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1. INNLEDNING

Bakteriologiske undersekelser av vann
omfatter tre forskjellige kategorier av
bakterier

— Indikatorbakterier
— Kimtall

— Patogene bakterier

Indikatorbakterieundersokelser og kim-
tallsundersokelser (inkl. fluorescerende
kim) er alltid kvantitative. Undersokelser
for patogene bakterier (Salmonella spp.,
Shigella spp., Yersinia enterocolitica, en-
teropatogene Escherichia coli, Vibrio spp.
m.fl.) er mer arbeidskrevende og utfores
derfor oftest bare kvalitativt.

Ved kvantitative bakteriologiske un-
dersokelser er det alltid mengden levende
bakterier som blir registrert. Dette kan
gjores ved 4 telle hvor mange kolonier

som fremkommer etter at et kjent volum

vann er inokulert i eller pd et fast medi-
um (innstopningsmetoden og membranfil-
termetoden). Eller det kan gjores ved en
statistisk beregning som er basert pa posi-
tive og negative resultater (f.cks. vekst —
ikke vekst) i en serie med flytende me-
dier som er inokulert med en kjent
mengde av vannprgven (rormetoden =
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Most Probable Number (MPN-)metoden;.

I vannprever er bakteriene fordelt en-
ten enkeltvis, i kjeder eller aggregater,
eller de er adherert til organiske eller
uorganiske partikler i vannet. Ved de
metoder som benyttes ved vannundersgk-
elser i dag, vil bide kjeder, aggregater
og flere bakterier som er adherert til
en partikkel i vannet, bli registrert bare
som en bakterie («kolonidannende en-
het»).

En homogenisering vil fore til en ok-
ning av antall registrerbare enheter, men
for sterk homogenisering kan gi reduk-
sjon pid grunn av bakteriedrap. Hoved-
hensikten ved 4 homogenisere en prove
f.eks. ved risting er ikke & frembringe
et maksimalt antall kolonidannende enhe-
ter, men & fordele enhetene (bakteriene)
mest mulig homogent. (Bonde 1963.)
Som vi senere skal se, er en homogen
(tilfeldig) fordeling av stor betydning.

Hvilken fordeling har s bakteriene i
en vannptgve? Bide teoretiske beregnin-
ger og praktiske forsgk viser at Poisson-
fordelingen er en brukbar modell for &
beskrive variasjonen i bakterietellinger
(fordelingsfunksjonen) i en serie gjentak
fra en og samme preve. (Bonde 1963,
Ormerod 1974.)
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Poissonfordelingen kan derfor brukes
som basis for statistiske beregninger over
bakterieinnhold i vann.

Matematisk kan Poissonfordeling ut-
trykkes slik

-m X

(1) f(x)= E—"—

der f(x) er sannsynligheten for utfallet x,
m er forventningen av x og e er grunn-
tallet i det naturlige logaritmesystem.

Den kanskje viktigste egenskapen ved
Poissonfordeling er at varians og middel-
verdi er like store. Enhver kolonitelling
er derfor samtidig et estimat for varian-
sen. (Varians er alltid kvadratet av stan-
dardavvik.)

En annen egenskap er at hvis bakterie-
tallet i f.eks. 1 ml vannpreve folger
Poissonfordelingen, s& vil ogsi bakterie-
tallet i 10 ml vannpreve folge funksjonen,
og med 10 ganger si& stor middelverdi
og varians, men bare (V10 =) 3,2
ganger si stort standardavvik. (Hodges &
Lehmann 1970.)

2. METODER FOR BAKTERIOLOGISKE
UNDERS@KELSER AV VANN

De bakteriologiske undersokelsesmeto-
der som skal omtales generelt her, er

— platespredningsmetoden (innstepning
og overflatespredning)

— membranfiltermetoden

— rormetoden

— tampongmetoden

Det finnes ogsd flere andre metoder
for bakteriologiske undersokelser av vann,
men disse har i dag liten aktualitet og vil
derfor ikke bli omtalt.
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Noyaktig metodikk for indikatorbakte-
rieundersekelser, kimtallsundersokelser og
undersgkelser for fluorescerende kim er
angitt i Norsk Standard 4751: Metoder
for  bakteriologiske undersokelser av
drikkevann.

Isolasjon og identifisering av pafogene
bakterier i vann er bide komplisert og
tidkrevende og erstattes derfor ofte av
indikatorbakterieundersokelser.

Laboratorieutstyr, provetakingsmetodikk
og frekvens, proveoppbevaring, medier og
ikke minst laboratoriepersonalets trening
og erfaring er viktige faktorer som en
mi ta hensyn til i planlegging og gjen-
nomfering av vannanalyser og ved vur-
dering av resultatene.

Ved provetaking ber Norsk Standard
4750: Provetaking for bakteriologisk
undersokelse av drikkevann brukes.

Provene ma tas slik at de er repre-
sentative for vannkilden. Enkle under-
spkelser tatt med korte intervaller har
storre verdi enn kompliserte undersgkel-
ser tatt med lange intervaller.

Provetakingsutstyr mi vare sterilt og
ikke inneholde kjemiske stoffer som kan
innvirke pd bakteriene i vannprgven.
Dessuten er en aseptisk preovetakingstek-
nikk nedvendig.

Det skal alltid fylles to flasker pa
samme tid og sted og disse skal senere
undersgkes uavhengig av hverandre.

Alle opplysninger av betydning mi
noteres, f.eks. vil inspeksjonen av vann-
kilden vzre viktig ved vurdering av
resultatene fra de bakteriologiske analy-
ser.

Tid fra provetaking til utsed p3 bak-
teriemedier skal ikke overstige 30 timer,
og provene skal i mellomtiden vaere ned-
kjolt til +4°C hvis tiden er over 4 timer.
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Flere undersgkelser har vist at for
4 oppnd reproduserbare og sikre resulta-
ter, er det ogsd nedvendig at laboratoriet
bruker riktig og veldefinert utstyr og
metodikk og at inkubasjonstemperaturer,
inkubasjonstider og avlesninger folger
Norsk Standard (der dette finnes) eller
andre velprovde metodikker.

2.1. Platespredningsmetoden.

Begrepet platespredning er ikke defi-
nert presist i norsk vannforskningstermi-
nologi og vil her bli brukt om alle de

metoder der avlesning foretas ved direkte
kolonitelling, unntatt telling av kolonier
pa membranfiltre (membranfiltermetoden).
Med platespredningsmetoden menes derfor
bidde metoder som baserer seg pa inn-
stopning av et kjent volum av en vann-
ptove i et fast medium i en petri-
skal (figur 1), og overflatespredning av
et kjent volum av en vannprove pd et
fast medium i en petriskdl (figur 2).
Innstgpningsmetoden brukes bla. for
kimtallsundersokelser, overflatesprednings-
metoden brukes bla. for undersekelser
for fluorescerende kim.

Vannprove Neeringsmedium
(fleks 1ml (f.eks. kimtallsagar)
el.0,1ml)

S -2 -9 -0

Petriskal Blandes

Stivner Inkuberes Avieses

Figur 1. Platespredningsmetoden. Innstopning av en vannprove i et fast medium.

Vannproeve

Vinkelbeyd
glasstav

€L w

Petriskal med nearingsmedium
(f.eks. Kings ager B)

Vannproven
fordeles

&£.2.9.0

Torker Inkuberes Avieses

Figur 2. Platespredningsmetoden. Querflatespredning av en vannprove
med vinkelboyd glasstav pé et fast medium.
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Metoder der et kjent provevolum ste-
pes inn i et fast medium i reagensror
f.eks. undersokelser for sulfittreduseren-
de clostridier i jernsulfittagar, er prinsip-
pielt ikke forskjellig fra innstepning i
eller overflatespredning pd fast medium
i en petriskél, og m ikke forveksles med
rormetoden (MPN-metoden). De samme
statistiske beregninger vil derfor kunne
anvendes ogsd for analyser som fotetas
etter en slik metodikk.

Mediene kan tilsettes selektive sub-
stanser eller stoffer for indikasjon av
spesielle biokjemiske egenskaper hos bak-
teriene.

Levedyktige bakterier som gis de rette
vekstbetingelser, vil formere seg og danne
synlige (tellbare) kolonier etter endt in-
kubasjon.

Hvis det pi en enkelt skil etter endt
inkubasjon telles C 200 kolonier

(bakterier), s er standardavviket VC =
V200

14 kolonier (bakterier). Sann-

synligheten for at det sanne antall bakte-

rier ligger innenfor Cx=VC er 0,68 og
sannsynligheten for at det sanne antall

bakterier ligger innenfor C = 2 VC er
0,95.

En kan ogsd forst fastsette en onsket
sannsynlighet og deretter finne det kor-
responderende intervall (konfidensinter-
vallet) som den ukjente parameter (det
sanne bakterieantall) vil bli liggende
innenfor. Jo sterre sannsynlighet — jo
stgrre konfidensintervall.

Den relative neyaktighet for et resultat
basert pa telling av en skal, er storre jo
flere kolonier som vokser pd skalen.

Telles det 1 koloni pid en skal, er
standardavviket (V1 =) 1, altsd 100%,
telles det 10 kolonier er standardavviket
3,2 d.v.s. 32%. En reduksjon i standard-
avviket kan ogsd oppnds ved & benytte
flere skaler, enten med samme eller med
forskjellig fortynning (figur 3).

Prevemengde
Uttak pr. skal
w|(ZF "0 000 0"
~n © © O O O
-0 0000
L O O QO O Q-
N

fys NaCl

L

5 parallciier

Figur 3. Utsadsskiema for en vannprove etter platespredningsmetoden.

5 paralleller av 4 fortynninger.

En mye brukt fremgangsméte har vert
i velge data fra bare den «mest bruk-
bare» fortynning ved beregning av det
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endelige resultat. Ved en slik praksis vil
man ikke f4 med den informasjon de
ovrige tellinger representerer. Det er
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dessuten ikke mulig helt objektivt 4 kunne
velge ut skilene fra den «mest brukbare»
fortynning. Ved denne praksis er det
ogsd en vanlig regel & akseptere bare
skiler med mellom 30 og 300 kolonier.
Det er ofte vanskelig 4 telle neyaktig
pi skidler med mer enn 200—300 kolo-
nier. Argumentet for ikke 3 benytte data
fra skiler med mindre enn 30 kolonier
har vert faktisk at disse data er beheftet
med for stor usikkerhet! Dette er riktig
hvis bakterietettheten i en prove beregnes
pa grunnlag av en eller f3 skdler med fa
kolonier, men alle skiler der kolonian-
tallet kan telles eksakt, representerer nytt-
bar informasjon og ber benyttes.

Ved berégning av middeltall (gjennom-
snittsverdier) for bakterietettheter er det
vanlig 4 bruke weid aritmetisk middel-
tall,

=C1+C2+..+Cn
W1+W2+.,+Hn

(2)

der G, G,,..,C, er antall kolonier pd n
skaler og Wi, W,,.., W, er de volum
av vannpreoven som er sidd ut. Er skilen
med den i-te utsed fri for kolonier settes
C; = 0 i formelen ovenfor. Nir en kan
anta at bakterier er fordelt etter Poisson-
fordelingen, vil veid aritmetisk middel-
tall for bakterietettheten med feilgrenser
=+ standardavviket, SD, vare

(3) YiSD(y)=C1+C2+~-+CniVC1+C2+..+Cn

W1+WZ+. .+Wn
_LCi*viCq
Wi

Ut fra dette er det ca 68% sannsyn-
lighet for at det sanne bakterieantall
ligger mellom den beregnede Y -SD(Y)
og Y + SD(Y) og ca. 95% sannsynlig-
het for at det samme bakterieantall ligger
mellom Y - 2SD(Y) og Y + 2SD(Y).

Den generelle formel (3) inkluderer
ogsd det spesielle tilfellet der alle volum
er like. Hvis Wy = W, = ....= W, =
1 ml, er W, = n = antall observasjo-
ner. Ved i sette dette inn i (3) far vi

n

(4) Yeso(y)=Cit/Eli BC, /ECL 7] /T

der C=aritmetisk middeltall.

Ved parallelle forsok (gjentak) er det vanlig 4 beregne bakterietettheten som

logaritmisk middeltall

C

. 1. Cso Cn . 1 .
Y, = 2 (1ogizk +..+1log=)= o —_— Z1
(5) L antilog " ( ogw1+logWZ ngn) antilog - Zlogl
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Det mi gjores oppmerksom pd at lig-
ning (5) ikke folger av Poissons for-
delingsfunksjon, og at bruk' av logaritmisk
middeltall er en tillempning som gjor at
store verdier (topper) blir tillagt mindre
vekt.

I ligningene for beregning av logarit-
misk middeltall er det ikke mulig & bruke
de observasjoner som er null.

2.2. Rermetoden (MPN-metoden).

Ved rormetoden foretas ingen direkte
registrering av antall bakteriekolonier.
Metodens prinsipp er at det fra vann-
proven tas ut flere potsjoner som inoku-
leres p& hver sitt ror med flytende me-
dium. Etter endt inkubasjon registreres
antall rer med positivt utfall. (Figur 4.)
Hva som er positivt utfall vil variere fra
metodikk til metodikk — rermetodens
prinsipp er almengyldig. Positivt utfall
kan vere f.eks. bare bakterievekst, eller
bakterievekst med syre- og/eller gasspro-
duksjon.

Ved statistisk behandling av de obser-
verte utfall kan en beregne det mest
sannsynlige antall av bakterier i vann-
proven, MPN = Most Probable Number.

Dette krever at to forutsetninger er
oppfylt (Cochran 1950):

— Bakteriene mi vere tilfeldig fordelt
i vannpreven.

— Ethvert ror vil avleses med positivt
utfall hvis en eller flere bakterier
som ved sin formering og metabolis-
me forer til positiv reaksjon, inoku-
leres.

Tabeller der resultatene kan avleses
direkte, ble utarbeidet av McCrady alle-
rede i 1915. Det er nd publisert en
rekke MPN-tabeller for forskjellige ino-
kulasjonsvolum og antall rer. (Cochran
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1950, De Man 1975, De Man 1977,
McCrady 1915, Woodward 1957, World
health organization 1963.) Norsk Stan-
dard 4751: Metoder for bakteriologisk
undersokelse av drikkevann inneholder
den tabell som er mest brukt ved vann-
undersokelser. (Tabell 1.)

De statistiske beregninger tabellene er
basert p3, er kompliserte og vil ikke bli
gjengitt her (McCrady 1915, Cochran
1950, Halvorsen & Ziegler 1933).

Det finnes langt flere kombinasjons-
muligheter av utfall enn de som er an-
gitt i tabellene. F.eks. vil kombinasjonen
0-0-10 positive ror ved inokulasjon 10x10
ml, 10x1 ml og 10x0,1 ml av en vann-
prove som inneholder 9 bakterier pr. 100
ml, bare forekomme med sannsynligheten
1,7 x 105! 0-0-10 gir MNP lik 9 bakterier
pr. 100 ml prove, 95%-konfidensintervall-
grense er 5 og 17 bakterier pr. 100 ml.
(Woodward 1957.) Hvis en ofte far kom-
binasjoner som ikke er angitt i tabellene,
bor en ta opp til vurdering om rormeto-
dens forutsetninger er oppfylt.

Rormetodens ulemper omfatter tid,
plass og medier. Dens fordeler er bla.
at MPN kan beregnes for mange forskjel-
lige utseedskombinasjoner, det totale ino-
kulasjonsvolum kan vezre stort, metoden
er folsom (viser ofte heyere resultater
enn andre metoder) og den kan anvendes
for enhver organisme forutsatt at et egnet
medium eksisterer (Oblinger & Koburger
1975). Skal en kunne beregne-det mest
sannsynlige antall bakterier i vannproven,
ma rermetoden gi bade positive og nesa-
tive utfall.

La oss ta et eksempel: En yannprove
skal underspkes for innhold av koliforme
bakterier. Vannproven ristes godt (forde-
ler bakteriene i vannproven) og det ino-
kuleres 10 ml av proven i hvert av 5 ror
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med McConcey-buljong. Etter 2 degns
inkubasjon ved 37°C avleses syre- (gult
medium) og gassproduksjon (gassboble
i Durhamrgret). Anta at 2 av de 5 ror
viser positiv reaksjon. Det mest sannsyn-
lige antall bakterier (MPN) i 100 ml
av den opprinnelige prove avleses i MPN-
tabell til & veere 2,2 bakterier pr. 100 ml
vannprove. Nedre og gvre 95%-konfidens-
intervallgrense er 0,1 og 12,6 bakterier
pr. 100 ml. Resultatet har altsd liten grad
av ngyaktighet.

Noyaktigheten i resultatene kan okes
d.v.s. snevrere konfidensintervall, ved &
bruke flere ror, evt. serier av rer med
forskjellig inokulasjonsvolum.

Norsk Standard 4751 angir at det ved
kvantitativ underspkelse for koliforme
bakterier i drikkevannsprgver ved ror-
metoden, skal brukes

— 5 ror som hvert inokuleres med 10 ml
vannprove,

— 5 ror som hvert inokuleres med 1 ml
vannpreve, og

— 5 rer som hvert inokuleres med 0,1
ml vannprave.

Huvis f.eks. 4, 1 og 2 ror viser syre, og
gassproduksjon, ser vi av tabell 1 at
MPN er 26 bakterier pr. 100 ml vann-
prove med 9 og 78 bakterier som nedre
og gvre 95%-konfidensintervallgrense.

1 mli hvert roer

Rer med Ror med
syre syre og
gass
v v

0,1 ml i hvert ror

¢
wﬂ

+

Figur 4. Rormetoden. I ror med béde syre og gass er det inokulert en eller flere

koliforme bakterier.
44
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Tabell 1. MPN-tabell med 95% konfidensintervall.

Utsed 5x10 ml., 5x1 ml. og 5x0,1 ml.

Antall r¢r med positiv 95% konfidens-
reaksjon av Xl\g N intervall
5%10 ml| 5x1 ml [5x%0,1 ml|{100 ml Nedre | ¢vre
grense | grense
o 0 1 2 <05 7
[} 1 0 2 <05 7
0 2 0 4 <05 11
1 [ 0 2 <os 7
1 [ 1 4 <05 11"
1 1 0 4 <05 1
1 1 1 [ <05 15
1 2 [} 6 <05 15
2 ] 0 5 <08 13
2 0 1 7 1 17
2 1 0 7 1 17
2 1 1 9 2 21
2 2 [} ] 2 21
2 3 0 12 3 28
3 0 L] 8 i 9
3 0 1 11 2 25
8 1 0 11 2 25
3 1 1 14 4 34
3 2 0 14 4 34
3 2 i 17 5 46
3 3 [} 17 5 48
4 0 [} 13 3 31
4 o 1 17 5 48
4 1 0 17 5 48
4 1 1 21 7 63
4 1 2 26 9 78
4 2 0 2 7 67
4 2 1 26 ] 78
4 3 ° 27 9 80
4 3 1 33 1 93
4 4 0 34 12 96
5 [} 0 23 7 70
5 ] 1 31 1 89
5 0 2 43 15 114
5 1 L] 33 1 23
5 1 1 48 16 120
5 1 2 63 21 154
5 2 0 49 17 126
5 2 1 70 23 168
5 2 2 94 28 219
5 3 ] 79 25 187
5 3 1 109 31 253
5 3 2 141 a7 343
5 3 3 175 44 503
5 4 0 130 35 302
5 4 1 172 43 488
5 4 2 221 57 698
5 4 3 278 90 849
5 4 4 345 117 9939
5 5 0 240 68 754
5 5 1 348 118 1005
5 5 2 542 180 1405
5 5 3 918 303 3222
5 5 4 1609 635 5805

(International standard for drinking water, World Health Organization 1963.)



MPN-tabellene kan benyttes for andre
inokulasjonsvolum enn angitt, f.eks. vil
5x10' ml, 5x10° ml og 5x10-' ml-tabellen
(tabell 1) utmerket kunne brukes for
5x10- ml, 5x10° ml og 5x10* ml. Men
her mi komma flyttes 3 plasser, d.v.s.
tallene i MPN-tabellen md multipliseres
med 1000.

Ved analyser av vann med heyt bakte-
rieinnhold som erfaringsmessig viser stor
numerisk variasjon, er det vanlig 4 bruke
si mange fortynninger at en vil dekke
stort nok omrade, f.eks. 5x10-* ml, 5x10-
ml, 5x10 ml, 5x10° ml og 5x10-° ml.

Det kan oppstd tvil om hvilke 3 for-
tynninger som skal brukes ved avlesning
i MPN-tabellene:

Hvis vi sdr ut med fortynninger som
angitt ovenfor, og fir 5-5-2-0-1 positive
ror, hvilke tall skal da velges ved avles-
ning i MPN-tabellen for 5x10 ml, 5x1 ml
og 5x0,1 ml?

Standard Methods 1975 angir at

— En skal velge den hoyeste fortynning
der alle ror er positive og de to derpd
folgende fortynningene (a, b) evt.
velge lavest mulig fortynninger (c).

— Hyvis det er positive ror i en fortyn-
ning hgyere enn de 3 som velges til
avlesning, skal dette legges til resul-
tatet av rerene i den hgyeste for-
tynning (d).

Eksempel (3/5 stir for 3 positive av i alt 5 ror):

10 ml 1 ml 0,1 ml 0,01 ml  Riktig kombinasjon
a 5/5 5/5 2/5 0/5 5-2-0
b 5/5 4/5 2/5 0/5 5-4-2
c 0/5 1/5 0/5 0/5 0-1-0
d 5/5 3/5 1/5 1/5 5-3-2
e 5/5 3/5 2/5 0/5 5-3-2

2.3. Membranfiliermetoden.

Ved denne metoden filtreres vannpre-
ven (oftest 100 ml) gjennom et membran-
filter. Porene i filteret er si smi, ca. 0,45
um, at bakterier fra vannpreven holdes til-
bake p# filterets overflate. Filteret plas-
seres deretter pd et fast neringsmedium
som diffunderer opp i filteret og gir bak-
teriene vekstmuligheter. Etter endt inku-
basjon klassifiseres og telles koloniene
(figur 5). Membranfiltermetoden brukes
serlig for undersokelser for koliforme
bakterier, termostabile koliforme bakterier
og fekale streptokokker.

Det er vanlig 2 tilsette mediet selektive
substanser og stoffer som muliggjor direk-
e avlesning av biokjemiske egenskaper.
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Istedenfor plassering av filteret pd et
fast neringsmedium, kan det plasseres pd
en steril neringspute som inneholder de-
hydrert medium og som etter tilsetting av
sterilt vann gir vekstbetingelser tor bak-
terier pd membranfilteret. (Systemet er
velegnet til feltforsok.)

Ved membranfiltermetoden konsentre-
res altsd bakteriene fra vannpreven pa
filterets overflate. Uoppleste partikler,
alger ol., vil ogsd holdes tilbake, tette
igjen filterporer og forstyrre filtrering
og avlesninger. Membranfiltermetoden er
derfor ikke velegnet for prever med stor
turbiditet.

Membranfiltermetoden er heller ikke
egnet for vann som inneholder toksiske
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Figur 5. Membranfiltermetoden.

stoffer som forstyrrer veksten av bakterier
(Standard Methods 1975, Tobin & Dutka
1977).

De samme lovmessigheter som gjelder
for platespredningsmetodene, gjelder ogsd
for membranfiltermetoden. En forskjell
er at ved membranfiltermetoden er det et
mye stprre volum av preven som under-
sokes. Dette gjor at avlesningene fir en
storre neyaktighet. Jfr. ligning (3).

Flere arbeider viser at det er stor
forskjell mellom membranfiltere fra for-
skjellige produsenter og ogsd mellom for-
skjellige partier fra en og samme pro-
dusent (Tobin & Dutka 1977, Sladek
m.fl. 1975, Schaeffer m.fl. 1974). Det er
angitt at ogsi miljoet bakteriene isoleres
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Petriskal med
naringsmedium

¢

J Membranfilter

Inkuberes

=

- \

Avleses

fra f.eks. drikkevann eller elvevann, kan
ha betydning for hvilke filtertyper som
bor velges ved undersokelser for kolifor-
me bakterier (Brodsky & Schiemann
1975).

Hvis vannet har et heyt innhold av
ikke-koliforme bakterier, vil disse kunne
interferere med veksten av de koliforme
bakterier. Det er vanlig & benytte béde
ror- og membranfiltermetoder ved vann-
undersokelser fra kilder som en har fa
analysedata fra tidligere. Viser de to me-
todene god overensstemmelse, vil en etter
en tid kunne benytte bare den ene, f.eks.
membranfiltermetoden.

Ved vannundersokelser for koliforme
bakterier etter bide ror- og membranfilter-
metoden gir rormetoden oftest en hoyere
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bakterietetthet bide for rent og urent
vann (Green m.fl. 1977, Mowat 1976,
Omland & .Lindvég 1970). Det er antatt
at dette seerlig er fordi subletale bakterier
vil klare seg bedre i de ikke-selektive
medier som brukes ved rgrmetoden. Ved
undersokelser for termostabile koliforme
bakterier vil temperaturen ved membran-
filtermetoden (44°C) vere mer skadelig
for svekkede bakterier enn temperaturen
ved den presumptive test ved rormeto-
den (37°C).

Det er utarbeidet flere forslag til inku-
basjonstemperaturer og medier til under-
spkelse for termostabile koliforme bak-
terier der forfatterne angir 4 ha fitt like
heye resultater ved membranfiltermetode
som ved rgrmetode (Green m.fl. 1977).

2.4. Skal en velge rgrmetode eiler
membranfiltermetode?

Det angis i Norsk Standard 4751 at
rormetoden bgr benyttes nir en vann-
kilde ikke er godt kjent fra for, mens
filtermetoden kan brukes nir kilden er
godt kjent. Det er flere grunner til dette.
Skal en velge rermetode eller membran-
filtermetode. (Hellesnes1977)?

1. Ved rermetoden (5x10 ml, 5x1 ml,
5x0,1 ml) kan det registreres fra
0 til 1600 bakterier pr. 100 ml, mens
det ved membranfiltermetoden (100
ml filtrert) ikke kan registreres mer
enn fra O til ca. 200 bakterier pr.
100 ml.

2. Avlesningene ved rgrmetoden er
enkle, mens avlesningene ved filter-
metoden krever lang erfaring, serlig
ved undersgkelse av vann der floraen
er ukjent.

3. Rormetoden krever (for termostabile
koliforme bakterier) lengre tid enn
filtermetoden (4 mot 1 degn).
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4. Rormetoden kan kreve mye arbeid
med videre utsad.

5. Usikkerheten i resultatene er forskjel-
lige.

2.5. Tampongmetoden.

Tampongmetoden er en rent kvalitativ
metode. En steril tampong (ca. 4,52 c¢m)
som er laget av opprullet gaze, festes
med en steril snor i selve vannkilden.
Vann vil strgmme gjennom tampongen
og sma partikler og mikroorganismer vil
feste seg (oppkonsentreres). Det er van-
lig 4 la slike tamponger ligge i vannkilden
i 1/2—2 degn for de tas opp og inku-
beres enten hele, eller ved at vannet
presses over i et egnet medium.

Tampongmetoden er serlig brukt for
undersokelser for patogene mikroorga-
nismer i rennende vann, f.eks. i kloakk-
sluk pd slakterier og i utlgpsvann fra
kloakkrenseanlegg.

2.6. Metoder for undersgkelser m.h.p.
patogene bakterier.

Med unntak av avlgpsvann og sigevann
fra kloakkslam og avfallsfyllinger, er det
ikke vanlig & underspke vann for innhold
av patogene bakterier. Istedenfor under-
spkes vannprever for innhold av indika-
torbakterier.

De viktigste patogene bakierier som
kan tenkes overfert med vann i Norge,
er Samonella spp., Shigella spp., entero-
patogene E.coli, Yersinia enterocolitica,
Francisella tularensis og Mycobacterium
tuberculosis.

Det er vanlig 4 foreta undersgkelsene
i fire trinn:

1. Oppformering i et egnet medium som
favoriserer de patogene bakterier det
letes etter og som undertrykker den
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pvrige flora. Dette kan gjores ved 2
tilsette mediet selektive komponen-
ter, benytte spesielle temperaturer
eller spesielle atmosferiske forhold.

2. Isolasjon. Det benyttes vanligvis ett
eller spesielle atmosferiske forhold.
de aktuelle bakterier kan skilles fra
den gvrige flora.

3. Anleggelse av renkultur.

4. Testing av morfologi, biokjemiske og
evt. serologiske egenskaper. Enkelte

SALMONELLABAKTERIER
VANN SELENITT-
(Direkte ellex™~,~ BULJONG
filtrert)
41,5%C

3 dggn

;iL2 dggn

BRILLIANTGRYNT-LAKTOSE-
SAKKAROSE~FENOLRPDTAGAR

37°% {1 aggn

v
BRILLIANTGRANT-SORBITOL-
FENOLRPDTAGAR

37° |1 aggn

Enten é{////\\\\AEller

UREA
INDOL

3-RORS-
FORGJERING

37°cl1 dggn  37°C \Ll dggn
SALMONELLASERUM

(SIFF) (SIFF)

ganger vil det ogsd kunne nyttes for-
spksdyr i diagnostikken.

Undersokelser for patogene bakterier i
vann vil oftest vare kvalitative, men ved
3 anvende rormetoden er det ingen umu-
lighet 4 foreta kvantitative undersgkelser
for f.eks. salmonellabakterier.

Nedenfor er det skjematisk fort opp
hvorledes vi ved Institutt for nerings-
middelhygiene isolerer og identifiserer
salmonellabakterier og Yersinia entero-
colitica. For andre patogene bakterier
vises til spesiallitteraur. (Standard met-
hods 1975, Bergeys manual 1974.)

YERSINIA ENTEROCOLITICA

VANN Flytende
oppformerings-
\ medium
Filtreres (Kristensen 1977)
gjennom mem-—
branfilter
4°¢ Anaerobt
ca. 21 dggn

DESOXYCHOLAT-CITRAT-AGAR

28%¢ L 2 degn

BIODAGAR (5-15 kolonier)

28°%¢ \L 2 dggn

Morfologi, hemolyseforhold,
OXYDASE

3~RARS ~
FORGJARING 0G °
BEVEGELIGHET 22°°C

|

BIOKJEMISK TYPING
(WAUTERS SYSTEM)

Figur 6. Metodikk for isolasjon av salmonellabakterier og Y ersinia enterocolitica
fra vann. Salmonellabakterieundersokelsen utfores kvalitativt

ved rormetoden.
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