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Forord

Denne rapport er en faelles afrapportering af resultaterne fra de to projekter
”Undersggelse af overlevelse og veekst af enterokokker og kimtal ved 37°C i
lagret separeret urin” og Undersggelse af overlevelse, viabilitet og infektivitet
af Cryptosporidium parvum og Giardia spp. i lagret separeret human urin” som
blev gennemfart i perioden 2002-2003.

Baggrunden for projekterne var resultater fra et tidligere projekt ”Vurdering af
muligheder og begraensninger for recirkulering af naringsstoffer fra by til land
— Mikrobiologiske undersggelser af lagret urin fra separationstoiletter”
(Dalsgaard og Tarnow, 2001) finansieret af Miljastyrelsen, som indikerede at
nogle indikatorbakterier kunne udvise vekst i separeret lagret human urin.
Der fandtes endvidere fa protozoag af Cryptosporidium parvum i enkelte
urinopsamlingstanke som overlevede selv efter lang tids lagring, ligesom
sadanne &g ogsa kunne give infektion af mus. Pa denne baggrund gnskede
Miljgstyrelsen at fa disse problemstillinger yderligere belyst i kontrollerede
laboratorieforsgg med henblik pa at indhente data som ville kunne bruges til
fastseettelse af hygienekrav og lagringstider for human urin som pataenkes
anvendt til landbrugs- og havebrugsformal.

Undersggelserne var opdelt i en bakteriologisk og en parasitologisk del som
havde falgende formal:

1. Bakteriologisk del, projekt 1: at fastliegge om antal bakteriekim v/ 37°C
og enterokokker gges ved lagring af human urin fra urinseparerende
toiletter, samt at arts- og typebestemme bakterieisolater ved eventuel
eftervaekst.

2. Parasitologisk del, projekt 2: at fastleegge viabilitet af Cryptosporidium
parvum oocyster i lagret separeret human urin, samt at bestemme
infektivitet af lagrede C. parvum oocyster ved podningsforsgg i mus.

Projekterne, herunder laboratorieforsggene, blev udfert ved Institut for
Veteringer Mikrobiologi, KVL. Undersggelserne af overlevelse og infektivitet
af C. parvum blev lavet i samarbejdet med afdeling for Patologi og
Epidemiologi, Danmarks Veteringrinstitut.

Projekterne er blevet fulgt af en Styregruppe bestaende af Linda Bagge fra
Miljgstyrelsen, samt Anders Dalsgaard og Lise Tgnner Jgrgensen fra Institut
for Veteringer Mikrobiologi, KVL.






Sammenfatning og konklusioner

Baggrunden for undersggelserne i denne rapport var resultater fra et tidligere
projekt finansieret af Miljastyrelsen: ”Vurdering af muligheder og
begraensninger for recirkulering af naringsstoffer fra by til land —
Mikrobiologiske undersggelser af lagret urin fra separationstoiletter”
(Dalsgaard og Tarnow, 2001), som indikerede at nogle indikatorbakterier
kunne udvise vaekst i separeret lagret human urin. Der fandtes endvidere fa
protozoaeg af Cryptosporidium parvum i enkelte urinopsamlingstanke som
overlevede selv efter lang tids lagring, ligesom saddanne &g ogsa kunne give
infektion af mus. Pa denne baggrund gnskede Miljgstyrelsen at fa disse
problemstillinger yderligere belyst i kontrollerede laboratorieforsgg med
henblik pa at indhente data som ville kunne bruges til fastsettelse af
hygienekrav og lagringstider for human urin som eventuelt patenkes anvendt
til landbrugs- og havebrugsformal.

Undersggelserne bestod af to dele; dels en bakteriologisk del som adresserede
spargsmalet om mulig efterveekst af enterokokker og kimtal ved 37°C i lagret
separeret urin fra mennesker og dels en parasitologisk del som undersggte
spergsmalet om protozoen C. parvum’s overlevelse i lagret separeret urin fra
mennesker.

Bakteriologisk del

Der blev udtaget urin fra 4 forskellige lokaliteter, repraesenterende dels teettere
boligbyggeri (Lokalitet 1 og 2) og dels kolonihavehusstande (Lokalitet 3 og 4).
Urinen blev lagret ved 4, 10 og 20°C i 6 maneder. Med ca. 1 maneds
intervaller blev pH og ammoniumkoncentration malt samtidig med at den
mikrobiologiske kvalitet blev bedgmt udfra antallene af indikatorbakterierne
enterokokker, kimtal ved 37°C og suspekte termotolerante coliforme.

pH holdt sig stabilt omkring en veerdi pa 8,5 til 9, men var hgjest i urin fra
lokalitet 3 og 4 hvor der havde veret mindst tilblanding af vand fra toiletskyl.
Ammoniumkoncentrationen var ligeledes stabil og hgjest ved Lokalitet 3 og 4
(ca. 8 ppm for aben tank og 16-17 ppm for lukket tank). Det hgjere pH og
ammoniumniveau i den relativt mere koncentrede urin fra lokaliteterne
korrelerede med lavere startkimtal og darligere kimtalsoverlevelse.

Efter en generel reduktion i antal enterokokker til under detektionsgraensen (1
cfu per ml.) efter 1-4 maneders lagring, blev der efter 5-6 maneders lagring
observeret en svag stigning i antal enterokokker efter lagring ved 4, 10 og
20°C. Denne stigning tyder pa en gget overlevelse og/eller evne til
multiplikation af enterokokker ved langvarig lagring af urin ved flere
temperaturer. Enterokokker syntes derfor uegnede som indikatorer pa faekel
forurening i urin, idet deres forekomst kan indikere en leengere overlevelse af
eventuelt tilstedeveerende patogene bakterier end hvad der reelt er tilfeeldet.
Det bgr istedet overvejes at anvende E. coli som indikator da denne syntes
mere fglsom i urin sammenlignet med enterokokker.

Da andre bakterieslegter og arter end Enterococcus eventuelt kan vokse pa
Slanetz & Bartley agarplader var det vigtigt at fa bestemt slaegt og art af de
bakteriekolonier som voksede pa agarpladerne. Det var endvidere ogsa vigtigt



at fa fastlagt om det var enkelte bakteriestammer (kloner) eller mange
forskellige stammer som kunne overleve og opformeres i lagret urin. Dette
blev fastlagt ved Pulsed Field Gel Elektroforese (PFGE; "DNA fingeraftryk™)
typning af bakterieisolaternes DNA.

Der blev ialt udvalgt 34 bakterieisolater fra Slanetz & Bartley agarplader, som
alle kunne identificeres som tilfgrende sleegten Enterococcus ved traditionel
biokemisk karakterisering og PCR. Langt hovedparten af testede isolater fra
Lokalitet 1 var E. faecium, som havde identisk PFGE type A. Dette indikerer,
at disse isolater er teet beslaeget, eksempelvis kan de stamme fra samme person
og/eller de er klonalt relateret som falge af opformering i urinen. Det ser
saledes ud til at en identisk E. faecium stamme udviste gget overlevelse og/eller
evne til multiplikation i urinflaskerne ved de tre temperaturer. E. faecium
betragtes normalt som en strikt faekal enterokokart, som kun i yderst
begreenset omfang kan forekomme og overleve i det eksterne miljg.

Typning af E. faecium isolater fra Lokalitet 2 viste tre forskellige PFGE typer.
Der forekom séledes flere forskellige E. faecium stammer i urinen som
overlevede lengere tids lagring og/eller havde evnen til at kunne opformeres. |
urin fra Lokalitet 2 blev alle 12 bakterieisolater bestemt som E. gallinarum, en
enterokokart som normalt forekommer hos fjerkree. E. gallinarum blev isoleret
fra savel dben og lukket tank ved de tre undersggte temperaturer og havde alle
en identisk PFGE type F. Det ser saledes ud til at en identisk E. gallinarum
stamme udviste gget overlevelse og/eller evne til multiplikation i urinflaskerne
ved de tre temperaturer. Det er uvist om E. gallinarum stammen er blevet
tilfart urinopbevaringsbeholderne via affaring eller fra jordmiljzet,
eksempelvis via utaetheder i beholderne.

Der blev kun pavist en begraenset reduktion i kimtal ved 37°C i lgbet af 6
maneders lagring af urin og ogsa for denne parameter fandtes der tegn pa
genvakst. Anvendelse af kimtal ved 37°C til vurdering af den hygiejniske
kvalitet af lagret urin syntes saledes begraenset pa grund af genvaekst.

Parasitologisk del

Der blev udtaget urin fra 2 forskellige lokaliteter, repraesenterende teettere
boligbyggeri (Lokalitet 1 og 2). Urinen blev lagret ved 4, 10 og 20°C og med
ca. en maneds interval maltes der pH, ammoniumkoncentration samtidig med
at den mikrobiologiske kvalitet blev bedgmt udfra antallene af
indikatorbakterierne enterokokker, kimtal ved 37°C og suspekte
termotolerante coliforme. Semipermeable kapsler indeholdende &g af
protozoen C. parvum blev tilsat og udtaget efter 14 dage, 1 maned og 2
maneder. £ggene (oocysterne) blev dernast undersggt for deres
levedygtighed (viabilitet) og smitsomhed (infektivitet) i mus.

Oocyster af C. parvum overlevede relativt kort tid i human urin, <14 dage ved
20°C og 1-2 maneder ved 10 og 4°C, ligesom ingen mus kunne inficeres med
oocyster fra urin der havde veeret lagret 14 dage ved 20°C, 1 maned ved 10°C
og 2 maneder ved 4°C. Der var saledes god overensstemmelse mellem
resultater fra viabilitetsundersggelser og podningsforsgg. Bestemmelse af
manglende levedygtighed (<2% viable &g) med den anvendte
cellefarvningsmetode til differentiering af levende og dade g syntes saledes at
kunne bruges som indikator for &eggenes manglende smitsomhed .

I modsatning til tidligere danske undersggelser, men i overensstemmelse med
svenske undersggelser, fandtes det derfor at urin der har veeret lagret i



minimum 2 maneder var fri for levedygtige (viable) og smitsomme (infektive)
&g af C. parvum. En lagring pa to maneder ville ogsa betyde elimination af
Giardia &g, idet denne protozo vides at veere mere fglsom overfor
miljgpavirkninger end Cryptosporidium. Der er derfor ikke lavet forseg med
overlevelse af Giardia i dette projekt.



10



Summary and conclusions

The background for the studies described in this report was the outcome of a
previous project financed by the Danish EPA ”’Evaluation of the possibilities
and constraints for re-circulating nutrients from cities to agriculture —
microbiological studies of stored urine from urine separating toilets”
(Dalsgaard and Tarnow, 2001). The former study indicated that some
indicator bacteria could multiply in stored urine from separation toilets, and,
thus, questioned the usefulness of using such indicators for assessing the
hygienic quality of stored urine. Furthermore, a low number of protozoan
oocysts (eggs) of Cryptosporidium parvum were found in a few urine storage
tanks. These oocysts survived long-term storage and could infect mice in
experimental infections. To follow up these finding, the Danish EPA wished
to initiate controlled laboratory experiments for further assessments of these
problems, with the aim of obtaining information that could possibly be used
to define hygienic guidelines and suggest required storage times for human
urine to be used in agri- and horticulture.

The studies were divided into two parts. The first part investigated the
question of possible (re)growth of enterococci and total viable counts at 37°C
in stored, separated human urine, and the second part investigated the
survival of the protozoa C. parvum’s in stored, separated human urine.

Bacteriological part

Urine samples for the experiments were collected from four different localities
and urine storage tanks representing densely populated urban housing areas
(localities 1 and 2), and from garden allotments (localities 3 and 4). The urine
was stored at 4, 10 and 20°C for up to six months. The pH, the ammonia
concentration and microbiological parameters were measured at one month
intervals. The microbiological quality of the urine was assessed based on
numbers of the indicator bacteria enterococci, total viable counts at 37°C and
suspected numbers of thermotolerant coliforms.

The pH values were stable around 8.5 to 9 and highest in urine from localities
3 and 4, where the use of water for flushing the toilets had been smaller. The
ammonia concentration was also stable, with the highest concentrations found
in urine from localities 3 and 4 (approx. 8 ppm for urine collected from open
storage tanks and 16-17 ppm in urine from closed storage tanks). The higher
pH and ammonia concentration in the relatively more concentrated urine
from these localities correlated well with lower initial bacterial counts and
reduced bacterial survival.

After 1-4 months storage, a general reduction was found in the number of
enterococci, to below the detection limit (1 cfu per ml.). However, after 5-6
months a slight increase in numbers of enterococci was seen after storage at 4,
10 and 20°C. This indicates that enterococci can survive and/or multiply
during long-term storage of human urine at different temperatures.
Enterococci may therefore be poor indicators of faecal pollution of urine,
because their occurrence will then indicate a longer survival of pathogens than
is really the case. It should therefore be considered to use E. coli as an
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indicator of faecal pollution, because the survival of E. coli seems more
sensitive to the urine environment compared with enterococci.

As bacterial genuses and species other than Enterococcus may grow on Slanetz
& Bartley agar, it was important to determine the genus and species of the
different bacterial colony types that grew on the agar plates. Furthermore, it
was important to determine if only few bacterial types (clones) or many
different bacterial types could survive and multiply in stored urine. Typing by
the Pulsed Field Gel Electroforesis technique (PFGE; "DNA finger
printing”) was used to show if few or many different bacterial types were
isolated on Slanetz & Bartley agar.

All 34 bacterial isolates selected from the Slanetz & Bartley agar plates could
be identified as belonging to the genus Enterococcus by traditional biochemical
testing and PCR. The majority of tested isolates from locality 1 were E.
faecium with an identical PFGE type A. This indicates that these isolates are
closely related, i.e. the isolates may originate from the same person and/or the
isolates belong to the same clone that has multiplied in the urine. Thus, it
looks as if an identical E. faecium strain showed better survival and/or ability to
multiply in the urine flasks stored at the three temperatures. The origin of E.
faecium is normally seen as being strictly faecal, and it may only to a very
limited degree be present and survive outside the gastro-intestinal tract.

PFGE typing of E. faecium isolates from locality 2 revealed three different
PFGE types, which indicates that different E. faecium strains were present in
the urine where they survived long-term storage and/or had the ability to
multiply. All 12 bacterial isolates tested from locality 2 were identified as E.
gallinarum, which is normally associated with poultry. E. gallinarum was
isolated from both urine that originated from open and closed urine storage
tanks at the three different temperatures under study, and all isolates had an
identical PFGE type F. This suggests that an identical E. gallinarum strain
showed increased survival and/or the ability to multiply in the urine flasks
stored at the three different temperatures. It could not be determined if the E.
gallinarum strains were introduced into the urine storage tanks through human
faeces or from the soil environment, e.g. through leaks in the storage tanks.

Only a limited reduction was seen in total viable counts at 37°C during the six
months storage. Slight increases in viable counts were seen in some urine
flasks suggesting bacterial multiplication. The use of total viable counts at
37°C to assess the hygienic quality of stored urine seems limited because of an
apparent ability for naturally occurring bacteria to multiply.

Parasitological part

Urine was collected and analyzed from two different localities representing
densely populated urban areas (localities 1 and 2). Urine was stored at 4, 10
and 20°C with measurements of pH and ammonia being made monthly
together with analyses of the microbiological quality, which was determined
by enumerating the indicator bacteria: enterococci, total viable counts at
37°C, and suspected thermotolerant coliforms. Semi-permeable capsules
containing C. parvum oocysts were inoculated into the urine, and samples
were obtained for analysis after 14 days, one month, and after two months
storage. The viability of the oocysts was then determined in colour staining
assays, and the infectivity of the oocysts was assessed in experimental
infection of mice.



Oocysts of C. parvum survived for a relatively short time in human urine, <14
days at 20°C and 1-2 months at 10 and 4°C. It was not possible to infect mice
with oocysts from urine that had been stored for 14 days at 20°C, one month
at 10°C and two months at 4°C. Thus, a good correlation was found between
the results from the viability testing and the infection experiments with mice.
The assessment of lack of viability (<2% viable oocysts) with the colour
staining assay, which makes it possible to differentiate between live and dead
oocysts, seems then to be a good indicator of the oocysts’ ability to infect
mice. Oocysts that can infect mice would normally also be able to infect
humans.

In contrast to the previous Danish study (Dalsgaard and Tarnow, 2001), but
in agreement with a Swedish study, it was shown that urine that had been
stored for a minimum of two months did not contain viable and infective C.
parvum oocysts. Two months storage would also eliminate eggs (ocysts) of
Giardia, because this protozoa is seen as being more sensitive to
environmental stress than Cryptosporidium. Accordingly, this project did not
include any survival studies of Giardia.
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1 Indledning og baggrund for
undersggelserne

Resultaterne af en tidligere undersgagelse finansieret af Miljgstyrelsen
(Dalsgaard og Tarnow, 2001) indikerede, at kimtal 37°C og antal
enterokokker, efter et markant fald efter 1-2 maneders lagring af separeret
human urin, blev gget ved en efterfalgende 3-6 maneders lagring.
Resultaterne tillod dog ikke en sikker vurdering af om der var tale om en reel
vaekst af kimtal 37°C og antal enterokokker.

Den samme undersggelse viste 0gsa, at der forekom &g (oocyster) af
parasitterne Cryptosporidium parvum og Giardia spp. i flere opsamlingstanke
med human urin. Begge parasitter er protozoer og vigtige arsager til
tarminfektioner hos mennesker. Deres udbredelse er dog ukendt i Danmark.
Undersgagelserne viste endvidere, at &g af C. parvum var levende og medfgrte
infektion i mus. Antal &g i urinprgverne var dog for lavt til gennemfarsel af
regelrette infektionsundersggelser i mus.

Der var saledes et behov for at fa fastlagt om antal kim ved 37°C og
enterokokker vil kunne gges ved lagring af separeret urin. En eventuel vaekst af
disse bakteriegrupper vil kunne indikerer, at egentlige bakterielle smitstoffer
ogsa vil kunne vokse i lagret urin, ligesom en kimtalsvaekst ville kunne stille
spargsmal ved anvendeligheden af de to parametre som bakterielle hygiejne
indikatorer i urin. Trods pavisningen af C. parvum og Giardia spp. i separeret
urin er det dog usikkert hvor lzenge parasiteeggene kan overleve og opretholde
deres infektivitet efter eksponering i lagret urin.

Projektet havde falgende formal:

Bakteriologisk del, projekt 1:
at fastleegge om antal kim ved 37°C og enterokokker gges ved lagring
af separeret urin
at arts- og type (DNA-fingeraftryk) bestemme bakterieisolater som
giver anledning til vaekst/eftervaekst.

Para5|tolog|sk del, projekt 2:
at fastleegge viabilitet af C. parvum og Giarida spp. &g i lagret
separeret human urin
at fastleegge infektiviteten af C. parvum og eventuel Giradia spp. &g
ved podningsforsgg med mus.

1.1 Mikroorganismer og smitstoffer i urin og fekalier
1.1.1 Urin

Hos raske personer er urinen i urinbleeren samt den gvre del af urinraret steril.
Ved transport af urinen i og ud af urinrgret blandes urinen med forskellige
typer hudbakterier og nar urinen forlader kroppen indeholder den typisk
<10.000 bakterier per ml (Jonsson et al., 2000).
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1.1.1.1 Urinvejsinfektion

Ved urinvejsinfektion udskilles urin med hgje koncentrationer( > 10° per ml)
af patogene (smitsomme) bakterier (Thaysenet al., 1986), der i 80% af
tilfeeldene er E. coli. Proteus spp., Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella-
Enterobacter gruppen og enterokokker findes dog ogsa som arsag til
urinvejsinfektioner hos mennesker (Murray et al., 1995). Det er usikkert i
hvor stor udstreekning, at disse patogene mikroorganismer overlever og
spredes i miljget (Jonsson et al., 2000). Der findes andre smitstoffer som kan
spredes fra mennesker med urinen, herunder bakterierne Leptospira og
Salmonella typhi/paratyphi, hvor spredning ferst er muligt nar infektionen
bliver systemisk, samt parasitten Schistosoma spp. som forarsager bilharziose
hos mennesker. Disse sygdomme er dog meget sjeldne under danske forhold,
og man ma formode at sandsynligheden for at finde disse smitstoffer i urin fra
mennesker er lav.

1.1.2 Faekalier

| et urinseparerende toilet er den starste risiko for tilfgrsel af smitstoffer til
urinen forurening med faekalier. Risikoen synes starst, nar brugerne er barn
eller ved diarrétilfelde, men toiletudforming og brugererfarenhed har ogsa
betydning for tilblanding af urinen med faekalier. Diarrétilfeelde, hvor
smitstoffer findes i affgringen i hgje koncentrationer (>10" bakterier pr.
gram), repreesenterer den starste risiko for tilfarsel af smitstoffer til urinen.

1.1.2.1 Bakterier

De vigtigste bakterier som forarsager mave-tarminfektioner under danske
forhold og som kan forventes at findes i feekalt-forurenet urin tilhgrer
sleegterne Salmonella, Campylobacter, Yersinia samt visse typer af E. coli.
Andre smitstoffer som kan findes i feekalier inkluderer sleegterne Listeria,
Clostridium og Bacillus. Disse bakterier er dog relativt sjeeldne arsager til
sygdom hos mennesker. Under tropiske forhold er ogsa Vibrio cholerae og
Shigella typiske arsager til diarré hos mennesker. Ved diarré forarsaget af
smitsomme bakterier vil et menneske i den akutte sygdomsfase typisk udskille
>10" bakterier per gram faeces. Bakterier vil dog ogsa blive udskilt i varierende
tidsperioder fagr og iseer efter sygdomssymptomer optraeder.

1.1.2.2 Virus

De vigtigste virus der kan spredes med humane faekalier er enterovirus
(poliovirus, coxsackie virus), Hepatitis A, Norwalk like-virus (calicivirus),
adenovirus og rotavirus (B. Bottiger, Statens Serum Institut, personlig
meddelelse) (Murray et al., 1995). Ved diarré forarsaget af virus vil et
menneske typisk udskille 10-10" vira per gram faeces. Selvom der
forekommer begraenset viden om hyppigheden af mavetarm-infektioner
forarsaget af virus, bl.a. grundet mangelfulde pavisningsmetoder, menes virus
at veere en hyppig arsag til sadanne infektioner. Virus ma derfor forventes at
veere tilstede i feekalt-forurenet urin.

1.1.2.3 Parasitter

De vigtigste parasitter der kan tilfgres urin i Danmark tilhgrer grupperne
rundorme, baendelorme og protozoer. De hyppigste forekomne arter er:
Ascaris lumbricoides (spolorm), Enterobius vermicularis (bgrneorm), Taenia
saginata (baendelorm), Dipyllobotrium latum (menneskets brede baendelorm),
samt protozoerne Cryptosporidium parvum og Giardia duodenalis. Mennesker
kan smittes med spolorm og bgrneorm direkte ved kontaktsmitte eller ved oral



indtagelse af feekalt forurenede fadevarer. C. parvum og G. duodenalis kan
smitte via feekalier fra dyr og mennesker. Betegnelsen Giardia diskuteres stadig
i fagkredse, men der synes enighed om anvendelse af betegnelsen Giardia
duodenalis (far benavnt Giardia lamblia eller intestinalis), og denne betegnelse
vil efterfglgende blive brugt i rapporten. Aggene fra baeendelorm skal optages
0g udvikles i en mellemveert (pattedyr eller fisk), for en infektion kan
viderebringes til et andet menneske.

Hvis en person som benytter et separationstoilet udskiller parasitter med
feekalier, kan disse tilfares urinen gennem fakal forurening. Selvom parasitter
kan forarsage sygdomssymptomer, vil mennesker ofte have parasitinfektioner
uden at vise sygdomstegn og den udskilte parasitmangde (&g) hos sadanne
individer varierer betydeligt.

Forekomsten af rundorme, baeendelorm og protozoer er ukendt, men menes
lav i den danske befolkning.

1.2 Indikatorer til undersggelse for forekomst af smitstoffer
1.2.1 Bakterielle indikatorer

Enterokokker

Enterokokker anvendes i flere sammenhange som indikator pa faekal
forurening. Enterokokker er Gram-positive, katalase-negative kokker, der
optraeder parvis eller i korte kader.

Definitionen af sleegten Enterococcus omfatter nu 23 arter herunder arterne: E.
avium, E. casseliflavus, E. durans, E. faecalis, E. faecium, E. gallinarum og E.
malodoratus (Facklam et al. 2002). Enterokokker udger en del af gruppen af
feekale streptokokker som inkluderer S. bovis, S. suis, 0g S. equinus. Analyse for
enterokokker foretraekkes i dag i stedet for analyse for faekale streptokokker.
De to betegnelser anvendes ofte synonymt, selvom dette ikke er helt korrekt.

Enterokokker findes i menneskers og dyrs tarmkanal og udviser generelt starre
resistens overfor udterring, varme og andre ydre pavirkninger end E. coli,
Salmonella og de fleste andre Gram-negative sygdomsfremkaldende bakterier.
Ved at anvende enterokokker som indikatorbakterium synes der at vere en
god sikkerhed for, at henfaldet af disse modsvares af et tilsvarende eller
hurtigere henfald af sygdomsfremkaldende bakterier.

Coliforme bakterier

Gruppen af coliforme bakterier er Gram-negative, stavformede, ikke-
sporedannende bakterier som er laktose fermenterende ved 35-37°C med
produktion af syre og gas. Bakterier der opfylder disse betingelser tilhgrer
familien Enterobacteriaceae, som inkluderer E. coli, samt medlemmer af
sleegterne Enterobacter, Klebsiella og Citrobacter (Hurst et al., 1997). Verdien
af coliforme bakterier som faekale indikatorbakterier er tvivisom, da
bakterierne kan stamme fra andre miljger end menneskers og dyrs
mavetarmkanal, eksempelvis ikke-feekalt materiale tilfart komposttoiletter. De
er derfor mindre egnede som indikatorer for feekal forurening.

Termotolerante coliforme (feekale coliforme) bakterier

Gruppen af termotolerante coliforme bakterier opfylder alle kriterierne i
definitionen af totale coliforme bakterier. De skal endvidere kunne
fermenterer laktose med produktion af syre og gas ved 44,0°C. Ved optelling
af bakteriekolonier uden efterfalgende test for produktion af syre og gas kan
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disses antal angives med betegnelsen suspekte. Disse udvidede testkriterier
sammenlignet med gruppen af coliforme bakterier betyder, at bakterierne
nasten udelukkende stammer fra menneskers og dyrs tarmkanal. En
undtagelse er dog sleegten Klebsiella, der er blevet isoleret fra miljgpraver uden
feekal forurening (Hurst et al., 1997). Termotolerante coliforme er saledes en
bedre og mere specifik indikator for faeekal forurening end totale coliforme
bakterier.

E. coli

E. coli tilhgrer gruppen af termotolerante coliforme og findes udelukkende i
dyrs og menneskers tarmkanal. Dette gar E. coli til den bedste indikator for
feekal forurening i gruppen af coliforme bakterier. E. coli adskilles fra andre
termotolerante coliforme ved mangel pa urease enzymet og tilstedevaerelse af
enzymet beta-glucuronidase. Som indikatorbakterium er E. coli sdledes
velegnet til indikation pa en frisk faekal forurening. E. coli overlever oftest
kortere tid end enterokokker i det ydre miljg.

Antal udskilte indikatorbakterier i feekalier

| feekalier findes hgje koncentrationer af de naevnte indikatorbakterier. Et raskt
menneske udskiller i alt ca. 10"-10° indikatorbakterier pr. gram feeces med
nogen variation mellem de enkelt indikatorer.

Kimtal ved 37°C

De hyppigste anvendte metoder til pavisning af det totale antal af bakterier,
som kan vokse ved 37°C, vil pavise enterokokker, E. coli og flere andre fekale
indikatorbakterier, dog undtaget sleegten Clostridium, som kun vokser ved
strikt anaerobe forhold (iltfrie forhold). Bakterier, som vokser ved 37°C, vil
dog ogsa tilhere en raekke andre slaegter, der findes i faekalier, hvoraf flere kan
forarsage sygdom hos mennesker. Kimtal ved 37°C anvendes derfor som en
generel indikator for tilstedeveerelsen af smitstoffer, ligesom et gget antal ogsa
kan indikerer en eventuel bakteriel vaekst i lagret urin.

1.2.2 Virale indikatorer

Bakteriofager er virus som kun inficerer bakterier. Fagernes overlevelse i
miljget anvendes i stigende grad til at studere overlevelsen af
sygdomsfremkaldende virus i miljget. Flere forskellige bakteriofager har veeret
foreslaet som indikatorer bl.a. F-specifikke bakteriofager og colifager (Lewis,
1995; Treeetal., 1997; Armon et al., 1995). F-specifikke bakteriofager er isser
aktuelle som indikatorer, da de udviser stor resistens i miljget og kan pavises
ved relative simple og billige laboratoriemetoder. Betegnelsen F henviser til
fagernes affinitet for bakteriers flageller.

Salmonella typhimurium fag 28B (Lilleengen 1948) har p.g.a. en relativ hgj
overlevelsesevne i miljget sammenlignet med andre fager veeret anvendt i
sporingsstudier til pavisning af forurening mellem aflgb og rentvandsreservoir
(Stenstrom 1996) og til at spore forurening af grundvand ved vanding med
aflabsvand (Carlander et al. 2000, Johansson et al. 1998). S. typhimurium fag
28B har desuden veeret anvendt som hygiejneindikator ved kontrollering af
termofile processer f.eks. ved vadkompostering (Eller 1995, Norinet al. 1996)
og pasteurisering (Sahlstrom et al. 2003). Fag 28B er 60 nm i diameter og
resistent overfor hgje pH-veerdier.



1.2.3 Parasiteaere indikatorer

| dette projekt blev Cryptosporidium parvum benyttet som indikator pa
protozoers overlevelse i lagret urin fra mennesker. Protozoer er sma encellede
parasitter som udvikles i tarmkanalen af fugle og pattedyr, inklusive
mennesket. Der findes forskellige undertyper af Cryptosporidium hvoraf C.
parvum og C. hominis kan smitte mennesker. C. parvum er en relativ
almindelig infektion i kveegbruget, som iseer giver sygdomsproblemer hos
spaedkalve (Enemark, 2002). Da Giardia &g er mere fglsom overfor
miljgpavirkninger end Cryptosporidium er der ikke lavet forsgg med
overlevelse af Giardia i dette projekt.

C. parvum blev farste gang sat i forbindelse med infektion hos mennesker i
midten af 70’erne og der er siden da rapporteret et stigende antal tilfeelde af
infektion med denne parasit bade i udviklingslande og i den industrialiserede
del af verden. Udbrud i den industrialiserede del af verden skyldes ofte en
forurening af vandreservoirer og overfladevand som benyttes til drikkevand,
hvorimod en forurening af grundvand med denne parasit ikke anses for at
veere serlig sandsynlig. Til de starste udbrud af C. parvum-infektion hgrer et
udbrud i 1994 i Milwaukee i USA, hvor mere 400.000 mennesker blev
angrebet af diarré (Mac Kenzieet al., 1994).

I Danmark blev der i 2002 diagnosticeret i alt 38 tilfelde af cryptosporidiose
ved Statens Seruminstitut (Anonymous, 2003). Tidligere undersggelser har
vist at i ca. 80% af diagnosticerede tilfelde af cryptosporidiose er der tale om
infektioner erhvervet i udlandet.

Hos mennesket er infektionen problematisk og i visse tilfeelde livstruende hos
individer med et svaekket immunforsvar (specielt AIDS patienter). Hos
voksne raske individer er infektionen derimod selvbegraensende med en
inkubationstid pa 2-10 dage samt et sygdomsforlgb pa op til 2 uger med
vandig diarré, mavekramper og let feber. Hos nogle individer ses et
symptomlgst forlgb.

C. parvum er en obligat intracelluler parasit, som gennemgar sin ukennede og
kennede formering inden i tarmslimhindecellerne. Livscyklus, som er skitseret
i figur 1, bestar kort af de fglgende faser. De angivne numre og bogstaver i
parentes henviser til figuren:

oocyster/zeg af C. parvum optages via feekalt forurenet vand eller
fadevarer (3)

i mavetarmkanalen frigiver eggene sakaldte sporozoiter, som er i stand
til at fastgere sig til tarmslimhindecellerne og smitte disse

ukgnnet formering som producerer merozoiter der kan smitte flere
tarmslimhindeceller (c, d, e)

kennet formering som resulterer i produktion af nye &g indeholdende
de smitsomme sporozoiter (f, g, h, i, j, k).

de smitsomme &g udskilles dernaest med veertsdyrets/menneskets
feekalier (1)

Perioden fra de smitsomme &g optages til nye &g kan findes i det smittede
individs feekalier benavnes preepatensperioden og er for C. parvums
vedkommende 2-14 dage afhaengig af hvilken dyreart eller menneske der er
veert for infektionen.
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Figur 1 C. parvum livscyklus.

Neermere detaljer af livscyklus er beskrevet i teksten ovenfor.
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C. parvum har en relativ god overlevelse i miljget. Overlevelse i vand har vist
sig at vaere op til ca. seks maneder ved temperaturer omkring 4°C (Fayer et
al., 1998; Olsson et al., 1999), hvorimod overlevelsen i urin ifglge svenske
undersggelser er markant kortere, nemlig omkring to maneder ved 4°C
(H6glund og Stenstrom, 1999). Danske undersggelser fra 2001 har dog peget
pa en noget lengere overlevelse af &g af C. parvum i lagringstanke til urin fra
mennesker, nemlig op til seks maneders overlevelse ved temperaturer under
10°C (Dalsgaard og Tarnow, 2001). Udover temperatur er koncentrationen
af ammoniak ogsa af betydning for C. parvum aggenes overlevelse i miljget.
Saledes overlever &ggene kortere tid ved hgj temperatur og ammoniak
koncentration i det omgivende miljg.



| dette projekt blev mus benyttet til podningsforsgg for med stor sikkerhed at
kunne fastleegge at s&g af C. parvum som var fundet ikke levende i et
farveassay heller ikke var smitsomme. Den anvendte metode til at teste om
&ggene er smitsomme ved podningsforsgg i museunger er almindelig
anerkendt og beskrevet i rapportens metodeafsnit. Det skal dog bemaerkes, at
man i ner fremtid forventes at kunne udfare testen for &gs smitsomhed med
starre sikkerhed i celle assays. Assays baseret pa forskellige cellelinier bliver i
disse ar udviklet og vil i vid udstraekning kunne reducere brugen af levende
forsggsdyr.

1.2.4 Valg af maleparametre

1.2.4.1 Mikrobiologiske maleparametre

Med henvisning til projekternes formal beskrevet i forordet og kapitel 1, blev
overlevelse af fglgende mikrobiologiske parametre i separeret lagret human
urin undersggt:

Enterokokker
Kimtal ved 37°C
/g (oocyster) af protozoen C. parvum

Protozoer af arten Giardia spp. blev ikke undersggt for deres overlevelse i
human urin, idet C. parvum anses for at veere repraesentativ for protozoers
overlevelse i urin. Tidligere sammenlignende undersggelser af disse to
protozoers overlevelse har vist, at Giardia er langt mere fglsom overfor
miljepavirkninger end Cryptosporidium (Olson et al., 1999). Det ma derfor
antages, at Cryptosporidium er en bedre indikator end Giardia til fastleeggelse
af overlevelsestider for protozoer.

1.2.4.2 Fysisk-kemiske maleparametre
Falgende fysisk-kemiske maleparametre blev malt i den separerede lagrede
human urin:

pH
Ammonium

Disse parametre vides at veere af betydning for mikroorganismers overlevelse i
forskellige medier, inklusiv i urin.

| urinlagringstanke vil pH relativt hurtigt stabilisere sig pa omkring 9, idet
kveelstof bundet i urea friggres som ammonium-ioner der sa igen vil friggres
som ammoniak (NH,). Der etableres derefter hurtigt en ligeveegt mellem
ammoniak og ammonium (NH,"). Ved at male ammonium koncentration i
urinen far man et indirekte mal pa den aktuelle ammoniak-koncentration, som
er relativt stabil ved et pH pa ca. 9.

Det er vist, at C. parvum &g og bakteriers overlevelse i urin ikke alene er
bestemt af pH men ogsa af ammoniak koncentrationen (Hoglund et al.,
1999), samt at den negative effekt af ammoniak pa overlevelsen af C. parvum
&g er starre ved hgje temperaturer (Jenkins et al., 1998).
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2 Materialer og metoder

2.1 Forsggsdesign
2.1.1 Beskrivelse af lokaliteter og tanke for udtagelse af urin

Lokalitet 1 var en relativ nyetableret gkologisk bebyggelse. Alle husstande har
installeret urinseparerende toiletter. Der blev til undersggelserne udtaget urin
fra en tank der havde veret aflukket i ca. 2 maneder, samt fra en tank der var
ved at blive fyldt. Begge tanke var tilsluttet familieboliger.

Lokalitet 2 var et alment boligbyggeri, som er repraesentativt for teet, lavt
almennyttigt boligbyggeri i Danmark. Der var i alt 390 lejligheder og 800
beboere. Urinseparerende toiletter var installeret i 9 lejligheder med i alt 16
voksne og 10 bgrn. Toiletterne var af typen WM ekologen, hvor
vandforbruget er ca. 1-3 dl ved urinskyl. Urinen blev opsamlet fra
husstandene og tilledt fem tanke pa hver 15 m°. Til undersggelserne blev der
udtaget urin fra en tank der havde veret aflukket i ca. 1 maned, samt fra en
tank der var under opfyldning.

Lokalitet 3 og 4 var kolonihaver, hvor der blev udtaget urin fra to husstande
med urinseparerende toilet, begge ved &ldre segtepar med bgrn og barnebgarn.
I begge husstande var tankene i brug ved udtagelsen af praverne. De
undersggte kolonihaver reprasenterer lavteknologiske toiletsystemer med kort
afstand mellem toilet og opsamlingsbeholder. Der var i alt 100 haver med
separationstoiletter og urinen blev typisk opsamlet i 25-liters beholdere. Dog
havde to udvalgte haver urinopsamlingsbeholdere pa 220 liter.

23



24

Tabel 1. Projekt 1 - Bakteriologi. Generelle oplysninger om de udtagne
urinprgver (urin udtaget 7. og 8. oktober 2002)

Loka- Tank- Tank- Brugere  Volumen af Status mht. Temperatur pHved  Urinens farve

litet nr. volu- vandskyl urintilfgrsel ved prove-
men pregveud- udtagelse
(Liter) tagelse (°C) *

1 2 16000 Familier 1-2dl/ Rbnet: 1/5 12,5 S:8,9 S: oliven
toilet- Lukket: 11/8 .84 @: gulgren
besgg

1 4 16000 Familier 1-2dl/ Abnet: 11/8 11,8 S:9,0 S: mark, gul
toilet- Lukket: nej @:8,7 @: gul
besgg

2 3 3000 Familier Ikke oplyst  Abnet: 28/5 14,5 S: 85 S: gul, klar

Lukket: 9/9 @ 8,7 @: gul, klar

2 4 3000 Familier Ikke oplyst Abnet: 9/9 14,0 S: 8,7 S: gul, klar

Lukket: nej @. 8,7 @:qul, klar
3 - 220  [gtepar, enkopvand Abnet: 1/3 11,8 S: 89 S: mark brun
bgrnog  engang Lukket: 1/10 @:8,9 @: mark brun
bgrnebgrn imellem
4 - 220  [Egtepar, enkopvand Abnet: 15/8 11,2 S:9,0 S: gulorange,
bgrnog  engang Lukket: nej @.9,0 hvidt
barnebgrn imellem bundfald

@: gulorange

&S =sediment i urinlagringstank; @ = gvrig urin

2.1.2 Udtagelse af prgver pa lokaliteterne

Ved udtagelsen af praverne blev der benyttet en steril plastiksonde med en
indre diameter pa 1 cm. Sonden blev fastgjort med plastictape pa et plast
isolationsrar, saledes at spidsen af sonden kunne fgres helt ned til bunden af
de enkelte tanke. Mellem brug af sonde og rer blev disse rengjort grundigt og
sonden blev efterfglgende autoklaveret. Til udtagelse af praver blev en 140-ml
engangsplastsprgjte monteret pa den ene ende af plastsonden og herigennem
blev praverne fra bunden af tankene (”’sediment”) udtaget. I alt 1,5 liter
sediment blev udtaget og opbevaret i en steril glasflaske pa kel indtil forsgget
blev igangsat. De sakaldte sedimentprgver var saledes en blandning af
sediment og vand. Dernast blev der udtaget 15 liter af urinen gverst i tanken
ved hjeelp af en 10-liters plastikspand. Urinen fra den gvre del af tanken blev
opbevaret i 5-liters plastdunke pa kel indtil forsgget blev igangsat. Ved
udtagelsen af urin maltes pH og temperatur umiddelbart efter udtagelse samt
ved hjemkomst til laboratoriet. Ligeledes blev urinens udseende bedgmt
umiddelbart efter udtagelse.

Der blev udtaget prgver til analyse af savel sediment og urin, idet den hgjeste
koncentration af feekale indikatorer (bade bakterielle og parasiteere) forventes
at veere i sedimentprgver fra bunden af tankene. De to pravetyper blev
udtaget idet en egentlig opblanding af sediment med gvrig urin i selve tanken
ikke var mulig.

2.1.3 Opseetning af forsgg

Den udtagne urin blev opbevaret i 2-L sterile glasflasker og lagret i kaleskabe
eller varmeskabe ved 4, 10 og 20°C. Flaskerne var under lagringen omviklet
med sorte plasticposer for at forhindre lysgennemtraengning.

2.1.3.1 Valg af temperaturer

Temperaturerne 4 og 10°C repraesenterer temperaturer i nedgravede
urinlagringstanke. En temperatur pa 4°C repraesenterer desuden et "worst
case’ senario, idet de fleste mikroorganismer generelt overlever leengst ved



sadanne lave temperaturer. | rapporten fra 2001 (Dalsgaard og Tarnow,
2001) blev der malt ned til 5,5°C i nedgravede urinlagringstanke og i Sverige
har man malt mellem 0 og 10°C i nedgravede tanke (Jonsson et al., 1997).
Valg af den laveste lagringstemperatur til 4°C gjorde det endvidere muligt
umiddelbart at kunne sammenligne med resultaterne fra en raekke svenske
undersggelser, bade m.h.t. bakteriologiske og parasitologiske fund. Dalsgaard
og Tarnow (2001) fandt en sandsynlig eftervaekst af enterokokker i
urinlagringstanke omkring maj til juni maned nar temperaturen i disse naede
op pa ca. 10°C og da Enterococcus spp. vokser bedst ved 10-45°C, var det
derfor hensigtsmaessigt at have en inkubations-temperatur pa 10°C.

Med hensyn til protozoen Cryptosporidium, overlever denne lengst ved en
temperatur pa 4°C, men 10 og 20°C blev ogsa undersggt for at kunne relatere
parasitternes overlevelse til de faktiske temperaturforhold i nedgravede og
ikke-nedgravede urinlagringstanke.

2.1.3.2 Valg af volumen

I de svenske og andre undersggelser er der i undersggelser af Cryptosporidium
aegs overlevelse i vand og urin anvendt sma volumner, ex. 1, 2, 4 og 5 ml
(Fayeret al., 1998; Olson et al., 1999; Hoglund og Stenstrém, 1999; Freire-
Santos et al., 2000). Ved at anvendte starre urinvolumener i dette projekt (2
liter) opnaes en bedre model for en urinlagringstank. Der vil bl.a. vaere en
starre bundflade til etablering af sediment og biofilm, som menes at veere af
betydning for bade bakteriers og parasitters overlevelse i urinlagringstanke
(Sundin et al., 1999; Schonning et al., 2002). Desuden vil der lettere kunne
opretholdes et stabilt niveau af pH og ammoniak svarende til forholdene i en
urinlagringstank.

Inden forsgget blev sat op blev der foretaget bakteriologiske malinger pa
urinen for at vurdere om ekstra tilseetning af feekalier var ngdvendig. Der
fandtes mellem 10' og 10° cfu/ml af enterokokker og mellem 10” og 10° af kim
ved 37°C. Dette blev vurderet som tilstreekkeligt udgangsmateriale for de
videre undersggelser og der blev derfor ikke tilsat ekstra feekalier til urinen.

| parasitologiske undersggelser af urinen inden igangsatning af forsgget
fandtes ingen &g af C. parvum eller g af rundormeparasitter.

2.1.3.3 Projekt 1 — Bakteriologi

Der blev opsat to flasker (replikater) for hver kombination af lokalitet, tank og
temperatur. | hver flaske blev 200 ml fra sedimentet i en given
urinlagringstank blandet med 1.800 ml urin fra den samme tank. Der blev
tilsat en steril magnet til hver glasflaske, sa omrgring var mulig forud for
prgveudtagning.

Der blev foretaget fysisk-kemiske og bakteriologiske malinger ved lagringens
start (T-0) og derefter med ca. 1 maneds interval op til T-6, dvs. efter seks
maneders lagring (Tabel 2). Til undersggelse af mulig efterveaekst af
enterokokker blev det besluttet at udtage en ekstra pragve efter otte maneders
lagring (T -8) fra flasker hvor der havde veeret positivt fund af enterokokker
ved T-6.

2.1.3.4 Projekt 2 — Parasitologi

I denne del af forsgget blev der brugt urin fra en aben tank ved lokalitet 1 og
en aben tank ved Lokalitet 2. Der blev opsat en flaske for hver kombination af
lokalitet, tank og temperatur. I hver flaske blev 200 ml fra sedimentet i en
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given urinlagringstank blandet med 1.800 ml urin fra den samme tank. Til
disse flasker blev der tilsat 2 semipermeable kapsler til hver
prgveudtagningstidspunkt, ialt 18 kapsler per flaske. Der blev desuden opsat
kontrolflasker indeholdende 1 liter fosfatbuffer (PBS) hvortil kapsler
indeholdende parasitaeg ogsa blev tilsat.

Semipermeable kapsler blev benyttet til de parasitologiske undersggelser, da
det dels var gnskeligt at undga spredning af de smitsomme parasiteeg til hele
urinvolumen og kapslerne gjorde det endvidere muligt at opretholde en relativ
hgj koncentration af &g. Sidstnaevnte var ngdvendig da der var et begreenset
antal parasiteeg til radighed. Kapslerne er beskrevet i detaljer under afsnittet
om parasitologiske metoder.

Der blev foretaget fysisk-kemiske og parasitologiske malinger ved lagringens
start (T-0) og derefter med ca. 1 maneds interval op til T-2 for alle
temperaturer. Forsgget blev afsluttet ved T-2 eftersom C. parvum &ggene alle
var dgde og ikke infektive pa dette tidspunkt (Tabel 3). For urin lagret ved
20°C blev der ogsa udtaget praver efter 14 dages lagring (T-14 dage) idet &g
normalt vil dg relativt hurtigt ved denne temperatur.

2.1.4 Tidsplan for udtagelse af praver

Der blev undtaget prever med 1 maneds tidsintervaller med start tidspunkt
angivet som T-0.

Tabel 2 Prgveudtagningstidspunkter projekt 1, Bakteriologisk del

Prgveudtagningstidspunkt (maned) efter T-0
T-1 T2 13 T4 15 T-6

Lokalitet Tank Lagrings-
Type temperatur (°C)

1 Aben 4 X X X X X X
1 Aben 10 X X X X X X
1 Aben 20 X X X X X X
1 Lukket 4 X X X X X X
1 Lukket 10 X X X X X X
1 Lukket 20 X X X X X X
2 Aben 4 X X X X X X
2 Aben 10 X X X X X X
2 Aben 20 X X X X X X
2 Lukket 4 X X X X X X
2 Lukket 10 X X X X X X
2 Lukket 20 X X X X X X
3 Lukket 4 X X X X X X
3 Lukket 10 X X X X X X
3 Lukket 20 X X X X X X
4 Lukket 4 X X X X X X
4 Lukket 10 X X X X X X
4 Lukket 20 X X X X X X

X = der blev udtaget praver til bakteriologisk undersggelse, samt prgver til pH-maling og
ammoniumbestemmelse.



Tabel 3 Prgveudtagningstidspunkter projekt 2, parasitologisk del
(Cryptosporidium parvum overlevelse i urin)

Prgveudtagningstidspunkt

(méned)efter T-0

Lokalitet Tank Lagrings- T-14 dage T-1 T2

temperatur

(9]
Lokalitet 1 Aben 4 X X
Lokalitet 1 Aben 10 X X
Lokalitet 1 Aben 20 X X
Lokalitet 2 Aben 4 X X
Lokalitet 2 Aben 10 X X
Lokalitet 2 Aben 20 X X
Kontrol PBS 4 Y Y
Kontrol PBS 10 Y Y
Kontrol PBS 20 Y Y

X = der blev udtaget 2 kapsler fra hver 2-liters beholder og der blev ligeledes udtaget praver til
bakteriologisk undersggelse, pH-maling og til ammoniumbestemmelse.

Y = der blev udtaget 1 kapsel fra hver 2-liters beholder og der blev ligeledes udtaget praver til
bakteriologisk undersggelse, pH-maling og til ammoniumbestemmelse.

PBS = fosfat buffer

2.1.5 Maleprogram

| tabel 4 nedenfor er angivet maleprogrammet for de bakteriologiske og
parasitologiske undersggelser ssammen med de anvendte metoder. Metoderne
er beskrevet i detalje nedenfor.

Tabel 4 Maleprogram for projekt 1 (bakteriologisk del) og projekt 2
(parasitologisk del).

Parametre Metode Projekt 1 Projekt 2
pH Calomel elektrode X X
Ammoniumkoncentration Flow-injektionsanalyse og gas X X
diffusion
Enterokokker DS 2401 X X
Kimtal ved 37°C DS/EN ISO 6222 X X
Termotolerante coliforme Mod. ISO/DIS 9308-1 X X
Cryptosporidium viabilitet DAPI/PI farvning - X
Cryptosporidium infektivitet Podning i mus X

2.2 Metoder
2.2.1 Fysisk-kemiske metoder

2.2.1.1 Temperatur
Temperatur i inkubatorer og kelerum blev malt 2 gange per uge.

2.2.1.2 pH
Der blev udtaget 25 ml urin ved hver prgveudtagning til maling af pH. pH-
meter (Radiometer) med Calomel elektrode blev benyttet til pH-malinger.

2.2.1.3 Ammonium koncentration

Der blev ved hver prgveudtagning udtaget 1 ml praver fra alle 2-liters flasker
med urin. Prgverne blev fortyndet med sterilt vand, og urin fra Lokalitet 1 og
2 blev saledes fortyndet 100 x, og urin fra Lokalitet 3 og 4 blev fortyndet 150
X. pH blev efterfglgende justeret til mellem 3,5 og 4,5.

Volumener af ca. 10 ml blev derefter sterilfiltreret igennem et 0,2 mMm

membranfilter og prgverne blev efterfalgende opbevaret ved —20°C indtil den
videre analyse blev foretaget ved Kemisk Institut, KVVL. Der blev udfart
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dobbeltbestemmelser pa praverne og et gennemsnit af de to malinger blev
beregnet.

Analyse for ammonium ved flow-injektionsanalyse og gas diffusion foregik
ved at en prove, tilpas fortyndet med vand, blev ledt ind i en mikrokanal hvor
natriumhydroxid blev tilblandet. Dette forarsager at alt ammonium omdannes
til gassen ammoniak som derefter kan passere gennem en membran.
Koncentrationen af den frigivhe ammoniak bestemmes ved hjeelp af en
indikator og maling af dennes farveintensitet ved en bestemt balgeleengde.

2.2.2 Bakteriologiske metoder

2.2.2.1 Enterokokker

Antal enterokokker blev bestemt ved teelling af typiske rade-radbrune kolonier
pa Slanetz & Bartley agar ved 44°C i 48 timer * 4 timer (DS 2401). Denne
metode blev tidligere fundet velegnet til bestemmelse af enterokokker i urin
(Dalsgaard og Tarnow, 2001). Detektionsgreensen for undersggelsen var 1
cfu/ml. Glasflaskerne blev placeret pa en magnetomrarer i 60 sekunder far
prgveudtagning for at opna homogen opblandning af urin og sediment.
Urinpregverne (1 ml) blev udtaget sterilt fra glasflaskerne og fortyndet ved 10-
folds fortyndinger. Figur 2 viser forlgbet fra udtagelse af prgver fra urinflasker
til karakterisering og typning af isolater fra Slanetz & Bartley agar.



Figur 2 metodebeskrivelse for udtagelse af progver fra lagret urin, isolation
og typning af enterokokisolater fra Slanetz & Bartley agar.
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2.2.3 Parasitologiske metoder
Detaljerne af de parasitologiske metoder er beskrevet i Bilag B, ligesom
principperne i undersggelserne er vist i figur 3.

Fig.3 Metodebeskrivelse for undersggelse af C. parvum &gs viabilitet
(levedygtighed) og infektivitet (smitsomhed)

Forberedelse af &g og
placering i semipermeable
kapsler i urin

Oprensning af &g og
viabilitetsbestemmelse ved
DAPI/PI farvemetode

Bestemmelse af &gs
infektivitet ved
podningsforsgg i mus

2.2.4 Statistisk analyse af resultater

For at fastsla om der var tale om egentlig efterveakst af enterokokker eller om
der blot var tale om en stigning der kunne tilskrives variation i kimtal, blev der
udfart en statistisk analyse af resultater fra flaskerne hvor der fandtes en
tilsyneladende forleenget overlevelse og eventuel vaekst af enterokokker. Der
blev udfert en faktoriel variansanalyse (ANOVA) pa eventuelt vaekst af
enterokokker fra T-4 til T-6 (SAS version 8.02) med temperatur og tank som
faktorer.



3 Resultater — Projekt 1 Bakteriologi

3.1 Fysisk-kemiske malinger
3.1.1 Temperatur

Temperaturen i de benyttede inkubatorer blev malt 2 gange ugentligt. | lgbet
af forsggsperioden varierede temperaturen i inkubatorerne maksimalt med
+1°C.

3.1.2 pH

Resultaterne af pH-malinger i urinflaskerne er vist i figur 4, 5 og 6 nedenfor.
pH var i alle urinprgverne mellem 8,5 og 9,1 ved starten af forsgget, dog
hgjest i urin fra Lokalitet 3 og 4, hvor tilblanding af vand og dermed
fortynding af urinen havde varet mindst. De malte pH-vardier var relativt
stabile i lgbet af den 6 maneder lange undersggelsesperiode, med det starste
pH-fald pa ca. 0,5 i urin fra Lokalitet 1 (figur 4). Et fald i pH-vaerdierne
skyldes med stor sandsynlighed et udslip af NH, (ammoniak) dampe ved
abning af flaskerne for hver pregveudtagning. Dette udslip har dog vaeret
meget begranset jf. de lave reduktioner i de malte pH-vaerdier. Betegnelsenre
lukket” og ~aben” i de efterfalgende figurer henviser til om
urinopsamlingstankene, hvorfra urinen blev indsamlet, var aflukket for
urintilfarsel ("lukket™) eller om der blev tilfert urin pa indsamlingstidspunktet
(aben™). Det skal bemeerkes, at der for hver undersggt temperatur blev
udfart dobbeltbestemmelser ved analyser af urinpregver fra to forskellige
beholdere.

Figur 4 Andringer i pH i lagret urin fra Lokalitet 1, tank 2 (lukket) og tank 4
(dben).
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Figur 5 £ndringer i pH i lagret urin fra Lokalitet 2 tank 3 (lukket) og tank 4
(dben).
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Figur 6. £ndringer i pH i lagret urin fra Lokalitet 3 (HFB) og Lokalitet 4
(HFT).
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3.1.3 Ammoniumkoncentration

Resultaterne af ammonium-malinger er vist i figur 7, 8 og 9 nedenfor. Som
forventet var ammoniumkoncentrationen hgijest i urin fra Lokalitet 3 og 4
hvor tilblanding af vand og dermed fortynding af urinen havde veeret mindst.
De malte ammonium-koncentrationer var relativt stabile (ca. 8 ppm for urin
fra dben tank og 16-17 ppm for urin fra lukket tank) i labet af de 6 maneder,
med undtagelse af en generel stigning ved T-4 ved alle lokaliteter. Denne
stigning kunne skyldes en metodisk fejl ved udtagning af prgverne, da den er
af samme starrelse for alle lokaliteter ved netop T-4.



Figur 7 Ammoniumkoncentration (ppm - parts per million) ved Lokalitet 1
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Figur 8 Ammoniumkoncentration (ppm) ved Lokalitet 2
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Figur 9 Ammoniumkoncentration (ppm) ved Lokalitet 3 (HFB) og 4 (HFT)
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3.1.4 Sammenhang mellem pH og ammoniumkoncentration

Der var generelt god overensstemmelse mellem pH og ammonium veerdierne
idet de hgjeste pH-vardier blev malt ved Lokalitet 3 og 4, som ogsa havde de
hgjeste koncentrationer af ammonium. Ligeledes blev de laveste pH-vardier
malt ved Lokalitet 1, hvor ammonium -koncentrationen ogsa var lavest.

Med udganspunkt i de begraensede variationer i pH og
ammoniumkoncentration igennem forsggsperioden skannes det ikke at
variationer de to parametre medfarte en signifikant pavirkning af overlevelsen
af testparametrene.

3.2 Bakteriologiske malinger

3.2.1 Enterokokker

Resultaterne af undersggelserne for enterokokker i lagret urin fra de tre
lokaliteter er vist i figur 10, 11 og 12. Det skal bemarkes, at der for hver
undersggt temperatur blev udfert dobbeltbestemmelser ved analyser af
urinprgver fra to forskellige beholdere.

Som forventet fandtes den hgijeste startkoncentration af enterokokker i urin fra
de dbne tanke, som blev tilledt urin ved praveindsamlingstidspunktet. Der er
saledes sket en faekal forurening af urinen, som mest sandsynlig skyldes en
ikke 100 % separation af urin og feeces. Arsagerne hertil kan veere flere,
eksempelvis feekal forurening af urin fra personer med diarré eller fra bgrn
som oftest har sveerere ved at bruge urinseparerende toiletter korrekt
sammenlignet med voksne.

Startkoncentration af enterokokker var 1 log-enhed lavere i urin fra Lokalitet 3
og 4. Dette kan skyldes, at denne urin havde mindre vandtilfarsel ved



toiletskyl og at den koncentrede urin havde en relativt gget reducerende effekt
pa enterokokantallet.

Figur 10 Reduktion i antal enterokokker i lagret urin fra Lokalitet 1 ved 3
forskellige temperaturer.
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I urin fra Lokalitet 1 (figur 10) skete der en 2-3 log reduktion i antallet af
enterokokker ved alle tre lagringstemperaturer. Detektionsgraeensen pa 1 cfu/ml
blev naet hurtigst (efter en maned) for urin fra lukket tank, lagret ved 20°C.
Den langsomste reduktion af antal enterokokker skete i urin fra aben tank,
lagret ved 4°C. Her blev detektionsgraensen farst naet efter fem maneders
lagring, hvorefter der blev observeret en svag stigning i antal enterokokker ved
praveanalyse efter seks maneders lagring. Dette fund indikerer en mulig
eftervaekst ved 4°C. Der blev udtaget et antal enterokokisolater
repraesenterende forskellige kolonityper til videre karakterisering, identifikation
og typning. Resultaterne af disse undersggelser er beskrevet i de efterfglgende
afsnit (3.2.1.1).
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Figur 11 Reduktion i antal enterokokker i lagret urin fra Lokalitet 2 ved 3
forskellige temperaturer.
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I urin fra Lokalitet 2 (figur 11) skete der en 1-3 log reduktion i antal
enterokokker ved alle tre lagringstemperaturer i lgbet af forsggsperioden.
Detektionsgraeensen pa 1 cfu/ml blev naet hurtigst for urin fra lukket tank,
lagret ved 4, 10 og 20°C, samt for urin fra aben tank, lagret ved 20°C. Dette
skete efter 1-2 maneders lagring. Den langsomste reduktion i antal
enterokokker skete i urin fra aben tank, lagret ved 4 og 10°C. Her blev
detektionsgraensen naet efter 4-5 maneders lagring, hvorefter der blev
observeret en tilsyneladende svag stigning i antallet efter 5 og 6 maneders
lagring for urin fra aben tank, lagret ved 4, 10 og 20°C, samt en midlertidig
stigning i antallet i urin fra lukket tank, lagret ved 4°C. Denne stigning fandtes
at veere statistisk signifikant (p<0.05) og tyder pa en mulig eftervaekst ved flere
temperaturer. Der blev udtaget et antal enterokokisolater repraesenterende
forskellige kolonityper til videre identifikationsbestemmelse. Resultaterne af
disse undersggelser er beskrevet i de efterfglgende afsnit.

Figur 12 Reduktion i antal enterokokker i lagret urin fra Lokalitet 1 (HFB) og
2 (HFT) ved 3 forskellige temperaturer.
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I urin fra Lokalitet 3 og 4 (figur 12) skete der en 1-2 log reduktion i
enterokokker ved alle tre lagringstemperaturer i lgbet af lagringsperioden.
Detektionsgraensen pa 1 cfu/ml blev naet allerede efter 1 maneds lagring ved
alle tre temperaturer. Der fandtes ingen efterveekst af enterokokker.

3.2.1.1 Biokemisk og PCR karakterisering af enterokokisolater

Der blev udtaget kolonier fra Slanetz & Bartley agar pa
preveudtagningstidspunkterne T-4, T-5, T-6 og T-8 fra Lokalitet 1 og 2. Fra
Lokalitet 3 og 4 fandtes ingen vaekst af kolonier pa Slanetz & Bartley agar efter
T1. Ofte fandtes der kun en enkelt eller fa kolonier pa agarpladerne.

Resultaterne af den biokemiske karakterisering og PCR bestemmelse af
enterokokslaegt og art af de ialt 34 udvalgte isolater fra Lokalitet 1 og 2 er vist i
tabel 8. Resultaterne af multiplex PCR bestemmelserne er vist i figur 13, hvor
DNA bandene for teststammerne er vist sammen med bandene for en raekke
enterokok kontrolstammer. Teststammer og kontrolstammer med samme
DNA bandstarrelse tilhgrer samme art.

Isolater kunne kun vokse efter udsad af urinpraver fra den abne tank ved
Lokalitet 1. Alle 11 isolater blev bestemt til E. faecium. Ved T-4 blev E.
faecium isoleret fra urinflasker opbevaret ved savel 4 og 10°C; ved T-5 blev
der kun isoleret et enkelt E. faecium isolat fra urinflaske opbevaret ved 20°C,;
og ved T-6 og T-8 blev E. faecium kun isoleret ved 4°C. Ved T-4 blev der
isoleret et enkelt E. mundtii isolat (tabel 8). Alle E. faecium isolater havde
samme kolonitype pa Slanetz & Bartley agar med rgdbrunt centrum og
lysergd randzone og en diameterstarrelse pa 1-2 mm.

lalt 22 isolater blev udvalgt til videre karakterisering og typebestemmelse fra
praver fra aben og lukket urintanke ved Lokalitet 2 (tabel 8). Ved T-4 blev
4/5 isolater fra urinprgver opbevaret ved 4 og 10°C fra den abne urintank
bestemt som E. faecium og et enkelt isolat som E. hirae. Ved T-5 blev 7/8
isolater fra urinflasker opbevaret ved 4 og 20°C bestemt som E. gallinarum og
kun et enkelt isolat som E. faecium. Ved T-6 blev der i urin fra abne urintanke
isoleret E. gallinarum og E. faecium ved savel 4 og 10°C. Endelig blev der ved
T-8 isoleret E. gallinarum og E. faecium ved 4°C (tabel 8). Der blev kun ved
T-5 isoleret kolonier fra prover fra lukket urintank. Alle E. gallinarum havde
samme kolonitype pa Slanetz & Bartley agar med redbrun farve og en
diameterstgrrelse pa ca. 1 mm.

Der var overensstemmelse mellem resultaterne af den biokemiske
karakterisering og PCR bestemmelse af slaegt og art.
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Tabel 8 Resultater af biokemisk karakterisering og PCR for slagts- og
artshestemmelse af enterokokisolater fra Slanetz & Bartley agar

Isolat Prgveud Lokalitet  Urintankstype Tempe-  Koloniudsende pa  Bakterieart
identifikations  tagningsdato ratur Slanetz & Bartley og slaegt
nummer (°C) agar?
Urin -1 04.02.03=T-4 1 Lukket 4 C: smal rgdbrun E. mundtii
R: smal lyseragd
Urin -2 04.02.03=T-4 1 Aben 4 C: smal rgdbrun E. faecium
R: bred lyserad
Urin -3 04.02.03=T-4 1 Aben 4 C: smal rgdbrun E. faecium
R: bred lyserad
Urin -4 04.02.03=T-4 1 Aben 4 C: smal rgdbrun E. faecium
R: bred lyserad
Urin -5 04.02.03=T-4 1 Aben 4 C: smal rgdbrun E. faecium
R: bred lyserad
Urin -6 04.02.03=T-4 1 Aben 4 C: smal rgdbrun E. faecium
R: bred lyserad
Urin -7 04.02.03=T-4 2 Aben 4 C: bred rgdbrun E. faecium
R: smal lyseragd
Urin -8 04.02.03=T-4 2 Aben 4 C: bred rgdbrun E. faecium
R: smal lyseragd
Urin -9 04.02.03=T-4 1 Aben 10 C: smal rgdbrun E. faecium
R: bred lyserad
Urin -10 04.02.03=T-4 1 Aben 10 C: smal rgdbrun E. faecium
R: bred lyserad
Urin - 11 04.02.03=T-4 1 Aben 10 C: smal rgdbrun E. faecium
R: bred lyserad
Urin - 12 04.02.03=T-4 2 Aben 10 C: bred rgdbrun E. faecium
R: smal lyseragd
Urin - 13 04.02.03=T-4 2 Aben 10 C: bred rgdbrun E. faecium
R: smal lyseragd
Urin - 14 04.02.03=T-4 2 Aben 10 C: bred red E. hirae
R: smal lyseragd
Urin - 15 03.03.03=T-5 2 Lukket 4 Radbrune E. gdlinarum
kolonier
Urin - 16 03.03.03=T-5 2 Lukket 4 C: smal rgdbrun E. faecium
R: bred lyserad
Urin - 17 03.03.03=T-5 2 Lukket 4 Radbrune E. gallinarum
kolonier
Urin - 18 03.03.03=T-5 2 Aben 4 Radbrune E. gallinarum
kolonier
Urin - 19 03.03.03=T-5 2 Aben 4 Radbrune E. gallinarum
kolonier
Urin —20 03.03.03=T-5 2 Aben 4 Radbrune E. gallinarum
kolonier
Urin - 21 03.03.03=T-5 2 Aben 20 Radbrune E. gallinarum
kolonier
Urin —22 03.03.03=T-5 2 Aben 20 Radbrune E. gallinarum
kolonier
Urin - 23 03.03.03=T-5 1 Aben 20 C: smal rgdbrun E. faecium
R: bred lyserad
Urin —24 03.04.03=T-6 2 Aben 4 C: bred rgdbrun E. faecium
R: smal lyseragd
Urin - 25 03.04.03=T-6 2 Aben 4 C: bred rgdbrun E. faecium
R: smal lyseragd
Urin — 26 03.04.03=T-6 2 Aben 4 Radbrune E. gallinarum
kolonier
Urin - 27 03.04.03=T-6 2 Aben 10 C: bred rgdbrun E. faecium
R: smal lysergd
Urin - 28 03.04.03=T-6 2 Aben 10 Radbrune E. gallinarum
kolonier
Urin — 29 03.04.03=T-6 1 Aben 4 C: smal rgdbrun E. faecium
R: bred lyserad
Urin - 30 13.06.03=T-8 1 Aben 4 C: smal rgdbrun E. faecium
R: bred lyserad
Urin - 31 13.06.03=T-8 2 Aben 4 C: bred rgdbrun E. faecium
R: smal lysergd
Urin — 32 13.06.03=T-8 2 Aben 4 Radbrune E. gallinarum
kolonier
Urin —33 13.06.03=T-8 2 Aben 4 Radbrune E. gallinarum
kolonier
Urin -34 13.06.03=T-8 2 Aben 4 Radbrune E. gallinarum
kolonier

#, C: centrum af koloni; R: randzone af koloni



3.2.1.2 PFGE typning af enterokokker (DNA fingeraftryk)

Resultaterne af PFGE typningen af enterokokker er vist i tabellerne 9 og 10,
ligesom eksempler pa PFGE typningen er vist for E. faecium i figur 14 og for
E. gallinarum, E. mundtii, og E. hirae i figur 15. Ved sammenligning af PFGE
DNA bandtyper vil bakterioisolater med identisk antal og bandsterrelser ofte
veere af klonal oprindelse, eksempelvis som fglge af opformering/eftervaekst.
Isolater med fa bands forskelle vil ofte ogsa veere identiske eller naert
besleegtede. Forskelle i bAndmgnstre skyldes forskelligheder i DNA sekvenser
og dermed i genkendelsessteder for det anvendte skeeringsenzym Smal.

Tabel 9 Resultater fra PFGE typning af E. faecium

Lokalitet Urintank-  Temperatur Preveudtagnings- Isolat- PFGE type
type (°C) tidspunkt identifika-
tionsnum-
mer
1 Aben 4 T4 Urin-2 A
1 Aben 4 T-4 Urin-3 B
1 Aben 4 T4 Urin-4 A
1 Aben 4 T-4 Urin-5 A
1 Aben 4 T-4 Urin-6 A
1 Aben 4 T-6 Urin-29 A
1 Aben 4 T-8 Urin-30 A
1 Aben 10 T-4 Urin-9 A
1 Aben 10 T-4 Urin-10 A
1 Aben 10 T4 Urin-11 A
1 Aben 20 T-5 Urin-23 A
2 Lukket 4 T5 Urin-16 C
2 Aben 4 T4 Urin-7 D
2 Aben 4 T-4 Urin-8 C
2 Aben 4 T-6 Urin-24 E
2 Aben 4 T-6 Urin-25 E
2 Aben 4 T-8 Urin-31 E
2 Aben 10 T-4 Urin-12 C
2 Aben 10 T4 Urin-13 C
2 Aben 10 T-6 Urin-27 C

Ved PFGE typning af E. faecium isolater fra Lokalitet 1 fandtes to PFGE
typer, A og B, hvor 10/11 isolater havde type A (tabel 9). PFGE type A
isolater blev kun fundet i urin fra den abne tank og ved alle tre undersggte
temperaturer. Type A og B har samme grundmgnster, men type B indeholder
yderligere 7 DNA band af forskellig sterrelse (figur 14). Fundet af E. faecium
med identisk PFGE type A indikerer at disse isolateret er teet beslaeget,
eksempelvis kan isolaterne stamme fra samme person og/eller de er klonalt
relateret som falge af multiplikation. Det ser saledes ud til at en identisk E.
faecium stamme udviste gget overlevelse og/eller evne til multiplikation i
urinflaskerne ved de tre temperaturer.
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Tabel 10 Resultater fra PFGE typning af E. gallinarum
Lokalitet Urintanktype Temperatur Prgveudtagnings- Isolatidentifika- PFGE type

(°C) tidspunkt tionsnummer
2 Lukket 4 T5 uUrin-15 F
2 Lukket 4 T5 Urin-17 F
2 Aben 4 T5 Urin-18 F
2 Aben 4 T5 Urin-19 F
2 Aben 4 T-5 Urin-20 F
2 Aben 4 T-6 Urin-26 F
2 Aben 4 T-8 Urin-32 F
2 Aben 4 T-8 Urin-33 F
2 Aben 4 T-8 Urin-34 F
2 Aben 10 T-6 Urin-28 F
2 Aben 20 T-5 Urin-21 F
2 Aben 20 T-5 Urin-22 F

I urin fra Lokalitet 2 blev der identificeret bade E. faecium og E. gallinarum.
Derudover blev E. hirae identificeret en gang ved T-4 fra en aben tank.

De 9 E. faecium isolater havde ialt tre forskellige PFGE typer C, D og E (tabel
9). PFGE type C blev fundet i urin fra en lukket tank som blev opbevaret ved
4°C. Denne PFGE type fandtes ogsa hos et enkelt isolat fra urin opbevaret
ved 4°C og hos tre isolater opbevaret ved 10°C. Et isolat isoleret fra en aben
tank ved 4°C havde type D, mens PFGE type E kun blev set hos tre isolater
fundet i abne tanke og opbevaret ved 4°C. Med fundet af tre forskellige PFGE
typer, syntes der saledes at forekomme flere forskellige E. faecium stammer
som udviste gget overlevelse og/eller evne til multiplikation i den &bne
urintank ved Lokalitet 2.

Figur 13 Multiplex PCR analyse af udvalgte enterokokisolater, samt 10
kontrolstammer.
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Bane A, 100 bp DNA starrelsesmarkgr; Bane B, Urin-1; Bane C, Urin-2; Bane D, Urin-3; Bane E,
Urin-4; Bane F, Urin-5; Bane G, Urin-6; Bane H, Urin-7; Bane |, Urin-14; Bane J, Urin-15; Bane K,
Urin-17; Bane L, Urin-18; Bane M, Urin-19; Bane N, Urin-20; Bane O, Mix kontrol; Bane P, E.
faecium 301; Bane Q, E. faecalis 302; Bane R, E. gallinarum CECT 970; Bane S, E. flavescens CECT
4481; Bane T, E. avium CECT 968; Bane U, E. raffinosus NCTC 12192; Bane V, E. mundtii ATCC
43186; Bane W, E. hirae 9790RF; Bane X, E. dispar CECT 4310; Bane Y, E. durans CCUG 7972; Bane
Z, 100 bp DNA stgrrelsesmarkar.

I urin fra Lokalitet 2 havde alle 12 E. gallinarum stammer, som var isoleret fra
savel dben og lukket tank ved de tre undersggte temperaturer, identisk PFGE
type F (figur 15). Det ser saledes ud til at en identisk E. gallinarum stamme
udviste gget overlevelse og/eller evne til multiplikation i urinflaskerne ved de
tre temperaturer.



Figur 14 PFGE typer af E. faecium med DNA skéret med skaeringsenzymet Smal.
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Bane A, Low-range PFGE markar; Bane B, Urin-2; Bane C, Urin-3; Bane D, Urin-29; Bane E, Urin-4;
Bane F, Urin-5; Bane G, Urin-6; Bane H, Urin-30; Bane |, Urin-9; Bane J, Urin-10; Bane K, Urin-11;
Bane L, Urin-23; Bane M, Urin-16; Bane N, Urin-7; Bane O, Urin-24; Bane P, Urin-25; Bane Q, Urin-
31; Bane R, Urin-8; Bane S, Urin-12; Bane T, Urin-13; Bane U, Urin-27; Bane V, Low-range PFGE
markar.

Forskellen i DNA bandmgnstre mellem PFGE typerne fundet hos E. faecium
og E. gallinarum var stor. Generelt havde PFGE typen for E. gallinarum
mindre fragmenter med det sterste fragment pa ca. 5,5 kb, mens bandmanstre
hos E. faecium havde en del starre fragmenter. Det var saledes muligt at
differentiere mellem de to arter baseret pa deres PFGE type. For E. faecium,
E. mundtii og E. hirae var starrelsen og fordelingen af DNA fragmenterne
mere jeevn og adskilte ikke disse arter tydeligt.
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Figur 15 PFGE typer af E. gallinarum samt E. mundtii og E. hirae med DNA
skaret med skeringsenzymet Smal.

kb
ABCDETFGHI)]KLMNMNOP
O O T T R N N Y e T Mg oy I

194

6,55

s=580a8n- 18
4,30 - o =9 - . ..

Y T T T I
-f ii!;"
.o R

= w9 g
‘ﬁw,.qpﬁuru-
"

-

Bane A, Low-range PFGE markgr; Bane B, Urin-15; Bane C, Urin-17; Bane D, Urin-18; Bane E, Urin-
32; Bane F, Urin-33; Bane G, Urin-34; Bane H, Urin-19; Bane I, Urin-20; Bane J, Urin-26; Bane K,
Urin-21; Bane L, Urin-22; Bane M, Low-range PFGE marker; Bane N, Urin-1; Bane O, Urin-14; Bane
P, Low-range PFGE marker.



3.2.1.3 Kimtal ved 37°C

Resultaterne af undersggelserne for kimtal ved 37°C i urinprgver fra de fire
lokaliteter er vist i figur 16, 17 og 18. Der skal bemarkes, at der for hver
undersggt temperatur blev udfgrt dobbeltbestemmelser ved analyser af
urinprgver fra to forskellige beholdere.

Urin fra abne tanke havde samme antal eller svagt hgjere antal kim ved T-0
sammenlignet med urin indsamlet fra lukkede tanke. Startkoncentration af
kim ved 37°C var som for enterokokker ca. 1 log-enhed lavere i urin indsamlet
fra Lokalitet 3 og 4 sammenlignet med urin fra Lokalitet 1 og 2.

Figur 16. Reduktion i antal kim ved 37°C i lagret urin fra lokalitet 1 ved 3
forskellige temperaturer.
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I urin fra Lokalitet 1 skete der generelt en begraenset nettoreduktion i kimtal
ved 37°C i lgbet af lagringsperioden (figur 16). | urin fra lukket tank, lagret
ved 4 og 10°C, skete der en 1-2 log-enheders reduktion i kimtallet i lgbet af 6
maneders lagring. | urin fra lukket tank, lagret ved 20°C, skete der ingen
kimtalsreduktion, men derimod tilsyneladende en svag stigning i kimtallet i
lgbet af de 6 maneder. Resultaterne tyder pa, at bakteriekim selv efter 6
maneders lagring af urin kan udvise veekst, iser ved opbevaring af urinen ved
20°C.

I urin fra dben tank, lagret ved 4 og 10°C, skete der en gradvis reduktion i
kimtal pa i alt 2-3 log-enheder i lgbet af de 6 maneders lagring. Det skal
bemarkes, at selvom der i urin fra ben tank, lagret ved 20°C, skete en
reduktion pa 2-3 log-enheder i kimtallet i den ene urinflaske (replikat 1),
fandtes der i den anden flaske (replikat 2) en kimtalsstigning pa 1 log-enhed
fra T-5 til T-6.
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Figur 17 Reduktion i kimtal ved 37°C i lagret urin indsamlet fra Lokalitet 2,
ved 3 forskellige temperaturer.
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I urin fra Lokalitet 2 skete der ligeledes generelt en begranset reduktion i
kimtal ved 37°C i lgbet af lagringsperioden (figur 17). I urin fra lukket tank,
lagret ved 4, 10 og 20°C, skete der en ringe eller ingen kimtalsreduktion i lgbet
af de 6 maneders lagring. | urin fra aben tank, lagret ved 20°C, skete der en
reduktion i kimtallet pa 3 log-enheder i lgbet af de 6 maneder, hvorimod der
fandtes en 1-2 log-enheds kimtalsreduktion ved de to lavere temperaturer. Der
var ingen tegn pa en stigning i kimtallet i urin indsamlet fra Lokalitet 2.

Figur 18 Reduktion i antal kimtal ved 37°C i lagret urin fra Lokalitet 3 og 4 ved
3 forskellige temperaturer
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I urin fra Lokalitet 3 og 4 var der som udgangspunkt en lidt lavere
koncentration af kim efter dyrkning ved 37°C (figur 18) sammenlignet med
kimtallene i urin fra de to farnavnte lokaliteter.

| lzbet af de 6 maneders lagring skete der ingen eller kun ringe
kimtalsreduktion ved alle tre undersggte lagringstemperaturer. Der fandtes
saledes ingen stigning i kimtallet i urin fra Lokalitet 3 og 4.

3.2.2 Suspekte termotolerante coliforme

Resultaterne for undersggelserne for suspekte termotolerante coliforme
bakterier er vist i Bilag C.

Generelt fandtes der lave startkoncentrationer af suspekte termotolerante
coliforme bakterier i urin fra alle lokaliteterne, ligesom der kun kunne pavises
suspekte termotolerante coliforme i dbne tanke fra Lokalitet 1 og 2. De lave
koncentrationer af denne parameter tyder pa en lavgradig frisk feekal
forurening og/eller en ringe overlevelse af suspekte termotolerante coliforme
bakterier i lagret urin. Der fandtes saledes ikke suspekte termotolerante
coliforme i de tanke der havde veeret aflukkede i cirka 1 maned.

Resultaterne viser, at sammenlignet med enterokokker overlever
termotolerante coliforme bakterier kun kort tid i lagret urin.

3.3 Delkonklusioner - Projekt 1 Bakteriologi

Anvendelsen af 2-liters flasker til lagringsforsgg med urin medfarte
ringe pH variation (8,5-9,1) med de hgjeste vardier i urin fra
urinopsamlingstanke med mindst vandtilfarsel

Enterokokker kunne isoleres i urin indsamlet fra alle opsamlingstanke
(T-0)

Reduktionen i antallet af enterokokker udviste store variationer, dog
med starst reduktion i urin fra lukkede tanke som blev opbevaret ved
hgje temperaturer

| urinprever fra Lokalitet 1 og 2 blev der efter 5-6 maneders lagring
observeret en svag stigning i antal enterokokker efter lagring ved 4, 10
0g 20°C. Dette tyder pa en gget overlevelse og/eller evne til
multiplikation af enterokokker ved langvarig lagring af urin ved flere
temperaturer

Der blev udvalgt 34 bakterieisolater fra Slanetz & Bartley agarplader,
som ved biokemisk karakterisering og PCR blev identificeret som
tilhgrende sleegten Enterococcus

Langt hovedparten af testede isolater fra Lokalitet 1 var E. faecium,
som havde identisk PFGE type A. Dette indikerer, at disse isolater er
teet besleeget, eksempelvis kan de stamme fra samme person og/eller de
er klonalt relateret som fglge af opformering i urinen. Det ser saledes
ud til at en identisk E. faecium stamme udviste gget overlevelse og/eller
evne til multiplikation i urinflaskerne ved de tre temperaturer. E.
faecium betragtes normalt som en strikt feekal enterokokart

Typning af E. faecium isolater fra Lokalitet 2 viste tre forskellige PFGE
typer. Der forekom saledes flere forskellige E. faecium stammer som
kunne overleve leengere tids lagring i urin og/eller havde evnen til at
kunne multiplicerer.
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I urin fra Lokalitet 2 havde alle 12 E. gallinarum stammer, som var
isoleret fra savel dben og lukket tank ved de tre undersggte
temperaturer, identisk PFGE type F. Det ser saledes ud til at en
identisk E. gallinarum stamme udviste gget overlevelse og/eller evne til
multiplikation i urinflaskerne ved de tre temperaturer.

Fundene af gget overlevelse og/eller eventuel opformering af E.
faecium og E. gallinarum i lagret urin stiller spgrgsmalstegn ved at
anvende enterokokker som indikator pa feekal forurening

Der skete generelt en begraenset nettoreduktion i kimtal ved 37°C i
urin i lgbet af lagringsperioden. Resultaterne tyder pa at bakteriekim,
som kan vokse ved 37°C, selv efter 6 maneders lagring af urin kan
udvise vaekst, iseer nar urinen opbevares ved 20°C, hvorimod der
tilsyneladende ikke var nogen veekst ved 4°C.



4 Resultater — Projekt 2 Parasitologi

4.1 Fysisk-kemiske malinger

4.1.1 Temperatur

Temperaturen i de benyttede inkubatorer blev malt 2 gange ugentligt. | lgbet

af forsggsperioden varierede temperaturen i inkubatorerne maksimalt med
+1°C.

4.1.2 pH

Tabel 11 viser resultaterne af pH-malinger fortaget i lgbet af forsggsperioden.

De malte veerdier viste lille variation og var sammenlignelige med pH
veerdierne fra de bakteriologiske undersggelser (projekt 1).

Tabel 11 pH-malinger i urin anvendt til parasitologiske undersggelser
(PBS = fosfatbuffer)

Lokalitet Lagrings- T-0 T-14 dage T1 T-2
temperatur
(&)
1 4 8,65 - 8,68 8,53
1 10 8,66 - 8,63 8,56
1 20 8,65 8,61 8,64 8,53
2 4 8,67 - 8,78 8,6
2 10 8,68 - 8,69 8,56
2 20 8,68 8,62 8,65 8,53
Kontrol kapsel, PBS 4 7,4 - 7,52 7,48
Kontrol kapsel, PBS 10 7,4 - 7,52 7,46
Kontrol kapsel, PBS 20 7,4 7,45 7,52 7,48

4.1.3 Ammoniumkoncentration

Tabel 12 Ammoniumkoncentrationer i urin og kontroloplgsninger (ppm)
efter forskellige prgveudtagningsintervaller.
(Crypto Kt. = kontrolflaske med fosfatbuffer)

Lokalitet Lagrings- T-0 T-14 dage T1 T-2
temperatur
()
1 4 18 - 18 20
2 4 25 - 25 26
Crypto Kt. 4 - - 0,08 0,05
1 10 18 - 18 19
2 10 25 - 25 26
Crypto Kt. 10 - - 0,05 0,08
1 20 18 19 18 19
2 20 25 26 25 26
Crypto Kt. 20 - 0,03 0,08 0,05
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4.2 Parasitologiske malinger

4.2.1 Viabilitetsundersggelser

Viabilitet (levedygtighed) i stamoplgsningen af &g blev bestemt ved DAPI/PI
farvning og var 65,4% og faldt hurtigt ved &ggenes lagring i urin (tabel 13).
Ved inkubation ved 20°C var &ggenes viabilitet 0% allerede efter 14 dages
lagring. Ved inkubation ved 10°C var viabiliteten 0% efter én maneds lagring.
Ved inkubation ved 4°C var viabiliteten <2% efter én maneds lagring og 0%
efter eksponering til urin for den ene lokalitet efter to maneders lagring.

Tabel 13 Procent (%) levende (viable) &g efter lagring i urin ved 3 forskellige
temperaturer.

Lokalitet Lagrings- T-0 T-14 dage T1 T-2
temperatur
(&)
Kapsel Kapsel Kapsel Kapsel Kapsel Kapsel
1 2 1 2 1 2
1 4 - - - 1,2 0 0 1,7
1 10 - - - 0 0 0 0
1 20 - 0 0 0 0 0 0
2 4 - - - 0,6 0 0 0
2 10 - - - 0 2,1 0 0
2 20 - 0 0 0 0 0 0
Kontrol kapsel, 4 - - - 50,9 - 25,0
PBS*
Kontrol kapsel, 10 - - - 29,6 - 20,0
PBS
Kontrol kapsel, 20 - 61,2 - 23,4 - 23,2
PBS
Kontrol 4 654 58,3 - 50,6 - 26,9

stamoplgsning

4.2.2 Podningsforsgg

Podningsforsggene i mus bekraeftede disse fund, idet ingen mus kunne smittes
med &g fra urin inkuberet ved 20°C ved T -14 dage og ved T-1(tabel 14).
Resultaterne fra T-1 og T-2 for &g inkuberet i urin ved 4 og 10°C, stemmer
overens med fundene fra viabilitetsundersagelserne, idet kun én enkelt mus
kunne inficeres med &g fra lagret urin fra Lokalitet 2 der havde veeret
inkuberet ved 4°C i urin ( T-1). Kun i dette ene forsgg var det muligt at
inficere mus.



Tabel 14 Podningsforsgg med mus. Antal mus positive for Cryptosporidium
parvum i hver gruppe bestdende af 6 mus.

Lokalitet Lagrings- T-14 dage T1 T-2
temperatur
(&)
1 4 0/6 0/2%
1 10 - 0/6 0/6
1 20 0/6 0/6 -
2 4 - 1/6° 0/6
2 10 - 0/6 0/6
2 20 0/6 0/6 -
Kontrol kapsel, 20 6/6 - -
PBS
Positiv kontrol° 4 5/6 6/6 5/6
Negativ kontrol - - 0/6 0/6

a = hunmus spiste fire unger fra sit kuld og der foreligger derfor kun resultater fra to museunger i
denne gruppe

b =1 oocyst blev fundet i én mus

¢ = stamoplgsning

d =PBS

4.3 Bakteriologiske malinger

Resultaterne for analyserne for antal enterokokker, kimtal ved 37°C, og
suspekte termotolerante coliforme bakterier viste generelt lave kimtalsveerdier,
som var i overensstemmelse med de fundne kimtal fra undersggelserne af urin
fra dben tank i projekt 1. Resultaterne af de bakteriologiske undersggelser lavet
i forbindelse med forsggene med Cryptosporidium er beskrevet i Bilag D.

4.4 Delkonklusioner — Projekt 2 Parasitologi

&g af C. parvum overlevede kun kort tid i urin fra mennesker. Ved
4°C og 10°C var der en overlevelsestid pa under 2 maneder og ved
20°C var der en overlevelsestid pa under én maned

der var god korrelation mellem viabilitetstesten og podningsforsggene,
idet prgver med en viabilitet af &eg < 2% ikke kunne inficerer mus

pH-veerdier og ammoniumkoncentrationen forblev stabile i lgbet af
forsggsperioden

de bakteriologiske malinger viste lave kimtalsveerdier

&g af C. parvum kunne relativt nemt oprenses i forsggets urinprgver
grundet &ggenes placering i semipermeable kapsler

49



50



5 Diskussion

5.1 Projekt 1 Bakteriologi

NH, (ammonium) koncentrationen og pH er vigtige faktorer som pavirker
mikroorganismers overlevelse i urin. Ammonium og andre
kveelstofforbindelser virker giftig pa mikroorganismer, som ogsa pavirkes
negativt af alkaliske pH forhold (pH i urin er typisk omkring 9).
Undersggelsens resultater viste en positiv korrelation mellem NH,-indhold og
pH med de hgjeste veerdier malt i urin fortyndet med ingen eller begraenset
meangder vand (Lokalitet 3 og 4; urin fra kolonihaver). Ved anvendelse af de
relativt store 2-liters urinbeholdere til laboratorieforsagene kunne der
opretholdes et neesten konstant pH og NH, indhold i beholderne svarende til
de forhold der findes i urinopsamlingstanke.

Startkoncentrationen af enterokokker i urin indsamlet fra abne
urinopsamlingstanke var hgjere (ca. 10° - 10° cfu/ml) sammenlignet med urin
fra lukkede opsamlingstanke (ca. 107 cfu/ml). Dette skyldes, at abne tanke blev
tilfart urin pa preveudtagningstidspunktet modsat de lukkede tanke som
havde vearet lukket i et tidsrum forud for prgveudtagningstidspunktet. Urin fra
abne tanke var saledes tilfart frisk (feekalt forurenet) urin. Forskellige
startkoncentrationer af enterokokker medfgrte en tilsvarende variation i den
hastighed hvormed antallet af enterokokker blev reduceret. Dette indikerer, at
der i urin med hgje enterokokkoncentrationer som fglge af betydelig feekal
forurening vil kunne pavises enteriokokker efter relativt l&engere lagringstid
sammenlignet med urin med lave enterokokkoncentrationer.

Efter en reduktion af antal enterokokker til under detektionsgraesen pa 1
cfu/ml blev der pavist en mindre stigning i antal enterokokker i urin fra
Lokalitet 1 og isaer 2 efter 5-6 maneders opbevaring. Da enkelte andre
bakterieslegter end enterokokker kan vokse pa Slanetz & Bartley agarplader
var det vigtigt at fa fastlagt, at de fremvoksede bakteriekolonier virkelig var
enterokokker. Det var endvidere ogsa vigtig, at fa bestemt enterokokarten da
nogle arter kan forekomme naturligt i miljget, eksempelvis i jord, mens andre
naesten udelukkede forekommer i affgring fra mennesker og dyr. Sleegt og art
af udvalgte bakteriekolonier blev bestemt ved biokemisk karakterisering og
PCR. Den videre karakterisering blev saledes udfart for at kunne fastleegge
om den registrede bakterielle veekst skyldes enterokokker tilfgrt fra mennekser
og ikke fra miljget omkring urinopsamlingstanke.

Efter 4 maneders opbevaring af urin fra Lokalitet 1 blev 11/12 isolater
identificeret som E. faecium, som alle havde en identisk DNA
fingeraftrykstype (PFGE type A). E. faecium betragtes normalt som en strikt
feekal enterokokart der overlever relativt darligt udenfor mavetarmkanalen af
dyr og mennesker. P.g.a. af den observerede stigning i enterokokantallet
stammer disse identiske E. faecium isolater med stor sandsynlighed fra den
samme bakteriecelle som falge af opformering i urinen. Det ser saledes ud til
at en identisk E. faecium stamme udviste gget overlevelse og evne til
multiplikation i urinflaskerne.
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Urin fra Lokalitet 2 blev opbevaret i 8 maneder i laboratoriet. Karakterisering
af ialt 22 bakterieisolater efter 5-8 maneders opbevaring af urinen ved
forskellige temperaturer paviste forekomst af E. faecium og E. gallinarum.
Typning af en raekke E. faecium stammer viste tre forskellige PFGE typer,
mens alle 12 undersggte E. gallinarum stammer havde en identisk PFGE type
F. Der forekom saledes flere forskellige E. faecium stammer og en identisk E.
gallinarum stamme som kunne overleve leengere tids lagring i urin og/eller
havde evnen til at kunne multiplicerer.

Resultaterne af undersggelsen stiller store spargsmalstegn ved
anvendeligheden af enterokokker som indikator pa hygiejnisk kvalitet af
opbevaret urin fra mennesker. En god mikrobiel hygiejneindikator bakterie
skal opfylde flere forhold, herunder at reduktionen i dens antal svarer til en
antalsreduktion af de smitstoffer (eksempelvis Campylobacter og Salmonella),
som den skal indikerer en eventuel tilstedeveerelse af. En god indikatorbakterie
ma normalt heller ikke kunne udvise veekst. Det bgr derfor overvejes at
anvende andre bakterielle indikatorer end enterokokker til fastleeggelse af den
bakteriologiske kvalitet af lagret urin. E. coli har i en tidligere undersggelse vist
korte overlevelsestider i lagret urin svarende til en raekke vigtige bakterielle
smitstoffer (1-2 maneder), herunder Shigella spp (Dalsgaard og Tarnow,
2001). Det ber derfor overvejes naermere at anvende E. coli som indikator pa
bakteriologisk kvalitet af opbevaret urin fra mennesker.

5.2 Projekt 2 Parasitologi

| dette projekt blev C. parvum benyttet som indikator pa protozoers
overlevelse i urin fra mennesker. Infektioner med protozoer, hvoraf flere kan
smitte fra dyr til mennesker (sakaldte zoonoser), er blevet observeret stadig
hyppigere i de seneste ar og begraenser sig ikke kun til udviklingslande med
ringe saniteere forhold, men forekommer ligeledes i den industrialiserede del af
verden, med store udbrud af diarre forarsaget af protozoerne Cryptosporidium,
Cyclospora og Giardia (Slifko et al., 2000). I Danmark diagnosticeres
infektioner med Giardia hyppigere end infektioner med Cryptosporidium,
mens der ikke har veeret registreret diarrétilfeelde forarsaget af Cyclospora.
Langt de fleste af disse infektioner er erhvervet i udlandet, men eftersom
cryptosporidiose er en relativ almindelig infektion i kveegbruget (Anonymous,
2002) er der en potentiel risiko for infektioner via kveg.

C. parvum er en egnet indikator for protozoers overlevelse i miljget, herunder
eksempelvis i vand eller i urin, da C. parvum er mere resistent overfor
miljgpavirkninger, sdsom pH, ammoniak og temperatur end Giardia (Olson et
al., 1999).

Undersggelser udfert for Miljgstyrelsen i 2001 (Dalsgaard og Tarnow, 2001)
viste, at et lille antal fundne &g af C. parvum tilsyneladende kunne overleve
adskillige maneder i urinlagringstanke. Dette fund var overraskende, idet
svenske undersggelser har vist, at &g af C. parvum maksimalt overlever 2
maneder i urin fra mennesker, nar urinen lagres ved 4°C (Hoglund og
Stenstrom, 1999). Undersggelserne beskrevet i denne rapport bekraefter de
svenske undersggelser, idet en overlevelse pa under 2 maneder blev fundet for
&g lagret ved 4°C i urin fra mennesker. | modsatning til de tidligere svenske
undersggelser blev det endvidere fastlagt at g med en viabilitet <2% ikke



kunne inficerer mus. C. parvum &g lagret i urin i 2 maneder syntes saledes
ikke at veaere infektive, herunder for mennesker.

En mulig forklaring pa uoverensstemmelserne i resultater fra de tidligere
danske undersggelser (Dalsgaard og Tarnow, 2001) og resultaterne i denne
rapport, kunne veere, at der skete en feekal forurening efter de undersggte
urintanke blev lukket. Hvis denne forklaring er korrekt, understreger det
vigtigheden af at have et holdbart og teet urinlagringssystem. Endelig var
resultaterne i de tidligere undersggelser baseret pa et meget lille antal &g.
Forudsat at der ikke sker en efterfglgende feekal forurening af den lagrede urin
viser denne rapports og de svenske resultater, at urin kan anses at veere fri for
levende og infektive protozozg efter ca. 2 maneders ved lagringstemperaturer
>4°C.

Med hensyn til overlevelse af andre parasitter i urin fra mennesker tyder
svenske undersggelser pa en relativ god overlevelse af Ascaris suum ag
(Hoglund et al., 1998). Ascaris &g bruges ofte som model pa parasitegs
overlevelse i miljget, da disse ag udviser en meget stor resistens overfor ydre
miljgpavirkninger. Det vil kreeve yderligere undersggelser at give retningslinier
for lagringstid af urin med henblik pa drab af Ascaris a&g. Ascaris &g er
markant stgrre end protozozg, hvilket medfarer at fgrstnaevnte vil udvise en
hgjere grad af sedimentering og derfor primeert vil forekomme i urinens
sediment.

I denne rapport er undersggelserne foretaget ved tre forskellige
lagringstemperaturer; 4, 10 og 20°C. Adskillige undersggelser har vist, at
Cryptosporidium overlevelse i forskellige medier (ferskvand, saltvand, feekalier
0g urin) er steerkt temperaturafhaengig, idet eeggene overlever leengst tid ved
lavere temperaturer, med 4°C som optimum temperatur for overlevelse
(Robertson et al., 1992; Fayer et al., 1998; Olson et al., 1999, H6glund og
Stenstrom, 1999; Freire-Santos et al., 2000). Saledes fandtes der ogsa i denne
undersggelse en sammenhang mellem temperatur og overlevelse af &g i urin
fra mennesker, med den laengste overlevelse (under 2 maneder) ved 4°C.

pH verdier og ammoniumkoncentrationer i urin udtaget fra de to
opsamlingstanke viste sig at veere yderst stabile i lgbet af forsggsperioden,
hvilket indikerer, at der har veret et minimalt udslip af ammoniak ved
udtagning af prever fra glasflaskerne med urin. Det var derfor ikke muligt at
lave en egentlig vurdering af pH og ammonium/ammoniaks indflydelse pa
&ggenes overlevelse. Den lengere overlevelse af &g i kontroloplagsningen af
fosfatbuffer tyder imidlertid pa en szrlig effekt af urinen pa s&ggenes
overlevelse. Ammonium/ammoniak har sandsynligvis en vigtig negativ effekt
pa protozoags overlevelse i urin. Dette er beskrevet eller antydet i andre
lignende undersggelser, hvor man fandt at pH alene ikke kunne forklare en
gget dedelighed af &g (Jenkins et al., 1998; Hoglund og Stenstrém, 1999).

Der fandtes i vore undersggelser en god korrelation mellem viabilitetsassayet
(DAPI/PI cellefarvning) og podningsforsggene i mus. Resultaterne viste, at
nar e&ggene af C. parvum var klassificeret som dgde (<2% levende &g) sa
kunne disse ikke inficerer (smitte) mus. Undersggelserne viser saledes, at
fastlaeggelse af viabilitet var fuldt tilstreekkeligt til fastleeggelse af eeggenes
infektivitet. Der udvikles endvidere i gjeblikket cellebaserede assays til
infektivitetsbestemmelse. Disse cellebaserede assays er ofte mere preacise end
musemodellen, idet man i en musemodel altid vil have en vis variation mellem
dyrene. Eksempelvis var der i denne rapports undersggelser enkelte mus i den
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positive kontrolgruppe der ikke var modtagelige overfor infektion, selvom de
er blevet podet med en tilstraekkelig stor dosis af &g. Sadanne variationer er
meget begraensede i celleassays.

I vore undersggelser blev der brugt C. parvum &g fra kvaeg, da det ikke er
muligt at opformere og skaffe tilstraeekkelig antal C. parvum &g fra mennesker.
Det kan diskuteres om overlevelse og infektivitetsundersggelser af &g fra dyr
er gode modeller for &g isoleret fra mennesker. Umiddelbart vil &2g med
forskellig oprindelse forventes at have en sammenlignelig resistens overfor
miljgpavirkninger, hvorimod der i podningsforsag muligvis kan veere forskelle
i infektivitet (Fayer et al., 2000). Disse forhold er saledes endnu et argument
for i fremtiden at benytte cellebaserede assays til bestemmelse af infektivitet,
iseer cellelinier fra menneskevav. Disse forhold &endrer dog ikke den generelle
konklusion, at urin kan anses at veere fri for levende og infektive protozozg
efter ca. 2 maneders ved lagringstemperaturer >4°C.

Semipermeable kapsler har tidligere veeret brugt til undersggelse af C. parvum
aegs overlevelse i jord og dyregedning (Jenkins et al., 1999), men sa vidt det
vides ikke til undersggelser af overlevelse af C. parvum &g i urin fra
mennesker. Kapslerne tillod en tilstreekkelig hgj koncentration af s&eg og det var
relativt nemt at oprense &g fra kapslerne. Kapslerne fungerede séaledes pa alle
mader tilfredsstillende.



6 Konklusion

6.1 Projekt 1- Bakteriologi

Efter en generel reduktion i antal enterokokker til under
detektionsgraensen (1 cfu per ml.) efter 1-4 maneders lagring, blev der
efter 5-6 maneders lagring observeret en svag men signifikant stigning
i antal enterokokker efter lagring ved 4, 10 og 20°C. Denne stigning
tyder pa en gget overlevelse og/eller evne til multiplikation af
enterokokker ved langvarig lagring af urin ved flere temperaturer
Bakterieisolater fra agarplader anvendt til pavisning af enterokokker
blev ved biokemisk karakterisering og PCR identificeret som
tilhgrende sleegten Enterococcus

Langt hovedparten af testede isolater fra Lokalitet 1 var E. faecium,
som havde identisk PFGE type A ("DNA fingeraftryk’). Dette
indikerer, at disse isolater er teet beslaeget, eksempelvis kan de stamme
fra samme person og/eller de er klonalt relateret som folge af
opformering i urinen. Det ser saledes ud til, at en identisk E. faecium
stamme udviste gget overlevelse og/eller evne til multiplikation i
urinflaskerne ved de tre undersagte temperaturer. E. faecium betragtes
normalt som en strikt feekal enterokokart

Typning af E. faecium isolater fra Lokalitet 2 viste tre forskellige PFGE
typer. Der forekom her saledes flere forskellige E. faecium stammer
som kunne overleve leengere tids lagring i urin og/eller havde evnen til
at kunne multiplicerer

I urin fra Lokalitet 2 havde alle 12 E. gallinarum stammer, som var
isoleret fra savel aben og lukket tank ved de tre undersagte
temperaturer, identisk PFGE type F. Det ser saledes ud til, at en
identisk E. gallinarum stamme udviste gget overlevelse og/eller evne til
multiplikation i urinflaskerne ved de tre temperaturer

Fundene af gget overlevelse og/eller eventuel opformering af E.
faecium og E. gallinarum i lagret urin stiller spgrgsmalstegn ved at
anvende enterokokker som indikator pa feekal forurening af urin.Det
bar istedet overvejes at anvende E. coli som indikator da denne syntes
mere fglsom i urin sammenlignet med enterokokker

Der skete generelt en begranset reduktion i kimtal ved 37°C i urin i
lgbet af lagringsperioden. Resultaterne viser, at bakteriekim i urin
lagret i 6 maneder kan udvise vaekst ved 37°C inkubering.
Anvendeligheden af undersggelse for kimtal 37°C til vurdering af den
hygiejniske kvalitet af lagret urin syntes saledes begreaenset.

55



56

6.2 Projekt 2 —Parasitologi

/g af C. parvum overlevede relativt kort tid i human urin, <14 dage
ved 20°C og 1-2 maneder ved 10 og 4°C

Ingen mus kunne inficeres (smittes) i podningsforsgg med &g fra urin
der havde veret lagret 14 dage ved 20°C, 1 maned ved 10°C og 2
maneder ved 4°C

Der var god overensstemmelse mellem resultater fra
viabilitetsundersggelser og podningsforsgg. Bestemmelse af
manglende levedygtighed (viabilitet) (<2% viable &g) med den
anvendte metode, syntes saledes at kunne bruges som indikator for
&ggenes manglende infektivitet. Det vil i fremtiden kunne anbefales, at
bruge cellebaserede assays, eventuelt som supplement til
viabilitetsundersggelser

I modszetning til tidligere danske undersggelser, men i
overensstemmelse med svenske undersggelser, viste resultaterne, at
urin der har veeret lagret i minimum 2 maneder er fri for levedygtige
(viable) og infektive &g af C. parvum. En lagring pa to maneder vil
ogsa betyde elimination af Giardia ag, idet denne protozo er mere
falsom overfor miljgpavirkninger end Cryptosporidium
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Bilag A

Metodebeskrivelser for
bakteriologiske undersggelser

1.1

1.2

Udtagelse og opbevaring af isolater fra Slanetz & Bartley agar

Pa preveudtagningstidpunkterne T-4, T-5, T-6 og T-8 blev der udtaget
kolonier fra Slanetz & Bartley agar plader med veekst. Der blev udtaget
kolonier med forskellig kolonimorfologi. Kolonierne blev opformeret i
Brain Heart Infusion Broth (BHIB; Oxoid), og rendyrket pa Blod Agar
(BA; Oxoid). Isolaterne blev opbevaret i BHIB med 15% glycerol
(Sigma) i fryser ved -80°C.

Identifikation og typning af enterokokker ved Polymerase Chain Reaktion
(PCR), biokemiske test og Pulsed Field Gel Elektroforese (PFGE)
Identifikation af de rendyrkede isolater blev udfgrt med PCR og
biokemiske metoder. Identifikation af enterokokker pa sleegtsniveau ved
PCR udfartes efter metode beskrevet af Ke et al. (1999) og arts
bestemmelse efter Dutka-Malen et al. (1995). Bakteriearts bestemmelse
af enterokokker ved PCR kunne identificerer E. faecalis, E .faecium, E.
gallinarum, E. casseliflavus og E. flavescens. Se ogsa bilag D.

Der er foretaget biokemisk identifikation efter identifikationsnggle
beskrevet af Manero et Blanch (1999). Se tabel 2.

Enterokokkernes DNA fingeraftryk blev bestemt ved Pulsed Field Gel
Elektroforese (PFGE) typning, der er en meget diskriminatorisk metode
til differentiering af bakterier pa DNA niveau. Typning af enterokokker
ved PFGE blev udfart som beskrevet af Turabelidze et al. (2000).

1.3 Identifikation af enterokokker ved Polymerase Chain Reaction (PCR)

Fremstilling af PCR lysat skete efter at isolater fra -80°C fryser var
inokuleret pa BA og inkuberet i 48 timer ved 37°C. Kolonimasse svarende
til 5 ng blev overfart til 100 m destilleret H,O i et eppendorfrar. Efter
kogning i 15 min. ved 100°C og centrifugering i 3 min. ved 13.000 rpm
blev supernatanten med DNA fra cellerne brugt til PCR.

Til PCR anvendtes Ready-To-Go PCR beads (Amersham Pharmacia
Biotech Inc., Piscataway, N.J.), der indeholder Tag DNA Polymerase,
magnesiumklorid (MgCl,) og deoxyribonukleotid trifosfater (dNTP). Til
en PCR-reaktion blev der tilsat 3m PCR lysat, 1,25 ni af hver primer
(koncentration af primer: 10 pmol/m) og destilleret vand til et total
volumen pa 25ni.

PCR-reaktionen blev udfart pa en PCR-maskine fra Perkin Elmer .
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Efter gennemfgrt PCR-reaktion blev PCR produkterne adskilt ved
elektroforese i en 1,5% agarose gel (SeakKemO GTGO Agarose, Cambrex
Bio Science Rockland, ME USA) i TAE-buffer (89 mM Tris; 89 mM
eddikesyre; 2,5 mM EDTA, pH 8) ved 10°C. Gelen blev derefter farvet i
ethidium bromid (2 ng/ml; Sigma, St. Louis, Mo), affarvet i destilleret
vand og DNA bandene visualiseret og fotograferet under UV-lys ved Gel
Doc 2000 apparat (Bio Rad, Sverige). En 100-bp DNA ladder (*’stige™)
(Gibco-BRL) blev pasat hver agarose gel som starrelsesmarkar.

1.4 Bestemmelse af enterokokslaegt
Der blev anvendt slegt-specifikke primerer for enterokokker med felgende
sekvens:
Entl (5-TACTGACAAACCATTCATGATG-3") og
Ent2 (5'-AACTTCGTCACCAACGCGAAC-3)

Primerne blev syntetiseret hos firmaet TAG Copenhagen (Kgbenhavn,
Danmark). Disse primere giver et PCR-produkt med en sterrelse pa 112

bp.

PCR program til disse primere inkluderede denaturering i 5 min ved 94°C
i farste cykel, derefter 94°C i 20 sek., 55°C i 30 sek. og 72°C i 30 sek. i de
naeste 35 cykler, hvorefter programmet blev afsluttet med 10 min. ved
72°C. PCR rgrene blev derefter afkalet til 4°C og opbevaret i fryser ved —
20°C.

1.5 Bestemmelse af enterokokart
Enterokokarten blev bestemt ved sakaldt multiplex PCR-reaktion med 4
primerset. Ved en multiplex PCR kan der anvendes flere primerset pa en
gang og der kan saledes testes for flere arter pa én gang.

Primere for detektion af E. faecalis havde sekvenserne:
E1l (5°-ATCAAGTACAGTTAGTCTT-3) og
E2 (5'-ACGATTCAAAGCTAACTG-3")

Primere for detektion af E. faecium havde sekvenserne:
F1 (5-GCAAGGCTTCTTAGAGA-3’) og
F2 (5-CATCGTGTAAGCTAACTTC-3)

Primere for detection af E. gallinarum havde sekvenserne:
vanCl F (5-GGTATCAAGGAAACCTC-3) og
vanC1l B (5’-CGAGCAAGACCTTTAAG-3).

Et enkelt primersat blev anvendt til detektion af savel E. flavescens og E.
casseliflavus da disse to arter nu betragtes som én art (Teixeiraetal.,
1997):

vanC23 F (5-CTCCTACGATTCTCTTG-3’) og

van C23 B (5'-CGAGCAAGACCTTTAAG-3).

PCR-reaktion med primerne E1 og E2 giver et PCR-produkt pa 941 bp;
primerene F1 og F2 et produkt pa 550 bp; primerne vanC1 F og vanC1
B et produkt pa 822 bp; endelig gav primerene vanC23 f og van C23 B



et PCR-produkt pa 439 bp. Det var muligt at anvende alle de navnte
primere i samme PCR reaktion, da de forskellige starrelser af
produkterne muligger en adskillelse i den efterfglgende elektroforese.

PCR programmet for multiplex reaktionen var denaturering i 5 min ved
94°C i farste cykel, derefter 94°C i 1 min., 54°C i 1 min. og 72°C i 2
min. i de naste 35 cykler, hvorefter programmet blev afsluttet med 10
min. ved 72°C. PCR rgrene blev afkglet til¥2 4°C og opbevaret i fryser
ved -20°C.

Tabel 1 Identifikationsnggle til bakteriesleegt og artshestemmelse af
enterokokker ved Polymerase Chain Reaktion (PCR)

Kontrol PCR PCR PCR PCR PCR

teststammer  Entl+Ent2 EI1+E2 F1+F2 vanClB+vanClF vanC23B+vanC23F
E. faecium + - + - -

(301)

E. gallinarum
(CECT 970)
E. avium +

(CECT 968)

E. raffinosus  +

(NCTC 12192)

E. flavescens  + - - - +
(CECT 4481)

E. mundtii +

(ATCC 43186)

E. durans +

(CCUG 7972)

E. hirae +

(9790RF)

E. dispar +

(CECT 4310)
E. faecalis
(302)

+

+

+
+

1.6 Biokemisk identifikation af enterokokker

En forudsaetning for at benytte identifikationsngglen beskrevet af Manero
et Blanch (1999), er at bakterieisolaternes slaegt fgrst bestemmes.
Enterokokslagt blev fastlagt med PCR med de slaegtsspecifikke primere
Entl og Ent2.

Kulhydratfermentering blev udfert i basal mediet Sukkerfri Bouillon, der
pr liter indeholder 10 g kedekstrakt (Merck), 10 g pepton (Difco), 3 g
natriumklorid (NaCl; Merck), 2 g di-natriumhydrogenphosphat-
dodecahydrat (Na,HPO,, 12H,0; Merck), 12 ml 0,2% bromthymolblat
(Merck). Bouillonen steriliseres ved autoklavering og pH indstilles til 7,4
med 0,1 N natriumhydroxid (NaOH; Merck). L(+) arabinose, L(-)
sorbose, D(-) ribose, methyl-a-D-glucopyranoside og mannitol blev tilsat
i en koncentration pa 1% i sukkerfri bouillon. Dette blev opnaet ved at
oplase 2 g af hver sukkerart i 10 ml destilleret vand, sterilfiltrere dette og
tilseette det til 190 ml sukkerfri bouillon. Der overfartes 4 ml af hver
sukkerartsbouillon til sterile rar, som blev inokuleret med 4-5 kolonier af
det rendyrkede bakterieisolat. Den inokulerede bouillon blev inkuberes

63



64

ved 37°C i varmeskab og afleest efter 24 og 48 timer. Et testresultat var
positivt, nar bouillonen var gul.

Pyrrolidonyl aminopeptidase og a-galactosidase aktivitet blev evalueret
med diagnostiske kit fra Rosco Diagnostica (Tastrup, Danmark). Testen
udfartes som beskrevet af producenten og inkubation foregik ved 37°C i
varmeskab med afleesning efter 4 timer.

Arginin dihydrolase testen udfertes i arginin bouillon bestdende af 5 g
tryptose (Difco), 5 g geerekstrakt (Oxoid), 2 ¢
kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO, Merck), 0,5 g glukose (Merck) og
3 g arginin (Merck) pr. liter. Bouillonen blev steriliseret ved
autoklavering og pH indstilt til 7,0 med 0,1 N natriumhydroxid (NaOH;
Merck). Arginin bouillonen blev haldt i rer med 4 ml i hver og inokuleret
med 4-5 kolonier af det rendyrkede bakterieisolat. Denne test blev udfart
ved 37°C med afleesning efter 48 timer ved tildrypning af
phenolrgdtindikator. Reaktionen blev afleest som positiv, nar der fandtes
farveomskift til rad.

Produktionen af gul pigment blev evalueret ved inokulering af isolaterne
pa Brain Heart Infusion Agar (BHIA; Oxoid), som blev inkuberet ved
37°C i 24-48 timer. Et isolat producerede pigment nar kolonimassen
havde en Kklar gul farve.

Testene er udfart enkeltvis i henhold til identifikationsngglen i tabel 2
beskrevet af Manero et Blanch (1999). De 10 kontrolstammer vist i tabel
2 blev medtaget i alle testene.

Tabel [ad3]2 Identifikationsnggle til biokemisk bakterieslegtshestemmelse af
enterokokker
(PYRase = pyrrolidonyl aminopeptidase)

L(+) Gul L() D(-) PY Methyl-" -D- Arginin-  Mannitol
Arabi- Pig-  Sorbose Ribo- Rase  glucopy- dihydro- galac-
nose ment se ranoside lase tosi-
dase
E. faecium + - - + + - + + +
(301)
E. gallinarum + - - + + + + + +
(CECT 970)
E. aVium + - + + + + - +
(CECT 968)
E. raffinosus + - + + + + - + +
(NCTC 12192)
E. flavescens + + - - + + + + *
(CECT 4481)
E. mundtii + + + + + + +
(ATCC 43186)
E. durans - - - + + - +
(CCUG 7972)
E. hirae - - - + + - + - +
(9790RF)
E. dispar - - - + + + + - +
(CECT 4310)
E. faecalis - - - + + - + +
(302)




1.7 Typning af enterokokker ved Pulsed Field Gel Elektroforese (PFGE)

Typning af de isolerede enterokokker ved PFGE blev udfert efter metode
beskrevet af Turabelidze et al. (2000).

Enterokokisolaterne blev opformeret i BHIB pa ryst i 48 timer ved 37°C.
Bakteriecellerne blev vasket og centrifugeret i TE 100:100 (100 mM Tris
base (Merck), 100 mM EDTA (Merck)) og genopslemmet i 0,5 ml TE
100:100. Absorbansen maltes derefter ved 595 nm pa spektrofotometer
(Labsystems Multiskan RC). Cellesuspentionen blev fortyndet sa
absorbansen la mellem 0,9 og 1,0 svarende til en bakteriekoncentration
pa 2,5-3" 10° cfu/ml.

Til lysering af bakteriecelleveeggen anvendtes 0,2 ml cellesuspention, der
blandtes med 0,2 ml lysisbuffer (50mM Tris, 50mM EDTA,
mutanolysin (1250 U/ml; Sigma), lysozyme (2,5 mg/ml; Sigma) og
proteinase K (1,5 mg/ml; Roche); pH 8) og blev inkuberet ved 37°C i 10
minutter. Derefter blev der tilsat 0,4 ml 1,2% agarose (SeaKemO Gold
Agarose, Cambrex) indeholdende 1% SDS (natrium lauryl sulfat,
Merck). Dette blandtes forsigtigt inden overfgrsel til stabeforme (Bio-
Rad, Sverige), hvor der blev fremstilles 4-6 blokke af agarose med DNA
fra bakterien. Blokkene blev derefter inkuberet i ESP-buffer (0,5 M
EDTA, 1% sarcosyl (Sigma), proteinase K (400 ng/ml)) for nedbrydning
af proteiner i 2 timer ved 55°C. Efter dette blev blokkene vasket ved
50°C, farst i destilleret vand og sa i TE 10:1 (10 mM Tris, 1 mM
EDTA).

Til elektroforese anvendtes 1/8 af en blok, der blev skaret af med en
skalpel og overfart til et eppendorfrgr med buffer og restriktionsenzymet
Sma | (30 Unit; New England Biolabs, MA). Denne oplgsning blev
inkuberet i 2 timer ved 30°C. Der blev fremstillet en 0,8% agarose gel
(SeakemO Gold Agarose) med 30 brgnde, hvor der i hver brgnd er
plads til en afskaret blok. Elektroforese karret blev fyldt med 2,5 liter
0,5xTBE-buffer (1xTBE buffer er 89mM Tris, 90mM borsyre, 2,5 mM
EDTA). De skarne blokke blev pasat agarose gelen og brgndene lukkedes
efterfelgende med 1,2% agarose (SeakemO Gold Agarose). Der blev
desuden pasat en PFGE starrelsesmarker (New England Biolabs) pa
hver gel. Der blev anvendt en CHEF DRIII apparat (Bio-Rad, Sverige)
til elektroforese.

Elektroforese forholdene var falgende:

Initial Final Karsel Volt/cm Vinkel
Switch tid Switchtid tid (0)
(sek) (sek) (timer)
Blok 1 35 25 12 6 120
Blok 2 1 5 8 6 120

efter ialt 20 timers elektroforese karsel blev gelen farvet i ethidium
bromid (2 ng/ml; Sigma, St. Louis, Mo), derfter affarvet i destilleret
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vand, og endelig blev DNA bandene visualiseret og fotograferet under
UV-lys ved Gel Doc 2000 (Bio Rad, Sverige).

1.8 Kimtal ved 37°C
Kimtal ved 37°C blev bestemt ved tzlling af kolonier pa Water Plate
Count Agar (WPCA) (Oxoid, Hampshire, England) efter inkubering ved
37°C i 44 = 4 timer (DS/EN 1SO 6222, 2000). Detektionsgraensen for
undersggelsen var 10 bakterier pr. ml. Urinprgverne (1 ml) blev udtaget
sterilt fra glasflaskerne og fortyndet ved 10-folds fortyndinger.

Der blev ikke foretaget nogen videre typning af isolater fra mulig
eftervaekst sidst i forsggsperioden, idet kimtal ved 37°C ma forventes at
repraesente en meget heterogen bakterioflora. Ud fra projektets
begraensede tidsmaessige og skonomiske ressourcer blev det derfor
besluttet at karakterisere og type enterokokisolater fra Slanetz & Bartley
agar, idet enterokokker er en vigtigere feekal indikator end kimtal ved
37°C.

1.9 Suspekte termotolerante coliforme bakterier
Suspekte termotolerante coliforme bakterier blev bestemt ved teelling af
typiske gule kolonier pA membran lauryl sulfat agar efter inkubering ved
44°C i 18-24 timer (Mod ISO/DIS 9308-1, 1998). Detektionsgrensen
for undersggelsen var 10 bakterier per ml. Urinprgverne (1 ml) blev
udtaget sterilt fra kapslerne og fortyndet ved 10-folds fortyndinger.



Bilag B

Oprensning og detektion af oocyster
| musetarmsaet

10.

11.

12.

13.

Hud og bugvaeg abnes forsigtigt. Mavesakken lokaliseres (hvid da
den er fyldt med melk). Duodenum friggres forsigtigt fra
mavesakken ved hjealp af en pincet, milten fjernes og tarmseettes
lgsnes fra krgset indtil rectum. Sa meget som muligt af rectum
medtages idet hele tarmseettet udtages.

Tarmsettet placeres i ca. 20 ml kold PBS-Tween 20 i en plast eller
glasbeholder og findeles med en saks

Der tilsettes yderligere 30 ml og de i alt 50 ml heldes i en lille
stomacherpose hvorefter der mixes godt i ca. 1 minut

De 50 ml filtreres igennem en lille plastsigte (apertur= ) ned i et 50
ml centrifugeraor.

Praverne centrifugeres nu 10 minutter ved 1540 G/ rpm (hurtig
accelleration, medium break) og der suges derefter ned til 5 ml. Vortex
IKKE!

Prgverne overfgres til 15 ml centrifugerar, idet pellet overfares
forsigtigt. 50 ml rgret vaskes med MQ-vand indtil 15 ml raret er
fuldt.

Praverne centrifugeres 10 minutter ved 1540 G/ rpm (hurtig
accelleration, medium break) og der suges derefter ned til 1 ml.

Vortex for at resuspendere pellet. Der udtages 60 nm som fordeles pa
3 brgnde af et objektglas.

Pragverne tarrer ved stuetemperatur, evt. natten over.

Der tilseettes 50 m methanol per brgnd for at fiksere prgverne. Disse
luftgrrer 15-20 minutter i stinkskab.

Der tilszettes 40 mi FITC-antistof mod Crypto og der inkuberes i et
fugtighedskammer i mgrke i 1 time.

Brgndene vaskes forsigtigt 2 gange med 100 m MQ-vand og der
tilseettes derefter en drabe IFA mounting fluid til hver og et deekglas
legges pa.

Antal oocyster telles i alle brende ved 400x forstarrelse.
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Specielle materialer:

PBS-Tween 20 : PBS indeholdende 0,02% Tween-20
FITC-antistof
IFA mounting fluid



Bilag C

Antal suspekte termotolerante
coliforme bakterier — Projekt 1

Lokalitet Urintanktype Lagrings- T-0 T1
temperatur  (cfu/ml) (cfu/ml)
(°C)

Flaske 1 Flaske 2 Flaske 1 Flaske 2
1 Lukket 4 <lcfu/ml? 1 <Icfu/ml <lcfu/ml
1 Lukket 10 <lcfu/ml <lcfu/ml <lcfu/ml <lcfu/ml
1 Lukket 20 <lIcfu/ml 1 <Icfu/ml <lcfu/ml
1 Aben 4 6 4 <lcfu/ml  <Icfu/ml
1 Aben 10 <lcfu/ml <lcfu/ml <lcfu/ml <lcfu/ml
1 Aben 20 1 1 <lcfu/ml  <lIcfu/ml
2 Lukket 4 <lcfu/ml <lcfu/ml <Icfu/ml <lcfu/ml
2 Lukket 10 <lcfu/ml <lcfu/ml <lcfu/ml <lcfu/ml
2 Lukket 20 <lcfu/ml <lcfu/ml <Icfu/ml <lcfu/ml
2 Aben 4 6<lcfu/ml 1<icfu/ml <Icfu/ml <lcfu/ml
2 Aben 10 9 1<Icfu/ml <lcfu/ml  <lIcfu/ml
2 Aben 20 1<Icfu/ml 1<lcfu/ml <lcfu/ml <lcfu/ml
3P Lukket 4 <lcfu/ml <lcfu/ml <Icfu/ml <lcfu/ml
3 Lukket 10 <lcfu/ml <lcfu/ml <lcfu/ml <lcfu/ml
3 Lukket 20 <lcfu/ml <lcfu/ml <lcfu/ml <lcfu/ml
4 Lukket 4 <lIcfu/ml <Icfu/ml <Icfu/ml <lcfu/ml
4 Lukket 10 <lcfu/ml <lcfu/ml <lcfu/ml <lcfu/ml
4 Lukket 20 <lcfu/ml <lcfu/ml <lcfu/ml <lcfu/ml

21 cfu/ml = ingen gule kolonier p& membran lauryl sulfat agar.
3 = HFB
¢4 =HFT
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Bilag D

Bakteriologiske malinger — Projekt 2

Antal enterokokker i lagret urin ved forskellige inkubationstemperaturer

(cfu/ml)
Lokalitet Lagrings- T-0 T-14 dage T-1 T2
temperatur
()

1 4 400 200 80
1 10 400 - 200 20
1 20 500 40 3 1
2 4 200 - 400 100
2 10 400 - 200 100
2 20 200 90 100 1
Kontrol kapsel, PBS 4 0? 1 4
Kontrol kapsel, PBS 10 0 - 0 1
Kontrol kapsel, PBS 20 0 0 0 0
40 = ingen rgd-brune kolonier; koncentration er < 1 cfu/ml
Kimtal ved 37°C i urin lagret ved forskellige temperaturer (cfu/ml)
Lokalitet Lagrings- T-0 T-14 dage T-1 T2

temperatur

()
1 4 5000 3000 700
1 10 8000 2000 600
1 20 4000 500 100 100
2 4 30000 40000 9000
2 10 40000 - 40000 8000
2 20 40000 20000 3000 1000
Kontrol kapsel, PBS 4 0? - 70000 70000
Kontrol kapsel, PBS 10 0 - 120000 190000
Kontrol kapsel, PBS 20 0 13320 160000 620000

%0 = ingen vaekst, dvs. koncentration er < 1 cfu/ml

Antal suspekte termotolerante coliforme bakterier i urin lagret ved

forskellige temperaturer (cfu/ml)

Lokalitet Lagrings- T-0 T-14 dage T1
temperatur
(0
1 4 10 o?
1 10 3 - 0
1 20 1 0 0
2 4 0 - 10
2 10 0 - 0
2 20 0 4 0
Kontrol kapsel, 4 0 - 0
PBS
Kontrol kapsel, 10 0 0
PBS
Kontrol kapsel, 20 0 0 0
PBS

%0 = ingen gule kolonier; koncentration er < 1 cfu/ml
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