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Tilfersler af mikrobielle patogener til de danske farvande

Dette faglige baggrundsnotat skal, sammen med andre notater fra DCE -
Nationalt Center for Miljg og Energi samt notater og rapporter fra andre insti-
tutioner, udggre det faglige grundlag for Naturstyrelsens udarbejdelse af den
sakaldte basisanalyse i medfgr af det europziske havstrategidirektiv.

Notatet er udarbejdet af medarbejdere ved Institut for Miljgvidenskab, Aar-
hus Universitet.

1. Definition(er)

Patogene mikroorganismer er virus, bakterier, svampe eller protozoer, der
kan forarsage sygdom hos mennesker. Der findes patogene mikroorganismer
i de marine omrader omkring Danmark, og mennesker kan blive eksponeret
for disse patogene mikroorganismer, nar de kommer i forbindelse med hav-
vand. Det sker naturligvis specielt under badning, men fiskere og folk der
dyrker sg-sport kan ogsa blive eksponeret. Derfor er der opstillet regler om
badevands mikrobiologiske kvalitet, badevand kontrolleres af kommunerne i
badesasonen og der kan udfaerdiges badeforbud, hvis vandet ikke lever op til
de opstillede kvalitetskrav. Tabel 1 indeholder en oversigt over humanpatoge-
ne mikroorganismer, som kan forekomme i det marine miljg.

Der kan forekomme savel patogene vira, bakterier og protozoer, hvorimod der
ikke forekommer svampe, som i det hele tale ikke er talrige i det marine miljg
(tabel 1). Det ses af tabel 1, at de patogene mikroorganismer primeert kan for-
arsage mavetarminfektioner, og at de for viraene og protozoernes vedkom-
mende udelukkende stammer fra spildevand. Bakterierne derimod kan
stamme fra spildevand, fra husdyr eller forekomme naturligt, f.eks. knyttet til
den vilde fauna. Bakterien Vibrio cholera som forarsager kolera forekommer
ikke i de danske farvande, men den beslagtede Vibrio vulnificus forekommer
naturligt i danske marine omrader og har ogsa i nogle tilfeelde med varme
somre med lunt badevand forarsaget sygdom hos badende. Alle de omtalte
mikroorganismers primere levested er mavetarmkanalen hos mennesker el-
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ler dyr. De omtalte bakterier forarsager normalt kun sygdom hos mennesker,
mens pattedyr kan vare raske barere af mikroorganismerne. De er i uden-
landske undersggelser ogsa blevet isoleret fra havpattedyr.

De optreeder oftest frit i vandet, fordi de er blevet tilfort fra forskellige punkt-
formige eller diffuse kilder. De punktformige kilder er i form af udledning af
spildevand, mens de diffuse primeert er forbundet med landbrug; det kan vee-
re i form af husdyrs direkte afsetning af affaring i havvand, ved nedbgr betin-
get transport af husdyrggdning fra marker til det marine miljg og fra draen-
vand, idet det er blevet sandsynliggjort at patogene mikroorganismer kan bli-
ve transporteret gennem jorden til draen (Bech et al. 2010) og endelig via
vandlgb, der har modtaget patogene mikroorganismer fra en af de ovennavn-
te kilder. Det ma antages, at de veesentligste udledningskilder til det marine
miljg er de punktformige, altsa i form af spildevand, som iszr indeholder mi-

kroorganismer fra feekalier.

Tabel 1: Oversigt over humanpatogene mikroorganismer, som kan forekomme i

havmiljget. Det er ogsa angivet, hvilken sygdom de kan forarsage og hvorfra de oftest

stammer. Oversigten er baseret pa Mglgaard et al (2002, 2003) og Girones et al.

(2011).
Art Infektion Kilde
Vira Norovirus Mavetarm infektioner Spildevand
“Roskildesyge”
Astrovirus Milde mavetarminfek- Spildevand
tioner — mest bgrn
Rotavirus Mavetarminfektioner — Spildevand
mest spaedbgrn
Adenovirus Mavetarminfektioner — Spildevand
men ogsa luftvejs- og
gjen-infektioner
Bakterier Salmonella Mavetarm infektioner - Spildevand —
musetyfus Husdyr
Campylobacter Mavetarm infektioner Spildevand-
Husdyr-
Naturlig forekomst
Eschericia coli Nogle varianter giver ma- | Spildevand
vetarm — og andre infek- Husdyr
tioner
Enterococcus Nogle varianter kan give Spildevand
forskellige former for in- Husdyr
fektioner
Shigella Mavetarminfektioner Spildevand
dysenteri
Vibrio Mavetarminfektioner Spildevand
Bl.a. kolera Naturlig forekomst
Protozoer Giardia Mavetarminfektioner Spildevand
Cryptosporidium Mavetarminfektioner Spildevand

Indikator bakterier for feekal forurening

Affgring indeholder mange bakterier — ca. 10 milliarder pr gram. Blandt disse

kan der ogsa veere patogene mikroorganismer, som via spildevand kan blive
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udledt til det marine miljg. De sygdomsfremkaldende mikroorganismer fin-
des oftest i lave teetheder, derfor benyttes andre mere almindelige feekale bak-
terier, der er lette at detektere, som indikatorer for en feekal forurening. lde-
elle indikatorer for feekal forurening er, (1) altid tilstede i menneskers og an-
dre varmblodede dyrs tarmsystem, (2) kan ikke formere sig i akvatiske miljg-
er, (3) forekommer i et hgjere antal end patogenerne og (4) er identificerbare
med simple og sikre metoder. | forbindelse med vurdering af badevandskvali-
tet er Eschericia coli og feekale enterokokker traditionelt blevet anvendt, som
indikatorbakterier (Ferguson & Signoretto, 2011).

Eschericia coli

Eschericia coli, ofte omtalt som E. coli eller bare som coli-bakterier, er stav-
formede gram-negative bakterier, som er meget almindelige i tyktarmen hos
varmblodede dyr, deriblandt mennesker. De kan kendes fra mange andre
bakterier ved, at de kan omseette laktose ved 44,5° C. E. coli er en s&rdeles va-
riabel art med en stor savel genotypisk som faenotypisk diversitet mellem for-
skellige isolater. De allerfleste E. coli er harmlgse bakterier, mens enkelte kan
forarsage endog meget ubehagelige sygdomme. Det er forskellige former for
diareer, men kan ogsa veere urinvejsinfektioner og blodforgiftning. De syg-
domsfremkaldende E. coli kan ogsa blive spredt til havmiljget via feekalier og
spildevand.

Efter udledning til havmiljget er det den generelle opfattelse, at E. coli bakte-
rier overlever i en begrenset tid, og det er da ogsa blevet vist, at for mange
isolater af E. coli sa er 90% af bakterierne forsvundet efter minimum en halv
time og maksimalt tre dagn. Faktorer af speciel betydning for deres overlevel-
se er: temperatur, jo lavere temperatur desto leengere overlevelse; UV-lys,
henfaldet er ca. 100 gange starre i sollys end i mgrke; og forekomst af partik-
ler, idet vedhaftning til partikler gger overlevelsen. Andre faktorer som kon-
kurrence med andre mikroorganismer, graesning og forekomst af toksiske
stoffer spiller naturligvis ogsa en rolle. Den relative korte overlevelse i det
marine miljg betyder, at E .coli iser er en indikator for nye faekale forurenin-
ger. Nyere undersggelser har dog vist, at nogle specielle E. coli har miljget
som deres habitat og at nogle andre specielle stammer kan overleve leengere
tid i det marine miljg end hidtil antaget, f.eks. i biofilm og knyttet til partikler
(Ferguson & Signorette, 2011).

Kvantificering af E. coli i vandpraver er baseret pa 1SO-test, hvor bakterierne
dyrkes efter membran filtrering eller i fortyndingsrar, i et specifikt selektivt
medie ved 44,5°C. Det ggr det muligt at opggre tetheden i vandprgven med
baggrund i antallet af bakterier, der vokser frem i mediet. Denne metode er
dog ikke helt selektiv for E. coli, sa andre besleegtede naturligt forekommende
bakterier kan udggre en del af de bakterier, der ellers opggres til at veere E.
coli. Dyrkningsbaserede test til kvantificering af bakterier opger kun bakteri-
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er, der er i stand til at vokse under de givne dyrkningsomstandigheder, hvil-
ket betyder at med forskellige medier og temperaturer kan man kvantificere
forskellige antal bakterier. Visse bakterier kan ogsa danne en slags overlevel-
sesstadier, hvor de er levende, men ikke dyrkbare stadier, f.eks. under sult.
Begge dele galder ogsa E. coli. Det betyder, at der kan vaere levende bakterier
i vandet, som ikke indgar i kvantificeringen.

Feekale enterokokker

Enterokokker er en slaegt af gram-positive malkesyrebakterier. Arterne En-
terococcus faecalis og E. faecium er almindelige kommensale bakterier i tar-
men hos mennesker og nogle andre varmblodede dyr, og kaldes feekale enter-
okokker. De feekale enterokokker er ogsa en variabel gruppe med en betydelig
diversitet. De fleste er harmlgse bakterier, men nogle kan forarsage sygdom-
me, som urinvejsinfektioner, blodforgiftning og andre former for inflammati-
oner.

Fzkale enterokokker kan tolerere store variationer i pH, temperatur og NaCl
koncentration, og de er derfor bedre til at overleve under marine betingelser
og overlever typisk lidt lzengere end E.coli. Derfor mener mange, at feekale en-
terokokker er et bedre mal for feekal forurening end E. coli, fordi der er en
bedre korrelation mellem forekomsten af humane patogener og teetheden af
feekale enterokokker i marine miljger end med teetheden af E.coli (Jin et al.,
2004). De er ogsa en indikator for lidt ldre faekale forureninger end E. coli.

Teetheden af fekale enterokokker bestemmes med metoder der i princippet
svarer til dem, man benytter for E. coli. Udover usikkerheden ved denne be-
stemmelse er det ogsa vist, at feekale enterokokker under nogle specielle om-
steendigheder sandsynligvis kan dele sig i miljget (Ferguson & Signorette,
2011).

Alti alt lever E. coli og feekale enterokokker ikke fuldsteendigt op til de fire
ideelle forudseetninger for indikatorer for feekal forurening med sygdoms-
fremkaldende mikroorganismer, i det de (1) ikke alle har en oprindelse fra
varmblodede dyrs tarme, (2) sandsynligvis under nogle omstendigheder kan
dele sig i miljget og (3) at besleegtede bakterier detekteres af de benyttede me-
toder og (4) alle de levende bakterier muligvis ikke detekteres med de benyt-
tede metoder. Det betyder sandsynligvis, at brugen af disse indikator bakteri-
er i nogle tilfeelde undervurderer og i andre tilfeelde overvurderer risikoen for
at mennesker bliver eksponeret for patogene mikroorganismer. Den store er-
faring man har med at benytte metoderne og den forsigtighed, hvormed de
anvendes til at vurdere badevandskvalitet, gar dog, at de har stor veerdi i den-
ne forbindelse.
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Indikatorbakterierne kan ikke anvendes til kildesporing i forbindelse med
f.eks. forringet badevandskvalitet. Til dette formal har det veeret forsggt at
benytte bakterieslaegten Bacteroides, hvor der kendes kildespecifikke markg-
rer, og de har ogsa vist sig at kunne anvendes under danske omstendigheder
(Saunders & Lorenzen, 2009); men generelt set er kildesporing baseret pa
mikrobiologiske teknikker ikke under anvendelse i det marine miljg i Dan-
mark. Andre muligheder for kildesporing vil sandsynligvis skulle baseres pa
molekylearbiologiske metoder, der kan genkende bakteriearter - ogsa indika-
torbakterierne - pa isolatniveau.

Pa lengere sigt vil det sandsynligvis ikke veere ngdvendigt at benytte indika-
torbakterier til en indirekte vurdering af risikoen for smitte. Med f.eks. kvan-
titativ PCR teknik vil man direkte kunne kvantificere de forskellige patogene
mikroorganismer, der kan tilfgres til det marine miljg (Girones et al., 2010).

2. Datagrundlag

Datagrundlaget er artikler og rapporter angivet i litteraturlisten. Det drejer
sig om litteratur, der omhandler danske forhold eller direkte kan relateres til
disse. Til beregning af de samlede tilfgrsler af indikator bakterier til marine
recipienter er benyttet data om spildevandsmangder fra ” By- og Landskabs-
styrelsen (2010): Punktkilder 2009. Miljgministeriet, By- og Landskabssty-
relsen”.

3. Metodebeskrivelse

Metoden har veeret gennemgang og sammenskrivning af den citerede littera-
tur, og estimering af den samlede tilfarsel ud fra spildevandsmangder og tzet-
heden af indikator bakterier i spildevand.

4. Resultater

Teetheden af E. coli, feekale enterokokker, samt Salmonella og Campylobacter
i urenset og renset spildevand fremgar af tabel 2. Antallet af E. coli og faekale
enterokokker indgar primeert i tabellen, da de som ovenfor naevnt fungerer
som indikatorer for feekale forureninger af vand og dermed den potentielle fo-
rekomst af patogene mikroorganismer.

Det kan ses af tabel 2, at den hyppigst forekommende bakterie er E. coli i sa-
vel det urensede som det rensede spildevand, og at teetheden af de to indika-
torbakterier er vaesentligt hgjere end teetheden af Salmonella og Campy-
lobacter. Det kan ogsa ses, at teetheden er vaesentligt hgjere i det urensede
spildevand end i det rensede, og at der er en betydelig variation mellem bade
urenset og renset spildevandet fra de forskellige rensningsanleeg. Forskellene
i det urensede spildevand kan skyldes forskelle i oplandene til rensningsan-
leeggene, den epidemiologiske situation i omradet, tilfersel af spildevand fra
f.eks. sygehuse og slagterier samt fysiske og biologiske forskelle mellem ren-
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seanleggene (Mglgaard et al. 2002). Teethederne i tabellerne, stemmer
overens med tidligere danske undersggelser og den internationale litteratur
(Mglgaard et al. 2003).

Tabel 2. Teetheden af forskellige mikroorganismer i renset og urenset spil-
devand. Gennemsnit (fire forskellige renseanlaeg) og den totale variation er
angivet; for Salmonella og Campylobacter er kun den totale variation vist
(beregnet pa basis af Mglgaard et al. 2002; 2003).

Mikroorganisme Urenset spildevand Renset spildevand
Antal pr. 100 mi Antal pr. 100 ml
E. coli (indikator for feekale 1x107 (1 x 108 -3 x 107) 2x10% (3x10%—5x10%)

coliforme bakterier)

Faekale enterokokker (indika- | 1x 108 (4 x 104— 2 x 108) 2x10% (1x103—4x10%)
tor)

Salmonella spp. Pavist-2800 Pavist — 38

Campylobacter spp. >10-1000 >10-100

Spildevand bliver primert udledt til det marine miljg i form af renset spilde-
vand fra renseanlaeggene, men der bliver ogsa udledt urenset spildevand via
overlgb fra feelleskloakerede omrader i forbindelse med kraftig nedbgr.
Mangden af spildevand udledt fra renseanlaeg i 2009 fremgar af rapporten
"Punktkilder 2009” (By- og Landsskabsstyrelsen 2010). Det fremgar, at den
samlede udledning fra renseanlaeg i 2009 udgjorde ca. 620 millioner m3 vand.
Hvis dette vand har indeholdt henholdsvis 2 x 10° E. coli og 2 x 104 fekale en-
terokokker pr. 100 ml, s kan det beregnes, at der i 2009 samlet set blev ud-
ledt 1,2 x 108 E. coli og 1,2 x 10" fekale enterokokker fra renseanlag til det
marine miljg. Den samlede udledning af vand fra renseanlag har i arene
2000 til 2009 varieret fra ca. 600 til ca. 830 millioner m3, hvilket svarer til en
variation pa ca. 25%. Udledningen af mikroorganismer har sandsynligvis ogsa
varieret med ca. 25%. Der er ingen tendens til, at veerdierne er faldet gennem
disse ti r (Punktkilder 2009, By- og Landskabsstyrelsen 2010). Udledningen
fra overlgb fra feelleskloakerede omrader er for 2009 opgjort til ca. 28 millio-
ner m3. Hvis teetheden af indikatorbakterier i disse udledninger svarer til teet-
heden i urenset spildevand, sa kan den totale udledning fra overlgb i forbin-
delse med kraftig nedbar beregnes til at have veeret 2,8 x 108 E. coli og 5,6 x
1016 fekale enterokokker i 2009. Det betyder, at udledningen fra renseanlaeg
af bakterier i renset spildevand fra renseanlaeg sandsynligvis er af samme
starrelsesorden, som udledningen i urenset spildevand fra overlgb. Der findes
ikke opgarelser, der gar det muligt at gennemfgre beregninger af udledningen
fra de diffuse kilder.
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Forekomsten af patogene mikroorganismer i de danske marine omrader kan
kun baseres pa indirekte undersggelser i forbindelse med kontrol af bade-
vandskvalitet, da den ikke er undersggt direkte. Ved kontrol af badevandskva-
litet undersggelser opggres tetheden af indikatorbakterierne E. coli og feekale
enterokokker. Kvalitetskravene for overgangsvand og kystvande er angivet i
Tabel 3.

Tabel 3. Kvalitetskrav for badevand (kystvande og overgangsvande) som
de fremgar af Bekendtggrelse om badevand og badeomrader. Overholdelse
af kvalitetskravet vurderes ud fra percentilveerdierne.

Parameter Udmeerket kvalitet God Kvalitet | Tilfredsstillende kvalitet
Intestinale enterokok-
100 200Y 1852
ker (cfu/100 mL)
Escherichia coli
2500 500 5002
(cfu/100 mL)

1) Ud fra en vurdering af 95- percentilen. 2) Ud fra en vurdering af 90- percentilen.

Landets kommuner er ansvarlige for undersggelser og vurdering af bade-
vandskvaliteten. Analyserne gennemfgres af akkrediterede laboratorier efter
ISO-standarder. Resultaterne samles pd EU-niveau af det Europaiske Miljo-
agentur, der udgiver en arlig publikation om badevandskvalitet. Den seneste
publikation er "Bathing water results 2010 — Denmark” (EEA 2011). | denne
publikation opgares badevandskvaliteteten ud fra de kvalitets kriterier, der er
opgivet i EU-direktivet 76/160/EEC om kvaliteten af badevand. Ifaglge dette
direktiv opdeles badevand i: badevand der lever op til pabudte krav (feerre
end 2000 E. coli/ 100 ml), badevand der lever op til de strengere foreslaede
krav (feerre end 100 E.coli og feekale enterokokker/100 ml) og badevand der
ikke lever op til kravene. Dette bliver vurderet ud fra et seet af statistiske prin-
cipper og regler om pravetagningsfrekvens. Det fremgar af publikationen, at
1054 badevande ved de danske kyster blev undersggt i 2010 i lgbet af badesz-
sonen, som er fra 1. juni til 1. september. Af disse 1054 badevande levede
96,1% op til de pdbudte —og 77,7% af badevandene levede op til de strengere
"foreslaede” krav, mens kun 3,7% af badevandene ikke levede op til kvali-
tetskravene. | bilag 1 kan der ses et Danmarkskort, der viser de undersggte
badevande i 2010 og deres kvalitet. De fa lokaliteter med en badevandskvali-
tet, der ikke lever op til kravene, findes spredt over hele landet primert pa
lavvandede beskyttede steder hvortil der er en punktformig eller diffus tilfer-
sel.

Ingen badevande blev lukket for en hel badesseson i lgbet af badessesonen
2010, og det er heller ikke sket de foregaende tre ar. Enkelte steder har vaeret
lukket i kortere perioder, primert i forbindelse med nedbgrsrelaterede aflgb
af spildevand. Det betyder, at badevandskvaliteten er god ved de allerfleste
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badesteder ved kysterne i Danmark, og kun de ganske fa steder, hvor bade-
vandet ikke lever op til kvalitetskravene, er der badeforbud. Med udgangs-
punkt i undersggelserne af badevandskvalitet kan det konkluderes, at det
sandsynligvis kun er ved fa lokaliteter med badeforbud, at teetheden af pato-
gene mikroorganismer udggr en blivende risiko for mennesker. Badevands-
kvaliteten undersgges, som navnt, kun i bademanederne (1. juni-1. septem-
ber) sa data er begranset til de tre sommermaneder. Det ma forventes, at sa-
vel indikator bakterierne som de patogene mikroorganismer vil overleve leen-
gere i de gvrige maneder, da UV-indstralingen i disse maneder er lavere end i
sommermanederne og vandet har en lavere temperatur. To forhold som begge
vil gge overlevelsen. Badevandskvaliteten opgares kun ved kystnaere omra-
der, da det primert er her der er risiko for, at mennesker bliver eksponeret. |
de mere abne marine omrader vil teetheden af indikator bakterierne og even-
tuelle patogene mikroorganismer veere vaesentligt lavere end ved kysterne, da
de vil blive spredt og dermed fortyndet i en veesentligt starre vandmasse.

Kvaliteten af badevandene har vaeret nogenlunde konstant igennem de sene-

ste ti ar, jf Figur 1: 93,3 — 96,9% af badevandslokaliteter, opfylder de pabudte
krave, mens kun 2,3 — 5,8% af badevandslokaliteterne ikke opfylder kravene.
Det betyder sandsynligvis, at tilfarslen af patogene mikroorganismer til hav-

miljget i gennem disse ar har veeret relativt konstant.
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Figur 1. Badevande ved de danske kyster der opfylder og ikke opfylder kva-
litetskravene til badevandskvaliteten i arene 2001-2010. Baseret pa data fra
EEA (2011).

5. Konklusioner

Det danske marine miljg tilfares patogene mikroorganismer i form af savel vi-
rus, bakterier som protozoer. Tilfgrslen sker fra savel punktkilder som diffuse
kilder. Fra punktkilderne, som hovedsageligt er udledning af spildevand, er
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det muligt at foretage skansmaessige beregninger af tilfarslen af indikatorbak-
terier for feekal forurening.

Beregninger viser, at tilfarslen fra renseanleeg ved udledning af renset spilde-
vand er af samme stgrrelsesorden, som tilfgrslen fra overlgb fra feelles kloake-
rede omrader i forbindelse med kraftig nedbgr. Det er ikke muligt at foretage
sadanne beregninger for de diffuse kilder.

Tilsynet af den danske badevandskvalitet viser, at det kun er pa nogle fa loka-
liteter med badeforbud, at tilfarslen af patogene mikroorganismer kan udggre
en varig sundhedsmeessig risiko. Det kan ikke udelukkes, at udledninger fra
overlgb i forbindelse med kraftig nedbgr kan fare til sa hgje teetheder af pato-
gene mikroorganismer i det kystnaere miljg, at de kan udggre en sundheds-
meessig risiko i en periode efter haendelsen.

Prognoser for det fremtidige klima i Danmark forudser flere kraftige ned-
bagrshaendelser, dette kan medfare flere udledninger fra overlgb og dermed en
gget risiko for at mennesker eksponeres for patogene mikroorganismer. Det
vil i fremtiden blive muligt, at benytte standardiserede metoder som direkte
kan kvantificere patogene mikroorganismer i det marine miljg frem for de i
dag benyttede metoder, som er baseret pa indikator bakterier. Nye metoder
vil ogsd kunne benyttes til kildesporing.
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Side 11/12 Bilag 1: Badevandskvalitet ved danske badevande 2010.

Map 1i EEA (2011): Bathing water results 2010 — Denmark. European En-
vironment Agency. Rgde prikker angiver badevande, der ikke lever op til kva-
litetskravene. Grgnne prikker angiver badevande, der lever op til de pabudte
krav. Bla prikker angiver badevande, der lever op til de foreslaede strengere

krav. Gule prikker er stationer hvor der ikke er gennemfart et tilstraekkeligt
antal analyser.
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