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Au s t r a l i a n /N e w Z e a l a n d  S t a n d a r d
T M

W a t e r  m i c r o b i o l o g y

M e t h o d  1 5 :  E x a m i n a t i o n  f o r  Vibrio cholerae

P R E F A C E

T h i s  S t a n d a r d  w a s  p r e p a r e d  b y  t h e  J o i n t  S t a n d a r d s  A u s t r a l i a / S t a n d a r d s  N e w  Z e a l a n d

C o m m i t t e e  F T / 2 0 ,  W a t e r  M i c r o b i o l o g y ,  a s  p a r t  o f a  s e r i e s  o f m e t h o d s  fo r  t h e

m i c r o b i o l o g i c a l  e x a m i n a t i o n  o f w a t e r s  fo r  d o m e s t i c  a n d  i n d u s t r i a l  u s e .

T h i s  m e t h o d  i s  d e s i g n e d  t o  d e t e c t  Vi b ri o  c h o le ra e  i n  w a t e r  u s i n g  c o n v e n t i o n a l  c u l t u r e  b a s e d

t e c h n i q u e s .  T h e  e n u m e r a t i o n  o f t h i s  m i c r o o r g a n i s m  i s  n o t  n o r ma l l y  c a r r i e d  o u t  b e c a u s e  i t s

p r e s e n c e ,  i r r e s p e c t i v e  o f n u m b e r s ,  i s  s i g n i fi c a n t  fr o m  a  p u b l i c  h e a l t h  p o i n t  o f v i e w .

T h e  Vi b ri o  c h o l e ra e  s p e c i e s  i s  c o m p o s e d  o f n u m e r o u s  O - s e r o t y p e s .  T o x i n  p r o d u c i n g  s t r a i n s

o f t h e  O 1  s e r o t y p e  a r e  r e s p o n s i b l e  fo r  e p i d e m i c  c h o l e r a .  H o w e v e r ,  a n o t h e r  s e r o t y p e ,  O 1 3 9 ,

h a s  r e c e n t l y  b e e n  i d e n t i fi e d  a s  a n  e p i d e m i c  p r o d u c i n g  s t r a i n .  O t h e r  s t r a i n s  b e l o n g i n g  t o

d i ffe r e n t  s e r o t y p e s  ma y  c a u s e  s p o r a d i c  c a s e s  o f d i a r r h o e a l  i l l n e s s .  T h i s  m e t h o d  w i l l  d e t e c t

a l l  s t r a i n s  o f Vi b ri o  c h o l e ra e  a n d  a l l o w  i d e n t i fi c a t i o n  o f t h e  c h o l e r a  e p i d e m i c  p r o d u c i n g  O 1

a n d  O 1 3 9  s e r o t y p e s .  I t  s h o u l d  b e  e m p h a s i s e d  t h a t  t h e  fi n d i n g  o f Vi b ri o  c h o l e ra e  O 1  o r

O 1 3 9  i n  a  w a t e r  s a mp l e  w o u l d  n e c e s s i t a t e  t h e  p r o m p t  n o t i fi c a t i o n  o f t h e  r e l e v a n t  h e a l t h

a u t h o r i t y .

T h e  d e v e l o p m e n t  a n d  a v a i l a b i l i t y  o f P C R  s y s t e m s  fo r  t h e  d e t e c t i o n  a n d  i d e n t i fi c a t i o n  o f

v i b r i o  ma y  l e a d  t o  t h e  u s e  o f a  s t a n d a r d i z e d  P C R  t e c h n i q u e  a s  a n  a d j u n c t  t o  t h i s  m e t h o d .

T h e s e  t e s t s  w o u l d  n o t  b e  w i t h i n  t h e  c a p a b i l i t y  o f a n  o t h e r w i s e  w e l l - e q u i p p e d

m i c r o b i o l o g i c a l  l a b o r a t o r y  a n d  a r e  n o t  i n c l u d e d  i n  t h i s  S t a n d a r d .  L a b o r a t o r i e s  t h a t  c a n n o t

p e r fo r m t h e s e  s p e c i a l i z e d  t e s t s  s h o u l d  c o n s u l t  a  l a b o r a t o r y  w i t h  t h e  n e c e s s a r y  fa c i l i t i e s  i f

fu r t h e r  t e s t i n g ,  b e y o n d  t h e  s c o p e  o f t h i s  S t a n d a r d ,  i s  r e q u i r e d  t o  e s t a b l i s h  t h e  i d e n t i t y  o f a n

o r g a n i s m i s o l a t e d  b y  t h i s  m e t h o d .

T h e  t e r m ‘ i n fo r ma t i v e ’  h a s  b e e n  u s e d  i n  t h i s  S t a n d a r d  t o  d e fi n e  t h e  a p p l i c a t i o n  o f t h e

a p p e n d i x  t o  w h i c h  i t  a p p l i e s .  A n  ‘ i n fo r ma t i v e ’  a p p e n d i x  i s  o n l y  fo r  i n fo r ma t i o n  a n d

g u i d a n c e .

M E T H O D

1    S C O PE

T h i s  S t a n d a r d  s e t s  o u t  a  m e t h o d  fo r  d e t e c t i n g  Vi b ri o  c h o l e ra e  i n  w a t e r  u s i n g  c u l t u r e  i n

e n r i c h m e n t  b r o t h  a n d  o n  s e l e c t i v e  a g a r  m e d i a .

N O T E S :

1 A  fl o w  d i a g r a m  o f t h e  p r o c e d u r e  i s  s h o w n  i n  A p p e n d i x  A .

2 T h i s  m e t h o d  i s  s u i t a b l e  fo r  t h e  i s o l a t i o n  o f o t h e r  V i b r i o  s p e c i e s  b e s i d e s  V.  c h o l e ra e .
H o w e v e r ,  t h e  N a C l  c o n c e n t r a t i o n  i n  t h e  e n r i c h m e n t  b r o t h  s h o u l d  b e  i n c r e a s e d  t o  1 % .
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2    P R I N C I P L E

Vi b ri o  c h o l e ra e  i s  t o l e r a n t  o f a l ka l i n e  c o n d i t i o n s  a n d  w i l l  g r o w  r a p i d l y  i n  s i m p l e  p e p t o n e

w a t e r  a t  a n  a l ka l i n e  p H  a n d  w i t h  0 . 5 %  s o d i u m  c h l o r i d e .  T h e  w a t e r  s a mp l e  i s  e n r i c h e d  i n

a l ka l i n e  p e p t o n e  w a t e r  a n d  p l a t e d  o n t o  t h i o s u l p h a t e  c i t r a t e  b i l e  s a l t  s u c r o s e  a g a r .  T y p i c a l

c o l o n i e s  a r e  c o n fi r m e d  a s  V.  c h o l e ra e  b y  b i o c h e m i c a l  t e s t s .  T h e  s e r o t y p e s  r e s p o n s i b l e  fo r

e p i d e m i c  c h o l e r a ,  O 1  a n d  O 1 3 9 ,  a r e  i d e n t i fi e d  b y  s l i d e  a g g l u t i n a t i o n  w i t h  s p e c i fi c  a n t i s e r a .

3    C U L T U R E  M E D I A ,  R E A G E N T S  A N D  R E F E R E N C E  C U L T U R E S

3 . 1    C u l t u r e  m e d i a

3 . 1 . 1    A l ka l i n e  p e p to n e  w a te r ( A PW)

3 . 1 . 2    Th i o s u l p h a te  c i tra te  b i l e  s a lt s u c r o s e  a g a r ( TCB S )

3 . 1 . 3    Nu tri e n t a g a r

3 . 1 . 4    3 %  Na Cl  try p to n e  w a t e r ( 3 %  Na Cl  TW)

3 . 1 . 5    0 %  Na Cl  try p to n e  w a t e r ( 0 %  Na Cl  TW)

3 . 1 . 6    Try p to n e  w a t e r

3 . 1 . 7    B u ffe r e d g lu c o s e  b ro th

3 . 1 . 8    A rg i n i n e  di h y dro l a s e  b ro th

3 . 1 . 9    L y s i n e  de c a r b o x y l a s e  b ro th

3 . 1 . 1 0    O rn i th i n e  de c a rb o xy l a s e  b ro th

3 . 1 . 1 1    Co n tro l de c a rb o x y l a s e  b ro th

3 . 1 . 1 2    G lu c o s e  fe r m e n t a ti o n  b ro th

3 . 1 . 1 3    A ra b i n o s e  fe rm e n ta ti o n  b ro th

3 . 1 . 1 4    Ce l lo b i o s e  fe rm e n ta ti o n  b r o th

3 . 1 . 1 5    L a c to s e  fe rm e n ta ti o n  b ro th

3 . 1 . 1 6    Ma lto s e ferme nta tio n b ro th

3 . 1 . 1 7    Ma n n i to l  fe r m e n t a ti o n  b ro th

3 . 1 . 1 8    S a l i c i n  fe r m e n t a ti o n  b ro th

3 . 1 . 1 9    S u c ro s e  fe r m e n ta ti o n  b ro th

3 . 1 . 2 0    Ni tra te  re du c ti o n  b ro th

3 . 1 . 2 1    O - n i tro p h e n y l-β- D - g a l a c to p y ra n o s i de  b ro th  ( O NPG )

3 . 1 . 2 2    8 %  Na Cl  try p to n e  wa t e r

3 . 2    R e a g e n t s

3 . 2 . 1    Ko v a c s ’  o x i da s e  re a g e n t

3 . 2 . 2    Ko v a c s ’  i n do l e  re a g e n t

3 . 2 . 3    5%  alph a n ap hth o l in etha no l

3 . 2 . 4    4 0 %  KO H

3 . 2 . 5    Ni tra te  re a g e n t A  ( 0 . 8 %  w/v  s u l p h a n i li c  a c i d i n  5 N a c e ti c  a c i d)

3 . 2 . 6    Ni tra te  re a g e n t B  ( 0 . 6 %  v /v  N, N -  D i m e th ly - 1 - n a p h th y l a m i n e  i n  5 N a c e ti c  a c i d)

N O T E :  C o m p o s i t i o n  a n d  p r e p a r a t i o n  o f c u l t u r e  m e d i a  a n d  r e a g e n t s  a r e  g i v e n  i n  A p p e n d i x  B .
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3 . 3    R e fe r e n c e  c u l t u r e s

3 . 3 . 1    Po s i ti v e  c u l tu r e

P o s i t i v e  c u l t u r e  t o  b e  u s e d  s h a l l  b e  Vi b ri o  c h o l e ra e  n o n - O 1  N C T C  4 7 1 1 ,  A T C C  1 4 7 3 0 ,

A C M  2 9 3 4 .  T h i s  c u l t u r e  w i l l  b i o c h e m i c a l l y  c o n fi r m a s  V.  c h o l e ra e  b u t  d o e s  n o t  a g g l u t i n a t e

w i t h  V. c h o l e ra e  O 1  a n t i s e r u m .

N O T E :  N Z R M  d o e s  n o t  c o n t a i n  a n  e q u i v a l e n t  c u l t u r e .

3 . 3 . 2    Ne g a ti v e  c u l tu re

N e g a t i v e  c u l t u r e  t o  b e  u s e d  s h a l l  b e  Vi b ri o  flu v i a l i s  N C T C  1 1 2 1 8 ,  A C M  2 9 4 4 ,

N Z R M  2 6 0 5 .  T h i s  c u l t u r e  i s  a  h a l o p h i l l i c  V i b r i o  w h i c h  d o e s  n o t  b i o c h e m i c a l l y  i d e n t i fy  a s

V.  c h o l e ra e ,  e i t h e r  w i t h  t h e  p r e s u m p t i v e  o r  c o n fi r m a t o r y  t e s t s .

3 . 3 . 3    Us e  o f re fe re n c e  c u l tu re s

W h e n  t e s t i n g  a  s a mp l e  o f w a t e r  b y  t h i s  s t a n d a r d  m e t h o d ,  c u l t u r e s  o f t h e  p o s i t i v e  ( 3 . 3 . 1 )  a n d

n e g a t i v e  ( 3 . 3 . 2 )  r e fe r e n c e  c u l t u r e s  s h a l l  b e  s u b m i t t e d  t o  t h e  t e s t  p r o c e d u r e s  a t  t h e  s a m e  t i m e

t o  d e m o n s t r a t e  a n d  e n s u r e  t h a t  t y p i c a l  p o s i t i v e  a n d  n e g a t i v e  g r o w t h  c h a r a c t e r i s t i c s  a n d  t e s t

r e a c t i o n s  a r e  e x h i b i t e d  b y  t h e  r e s p e c t i v e  r e fe r e n c e  m i c r o o r g a n i s m s .

N O T E S :

1 N C T C — N a t i o n a l  C o l l e c t i o n  o f T y p e  C u l t u r e s

A T C C — A m e r i c a n  T yp e  C u l t u r e  C o l l e c t i o n

A C M — A u s t r a l i a n  C o l l e c t i o n  o f M i c r o o r g a n i s m s

N Z R M — N e w  Z e a l a n d  R e fe r e n c e  C u l t u r e  C o l l e c t i o n  ( M e d i c a l  S e c t i o n )

2 T h e s e  c u l t u r e s  a r e  o b t a i n a b l e  fr o m  t h e  fo l l o w i n g  l a b o r a t o r i e s :

I n  A u s t r a l i a :

A u s t r a l i a n  C o l l e c t i o n  o f M i c r o o r g a n i s m s  ( A C M )

D e p a r t m e n t  o f M i c r o b i o l o g y

T h e  U n i v e r s i t y o f Q u e e n s l a n d

B R I S B A N E  Q L D  4 0 7 2

I n  N e w  Z e a l a n d :

N e w  Z e a l a n d  R e fe r e n c e  C u l t u r e  C o l l e c t i o n  ( M e d i c a l  S e c t i o n )  ( N Z R M )

E S R  K e n e p u r u  S c i e n c e  C e n t r e

K e n e p u r u  D r i v e

P o r i r u a

4    S A M PL E S

4 . 1    S a m p l e  v o l u m e

T h e  s a mp l e  v o l u m e  m a y  v a r y  a c c o r d i n g  t o  t h e  s o u r c e  a n d  l e v e l  o f s e n s i t i v i t y  d e s i r e d ,

h o w e v e r  a  1  L  s a mp l e  i s  r e c o m m e n d e d  fo r  m o s t  i n v e s t i g a t i o n s .

4 . 2    C o n c e n t r a t i o n  t e c h n i q u e s

4 . 2 . 1    Mo o re  s w a b

T h i s  i s  t h e  c l a s s i c a l  m e t h o d  o f c o n c e n t r a t i n g  p a t h o g e n s  a n d  t r a c i n g  t h e i r  o r i g i n  i n  a  w a t e r  o r

w a s t e  w a t e r  s y s t e m .  S t e r i l e  g a u z e  s w a b s  m a d e  w i t h  a b s o r b e n t  c o t t o n  a r e  s u i t a b l y  a n c h o r e d

i n  t h e  w a t e r  t o  b e  t e s t e d .  A ft e r  t w o  d a y s  t h e  s w a b s  w i t h  e n t r a p p e d  w a t e r  a r e  c o l l e c t e d  i n  a

s t e r i l e  j a r .
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4 . 2 . 2    Me m b ra n e  fi ltra ti o n

S a mp l e s  t r e a t e d  i n  t h i s  ma n n e r  mu s t  b e  l o w  i n  t u r b i d i t y  s o  t h a t  w a t e r  fl o w  t h r o u g h  t h e

m e m b r a n e  i s  n o t  s e r i o u s l y  i m p e d e d .  H o w e v e r ,  t h e  a d d i t i o n  o f s t e r i l e  d i a t o m a c e o u s  e a r t h  t o

t u r b i d  s a mp l e s  ma y  a l l o w  t h e m t o  b e  s u c c e s s fu l l y  m e m b r a n e  fi l t e r e d .  T h e  s a mp l e s  a r e

fi l t e r e d  t h r o u g h  m e m b r a n e s  o f 0 . 4 5  μm  a v e r a g e  p o r o s i t y .

5    P R O C E D U R E

5 . 1    E n r i c h m e n t

T h e  p r o c e d u r e  fo r  e n r i c h m e n t  i n  A P W  s h a l l  b e  a s  fo l l o w s :

( a ) T h e  v o l u m e  a n d  s t r e n g t h  o f A P W  u s e d  d e p e n d s  o n  t h e  s a m p l e  t y p e  o r  s a m p l e

p r e t r e a t m e n t .

( i ) Me m b ra n e  fi lte r   P l a c e  m e m b r a n e  fi l t e r s  i n  A P W .

( i i ) Tu rb i d wa t e r   A d d  s a m p l e  t o  a n  e q u a l  v o l u m e  o f d o u b l e  s t r e n g t h  A P W .

( i i i ) Mo o re  s w a b    P l a c e  t h e  M o o r e  s w a b  i n  A P W  a t  a  1 : 1  w e i g h t / v o l u m e  r a t i o .

N O T E :  I t  i s  d e s i r a b l e  t h a t  t h e  c o n t a i n e r s  u s e d  fo r  t h e  A P W  e n r i c h m e n t s  a r e  s u c h  t h a t

t h e r e  i s  a  r e a s o n a b l y  l a r g e  l i q u i d  s u r fa c e  a r e a .  T h i s  e n s u r e s  a  l a r g e  v o l u m e  o f

o x y g e n a t e d  m e d i u m  w h e r e  t h e  g r o w t h  o f V.  c h o l e ra e  i s  e n h a n c e d .

( b ) I n c u b a t e  t h e  A P W  c u l t u r e  a t  3 6  ± 2°C .  A t  6 – 8  h o u r s  s u b c u l t u r e  1  m L  fr o m  t h e  s u r fa c e

o f t h e  A P W  i n t o  1 0  m L  A P W .  T h i s  i s  t h e  s e c o n d  A P W  c u l t u r e .

( c ) I n c u b a t e  b o t h  A P W  c u l t u r e s  o v e r n i g h t  a t  3 6  ± 2°C  s u c h  t h a t  t h e  fi r s t  A P W  c u l t u r e  i s

i n c u b a t e d  fo r  n o  l o n g e r  t h a n  2 4  h o u r s  a n d  s e c o n d  A P W  c u l t u r e  i n c u b a t e d  fo r  1 6  t o  1 8

h o u r s .

5 . 2    S e l e c t i v e  a g a r  c u l t u r e s

T h e  i s o l a t i o n  p r o c e d u r e  u s i n g  T C B S  a s  t h e  s e l e c t i v e  m e d i u m  s h a l l  b e  a s  fo l l o w s :

( a ) I n o c u l a t e  a  p l a t e  o f T C B S  w i t h  o n e  o r  t w o  d r o p s  t a ke n  fr o m  t h e  s u r fa c e  o f t h e  fi r s t

A P W  c u l t u r e  a ft e r  6 – 8  h o u r s  i n c u b a t i o n .  S t r e a k o u t  fo r  i s o l a t e d  c o l o n i e s .

( b ) I n o c u l a t e  p l a t e s  o f T C B S  w i t h  o n e  o r  t w o  d r o p s  t a ke n  fr o m t h e  s u r fa c e  o f e a c h  o f t h e

fi r s t  a n d  s e c o n d  A P W  c u l t u r e s  a ft e r  o v e r n i g h t  i n c u b a t i o n  ( 1 6  t o  2 4  h o u r s ) .  S t r e a k o u t

fo r  i s o l a t e d  c o l o n i e s .

( c ) I n c u b a t e  t h e  T C B S  p l a t e s  a t  3 6  ± 2°C  fo r  1 6 – 2 4  h o u r s .

( d ) E x a m i n e  t h e  p l a t e s  fo r  t y p i c a l  Vi b ri o  c h o l e ra e  c o l o n i e s .  T y p i c a l  c o l o n i e s  a r e  s m o o t h

a n d  y e l l o w .

5 . 3    P r e s u m p t i v e  i d e n t i fi c a t i o n  o f Vi b ri o  c h o l e ra e

V.  c h o l e ra e  s h a l l  b e  i d e n t i fi e d  t o  a  p r e s u m p t i v e  s t a g e  a s  fo l l o w s :

( a ) S e l e c t  a t  l e a s t  t w o  c o l o n i e s  o f e a c h  c o l o n y  t y p e  t y p i c a l  o f V.  c h o le ra e  a n d  s u b c u l t u r e

t o  a  3 %  N a C l  T W .  I n c u b a t e  a t  3 6  ± 2°C .

( b ) A ft e r  4  h o u r s ,  i n o c u l a t e  a  0 %  N a C l  T W  a n d  a  n u t r i e n t  a g a r  p l a t e .

N O T E :  0 %  N a C 1  T W  i s  n o t  s t r i c t l y s a l t  fr e e ,  a s  i t  m a y c o n t a i n  o t h e r  s a l t s ,  b o t h  o r g a n i c  a n d

i n o r g a n i c ,  a s  w e l l  a s  t r a c e  a m o u n t s  o f N a C l ,  d u e  t o  t h e  c h e m i c a l  c o m p o s i t i o n  o f T r yp t o n e .

H o w e v e r , t h i s  d o e s  n o t  a ffe c t  t h e  p e r fo r m a n c e  o f t h i s  m e d i u m .

( c ) A ft e r  o v e r n i g h t  i n c u b a t i o n  p e r fo r m a n  o x i d a s e  t e s t  fr o m  t h e  n u t r i e n t  a g a r  p l a t e  a n d

c h e c k t h e  s a m e  p l a t e  fo r  p u r i t y .  P r e s u m p t i v e  V.  c h o l e ra e  i s  o x i d a s e  p o s i t i v e  a n d

s h o w s  g r o w t h  i n  t h e  0 %  N a C l  T W .

N O T E :  A e ro m o n a s  s p p .  c a p a b l e  o f g r o w i n g  o n  T C B S  m a y p r e s u m p t i v e l y  m i s i d e n t i fy  a s

V.  c h o l e ra e .
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5 . 4    C o n fi r m a t i o n  o f Vi b ri o  c h o le r a e

V. c h o le ra e  ma y  b e  c o n fi r m e d  b i o c h e m i c a l l y  a n d  s e r o l o g i c a l l y  c h a r a c t e r i z e d  a s  fo l l o w s :

( a ) I f t h e  p u r p o s e  o f t h e  i n v e s t i g a t i o n  i s  t o  i d e n t i fy  t h e  s e r o t y p e s  o f V.  c h o l e ra e

r e s p o n s i b l e  fo r  e p i d e m i c  c h o l e r a ,  s l i d e  a g g l u t i n a t i o n  u s i n g  O 1  a n d  O 1 3 9  s p e c i fi c

a n t i s e r a  a n d  a  fo r m o l  s a l i n e  s u s p e n s i o n  p r e p a r e d  fr o m  t h e  n u t r i e n t  a g a r  p l a t e  c a n  b e

p e r fo r m e d .  I s o l a t e s  t h a t  a g g l u t i n a t e  w i t h  O 1  a n t i s e r u m  ma y  b e  fu r t h e r  s u b t y p e d  w i t h

O g a w a  a n d  I n a b a  a n t i s e r a .

N O T E S :

1 T h e  s p e c i e s  V.  c h o l e ra e  c o m p r i s e s  n u m e r o u s  O - s e r o t y p e s .  S e r o t y p e s  o t h e r  t h a n  O 1  a r e

c o n v e n t i o n a l l y  r e fe r r e d  t o  a s  V.  c h o l e ra e  n o n - O 1 .  H o w e v e r ,  t h i s  c o n v e n t i o n  d o e s  n o t

a c c o m m o d a t e  t h e  e m e r g e n c e  o f t h e  e p i d e m i o l o g i c a l l y s i g n i fi c a n t  O 1 3 9  s e r o t y p e .

2 I t  i s  r e c o m m e n d e d  t h a t  a l l  i s o l a t e s  o f V  c h o l e ra e  b e  t e s t e d  w i t h  O 1  a n t i s e r u m .  C u l t u r e s

s h o u l d  b e  s e n t  t o  a  r e fe r e n c e  l a b o r a t o r y i f t h i s  a n t i s e r u m  i s  n o t  h e l d  i n  t h e  t e s t i n g

l a b o r a t o r y.

( b ) F r o m t h e  3 %  N a C l  T W  c u l t u r e  i n o c u l a t e  t h e  b i o c h e m i c a l  t e s t s  l i s t e d  i n  T a b l e  1 .

I n c u b a t e  a t  3 6  ± 2°C  fo r  4 8 ± 2  h o u r s .

N O T E :  A l l  t h e  b i o c h e m i c a l  t e s t s ,  e x c e p t  V o g e s - P r o s k a u e r ,  A r g i n i n e  D i h yd r o l a s e ,  L y s i n e

D e c a r b o x y l a s e ,  O r n i t h i n e  D e c a r b o x y l a s e  a n d  N i t r a t e ,  c a n  b e  r e a d  a ft e r  2 4  h o u r s  i n c u b a t i o n ,  i f

d e s i r e d .

( c ) A ft e r  t h e  a d d i t i o n  o f t h e  r e q u i r e d  r e a g e n t s  t o  t h e  i n d o l e ,  V o g e s - P r o s ka u e r  a n d  n i t r a t e

t e s t s ,  t h e  b i o c h e m i c a l  t e s t s  a r e  r e a d  a n d  t h e  r e s u l t s  c o m p a r e d  w i t h  t h e  e x p e c t e d

r e s u l t s  g i v e n  i n  T a b l e  1 .  I s o l a t e s  t h a t  p r o d u c e  r e s u l t s  i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  e x p e c t e d

r e s u l t s  a r e  c o n fi r m e d  a s  V.  c h o l e ra e .

N O T E S :

1 I n s t r u c t i o n s  o n  p e r fo r m i n g  t h e  i n d o l e ,  V o g e s - P r o s k a u e r  a n d  n i t r a t e  r e d u c t i o n  t e s t s  a r e

g i v e n  i n  A p p e n d i x  C .

2 A t y p i c a l  t e s t  r e s u l t s  m a y  o c c u r  a n d  a d d i t i o n a l  t e s t s  a n d  i n fo r m a t i o n  c a n  b e  fo u n d  i n

r e fe r e n c e s  [ 1 ]  a n d  [ 3 ]  ( s e e  C l a u s e  8 ) .

3 F u r t h er  t e s t s  a l l o w  c l a s s i fi c a t i o n  o f V.   c h o l e ra e  O 1  i s o l a t e s  a s  E l t o r  o r  c l a s s i c a l  b i o t y p e s .

H o w e v e r ,  t h e s e  t e s t s  a r e  n o r m a l l y c a r r i e d  o u t  i n  s p e c i a l i z e d  r e fe r e n c e  l a b o r a t o r i e s  a n d  a r e

b e y o n d  t h e  s c o p e  o f t h i s  S t a n d a r d .

4 V.  c h o l e ra e  i s  i n c l u d e d  i n  t h e  d a t a b a s e s  o f s e v e r a l  c o m m e r c i a l  i d e n t i fi c a t i o n  s y s t e m s .

T h e s e  s y s t e m s  a r e  a n  a c c e p t a b l e  a l t e r n a t i v e  t o  c o n v e n t i o n a l  t e s t s  p r o v i d e d  d o c u m e n t a t i o n

i s  a v a i l a b l e  t h a t  d e m o n s t r a t e s  t h e i r  r e l i a b i l i t y fo r  i d e n t i fy i n g  b o t h  c l i n i c a l  a n d

e n v i r o n m e n t a l  s t r a i n s  o f V.  c h o l e ra e .

5 V i b r i o  i s o l a t e s  o f u n c e r t a i n  i d e n t i fi c a t i o n ,  b i o c h e m i c a l  o r  s e r o l o g i c a l ,  s h o u l d  b e  s e n t  t o  a

R e fe r e n c e  L a b o r a t o r y.

I n  A u s t r a l i a

M e l b o u r n e  D i a g n o s t i c  U n i t

U n i v e r s i t y o f M e l b o u r n e

P A R K V I L L E  V I C  3 0 5 2

P u b l i c  H e a l t h  M i c r o b i o l o g y

Q u e e n s l a n d  H e a l t h  S c i e n t i fi c  S e r v i c e s

3 9  K e s s e l s  R o a d

C O O P E R S  P L A I N S  Q L D  4 1 0 8

I n  N e w  Z e a l a n d

E S R  K e n e p u r u  S c i e n c e  C e n t r e

K e n e p u r u  D r i v e

P O R I R U A

6 I f d i ffe r e n t  m e d i a  fo r m u l a t i o n s  a r e  u s e d  t h a n  t h o s e  g i v e n  i n  A p p e n d i x  B ,  t h en  t h e  n e g a t i v e

a n d  p o s i t i v e  r e a c t i o n s  i n d i c a t e d  i n  T a b l e  1  m a y  n o t  b e  t h e  s a m e .
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6    T E S T  R E PO R T

T h e  r e p o r t  s h a l l  c o n t a i n  t h e  fo l l o w i n g  i n fo r m a t i o n :

( a ) R e fe r e n c e  t o  t h i s  A u s t r a l i a n / N e w  Z e a l a n d  S t a n d a r d ,  i . e .  A S / N Z S  4 2 7 6 . 1 5 .

( b ) A l l  d e t a i l s  n e c e s s a r y  fo r  c o m p l e t e  i d e n t i fi c a t i o n  o f t h e  s a m p l e .

( c ) D a t e s  o f s a mp l e  c o l l e c t i o n ,  r e c e i p t  a n d  t e s t  c o m m e n c e m e n t .

( d ) T h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f p r e s u m p t i v e  o r  c o n fi r me d  Vi b ri o  c h o le r a e  i n  t h e  s a m p l e

v o l u m e  o r  M o o r e  s w a b  t e s t e d .

( e ) T h e  s e r o t y p e  o f t h e  i s o l a t e ( s )  i f t h i s  w a s  d e t e r m i n e d .  T h a t  i s ,  Vi b ri o  c h o l e ra e  O 1 ,

n o n - O 1  o r  O 1 3 9 .  I f s e r o t y p i n g  h a s  n o t  b e e n  c a r r i e d  o u t  t h i s  i s  s t a t e d  i n  t h e  r e p o r t .

( f) A n y  c i r c u m s t a n c e s  o r  c o n d i t i o n s  w h i c h  m a y  h a v e  i n fl u e n c e d  t h e  r e s u l t .
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