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Metoden NS-EN ISO standard 6222 er sammen-
lignet med Petrifilm for pavisning og telling av
mikroorganismer i overflatevann (ravann) og i
drikkevann (behandlet vann). De dyrkingstempe-
raturene som gjeldende drikkevannsforskrift an-
gir for kimtall, 22 °C og 36 °C, er brukt. Petrifilm
for kimtall ga distinkte og lett tellbare rgde kolo-
nier. Bakteriene hadde en tendens til a sverme pa
kimtallsagaren (sammenflytende vekst) i prgvene
fra overflatevann. Ingen sverming av bakteriene
ble observert pa Petrifilm. Sverming umuliggjor-
de avlesningen pa kimtallsagaren. Det var signifi-
kante forskjeller i kimtallet pa Petrifilm og kim-
tallsagar ved dyrking av overflatevann ved 22 °C
og ved 36 °C avlest etter 48 timer (n=65, p<0,05).
Kimtallsagar ga hgyere kimtall enn Petrifilm. Det
var ingen signifikant forskjell i antall kolonier pa
kimtallsagar og Petrifilm ved dyrking av drikke-
vann. Petrifim kan vaere et godt og enkelt alterna-
tiv til tradisjonelle kimtallsanalyser i vann. Petri-
film Select E. coli, som er beregnet til pavisning
av Escherichia coli i neringsmidler, ble sammen-
lignet med m-FC agar som angitt i Norsk Stan-
dard 4792. Det var ikke signifikant forskjell mel-
lom Petrifilm Select E. coli og m-FC agar (n=35,
p=0,36) i pavisningen av E. coli. Petrifilm er enkel
a bruke, lett a lese av, og ga ingen fortolknings-
problemer av koloniene. Petrifilm krever liten
plass, de gir mindre avfall og er tidsbesparende i
bruk sammenlignet med de tradisjonelle metode-
ne.
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Innledning

I Norge utfgres mange tusen mikrobiologiske vannanaly-
ser for & dokumentere drikkevannskvaliteten. Den meto-
den som i artier har vert brukt til kimtallsanalyser,
Norsk Standard 4791 (1), er né erstattet av NS-EN ISO
6222 (2). For undersgkelse av koliforme og termotole-
rante koliforme bakterier brukes henholdsvis Norsk
Standard 4788 (3) og Norsk Standard 4792 (4). Drikke-
vannsforskriften (5) setter krav til mikrobiologiske ana-
lyser av drikkevann og beskriver bade omfanget av prg-
ver og anvendelse av dyrkingstemperatur. Den reviderte
forskriften (5) gjeldende fra 01.01.02 beskriver spesifik-
ke metoder for drikkevannanalysene. Disse skal anven-
des nar forvaltningsvedtak skal gjgres. Industrien og
vannverkseier star friere i valg av metoder for egenkon-
trollanalyser. Det er da opp til brukerne a velge en kvali-
tativ god metode til lavest mulig kostnad.

Fremstilling av standard vekstmedier for kimtall kre-
ver innveiing, autoklavering (sterilisering) og nedkjgling
for bakteriene stgpes inn i neringsagaren. Dette er ar-
beidskrevende og forutsetter ngye kontroll av tillaging av
medier og agartemperaturen fgr den brukes til innst@p-
ing. For fremstilling av medier til bruk for pavisning av
koliforme og termotolerante koliforme bakterier trengs
papasselig oppvarming av mediet og tilsetting av lite
holdbar rosolsyre opplgsning (m-FC agar). Petrifilm er
derimot ferdig til bruk, kommersielt tilgjengelige og har
lang holdbarhet. Petrifilm som metode til bakteriologisk
kontroll av n@ringsmidler er godkjent av offisielle va-
lideringsorganer som AOAC (6) (metode 73,242,1990 for
kimtall) og NMKL metodene 147 og 146 (7, 8) for hen-
holdsvis koliforme bakterier, Escherichia coli og kimtall.
Utover en semesteroppgave pd Hggskolen i Telemark (9)
har ingen beskrevet en sammenligning 1 bruk av tradisjo-
nelle metoder og Petrifilm for kimtallsanalyser av vann.
Hensikten med denne undersgkelsen har vert & vurdere
om Petrifilm kan vere et aktuelt alternativ til de tradisjo-
nelle kimtallsmetodene.

Det har vert brukt Petrifilm for pavisning av kolifor-
me bakterier og E. coli (Petrifilm 0604) i vann, men med
ulikt resultat (9, 10, 11). Fersk fekal forurensning i drik-
kevann uttrykkes best ved pavisning av indikatorbakteri-
en E. coli. Nylig har Petrifilm Select E. coli, som er be-
regnet for pavisning av E. coli i n@ringsmidler, kommet
pa markedet. Hensikten med var studie var & undersgke
om denne filmen kan gi raske og sikre analyser for pavis-
ning av E. coli i vann.

Materiale og metoder

Til drikkevannsanalysene ble det tatt ut 40 prgver fra for-
skjellige tappesteder til Bg vannverk. Fra Bg-clvas gvre
del ble det tatt ut 65 prgver av overflatevann fra tre loka-
liteter til kimtallsanalyser og 35 prgver for undersgkelse
av E. coli. En liter vann ble tatt ut pé sterile glassflasker
og brakt til laboratoriet og undersgkt innen en time.
Prgveflaskene ble rystet kraftig i cirka 1 minutt fgr ut-
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Diskusjon

Drikkevann skal ikke vaere kontaminert med fekale bak-
terier og skal sikres med to hygieniske barrierer som be-
skrevet 1 drikkevannsforskriften (5). Vi har i denne under-
sgkelsen valgt overflatevann fra Bg-elva, som har en va-
riabel mikrobiologisk kvalitet. Elva brukes som rdvanns-
kilde til drikkevann og renner ut i Norsjg, som brukes
som drikkevannskilde for en stgrre del av befolkningen i
Grenland. I Bg-elva overskrider kimtallet og antall indi-
katorbakterier oftest kravene satt i drikkevannsforskriften
(5). Tidligere undersgkelser har pavist potensielt patoge-
ne mikroorganismer i elvas gvre del selv om E. coli ikke
kunne pavises (12).

Bruk av Petrifilm er kostnadsbesparende i forhold til
tradisjonelle metoder nar arbeidskostnadene er tatt med
(13). Kostnadsforskjellene avhenger av antall analyser
og hvordan laboratorierutinene er lagt opp. Petrifilm kan
brukes direkte uten vesentlig forarbeid og noen form for
medietillaging. En rekke sammenlignende undersgkelser
av Petrifilm og tradisjonelle metoder er gjennomfgrt, og
metodene er funnet likeverdige nar det gjelder pavisning
av bakterier i nzringsmidler. Flere laboratorier utfgrer
akkrediterte analyser etter Petrifilm metodene (Norsk
Akkreditering). Valideringer av Petrifilm har gitt AOAC
(Association of Official Analytical Chemists) godkjen-
nelse (6).

Det kan tilsettes til 2,3,5-trifenyltetrarazolimklorid
(TTC) til kimtallsagar for & gi distinkte r@de kolonier. En
reduksjon av stoffet ved bakterievekst gir rgdfargede ko-
lonier som pa Petrifilm. Det er imidlertid ikke angitt en
slik tilsetning i mediene 1 Norsk Standard 4791 (1) eller
ISO standard 6222 (2). TTC virker hemmende pé enkel-
te bakterier, mens andre bakterier som for eksempel in-
testinale enterokokker er robuste. I vare analyser fra
overflatevann var sverming pé kimtallsagaren et problem
som gjorde at skdlene var vanskelige eller umulige a tol-
ke (Tabell 1). Tilsetningen av TTC i Petrifilm kan vere
en medvirkende arsak til at det ikke var sverming, og at
en fikk signifikante forskjeller pa resultatene i overflate-
vannet sammenlignet med kimtallsagar.

60 + S
50
40
&
-]
°
0
B 30
E
¥
20 A B - —
1 —
¥ T T L] 1
U 5 10 15 20 25 30
Petrifilm

Figur 3. Forholdet mellom antall kolonier pd kimtallsagar og
Petrifilm i overflatevann dyrket ved 36 °C i 24 timer.
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Figur 4. Forholdet mellom antall kolonier pa kimtallsagar og
Petrifilm i overflatevann ved 36 °C i 48 timer.

Tabell 1. Antall (%) prover med sverming pd kimtallsmediet og Petrifilm etter dyrking ved 22 °C i 48 timer og 72 timer og ved 36

°C dyrket i 24 timer, 48 timer og 72 timer.

Petrifilm Petrifilm Kimtall Kimtall
22 °C 36 °C 22 °C 36 °C
Vann n 48t 72t 24t 48 t 72t 48t 72t 24 t 48 t 72t
Overflatevann 65 0 0 0 0 0 2 5 6 11 21
(3,1%) (7,7%) (9,.2%) (17,0%) (32,3%)
Drikkevann 40 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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film Select E. coli og m-FC agar ved pavisning av E. co-
li. Petrifilm ga kolonier med noe ulik stgrrelse, men alle
koloniene var distinkte blagrgnne og enkle 4 lese av. Fa
har gjort undersgkelser med Petrifilm for a pavise E. coli
i vann. Den sveitsiske haren har gjort undersgkelser med
bruk av Petrifilm 0604 for & pavise koliforme bakterier
og E. coli i vann. De konkluderte med at metoden var
godt egnet for vannanalyser (10). Sa langt har ingen tes-
tet Petrifilm Select E. coli for direkte pavisning av
E. coli ivann.

I drikkevannsforskriften (5) er E. coli innarbeidet som
en parameter til erstatning for termotolerante koliforme
bakterier og presumptiv E. coli. Forskriften legger opp til
bruk av standardmetoder. Disse metodene skal imple-
menteres i overvaking og kontroll for forvaltningen. Vi
finner det imidlertid underlig at en foreslar spesielle defi-
nerte metoder i vannforskriften nér en kjenner til utvik-
lingen i hurtigdiagnostisering og arbeider som foregar
med a forbedre metodene for mikrobiologiske vannana-
lyser. Det medfgrer derfor en byrakratisk revisjon av for-
skriften om en metode skal kunne anvendes for offentlig
kontroll.

Vannverkseier og industrien har behov for Igpende
kontroll for raskest mulig a fa svar pa vannkvaliteten. De
vil ha nytte av metoder som Petrifilm hvor en sparer ar-
beid og utstyr som er ngdvendig for 4 utfgre de tradisjo-
nelle metodene.

Konklusjonene som kan trekkes, er at Petrifilm til
kimtallsanalyser og til pavisning av E. coli ved hjelp av
membranfiltreringsteknikk i drikkevann er et godt alter-
nativ til de tradisjonelle metodene. Petrifilm er raskere &
ta 1 bruk da den ikke krever noen tillaging; de er lette &
lese av og er rimelig i bruk. Det er enklere & l@re 4 bruke
Petrifilm enn de konvensjonelle metodene. Bruk av Petri-
film krever sma investeringer pa laboratoriet.

Etterord
Takk til Ragnhild Li for utmerket teknisk assistanse.

Summary

PETRIFILM™ AS AN ALTERNATIVE METHOD TO
DETECT BACTERIA FROM WATER

NS-EN ISO standard 6222 was compared with Petrifilm
for the detection and enumeration of microorganisms in
surface water and treated tap water. The incubation tem-
peratures used for total counts were 22 °C and 36 °C.
The growth on Petrifilm gave distinct, easy-to-read red
colonies on the total count film. The bacteria gave swar-
ming on total count agar sampied from surface water in
3.1 % and 7.7 % of the samples grown at 22 °C for 48
and 72 hours, respectively. The total count plates were
impossible to read. Growth at 36 °C resulted in compara-
ble percentages of 9.2 % and 17 % after 24 and 48 hours,
respectively. No swarming was seen on Petrifilm. There
were statistically significant differences between num-
bers counted on Petrifilm and total count agar from surfa-

Norsk Veterinertidsskrift 2002, 114, 10

ce water grown at 22 °C for 48 hours (n=65, p<0.001)
and 72 hours (n=65, p=0.001) and grown at 36 °C for 48
hours (n=65, p=0.0199). There was no significant diffe-
rence between bacteria counted on total count agar and
Petrifilm grown from treated tap-water. The difference
between the different growth media was of little practical
significance. Petrifilm should therefore be a suitable al-
ternative to the traditional methods. Fresh faecal conta-
mination can best be expressed by the occurrence of the
index bacteria Escherichia coli. Petrifilm Select E. coli
and m-FC agar as described in NS 4792 were used to
compare the detection of E. coli grown at 44 °C. Petri-
film Select E. coli was easy to use and gave distinct colo-
nies compared to m-FC agar. There was no significant
difference between the two methods with respect to
detecting E. coli (n=35, p=0.36). Petrifilm requires little
space, gives less waste and is less time consuming than
traditional methods, and therefore should be a good alter-
native,
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