at udelukke flest mulige
fejlkilder far analysen i vaerksattes.

Hvis man ved hver analyse kun medtager positiv kontrolstamme og udelader
sterilkontrollen (den upodede prgve) risikerer man falsk positive resultater”,
fordi kontrollen af og dokumentationen for aseptiske arbejdsgange under
analyseforlgbet mangler. I ganske mange tilfeelde kan man ikke pa den positive
kontrolplade skelne mellem tilsatte bakterier og bakterier hidrgrende fra evt.
forureninger. Hvis der er veekst pa “steril kontrollen”, bar analyseresultatet
forkastes.

3.1 Fortyndingsvasker

Opggrelsen i afsnit 2.1 viser, at langt den overvejende del af laboratorierne
kontrollerer volumen af fortyndingsveaeskerne. Korrekt sammensatning
dokumenteres af nogle af laboratorierne ved kontrol af fortyndingsveaeskens
pH. Sterilkontrol forud for anvendelse af mediet udfgres systematisk af
laboratorium nr. 8 og 9.

Fortyndingsveeskerne indeholder salte, sa mikroorganismer ikke udsattes for
osmotisk chok ved overfgrsel fra prgven til fortyndingsveesken. Desuden er
fortyndingsvaesker fattige pa naringsstoffer, da mikroorganismerne ikke skal
vokse i fortyndingsmedierne, men blot kunne overleve. For at undga vakst af
mikroorganismerne i fortyndingsvaskerne, er det ngdvendigt at begraense
opholdstiden i fortyndingsveesken. Tidsintervallet fra praven overfares til
fortyndingsvaesken og indtil substrat pahzldes bliver dermed en kritisk faktor.
DS 2250:1983 ”Vandundersggelse. Prgvetagning, transport og opbevaring af
prgver til mikrobiologisk undersggelse” giver ingen vejledning herom, men i
EN 1SO 6222 beskrives at der max ma vaere 15 minutter mellem tilseetning af
praven (eller fortynding heraf) og agaren. NMKL nr. 91:2002 pkt. 7.5
beskriver, at der max mé hengd 45 minutter fra fremstilling af 10™
fortyndingen til ssmmenblanding med substrat.

For at sikre ngjagtige resultater af analyserne, er det vigtigt, at der anvendes
korrekt volumen af fortyndingsvaesker og at fortyndingsveaskerne er sterile.

3.2 Flydende substrater - Non-selektive bouilloner

Formalet med anvendelse af mediet ber danne udgangspunkt for typen af
kvalitetskontrol, der er forskel pa den ngdvendige preecision ved bestemmelse
af kimtal som antal kolonidannende enheder og undersggelse for patogene
mikroorganismer sdsom salmonella. I sidstnavnte tilfelde er man interesseret i
at kunne detektere meget lavgradige forureninger, uanset bakteriecellerne kan
vere, og ofte er, stressede eller beskadigede. Ofte leder man efter ’bakterien”.

Udover at dokumentere sammensatning (fx malt ved pH) og sterilitet bagr
funktionaliteten af mediet dokumenteres far ibrugtagning af batch. Da man
ikke kan tzlle kolonidannende enheder pa samme made i bouilloner som pa
faste substrater, ma man i hvert enkelt tilfeelde overveje hvorvidt kvalitativ eller
semikvantitativ kontrol af funktionaliteten er ngdvendig. For sa vidt angar
phosphatbuffer med pepton anbefales semi-kvantitativ kontrol, idet evnen til
opfriskning af stressede og eller beskadigede celler er vaesentlig.

Spargeskema undersagelserne viser at 3 ud af 4 laboratorier foretager
funktionskontrol af flydende non-selektive substrater fagr ibrugtagning af disse.



Eksempler pa semi-kvantitativ kontrol er podning af flydende medier med
mikroorganismer og efter inkubering at afleese den uklarhed som veekst af
mikroorganismerne har givet anledning til. Wickerhams kort kan anvendes
som maleskala, kombineret med mikroskopi til bekraftelse af vaekst af
renkultur af den tilsatte organisme. En anden semi-kvantitativ kontrolmetode
er fortyndingsmetoden, hvorved der fremstilles en fortyndingsraekke af den
opformerede kontrolstamme. Fra hver fortynding inokuleres 5 rgr af det
medium, der skal kontrolleres. Efter inkubation afleeses ragrene for veekst og
MPN verdien bestemmes. Produktivitetsforholdet bestemmes som forholdet
mellem MPN verdien for det medium der skal kontrolleres og MPN veerdien
for reference mediet.

3.3 Flydende substrater - Selektive/indikative bouilloner

Ud over ovennavnte dokumentation af funktionaliteten; selve vaeksten af de
gnskede mikroorganismerne og heemning af de ”ikke-gnskede”
mikroorganismer bgr de indikative parametre ogsa dokumenteres. Det
anbefales at udfagre batch kontrollen (dvs. forud for anvendelse af substratet)
med savel en positiv kontrolstamme som en negativ kontrolstamme. Under
selve analysen er det tilstraekkelig at medtage en positiv kontrolstamme og en
sterilkontrol i form af en ikke-podet prave til dokumentation af korrekt
analyseforlgb. Selektive og/eller indikative bouilloner kan kontrolleres med
ovennavnte semi-kvantitative metode, i kombination med registrering af at de
indikative parametre virker.

Det fremgar af resultaterne af spgrgeskema undersggelserne at over 80% af
laboratorierne foretager kontrol af de flydende substraters funktion far
ibrugtagning.

3.4 Faste substrater - Non-selektive faste substrater

Kontrol af non-selektive substrater foretages ved kvantitativ eller semi-
kvantitativ kontrol af funktionaliteten, sadkaldt Growth Promotion Test
(GPT), enten med modificeret Miles Misra metode eller ved gkometrisk
metode (semi-kvantitativ). Ved Miles Misra metoden undersgges veeksten af
den for mediet relevante mikroorganisme overfor vaeksten af samme
mikroorganisme pa non-selektiv referencesubstrat eller overfor foregaende
batch af samme medium. Produktivitetsforholdet (Productivity Ratio, PR-
veerdi) beregnes som forholdet mellem kolonitallet pa det undersggte medium
og kolonitallet pa referencemediet. For ikke- selektive medier anbefales i flg.
NMKL proceduren en PR vardi pa minimum 0,7.

Ved den gkometriske metode bestemmes det absolutte vaekstindeks (Absolute
Growth Index, AGI). En overnatskultur af kontrolorganismen udstryges i et
bestemt mgnster pa overfladen af det medium der skal testes. Efter inkubation
afleeses hvilke streger (i udstrygningsmgnsteret), der giver anledning til veekst,
dette omsaettes til en talveerdi pa en skala fra O til 5. Ikke selektive medier bar
have AGI over 3.

Ved kontrol af non-selektive faste substrater er det tilstreekkeligt at medtage
positive kontrolstammer.
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Spargeskema undersggelserne viser at over 70% af laboratorierne foretager
kontrol af substraterne forud for anvendelse enten ved modificeret Miles
Misra metoden, ved gkometrisk kontrol eller ved vakst kontrol.

3.5 Faste substrater - Selektive og/eller indikative faste substrater

For denne gruppe anbefales det at foretage kvantitativ funktionskontrol af
substratet forud for anvendelse. Heri bgr indga savel en positiv kontrolstamme
i lavt niveau som en negativ kontrolstamme i hgjt niveau, saledes at bade
veekst af “malorganismen” og den logaritmiske h&mning af fglgefloraen kan
dokumenteres. Ligeledes bar der veere dokumentation for korrekte indikative
reaktioner.

For selektive medier anbefales en log-5 forskel pa produktivitetsforholdet (PR
veerdien) for negative og positive kontrolstammer. NMKL procedure nr. 10
anbefaler PR verdier pa minimum 0,5 for positive kontrolstammer pa
selektive medier og PR pa max 0,00001 for negative kontrolstammer, ved
substratkontrol efter Miles Misra metoden. Anvendes den gkometriske
metode til selektive medier anbefales absolut vakstindeks for positive
kontrolstammer over 2,5 og AGI under 2,0 for negative kontrolstammer.

Under selve analysen vil det veere tilstreekkelig at medtage en positiv
kontrolstamme og en sterilkontrol (en ikke podet prgve) til dokumentation af
korrekt analyseforlgb.

3.6 Kontrolstammer

Valget af hvilken type kontrolstamme, der skal anvendes, afhanger af
dyrkningsmediet. For selektive og/eller indikative medier anvendes de for
mediet relevante positive kontrolstammer (jvf. nedenstaende tabel). I nogle
tilfelde kan det veere relevant at supplere med biokemisk atypiske
kontrolstammer. Sidstnaevnte kunne fx veere tilfeeldet hvis der i et medium er
indbygget flere selektive/indikative principper. For non-selektive medier
vaelges mikroorganismer, som kan vokse pa mediet, og som findes i den
matrix man anvender analysen til. Saledes er det relevant, jvf. tabel 10, at
anvende E. coli og Pseudomonas fluorescens som positiv kontrol til Trypton
geerekstrakt agar og mindre relevant at anvende en S. aureus stamme, idet
farstnaevnte er naturligt forekommende i vand, det er S. aureus ikke.

Nedenstaende tabel er et eksempel pa hvilke mikroorganismer det kunne vare
relevante at anvende til kontrol af de forskellige dyrkningsmedier, men der vil
let kunne argumenteres for brug af andre og flere lige sa relevante
mikroorganismer, jvf. ovenstaende om selektive og indikative
dyrkningsmedier.

Tabel 23 Eksempler pa relevante kontrolstammer.

Dyrknings Metode Mal Positiv Negativ Bemaerkninge
medium organisme kontrol kontrol r
Peptonholdig DS 266 Salmonella Salmonella - Non-selektiv
phosphatbuffer adabraka

Alkalisk DS 3030 | Vibrio Vibrio E. coli

peptonvand med vulnificus

polymixin




Dyrknings Metode Mal Positiv Negativ Bemarkninge
medium organisme kontrol kontrol r
B/colistin
Rappaport- DS 266 Salmonella S. adabraka E. coli
Vassiliadis
bouillon
MacConkey DS 2255 | Coliforme E. coli S. aureus
bouillon bakterier og
E. coli
Tryptonvand DS 2255 | Coliforme E. coli Enterobacter
bakterier og aerogenes
E. coli
Laktose trypton Mod Coliforme E. coli Staph. aureus
laurylsulfat ISO/DIS | bakterier og
bouillon 9308-1 E.coli
Trypton DS 6222 | Non-selektiv | E. coli 37°C/ - Non-selektiv
geerekstrakt Pseudomona
s fluorescens
22°C
Blodagar DS 2217/ | Non-selektiv | S. aureus Non-selektiv
DS 3029
Membran Mod Coliforme E. coli Staph. aureus
laurylsulfat agar ISO/DIS | bakterier og
9308-1 E.coli
Slanetz og Bartley | Mod ISO | Enterokokker | Enterococcus | E. coli
agar 7899-2 faecalis
og DS
2401
Galde esculin Mod ISO | Enterokokker | Enterococcus | E. coli
agar 7899-2 faecalis
Cellobiose DS 3030 | Vibrio Vibrio E. coli
colistin agar vulnificus vulnificus
GVPC DS 3029 | Legionella Legionella E. coli
pneumophila
Brilliantgrent- DS 266 Salmonella Salmonella E. coli
laktose- adabraka
saccharose-
phenolrgdtagar
(BS agar)
Phenolrgdt agar DS266 Salmonella Salmonella E. coli
adabraka
Cetrimid DS 268 Pseudomona | Pseudomona | E. coli
nalidixinsyre agar s aeruginosa | s aeruginosa
(CN agar)
Jernsulfit agar DS 2256 | Clostridium Clostridium E. coli
perfringens perfringens
R2A agar DS 2402 | Varmtvands | E. coli
kim (37+44)
Bacillus
stearothermo
philus (55)

Thermus spp.

(65

Ved anvendelse af positive og negative kontrolstammer er det vigtigt, jvf. DS
EN 17025 og EAL Guidelines for Microbiology, at disse er sporbare til en
anerkendt kultursamling. Anvendelse af bakteriestammer skal forega styret,
idet en n’te generations bakterie ikke kan have samme egenskaber som
naturligt forekommende bakterier. Bakterier kan hurtigt tilpasse sig
laboratorieforhold med det resultat, at man risikerer, at man ved hjalp af
standardmetoder ikke kan pavise naturligt forekommende bakterier. Man bgr
ikke benytte sig af &ldre kulturer end 5. generation fra moderstammen.
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Det podeniveau der anvendes ved substratkontrollen er en vaesentlig faktor.
Ved analyserne skal laboratorierne kunne detektere mikroorganismer i lavt
antal, og substratkontrollen skal kunne vise, at medier er i stand til at restituere
mikroorganismer i lavt antal. Desuden er det vigtig at undga problemer med
sammenflydning af kolonier og overvoksede plader, saledes at korrekt
kolonimorfologi og tilstedeveerelse af renkultur ikke kan kontrolleres. | de fleste
tilfelde vil det veere fornuftigt at anvende et podeniveau pa 10 til 100 cfu af
positive kontrolstammer. Nar det drejer sig om de negative kontrolstammer er
situationen den modsatte, idet selektive medier skal kunne modsta et vist pres
fra falgefloraen og ofte vil det veere fornuftigt at anvende 10.000 til 1200.000
cfu som podeniveau.

3.7 Hyppighed af substratkontrol

Spargeskema undersggelsen viser at hyppigheden af substratkontrol i form af
GPT-test er per leverandgrbatch eller per fremstillet batch. Ngdvendigheden
af at udfere GPT-test pa hvert fremstillet batch kan diskuteres. Producenter af
tarsubstrater udfarer typisk GPT-test forud for frigivelse af partier til salg, og
ofte medfelger denne kvalitetsdokumentation, nar laboratorier indkaber
dyrkningsmedier. Safremt laboratoriet benytter sig af feerdigblandede
tarsubstrater, vil det ofte veere tilstreekkeligt at udfare én GPT-test per
leverandgrbatch. Dette forudsaetter (jvf. ISO 7218) at tarsubstrat opbevares
ved anvist temperatur, at det anvendes indenfor holdbarhedstiden, at
tarsubstratet ikke klumper og ikke smuldrer, at der ikke er misfarvninger, at
korrekt maengde tagrsubstrat afvejes til korrekt maengde vand og at
varmebehandlingen gennemfares korrekt. 1 NMKL procedure nr. 10
beskrives det, at safremt laboratoriet benytter ISO 9000 godkendte
leverandgrer af tgrsubstrater vil det vaere tilstreekkeligt at udfgre GPT test nar
der tages en ny type substrat i arbejde i laboratoriet eller hvis laboratoriet
skifter leverandgr.

Dyrkningsmedier som laboratoriet selv fremstiller ved afvejning af enkelt
ingredienser er behaftet med starre usikkerhed, og det vil derfor veere
hensigtsmaessigt at udfare GPT test med stgrre hyppighed fx pa hvert
fremstillet batch.



4 Anbefalinger

4.1 Fortyndingsvaesker

Falgende tre faktorer anbefales at indga i kontrollen af fortyndingsvesker:
Korrekt sammensatning (dokumenteret ved fx afvejningskontrol og pH),
korrekt volumen og sterilitet (dokumentation af faktisk varmebehandling).
Frekvensen for kontrol bar veere for hvert fremstillet batch.

4.2 Flydende substrater — Non-selektive

For non-selektive bouilloner anbefales kontrollen desuden at omfatte kvalitativ
eller semi-kvantitativ kontrol fx udfgrt som beskrevet under punkt 3.2. Der
bgr anvendes en relevant positive kontrolstamme i lavt niveau.
Kontrolfrekvensen herfor anbefales at veere per leverandgrbatch safremt man
benytter sig af feerdigblandede tgrsubstrater, og per fremstillet batch safremt
laboratoriet selv afvejer alle ingredienserne. Dokumentation for korrekt
sammensatning og sterilitet bar under alle omstendigheder foretages per
fremstillet batch.

4.3 Flydende substrater — Selektive og/eller indikative

For selektive og/eller indikative bouilloner anbefales kontrollen gennemfart
som beskrevet for non-selektive bouilloner, dog med yderligere anvendelse af
en negativ kontrolstamme i hgjt niveau.

4.4 Faste substrater — Non-selektive faste substrater

Non-selektive faste substrater anbefales kontrolleret med kvantitative eller
semi-kvantitative metoder. Der bgr anvendes en relevant positiv
kontrolstamme i lavt niveau. Kontrolfrekvensen herfor anbefales at vere per
leverandgrbatch, safremt man benytter sig af feerdigblandede tersubstrater, og
per fremstillet batch safremt laboratoriet selv afvejer alle ingredienserne.
Dokumentation for korrekt sammensatning og sterilitet bgr under alle
omstendigheder foretages per fremstillet batch.

4.5 Faste substrater — Selektive og/eller indikative faste substrater

For selektive og/eller indikative faste substrater anbefales kontrollen
gennemfgrt som beskrevet for non-selektive faste substrater, jvf. 4.4. Der bar
dog ogsa anvendes en negativ kontrolstamme i hgjt niveau. Opnaelse af de
indikative principper bgr dokumenteres.

De anbefalede kontrolfrekvenser er under forudsatning af, at kontrol af
laboratoriets vandforsyning, veegte og driftskontrol af autoklavering er
omfattet af god laboratoriepraksis og derved sikrer ensartede
fremstillingsbetingelser fra gang til gang.

Det anbefales at medtage savel positiv som negativ kontrol i alle analysetrin,
saledes at korrekt analyseforlgb kan dokumenteres. Ogsa her gelder det, at
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man bar kende sit podeniveau for den positive kontrol organisme, og helst
veelge den i niveauet lige over detektionsgraensen for analysen.

Kontrol/dokumentation af korrekt analyseforlgb hgrer under proceskontrollen
- pa samme made som kontrol/dokumentation af inkuberingstid og -

temperatur.
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