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Forord

Finansiert av Statens forurensningstilsyn, er NIVA nasjonalt referanse-
laboratorium for vamnanalyser. Det var derfor naturlig at NIVAs repre—
sentant i INSTA C12/AG17 Mikrobiologi, etter vedtak i arbeidsgruppen,

tok initiativet til & utfore en rundsperring i Norge angdende bakterio—
logiske analysemetoder i bruk for vann og slam. Spgrreskjemaet ble ut-
arbeidet og utsendt < juni 1981, med svarfrist 21.8.81. De svar som var
innkommet innen svarfristens utlegp er behandlet i demmne rapport, mens fire
svar som ble mottatt fra 2 til 4 uker senere ikke er kommet med. Svarene
fra Island (se imnledningen) er inkludert i tabellene, og bare wndir
metodene er forskjellige fra dem som benyttes i Norge, er det angitt

at svaret kommer fra Island.

Norges veterinerhggskoles representant Gunnar Langeland 1 AG 17 har
behandlet svarene og skrevet avenittene om salmonellabakterier. Det

resterende arbeidet er utfort ved NIVA.

Rapporten er utformet slik at kapittel 2 har samlet alle opplysninger
med sterst relevans for arbeidet imnmen INSTA. Kapittel 3 immeholder
alle detaljer 7 metodeutferelsen, og gir dessuten rettledning til ana-—

lyselaboratoriene angdende utforelsen av metodene.

Rapporten sendes til alle de laboratorier som ble invitert til & delta

7 rundsperringen.

Blindern, oktober 1981

Kari Ormerod



INNLEDNING

De nordiske land Dammark, Finland, Norge og Sverige har siden 1970 girt
sammen om & standardisere analysemetoder for vann. I de fg¢rste &rene
inngikk bare kjemiske metoder i dette standardiseringsarbeidet. Fra 1976
kom ogsa biologiske analysemetoder med. Standardiseringsarbeidet gir i
regi av de nordiske lands standardiseringsforbund, og styres av en nor-
disk komite, INSTA C 12. Selve standardiseringsarbeidet foregédr i ar-

beidsgrupper.

Standardisering av bakteriologiske analysemetoder foregdr i arbeidsgrup~
pe 17 (forkortet AG 17). Norge har tre medlemmer i denne arbeidsgruppen:
Cand. med. J¢rgen Lassen ved Statens institutt for folkehelse (SIFF),

som har spesielt ansvar for drikkevannsanalysene, siv.ing. Kari Ormerod
fra NIVA, som har spesielt ansvar for forurenset vann, og cand. med. vet.
Gunnar Langeland fra Norges veterinarhggskole (NVH) fordi denne institu-
sjonen utdanner de veterinzrer som siden blir ansvarlige for utfgrelsen
av bakteriologiske vannanalysér ved laboratoriene for nzringsmiddelkon-—

troll.

De fire deltakende land har forskjellige standardforskrifter for bakterio-
logisk analyse av drikkevann. Derfor ble det h¢sten 1980, p2& arbeids~
gruppens arlige m¢te, bestemt at gruppen f¢rst skulle komme fram til fel-

les standardmetoder for forurenset vann og kloakkslam.

En liste over aktuelle parametre og de pr¢vetyper som var aktuelle, ble
utarbeidet pd& mgtet. Til neste mgte skulle de forskjellige land forsgke
& fa rede pd hvilke av disse bakteriologiske analyser som var i vanlig
bruk i landet, hvilke formdl analysene ble brukt til og hvilke metoder

som ble benyttet for de forskjellige parametre.

I Norge ble dette arbeidet startet ved at et sperreskjema ble utarbeidet,
med listen fra arbeidsmgtet 1980 som modell. T listen og i skjemaet ble
ogsd en kjemisk indikator for fekal forurensning, coprostanol, inkludert.
Siden dette var en fin anledning til ogsd & undersgke i hvilken grad den
norske standard for bakteriologisk drikkevannsanalyse, NS 4751, ble be-

nyttet ved de forskjellige laboratorier, ble ogsd drikkevannsparametrene



Fluorescerende kimtall og Cecliforme bakterier (37 °c inkubering) medtatt i

i sporreskjemaet, som er vist i figur 1.

Ved hjelp av adresselister over laboratorier som deltar i det ringtest-—
samarbeid som drives av NIVA, og med en adresseliste fra Norges veterinar—
hegskole over nmringsmiddelkontroll~laboratorier i Norge, kom man fram

til 75 aktuelle laboratorier. Dette var vesentlig fylkeslaboratorier og
nezringsmiddellaboratorier, men ogsd enkelte private laboratorier og

spesiallaboratorier som de ved NVH, SIFF og NIVA.

Spgrreskjema ble ikke sendt til statens medisinsk-mikrobiologiske labo-
ratorier. SIFFs representant i AG 17 opplyste at kun f& av disse ut-

fgrer vannanalyser, og de er alle padlagt & f¢lge Norsk Standard.

Spg¢rreskjemaets hovedformdl var & fremskaffe opplysninger om metoder be-

nyttet til analyse av forurenset vann.

Et spgrreskjema ble ogsa sendt til Statens neringsmiddellaboratorium pd
Island, fordi en representant derfra hadde meldt sin interesse for del-
takelse i standardiseringsarbeidet under et bes¢gk pd NIVA vdren 1981.

Svaret fra Island er inkludert i denne rapporten.

Det kom inn svar fra 45 laboratorier, det vil gi at 60 % svarte pa fore-
spprselen. Av disse var det to laboratorier som svarte at de bare ut-
forte kjemiske vannanalyser. Diskusjonen av svarene er delt i to.
Forste del, kapittel 2, tar for seg parametrenes benyttelsesfrekvens til
de forskjellige pre¢vetyper, samt den mest benyttede analysemetode hvis

en slik skiller seg ut.

De laboratoriene som svarte pa sp¢rreskjemaet bgr f& dra nytte av den
informasjon de brakte tilveie. Derfor er detaljer i de forskjellige svar
diskutert i kapittel 3, der ogsd tilsynelatende feil og misforstielser

med hensyn til metodene blir diskutert.



WEy SPUILIDSIAON] 4,

Jg L8 ~ 02 Lie3uty

fouezsoados

4vidaiyeqopiiLg

el [auou]eg

4840ds °susbutdgusd g

§421180 anLjeasbap

48220503d3415 31e)o 4

3, Pb 491433Yeq BUU04L (0]

Jo LE 4BL4BVARG BUM04L|0)

*qeidapauds ajeyly
Lasaocuared-udels
~uut “{4W) 4931t
~URAGUWBW  *UBu-NdiW

uueAjua UUPBA UUBA
wels | -idisay| -apeg | -9yyiug
TY Y0 4 _

AATNNTL

Jauwtafgry
="GMANT

9, dWal
- GMINI

WRIGIN

43 L3MvYvd

"13R1pAW SujswededsuueARNLAp §SBO U8 ewd (S 8138p 1 "YIQOLIWISATYNY I0ILLANIE WO

:(WnLa0ledoge] ‘U0SAI4)AR J4RASAY

YRWICHSIYYEBIS

| 4nbL4



-7 -
PARAMETRENES BENYTTELSESFREKVENS OG DE MEST BENYTTEDE METODER FOR HVER
PARAMETER

I spgrreskjemaet (figur 1) skulle laboratoriene krysse av for de prove-
typer som vanligvis ble analysert ved laboratoriet, blant de angitte
pr¢vetyper drikkevann, badevann, resipientvann og slam. Betegnelsen
slam var etter diskusjon i AG 17 ment & dekke de typer slam som er
aktuelle i akvatisk milj¢, vesentlig kloakkslam, men ogsd slam og sedi-

menter fra vassdrag.

Parametrenes benyttelsesfrekvens for de forskjellige prgvetyper er sam-—
menstilt i tabellene 1 a og 1 b. T tabell 1 a er antall laboratorier
som benytter parametrene angitt, mens tabell 1 b angir det samme uttrykt
som prosent av de 43 laboratorier som utfgrte bakteriologiske analyser.

I tabell 1 a er ogsi analysemetodene angitt.

For analysemetodene kimtall (20 OC), fluorescerende kim, coliforme bak—
terier (37 0C) og termostabile coliforme bakterier (44 OC) finnes det

norske standardforskrifter (NS-4751). For disse parametrene er svarene
systematisert etter om de er i overensstemmelse med standardforskriften,

er variant av denne, eller er en annen metode.

2.1 Kimtall

Av 43 laboratorier utfg¢rer 42 analyser for 20 °C-kimtall. Av disse ut-
forer 28 analysen ifplge Norsk Standard, 6 som variant av Norsk Standard,
mens 8 laboratorier benytter andre metoder. Parameteren blir hyppig

brukt til alle vanntyper, mens bare 7 7% benytter den til slam.

Kimtall etter inkubering ved 37 °c regnes for & vare en drikkevannsana-—
lyse, men kan ogsd vere nyttig ved analyse av vann som skal benyttes i
neringsmiddelindustri. Denne parameter var ikke medtatt pi listen fra
AG 17, men 21 7 av laboratoriene oppga i spg¢rreskjemaet at de benytter
den for drikkevann, 12 7 benytter den til badevann, men mindre enn 10 %
benytter den til resipientvann og slam. Svarene for denne parameter er

sammenstilt i tabell 4, og medtatt i tabell 1b.

For kimtallsanalyser vil forskjeller i inkuberingstemperatur og —tid
ha stor innflytelse pd resultatene. Skal analyser benyttes til 3 av-
gj¢re om pro¢ver fyller visse kvalitetskrav, er det et tydelig behov for
en standardisering av metodene. Eventuelle kvalitetskriterier b¢r ogsd

relateres til fastlagte standard metoder.
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Tabell la. Metodevarianter og bruksomrdder for de forskjellige analyser

Tabellen angir antall laboratorier som benytter vedkommende metodikk

Bruksomréde
Parameter Metode Drikke- Bade- Resipient- Stam
vann vann vann
Norsk standard 28 21 19 1
Kimtall 20 °C Variant av NS® 6 5 6 0
Annen metode | ___ 8 leo. TS S - S S 2 ]
SUM 42 3z 30 3
Fluorescerende Norék standard 6 0 1 0
kimtall Variant av NS __ . . ..l ... SRR VN S B I T 0__
SUb 15 1 1 0
Coliforme Norsk standard 29 22 23 3
bakterier, Variant av ns® 8 5 4 1
MF -metoder Annen_metode 4 2 4 Y b1l 1]
SUM 39 28 28 5
Coliforme Norsk standard 27 22 21 3
bakterier, &Qgggwmggggg ________________ ST 6 Z-..__..—---—--l--—-
MPN-metoder
SUM 33 28 28 4
Coliforme -
bakterier Platemetoder 2 2 2 1
Termostabile Norsk standard 24 21 18 5
coliforme &
bakterier, Variant av NS 4 5 5 1
MF-metoder
Annen metode . I S 8 I USRI TS T
SUM 37 33 29 8
Termostabile Norsk standard 24 22 20 6
coliforme
bakterier, Annen_metode_ _______ . 1 ___ I S NS SR O I...
MPN-metoder
SUM 30 30 27 13
Termostabile
coliforme Platemetoder 1 1 3 3
bakterier
Fekale 37 °C Plate, MF 4 4 3
streptococcer a4 O Plate, MF 3 4 10 5
e T N U IS N . S
Clostridium
29?f?§4§€@§_-_--~_-_,__-‘__-___-__--_--u-___-__Z-_--_,_-_3-_-_-_---}?--,-__---_-Eg-_-
Salmonella- Kombinasjon A 1 4 i5
bakterier Komhinagion B ‘ ! 1 2
Kombinasjon C o Dol 2 4
€owbinasfon D L LMl
SUM 1 2 7 22
gifidobakterier oo (N (N S L N ...
Coprostanol 1 1 1 0
........................................ AR SRS AU U NSO SRS Y N
$ Inkuberingstemperaturer opp til 30 ¢ 0g inkuberingstid mindre enn 72 timer
ér regnet som variant av Norsk standard. & Mediet “"Endo Agar" er regnet som
variant av Norsk standard.
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Tabell 1b. Prosent benyttelse ved laboratoriene i forhold til det

totale antall pa 43 laboratorier

Parameter Drikke-  Bade- Resipient- Stam
vann vann vann
Kimtall 20 °c
(2630 0c) 98 74 70 7
Kimtall 37 °¢
Fra tabell 4 21 12 ? 5
Fluorescerende kim 35 2 2 0
Coliforme bakterier 37 °C
MF-teknikk 91 65 65 12
MPN-teknikk 77 65 65 9
Plate-teknikk 5 5 5 2,5
Termostabile coliforme bakterier
MF-teknikk 86 77 67 18
MPN-teknikk 70 63 63 30
P]ate—teknikk 235 255 7 7
Fekale streptococcer
MF, plate, 37 °C 9 9 12 7
MF, plate, 44 °C 9 23 12
MPN 37 °C 0 0 1
Clostridiun perfringens 16 7 28 28
Salmonellabakterier 2 5 16 51
Bifidobakterier 0 0 0 0
Coprostanol 2 2 2 0
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INSTAs arbeidsgruppe 17 har allerede et forslag til standard for kimtall
liggende klar, men den avventer et forslag fra 1ISO* anglende anbefalte
teknikker for bakteriologisk analyse. Forslaget skiller seg lite fra

den norske standardmetoden. Det inkluderer bide 20 ‘C- og 37 °c - kim-
tall, og analyse av ferskvann, brakkvann og saltvann. Dette er narmere

omtalt under 3.1.

2.2 Fluorescerende kim

Denne parameteren ble benyttet til analyse av drikkevann ved 35 % av
laboratoriene. Meget f& benyttet den til andre pr¢vetyper. En metode
med spredeplateteknikk, som er & foretrekke fremfor den teknikk som er

beskrevet i Norsk Standard, ble benyttet ved 60 % av disse laboratoriene.

2.3 Coliforme bakterier

Denne parameteren fremkommer ved inkubering ved 37 OC, og kalles ogsd
ofte for "totalantall coliforme bakterier'. Den ble av AG 17 ikke med-
regnet blant parametrene for forurenset vann. Den er her medtatt som
drikkevannsparameter. Analysen kan utf¢res etter to teknikkmessig helt
forskjellige metoder, en MPN-rgrmetode (MPN=most probable number) og
etter kolonitellingsmetoder (membranfilter- og plate-metoder). Metoder
som benytter MPN~teknikk og membranfilter (MF)-teknikk er beskrevet i

Norsk Standard bade for coliforme og termostabile coliforme bakterier.

De fleste laboratorier (over 81 7, tabellene 5 og 6) benytter begge tek-
nikker for coliforme bakterier, med svak overvekt mot membranfilter-
metoder. Bare 5 7 benytter platemetoder. Membranfiltermetoder blir
ogsd benyttet til analyse av slam, selv om denne metodikk ikke er be-—
regnet for vanntyper som inneholder stg¢rre mengder partikler. MPN-
metoder blir altsd ikke benyttet hyppigere for denne analysen av slam
enn MF-metodene, til tross for at MPN-metodikk er bedre egnet til for=-

malet.
De fleste laboratorier utfgrer begge metodene ifg¢glge Norsk Standard,
elier som varianter av denne. Andre MF-metoder blir benyttet ved to,

og andre MPN-metoder ved &tte laboratorier.

* International Organization for Standardization
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Parameteren benyttes hyppigst for drikkevann, ogsid hyppig for badevann

og resipientvann, men bare fa laboratorier benytter den pd slam.

2.4 Termostabile coliforme bakterier

Denne parameteren fremkommer ved inkubering ved 44,0 eller 44,5 °C, og
kalles ogsd "Termotolerante' eller "Fekale" coliforme bakterier. Para~-
meteren er i bruk i alle laboratoriene, og de fleste utfgrer begge
metodikk-varianter. Langt flere laboratorier benytter denne enn den
foregdende parameter til slampr¢ver. MPN-teknikk er her foretrukket
fremfor MF-teknikk til analyse av slam, men til vannpré¢ver benytter

flere laboratorier MP-teknikk enn MPM-teknikk.

De fleste laboratorier utfg¢rer badde MF- og MPN-metoden for denne para-
meter ifglge Norsk Standard eller varianter av standarden. Seks labora-
torier benytter en MF-metode med det amerikanske vekstmedium m-FC.

Mange laboratorier benytter en alternativ MPN-metode i tillegg til den

som er beskrevet i Norsk Standard.

En membranfiltermetode for demne parameteren vil vare velegnet til karak-
terisering av generell vannkvalitet, da disse metodene er enkle og kost-
nadsmessig rimelige i utfgrelse. Til meget forurenset vann, slam og
sedimenter kan det istedenfor membranfilter benyttes plateteknikk, med

likeverdig resultat.

De forskjellige vekstmedier som benyttes med MF- og plateteknikk, gir
ikke alltid likeverdige resultater. Eventuelle kvalitetskrav be¢r der—
for knyttes til en standard metode (eventuelt til flere metoder som i
praksis har vist seg likeverdige). Ifglge ndvarende Norsk Standard skal
man som membranfiltermetoder i drikkevannsanalyser benytte 'm~Endo Broth"
eller "m-Endo Agar LES", med inkubering ved 37 °C for coliforme bakterier
og ved 44 °C for termostabile coliforme bakterier. Av grunner som er
diskutert under punkt 3.5 bg¢r parameteren med inkubasjonstemperatur 44 °c
pd dette medium ikke benyttes alene, men bare i par med et filter inku-

bert ved 37 OC.

Den membranfiltermetode, med m~FC-medium, som er valgt som standard

for drikkevann i Finland og Sverige, og som ogsd er meget utbredt i USA,
kan benyttes alene og egner seg utmerket til formilet. Metoden kan ogsd
utfg¢res som plateteknikk. Det er derfor narliggende & foresld denne som

standard for generell vannkvalitetsbedgpmmelse i de nordiske land.
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2.5 TFekale streptococcer

For parameteren Fekale streptococcer er kolonitellingsmetoder de langt
vanligste. Bare ett laboratorium har innarbeidet MPN-metode til dette
formdl, og benytter den bare til slam og sedimenter. I alt 20 labo-
ratorier (46 7) benytter denne parameteren til de her omtalte prove~
typer. 40 7 av laboratoriene (17 stk.) benytter parameteren for resipi-
entvann, 21 Z (9 stk.) for drikkevann og badevann, og 17 Z (8 stk.) til
slam. Noen av laboratoriene rapporterte imidlertid at de sjelden benyt-
ter den til drikkevann, badevann og slam, men de er medregnet i de fore-

gdende prosenttall.

Parameteren blir altsd mest benyttet til resipientvann. Tabellene 1 a
og 1 b viser at de fleste benyttet direkte inkubering ved 44 °C. Dette
er bedre belyst i tabell 10. Av de 20 norske laboratorier som utfgrte

analysen, benyttet halvparten direkte inkubering ved 44 °C i 48 timer.

Etter dette er det nerliggende for Norge & foresld som standard metode
for fekale streptococcer, til bruk i generell vannkvalitetsbedgmmelse:
Kombinert membranfilter— og plateteknikk med Slanetz & Bartley agar

(m-Enterococcus agar), og direkte inkubering ved 44 °C i 48 timer.

2.6 Clostridium perfringens

Ved de benyttede metoder med pasteurisering selekteres anaerobe, eller
fakultativt anaerobe, sulfittreduserende sporedannere. (. perfringens
er en slik bakterie som stammer fra fekalier, og kan derfor brukes som
indikator pa fekal forurensning. Parameteren utfgres ved 16 laboratorier
(32 Z), men to av disse rapporterte at den sjelden er i bruk. 28 7 av
laboratoriene benyttet parameteren til slam og resipientvann, 16 % til

drikkevann og 7 7 til badevann (tabellene 1 a og 1 b).

Jernsulfittagar med kolonitellingsteknikk er den mest benyttede metode
i Norge, se kapittel 3.8. To laboratorier er gitt over til & bruke et
nzringsmedium som er mye benyttet til analyse for samme parameter i nar—
ingsmidler, Shahidi-Ferguson Perfringens agar, eller en variant av demnme,

Tryptose Sulfitt Cycloserin agar (TSC-agar).
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Jernsulfittagar krever en inkuberingstemperatur pi 48 °C dersom den skal
vaere selektiv nok for C.perfringens fra vannpr¢ver. Ved bruk av den
selektive TSC-agar kan inkuberingstemperatur pd 44 °c benyttes, slik at

man ikke trenger en ekstra inkubator til denne analysen.

P4 Island benyttes en MPN-metode med '"Differencial reinforced clostridial
medium” (DRC-medium), som er utarbeidet i Storbritannia. Den tar lenger
tid og er mer arbeidskrevende enn metodene med kolonitellingsteknikk,

fordi metoden krever et konfirmeringstrinn etter DRC-medium~analysen.

Dersom det ikke er et stort behov for raskt & fa& ut en standard metode
for denne parameter, foreslds det fra norsk side at metoden med TSC-agar

utprgves i de nordiske land f¢r det fremmes forslag til standard metode.

2.7 Salmonellabakterier

Analyse for salmonellabakterier blir utf¢rt ved 56 Z av laboratoriene

(24 stk). To av disse utfgrer analysen bare for fiskemel og slakteri-
avligpsvann. Av de ¢gvrige norske laboratorier rapporterte 21 at de be-
nytter parameteren for kloakkslam, 6 benytter den for resipientvann og

1 for badevann.

Island benytter analysen til alle pr¢vetypene. Enkelte norske labora-
torier rapporterte at analysen sjelden blir brukt til enkelte av prgve-
typene. Dette gjelder bl.a. for badevann. De to laboratoriene som ut-
forer analysen pa& henholdsvis fiskemel og slakteriavfall,har den f¢lge~-
lig ogsa i beredskap for slam og vann, men deres metodikk er ikke med-

tatt i den etterf¢lgende diskusjon.

Bare ett av laboratoriene benytter den metodikk som er anbefalt av
Nordisk metodikk~komite for naringsmidler (Nr. 71, 2. utg., 1975). Den
benyttede metodikk er inndelt i fire kategorier, A, B, C og D (for de-

taljer se under punkt 3.9).

Av de 22 laboratorier som utfgrer analysen pd slam og vann benytter 15
tilnezrmet samme metodikk, kategori A. Denne bestar av oppformering i

selenittbuljong ved 41,5 °c og primerisolasjon pa brilliantgr¢ntagar
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inkubert ved 37 °C. Denne metodikk er utvilsomt langt mer effektiv enn

metodikken beskrevet i Nordisk metodikk-komite for nzringsmidler, og vil
for Norges vedkommende vare den mest narliggende metodikk & anbefale som
standard metode. De andre kategorier, og metoder for diagnostikk, er

kommentert under 3.9.

2.8 Bifidobakterier

Ingen av laboratoriene utf¢rer analyse for Bifidobakterier.

2.9 Coprostanol

Ett av laboratoriene benytter coprostanolanalyser for alle typer vann-
prover, men har ikke forsgkt & analysere slam. Utpr¢ving av analyse-

metoden pa vannpr¢ver er beskrevet i ref. 3.
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SAMMENSTILLING AV INNKOMNE SVAR OG DISKUSJON AV METODKKENE

3.1 Kimtall

Svarene er skjematisert i tabellene 3 og 4. Av 43 laboratorier utfgrer

28 (65%) analysen for drikkevann ifglge Norsk Standard. Vtterligere to
laboratorier oppga at de f¢lger Norsk Standard, men dette medfgrer ikke
riktighet fordi de benytter et annet vekstmedium enn det sowm er beskrevet
i standarden. I tabell la er lsboratoriene gruppert etter om de fplger
standarden, benytter en variant av denne, eller en helt annen metode.

Det viser seg at 8 laboratorier benytter en annen metode for drikkevann.

Metoder som inkluderer et annet vekstmedium enn det som er beskrevet i
standarden, kommer i rubrikken "annen metode'. Difcos "Plate Count Agar”
var det mest benyttede medium i denne kategorien (tabell 3). Ett labora-
torium benyttet imidlertid membranfiltermetode med Difcos medium Bacto

m~TGE Broth til kimtallsanalysen.

Tabell 2. Vekstmedier som benyttes i kimtallsanalyser

GRAM PR. LITER

Norsk Difco Difco Difco Plate
Stoff Standard | Nutrient Nutrient Count Agar
NS~-4751 Agar Agar, 1,5% | No.0479
No. 0001 No. 0069
Gjer ekstrakt 2,5
Kiott ekstrakt 3 3 3
Pepton 5 5 5
Trypton 5
Glucose 1
NaCl 8
Agar 15 15 15 15
pH 7,0 6,8 753 7,0
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Enkelte av laboratoriene som oppga at de utfgrer analysen if¢lge Norsk
Standard, oppga at de benytter mediet "Nutrient agar”. Det er flere ulike
medier som produseres under dette navn, s& det er ngdvendig 3 kontrollere

at produktet tilsvarer mediet oppgitt i Norsk Standard fgr det tas i bruk.

Norsk Standard oppgir Difcos "Nutrient Agar nr. 0001" som likeverdig
medium, se tabell 2. Bemerk at pH-verdien da m& justeres fra 6,8 til
7,0. Tabell 2 viser ogsd at Difco har to produkter med navn "Nutrient
Agar'. Det ene inneholder koksalt, men det har et annet katalognummer,
slik at de kan skilles ad ved bestilling. Difcos medium "Plate Count
Agar" innehclder glucose og pepton (trypton), og det skal derfor ikke
autoklaveres normalt (12100 i 15 min.). Hvis man utsetter det for denne
steriliseringsprosedyre, kan glucosen sammen med pepton danne stoffer
som er giftige for bakterier. Dette er en gammel erfaring som stadig
blir glemt og gjenoppdaget, antagelig fordi produsentene av dehydrerte
bakteriemedier ikke er oppmerksomme p2 dette ndr de angir steriliserings-
prosedyren’pé etiketten. "Plate Count Agar" skal gi omtrent samme resul~—
tat som "Nutrient Agar 0001" ndr f¢rstnevnte blir korrekt preparert, men
ulempene med spesialsterilisering gj¢r at man som Norsk Standard valgte

et medium tilsvarende "Nutrient Agar 0001".

I tabell 3 er det gitt en oversikt over de forskjellige variantene av

de benyttede kimtallsmetoder. Tabellen viser at flere laboratorier som
benytter en form for "nutrient agar' (NA), benytter en annen inkuberings-
tid enn 72 timer som er angitt i standarden, og fire laboratorier

benytter en temperatur pd 30°.

Ved analyse av vann er 20°C-kimtall og 37°C kimtall forskjellige para-

metre.

ol . o

Ved 20 C-kimtallanalyse ¢nsker man & bestemme antallet av aerobe, og
fakultativt anaerobe heterotrofe sopp og bakterier som er istand til &
formere seg i naturlige vannmasser. De fleste slike organismer har tempe-

raturoptimum mellom }_O~-ZOOCs men en del av dem vokser godt i lgpet av 3

dggn ogsd opptil 28°C. Over demne temperatur synker antallet meget raskt.

Ved & inkubere ved 370C ¢nsker man & bestemme antall organismer som

vokser raskt ved h¢y temperatur. Slike organismer kan stamme fra fekalier



- 17 -

Tabell 3. QOversikt over benyttede kimtallsmetoder

Tilsiktet Inkuberingsbetingelser Medium Antall .
gi:;§g1e Oc Timer laboratorier
Bakterier som 20 72 NA 28
formerer seg 20 72 PCA 6
i ferskvann 20 72 m-TGE MF 1

20 48 NA 2

20 36 NA 1

30 72 PCA 1
Som ovenfor? 30 72 NA 1

30 48 NA 2
Bakterier i 37 48 NA 4
kloakkvann og 37 48 PCA 2
spesielle 37 72 NA 1
industriavlgps- 37 72 m-TGE MF 1
vann 37 24 PCA 1

(Island)

og fra spesielle industriutslipp (Ref. 1). De finnes ogsd i smi mengder
i jord og vann, men formilet her er 3 bestemme antall organismer som
ikke stammer fra naturlige vannmasser. I norske kvalitetskrav til vann
(Ref. 2), er det for "Vann for omsetning", i tillegg til ZOOC—kimtall,
satt krav til innholdet av 37°C - 2 d¢gns kimtall i det vannet som skal
fylles pa salgsemballasjen.

I norske kvalitetskrav til vann er det ingen spesifiserte krav for 30°C
kimtall. Denne inkuberingstemperaturen benyttes vanligvis ikke for kim-
tall i vannpre¢ver. Det antas imidlertid at denne parameter gir resultater
som ligger narmere ZOOC enn 37OC kimtall, og parameteren er derfor i

0 .
denne rapport medtatt blant resultatene for 20°C kimtall.
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Metodene for 37°C kimtall er sammenstilt i tabellene 3 og 4, og 1 tabell
4 er ogsa bruksomrddet medtatt. Parameteren blir benyttet til alle vann-

typer og slam, men mest til drikkevann.

Tabell 4.  Bruksomrddet for 37 °C kimtall
Tabellen angir antall laboratorier som benytter vedkommende metodikk

2 B
Inkuberingstid { Medium Bruksomrdde _
i timer Drikke-  Bade- Resipient- STam
vann vann vann
72 Bacto m-TGE 1 1 1 0
broth
72 NS-4751 1 0 0
48 NS-4751 5 2(+1) 1(+1) 1
43 PCA 1 1 1
24 PCA 1 0 0 0
T1Tsammen 9 5 4 fd

I Standardiseringsarbeidet for vannanalyser innen de nordiske land (INSTA),
er det utarbeidet et forslag til standard for kimtallsmetoder. Vekstmediet
ligner pd det som er angitt i NS-4751, men kjgttekstrakt er av praktiske
grunner byttet ut med gjarekstrakt.

Foreslat: medium:

Pepton, pankreatisk nedbrudt kasein 6 g
(f.eks. Difcos Bacto-Tryptone)

Agar 15 g

Destillert vann, brakkvann eller sj¢vann il 1 liter

pH-verdi 7,0i0,1

Variant 1 : 20%1°% i 72 % 3 timev

Variant 2 : 35-37 °C i 48 = 2 timer.

Nar teknikkdelen av metodestandardiseringen er ferdig utarbeidet, vil

forslaget til standard for kimtallsanalyse av vann bli sendt ut til
kritikk,
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Det er derfor interessant 8 sammenligne dette forslag med tabell 3, som
viser at 34 laboratorier, eller 817 av dem som utfgrer 20-30°¢C kimtall,
allerede benytter 20°C - 72 timers inkubering, og 6 stk., eller 67 % av

laboratoriene som utfg¢rte 37°C kimtall benytter 48 timers inkubering.

3.2 TFluorescerende kim

Seks laboratorier oppga at de utf¢rer analysen ifglge NS-4751, det vil si:

Kongs agar B, innstr¢pningsplate, 20°C i 72 timer.

Ett laboratorium henviste til NS-4751, men oppga inkuberingstiden til

48-72 timer.

De resterende ni laboratorier utfgrer analysen med spredeplateteknikk,
men ellers lik standard metoden. Dette er korrekt if¢lge Kings opprinne-
lige publikasjon, da det bare er overflatekolonier som fluorescerer.
Ulempen med denmne teknikk er at bare 0,1 ml pr¢vevolum kan benyttes pr.
plate dersom ikke platene spesialterkes pa forhand.

Det er sjelden s& he¢y konsentrasjon av fluorescerende kim i drikkevann

at de lar seg pivise i 0,2 ml vannprgve (2 plater, ifg¢lge Norsk Standard).
Det ville derfor vare en fordel om vekstmediet kunne bli optimalisert

for bruk med membranfilter.

3.3 Coliforme bakterier, kolonitellingsmetoder

Svarene er skjematisert 1 tabell 5.

Herunder inkluderes vade membranfilterteknikk, som blir benyttet ved

91% av laboratoriene, og innst¢pnings— og spredeplateteknikk, som blir
benyttet ved 57 av laboratoriene. Av de 39 laboratorier som utfgrer
membranfiltermetoder for drikkevann, oppgir 29, eller 677, at de fg¢lger
Norsk Standard. Noen laboratorier oppga at de fg¢lger standarden, og at
de benytter "Endo agar’ som vekstmedium. Denne metoden blir i denne rap-
port regnet som ''variant' av Norsk Standard. Noen f& laboratorier oppga
at de benytter forskjellige MPN-metodebuljonger med membranfilter—-tek-
nikk. Vekstmediets betydning for resultatene blir diskutert felles for

coliforme og termostabile coliforme bakterier under 3.5

For innst¢pnings- og spredeplatemetodene ble r¢dviolett galleagar (RVG-
agar) og laktose-bromthymolbldttagar (bléskal, Drigalskiagar) oppgitt

som vekstmedier.
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3.4 Coliforme bakterier, MPN~metode

Svarene er skjematisert 1 tabell 6.

Standarden blir fulgt av 637 av laboratoriene. Flere laboratorier benyt—
ter forskjellige metoder for drikkevann og de andre nevnte pr¢vetyper.
Variantene fremkommer i tabell 6. MacConkev buljong er i bruk ved 12% av

laboratoriene.

3.5 Termostabile coliforme bakterier, kolonitellingsmetoder

Svarene er skjematisert i tabell 7.

Membranfilteranalyser blir benyttet ved 957 av laboratoriene, og 637

benytter Norsk Standard metcde.

Fem laboratorier benytter varianter (Endo medium) av denne metode, mens

ni laboratorier benyttet andre metoder.

Seks laboratorier benytter det amerikanske M-FC-medium med membranfilter-

teknikk.

Dette medium benyttes ogsd med plateteknikk av ett laboratorium. RVG-

agar ble ogsd benyttet med plateteknikk.

Plateteknikk ble benyttet ved 4 laboratorier, mest til resipientvann

og slam.

Vekstmediet betyr mye for resultatet av analysen. De forskjellige vari—
anter av Endo agar er ikke likeverdige nar membranfilterteknikk benyttes,
Den opprinnelig Endo agar var beregnet pa overflatekolonier eller utstryk,
og med en inkuberingstemperatur pd 37°C. Dette mediet er blitt modifisert
for bruk med membranfiltre av cellulosenitrat eller cellulose~estere.
Forskjellige membranfiltre absorberer nzringsstoffer, selektive ingredi-

enser og fargeindikatorer i forskjellig grad, slik at det er viktig &

optimalisere vekstmedier med hensyn til den type membranfilter som skal
benyttes. Man kan derfor ikke uten videre benytte et selektivt medium

for en plate - eller r¢r-metode som medium for membranfilterteknikk.
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Det Endo-medium som er spesielt utviklet for membranfilterteknikk er
angitt i NS-4751, og et firmamerke for to likeverdige, dehydrerte pro-—
dukter er ogsd angitt. Dette er mediene med katalog nr. 0749 og 0736 i
tabell 8. Difcos Endo Agar nr. 0006 er ikke likeverdig med de to andre,
og erfaringsmessig gir den mange "falske positive' kolonier. Dette med-
jum skal ikke benyttes med membranfilterteknikk. Heller ikke MPN-r¢r-—
metodebul jong kan benyttes, fordi positiv reaksjon i disse ogsd er av-—
hengig av at gassproduksjon blir registrert, og mediets sammensetning

er heller ikke optimalisert for bruk med membranfilter.

Tabell 8. Vekstmedier som benyttes til kolonitellingsmetoder
for coliforme bakterier

GRAM PR. LITER
Stoffer angitt i
DIFCOs katalog m-Endo Broth MF | m-Endo Agar LES| Endo Agar
No. 0749 No. 0736 No. 0006

Peptone 10
Casitone 5 3,7
Thiopeptone 5 3,7
Tryptose 10 755
Gjer ekstrakt 1,5 1,2

Lactose 12,5 9,5 10
Sodium desoxycholate 0,1 0,1
Dipotassium phosphate 4,375 3,3 3,5
Monopotassium phosphate 1,375 1.0
Sodium chloride 5 3,7
Sodium Tauryl sulfate 0,005 0,005
Sodium sulfite 2,1 1,6 2,5
Basic fuchsin 1,05 0,8 0,4
Agar 0 15 15

o . . . o .
Bruk av 44°¢ gop inkuberingstemperatur for Endo medium er ogsa et omdis-—
kutert tema. Unders¢kelser har vist at resultatene da blir svart pavirket

523 » a o - o °
av sma variasjoner i temperatur og i mediets sammensetning. I Norsk Stan-
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dard er det en forutsetning at 37% og 44°¢ inkubering brukes sammen,
aldri 44°C alene. Hensikten er raskt & kunne avgj¢re med stgrre sikker-
het om paviste 37°C-colibakterier stammer fra jord eller ferske fekalier.

Det er da antatt at ferske fekalier vil gi positivt utslag i ééoc—analysen.

Mediet m-FC buljong eller -agar er spesielt utarbeidet for membranfilter-
analyse og inkubering ved 44~44,50C, og egner seg ogsad til plateteknikk.
Det er valgt som medium for membranfilterteknikk til analyse av drikke-
vann i Finland og Sverige, og er ogsd vidt utbredt til analyse av foru-

renset vann i land som f¢lger USA's metoder.

Valg av metode vil ogsd her influere pa resultatet. Ved analyse av drikke-
vann ma man velge metoder som med stor sikkerhet kan pavise fekale bak-
terier som kan ha overlevd en behandlingsmetode eller har trengt inn i

et distribusjonsnett. Ved valg av metode for generell vannkvalitetsbe-
d¢mmelse kan man ngye seg med & fastsette konsentrasjonsnivad, og kan

velge enklere metoder.
De laboratorier som benytter "Endo Agar" anbefales a kontrollere om de

bruker korrekt type medium dersom de ¢nsker & analysere ifglge Norsk

Standard 4751.

3.6 Termostabile coliforme bakterier, MPN-metoder

Svarene er skjematisert i tabell 9. Denne teknikk blir benyttet ved 79%
av laboratoriene, og 567 f¢lger Norsk Standard. Dette var den mest benyi-
tede teknikk for slam, 307 benyttet den, mot 197 for MF-teknikk og 7%
plateteknikk. Blant de laboratorier som benyttet metoden i Norsk Standard
var det noen som hadde smd@ avvik i inkuberingsbetingelsene. Majoriteten
av dem som ikke bruker standard metoden bruker MacConkey buljong, enten
direkte ved 44 °C eller som presumptiv test etterfulgt av konfirmativ test
med brilliantgr¢ntbuljong. Den engelske tradisjon med MacConkey-buljong
som er standard i Danmark, men er p& vei ut i England, er altsi frem—
deles mye brukt i Norge. I England benyttes "Glutamic acid medium' i
presumptiv test, etterfulgt av konfirmativ test i "2% brilliantgr¢nt

buljong”, eller "Lactose ricinoleate buljong’, og indoltest~buljong.
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Island benytter nesten samme MPN-metode som Norge, men de har ikke med

indol—testen i konfirmativ test for termostabile coliforme bakterier.

3.7 TFekale streptococcer

Svarene er skjematisert i tabellene 10, la og 1b. Av de 21 laboratorier
som oppga at de utfgrer analysen,er det ett som ikke utf¢rer den rutine-
messig. Dette laboratorium oppga ingen metode. Alle de andre laboratorieme
benytter membranfilterteknikk, og noen ogsd plateteknikk for slam og for-
urenset vann. Bortsett fra Island, som benytter KF-agar, benytter alle de
norske laboratorier Slanetz & Bartley agar eller Difcos m~Enterococcus
agar, som er identiske vekstmedier. To av laboratorienme oppga ikke inku-
beringsbetingelsene. Av de resterende laboratorier benytter fem inkubering
ved 37 OC, ti ved 44 °C og tre begge deler. Inkuberingstiden er vist i
tabell 10.

Tabell 10. Oversikt over kolonitellingsmetoder i bruk for fekale

streptococcer
Inkuberingsbetingelser |Antall laboratorier som benytter metodene
= F~
Temperatur Timer STanetz & Bartley agar KF-agar
°C Norge IsTand
37 24 2
37 48 Vi
37 24 - 48 1
44 48 10
37 og 44 24 - 48 1
37 og 44 48 2
Ikke oppgitt 2

Ett laboratorium har innarbeidet rutine for MPN-metode for denne indikator-
bakterie i slam og sedimenter. Presumptivt medium er Glucose azid buljong

og konfirmativt medium Glucose azid ethylviolett buljong.
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Av de femten laboratorier som utf¢rer analysen, rapporterte ett at den

sjelden er i bruk.
sdvel som for sporer, de andre bare for sporer.
engelske MPN-metocde med DRC-medium, 42 °C i 24-120 timer.
av de norske laboratorier benytter jernsulfitt-medium med en eller amnen
form for kolonitellingsteknikk:
membranfilterteknikk.

medium.

Ett av disse benytter MPN-teknikk med dette vekst-—

To laboratorier analyserer for vegetative celler
Island benytter den

Majoriteten

Innstgpning i rer eller skidler, eller

Ett laboratorium benytter Difcos "Cooked Meat Medium" og

""Shahidi Ferguson Perfringens Agar'’', og ett benytter en modifikasjon av

sistnevnte:

"Tryptose Sulfitt d-Cycloserin agar’ (TSC-agar).

Detaljer

angdende vekstmedier og inkuberingsbetingelser er vist i tabell 11.

Det laboratorium som benytter TSC~agar inkubert anaerobt ved 44 °c i

18-24 timer,bedgpmmer denne metode som meget velegnet til analyse av vann-

pr¢ver og slam.

Tabell 11. Oversikt over metoder i bruk for

Clostridium perfringens

Medium Teknikk Inkuberingsbetingelser
Antall &
labora- TSC-| Ferguson | Cooked| Jern _ | DRC- MF, inn- |MPN °c Timer
torier | agar| SENGT | TRl | ST negium| 51220
gens agar 0g rer
1 % X 37 43
1 X X 37 . 48
1 X ? 37 24 - 48 - 72
1 X X 37 48 - 72
il Al el A A R R R YA 24°-TARTTTTTTT
1 X X
............................................................... 44 ] 24 - 48 ..
—‘-_; ____ X X 42 24 - 120
1 X X 44 18 - 24
2 X X 44 24
1 X X 44 48
3 % X 48 24
1 X X ? ?
1 X ? ? ?
1 Sjelden i bruk, ikke oppgitt detaljer
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3.9 Salmonellabakterier

Svarenc anglende bruksomrdde er medtatt i tabelleme 1 a og 1 bh. Analyse-
metodene ved de 22 laboratorier som utf¢rte analysen for vann og slam,

ble systematisert i fire kategorier.

Ingen av laboratoriene preinkuberer pr¢vene i fosfatbuffret peptonvann

e.l.

Femten av laboratoriene oppformerer i selenittbuljong ved 41,5 °c og

foretar primzrisolasjon pd brilliantgr¢nt-agar (BGA) som inkuberes ved
o

37 C.

Syv laboratorier sdr ut til BGA etter bide 2 og 3 dg¢gns inkubering av
selenittbuljongen, 3 laboratorier sdr ut etter 2 de¢gn, 4 laborarorier
etter 1 og 2 d¢gn, og ett laboratorium sdr ut til BGA etter bade 2, 3

og 4 degns inkubasjon av selenittbuljongen.

e sy e . S5 e e s s S D

To laboratorier oppformerer i kaliumtetrathionatbuljong og foretar pri-
merisolasjon pd bromthymolbl&tt-laktose agar (blaskdl) som inkuberes ved

37 °c i 1 dggn.

Det ene jnkuberer kaliumtetrathionatbuljongen ved 37 °c og sar ut til
blaskil etter 1 og 3 dggn. Det andre oppformerer ved 41,5 °C og sdr ut

etter 1 og 2 d¢gn.

Andre metoder enn kategori A, B og D, TFire laboratorier kom inn under
. . . . 0

denne kategori. To av disse oppformerer i selenittbuljong ved 37 C

og s&r ut etter 1, 2 og 3 d¢gn. Det ene utfgrte primerisolasjon pé BGA

ved 37 °C i 18-20 t, det andre pi blask3l ved 37 °C i 1 degn.
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Ett laboratorium inkuberer 1 selenittbuljong ved 43 °c og sar ut til

BGA etter 1 og 2 d¢gn. BGA inkuberes ved 37 °ci1 de¢gn. Island kommer
ogs& inn under denne kategori. Der benyttes bade 0,5 % Lactose Broth TT
Hajna (37 °C i 24 timer) og selenittbuljong (42 °c i 24 og 48 timer) til
oppformering, og BGA og vismutsulfittagar, begge ved 37 °c i 24 timer,

til primarisolasjon.

Ett laboratorium kom inn under denne kategori. Der blir det benyttet
bédde selenittbuljong (41,5 °ci1 dg¢gn) og K-tetrathionatbuljong (37 °c
i 1 de¢gn) til oppformering, og primmrisolasjonen foregdr pd BGA ved

37 °c i 1 degn.

Ved & se alle kategorier for de norske laboratoriene under ett, finner
man at 18 av 21 laboratorier (86 7Z) oppformerer i selenittbuljong, 2
oppformerer i kaliumtetrathionatbuljong, og 1 laboratorium benytter begge

parallelt.

Primerisolasjonen foregdr ved 18 laboratorier p& brilliantgr¢ntagar, ved

3 laboratorier pd bliskal.

Til videre diagnostikk benyttes det mange metoder, som oftest flere
parallelt:

BGSA (Brilliantgr¢nt-sorbitol~fenolr¢dt agar),

BGA + S (Brittiantgrent agar tilsatt 2 7 sorbitol),

TSI (Triple Sugar Iron agar), indol, serum, LDC (Lysin Decarboxylase),

polyvalent salmonellaserum I, trergrsforgjaring ifglge Lassen (5).

Av de 21 norske laboratorier benytter 13 (62 %) BGSA eller BGA + S til
diagnostikk, de fleste med inkubering ved 37 °ci1 degn.
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