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Forord

Foreliggande delrapport har syftet att redovisa den forsta delen av projektet "Biologiska
véxtskyddsmedel - vitalitetsundersokning”. I denna forsta studie har vitaliteten studerats hos
preparaten Botanigard ES, Botanigard WP och Preferal WG.

Jordbruksverket har finansierat arbetet, som bedrivits vid omrade Jordbruk- odlingssystem,
teknik och produktkvalitet vid SLU Alnarp. SLU har utfort viss del av vitalitetstesterna och
statt for resultatsammanstallning, analys och rapportering. Parallellt har externa
analyslaboratorier anlitats for att utfora vitalitetstest med vissa prov.

Arbetet med vitalitetstest av biologiska vaxtskyddsmedel kommer att fortsétta under varen
2009 genom ett nytt delprojekt som finansieras av Partnerskap Alnarp. Projektet kommer att
omfatta en utvidgad studie med fler preparat.

Alnarp i februari 2009
Jan Erik Mattsson, Omradeschef Jordbruk - odlingssystem, teknik och produktkvalitet, SLU
Alnarp






Sammanfattning

Biologiska vaxtskyddsmedel har en viktig position i produktion av tradgardsprodukter,
eftersom de ger en liten paverkan pa den omgivande miljon samt motverkar uppkomsten av
resistens hos skadegdrare mot kemiska véxtskyddsmedel. Dessa preparat 6kar sin anvandning
i prydnadsvéxt-, bar- och gronsaksproduktion och har ocksa ett berattigande i
jordbruksgrodor, aven om de ar mycket séllan forekommande dar idag. Produkterna
innehaller aktiva mikroorganismer baserade pa exempelvis bakterier eller sporer av
insektspatogena svampar. Det anvands &ven mikroorganismer for att bekdmpa
svampsjukdomar. Eftersom biologiska vaxtskyddsmedel &r levande organismer kan en del
faktorer paverka slutresultatet efter sprutning. Det kan vara frdgan om preparatets alder,
lagring, anvandningsmetod, spridningsutrustning m.m. Variationer férekommer dessutom i
den biologiska tillverkningsprocessen, nagot som kan medféra skillnader mellan olika
batcher, tillverkningsomgangar.

Projektets syfte har varit att pa ett objektivt satt undersoka hur olika faktorer paverkar
vitaliteten hos ett par av de vanligaste biologiska vaxtskyddsmedlen. Malsattningen har ocksa
varit att finna en tillforlitlig metod for att bedoma vitaliteten hos preparaten. Prov av tva olika
preparat Botanigard ES och Preferal WG har skickats till fyra olika laboratorier i Sverige,
Norge och Danmark. Varje laboratorium erhdll identiska prover. Av varje preparat skickades
prov fran tva olika batcher, plus ett blandprov med kurant och avdddat prov i
viktsforhallandet 50:50. SLU har forutom vitalitetstest av samma prov som de externa
laboratorierna, dessutom testat ett pulverpreparat av Botanigard, samt prov fran ytterligare en
batch av Botanigard ES.

Studien visar att det férekommer stora variationer i analysresultat mellan laboratorier,
analystillfallen och replikat. Skillnader mellan prov av kurant produkt och prov med
inblandning av avdddat material framgar inte tydligt i de stora variationerna. Vissa
laboratorier har fatt ovantat hoga resultat, dar tillvaxten har varit hogre an vad leverantoren
angett. Aven SLU har i enstaka spadningar i en spadningsserie fatt liknande resultat. Detta
vacker fragan om skillnaden i resultat beror pa svarigheten att mata upp och applicera ett
homogent prov. Andra fragor som kommit fram ar inverkan pa resultatet av vattnets
temperatur och pH, omrorning vid provpreparering, inkubationsforhallanden som temperatur,
ljustillgang och luftfuktighet, samt lagringstid och lagringsférhallanden.

De stora variationerna i resultat, dven fran professionella laboratorier, dominerar
helhetsbilden och paverkar dessutom mojligheterna att utfora palitliga studier av olika
tankbara yttre parametrar. Slutsatsen ar att det finns flera fragor som maste utredas, innan det
gar att anvisa en enkel, tillforlitlig vitalitetstest av biologiska véaxtskyddsmedel.
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1. Inledning

1.1 Bakgrund

Biologiska vaxtskyddsmedel har en viktig position i produktion av tradgardsprodukter,
eftersom de ger en liten paverkan pa den omgivande miljon samt motverkar resistens mot
kemiska vaxtskyddsmedel (SJV, www; Nedstam, pers inf). Ett antal sadana véaxtskyddsmedel
ar registrerade och anvands oftast i vaxthusproduktion.

Dessa preparat 6kar sin anvandning i bar- och gronsaksproduktion och har ocksa ett
berattigande i jordbruksgrddor, dven om de &r mycket sallan forekommande dar idag.
Produkterna innehaller aktiva mikroorganismer. De kan vara baserade pa bakterier sdsom
Bacilllus thuringiensis och Streptomyces griseoviridis. Andra kan vara baserade pa sporer av
insektspatogena svampar som Beauveria bassiana och Verticillium levanii. Det anvénds dven
virus och svampar, t.ex. Trichoderma ssp. for att bekdmpa svampsjukdomar. Preparaten kan
ocksa innehalla olika tillsatser for optimering av formulering och spridningsegenskaper.

Krav pa en vetenskaplig dokumentation av preparatens biologiska effekt ligger till grund for
godkannande och borde inte behdva ifragasattas. Det finns emellertid alltid en risk for att en
del faktorer ur verkligheten kan paverka slutresultatet efter sprutning, eftersom biologiska
vaxtskyddsmedel ar levande organismer. Man kan namna preparatets alder, lagring,
anvandningsmetod, spridningsutrustning, kontaminering, m.m. Variationer forekommer
dessutom i den biologiska tillverkningsprocessen, nagot som kan medféra skillnader mellan
olika batcher, tillverkningsomgangar.

Inom tradgardsnaringen rader det delade meningar om dessa véxtskyddsmedels effekt. Enligt
en intervjuundersokning om véxtskyddsmedlet BotaniGard, gjord 2008 av Klara Lofkvist, har
man bland julstjarneodlare en positiv installning till preparatet, men ar oséker pa effekten
(SJV 2008). Den biologiska bekampningen anvands frekvent, men i manga fall sker en
kompletterande kemisk bekampning. Variationer i vitalitet hos biologiska véxtskyddsmedel
har ocksa tidigare redovisats (Danmarks Miljostyrelse 2005). | samband med
bekdmpningsforsok vid SLU med BotaniGard mot mjélldss, gjordes inledande
vitalitetsundersokningar under hosten 2008. Dessa gav resultat med stora avvikelser mot
forvantat resultat, nagot som ledde till diskussioner om forvantad effekt av biologiska
vaxtskyddsmedel. (Svensson et al. 2008)

1.2 Syfte och mal

Projektets syfte har varit att pa ett objektivt satt undersoka hur olika faktorer paverkar
vitaliteten hos ett par av de vanligaste biologiska véaxtskyddsmedlen. Malsattningen har ocksa
varit att finna en tillférlitlig metod for att beddma vitaliteten hos preparaten.

1.3 Materiel och metoder

Prov av tva olika preparat Botanigard ES och Preferal WG, har skickats till fyra olika
laboratorier i Sverige, Norge och Danmark. Varje laboratorium erhdll identiska prover. Av
varje preparat skickades prov fran tva olika batcher, plus ett blandprov med kurant och
avdodat prov i viktsforhallandet 50:50. Totalt antal skickade prov var 24 st.



SLU* har sjalv analyserat de b&da preparaten och da 3 prov av varje enligt ovan. SLU har
dessutom analyserat ytterligare ett antal varianter. Totalt antal prov var 8 st.

1.3.1 Preparat

Vitalitetstest har utforts for Botanigard ES (emulsion), Botanigard WP (pulver) samt Preferal
WG (granulat), se Tabell 1.

Tva olika batcher av Botanigard har analyserats bade av externa laboratorier och av SLU. Den
ena produkten hade bést-fore-datum 31/7-08 (nedan kallad gammal) och den andra hade ett
bést-fore-datum 31/1-09 (nedan kallad ny). SLU har dessutom analyserat ytterligare en batch
med bast-fore-datum 30/4-09 (nedan kallad B09). Av Botanigard WP (nedan kallad B4) har
endast en batch analyserats och endast av SLU.

Aven av Preferal har tva olika batcher analyserats, bade internt och externt. Den ena erhélls
fran ett vaxthusforetag och var inkdpt under varen 2008 (nedan kallad gammal) och den andra
kdptes in av SLU 27/8-08 (nedan kallad ny).

Tabell 1 Forvantat innehall i kuranta produkter

Preparat Innehall Entomopatogen svamp
Botanigard ES 2 x 10" CFU/mI emulsion Beauveria bassiana
Botanigard WP 4 x 10" CFU/g pulver Beauveria bassiana
Preferal 2 x 10° CFU/g granulat Paecilomyces fumosoroseus

Genom att placera utspadda koncentrationer av preparat pa agarplattor har svampsporernas
vitalitet kunnat avgoras. Efter inkubation avléstes antalet koloniformande enheter (CFU).

1.3.2 Provmarkning

B1: Botanigard ES, 50:50 viktprocent, B3 och avdddat prov av B3
B2: Botanigard ES, bast-fore-31/7-08 gammal, ESO070705

B3: Botanigard ES, bast-fore-31/1-09 ny, 22WP070701

B4: Botanigard WP

B09: Botanigard ES, bést-fore-30/4-09

P1, Preferal WG, inkdpt 27/8-08 ny, 52 806.2
P2, Preferal WG, inkdpt varen 2008 gammal, 8284 066
P3, Preferal WG, 50:50 Viktsprocent, P1 och avdddat prov av P1

1.3.3 Avdodning

De avdddade proven har varmebehandlats for att doda svampsporerrna. Preferalprovet har
upphettats i mikrovagsugn under 10 minuter. Botanigardprovet har pa grund av sitt innehall
av petroleumprodukter i stéllet behandlats i vattenbad vid 85-90 °C, i 60 minuter.

1 SLU = analysen har utforts av projektgruppen vid SLU
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2. Vitalitetstest utférda av externa laboratorier

2.1 Anlitade laboratorier
Foljande analyslaboratorier har anlitats for att utfora vitalitetstest pa proverna.

Lenes Laboratorium Kontaktperson: Lene Christensen
Holtumvej 58, Holtum lenelab@ofir.dk

DK-7100 Vejle

Botaniska analysgruppen i Géteborg AB Kontaktperson: Marina Usoltseva
Botaniska Institutionen marina.usoltseva@botaniskanalys.se
Box 461

405 30 Goteborg

Bioforsk Plantehelse Kontaktperson: Ingeborg Klingen
Hagskoleveien 7 ingeborg.klingen@bioforsk.no
1432 As

Norge

Eurofins Kontaktperson: Flor Khalili

Box 887 florkhalili@eurofins.se

531 18 Lidkoping

Sverige

2.2 Transporter

Proverna skickades med post i 14 ml ror inslagna i plastpasar, skumplast och wellpapp i
vadderade kuvert. De flytande proven forslots med parafilm kring skruvkorken. Foljebrev +
metodbeskrivning skickades med e-post till laboratorierna fore 14/11-08 och proverna +
foljebrev + metodbeskrivning + skyddsblad skickades fran Alnarp 17/11-08. Eurofins
accepterade uppdraget med viss fordréjning, varfor motsvarande prover skickades till dem
den 2/12-08.

1:a klass brev till Danmark tar 2 arbetsdagar och till Norge 2-3 arbetsdagar. A-post inom
Sverige tar 1 arbetsdag. For att proverna inte skulle behdva forvaras pa posten 6ver helgen har
de skickats i borjan av veckan.

2.3 Genomfdrande

2.3.1 Lenes Laboratorium (se utforlig rapport i Bilaga 1)

Proverna har forvarats i kyl (+5°C) fran det att de har anlant fram till analys. Proverna har
spatts 10° ganger fore utstrykning pa agarplattor. 0,1 ml har strukits ut vilket ger férvantat
antal kolonier per platta for Botanigard ES 20 st och Preferal WG 2 st.

Testerna har i stort satt genomforts som pa SLU, men med féljande undantag:

e Pipettspetsen har fatt ligga med da Botanigard slammats upp i vatten och fick
sedimentera 5 + 30 min.
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e Da Preferal slammades upp i 100 ml vatten har omrorning skett i 1 minut var 15:e
minut under 1 timme, varefter preparatet har statt i 20 minuter.

e 6 replikat (petriskalar)

e Inkubation har skett vid 24 °C i 12 timmars ljus/mérker i 4 dagar

Temperatur och pH hos spadvattnet:

T°C pH
B1 17 6,4
B2 17 6,4
B3 20 6,4
P1 16 6,5
P2 17 6,5
P3 17 6,5

2.3.2 Botaniska analysgruppen i Géteborg AB (se utforlig rapport i Bilaga
2)
Proverna har forvarats i kyl (+6°C) fran det att de har anlant fram till analys.

Proverna har spatts enligt foljande:
Botanigard ES har spatts 10° g&nger sa att forvantat antal CFU per platta blev 20 st.

Preferal WG har spatts 10” gdnger sé att forvéntat antal CFU per platta blev 20 st.

Testerna har i stort satt genomforts som pa SLU med foljande undantag:

e 4 replikat (agarplattor)

e Svarigheten med preparat som fastnat i spetsen hanterade man s att pipettspetsens
ande klipptes bort och spetsen steriliserades. Pa sa sétt fick man storre hal i spetsen
och darmed blev det lattare att tomma ut innehallet. Mangden som pipetteras styrs av
hur mycket pipetten suger upp och inte hur stor spetsen ér.

Temperatur hos spadvattnet var 21+ 1°C och pH var 8,2.

2.3.3 Bioforsk Plantehelse (se utforlig rapport i Bilaga 3)
Proverna har forvarats i kyl (+5,5°C) fran det att de har anlant fram till analys.

Proverna av Botanigard ES har spétts 10" och 10® ganger fére utstrykning pa agarplattor.
Proverna av Preferal har spatts 10° och 107 g&nger fére utstrykning pa agarplattor. 0,1 ml har
strukits ut vilket ger forvantat antal kolonier per platta 200 respektive 20st for bada
preparaten. De plattor som forvantades ge 200 kolonier har anvants vid berakningarna.

Testerna har i stort satt genomforts som pa SLU med foljande undantag:
e Inkubation har skett vid 26 °C, 70 % RH och 24 h mérker enligt labbets rutiner for
prover med svamp anpassade for jord och morker.
e Kranvattnet autoklaverades fore testen.
Temperaturen pa vattnet som anvandes for att slamma upp preparat P var 18°C och for
spadning av preparat B och P, 20 ° C. Vattnets pH var 8,6.
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2.3.4 Eurofins (se utforlig rapport i Bilaga 4)

Eurofins har f6ljt den metodbeskrivning som skickades med proverna. Inga avvikelser har
noterats, utan de har tillampat samma metod som SLU.

3. Vitalitetstest utférda av SLU

Vitalitetstesten har utforts pa SLU mellan 2008-11-21 och 2008-11-27. Kompletterande
forsok har utforts 2008-12-12.

3.1 Vaxtmedium

Som medium har Potato Dextrose Agar (PDA) anvants. Agarplattorna har tillverkats pa
foljande satt:

39 g PDA har blandats i 1000 ml avjoniserat vatten under omrérning. Dérefter har agarn
autoklaverats i 20 minuter i 121°C. Den autoklaverade agarn halldes pa petriskalar, i plast,
och fick svalna med halvéppna lock for att reducera kondensbildningen. Agarplattorna har
forvarats i kyl tills placering av preparaten utforts. Detta gav foljande koncentration av
komponenter i g per 1000 ml agar:

e Potatis-extrakt 4,0
e Dextros 20,0
e Agar 15,0

pH 5,6 (£ 0,2) erholls

3.2 Spadningsserier

Med syfte att hitta de mest tillforlitliga resultaten gjordes en spadningsserie for varje preparat,
d v s ett antal spadningar med forvéntat resultat. For Botanigard gjordes spadningar med
forvantat resultat mellan 5 och 500 CFU per platta och for Preferal mellan 100 och 2000.
Utifran det verkliga resultatet har sedan de resultat som har storst trovardighet och lagst
variation anvants for berdkning av koncentrationen levande sporer i ursprungsprovet.

Med syfte att hitta de mest tillforlitliga resultaten gjordes en spadningsserie for varje
preparat
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Temperaturen pa spadvattnet har under forsoken legat mellan 18 och 19 °C och pH mellan 8,6
och 8,8.

3.2.1 Botanigard ES

Provet skakades under en minut. 1 ml pipetterades i 999 ml kranvatten. Blandningen rordes
om med magnetomrorare i 5 minuter och fick sta i 30 minuter innan fortsatt spadning.
Losningen rordes om igen direkt innan spadning. Preparatet &r mycket tjockflytande och det
var darfor svart att fa ut allt ur pipettspetsen. Pipettspetsen skoljdes i spadvattnet cirka 10
ganger. Forvantad koncentration CFU i preparatet fran bérjan var 2 * 10" CFU/m. Detta
innebar att l6sningens koncentration blev 2 * 10’ CFU/ml.

1. 0,25 ml av I6sningen spaddes till 2000 ml - 5000 CFU/ml i I6sningen

2. 50 ml av l6sning 1 spaddes till 200 ml - 2500 CFU/ml i 16sningen

3. 20 ml av l6sning 2 spaddes till 200 ml = 500 CFU/ml i I6sningen

4. 10 ml av l6sning 3 spaddes till 200 ml - 50 CFU/ml i 16sningen

Efter utplacering av 0,1 ml pa agarplatta blev forvantat antal CFU per platta och
spadningsserie:

1. 500 CFU

2. 250 CFU

3. 50CFU

4. 5CFU

3.2.2 Botanigard WP

1 g preparat vagdes upp och blandades med 1000 ml kranvatten. Blandningen rérdes om med
magnetomrorare under en timme. 1,25 ml pipetterades upp och spéaddes till 2000 ml.
Férvantad koncentration CFU i preparatet frn borjan var 4 * 10'° CFU per g. Detta innebar
att [6sningens koncentration blev 5 * 10* CFU per ml.

10 ml av l6sningen spéddes till 200 ml - 5000 CFU/ml i I6sningen
50 ml av l6sning 1 spaddes till 200 ml - 2500 CFU/ml i I6sningen
20 ml av 16sning 1 spaddes till 200 ml = 1000 CFU/ml i l6sningen
50 ml av 16sning 3 spaddes till 200 ml = 500 CFU/ml i 16sningen

PobhdE

Efter utplacering av 0,1 ml pa agarplatta blev forvantat antal CFU per platta och
spadningsserie:

1. 500 CFU

2. 250 CFU

3. 100 CFU

4. 50CFU

3.2.3 Preferal

| preparatets anvisningar star att pulvret skall blandas ut i vatten och sta for att sedimentera.
Dérefter anvéands vatskan i den ovre (storsta) delen som sprutvétska. 1g av preparatet vagdes
upp och rordes ut i 100 ml kranvatten. Blandningen fick sta under omrérning med
magnetomrérare under en timmes tid. Omrérningen avstannades och losningen fick sta
ytterligare en timme sa att bottensatsen lagt sig. Den dvre vattenfasen, vilken nu innehéll
svampsporerna, dekanterades av i ett 100 ml matglas. Cirka 96 ml halldes av. Kranvatten
fylldes pa upp till 100 ml. Lésningen blandades med 900 ml kranvatten sa att slutvolymen
blev 1000 ml. Losningen rérdes om med magnetomrorare i 5 minuter och fick sta i 30 minuter
innan fortsatt spadning. Lésningen rordes om igen direkt fore spadning. Forvantad
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koncentration CFU i preparatet fran borjan var 2 * 10° CFU/g. Detta innebar att 1sningens
koncentration blev 2 * 10° CFU/m.

1 ml av l6sningen spaddes till 200 ml - 20 000 CFU/ml i 16sningen
25 ml av 16sning 1 spaddes till 200 ml - 5000 CFU/ml i I6sningen
10 ml av l6sning 1 spéddes till 100 ml - 2000 CFU/ml i 16sningen
50 ml av 16sning 3 spaddes till 200 ml - 1000 CFU/ml i I6sningen

PobhdE

Efter utplacering av 0,1 ml pa agarplatta blev forvantat antal CFU per platta och
spadningsserie:

1. 2000 CFU
2. 500CFU
3. 200 CFU
4. 100 CFU

3.2.4 Test med att direkt slamma upp preparatet i 1000 ml vatten

For att se om avvikelser i ovan namnda hanteringsmetod ger avvikelser i resultatet har aven
ett test med en annan spadningsmetod utforts. Har har 1g Preferal rorts ut direkt i 2000 ml
kranvatten. Granulat och vatten har rorts om i en timme och darefter hanterats pa samma satt
som Preferalen ovan. En spadning har utforts d v s 1 ml av 16sningen spaddes till 200 ml >
20 000 CFU/ml i I6sningen. Efter utplacering av 0,1 ml pa agarplatta blev forvantat antal CFU
per platta 2000 CFU. Testet utférdes med prov Ploch resultatet finns redovisat som P1 2000
test.

3.3 Placering av preparat pa agarplattor

Arbetet har utforts under sterila férhallanden. Losningarna har rorts om med magnetomrorare
i 5 minuter innan pipettering. 0,1ml 16sning har strukits ut per agarplatta och med 5 stycken
replikat per spadning.

Placering av preparat pa agarplattor
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3.4 Inkubation
Agarplattorna har inkuberats i 26°C och 12h ljus/mdrker.

3.5 Avlasning

Avlasning av antal CFU har gjorts genom direkt rakning av antal bildade kolonier. Tva
avlasningar har gjorts inom intervallet 3-5 dagar. Antal CFU for preparaten har beréknats
genom att hansyn tagits till antal spadningar och enhet. Vitaliteten redovisas som antal CFU i
procent av forvéantat antal CFU i proven, se Tabell 11 och Tabell 12.

Spadningsserie

5 cfu 50 cfu 500 cfu

Forvantat antal kolonibildande enheter, cfu, per 0,1 ml och agarplatta.

Avlasning av antal CFU har gjorts genom direkt rékning av antal bildade kolonier

3.6 Kompletterande forsok 081212 — 081215

Efter de forsta forsoken gjordes bedémningen att optimal spadning till férvéantat antal CFU
per platta borde vara 50-100 for Botanigard ES och 500-2000 for Preferal.

3.6.1 Botanigard ES

Nya forsok utfordes med Botanigard, B2 och B3. Denna gang gjordes tre spadningar.
Forvantat resultat pa plattorna var 50, 100 respektive 250 CFU. Spadningarna har gjorts pa
féljande satt:

Provet hanterades enligt tidigare beskrivning for att erhalla en 16sning med forvantad
koncentration pa 2 * 10’ CFU/ml.

1. 0,25 ml av l6sningen spaddes till 2000 ml - 5000 CFU/ml i I6sningen

2. 50 ml av l6sning 1 spaddes till 200 ml - 2500 CFU/ml i 16sningen

3. 20 ml av l6sning 1 spaddes till 200 ml - 1000 CFU/ml i 16sningen

4. 50 ml av l6sning 3 spéddes till 200 ml - 500 CFU/ml i l1sningen
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Efter utplacering av 0,1 ml av I6sning 2,3 och 4 pa agarplatta blev forvantat antal CFU per
platta och spadningsserie:
250 CFU
100 CFU
50 CFU

3.6.2 Preferal

Nya forsok utfordes med Preferal, P1, P2 och P3. Denna gang gjordes tva spadningar for P1
och P3 och tre spadningar for P2. Férvantat resultat pa plattorna var 500 respektive 2000 CFU
for P1 och P3, samt 200, 500 och 2000 for P2. Spadningarna har gjorts pa foljande sétt:

Provet hanterades enligt tidigare beskrivning for att erhdlla en 16sning med férvantad
koncentration pa 2 * 10° CFU/ml.

1. 1 mlav I6sningen spéddes till 100 ml - 20 000 CFU/ml i Idsningen

2. 25 ml av lésning 1 spaddes till 200 ml - 5000 CFU/ml i 16sningen

3. 10 ml av lésning 1 spaddes till 200 ml = 2000 CFU/ml i 16sningen

Efter utplacering av 0,1 ml (P1 och P3) av lésning 1 och 2 pa agarplatta blev forvantat antal
CFU per platta och spadningsserie:
2000 CFU
500 CFU

Efter utplacering av 0,1 ml (P2) av I6sning 1, 2 och 3 pa agarplatta blev forvantat antal CFU
per platta och spadningsserie:
2000 CFU
500 CFU
200 CFU

3.6.3 Botanigard ES, B09

Vid samma tillfalle gjordes forsdket med ytterligare ett preparat Botanigard ES, B09.
Forvantat resultat pa plattorna var 50, 100 respektive 250 CFU. Denna batch har anvénts vid
sprutforsoken i vaxthus pa SLU och har vid tidigare vitalitetstest visat lag vitalitet.

4. Resultat

4.1 Vitalitetstest utforda av externa laboratorier

4.1.1 Lenes Laboratorium

Vad géller de delvis avdddade proven ligger P3 lite lagt i forhallande till P1. P3 &r 1/6 av P1,
men borde vara hélften. Man har papekat i rapporten att P3 blev infekterad av jastsvampar
vilket kan vara en anledning till det laga antalet kolonier pa plattorna. B1 borde vara halften
sa stor som B3, men ar lika, se Tabell 10.

Resultaten fran Lenes lab ligger generellt hogt, 6ver 100 % av forvantat varde. Vid jamforelse
mellan ny och gammal produkt ar vitaliteten 135 respektive 130 % av forvantat vérde for
Botanigard och 150 respektive 110 % for Preferal, se Tabell 11.

Resultatet gav nagot béttre vitalitet hos den nya produkten &n den gamla.
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4.1.2 Botaniska analysgruppen i Goteborg AB

Den forsta resultatrapporten fran Botaniska analysgruppen i Goteborg var otydlig och
ofullstandig. Efter diskussion med laboratoriet har raknefel och spadningsfel forklarats.

Botanigard ES medel per platta forvéntat per platta %
Bl 45,3+7,3 20 227
B2 90+11,7 450
B3 37,8+£13,6 189
Preferal WG

P1 13+3,7 20 65,0
P2 59,5+8,82 298
P3 5,25+2,06 26,3

Koncentrationen i urprungsproven blev da:
Botanigard ES

B1 4,54 * 101°
B2 9,0 * 10"
B3 3,78 * 101°
Preferal WG

P1 1,3*10°
P2 5,96 * 10°
P3 0,53 * 10°

Vad géller de delvis avdddade proven ligger P3 lite for hogt i forhallande till P1. B1 borde
vara héalften sa stor som B3, men ér lite hogre, se Tabell 10.

Resultaten fran Botaniska analysgruppen ligger ovantat hogt for Botanigard, mellan 189 och
450 % av forvantat varde. Vid jamforelse mellan ny och gammal produkt ar vitaliteten lika for
Botanigard, cirka 450 % och 65 respektive 300 % for Preferal. Aven den gamla produkten av
Preferal ligger ovantat hogt, se Tabell 11.

Resultatet visar samma vitalitet hos den nya produkten som den gamla fér Botanigard, men
avsevart hogre vitalitet for gammal produkt av Preferal.

4.1.3 Bioforsk Plantehelse

Vad géller de delvis avdddade proven ligger B1 bra i forhallande till B3. P3 borde vara
halften sa stor som P1, men &r nagot hogre, se Tabell 10.

Resultaten fran Bioforsk ligger generellt Iagt, mellan 10 och 20 % av forvantat varde for
Botanigard och kring 2 % for Preferal. Ett undantag ar P2, d v s gammal produkt, som har
avsevart hogre vitalitet, 20 % av forvéntat varde. Vid jamforelse mellan ny och gammal
produkt &r vitaliteten 20 respektive 15 % av forvantat véarde for Botanigard och 2,5 respektive
20 % for Preferal, se Tabell 11.

Resultatet gav nagot battre vitalitet hos den nya produkten for Botanigard och avsevart battre
for gammal produkt av Preferal. Liknande resultat har visats vid SLUs egna analyser.
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4.1.4 Eurofins

Vad galler de delvis avdodade proven ligger P3 lite Iagt i forhallande till P1. P3 &r 1/3 av P1,
men borde vara halften. B1 borde vara hélften sa stor som B3, men &r lika stor, se Tabell 10.

Resultaten fran Eurofins ligger likvéardigt med SLU och generellt lagt, mellan 30 och 60 % av
forvéntat varde for Botanigard och mellan 2 och 3 % for Preferal. Vid jamférelse mellan ny
och gammal produkt &r vitaliteten lika for bada preparaten, 30 % av forvantat vérde for
Botanigard och 3,0 % for Preferal, se Tabell 11.

Resultatet gav ingen skillnad mellan gammal och ny produkt.
4.2 Vitalitetstest utforda av SLU

4.2.1 Antal koloniformande enheter i spadningarna

Vid forsoken med Botanigard, prov B2 ligger resultaten mellan 80 och 100 % av forvéntat
antal kolonier i kurant produkt, se Tabell 2. Resultaten géller antal kolonier per platta vid
spadning sa att forvantat varde blir 5, 50 och 250 CFU. Resultaten stammer bra inbordes.
Spadningen som férvantades ge 500 CFU blev sa full av kolonier att avlasningen inte var
mojlig vid andra avlasningstillfallet. Vid forsta avlasningstillféllet var antalet kolonier endast
nagot fler vid spadningen till 500 &n vid 250. Troligtvis begransar det stora antalet kolonier
tillvaxten. Vid andra analystillfallet blev tillvéxten av kolonier oférklarligt hog vid
spadningen till 50 CFU per platta. Spadningen till 100 CFU per platta lag som forvantat. Vid
analysen som utfordes den 12/12 fick vi &ven stora variationer mellan replikaten.

Tabell 2 Antal CFU per platta i spadningsserien, B2

21/11 Analys 12/12 Analys

Avlasning 24/11 Avlasning 25/11 Avlasning 16/12 Avlasning 17/12
Forvantat CFU Std % CFU Std %av CFU Std %av CFU Std %
resultat  /platta av  /platta forv  /platta forv  /platta av
per platta forv forv
5 4,0 23 80,0 46 29 920
50 498 188 100 524 210 1050 1848 1440 369,55 - - -
100 97,3 685 97,3
250 203 33,2 82,0 213 37,6 85,0
500 230 162 46,0 - - -

Vid forsoken med Botanigard, prov B3 ligger resultaten betydligt lagre, mellan 25 och 32 %
av forvéntat antal kolonier i kurant produkt, se Tabell 3. Resultaten galler antal kolonier per
platta vid spadning, sa att férvantat varde blir 50, 250 och 500 CFU. Tillvéxten har varit
samre an forvantat men resultaten stdammer bra inbordes. Spadningen som forvantades ge 5
CFU gav endast enstaka kolonier och i vissa fall inga alls. Denna spédning ar inte lamplig nar
vitaliteten ar sa lag, eftersom slumpen far alltfor stort inflytande. Vid analysen som utfordes
den 12/12 fick vi stora variationer mellan replikaten.
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Tabell 3 Antal CFU per platta i spadningsserien, B3

21/11 Analys 12/12 Analys

Avlésning 24/11 Avlésning 25/11 Avlésning 16/12 Avlésning 17/12

Forvantat CFU Std % CFU Std % CFU Std %av CFU Std

%

resultat  /platta av  /platta av  /platta forv  /platta av
per platta forv forv forv
5 0,4 05 80 04 05 80

50 158 43 320 158 31 320 1292 139,2 2584

100 950 72,3 950

250 63,7 39 250 628 26 250

500 123 14,1 25,0 123 153 25,0

Vid forsoken med Botanigard, prov B1 ligger resultaten ocksa lagt, mellan 12 och 18 % av
forvantat antal kolonier i kurant produkt, se Tabell 4. Resultaten galler antal kolonier per
platta vid spadning sa att forvantat varde blir 5, 50, 250 och 500 CFU.

Tabell 4 Antal CFU per platta i spadningsserien, B1

24/11 Analys

Avlasning 27/11 Avlasning 28/11
Forvantat CFU Std %av CFU Std %av
resultat  /platta forv /platta forv
per platta
5 0,6 1,3 120 0,6 1,3 120
50 7,0 19 140 8,0 20 16,0
250 414 42 17,0 450 48 18,0
500 776 22,1 16,0 90,2 21,3 18,0

Vid forsoken med Botanigard B09 ligger resultaten ungeféar som forvéntat, se Tabell 5.
Resultaten galler antal kolonier per platta vid spadning sa att forvantat antal blir 50 CFU.
Tidigare forsok har visat en lagre vitalitet hos denna batch.

Tabell 5 Antal CFU per platta i spadningsserien, B09

12/12 Analys

Avlasning 15/12 Avlasning 16/12
Forvantat CFU Std %av CFU  Std % av
resultat  /platta forv /platta forv
per platta
50 50,6 15,8 1012 50,6 155 101,2
100 246,0 1284 246,0
250
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Vid forsoken med Botanigard WP, B4 ligger resultaten mellan 11 och 16 % av forvantat
resultat, se Tabell 6.

Tabell 6 Antal CFU per platta i spadningsserien, B4

27/11 Analys

Avlasning 1/12 Avlasning 2/12
Forvantat CFU Std %av CFU Std %av
resultat  /platta forv Iplatta forv
per platta
50 8,0 33 16,0 8,0 3,7 16,0
100 114 55 114 11,2 56 112
250 354 62 142 358 65 143
500 750 17,1 150 752 18,0 15,0

De resultat fran analys av P1, som stammer bast dverens inbordes ar spadningarna 500
respektive 2000 CFU per platta. | dessa bada fall ligger resultaten mellan 3,9 och 4,7 % av
forvantat antal kolonier i kurant produkt, se Tabell 7. | det fall da granulatet slammades upp
direkt i 1000 ml vatten blev resultatet nagot lagre 3,5 och 3,9 % av forvantat antal CFU.

Tabell 7 Antal CFU per platta i spadningsserien, P1

25/11 Analys 15/12 Analys

Avlasning 28/11 Avlasning 1/12 Avlasning 18/12 Avlasning 19/12

Forvantat CFU Std %av CFU Std %av CFU Std %av CFU Std %av

resultat  /platta forv  /platta forv  /platta forv  /platta forv
per platta

100 3,0 25 3,0 3,6 30 36

200 8,7 2,7 43 110 33 55

500 193 41 39 235 40 47 196 66 39 244 75 49

2000 /84 43 39 840 46 42 838 95 42 970 82 49

2000test 696 53 35 770 76 39

De resultat fran analys av P2, som stammer bast dverens inbordes ar spadningarna 100
respektive 200 CFU per platta. | dessa bada fall ligger resultaten mellan 25,0 och 26,8 % av
forvantat antal kolonier i kurant produkt, se Tabell 8.

Tabell 8 Antal CFU per platta i spadningsserien, P2

25/11 Analys 15/12 Analys

Avlasning 28/11 Avlasning 1/12 Avlasning 18/12 Avlasning 19/12

Forvantat CFU  Std % CFU Std % CFU Std % CFU Std %

resultat  /platta av  /platta av  /platta av  /platta av
per platta forv forv forv forv
100 250 12 250 268 22 26,8

200 500 80 250 518 72 259 406 91 203 426 86 213
500 1156 94 231 1132 10,3 22,6 1024 12,2 205 1152 154 230
2000 - - - - - - 3352 37,6 16,8

21



De resultat fran analys av P3, som stammer bast dverens inbordes ar spadningarna 500
respektive 2000 CFU per platta. | dessa bada fall ligger resultaten mellan 3,0 och 3,1 % av
forvantat antal kolonier i kurant produkt, se Tabell 9.

Tabell 9 Antal CFU per platta i spadningsserien, P3

27/11 Analys 15/12 Analys

Avlasning 1/12 Avlasning 2/12 Avlasning 18/12  Avlésning 19/12
Forvantat CFU Std %av CFU Std %av CFU Std % CFU Std %
resultat  /platta forv  /platta forv Iplatta av  /platta av
per platta forv forv
100 2,8 08 28 3,2 13 32
200 6,2 28 31 6,2 28 31
500 152 22 30 154 15 31 9,0 22 18 110 24 22

2000 594 48 30 610 32 31 386 42 19 434 57 272

4.2.2 Val av lampliga spadningar och berakning av antal koloniformande
enheter i ursprungsproven

Antal koloniformande enheter (CFU) i ursprungsproven har beraknats fran de spadningar som
gav de mest tillforlitliga resultaten, se Tabell 12. Sakerheten i resultaten har varderats utifran
ett antal faktorer, sdsom Gverensstammelse mellan spadningar, antal kolonier pa plattorna
respektive spridning mellan replikaten. Vi anser att de spadningar som ger ett verkligt antal
CFU per platta mellan 10 och 100 ar mest trovardiga. For resultat dar antalet CFU ar <10
anser vi att slumpen spelar for stor roll. Resultat dar antalet CFU pa plattan ligger mellan 100
och 250 ar anvandbara, men kan ge svarigheter i avlasningen. For resultat dér antalet CFU pa
plattan &r storre an 250 borjar kolonierna att konkurrera med varandra och kan inte utvecklas
optimalt. Vi har darfor i studien forsokt anvanda plattor for berakning dar antalet CFU ligger
mellan 10 och 100.

Vi har ocksa prioriterat de spadningar med minst spridning mellan replikaten.
Overensstammelse mellan spadningar har beaktats och dér resultaten ligger néra har ett
medelvarde av de bada anvénts.

Botanigard, B1
Vid berakning av ursprungsprovets koncentration har ett medelvarde av resultat fran
spadningarna 250 respektive 500 CFU per platta anvénts, d v s 18,0 %.

B1 = 18,0 % av forvantat resultat (250 och 500CFU/platta) ger i ursprungsprovet:
0,18*2*10" CFU per ml = 0,36 * 10" CFU per ml

Botanigard, B2

Vid berakning av ursprungsprovets koncentration har ett medelvarde av resultat fran
spadningarna 50 respektive 250 CFU per platta anvants, d v s ett medelvarde av 105,0 och
85,0 %.

B2 = 95,0 % av forvantat resultat (50 och 250 CFU /platta) ger i ursprungsprovet:
0,95*2*10" CFU per ml = 1,9 * 10*° CFU per ml
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Botanigard, B3
Vid berakning av ursprungsprovets koncentration har ett medelvarde av resultat fran
spadningarna 250 respektive 500 CFU per platta anvants, d vs 25,0 %.

B3 = 25,0 % av forvantat resultat (250 och 500CFU/platta) ger i ursprungsprovet:
0,25*2*10™° CFU per ml = 0,50 * 10" CFU per ml

Botanigard WP

Vid berakning av ursprungsprovets koncentration har ett medelvarde av resultat fran
spadningarna 250 respektive 500 CFU per platta anvéants, d v s ett medelvérde av 14,3 och
15,0 %.

B4 = 14,7 % av forvantat resultat (250 och 500 CFU/platta) ger i ursprungsprovet:
0,15*4*10' CFU per gram = 0,6 * 10'° CFU per gram

Botanigard, BO9
Vid berakning av ursprungsprovets koncentration har resultatet fran spadningen 50 CFU per
platta anvénts, d v s 101,2 %

B09 =101,2 % av forvantat resultat (50 CFU/platta) ger i ursprungsprovet:
1,01%2*10™ CFU per ml = 2,0 * 10*° CFU per ml

Preferal P1

Vid berakning av ursprungsprovets koncentration har ett medelvarde av resultat fran
spadningarna 500 respektive 2000 CFU per platta anvants, d v s 4,9 %. Vi har anvant resultat
fran analysen utfort den 15/12.

P1=4,9 % av forvantat varde (500 och 2000 CFU/platta) ger i ursprungsprovet:
0,05 * 2*10° CFU per gram = 0,1 * 10° CFU per gram

Preferal P2

Vid berakning av ursprungsprovets koncentration har ett medelvérde av resultaten fran
spadningarna 100 respektive 200 CFU per platta anvants, d v s ett medelvérde av 25,9 och
26,8 %.

P2= 26,4 % av forvéntat varde (100 och 200 CFU/platta) ger i ursprungsprovet:
0,3 * 2*10° CFU per gram = 0,5 * 10° CFU per gram

Preferal P3
Vid berakning av ursprungsprovets koncentration har ett medelvarde av resultat fran
spadningarna 200, 500 respektive 2000 CFU per platta anvéants d v s 3,1 %.

P3= 3,1 % av forvéntat varde (500 och 2000 CFU/platta) ger i ursprungsprovet:
0,031 * 2*10° CFU per gram = 0,06 * 10° CFU per gram
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4.3 Sammanfattning av resultat

Resultaten av vitalitetstest utférda av de externa laboratorierna presenteras i Tabell 10, Tabell
11, Figur 1 och Figur 2.

Forsoken visade att resultaten fran tva av laboratorierna lag hogt, medan de andra tva visade
laga resultat. Inte i nagot fall har ny produkt visat sig ha hogre vitalitet an den gamla.
Forhallandet mellan kurant produkt och de som innehaller 50 % avdodat material &r inte som
forvantat. se Figur 1 och Figur 2

Tabell 10 Antal kolonibildande enheter(CFU) i proven enligt analyser av externa laboratorier

Preparat Lenes lab Bioforsk Botaniska Eurofins Forvéntat

CFU/mlelg CFU/mlelg CFU/mlelg CFU/mlelg resultat
CFU/ml el g

B1 2,8*10% 0,1*10% 4,5 * 10" 0,6*10% 1*10™°

B2 2,6%10% 0,3*10% 9,0 * 10™ 0,6*10% 2*10%°

B3 2,7*10% 0,4*10" 3,8 *10% 0,6*10" 2*10%

P1 3,0 *10° 0,05*10° 1,3 * 10° 0,06%10° 2*10°

P2 2,2*10° 0,4*10° 6,0 * 10° 0,06*10° 2*10°

P3 0,5*10° 0,03*10° 0,5* 10° 0,02*10° 1*10°

Vitaliteten hos Botanigard ES
Angivet antal CFU &r 2 * 10E+10 per ml
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Figur 1 Vitaliteten hos Botanigard ES

24



Vitaliteten hos Preferal
Angivet antal CFU &r 2 * 10E+9 per gram

OLenes lab Dk

EBioforsk N

10E+9
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Figur 2 Vitaliteten hos Preferal WG

Tabell 11 Resultat i % av forvantat varde

Preparat Lenes lab Bioforsk Botaniska Eurofins Forvéntat
% av % av forvantat % av % av resultat
forvantat forvéntat forvantat %

Bl 280 10 450 60 100

B2 130 15 450 30 100

B3 135 20 189 30 100

P1 150 2,5 65 3,0 100

P2 110 20 300 3,0 100

P3 50 3,0 50 2,0 100

Resultaten av vitalitetstest utférda av SLU presenteras i Tabell 12, Figur 1 och Figur 2. SLUs
resultat ligger i de flesta fall lagt och 6verensstammer bast med resultat fran Eurofins och
Bioforsk, se Figur 1 och Figur 2. FOorsoken visade att gammal Botanigard, prov B2 hade bast
vitalitet med 100 % av forvantat varde. Ny Botanigard, prov B3 visade betydligt lagre resultat
25 % av forvantat varde. B1 dr en blandning av B3 och avdddad produkt 50:50 viktsprocent.
Vid forsoken blev vitaliteten hos prov B1 4/5 av prov B3, men borde vara halften. Vitaliteten
hos det preparat som anvands vid sprutforséken hos SLU, Botanigard B09 visade sig vara
som forvéntat. Pulver-preparatet Botanigard WP, B4 visade sig ha sémre vitalitet an forvantat
cirka 15%. Resultaten fran forsoken med Preferal visade att preparatet hade lag vitalitet
generellt. Gammal produkt, Preferal P2 hade bast vitalitet med 25 % av forvantat varde. Ny
produkt, Preferal P1 hade betydligt sémre vitalitet, cirka 5 % av férvéntat varde. P3 dr en
blandning av P1 och avdddad produkt 50:50 viktsprocent. Férhallandet mellan ny (P1) och
delvis avdodad produkt (P3) visade sig vara som forvéntat.
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Tabell 12 Antal koloniformande enheter(CFU) i proven enligt analyser av SLU

Preparat CFU/mlelg Forvantat resultat % av forvéntat Forvantat resultat
CFU/ml el g %
B1 0,4 * 10% 1x 10" 40 100
B2 1,9 * 10™ 2 x 10%° 100 100
B3 0,5 * 10™ 2 x 10%° 25 100
B4 0,6 * 10 4 x 10% 15 100
B09 2,0 * 10" 2*10% 100 100
P1 0,1 *10° 2 x 10° 5 100
P2 0,5 * 10° 2 x 10° 25 100
P3 0,06 * 10° 1x10° 6 100

5. Diskussion

5.1 Skillnader mellan prov fran samma batch analyserat av olika
laboratorier

Av forsoken har vi sett att ett och samma prov taget fran samma batch kan ge mycket olika
resultat, beroende pa vilket laboratorium som utfort analysen. Skillnader i resultat har i vissa
fall varit cirka tva tiopotenser. Skillnader mellan prov av kurant produkt och prov med
inblandning av avdodat material framgar inte tydligt i de stora variationerna.

Botanigard ES &r en suspension som ar mycket tjockflytande. Vi har i projektet pekat pa
svarigheten att mata upp detta preparat bl a genom att det fastnar i pipettspetsen. Vi har fran
laboratorierna fatt ett antal forslag pa hur problemet kan kringgas. Forslag som framkommit
har varit grundlig skéljning av pipettspetsen, lata pipettspetsen ligga kvar i I6sningen och
Klippa av spetsen for att underlatta tomningen. Vid arbetet med testen vid SLU har vi dven
reflekterat dver att suspension fastnar pa utsidan av pipettspetsen och vilket bidrag till fel det
skulle kunna ge. En fraga som kvarstar ar alltsa hur mycket hanteringen av detta tjocka,
inhomogena preparat inverkar pa variationerna.

For att forsoka hitta skillnader mellan labben kan vi jamfora en analys av Botanigard, B3. Har
har Lenes lab fatt koncentrationen levande sporer lika med 2,710 medan SLU har fatt
0,5*10'°, Botaniska analysgruppen 3,8 * 10'°, Eurofins 0,6%10"° och Bioforsk 0,4*10%, se
Figur 1. Eurofins har anvant samma metod som SLU och borde fa ndgorlunda samma resultat.
Det har man fatt i detta fall, men andra resultat avviker. Vi vet inte hur Eurofins har hanterat
pipettspetsen, ej heller hur man tolkat omrorning da och da, men fragan ar hur stor roll det
spelar for resultatet.

Inkubation har skett vid ljus och morker vid Lenes lab, Botaniska analysgruppen, Eurofins
och SLU medan endast vid morker vid Bioforsk. Ljustillgdngen kan kanske spela en viss roll,
men eftersom resultaten fran Bioforsk Gverenstammer i detta fall relativt bra med resultaten
fran SLU och Eurofins sa syns ljustillgangen ha liten betydelse.

Temperaturen vid inkubation skiljer sig endast lite mellan laboratorierna. Lenes lab
inkuberade vid 24°C medan SLU, Eurofins, Botaniska analysgruppen och Bioforsk
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inkuberade vid 26°C. Temperaturen paverkar mojligen tillvaxten men knappast groningen vid
sa sma temperaturskillnader.

En annan faktor som kan spela roll &r luftfuktigheten. Bioforsk har angett inkubation vid 70 %
RH. Inget annat laboratorium har angett nagon luftfuktighet och pa SLU har inte
luftfuktigheten matts.

Bioforsk skiljer sig genom att ha autoklaverat kranvattnet fore spadning. Pa SLU har vi inte
sett att det skulle vara nagra problem med fororeningar i odlingen.

Temperaturen pa spadvattnet har legat mellan 16 och 17 grader hos Lenes lab, mellan 18 och
20 hos Bioforsk och mellan 18 och 19 hos SLU. Lenes lab har genomgaende haft nagot lagre
temperatur pa spadvattnet. Temperaturen hos spadvattnet vid Botaniska analysgruppen var
mellan 20 och 22 grader. En fraga ar om temperaturen i spadvattnet paverkar groning och
tillvaxt senare vid inkubation.

pH har legat mellan 6,4 och 6,5 vid Lenes lab, pa 8,6 vid Bioforsk, pa 8,2 vid Botaniska
analysgruppen och mellan 8,6 och 8,8 vid SLU. Inverkan av pH pa resultatet utreds i ett
pagaende examensarbete vid SLU. En fraga ar om ett hogre pH paverka tillvaxten negativt
eftersom de flesta av deltagande laboratorierna har hdga pH-varden pa sitt vatten.

Vi vet inget om varken temperatur eller pH pa spadvattnet, ej heller luftfuktighet vid
inkubation vid forsoken hos Eurofins.

En annan skillnad mellan labben som vi kanner till & omrorning da granulat av Preferal ska
I6sas i vatten. | metodforslaget star omrorning da och da under en timmes tid. Har vet vi att
Lenes lab har rort om 1 minut var 15:e minut under 1 timme. Pa SLU har omrérning skett
konstant under 1 timme. Om detta moment hade haft en stor inverkan hade man kanske sett en
markant skillnad for just Preferal. Lenes labs resultat skiljer sig generellt fran SLUs och da for
bada preparaten.

5.2 Test med olika metoder for att slamma upp Preferal WG

Testet vid SLU att slamma upp Preferalgranulat direkt i 1000 ml vatten visade pa nagot lagre
vitalitet &n vid den metod som finns dokumenterad i metodbeskrivningen. Skillnaden &r dock
liten och variationen i resultat ar storre mellan olika analystillfallen dn da de olika metoderna
tillampas.

5.3 Skillnader mellan samma prov vid upprepning av analysen,
samt spridning mellan replikat

Resultaten fran SLUs egna analyser visar stor variation mellan analys av samma prov vid
olika tillfallen. D& och da kan ocksa stora spridningar mellan replikat i samma spadning
forekomma. SLUs analys av B2 vid andra tillfallet &r ett sadant exempel dar spadning till 50
CFU gav extremt manga kolonier (cirka 185 i snitt), men aven stor variation mellan replikaten
(std=144). Spédningen till 50 CFU gav betydligt fler kolonier &n sp&dningen till 100, vilket &r
ofdrklarligt da 50-spadningen har gjorts direkt ifran 100-spadningen. Detta skulle kunna
indikera att provet ar inhomogent.
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5.4 Skillnader mellan olika batcher

Analyserna har visat pa skillnader mellan olika batcher. Vid jamforelse mellan gammal och
ny Botanigard har vi sett att den nya produkten har nagot hogre vitalitet vid analys hos Lenes
lab och Bioforsk, ungefar samma vid Eurofins och betydligt lagre hos SLU, se Figur 1.

Vid jamforelse mellan gammal och ny Preferal har vi sett en hdgre vitalitet hos den gamla
produkten an den nya vid analys hos SLU, Botaniska analysgruppen och Bioforsk. Analyser
fran Lenes lab visar nagot hogre for ny produkt och Eurofins visar ungefar samma. Se Figur 2

Den batch av Botanigard, B09 som anvénts vid sprutforséken i SLUs vaxthus visar vid dessa
analyser, en fullgod vitalitet. Den ar ocksa den nyaste av de batcher som testats i forséken vid
SLU. | jamforelse med B3 som &r den sa kallade nya batchen, har B09 avsevart béttre vitalitet
och i samma storleksordning som den gamla, B2. Den nya batchen sk B3 har inte i nagon
analys visat en avsevart hogre vitalitet.

B4 ar en WP-produkt som slammats upp pa laboratoriet och testats av SLU den 27/11.
Resultat av analysen visar att WP-produkten har betydligt samre vitalitet &n de ES-produkter
som testats, oavsett batch.

6. Slutsatser

Resultaten visar att stora variationer i analysresultat mellan laboratorier, analystillfallen och
replikat i forekommer. Skillnader mellan prov av kurant produkt och prov med inblandning av
avdodat material framgar inte tydligt i de stora variationerna. Vissa laboratorier har fatt
ovantat hoga resultat, dar tillvixten har varit hogre an vad leverantéren angett. Aven SLU har
i enstaka spadningar i en spadningsserie fatt liknande resultat. Exempelvis har en spadning
som visade dver 250 % av forvantat resultat framstallts fran en I16sning som visade 95 % av
forvantat resultat. Detta vacker fragan om skillnaden i resultat beror pa svarigheten att méata
upp och applicera ett homogent prov. Andra fragor som kommit fram ar inverkan pa resultatet
av vattnets temperatur och pH, omroérning vid provpreparering, inkubationsforhallanden som
temperatur, ljustillgdng och luftfuktighet, samt lagringstid och lagringsforhallanden.

De stora variationerna i resultat, dven fran professionella laboratorier, dominerar
helhetsbilden och paverkar dessutom mojligheterna att utfora palitliga studier av olika
tankbara yttre parametrar. Slutsatsen ar att det finns flera fragor som maste utredas, innan det
gar att anvisa en enkel, tillforlitlig vitalitetstest av biologiska vaxtskyddsmedel.
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Bilaga 1, Resultatrapport fran Lenes Laboratorium
Holtum den 8. december 2008

Vedrgrende teelling af sporer i BotaniGard ES, pulverformulering og Preferal WG,
pulverformulering:

Praverne er efter modtagelse opbevaret i kaleskab ved 5°C indtil brug.
Prgverne er market B1,B2 og B3 for Botanigard ES og P1,P2 og P3 for Preferal WG.

Botanigard ES:

Fra hver prgve er udtaget 1 ml, der er opblandet i 999 ml vandvarksvand, direkte fra hanen i
laboratoriet. Preeparatet er omrgrt i 5 minutter, hvorefter oplgsningen har staet i 30 minutter.
Omrgring igen i 5 minutter, hvorefter blandingen er fortyndet 8 gange. Pa 6 petriskale med
kartoffeldextroseagar (PDA) er der udtaget 100 my liter fra fortyndingsraeekken og placeret pa
hver petriskal. Petriskalene er placeret ved 24 °C ved 12timers lys/marke i 4 dage, hvorefter
antal kolonidannende enheder er optalt.

Problemet med at oplgse det meget tyktflydende praeparat er lgst ved at lade pipetten ligge i
selve oplgsningen i 5 + 30 minutter; den tid, som det tager at lave oplgsningen.

Temperatur og pH:

T°C pH
Bl 17 6,4
B2 17 6,4
B3 20 6,4

Udregning af antal kolonidannende enheder:
Gennemsnittet af 6 petriskale, oplgftet i antal fortyndinger x 10 ( 100 my liter)

B1:
Antal kolonier: 30, 33, 32, 26, 24, 21=166/6=27,66
27,66 x 108 x 10 = 2,77 x10'°CFU.

B2:
Antal kolonier: 28, 25, 23, 32, 22, 27 =157/6=26,1
26,1 x10%x 10=2,61 x 10'°CFU.

B3:
Antal kolonier: 27, 29, 19, 30, 34, 23= 162/6=27
27 x108x 10=2,7 x 10*°CFU.

Preferal WG:

Fra hver prgve er udtaget 1g, der er opblandet i 100 ml vandverksvand, direkte fra hanen i
laboratoriet. Preeparatet er omrgrt i 1 minut hver 15. minutter, hvorefter preeparatet har staet i
20 minutter. Vandfasen er dekanteret op i 1000 ml vandveerksvand fra hanen i laboratoriet,
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omrgrt i 5 minutter og staet i 30 minutter. Paparatet er herefter fortyndet 8 gange. Pa 6
petriskale med kartoffeldextroseagar (PDA) er der udtaget 100 my liter fra fortyndingsraekken
og placeret pa hver petriskal. Petriskalene er placeret ved 24 °C ved 12timers lys/marke i 4
dage, hvorefter antal kolonidannende enheder er optalt.

Temperatur og pH:

T°C pH
P1 16 6,5
P2 17 6,5
P3 17 6,5

P1:
Antal kolonier: 4, 2,1, 5, 2, 4=18/6=3,0
3,0 x 10% x 10 = 3,0 x10° CFU.

P2:
Antal kolonier: 3, 1, 2, 2, 3, 3=13/6=2,17
2,17 x108 x 10=2,17 x 10° CFU.

P3:
Antal kolonier: 0,0, 1, 2, 0, 0= 3/6=0,5
0,5 x108x 10=0,5 x 10° CFU.

Veaeksten i praeparat P3 var preeget af mange gaersvampe; derfor det lave antal kolonier af
Paecilomyces fumoroseus, som ikke er tilfredsstillende.
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Bilaga 2, Resultatrapport fran Botaniska analysgruppen i
Goteborg AB

Test av vitaliteten hos tva biologiska véxtskyddsmedel

Bakgrund

De tva preparaten Botanigard ES och Preferal WG, med anvandning inom biologisk
bekampning, har testats med avseende pa innehallet av entomopatogena svampar.

Botanigard ES &r en emulsion. En val fungerande produkt skall innehdlla 2 x 10'° CFU/ml av
svampen Beauveria bassiana. Férkortningen B, som anvands nedan, avser detta preparat.
Preferal WG 4r ett granulat. Preparatet forvantas innehalla 2 x 10° CFU/ml av svampen
Paecilomyces fumosoroseus. Férkortningen P, som anvands nedan, avser detta preparat
Forsoksuppléagg

Vitaliteten hos svampsporerna i preparaten avgjordes genom att tillvéxten av levande kolonier
(CFU) pa agarplattor studerades i ett antal olika spadningar.

Tabell 1. Forsoksuppstallning.

Preparat  Beteckning  Replikat
(agarplattor)

B Bl 4
B2 4
B3 4
RP P1 4
p2 4
P3 4
Metod

Forvaring av preparaten

Preparaten forvarades vid +6° fram till spadning och analys.

Gjutning av agarplattor

Det medium som anvéndes var Potato Dextrose Agar (PDA). Ett fardigt medium innehaller
4q potatisextrakt, 20 g dextros och 15 g agar per 1000 ml vatska, med pH 5,6 (x-0,2).
Mediet bereddes genom att 39 g PDA l6stes i 1000 ml avjoniserat vatten under omrdrning.
Darefter autoklaverades agarn under 20 minuter i 121°C, och halldes sedan i petriskalar av
plast. Skalarna kyldes med halvoppna lock for att reducera kondensbildningen, och placerades
sedan i kylskap fram till ympningen av preparaten.

Preparering och spddning av preparat

Allt material som anvandes vid preparering och spadning var forst steriliserat.

Spéadning av preparat B:

Provet skakades under en minut. En milliliter av preparatet pipetterades i 999 ml vanligt
kranvatten, omrérdes med magnetomrorare i fem minuter och fick sta i 30 minuter innan
fortsatt spadning. Darefter gjordes en ny omrérning. Eftersom preparatet ar mycket
tjockflytande, var det svart att fa ut allt ur pipettspetsen. Darfor klipptes pipettspetsens ande
bort, och steriliserades. Den innehdll ca 1 ml av 16sning.
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Spadning av preparat P:

Ett gram av preparatet vagdes upp och rérdes ut i 100 ml [jummet kranvatten. Omrérning
gjordes da och da under en timme, tills en tunn pasta hade bildats. Darefter fick pastan sta
ytterligare en timme, sa att bottensatsen lade sig. Svampsporerna forvéantades nu befinna sig i
den Ovre vattenfasen. Den dekanterades darfor av, och fylldes upp till 2000 ml med vanligt
kranvatten. Sedan suspensionen rérts om med hjalp av magnetomrérare under fem minuter,
fick den sta ytterligare 30 minuter innan den ater omrordes, fore fortsatt spadning.
Spédningsserier for preparat B.

Foéljande spadningar gjordes:

1.

Enligt producenternas instruktion skulle det finnas 2x10” CFU i 1 ml av
respektive l1osning B1, B2 och B3 som var forberedd pa den satt som beskrivs
ovan (d.v.s. spadd 1:1000). Vi spadde vidare 1 ml av var och en av I6sningarna
med 999 ml rent autoklaverat vatten (d.v.s. igen 1:1000) till den férvéntade
koncentrationen 2x10* CFU/m.

1 ml av den erhallna l16sningen under punkt 1 spaddes med 999 ml rent vatten
(d.v.s. igen 1:1000) till den forvantade koncentrationen 20 CFU/m.

1ml av den erhallna lésningen under punkt 1 spaddes med 99 ml rent vatten
(d.v.s. igen 1:100) till den forvantade koncentrationen 2x10? CFU/ml. D3
forvantas 0.1 ml (100 pl) av denna lésning (den mangd som appliceras pa
agarplatta) innehalla 20 CFU.

1 ml av den erhallna lésningen under punkt 2 spaddes med 99 ml rent vatten
(d.v.s. 1:100) till den forvantade koncentrationen 0.2 CFU/ml. Da forvantas
0.1 ml (100 pl) av denna lésning (den méangd som appliceras pa agarplatta)
innehalla 0.02 CFU.

1 ml av den erhallna lésningen under punkt 2 spaddes med 9 ml rent vatten
(d.v.s. 1:10) till den forvantade koncentrationen 2 CFU/mI. 0,1 ml (100 ml)
(den méangd som appliceras pa agarplatta) forvantades saledes innehalla 0.2
CFU.

Spadningsvattnets temperatur var +21+£1°C, och pH var 8.2.

Spédningsserier for preparat P.

Féljande spédningar gjordes:

1. Enligt producenternas instruktion skulle det finnas 2x10° CFU i 1 ml av respektive

I6sning P1, P2 och P3 som var forberedd pa den satt som beskrivs ovan (d.v.s. spadd
1:1000). Vi spédde vidare 1 ml av var och en av ldsningarna med 999 ml rent
autoklaverat vatten (d.v.s.. 1:1000) till den férvantade koncentrationen 2x10°
CFU/ml. 0.1 ml (100 pl) av denna lésning (den mangd som appliceras pa agarplatta)
forvantas innehalla 200 CFU.

1 ml av den erhallna l6sningen under punkt 1 spdddes med 999 ml rent vatten (d.v.s.
igen 1:1000) till den férvéntade koncentrationen 2 CFU/ml. 0.1 ml (100 ul) av denna
I6sning (den méangd som appliceras pa agarplatta) forvantas innehalla 0.2 CFU.

1ml av den erhallna I6sningen under punkt 1 spaddes med 9 ml rent vatten (d.v.s.
1:10) till den forvantade koncentrationen 2x10> CFU/ml. 0.1 ml (100 pl) av denna
I6sning (den méangd som appliceras pa agarplatta) forvantas innehalla 20 CFU.
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4. 1 mlav den erhallna Iésningen under punkt 1 spaddes med 99 ml rent vatten (d.v.s.
1:100) till den forvantade koncentrationen 20 CFU/ml. 0.1 ml (100 pl) av denna
I6sning (den méangd som appliceras pa agarplatta) forvantas innehalla 2 CFU.

5. 1 ml av den erhallna I6sningen under punkt 2 spaddes med 9 ml rent vatten (d.v.s.
1:10) till den férvantade koncentrationen 0.2 CFU/mI. 0.1 ml (100 pl) av denna
I6sning (den méangd som appliceras pa agarplatta) forvantas innehalla 0.02 CFU.

Placering av preparat pa agarplattor.

Suspensionen rordes om med magnetomroérare i 5 minuter. Darefter stroks 100 ul (0,1 ml) ut
pa varje agarplatta. Agarplattorna forseglades med parafilm. Allt skedde under sterila
forhallanden.

Inkubation.

Agarplattorna inkuberades under 26°C+1°C, och en ljusregim som véxlade mellan 12 timmars
ljus och 12 timmar morker.

Resultat

Tabell 2. Forvéntad och funnen koncentration i preparat B

Spadningsgrad 1:10" 1: 10% 1:10°
Forvantad koncentration: 0.02 CFU 0.2 CFU 20 CFU
B1, funnet replikat 1 0 2 40
B1, funnet replikat 2 0 1 51
B1, funnet replikat 3 0 5 38
B1, funnet replikat 4 0 2 52
medelvérdezstandardavvikelse 0+0 2,5+1,7 45,3+7,3
B2, funnet replikat 1 0 _ 85
B2, funnet replikat 2 1 4 102
B2, funnet replikat 3 0 6 97
B2, funnet replikat 4 2 8 76
medelvérdetstandardavvikelse  0,75+0,96 612 90+11,7
B3, funnet replikat 1 3 3 35
B3, funnet replikat 2 3 4 55
B3, funnet replikat 3 5 2 39
B3, funnet replikat 4 1 10 22
medelvérdezstandardavvikelse 3+1,6 4,75%3,6 37,8+13,6
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Tabell 3. Forvantad och funnen koncentration i preparat P.

Spadningsgrad 1:10" 1:10°  1:10° 1:10°

0.02
Forvéntad koncentration: CFU  0.2CFU 2 CFU 20 CFU
P1, funnet replikat 1 0 0 1 17
P1, funnet replikat 2 0 0 0 9
P1, funnet replikat 3 0 0 1 11
P1, funnet replikat 4 0 0 0 15
medelvardetstandardavvikelse 0+0 0+0 0,5+0,58 13+3,7
P2, funnet replikat 1 0 0 2 57
P2, funnet replikat 2 0 0 0 62
P2, funnet replikat 3 0 0 1 70
P2, funnet replikat 4 0 0 1 49
medelvardetstandardavvikelse 0+0 0+0 1+0,82 59.5+8,82
P3, funnet replikat 1 0 0 3 7
P3, funnet replikat 2 0 0 0 3
P3, funnet replikat 3 0 0 2 4
P3, funnet replikat 4 0 0 1 7
medelvardezstandardavvikelse 0+0 0+0 1,5+1,29 5.25+2,06
Slutsats

Koncentrationen av svamp var mycket lagre an den forvantade i bada preparaten.
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Bilaga 3, Resultatrapport fran Bioforsk Plantehelse

Rapport pa testing av vitalitet hos Botanigard ES og Preferal WG

Forsgket hadde til hensikt & teste soppsporenes vitalitet pa to soppbaserte mikrobiologiske
kontroll produkter, Botanigard ES og Preferal WG, gjennom utplating av preparatene pa
agarskaler og deretter avlesing av antall koloniformende enheter (CFU) etter innkubasjon.

Materiale og metode.

Pravene ble oppbevart i mottatt forpakning i kjeleskap ved en temperatur pa 5,5 ° C fra vi
mottok dem den 19.11.2008 inntil de ble testet 05.12.2008. Testen ble gjort som beskrevet i
metoden Forsgksbeskrivning” (tilsendt sammen med preparatene) med unntak av at det ble
brukt 24 timers marke under innkuberingen. Det er det vi bruker som standard nar vi kjgrer
tilsvarende forsgk hos oss fordi disse soppene har sin opprinnelse fra jord, og er tilpasset
mgrke forhold. PDA ble laget som beskrevet i metoden, og alt materiell og kranvann som ble
brukt ble autoklavert pa forhand. Preparat B var veldig tyktflytende og vanskelig a fa ut av
pipettespissen. Problemet ble handtert ved a lgse opp preparatet i vannet brukt ved farste
fortynning (de 999 ml) ved a pipettere Igsningen inn og ut gjentatte ganger av pipettespissen
inntil det ikke var mer synlig preparat igjen i spissen.

Temperaturen pa vannet som ble brukt til & rare ut preparat P i var pa 18 ° C. Vannet som ble
brukt til fortynninger i resten av testene for preparat B og P var 20 ° C og hadde pH 8,6.
Tabell 1 og 2 viser fortynningsseriene som ble gjort for B og P prgvene. For B prgvene ble det
ble pipettert ut 0,1 ml av fortynningsseriene, 10" og 10, pa 5 agarskaler (replikater) pr prave.
For P pravene ble det pipettert ut 0,1 ml av fortynningsseriene, 10 og 10, ogsé pa 5
agarskgéler pr prove. De endelige fortynningene for B ble da 10 og 10 og for P ble det 10’
og 10°.

Fortynningene ble platet ut pA PDA skalene, forseglet med parafilm og innkubert ved 26 °C,
70 % RH og 24 h magrke. CFU’s ble avlest etter 3 dager. CFUs fra 10-8 for B prevene og fra
10-7 for P pravene ble benyttet som beregningsgrunnlag fordi det var disse fortynningene som
ga de best tellbare antall kolonier.

Tabell 1. Fortynningsserie for preve B1, B2 og B3. Produsents oppgitte konsentrasjon pa
preparatet var 2 x 1010.

Fortynning av 2 X 10%° Forventet
CFU
1 ml + 999 ml 10° 2 x 10’
1ml+9ml 10 2 x 108
1ml+9ml 10° 2x10°
1ml+9ml 10 2 x 10*
1ml+9ml 107 2 x10°
1ml+9ml 10 2 x 10?

Tabell 2. Fortynningsserie for preve P1, P2 og P3. Produsents oppgitte konsentrasjon pa
preparatet var 2 x 10°.

Fortynning av 2 x 10° Forventet
CFU
1 g + til sammen 10°° 2 x 10°

1000 ml vaeske
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1ml+9ml 10* 2 x10°
1ml+9ml 10° 2 x 10*
1ml+9ml 10 2 x10°
1ml+9ml 10”7 2 x 107
Resultat

Tabell 3 viser gjennomsnittlig antall CFUs for utgangsprevene B1, B2, B3, P1, P2 og P3.
Resultatet viser at alle prgvene inneholder lavere konsentrasjon av CFU enn det som er
oppgitt av produsenten og som derfor er det forventede innhold i kurante produkter. Pravene
P1 og P3 hadde en mye lavere konsentrasjon enn forventet, henholdsvis 4,60 x 10’ og 2,80 x
107 i forhold til 2 x 10° i kurante produkter. Et exel-regneark med alle tall fra avlesingen av de
2 fortynningene pa alle agarskalene er vedlagt i tilsendt email.

Tabell 3. Antall CFU for pregvene B1, B2, B3,P1, P2,0g P3

Prepara Antall CFU per prgve® Konsentrasjon oppgitt
t av
produsent
B1 1,22 x 10° 2 x 107
B2 2,72 x 10° 2 x 10
B3 3,98 x 10° 2 x 10"
P1 4,60 x 10’ 2 x 10°
P2 3,58 x 10° 2 x 10°
P3 2,80 x 10’ 2 x 10°
a) Per ml preparat for B1, B2, B3. Per g preparat for P1, P2 og P3
Radata
Gj.snitt (5 agar
plater) CFU's pa 10 ® | Antall CFU/ml
Prgve |fortynning emulsion
B1 12,2 1,22E+09
B2 27,2 2,72E+09
B3 39,8 3,98E+09
Gj.snitt (5
agarplater) CFU's pa | Antall CFU/g
Prgve |10 -7 fortynning granulat
P1 4,6 4,60E+07
P2 35,8 3,58E+08
P3 2,8 2,80E+07
Prgve nr Fortynning CFU's
B1 10 -9 1
B1 10 -9 1
B1 10-9 0
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P1 10-7 7

P1 10 -7 2
P1 10 -7
Gjennomsnitt 4,6
P2 10-8 6
P2 10-8 3
P2 10-8 1
P2 10-8 0
P2 10-8 3
Gjennomsnitt 2,6
P2 10-7 36
P2 10-7 33
P2 10-7 36
P2 10-7 36
P2 10-7 38
Gjennomsnitt 35,8
P3 10-8 0
P3 10-8 2
P3 10-8 0
P3 10-8 0
P3 10-8 0
Gjennomsnitt 0,4
P3 10-7 3
P3 10 -7 2
P3 10-7 3
P3 10-7 3
P3 10-7 3
Gjennomsnitt 2,8



Bilaga 4, Resultat fran Eurofins

Produkt/Varuslag Preferal WG
Anledning till provtagning Egenkontroll
Analyserna paborjades 2008-12-09
Provtagningsdatum 2008-11-14
Provet ankom 2008-12-03
Analysrapport klar 2008-12-23
Kundnr 8476664-1415264
Journalnr EB081480-08
Analysnamn Mdogel total

Enhet CFU/g

Metod/ref. NMKL 98, 2005

Mato. Ort L

Num

Provtyp

Provets mérkning P1

Resultat 60000000

Produkt/Varuslag Botanigard ES
Anledning till provtagning Egenkontroll
Analyserna paborjades 2008-12-09
Provtagningsdatum 2008-11-14
Provet ankom 2008-12-03
Analysrapport klar 2008-12-23
Kundnr 8476664-1415264
Egenkontroll av livsmedel

Journalnr EB081479-08
Analysnamn Mdogelsvampar

Enhet CFU/mI

Metod/ref.

Mato. Ort L

Num

Provtyp

Provets méarkning B3
Resultat6000000000

Produkt/Varuslag Botanigard ES
Anledning till provtagning Egenkontroll
Analyserna paborjades 2008-12-09
Provtagningsdatum 2008-11-14
Provet ankom 2008-12-03
Analysrapport klar 2008-12-23
Kundnr 8476664-1415264
Egenkontroll av livsmedel

Journalnr EB081477-08
Analysnamn Moégelsvampar

Enhet CFU/mI

Metod/ref.

Mato. Ort L

Num

Provtyp

Provets mérkning B1
Resultat6000000000

Produkt/Varuslag Preferal WG
Anledning till provtagning Egenkontroll
Analyserna paborjades 2008-12-09
Provtagningsdatum 2008-11-14
Provet ankom 2008-12-03
Analysrapport klar 2008-12-23

Kundnr 8476664-1415264
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Egenkontroll av livsmedel
Journalnr EB081482-08
Analysnamn Mdgel total

Enhet CFU/g

Metod/ref. NMKL 98, 2005
Mato. Ort L

Num

Provtyp

Provets méarkning P3
Resultat20000000

Produkt/Varuslag Preferal WG
Anledning till provtagning Egenkontroll
Analyserna paborjades 2008-12-09
Provtagningsdatum 2008-11-14
Provet ankom 2008-12-03
Analysrapport klar 2008-12-23
Kundnr 8476664-1415264
Egenkontroll av livsmedel

Journalnr EB081481-08
Analysnamn Mdogel total

Enhet CFU/g

Metod/ref. NMKL 98, 2005

Mato. Ort L

Num

Provtyp

Provets markning P2
Resultat55000000

Produkt/Varuslag eBotanigard ES
Anledning till provtagning Egenkontroll
Analyserna paborjades 2008-12-09
Provtagningsdatum 2008-11-14
Provet ankom 2008-12-03
Analysrapport klar 2008-12-23
Kundnr 8476664-1415264
Egenkontroll av livsmedel

Journalnr EB081478-08
Analysnamn Mogelsvampar

Enhet CFU/mI

Metod/ref.

Mato. Ort L

Num

Provtyp

Provets méarkning B2
Resultat5500000000
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