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Forord

Campylobacter regnes i dag for at vere en af de vigtigste arsager til diarré hos
mennesker. Den er beskrevet i stgrre udbrud efter indtagelse af upasteuriseret
melk, utilstreekkeligt varmebehandlet ked samt fra forurenet drikkevand.
Udenlandske og danske undersggelser har vist, at Campylobacter kan
forekomme i overfladevand, herunder badevand, men i hvilke niveauer samt
om de forekommende niveauer udggr en risiko for de badende er ikke afklaret.
Desuden er forurenet drikkevand og specielt forurenede brgnde angivet som
en mulig risikofaktor, men der er ikke foretaget nogen screening af niveauet i
private brgnde.

Dette projekt Screeningsundersggelse for Campylobacter i vand™ har til
formal at undersege badevand og drikkevand for campylobacter med henblik
pa at f& mere viden om campylobacter i vandmiljget. Resultaterne skal
anvendes til at foretage en risikovurdering af campylobacter.

Prgveudtagning og analyser er foretaget af Eurofins Danmark.
Projektet er udarbejdet af

Vibeke From Jeppesen, Eurofins Danmark
Inger Guldbak Eurofins Danmark






Sammenfatning og konklusioner

Formalet med projektet har veeret at undersgge badevand og drikkevand for
campylobacter med henblik pa at fa mere viden om campylobacter i
vandmiljget. Resultaterne skal anvendes til at udarbejde en risikovurdering af
campylobacter.

Der blev undersggt 153 badevandsprgver. Termotolerante campylobacter
kunne isoleres fra 20,3% af preverne. | 3,3% af prgverne fandtes
termotolerante campylobacter i niveau over 100 per 1000 ml, i 3,3% af
prgverne var niveauet mellem 10 og 100 campylobacter per 2000 ml og i
13,7% af praverne var niveauet mellem 1 og 10 campylobacter per 1000 ml.

Der kunne ikke dokumenteres sammenhang mellem fund af campylobacter i
prgverne og de almindelige badevandsparametre (termotolerante coliforme
bakterier og total coliforme bakterier). Tilsvarende geelder for feltmalingerne
som vandtemperaturen, vindstyrke, sigtdybde og pH.

Ud fra de foretagne undersggelser kan det konkluderes, at de fundne niveauer
af campylobacter i badevand kan udggre en sundhedsmaessig risiko for
badende, idet infektiv dosis er meget lav og de fundne niveauer er relativt
hgje.

I screeningsundersggelsen blev der ligeledes udtaget og analyseret 123
drikkevandsprgver fra enkeltvandsforsyningsanleg. Der blev kun isoleret
campylobacter fra 2 prgver, hvor den ene prgve indeholdt mellem 1 og 10
campylobacter per 1000 ml og den anden mellem 10 og 100 campylobacter
per 1000 ml. Begge progver havde hgje kimtal og hgjt indhold af coliforme
bakterier og E. coli. Indhold af E. coli tyder pa frisk feekal forurening af
prgverne, og dermed er der ogsa risiko for tilstedeveerelse af patogene
bakterier. | dette projekt er der pavist E. coli i ca. 25% af prgverne og
campylobacter i 1,6% af praverne.

Afsluttende kan det konkluderes at campylobacter er almindeligt
forekommende i badevand, mens de kun optraeder sporadisk i drikkevand i
Danmark.






Summary and conclusions

The aim of this screening project was to investigate the content of
Campylobacter in bathing water and in drinking water in order to get more
knowledge about Campylobacter in agueous environments. The results
obtained in this project will be used as a base for a risk assessment of
Campylobacter.

153 samples of bathing water have been analyzed. Thermotolerant
campylobacter have been isolated from 20,3% of the samples. In 3,3% of the
samples levels above 100 campylobacter per1000 ml have been detected.
Another 3,3% of the samples contained levels between 10 and 100
campylobacter per 1000 ml. In 13,7% of the samples the content of
Campylobacter was found to be between 1 and 10 campylobacter per 1000
ml.

Statistical relations between content of Campylobacter and the other
microbiological factors cannot be documented. The same accounts for the
field observations water temperature, wind force, visibility in water and pH.

It can be concluded that the content, as found in this screening, of
Campylobacter in bathing water might pose a risk to bathers due to low
infective doses of campylobacter and high content of campylobacter.

The screening includes 123 samples of drinking water. Sampling was done in
individual water supply systems. Campylobacter has been isolated from two
samples. One sample contained between 1 and 10 campylobacter per 1000 ml
and the other sample contained between 10 and 100 campylobacter per 1000
ml. Both samples were high in coliforme count, in E. coli as well as in total
count. Presence of E. coli in drinking water indicates fresh faecal
contamination of the drinking water. And subsequently poses a risk for
presence of pathogenic bacteria. In this project about 25% of the samples
from drinking water contain E. coli and 1,6% contain campylobacter.

Campylobacter is frequently found in bathing water, where as Campylobacter
is only sporadic found in drinking water in Denmark.
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1. Campylobacter bakterier

1.1 Bakterien

Campylobacter er ikke en ny bakterie, da den har vaeret kendt som
dyrepatogen siden 1880. Men det var farst i 70’erne, at man fik udviklet
metoder til pavisning og isolering af bakterien, hvor der var fokuseret pa dens
rolle som humanpatogen.

1.1.1 Morfologi

Ordet Campylobacter kommer fra det greeske ’kampylos™ og betyder ”’snoet
stav” og sadan ser bakterien ogsa ud. Stavene er sma og tynde 0,2-0,8 um
brede og 0,5-5 um lange, snoede, spiral- eller kommaformede (Keener et al
2004). |1 gamle kulturer kan cellerne veere coccoide. Bakteriecellen har polere
flageller i den ene eller i begge ender og den bevager sig med hurtige ofte
roterende, proptraekkeragtige bevaegelser. Campylobacter er ikke
sporedannende.

1.1.2 Systematik

Familien campylobacteriaceae omfatter to sleegter: Campylobacter og
Arcobacter. Der er 18 typer og undertyper. Af disse anses de fglgende 11 for
at veere human patogene: C jejuni subspecies jejuni, C jejuni subspecies doylei, C
coli, C upsaliensis, C lari, C fetus subspecies fetus, C hyointestinalis, C concisus, C
sputorum, C curvus, og C rectus.

Hyppigst forekommende er Campylobacter jejuni, der tegner sig for ca. 90% af
sygdomstilfeelde og C. coli, der udger hovedparten af de resterende 10% .

1.1.3 Veekstbetingelser

Campylobacter er microaerofile, dvs. de kraever tre til fem procent ilt og
mellem to og ti procent kuldioxid for at kunne vokse optimalt.

Campylobacter bakterier kan vokse i temperaturomradet 30-42°C og har
optimumtemperatur mellem 37 og 42°C. Karakteristisk er det at dens
minimumstemperatur er 20°C. Den er saledes ikke i stand til at opformere sig
ved kglerumstemperaturer eller i drikkevand. Bakterierne kan overleve to til
fire uger ved 4°C og to til fem maneder ved —20°C (BAM). Campylobacter
har en D-veerdi (decimal varmereduktionstid) pa under eet minut ved 60°C
og er saledes meget varmefglsomme. Campylobacter jejuni og Campylobacter
coli er termofile med optimumtemperatur pa 37°C.

Campylobacter er faglsomme for udtagrring. Specielt C. jejuni er meget falsom
for terring og opbevaring ved stuetemperatur, hvorimod en stgrre andel
overlever flere uger nar opbevaring sker ved kgletemperaturer og passende
fugtighed (BAM).



Optimalt pH for veekst af campylobacter er pH omradet 6,5 til 7,5. Bakterien
overlever ikke pH vardier under 4,9, men kan vokse i omradet pH 4,9 til 9,0.

Campylobacter er gram-negative, oxidase positive og katalase positive. Nogle
campylobacter fermenterer eller oxyderer kulhydrater. Campylobacter jejuni
hydrolyserer hippurat, indoxyl, acetat og reducerer nitrat, men C. jejuni kan
ikke fermentere eller oxydere kulhydrater.

Campylobacter er skrgbelige og falsomme for stress sdsom ilt, udtgrring, lavt
pH, varme, frysning og leengere tids opbevaring. Restituering af beskadigede
celler foregar derfor i mindre grad hos campylobacter end hos andre bakterier.
Der kraeves derfor ogsa selektive medier for at kunne isolere campylobacter
bakterier.

De fleste campylobacter stammer er modstandsdygtige overfor antibiotikaet
cephalothin og mange er ogsa resistente overfor flourquinoloner, en kategori
af antibiotika, som anvendes ved bekaempelse af sygdomme hos dyr og
mennesker.

1.2 Campylobacteriose

Campylobacter kan give sygdommen campylobacteriose hos mennesker, og
bakterien er i dag den hyppigste arsag til fadevarebarne mavetarminfektioner
hos mennesker i Danmark og i mange andre lande.

1.2.1 Symptomer

Symptomerne er diarré (evt. blodig), kvalme, mavesmerter, feber, hovedpine
og muskelsmerter. Infektionerne kan i sjeeldne tilfeelde manifestere sig som
meningitis, lungebetaendelse og abort, en meget sjeelden fglgesygdom er en
voldsom form af Guillan-Barré Syndrom.

De patogene mekanismer bag campylobacteriose er ikke fuldstendig
afdaekkede, men C. jejuni menes at producere et varmelabilt toksin som
forarsager diarré. C jejuni kan ogsa vere invasiv, den koloniserer tarmen og
forarsager inflammatorisk diarré med feber. De fleste infektioner er
selvbegraensende og behandles ikke med antibiotika. Behandling med
erythromycin reducerer den periode, hvori patienterne udskiller
campylobacter i faeces. Bgrn og unge samt personer med undertrykt/svaekket
immunforsvar er mere modtagelige for campylobacteriose og risikerer leengere
og sverere sygdomsforlgb.

1.2.2 Inkubationstid og varighed af campylobacteriose

Inkubationstiden er fra to til ti dage, hvorefter sygdommen varer fra syv til ti
dage, men tilbagefald er ikke ualmindelige og sygdommen kan vare op til flere
uger.

1.2.3 Infektiv dosis

Der skal meget fa bakterier til for at give sygdom. Infektiv dosis er lav
(varierer fra ca. 500 bakterieceller til 20000 bakterieceller), afhaengig af
campylobacter stammen og af hvor beskadigede bakteriecellerne er som falge
af stress fra miljget. Infektiv dosis er lavere for personer med
undertrykt/sveekket immunforsvar (BAM). C. jejuni er hovedarsagen til
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campylobacteriose hos mennesker (ca. 90% af tilfeeldene), mens C coli tegner
sig for hovedparten af de resterende campylobacteriose tilfaelde.

1.2.4 Hyppighed af campylobacteriose

Antallet af campylobacteriose tilfeelde overstiger langt antallet af salmonellose
tilfzelde. Campylobacterinfektioner hos mennesker har veeret et tiltagende
problem gennem en reekke ar bade i Danmark og andre lande. Figur 1 viser
udviklingen i campylobacteriose i Danmark (DFVF). Det reelle antal vurderes
at veere vaesentlig hgjere (10-25 gange). En vesentlig del af tilfeeldene relateres
til smitte i udlandet, sakaldt rejsediarré.

Figur 1: Udvikling af registrerede sygdomstilfelde i Danmark (DFVF).
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1.2.5 Forekomst og smitteveje

Campylobacter er kreesne mikroorganismer og pa grund af den hgje
minimumstemperatur for veekst kan den kun sjeeldent opformere sig i miljget
pa vore breddegrader. Men den er i stand til at overleve mange steder i miljget
og der skal fa bakterier til for at blive syg. Den er pavist i vand fra floder,
flodmundinger og kystvand i mangder fra 10 til 230 cfu/100 ml.
Campylobacter findes og kan opformere sig i tarmkanalen hos mange pattedyr
og fugle. Hajere kropstemperatur hos fugle end hos pattedyr menes at veere
arsag til stgrre hyppighed hos fugle. Dyrene kan vere raske smittebarere men
kan ogsa fa campylobacteriose. Man har ikke fundet raske smitteberere blandt
mennesker, men campylobacter isoleres ofte fra rask kvaeg, kyllinger, fugle,
keeledyr og fluer.

Der kan pavises en arstidsvariation i forekomst af campylobacter, saledes er
lavest forekomst i de kolde maneder og hgijst forekomst i de varme maneder.

Mange fadevarer er beskrevet som arsag til campylobacteriose hos mennesker.
Flere undersggelser peger pa fijerkree som en af hovedkilderne, men ogsa
svine- og oksekad, ked tilberedt pa grill, upasteuriseret meelk, forurenet
drikkevand og kontakt til keeledyr er beskrevet som arsager til
campylobacteriose hos mennesker.

C jejuni kan findes i mange animalske levnedsmidler, men oftest er fjerkra og
ra meelk hovedkilden. Pa svinekad er det C coli der dominerer. 1 2001 blev
campylobacter pavist i 33% af prever af dansk kyllingekad, og i 18% af dansk



kalkunkad (DFVF). | okse- og svinekgd forekommer bakterien i ca. 1% af de
undersggte praver.

De fleste campylobacterinfektioner er sporadiske og omfatter enkelt tilfselde
og kilden til smittespredning kan sjeeldent identificeres. Udbrud af
campylobacteriose er sporet til ra melk, kontamineret vand og kontakt med
keeledyr og husdyr. Campylobacter findes i meaelk som faglge af feekal
forurening under malkningen eller en infektion i yveret. Forurenet vand, savel
overfladevand som brgndvand er pavist som kilde til campylobacteriose (SLV
rapport nr. 10 2002).

13
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2 State of the art campylobacter |
vand

Internationalt interesserer man sig meget for forekomst af campylobacter i
fierkree, men der er ogsa fokus pa forekomsten af campylobacter i vand. Der
findes en raekke rapporter om campylobacteriose forarsaget af bl.a. forurenet
drikkevand.

Det norske Matttilsynet skriver i sin arsrapport 2003, at campylobacteriose i
Norge har kunnet spores til forurenet drikkevand, fjerkreekad og grillmad,
men smitte kan ogsa ske ved kontakt med husdyr. En landsomfattende
undersggelse fra 2000-2001 viste at 24% af 595 undersggte hunde og 18% af
332 katte var positive for campylobacter. C upsaliensis var den hyppigst
forekommende type med en prevalens pa 20% blandt hunde og 13% blandt
katte. C jejuni blev isoleret fra 6% af hundene og fra 3% af kattene. C coli
kunne pavises fra 1% af kattene.

C upsaliensis anses for at veere mindre sygdomsfremkaldende for mennesker
end C jejuni og C coli. Voksne hunde og katte bliver sjeeldent syge af bakterien,
men diarré kan forekomme hos unge individer.

Campylobacter kan ogsa ofte isoleres fra overfladevand. Der blev rapporteret i
alt 2270 campylobacteriose tilfeelde i Norge i 2003 mod 1539 salmonellose
tilfeelde. Dette er det samme mgnster som i Danmark. |1 2003 blev der i Norge
rapporteret fire campylobacterioseudbrud, hvoraf to var indenlandske. Det
drejede sig om et udbrud omfattende syv rapporterede tilfeelde, hvor
drikkevand var misteenkt som smittekilde, og et andet udbrud omfattende tre
rapporterede tilfeelde, hvor kontakt med levende kyllinger i en bgrnehave var
misteenkt som smittekilde.

Den svenske zoonoserapport 2003 beskriver, at der i 2003 er rapporteret fem
udbrud af campylobacteriose. To af udbrudene var relateret til vand og
omfattede mere end 300 mennesker. Derudover var 15 personer involveret i
to udbrud af campylobacteriose efter at have indtaget kontamineret kylling.
Det femte udbrud omfattede syv personer, som havde deltaget i en picnic.
Kilden til sidstnaevnte udbrud af campylobacteriose kunne ikke identificeres.

I Sverige blev der i 2003 rapporteret 7137 tilfeelde af campylobacteriose mod
3994 tilfeelde af salmonellose. Der er saledes samme mgnster i forholdet
mellem zoonoserne i de skandinaviske lande og samme mgnster genfindes for
sd vidt i alle de industrialiserede lande.

Livsmedels Verket i Sverige har i ar 2000 gennemfart Riksprojekt 1:
”Campylobacter i kott och vatten”. Formalet med projektet var at kortlegge
forekomsten af campylobacter i rat ked og i ravand til drikkevand.
Campylobacter blev isoleret fra 7% af ca. 600 prgver fra offentlige
vandreservoirer (overfladevand) og fra enkelte grundvandsprgver. Ca.
halvdelen indeholdt C jejuni og ca. halvdelen indeholdt C coli. Campylobacter
blev i mange tilfeelde isoleret fra overfladevand, hvor der ikke kunne pavises



fekale indikatorbakterier. De grundvandspregver, der indeholdt
campylobacter, var i de fleste tilfeelde tydeligt feekalt forurenede.

I England, under FDA, blev der i april 2003 ivaerksat et projekt:
”Environmental and water-borne sources of campylobacter in the north-west
England and their influence on seasonal human infection”. Projektet lgber
frem til marts 2006. Formalet med projektet var at undersgge udbrud af
campylobacteriose i nordvest England og vurdere det bidrag, som
miljepavirkninger, inklusiv vandbarne smittekilder, udger for forekomsten af
campylobacteriose. Kvantificering af forekomsten af campylobacter i miljget
skal anvendes til at belyse eksponering af campylobacter for mennesker og de
epidemiologiske sammenhange mellem udbrud af campylobacteriose og
campylobacter typer pavist i vand og dyr.

Fra Tyskland (RKI) er der rapporteret om udbrud af campylobacteriose hos
bagrn. Smittekilden blev sporet til at bgrnene under badning i sgvand havde
slugt vand.

I Danmark kendes mindst eet tilfeelde af vandbaren smitte med campylobacter
(Zoonose Nyt 1997). Ved en undersggelse (boring) af grundvand (i Klarup) i
1995 beskadigede man en kloakledning, sa kloakvandet blev sendt ud i
grundvandet. 2400 personer modtog forurenet drikkevand i en seks ugers
periode, resulterende i 110 registrerede tilfelde af campylobacteriose, 13
hospitalsindlaeggelser, og eet tilfelde af Guillan-Barré Syndrom (SSI 2003).
Der var i det tilfeelde tale om Campylobacter jejuni.

Campylobacteriose er den hyppigst forekommende zoonose i mange lande og
saledes ogsd i Danmark. Det er vasentlig at fa klarlagt forekomst af bakterien,
saledes at der er basis for at foretage en risikovurdering af de
sundhedsmaessige aspekter. Der foreligger ikke for indeveerende danske
undersggelser over kvantitative forekomster af campylobacter i badevand og
drikkevand.

15
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3 Badevand

I Miljastyrelsens projekter Hygiejnisk kvalitet af spildevand fra offentlige
renseanleg” og ”Smitstoffer i spildevand” er der pavist campylobacter i
stgrrelsesordenen 100 — 10.000 per 100 ml. Det rensede spildevand udledes til
badevandet. Campylobacter findes i badevand, men niveauer og frekvenser er
ikke undersggte. Dette projekt kan saledes bidrage til at fa mere viden om
forekomst af campylobacter i vandmiljget. Det undersggte badevand er
havvand, fordi det udgar langt starstedelen af det danske badevand.
Badestederne er valgt saledes at en generel varierende badevandskvalitet
indgar i projektet.

3.1 Materialer og metoder
3.1.1 Prgveudtagning

Screeningsundersggelsen omfattede 153 praver af kystbadevand. Preverne er
udtaget sammen med prever til den almindelige kontrol af kystbadevand. Preverne
er udtaget i sterile brune flasker, disse er transporteret afskaermet fra lys og under
kol til analyselaboratoriet. Proverne er udtaget i badesasonen.

3.1.2 Analyser

Analyserne er udfgrt i henhold til Forslag til Dansk Standard 39180 —
Vandundersggelse — detektion og bestemmelse af termotolerante
campylobacter. juni 2004 (bilag A). Princippet i analysemetoden er
membranfiltrering af praverne efterfulgt af preopformering af filtrene i Bolton
bouillon og i Preston bouillon. Preinkubation er foretaget mikroaerofilt ved
37,0°C £1,0°C i 44 + 4 timer. Efter inkubation er udstreget fra hver bouillon
pa overfladen af det selektive substrat mMCCDA. Pladerne er inkuberet ved
41,5°C £1,0°C i 44 £ 4 timer, hvorefter pladerne er afleest. Verifikation af
suspekte kolonier er foretaget ved undersggelse for veekst under aerobe og
under microaerofile forhold. Isolater uden aerob vekst er mikroskoperet for
morfologi og bevaegelighed. Alle analyserne er pabegyndt indenfor 24 timer
efter preveudtagning. Indhold af Campylobacter er bestemt

semikvantitativt ved analyse af henholdsvis 10 ml, 100 ml og 1000 ml.
Kontrolstammer af C. jejuni, C. coli og C. lari er medtaget som positive
kontroller alle analysedage.

Praverne er analyseret for de almindelige badevandsparametre —
termotolerante coliforme bakterier og coliforme bakterier . Desuden er de
almindelige feltmalinger - vandtemperatur, vindstyrke, sigtedybde og pH -
medtaget for at undersgge mulige korrelationer til forekomst af
campylobacter, fx fortyndingseffekt som falge af vejrliget.

3.2 Resultater
I nedenstaende tabel 1 er vist det samlede resultat af campylobacter

analyserne. Termofile campylobacter kunne isoleres fra i alt 20,3% af 153
prover.



Tabel 1. Fund af termofile campylobacter i badevand

Analysered | <1cfu/1000 | 1<n <10 10<n <100 | >100
eprgveri | ml cfu/1000 ml | cfu/1000 ml | cfu/1000
alt mi
Antal 153 122 21 5 5
Procent 79,7 13,7 3,3 3,3

De positive fund fordeler sig som vist i figur 2 hen over
prgveudtagningsperioden. Prgverne med indhold af campylobacter > 100
cfu/1000 ml fordeler sig med 2 prgver udtaget 1. september og 3 praver

udtaget 2. september .

Figur 2: Indhold af campylobacter i badevand.
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I figur 3 ses sammenhgrende resultater af campylobacter analyser og
pregvernes indhold af coliforme bakterier, E. coli og enterokokker.

Figur 3: Kimtal i badevandsprgverne.
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| figur 4 fremgar fund af campylobacter og sammenhgrende feltmalinger per
prave. Nogle af malingerne vises for tydelighedens skyld i transformeret form.

Figur 4: Indhold af campylobacter og sammenhgrende feltmalinger i
badevand.
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Tabel 2: Oversigt over niveau af de malte mikrobiologiske
kvalitetsparametre.

Parameter Antal malinger Median Max
Campylobacter | 153 <1 >100
Coliforme 141 <10 410
bakterier

Termotolerante | 153 <10 410
coliforme

bakterier

Enterokokker 32 3 34

Tabel 2 viser variationerne af de enkelte mikrobiologiske parametre for det
undersggte badevand.



3.3 Diskussion

3.3.1 Korrelationer mellem indhold af campylobacter og kvalitetsparametre.
For at undersgge om der er sammenhang mellem badevandskvaliteten og
forekomsten af campylobacter er korrelationen mellem forskellige

badevandsparametre og campylobacter beregnet.

Tabel 3: Parvis sammenligning mellem indhold af campylobacter og de
enkelte kvalitetsparametre for badevand.

Campylobacter mod Korrelationskoefficient
Coliforme 0,27
Termotolerante 0,20
coliforme bakterier

Enterokokker 0,53
Prgveudtagningsdato -0,21
Vandtemperatur -0,37
Vindstyrke 0,20
Sigtdybde -0,29

pH -0,41

I denne screeningsundersggelse er der fundet 20,3% prover positive for
campylobacter. Svenske undersggelse fra 2000 fandt 16% positive pragver fra
overfladevand i juni maned og 13% positive praver fra overfladevand i
november maned, mens kun 2% af prgverne fra overfladevand var positive i
maj maned. Samme billede fandtes i en tidligere svensk undersggelse, hvor de
hgjeste fund ligeledes blev gjort i september- november maned.

Undersggelser fra andre lande har vist frekvenser pa mellem 2 og 82% (SLV
rapport nr. 10, 2002), hvor de hgjeste frekvenser er fundet i vintermanederne
og de laveste om sommeren. Det er almindeligt kendt at kaling forleenger
overlevelse af sygdomsfremkaldende mikroorganismer i vand, og
campylobacter vil saledes ogsa kunne overleve leenge under kgling, men
termotolerante campylobacter formerer sig ikke ved temperaturer under 20°C.
Overlevelsesevnen er forskellig for forskellige typer og stammer. Det er muligt
at campylobacter overlever lengere end de faekale indikatororganismer.

Campylobacter positive prever forekommer (figur 3) bade blandt hgje og lave
indhold af coliforme bakterier og E coli. Campylobacter negative praver
forekommer ogsa i prgver med hgje indhold af coliforme bakterier og hgje
indhold af E. coli. Der ses en meget svag korrelation mellem enterokokker og
campylobacter (Korrelationskoefficient 0,53 jf. tabel 3), samme tendens
fremgar af figur 5.

Figur 5: Sammenhgrende resultater af campylobacter og enterokokker
for badevand.
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Antallet af sammenhangende malinger af enterokokker og campylobacter er
imidlertid relativt lavt, og ikke mindst er antallet af positive campylobacter
prever lavt, og det kan ikke ud fra de foretagne malinger konkluderes at der er
sammenhang mellem parametrene.

I den svenske undersggelse (SLV rapport nr. 10 2002) fandtes heller ingen
korrelationer mellem indholdet af campylobacter og de mikrobiologiske
kvalitetsparametrene for badevand. Det anfares at der i nogle undersggelser
kan pavises sammenhang til coliforme og E. coli eller temperatur, mens der i
andre undersggelser ingen korrelationer kan pavises.

3.3.2 Campylobacter og forurening af badevand

Badevand kan forurenes med campylobacter fra dyr og tilfersel af aflgb fra
renset spildevand, dreenvand m.v. Der er rapporteret om tilfelde, hvor
samme serotype af campylobacter er pavist i graessende kvaeg og i de sger,
som kvaeget drak vand fra.

Under badning og leg i vandet er der risiko for at sluge badevand, og dermed
blive smittet med campylobacter. | denne screeningsundersggelse er der i
3,3% af pragverne fundet indhold af campylobacter > 100 ¢fu/2000 ml, men
resultaterne er semikvantitative og det vides ikke hvor store de reelle
forekomster er. Da den infektive dosis er lav, fra 500 til 10.000 cfu, kan det
ikke udelukkes at badevand kan udggre en risikofaktor. Specielt skal man veere
opmarksom pa at fglsomheden er stgrre for barn og personer med nedsat
immunforsvar.

3.4 Konklusion af badevandsanalyser

Screeningsundersggelsen af badevand omfattede 153 prgver udtaget i
perioden 24. august 2003 til 6. september 2003. 20,3% af prgverne var
positive for campylobacter og 3,3% af prgverne indeholdt campylobacter i
niveau > 100 cfu/1000 ml. Baseret pa at infektiv dosis er lav for
campylobacter, at analyserne er semikvantitative — de faktiske forekomster
kendes ikke, at fordelingen af mikroorganismer i vand er meget ujsevn og at
infektiv dosis er lavere for mennesker med nedsat eller sveekket immunforsvar



konkluderes det at indhold af campylobacter i det fundne niveau i badevand
formodes at kunne udggre en risko for badende.
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4 Drikkevand

Forurenet drikkevand kan veare kilde til campylobacteriose. Miljgstyrelsens
projekt Undersggelse for patogener i udvalgte vandverker” viste at der ikke
forekom campylobacter i drikkevand (ravand og rent vand). Der er ikke
foretaget screening af forekomst af campylobacter i brgnde og
enkeltvandforsyninger. Dette projekt kan saledes bidrage til at fa mere viden
om forekomst af campylobacter i vandmiljget.

4.1 Materialer og metoder
4.1.1 Prgveudtagning

Screeningsundersegelsen omfattede 114 prever af drikkevand. Proverne er udtaget
sammen med forenklede kontroller fra brende og enkeltvandforsyninger. Proverne
er udtaget i sterile brune flasker, som er transporteret afskeermet fra lys og under
kel til analyselaboratoriet. Prgverne er udtaget i perioden 15. september til 25
november 2004.

4.1.2 Analyser

Analyserne er udfgrt efter samme metode som naevnt under 1.3.2. Alle
analyserne er pabegyndt indenfor 24 timer efter prgveudtagning. indhold af
Campylobacter er bestemt semikvantitativt ved analyse af hhv. 10 ml, 100 ml
0g 1000 ml. Kontrolstammer af C. jejuni, C. coli og C. lari er medtaget som
positive kontroller alle analysedage.

Alle pragverne er analyseret efter samme analyseprogram som foreskrevet for
forenklede kontroller, og efter de foreskrevne analysemetoder. Coliforme
bakterier og E. coli er analyseret ifglge DS 2255, kimtal 22°C er analyseret
ifglge DS 6222 og Clostridium perfringens ifglge DS 2256. | denne rapport
er kun medtaget de mikrobiologiske resultater.

4.2 Resultater
Termofile campylobacter er isoleret fra 2 prever ud af i alt 123 analyserede
praver, svarende til 1,62,8% positive fund. Niveau af campylobacter fremgar

af nedenstaende tabel.

Tabel 4. Fund af termofile campylobacter i drikkevand.

Analyserede | <1cfu/1000 | 1<n<10 10<n< >100
preverialt. | ml cfu/1000 100 cfu/1000
ml cfu/1000 ml
ml
Antal 114 112 1 1 0
Procent 98,2 0,9 0,9 0

De to prever, hvorfra campylobacter kunne isoleres, havde hgje kimtal, savel
kimtal 22°C som coliforme bakterier og E. coli. Som det fremgar af figur 6
fandtes samme niveauer af kimtallene i flere af de prgver, der var negative
campylobacter.




Tabel 5: Mikrobiologiske analyseresultater for de to campylobacter
positive drikkevandsprgver.

Parameter Pravenr. 1 Prave nr. 2
Termofile Campylobacter, cfu/1000ml | >1 og <10 >10 og <100
Kimtal 22°C, cfu/ml > 3000 > 3000
Coliforme bakterier, cfu/100ml >160 35

E. coli, cfu/100 ml >160 35

Tabel 6 oversigt over niveau af de mikrobiologiske kvalitetsparametre

Parameter Antal Median Max
malinger

Campylobacter, cfu/1000 ml 123 <1 1< og<l0

Coliforme bakterier, cfu/100 ml 123 <1 >160

E. coli, cfu/100 ml 123 <l >160

Kimtal 22°C, cfu/ ml 123 110 >3000

Clostridium perfringens, cfu/ 5oml 1 4

Cl. perfringens sporer, cfu/ 50 ml 1 <1

Tabel 6 viser variationerne af de enkelte mikrobiologiske parametre for det
undersggte drikkevand.

Figur 6: Mikrobiologiske analyseresultater for drikkevand.
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4.3 Diskussion

Da der i screeningsundersggelsen kun er pavist campylobacter i to
drikkevandsprgver har det ingen mening at udregne korrelationsvaerdier. De
to positive prgver har begge kimtal ved 22°C i niveau >3000 cfu/ml, men det
har mange af de campylobacter negative prgver ogsa jf. tabel 6. Samme
indhold af coliforme bakterier og af E coli som i de campylobacter positive
praver findes i andre af de analyserede prever, men heri er der ikke pavist
termotolerante campylobacter.
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Som fglge af det spinkle datamateriale kendes spredningen ikke for indhold af
termofile campylobacter i drikkevand. Ved en sa sporadisk forekomst af
campylobacter er det ngdvendig med en mere omfattende prgveudtagning for
at dokumentere forekomst af campylobacter. Den infektiv dosis er lav (ca. 500
cfu) og man ved at mikroorganismer er meget ujevnt fordelt, selv i sa
homogene medier som vand. Det kan derfor ikke udelukkes at blot
tilstedeveerelse af campylobacter i drikkevand- dvs. fa bakterier — kan udgare
en risiko. | de to naevnte tilfelde vil forureningen og dermed risikoen for
tilstedeveerelse af sygdomsfremkaldende bakterier som campylobacter blive
opdaget pa grund af hgjt indhold af indikatororganismerne - coliforme
bakterier og E. coli - samt af hgjt kimtal ved 22°C.

I litteraturen findes eksempler pa drikkevandspraver, der er positive for
campylobacter , men med fraveer af indikatororganismerne (SLV rapport nr.
10/2002). Som tidligere naevnt er det muligt at overlevelsesevnen er forskellig
for campylobacter og indikatororganismerne. Det er ogsa muligt at
campylobacter overlever specielt godt i koldt (rent) vand, hvor der er meget
lidt konkurrence fra andre mikroorganismer. Men den i andre undersggelser
ikke-konstaterede sammenhang mellem forekomst af indikatororganismer og
forekomst af campylobacter kan ogsa skyldes de anvendte analysemetoder.

| dette projekt er anvendt analysemetode Forslag til Dansk Standard 39180 —
Vandundersggelse — detektion og bestemmelse af termotolerante
campylobacter. juni 2004 (bilag A). Der anvendes to opformeringsmedier
hhv. Bolton bouillon og Preston bouillon. 35% af de positive praver er kun
positive med Bolton bouillon som opformeringsmedium og 27% af de positive
prgver er kun positive med Preston bouillon som opformeringsmedium.

I det svenske riksprojekt (SLV rapport nr. 10, 2002) er der gennemfart
parallelle analyser med traditionel dyrkningsteknik og PCR analyser. | flere
tilfelde findes prgverne positive efter PCR metoden, men negative efter
dyrkningsmetoden. Dette rejser spgrgsmalet bade om egnethed af
dyrkningsmetoder og om campylobacter kan overga til en levende men ikke
dyrkbar form, nar de befinder sig leenge i kolde vandige miljger. Dette
feenomen er almindelig kendt for andre mikroorganismer. Det er ukendt om
mikroorganismer i denne form kan udggare nogen risiko for sundheden.

Drikkevand kan forurenes med campylobacter pa samme made, som det kan
forurenes med andre mikroorganismer, herunder faekale bakterier som E. coli.
Frekvensen af vandbaren smitte med campylobacter er lavere i Danmark end i
de gvrige nordiske lande (SLV rapport). Dette skyldes formodentlig, at
overfladevand i Danmark kun i fa tilfelde anvendes til produktion af
drikkevand.

4.4 Konklusion af drikkevandsanalyser

Screeningsundersggelsen af drikkevand omfattede 123 prgver udtaget i
perioden 15. september til 15. november 2004. 1,6% af prgverne var positive
for campylobacter. 0,9% af prgverne (svarende til én prgve) indeholdt
campylobacter i niveau > 1 og <10 cfu/1000 ml og 0,9% af pragverne
(svarende til én prgve) indeholdt campylobacter i niveau > 10 og <100
cfu/1000 ml.



Grundet de meget fa positive praver kan der ikke konkluderes pa
sammenhange til andre kvalitetsparametre. Forekomst af campylobacter i
drikkevand er sporadisk, derfor er der brug for veaesentlig sterre undersggelse
for at skaffe tilstreekkeligt datamateriale og dermed stgrre viden om
forureningskilder, forureningsniveauer og hvilke risici dette indebearer. Baseret
pa resultatet af dette projekt, af Miljestyrelsens projekt ”Undersggelse for
patogener i udvalgte vandveerker” og af antallet af registrerede tilfeelde af
vandbarne campylobacteriose vurderes campylobacter ikke at udgare et
problem i dansk drikkevand.
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5 Konklusion pa
screeningsundersggelse

Screeningsundersggelsen har vist at termofile campylobacter er almindelig
forekommende i badevand. Der er analyseret 153 badevands praver, heraf
indeholdt 20,3% campylobacter og 3,3% af prgverne indeholdt campylobacter
i et niveau >100 cfu/1000 ml. Det konkluderes at det fundne niveau kan
udgare en sundhedsmaessig risiko for badende.

Screeningen omfattede analyse af 123 drikkevandsprgver, heraf indeholdt
1,6% campylobacter. 0,9% af preverne (svarende til én prgve) indeholdt
campylobacter i niveau > 1 og <10 cfu/1000 ml og 0,9% af pragverne
(svarende til én prgve) indeholdt campylobacter i niveau > 10 og <100
cfu/1000 ml. I drikkevand er forekomst af campylobacter sporadisk. Forenklet
kontrol af enkeltvandsyninger og brgnde foretages hvert 5. ar, hvorfor
kortvarige forureninger kun i sjeeldne tilfeelde vil blive opdaget. Det vurderes
at campylobacter ikke for indevaerende udggr et problem i dansk drikkevand.

Der er ikke fundet direkte sammenhaeng mellem forekomst af
indikatorbakterier, sasom E. coli og enterokokker, og forekomst af
campylobacter. Sammenhang mellem vandtemperaturen i badevand og
indhold af campylobacter kan heller ikke pavises. Det er sandsynligt at der er
sammenhang mellem arstider og forekomst af campylobacter i badevand med
stgrst frekvens af positive fund pa den koldeste arstid.

Man skal vaere forsigtig med at sammenligne og konkludere pa tidligere/andre
undersggelser, idet den anvendte analysemetode har stor betydning for savel
frekvens af positive fund som for den fundne mangde af campylobacter.
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Bilag A

Vandkvalitet — Kvalitativ og
semikvantitativ pavisning af
termotolerante campylobacter.
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Introduktion

Campylobacter jejuni subsp. jejuni og Campylobacter coli er hyppigt arsag til
tarminfektioner hos mennesker. Campylobacter upsaliensis har muligvis
lignende betydning. Campylobacter lari ses sjeeldnere som arsag til infektioner
hos mennesker. Campylobacter overfares oftest fra fadevarer, husdyr,
kaeledyr eller andre syge personer; men de kan ogsa overfgres med
overfladevand, hvis dette indtages.

ADVARSEL - Denne standard bgr kun benyttes af personer, der er
fortrolige med almindelig laboratoriepraksis. Det er brugerens ansvar at sgrge
for passende sikkerheds- og sundhedsregler og at sikre, at geeldende regler
efterleves.



1 Emneomrade

Denne standard angiver en metode til kvalitativ og semikvantitativ pavisning
af termotolerante campylobacter.

Metoden kan anvendes til alle typer vand, der kan filtreres gennem et
membranfilter.

BEM/AERK  Metoden kan anvendes som en kvalitativ metode for campylobacter
i et givet pravevolumen.

BEMARK  Der kan fas et mere precist estimat af campylobacter indholdet i
proven ved at analysere efter et MPN design.
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2 Normative referencer

ISO 3696 Water for analytical laboratory use — Specification and test
methods.

ISO 19 458  Water Quality — Sampling for microbiological analysis".

ISO 8199 Water quality — General guide to the enumeration of
microorganisms by culture’.

" Under udarbejdelse
2 Under udarbejdelse



3 Definitioner

I denne standard anvendes fglgende definitioner:

Termotolerante campylobacter opsamles pa filtre efter filtrering som angivet i
afsnit 8.2, opformeres under den selektive opformering beskrevet i afsnit 8.3,
danner typiske kolonier under inkubation i selektivt substrat ved forhgjet
temperatur som beskrevet i afsnit 8.4, danner ikke synlige kolonier under
inkubering i atmosfarisk luft under betingelser som angivet i afsnit 8.6, er
steerkt bevaegelige, slanke spiralformede stave og beveger sig i hurtige ryk
eller i proptreekkeragtige drejninger.

BEMARK  Termotolerante campylobacter af betydning for humane infektioner
omfatter Campylobacter jejuni subsp. jejuni (herefter omtalt som C. jejuni), C. coli,
C. lari og muligvis C. upsaliensis.

BEMARK  Termotolerante campylobacter er gram-negative, oxidase-positive
og katalase-positive (nogle C. upsaliensis angives at vere katalase-negative eller
svagt positive) buede eller spiralformede stave med en karakteristisk hurtig, og ofte
roterende, bevagelse. | blot lidt s&ldre kulturer optraeder coccoide former.

BEMARK  Campylobacter kraever naringsrige substrater for optimal veekst.
De er meget faglsomme for skadelige oxidationsprodukter som peroxider og superoxid
anioner, der kan opsta, nar substrater udsattes for lys og ilt. De er mikroaerofile og
foretraekker en atmosfeere med ca. 5 % ilt og ca. 10 % CO,. Nogle campylobacter
angives at vokse bedst, nar atmosfaren ogsa indeholder brint.

BEM/ERK  De fleste stammer af C. jejuni, C. coli og C. lari vokser ved
temperaturer mellem 32 °C og 45 °C, men nogle stammer vokser ikke under 35 °C, og
andre vokser ikke ved temperaturer over 43 °C.

BEMARK  C. upsaliensis kan muligvis ikke pavises ved de i denne standard
beskrevne dyrkningsbetingelser.
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4 Princip

Praven filtreres gennem membranfiltre med porestarrelse 0,45 pm. Filtrene
overfares til selektive opformeringsbouilloner, der inkuberes i (44 + 4) timer
ved (37 £ 1) °C i modificeret atmosfeere. Efter inkubationen udstryges fra
hver bouillon pa overfladen af et selektivt, fast substrat, mMCCDA, der
inkuberes i (44 + 4) timer ved (41,5 £ 1) °C i modificeret atmosfare.
Kolonier, der kan veere campylobacter, undersgges for vaekst under aerobe
forhold. Isolater, der ikke vokser aerobt, undersgges ved fasekontrast
mikroskopi og evt. ved enkelte, biokemiske reaktioner. Se flow diagram i bilag
A.

Huvis der findes typiske campylobacter, er der pavist termotolerante
campylobacter i prgven. Resultatet angives som et semikvantitativt estimat, se
bilag B.

BEMZARK Vand, der ikke lader sig filtrere, kan undersgges ved at pode
vandprgven direkte i opformeringsbouillon. Forholdet mellem prgven og
opformeringsbouillonen bar hgjst veere 10 %.

BEMAERK  Huvis der er et hgjt indhold af campylobacter i prgven, kan
prevemateriale uden forudgaende opformering udstryges p4a mCCDA agar.



5 Apparatur

5.1 Inkubatorer der kan holde (37 + 1) °C og (41,5t 1) °C.
5.2 Udstyr til membran filtrering, jevnfar ISO 8199.

53 Membranfiltre

Sterile membranfiltre af celluloseester med en diameter pa 45 — 50 mm og en
porestgrrelse pa 0,45 um. Tilsvarende filtre med porestarrelse 0,22 pm til
sterilisering af reagenser.

54  Udstyr til mikroaerob inkubation

Tette beholdere, der kan vedligeholde en modificeret atmosfaere under
inkubationerne, udstyret med ventiler til udsugning og indblaesning. Vakuum
pumpe. Udstyr til at kontrollere atmosfeerens sammensatning,
ANOXOMAT eller tilsvarende. En passende gasblanding af kvelstof, ilt,
kuldioxid og om muligt brint.

Alternativt kan anvendes gas-generende pakker, forudsat de kan etablere og

vedligeholde en atmosfaere med ca. 5 % ilt, ca. 10 % kuldioxid og helst ogsa
ca. 10 % brint.

5.5 Fasekontrast-mikroskop
5.6  Flasker, 150 - 250 ml, med lufttatte skruelag
5.7  Petriskale med ribber, sterile, 9 cm

5.8  Almindeligt laboratorieudstyr
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6 Substrater og reagenser

Alle ingredienser og kemikalier skal veere af anerkendt kvalitet, for
microbiology” eller bedre.

Vand skal vere destilleret eller af tilsvarende kvalitet, jeevnfar 1ISO 3696,
Grade 3.

Folg instruktionerne i bilag C.
Der kan med fordel anvendes kommercielt tilgaengelige tersubstrater,

forudsat de svarer til ingrediensfortegnelserne i bilag C. De skal fremstilles
efter fabrikantens anvisninger.



[ Prgvetagning, transport og
opbevaring

Campylobacter er meget falsomme for skadelige pavirkninger. Det er derfor
vigtigt, at praverne holdes kolde ((3 = 2) °C) og beskyttet mod lys, indtil de
er blevet filtrerede, og filtrene anbragt i opformeringsbouillonerne. Generelle
prgvetagningsbetingelser er omtalt i ISO 19 458. For Campylobacter er det
seerlig vigtigt at undga opblanding med luft, ligesom prever skal filtreres
snarest muligt efter prgvetagning. Om ngdvendigt kan praverne opbevares i
indtil 30 timer far filtrering.

BEMARK  Campylobacter holder sig godt i rent vand ved (3 + 2) °C. Ved
hgjere temperaturer og i andre vasker henfalder de hurtigt.
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8 Fremgangsmade

8.1 Generelt

Medtag altid en positiv kontrolstamme podet i enten prgvemateriale eller i
sterilt vand, filtreret, opformeret og udsaet parallelt med prgverne, dels for at
kunne dokumentere, at alle trin i analysen virker tilfredsstillende, dels for at
have frisk referencemateriale til radighed ved identifikationen af
campylobacter (afsnit 8.5 og 8.6).

Analyser hver prgve dobbelt, sdledes at der opformeres bade i den steerkt
selektive Preston bouillon (C.1.1) og i den mindre selektive Bolton bouillon
(C.1.2).

BEMZARK Preston bouillon er for selektiv til at tillade fremvaekst at alle C. coli.
Bolton bouillon er for svagt selektiv til at undertrykke ledsagefloraen i alle typer
prevemateriale. Hvis der ikke er tilstreekkeligt pravemateriale vaelges den
bouillon, der vurderes bedst egnet til undersggelsen. For prgver med en kraftig
baggrundsflora er Preston bouillon bedst egnet. For prgver med ringe
baggrundsflora er Bolton bouillon bedre egnet.

BEMARK  Mangderne af prevemateriale, der skal analyseres, afhenger af
prevematerialets sammensetning og undersggelsens formal. I bilag B er angivet
relevante prgvemangder ved analyse af drikkevand og af spildevand.

8.2  Membranfiltrering

Filtrer de relevante mangder prgvemateriale (jeevnfer bilag B) gennem sterile
0,45 um membranfiltre (5.3). Tilstreeb mindst mulig kontakt med luftens ilt,
bl.a. ved at undga at suge luft gennem filtrene efter at prgven er filtreret.
Overfar filtrene til opformeringsbouilloner straks efter filtreringen.

Hvis prgven indeholder meget opslemmet materiale, kan det vaere ngdvendigt
at anvende to eller flere filtre til de stgrste prgvevolumina. Alle disse filtre
overfgres til samme portion opformeringsbouillon. Brug af forfilter (*filter
aid™) kan ogsa vare en hjalp ved filtreringen af sadanne praver. "Filter aid”
er beskrevet i 1ISO 8199.

8.3  Opformering

Opvarm opformeringsbouillonerne (C.1.1, C.1.2) til 20 - 30 °C, inden de
podes.

Overfgr filtrene (8.2) til hver sin 100 ml portion opformeringsbouillon straks
efter de enkelte filtreringer. Anbring de podede bouilloner med lgst lag eller
uden lag i beholdere (5.4). Luk beholderne og modificer luften derinde (5.4).
Anbring derefter beholderne ved (37 £ 1) °C i (44 = 4) timer.



BEMZAERK Der anvendes 100 ml opformeringsbouillon pr. filter for at
opna tilstraekkelig fortynding af ledsagefloraen til, at denne ikke hemmer
campylobacternes vakst.

BEMARK  Nogle laboratorier har med held opformeret campylobacter
uden brug af mikroaerofil atmosfaere (5.4). | stedet har de anvendt teet
tillukkede flasker eller rar, der har vaeret omtrent fyldt med bouillon. En
sadan procedure vil kreve omhyggelig standardisering for at udelukke falsk
negative resultater pa grund af suboptimale forhold under opformeringen.

BEMZAERK  Preston Campylobacter Selektivt Supplement (C1.1.2)
indeholder antibiotika som er kendt som relativt giftige over for C. coli og
over for subletalt beskadigede C. jejuni (Polymyxin B og Rifampicin). |
overensstemmelse hermed har nogle forskere fundet, at prae-inkubering i 4
timer i Preston bouillon uden selektivt supplement kan forbedre pavisning af
campylobacter i vand, som kun indeholder fa andre mikroorganismer. Bolton
bouillon indeholder ingen af de antibiotika, som er kendt for at veere toksisk
for campylobacter.

BEMARK Nogle af de termotolerante campylobacter vil uddg eller vokse
for langsomt, hvis inkubations-temperaturen ligger under 36 °C.

8.4  Udstrygning pa fast, selektivt substrat

Tag flasker med opformering forsigtigt op af beholderne efter inkubering for
at undga at hvirvle bundfald med baggrundsflora op.

BEMARK  Huyvis der forventes et stort antal campylobacter, kan der
udstryges allerede efter (21 + 3) timer. Der skal dog i alle tilfeelde udstryges
efter endt opformering (8.3).

Overfar med et sterilt podegje ca. 10 pl podekultur til overfladen af mCCDA
plader (C.2). Udtag podekulturen lige under overfladen af
opformeringsbouillonen og udstryg pa pladens overflade.

Set straks efter podning pladerne i beholdere (5.4), med modificeret
atmosfeaere (5.4) ved (41,5+ 1) °Ci (44 £ 4) timer.

BEMARK Pladerne viser oftest synlig veekst efter (21 + 3) timers
inkubering. Negative plader skal inkuberes yderligere 24 timer i modificeret
atmosfeare (5.4).

BEMARK Der er beskrevet teknikker, der udnytter campylobacters store
beveagelighed til at befri dem for ledsageflora. En eller flere draber
prgvemateriale anbringes pa et 0,45 um eller 0,65 um cellulose acetat
membranfilter, der er placeret pa et fast, nonselektivt substrat (f.eks.
basalsubstratet til MCCDA (C.2.1)). Pladen med filter inkuberes ved 37 °C i
0,5 til 24 timer i modificeret atmosfeere. Efter at filteret er fjernet, inkuberes
substratet i (21 + 3) timer, saledes at campylobacter, der har arbejdet sig
gennem filteret ned til substratet, danner synlige kolonier. | stedet for
prgvemateriale kan der anvendes koncentrat fra centrifugering (5 000 g i 10
minutter) af opformeringer.
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85  Aflasning
Aflzes pladerne (8.4) for synlig veekst efter inkubering.

Campylobacter danner efter 24 — 48 timers vekst oftest ret sma, flade eller
konvekse kolonier med skinnende overflade. Kolonierne har en tendens til at
sprede sig langs udstrygningslinierne. Veladskilte kolonier minder om sma
vaeskedraber. Pa fugtige plader kan der i stedet ses en tynd film.

Skrab i tvivistilfeelde materiale fra pladernes overflade til undersggelse for
typisk udseende (8.6.1), eller fortsat inkuberingen i endnu et dagn.

Kolonimateriale af campylobacter har pa podegijet typisk en fladefarvet til
lysebrun farve.

Efter fortsat inkubering &ndres campylobacter kolonierne til lavt konvekse
med et mat skeer. Ofte udvikles der tillige metalskeer. Koloniernes farve
varierer fra farvelgs til gralig eller hvidlig.

8.6  Bekreaftelse
8.6.1 Vekst pd non-selektive agar plader

Husk under de efterfalgende undersggelser, at campylobacter hurtigt kan
skades ved udsettelse for lys og luft.

Subkultiver campylobacter-lignende kolonier fra mMCCDA pa overfladen af to
naeringsrige, non-selektive agarplader (basalsubstratet til nCCDA (C.2.1),
nutrient agar med eller uden tilseetning af 5 % blod (C.1.1.4), Mueller-Hinton
agar eller anden non-selektiv agar, der er fundet velegnet til at understatte
campylobacters vakst). Den ene af pladerne inkuberes aerobt, den anden i
modificeret atmosfeaere (5.4) ved (41,5 + 1) °C i (21 £ 3) timer.

Campylobacter vokser ikke aerobt.

Bekreaft tilstedeverelsen af campylobacter i kolonier fra pladen inkuberet i
modificeret atmosfeare ved fasekontrast mikroskopi (8.6.2). Hvis der ses
typiske campylobacter (8.6.2), kan resultatet rapporteres, jevnfar afsnit 10. |
tvivlstilfeelde fortseettes med de supplerende undersggelser beskrevet i bilag
D.

8.6.2 Bevagelighed og cellemorfologi

Opslem kolonimateriale i en naringsrig bouillon som Preston basalsubstrat
(C.1.1.1) pa et objektglas. Leg et dekglas over og mikroskoper straks under
anvendelse af fasekontrast og 1 000 ganges forstarrelse.

Campylobacter er sterkt beveegelige, slanke, spiralformede stave.
Bevaegelserne kan bade veere pileagtigt hurtige og proptraekkeragtigt
roterende.



Campylobacter kan gares ubevagelige ved at opslemme dem i vand i stedet
for Preston basalsubstrat. Herved kan deres typiske udseende ofte bedre
iagttages.

BEMARK  Alternativt til fasekontrast mikroskopi kan campylobacters
cellemorfologi iagttages ved markefeltmikroskopi eller efter farvning med 2 %
carbolfuchsin i 5 minutter. Gram-farvning af campylobacter giver ofte et
utilfredsstillende resultat.

8.7 Verifikation
Hvis der gnskes yderligere verifikation, sendes isolater til et laboratorium med

erfaring i artsbestemmelse og i typebestemmelse ved hjeelp af feenotypiske
metoder eller molekylaere metoder.

Da campylobacter let dgr ud under skadelige pavirkninger, er det vigtigt ved

forsendelser at fglge de instruktioner, der kan gives fra det erfarne
laboratorium.
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9 Kvalitetssikring

Laboratoriet skal have et velfungerende kvalitetssikringssystem saledes at det
til stadighed kan dokumenteres, at apparatur, substrater, reagenser og
fremgangsmade er optimale for undersggelsen. Brugen af positive
kontrolstammer er en del at dette system.

Campylobacter jejuni ATCC 35 918 eller ATCC 35 919 og Campylobacter
coli ATCC 33 559 eller 43 133 er egnede som positive kontrolstammer i
denne metode.



10 Angivelse af resultater

Huvis tilstedeveerelsen af typiske campylobacter er bekreftet (8.6), er praven
fundet positiv for termotolerante campylobacter.

Termotolerante campylobacter er pavist i et givet testvolumen, hvad enten
der pavises campylobacter i den ene eller begge selektive opformeringer fra
dette testvolumen.

Ud fra resultatet af undersggelser af forskellige volumina af pravemateriale,

rapporteres et semikvantitativt estimat af prgvens indhold af termotolerante
campylobacter, jevnfgr bilag B.
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11 Analyserapport

Analyserapporten skal indeholde fglgende oplysninger:

a) en henvisning til denne standard;

b) de nagdvendige oplysninger til entydigt at identificere praven;

c) analyseresultatet, udtrykt som angivet i afsnit 10;

d) serlige forhold under analysen og enhver afvigelse fra eller modificering
af den i denne standard foreskrevne fremgangsmade, som kan have haft
indflydelse pa analyseresultatet.



Bilag A
(informativt)
Flow diagram over metoden

Prgvevolumina pa 2*10 ml, 2*100 ml og 2*1 000 ml

Filtrering gennem 0,45 pm filtre

6 parallelle filtreringer af de seks volumina
Filtre fra filtrering af 10 ml, 200 ml og 1 000 ml i hver sin
portion af Preston bouillon
Filtre fra filtrering af 10 ml, 100 ml og 1 000 ml i hver sin
portion af Bolton bouillon

Opformering i 48 timer ved 37 °C fra de seks filtre i hver sin bouillon

Overfgrsel af opformering fra hver flaske til hver sin plade med mCCDA.
Overforsel fra hver af de seks flasker til hver sin plade

Inkubering i modificeret atmosfaere i 48 timer ved 41,5 °C

Isolation pa nonselektivt substrat. Kontrol af, at der ikke ses vaekst i
atmosfeerisk luft.
Overfgrsel fra hver plade med synlig vakst til to nye plader.
Den ene plade fra hvert par inkuberes i atmosfarisk luft, den
anden i modificeret atmosfaere

Undersggelse af bevagelse og cellemorfologi
Overfarsel fra hver af skalene fra inkuberingerne i modificeret
atmosfare til deekglas med en drabe veaske. Fasekontrast
mikroskopi.

Yderligere identifikation og/eller karakterisering, hvis ngdvendigt

Rapportering af det semikvantitative resultat
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Bilag B
(normativt)

Pravestgarrelse

De relevante prgvemangder at undersgge afhaenger af det forventede antal
campylobacter i vandet.

Drikkevand

Af drikkevand undersgges falgende mangder: 10 ml, 100 ml and 1 000 ml.
Alle tre mangder filtreres dobbelt, sdledes at der er filtre til tre opformeringer
i Preston bouillon og tre i Bolton bouillon. | alt 2,22 liter prevemateriale
fordelt pa 6 filtreringer.

Forudsat at de mindste prgvemangder filtreres farst, kan alle filtreringer
udfares med samme tragt.

Resultatet af drikkevandsanalysen angives pr. 1 000 ml prgve efter
nedenstaende retningslinier:

Tabel 1. Antal campylobacter i 1 000 ml prgve ved de angivne kombinationer af
positive resultater.

prgvevolumina: Cfu' per 1000 ml
1000 ml 100 mi 10 ml

Campylobacter - - - <1
positive (+/-) + - - >10g <10
) - + - >1 og <10*
prgvevolumina
+ + - >10 og <100
+ - + >10 og <100*
* i i >100
+ >100**
>100**

" ¢fu = colony forming units (formeringsdygtige campylobacter)

*: Afheengigt af antallet af campylobacter i praven kan der veere op til 10 %
sandsynlighed for ved rene tilfeldigheder at fa et sddant atypisk resultat.
**: Dette resultat kan forekomme, nar campylobacter i de stgrste
prevemangder hemmes af et stort antal andre bakterier i praven.

Atypiske kombinationer bgr altid foranledige en gennemgang af analysens
trin for mulige fejlkilder.

Er der udfaert artsbestemmelse og/eller typebestemmelse(8.7), kan
resultaterne angives for en specifik art og/eller type. Ved undersggelser i



forbindelse med udbrud af campylobacter infektioner skal mange kolonier
undersgges.

Spildevand

Spildevand kan undersgges uden membranfiltrering. Falgende
prevemangder undersgges i hver sin 100 ml portion af begge
opformeringsbouilloner: 10 ml, 1 ml, 0,1 ml og 0,01 ml. I alt undersgges
saledes 22,22 ml prgve.

Resultatet af spildevandsanalysen angives pr. 100 ml prgve efter
nedenstaende retningslinier:

Tabel 2. Antal campylobacter i 100 ml prgve ved de angivne kombinationer af
positive resultater.

pravevolumina: Cfu' per 100 ml
10 ml iIm [O0,iml 0,01 mi
Campylobacter |- - - - <10
positive (+/-) + - - - >10 og <100
_ - + - - >10 og <100*
prgvevolumina
+ + - - 2100 og <1 000
+ - + - >100 og <1 000*
+ - + Sandsynligvis fejl
N ; ) >1 000 0g <10 000**
N ) N >1 000 og <10 000**
+ + N . >1 000 0g <10 000**
+ + + *
>1 000 og <10 000
>1 000 og <10 000*
- +
- + + >10 000**
+ + + >10 000**
+ - + + >10 000**
+ + + + Sandsynligvis fejl
>10 000

" ¢fu = colony forming units (formeringsdygtige campylobacter)

*: Afhangigt af antallet af campylobacter i praven kan der vere op til 10 %
sandsynlighed for ved rene tilfeldigheder at fa et sddant atypisk resultat.
**: Dette resultat kan forekomme, nar campylobacter i de stgrste
pravemangder haemmes af et stort antal andre bakterier i praven.

Atypiske kombinationer bgr altid foranledige en gennemgang af analysens
trin for mulige fejlkilder.

a7



48

Er der udfart artsbestemmelse og/eller typebestemmelse(8.7), kan
resultaterne angives for en specifik art og/eller type. Ved undersggelser i
forbindelse med udbrud af campylobacter infektioner skal mange kolonier
undersgges.



Bilag C

(normativt)
Substrater 0g reagenser
C.1 Opformeringsbouilloner
C.1.1 Preston Bouillon
Sammensatning:
Specielt kadekstrakt * 10 g
Pepton 10g
Natriumklorid, NaCl 59
Polymyxin B 5000 1U
Rifampicin 10 mg
Trimethoprim 10 mg
Amphotericin B 10 mg
Natriumpyruvat 0,25¢
Natriummetabisulphit 0,25¢
Ferrosulfat, FeSO,-7TH,O  0,25¢
Lyseret blod 50 ml
Vand 1000 ml

BEMARK  Amphotericin B indgar i stedet for cycloheximid

B.1.1.1 Preston grundsubstrat

Specielt kadekstrakt * 25 g

Pepton 10g
Natriumklorid, NaCl 5¢g
Vand 940 mi

Opslem i vand. Fordel som 94 ml portioner i flasker (5.6) med skrueldg. Tag
hgjde for fordampningstab under autoklaveringen.

Sterilisér i autoklave ved (121 + 3) °C i (15 + 1) minutter. Abn autoklaven
straks efter den er afkalet til en sikker temperatur (f.eks. 70 °C), og drej
lagene til for at undga optagelse af ilt i substratet.

Efter sterilisering skal pH veere 7,4 + 0,2 ved 25 °C.

Beskyttet mod luft og lys er substratet holdbart i 3 uger ved (5 + 3) °C.

' F.eks. Lab-Lemco kadekstrakt (OXOID), som er et handelsnavn.
Oplysningen gives til hjeelp for brugere af denne standard. Der er ikke tale om
nogen anbefaling af produktet.
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C.1.1.2 Oplgsning af Preston Campylobacter Selektivt Supplement

En oplgsning indeholdende pr. ml:

Polymyxin B 1250 1U
Rifampicin 2,5mg
Trimethoprim 2,5mg
Amphotericin B 2,5mg

C.1.1.3 Oplagsning af Preston Campylobacter Veekst Supplement

En oplgsning indeholdende pr. ml:

Natriumpyruvat 0,0625 g
Natriummetabisulphit 0,0625 g
Ferrosulfat, FeSO,-7H,O  0,0625 g

C.1.1.4 Fremstilling af lyseret blod

Brug defibrineret eller citratstabiliseret blod fra okse, far eller hest. Blodet kan
opbevares 1 maned ved (5 + 3) °C, forudsat det ikke viser tegn pa andringer.

Blodet lyseres ved frysning ved (-20 £ 5) °C natten over. Portioner af lyseret
blod kan opbevares nogle fa dage ved (5 + 3) °C, forudsat det beskyttes mod
iltning.

B.1.1.5 Fremstilling af komplet Preston bouillon

Grundsubstrat og supplementer blandes umiddelbart far podning af
bouillonen. Vakstsupplementet (C.1.1.3) og det lyserede blod (C.1.1.4)
tilseettes sidst. Efter tilseetning skrues laget teet til for at undga iltning og

indholdet blandes forsigtigt.

Preston bouillon fremstilles af falgende ingredienser:

Preston grundsubstrat (C.1.1.1) 94 mi
Preston Campylobacter Selektivt Supplement (C.1.1.2) 0,4 ml
Campylobacter Veekst Supplement (C.1.1.3) 0,4 mi
Lyseret blod (C.1.1.4) 5ml

C.1.2 Bolton Bouillon

Sammensztning:

Kgdpepton 10¢g
Lactalbumin hydrolysat 59



Gerekstrakt 59

Natriumklorid, NaCl 59
Alfa-ketoglutarsyre 1lg
Natriumpyruvat 05¢g
Natriummetabisulphit 05¢g
Natriumcarbonat 0,6¢g
Haemin 10 mg
Cefoperazone 20 mg
Vancomycin 20 mg
Trimethoprim 20 mg
Amphotericin B 10 mg
Lyseret blod 50 mi
Vand 1000 ml

BEMARK  Amphotericin B indgar i stedet for cycloheximid

C.1.2.1 Bolton grundsubstrat

Kgdpepton 10¢g
Lactalbumin hydrolysat 59
Gerekstrakt 59
Natriumklorid, NaCl 59
Alfa-ketoglutarsyre 1lg
Natriumpyruvat 05¢g
Natriummetabisulphit 05¢g
Natriumcarbonat 0,649
Haemin 10 mg
Vand 950 mi

Oples i vand. Fordel som 95 ml portioner i flasker (5.6) med skrueldg. Tag
hgjde for fordampningstab under autoklaveringen.

Sterilisér i autoklave ved (121 + 3) °C i (15 + 1) minutter. Abn autoklaven
straks efter at den er afkglet til en sikker temperatur (f.eks. 70 °C) og drej
lagene til for at undga optagelse af ilt i substratet.

Efter sterilisering skal pH veere 7,4 + 0,2 ved 25 °C.

Beskyttet mod luft og lys er substratet holdbart i 3 uger ved (5 £ 3) °C.

B.2.2.2 Oplosning af Bolton Selektivt Supplement

En oplgsning indeholdende pr. ml:

Cefoperazone 5mg
Vancomycin 5mg
Trimethoprim 5mg
Amphotericin B 2,5mg
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C.1.2.3 Fremstilling af brugsklar Bolton bouillon

Grundsubstrat og supplementer blandes umiddelbart far podning af
bouillonen. Det lyserede blod (C.1.1.4) tilseettes sidst. Efter tilseetning skrues
laget teet til og indholdet blandes forsigtigt, for at undga iltning.

Bolton bouillon fremstilles af falgende ingredienser:

Bolton grundsubstrat (C1.2.1) 95 ml
Bolton Selektivt Supplement (C.1.2.2) 0.4 mi
Lyseret blod (C.1.1.4) 5ml

C.2 Modified Charcoal Cephoperazone Desoxycholate Agar (NCCDA)

Sammensztning:

Specielt kadekstrakt * 10g
Pepton 10g
Natriumklorid, NaCl 59
Bakteriologisk kul 49
Casein hydrolysat 39
Natriumdesoxycholat 1lg
Ferrosulfat, FeSO,-7TH,O  0,25¢
Natriumpyruvat 0,25¢
Cefoperazone 32 mg
Amphotericin B 10 mg
Agar 12 g
Vand 1000 ml

BEMARK  Amphotericin B indgar i stedet for cycloheximid

C.2.1 mCCDA Grundsubstrat

Specielt kadekstrakt * 10 g
Pepton 10g
Natriumklorid, NaCl 59
Bakteriologisk kul 4q
Casein hydrolysat 39
Natriumdesoxycholat 19
Ferrosulfat, FeSO,-7TH,O 0,25¢
Natriumpyruvat 0,25¢
Agar 12 g
Vand 1 000 ml

2 F.eks. Lab-Lemco kadekstrakt (OXOID), som er et handelsnavn.
Oplysningen gives til hjeelp for brugere af denne standard. Der er ikke tale
om nogen anbefaling af produktet.



Opslem vand og opvarm til kogning.
Sterilisér i autoklave ved (121 + 3) °C i (15 * 1) minutter.
Efter sterilisation skal pH ved 25 °C vere 7,4 £ 0,2

Grundsubstratet er holdbart i op til 3 maneder, hvis det opbevares mgrkt og
beskyttet mod luftens ilt ved (5 £ 3) °C.

C.2.2 mCCDA Selektivt Supplement

En oplgsning indeholdende pr. ml:
Cefoperazone 8 mg

Amphotericin B 2,5 mg

C.2.3 Fremstilling af brugsklar mCCDA

Afkgl smeltet mCCDA Grundsubstrat (C.2.1) til (50 = 5) °C. Tilsat aseptisk
MCCDA selektivt supplement (C.2.2). Bland omhyggeligt og opheld den
brugsklare agar i sterile petri skale (5.7).

Brug 4 ml mCCDA Selektivt Supplement til 1 000 ml mCCDA
Grundsubstrat.

Ophaldte mMCCDA plader kan i iltteet indpakning opbevares mgrkt i en uge
ved (5 % 3) °C.

Umiddelbart fer brug skal pladerne terre i f& minutter for at undga problemer med
kondensvand.
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Bilag D
(informativt)

Supplerende tests til karakterisering af isolater

D.1 Oxidase test

D.1.1 Fremgangsmade

Udfar testen med frisk kolonimateriale fra den non-selektive plade (8.6) og
oxidase reagens (D.1.1). Sammenlign reaktionen med positive og negative
kontrolstammers reaktion. Campylobacter er oxidase-positive, men
reaktionen kan veere forsinket.

D.1.2 Oxidase reagens

Kommercielt tilgeengelige oxidase strips kan benyttes til oxidase test.
Alternativt bruges en 1 % oplgsning i vand af N,N-dimethyl-1,4-phenylen
diamin dihydroklorid eller af tetramethyl-p-phenylen diamin dihydroklorid.

Disse oplasninger skal vare friskt fremstillede, eller opbevaret koldt i kort tid.
Kasser farvede oplgsninger.

D.2 Katalase test

D.2.1 Fremgangsmade

Udfar testen med frisk kolonimateriale fra den non-selektive plade (8.6) og
katalase reagens (D.2.1). Sammenlign reaktionen med positive og negative
kontrolstammers reaktion. Campylobacter er katalase-positive. (C. upsaliensis

angives at vaere katalase-negativ eller svagt positiv).

BEMZ/AERK Blodet i blodagar kan give en falsk positiv katalase reaktion,
hvis noget af agaren skrabes med pa podenalen med kolonimateriale.

D.2.1 Katalase reagens

Brug en 2 % eller 3 % oplgsning af brintperoxyd, H,O, til katalase test.

D.3 Gram type

D.3.1 Fremgangsmade

Udfar testen med frisk kolonimateriale fra den non-selektive plade (8.6) og

kaliumhydroxyd-oplgsning (D.3.1). Campylobacter er gram-negative, d.v.s.
tradtraekkende med 3 % kaliumhydroxyd-oplgsning.



D.3.1 Kaliumhydroxyd oplgsning

Brug en 3 % oplgsning af Kaliumhydroxyd, KOH til at bestemme bakteriers
Gramtype.
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