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1 Inledning

Vid beddmning av vattenkvalitet ar det viktigt att bestamma bakteriehalten. Det
forsta som undersoks ar vanligtvis den totala halten bakterier. En htg bakteriehalt
kan orsaka 6gon- och 6roninfektioner och &r dessutom ett tecken pa att vattnet kan
vara férorenat. Men en hog bakteriehalt betyder inte nédvandigtvis att det finns
manga patogena (sjukdomsalstrande) bakterier i vattnet. For att bestamma detta
kravs andra metoder.

Vatten innehaller ett myller av bakterier och det kan vara svart att upptacka
de patogena, darfér anvands ofta indikatorbakterier. De vanligaste indikatorbak-
terierna ar termotoleranta koliforma bakterier, vaEagoli ar den art man oftast
soker efter. Forekomst av dessa bakterier tyder pa att det finns fekalier i vattnet,
vilket i sin tur innebar att det kan finnas patogena mag- och tarmbakterier i vattnet.
Koliforma bakterier kan forekomma i fekalier, men aven komma fran jord eller
processvatten fran pappersbrikcoli daremot ar endast av fekalt ursprung, darfor
ar det av storre intresse att ta reda pa hateoli. Anledningen till att man istallet
for patogena mag- och tarmbakterier undersoker hattenli ar att de 6verlever
langre i vatten.

2 Anvandningsomrade och begransningar

Manualen beskriver metoder for analys av totalantal bakterier (med ingjutningsme-
tod) och av koliforma bakterier odb.coli (med membranfiltermetod) i naturvatten.
Membranfiltermetoden bér ej anvandas till vatten som har hdg halt av partiklar och
kolloidala substanser eftersom filtret da kan bli tilltappt. Det man bor téanka pa vid
val av filterstorlek ar att samma typ av bakterier kan ha olika storlek beroende pa
vilken milj6 de lever i.

De olika momenten i manualen &r baserade pa fyra SIS-standarder enligt fol-
jande: Provtagning enl. SS 02 81 63, membranfiltrering enl. SS 02 81 65, kolifor-
ma, termotoleranta koliforma odhcolienl. SS 02 81 67 och Totalantal enl. SS 02
81712.

3 Definitioner

Totalantal betyder har antal aeroba och fakultativt anaeroba heterotrofa bakteri-
er. Dessa vaxer och ger synliga kolonier efter inkuberingP0C eller
(3040,5rC under (48-2)h pa jastpeptonagarsubstrat.

Koliforma bakterier ar oxidasnegativa bakterier som vid aerob odling pa LES-
endoagarsubstrat bildar syra och aldehyd inomH2¢h vid inkubering i
(35+0.5yC.

Termotoleranta koliforma bakterier bildar syra inom (244)h vid inkubering i
(444-0,55C pa M-FC-substrat.



E.coli aren Gram-negativ, termotolerant koliform bakterie som bildar gas fran lak-
tos saval som indol ur tryptofan inom (24)h vid inkubering i (44-0,5y C.

4  Principer

Jastpeptonagar (YPA) ar ett vanligt odlingssubstrat for framodling av bakterier. Har
anvands det for att odla fram heterotrofa bakterier ur ofiltrerat provvatten och for
vidareodling av koliforma bakterier odk.coli.

Koliforma bakterier fangas vid filtrering upp med hjalp av ett membranfilter
med tillréckligt liten porvidd (hogst 0.48n). Membranet laggs sedan pa LES-
endoagar eller M-FC-substrat beroende pa om det ar koliforma bakterier i allméan-
het eller bard&.coliman &r intresserad av att odla fram. Ska haliezoli underso-
kas odlas forst termotoleranta koliforma bakterier fram och sedan bestammer man
hur manga av dessa som \&roli.

LES-endoagarsubstrat innehaller fuksin, som oxideras nar laktosjasande bak-
terier vaxer. Kolonierna blir da morkrdda och oftast metallglansande. Substratet ar
selekterande, dvs tillsatta @mnen hindrar tillvaxt av icke-koliforma bakterier.

M-FC-substrat (Membrane Faecal Coliform) innehaller en pH-indikator, ani-
linblatt. Nar laktosjasande bakterier bildar syra fargas dessa kolonier bla. Hog tem-
peratur hindrar tillvaxt av de koliforma bakterier som inte &r termotoleranta. Aven
M-FC-substratet ar selekterande och innehdller tillsatser som hindrar tillvaxt av
Gram-positiva organismer.

LTLSB (LaktosTryptonLaurylSulfatBuljong) innehdller laktos och tryptofan.
E.coli-bakterierna jaser laktosen varvid det bildas syra och gas. Bakterierna an-
vander sig aven av tryptofanet varvid det bildas indol. Om indol har bildats fargas
buljongens ytskikt rott vid tillsats av Kovacs reagens. Gasbildning och rédfargning
indikerar férekomst a¥.coli-bakterier.

Vid bade filtrering och odling ar det viktigt att ha en steril miljé for att und-
vika kontaminering. Handskar och skyddsrock ska anvandas. Munskydd behévs
normalt sett inte, eftersom koliforma bakterier d€tcoli vanligtvis inte finns i
munnen. Vid odling for totalantalsbestamning kan munskydd dock behévas om
man pratar mycket el. dyl.

5 Odlingssubstrat

Odlingssubstrat och buljongerAnvandningsomrade
Jastpeptonagarsubstrat Samtliga analyser.
LES-endoagarsubstrat Koliforma

LTLSB E.coli

M-FC E.coli

Samtliga substrat tillreds enligt SS 02 81 67, bilaga A.



6 Kemikalier och l6sningar

Kovacs reagens For bestamninge&eoli

Peptonvatten 1g pepton l6ses upp i 100 ml avjoniserat vatten. Autoklavera
i 15 min vid en temperatur av (12R)°C. Det fardiga pep-
tonvattnets pH skall vara (74,1). Obs! Peptonvattnet kan
forvaras i hogst tvd manader i kylskap.

7 Utrustning

Laboratoriet bor ha tillgang till torrsterilisator eller autoklav for sterilisering av
utrustning. Det bor aven finnas inkubator (inkubatorbad, inkubationsskap eller dy-
likt).

7.1 Provtagning

Provtagningsflaskor Flaskor, minst 500 ml, av genomskinligt, ofargat material
och forsedda med tattslutande lock (propp). Flaskor och
lock ska tala sterilisering och materialet far varken verka
tillvaxthAmmande eller tillvaxtframjande.

Flaskhallare Forlangningsbar kapp med hallare av obrannbart material
som klarar av sterilisering med t.ex. gasolbrannare.
Termometer Termometer med matfel inam,5°C.

Transportforpackning  Termobox eller dylikt, val rengjord, som kan halla proven
vid en temperatur av 4°€.

7.2 Membranfiltrering

Filtrerapparat  Av glas, plast eller rostfritt stal med steriliserbar stodplatta och
tratt och forsedd med ventil for att applicera respektive utjamna
undertryck. Steril engangsutrustning kan anvandas. Anslut filtrer-
apparaten till en sugkolv eller motsvarande och darefter (ev. via
en sékerhetsflaska) till en vattensug eller vakuumpump.

Membranfilter ~ Sterila vita membranfilter med porvidd pa hogst Qu#5Garna
rutmonstrade pa ovansidan for att underlatta avlasning.

Pipetter Forpacka pipetterna i kassetter eller motsvarande och torrsterili-
sera under minst en timma vid en temperatur av 150C, eller
forpacka pipetterna i papper eller steriliseringspase och autokla-
vera under 20 min vid en temperatur av (2)°C.

Pincetter Sterila, platta pincetter med avrundade spetsar med plana insidor
for att undvika skador pa membranfilter.



Matcylindrar Tack métcylindrarnas 6ppning med aluminiumfolie och torrsteri-
lisera under minst en timma vid (16®)°C, eller férpacka mat-
cylindrarna i papper eller steriliseringspase och autoklavera under
20 min vid en temperatur av (12R)°C.

7.3 Inkubering och odling av bakterier

Petriskalar Sterila petriskalar av plast.

Provror Med proppar. Anvands vid enrérsmetod for konfir-
mering avk.coli.

Platinadglor (platindser) Sterilférpackade, d@ch 1.

Oxidastest Oxidasstrips. For konfirmering av koliforma bakte-
rier.

8 Provtagning

Bakteriehalten i vatten kan vara olika beroende pa var och nar provet tas. Vatten-
prov for mikrobiologiska undersdkningar skall darfor tas sa att det ar representa-
tivt for de forhallanden undersokningen avser. Tank pa att ytskiktet har en annan
sammansattning an vad vatten pa annat djup har. Antalet mikroorganismer i vat-
tenprov kan paverkas bl a av tid och temperatur, mikroflorans sammansattning,
mangden suspenderade amnen och naringstillgangen i vattnet samt vissa 6vriga
kemiska egenskaper. Tiden mellan provtagningen och laboratorieundersdkningen
bor darfor vara sa kort som mojligt och helst inte 6verstiga 10 timmar for ett kylt
prov eller fyra timmar for ett icke kylt.

8.1 Forberedelser

8.1.1 Diskning

Diska flaskorna med diskmedel och varmt vatten. Skolj noga forst med varmt vatten
och sedan upprepade ganger med destillerat vatten.

8.1.2 Sterilisering

Flaskor kan autoklaveras vid 121 i 20 min eller torrsteriliseras under minst 1 h
vid en uppnadd temperatur av T€D

8.2 Provtagning

Vid provtagning av ytvatten bor ett antal provtagningspunkter véljas helst nag-
ra meter fran strandkanten, sa att proverna tillsammans blir s& representativa som
mojligt. De lokala forutsattningarna kan vara mycket olika varfor provtagaren far
avgora hur vattenproven skall tas. Fére provtagningen bor provtagaren tvatta och



skolja handerna noga. Alternativt kan sterila engdngshandskar eller oanvanda plast-
pasar anvandas. Om det ar latt att na vattenytan tas provet direkt i flaskan, annars
anvands flaskhallare. Om flaskhallare anvands ska den steriliseras genom flam-
bering i gasollaga. Provtagaren skall séanka ned flaskan hastigt 10-20 cm under
vattenytan och fylla den till 4/5 genom att halla mynningen mot stromriktningen
eller - i stillastdende vatten - genom att fora flaskan framat. For att undvika att fa
med ytfilm i provet bor flaskans kork skruvas av och pa under vatten om det ar
mojligt. Lamplig provvolym kan vara ca 400 ml. Mat temperaturen pa de djup dar
vattenprovet togs ut. Ange temperaturen med en noggrannhied j53C.

9 Filtrering och odling

9.1 Forberedelser

Gor i ordning foljande substrat och I6sningar:

- Peptonvatten for membranfiltreringen.

Flytande YPA for odling av totalantal bakterier.

Plattor med LES-endoagarsubstrat for odling av koliforma bakterier.

Plattor med M-FC-substrat for odling av termotoleranta koliforma bakterier.

YPA-plattor for vidareodling av koliforma och termotoleranta koliforma bak-
terier.

Provror med LTLSB for konfirmering ak.coli.

9.2 Filtrering

Alla instrument skall vara steriliserade och forvaras sterila under hela analysen.
Sterilisering av flaskhalsar och pincett ska ske med gasolbrannare mellan varje
moment. Vid filtrering av sma volymer, t.ex. 10 ml, ska membranfiltret skéljas
med peptonlosning bade fore och efter filtrering for att vara séker pa att fa med alla
bakterier.

Placera det sterilférpackade membranfiltret i filtreringsapparaten med hjalp av
pincett. Hall i lite peptonldsning sa att filtret fuktas (galler for 10 ml). Ta upp
bestdmd mangd l6sning med pipett och hall i filtreringsapparaten. Vanta tills allt
vatten har runnit igenom filtret, skolj darefter med peptonlésning langst filtrerings-
apparatens kanter sa att alla bakterier kommer med pa filtret. Placera darefter filtret,
med hjalp av pincett, pa respektive agarplattor (LES-endoagar eller M-FC).



9.3 0Odling av bakterier
9.3.1 Totalantal

Hall 1 ml respektive 0,1 ml ofiltrerat prov i tomma petriskalar. Tillsatt flytande
YPA och blanda forsiktigt s& att det fordelas jamt i skalarna. Vante tills YPA har
stelnat och inkubera sedan i 20)°C i (48+2)h.

9.3.2 Koliforma bakterier och E.coli

Membranfilter fran filtrering av 10 ml och 100 ml provvatten laggs pa LES-endo-
agarplattor for att odla fram koliforma bakterier. Filter fran filtrering av 100 ml
provvatten laggs pa M-FC-substrat for att odla fram termotoleranta koliforma bak-
terier, fran vilka man sedan kan bestamma datebli. Inkubera i varmeskap: LES-
endoagarplattor (244)h i (35+0,5FC och M-FC plattor (244)h i (44+0,5fC.

9.3.3 Identifiering

Efter det att proverna inkuberats i 24)h respektive (482)h réknas bakterieko-
lonierna pa alla plattor och identifieras enligt féljande. Totalantal: alla kolonier pa
YPA. Koliforma: rosa till mérkréda med metallglansande yta pa LES-endoagar-
substrat. Termotoleranta koliforma: bla yta pa M-FC-substrat.

9.3.4 \Vidareodling

Efter att kolonierna réknats fors de koliforma och termotoleranta kolonierna 6ver
fran sina ursprungsplattorna till YPA- plattor for vidareodling (koliforma till en
platta och termotoleranta till en annan platta).

Dela in varje YPA-platta i forslagsvis fem lika stora sektioner genom att rita
med en penna pa baksidan av varje platta. For darefter éver varje koloni med hjalp
av en steriliserad platinds ). Doppa forsiktigt ned platindsen i kolonien sa att
bakterierna fastnar. Stryk ut bakterierna pa en av sektionerna genom att forsiktigt,
utan att trycka for hart, dra spetsen av platinésen 6ver YPA i ett sicksackmons-
ter. Byt platinés mellan varje koloni foér att undvika kontaminering. Platindserna
samlas upp i behallare for farligt avfall. Inkubera plattornai{@h i (44+0,5yC.

Efter inkuberingen kontrolleras tillvaxten pa plattorna.

Om tillvaxt har skett gérs nu ytterligare tester for att sdkerstalla att de kolonier
som odlats fram ar koliforma (frdn LES-endoagarsubstratet) Ellesli (fran M-

FC substratet). Detta gors med oxidastest respektive enrérsmetoden.

9.3.5 Oxidastest (koliforma bakterier)

Alla fem sektionerna pa YPA plattan testas genom att fora over bakterier fran
plattan till en del av ett oxidasstrips. Om oxidasstripset fargas blatt ar bakterier-
na oxidationspositiva, dvs icke-koliforma. Om stripset forblir ofargat &r kolonin av
koliform art.



Doppa en steril platinds (1) i bakteriekolonin pa YPA plattan. Bestryk en
del av ett oxidasstrips med platinésen och vénta i 10 sekunder. Notera om stripset
fargas blatt eller forblir ofargat. Gor likadant pa bakteriekolonier fran alla sektioner
pa YPA-plattan (ursprung LES-endoagarplatta). Byt platinés mellan varje sektion
for att undvika kontaminering. Platinéserna samlas upp i behallare for farligt avfall.

9.3.6 Enrdrsmetoden E.coli)

Enrérsmetoden anvands for att bestamma om kolonierna pa YPA-plattan (uppodlat
fran M-FC) arE.coli. Bakteriekolonier fran respektive sektion fors med hjalp av
en platinds (1Ql) over till provror innehdllande LTLSB. Skaka forsiktigt av bak-
terierna i roret. Roren inkuberas sedan i varmeskapi:(35)° C i (24+4)h. Efter
inkubationen tillsatts 1-2 droppar Kovacs reagens i varje ror, observera att momen-
tet ska utforas i dragskap. Observera eventuell fargférandring i buljongen. Svaret
ar positivt om buljongens ytskikt fargas rott vid tillsattning av Kovacs reagens.

10 Resultatberakning

10.1 Totalantal

Antal aeroba och fakultativt anaeroba heterotrofa bakterier i ett vattenprov raknas
ut som
_ 3G

M=
2V

)
dar

M = antalet kolonier per ml prov

C = antal raknade kolonier

V = provvolym i ml

Ange resultatet som bakterier per ml prov. Antal 6ver 10 avrundas till hela 10-tal.

10.2 Koliforma, E.coli
Antal koliforma bakterier av olika slag rdknas ut som

N

G = (NV1) + (RV2) + ...+ (ni\/i)VS 2)

dar
Cs = den berdknade halten mikroorganismer i referensvolymen
N = summan av alla raknade kolonier pa alla réknade filter

Ny, Ny, ...,N; = antalet réknade filter fér varje analyserad volymvs, ..., Vi

8



V1,Vo, ...,V = volymen som filtrerades

Vs = referensvolym i vilken halten mikroorganismer skall anges (till exempel
per 100 ml

Observera att antdt.coli och antal koliforma bakterier rdknas ut var for sig ef-
tersom det ror sig om tva skilda undersoknindgacoli ska alltsa inte inga i antal
koliforma bakterier, aven om den ar en koliform bakterie.
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