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Forord

Ett viktigt syfte med detta projekt har varit att utveckla en analysmetodik
som kan pévisa stérre delen av det mikrobiologiska samhillet i véra dricks-
vatten, iven de icke odlingsbara organismerna.

Tack vare en mycket engagerad och djirv styr- och referensgrupp besta-
ende av Henrik Aspegren (VA SYD), Erling Midlsv (VA SYD), Lars Ode-
mark (NSVA), Charlotte Lindstedt (Goteborg Vatten), Per Ericsson (Norr-
vatten), Annika Malm (Géteborg Vatten), Daniel Hellstrom (SVU), Mats
Forsman (FOI Ume3), Mats Henriksson (NSVA), David Menander (VA
SYD) och Britt-Marie Pott (Sydvatten) togs beslutet att anvinda massiv
parallellsekvensering istillet f6r konventionell Sanger-sekvensering. Istil-
let for en schematisk bild kan vi for forsta gdngen beskriva den mer eller
mindre fullstindiga bakteriefloran i ledningsnitets biofilm. Dessutom har
vi visat med hjilp av unika och adekvata biofilmsprover frin ledningsnitet
i Landskrona med omkringliggande omride att den bakteriella samman-
sittningen mellan prover som representerar god och dilig vattenkvalitet dr
omfattande.

Genomférandet av detta projekt har varit méjlig tack vare tvd mycket
engagerade kollegor, Katharina Liihrig och Lars Odemark. Katharina har
som industridoktorand pd kort tid lyckats behirska projektets komplexitet
i bl. a. analys och bioinformatik. Lars har varit ovirderlig i att lokalisera
relevanta dricksvattenomraden, férverkliga provtagning av ledningsrér och

vattenmitare samt lansera vattenmitare med biofilmskuponger.

Kenneth M Persson och Peter Ridstrom
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Sammanfattning

Mikrobiella biofilmer i dricksvattenledningar ingdr sillan vid analyser av
forsorjningssystem och ignoreras ibland helt, eller forenklas till en svart-
lada modell dir forindringar i vattenkvalitet forklaras med ledningsnitets
kemiska material eller som funktion av ledningslingd eller dylikt. Men tack
vare nya effektiva molekylirbiologiska analysmetoder dr det moijligt att
mycket grundligt undersoka biofilmens sammansittning ned till enskilda
organismer. Som en del av ett samverkansprojekt har biofilmer frin olika
platser i distributionssystemet i Skdne analyserats och deras bakteriologiska
sammansittning bestimts. Specifike har ledningsnitets biofilmer frin fram-
forallt Landskrona, Lund och Malmé med omnejd provtagits (totalt 74 bio-
filmsprover), metoder for att utvinna maximal mingd DNA ur biofilmen
utvecklats och parallellsekvensering av utvalda DNA-sektioner av bakterier-
nas arvsmassa utforts.

Sex av proverna frin Landskronabygden har anvints f6r att utveckla och
utvirdera analysmetodiken samt bestimma biofilmens bakteriella samman-
sittning. DNA extraherades med hjilp av FastDNA Spin Kit for jord (MP
Biomedicals) och en specifik bakteriell DNA-region som benimns 16S
rRNA méngfaldigades (amplifierades) med hjilp av beprévade och generella
PCR primers. Erhéllna s.k. amplikon sekvenserades med hjilp av massiv
parallellsekvensering i ett Roche 454 GS-FLX Titanium instrument. Runt
110 000 amplikon sekvenserades per prov, totalt 674 000. Uppnidda resul-
tat visade pa stora skillnader i den mikrobiella floran mellan prover som
representerar bra och dalig vattenkvalitet. Det valda arbetssittet tyder pd att
det 4r mojligt att genomféra denna typ av biofilmsstudier med hég repro-
ducerbarhet. Savil provtagning, DNA-extraktionen, DNA-amplifieringen,
sekvensering och bioinformatisk behandling kunde goras med hég preci-
sion. Metoden amplikon pyrosekvensering visar sig vara ett mycket effektivt
verktyg for att beskriva hur den mikrobiella ekologin i ledningsnitet ser ut
och varierar. Studien understryker behovet att forstd dricksvattensystemens
mikrobiella ekologi och driva pa teknik och kompetens f6r mikrobiell kva-
litetsovervakning.

Sammanfattningsvis har vi i foreliggande projeke (i) utvecklat en mycket
kraftfull analysstrategi baserad pa massiv parallellsekvensering och bioinfor-
matik, (ii) visat att analysmetodiken har hog precision, (iii) demonstrerat
att den bakteriella floran dr mycket omfattande i dricksvattenledningsniitet,
(iv) bestimt den bakteriella sammansittningen i dricksvattenledningsrér
och vattenmiitare i Landskrona och omnejd samt (v) indikerat att det finns
stora bakteriella skillnader i biofilmen om man jimfér problemomriden
med omréden med god dricksvattenkvalitet.



Summary

Microbial biofilms in contact with drinking water are rarely analysed, and
often ignored, in the analysis of water quality. The processes involved in
producing quality drinking water are often over-simplified to black-box
models, where changes in quality are simplistically correlated to the chemi-
cal material of the distribution pipes or singular hydraulic parameters such
as pipe length. The use of new effective molecular biological techniques
allows a highly detailed description and analysis of biofilm composition
down to level of individual organisms. As part of a collaborative project,
this project was examining the bacteriological composition of biofilms
from various locations in the drinking water distribution system (DWDS)
in Skane. Specifically, biofilm from the DWDS of primarily Landskrona,
Lund and Malmé were sampled (total of 74 biofilm samples), and methods
for extracting the maximum amount of DNA from the biofilm were devel-
oped. From an initial panel of six of biofilm samples, a specific DNA region
from bacteria was sequenced to establish and evaluate the analysis method,
and determine the bacterial composition of these biofilm samples. DNA
was extracted using the FastDNA Spin Kit for soil (MP Biomedicals) and
the specific bacterial DNA region known as the 16S rRNA was amplified
with established general PCR primers. The amplicons generated were then
sequenced using a Roche 454 GS FLX Titanium instrument.

674 000 individual DNA sequences representing the six biofilm sam-
ples were obtained and analysed using a suite of adjusted bioinformat-
ics software. Results showed significant differences in the microbial flora
between the samples representing good and poor water quality. Compari-
sons between samples also showed that the experimental strategy developed
for all steps including DNA extraction and DNA amplification was ideal
for biofilm studies, producing information about the biofilm samples with
high reproducibility. Given these results, amplicon pyrosequencing can now
be considered a powerful tool for both describing the microbial ecology of
water distribution systems, and for characterizing ecological changes within
that system. This study emphasizes the need to understand the microbial
ecology of DWDS, in order to accelerate the development of new technolo-
gies and expertise in the microbiology of drinking water quality.

In summary, the described project has: (i) developed a very powerful
analytical approach based on massive parallel DNA sequencing and bio-
informatics; (ii) demonstrated that the analytical method produces highly
reproducible and precise sequence profiles of biofilm bacteria; (iii) identi-
fied a diverse bacterial flora that is widespread throughout the DWDS; (iv)
determined the bacterial composition in drinking water distribution pipes
and water meters in and around Landskrona; and (v) indicated that differ-
ent bacterial biofilm compositions are associated with the delivery of either
poor or good quality drinking water.



1 Introduktion

Ungefir tre fjirdedelar av allt dricksvatten i Sverige bereds av ytvatten, vil-
ket dr utsatt for naturliga variationer i vattenkvalitet pd grund av drstid,
temperatur, nederbord och biogeokemiska férlopp. Vattenlevande mikroor-
ganismer spelar en central roll i omsittningen av kemiska foreningar i vara
ytvatten, grundvatten och dricksvatten. Det kan antas att den mikrobiella
forekomsten frimst sker fastsittande som en biofilm pa insidan av vattenled-
ningsroren fran rivattenintag till vattenkran dven om viss tillvixt och aktivi-
tet sikerligen dven sker i vattenfasen. Dirfor kan det antas att dricksvatten-
systemens egen ekologi och kemi i form av mikroorgansismer och organiskt
material har sirskild betydelse for distribution av ett mikrobiologiskt sikert
dricksvatten av god kvalitet. Biofilmer 4r dock komplicerade ekosystem och
dricksvattenledningsnitets biofilm #r hogst otillrickligt forstadd. Det ir
kint ate dricksvattenledningssystemets biofilmer framférallt bestdr av bak-
teriella kluster men betydelsen av deras inverkan pé dricksvattnets kvalitet dr
mycket bristfillig. Férmodligen forindras en betydande del av vattenkemin
av dricksvattenledningssystemets biofilm och péverkar direkt kvaliteten pé

vara dricksvatten (Persson, 2009).

1.1 Bakgrund

Révattnets ursprungliga kvalitet i samverkan med vattenbehandlingen och
ledningsnitets uppbyggnad, uppehallstid och ytmedia, bestimmer hur den
mikrobiella pavixten utvecklas i ledningsnitet. Organiskt material avskiljs
i viss man med kemisk fillning i vattenverk men paverkas marginellt av
snabbfilter och lingsamfilter. Lingsamfilter har dock den stora fordelen att
under konstant flddesdrift effektivt utjimna tillfilliga toppar av tillvixt-
frimjande dmnen och ge en stabil utgdende kvalitet i detta avseende. Kol-
filter kan minska halten littillgingligt organiskt material men som regel
bara under de forsta tre till sex ménadernas drift. Behandling med oxide-
rande kemikalier (ozon, kaliumpermanganat, viteperoxid, klor, hypoklorit
eller klordioxid) okar vanligen mingden littillgingligt organiskt material
i dricksvattnet. Slita rorviggar har en mindre yta som biofilmen kan eta-
bleras pd. Ojimna och ruggiga rorviggar har diremot stor yta. I en studie
av tillvixtpotentialen i ledningsnit visade Stenstrdm och Szewzyk (2004)
att bitcumenklidda rér hade en kraftig tillvixt av biofilm och att ocksa PE-
ror hade tillvixe, vilket inte PVC-ror i studien uppvisade. Gummimaterial
(t.ex. EPDM-gummi) var tillvixtfrimjande, medan l6sningsfria epoxifirger
i omfattande tester inte gav ndgon okad tillvixt.

Den beredning som gérs av ytvatten i Sverige bestdr i de flesta fall av
kemisk fillning, sedimentering, filtrering och desinfektion. Dessa renings-
steg ger normalt sett ett tillrickligt stabilt vatten for att kunna distribueras
mer eller mindre bekymmersfritt i ledningsnit. Men om vattenkvalitetspa-
rametrar i rivattnet ndr troskelvirden dir beredningen inte lingre ir till-

ricklig eller om beredningsteknikerna av olika skil drabbas av storningar
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kan firg-, lukt- och smakf6rindringar uppsta i ledningsnitet. Ju storre dist-
ribution och lingre distributionsvigar, desto stérre ir risken att problem
kan dyka upp. Det kan slutligen konstateras att i Sverige kan den mikrobio-
logiska dricksvattenkvalitén inte definieras utifrin ndgra mitbara parame-
trar dven om det 4r kint att tillgdngen pé organiskt material och nirsalter dr
essentiella parametrar f6r mikrobiell tillvixt.

Dricksvattenkvalitet, 4ven den i ledningsnit, regleras i foreskrifter om
dricksvatten som utfirdats av Livsmedelsverket (SLVES 2001:30). Men de
konventionella metoder f6r analys av organiskt material och niringsimnen
som redovisas dir och som tillimpas i praktiken f6rmar inte beskriva den
dynamik som den mikrobiella tillvixten orsakar i nitet. Av denna anledning
har flera laboratoriemetoder utvecklats under senare ar for att dvervaka till-
vixten av biofilm i rérledningar, direkt eller indirekt. Potentialen for tillvixt,
eller den faktiska pavixten, kan mitas pé flera sitc. Ect indirekt mdct som
har visat sig anvindbart ir assimilerbart organiskt kol (AOC). Aven infor-
mation om variation i indikatororganismer, traditionellt mitt som 3-dygns
totalantal mikroorganismer respektive 7-dygns lingsamvixande bakterier
anvinds for ledningsnitet. Begrinsningen med dessa senare analyser ir att
antalet mikroorganismer som faktiskt detekteras 4r hundra till tusen ganger
ligre 4n det verkliga antalet och att metoden pa sd sitt i bista fall endast ger
en begriinsad indikation av biofilmens status.

En direkt metod som kan anvindas for detektion av specifika mikroor-
ganismer ir ribosomala RNA-prober. Lingmark (2004) anvinde genetiska
prober for att studera utvecklingen av biofilmer pd ytan av tvi biofilmreak-
torer i Norrvattens distributionssystem. En installerades nira vattenverket
och den andra i de yttre delarna av distributionssystemet, 32 km frin vat-
tenverket. Den senare var del av den storre testanliggning som anvindes for
undersdkning av olika rormaterial. Férdelen med att placera biofilmreaktorer
pa ledningsnitet 4r att dessa avspeglar de verkliga forhéllandena i distribu-
tionssystemet gillande fléde, temperatur, tryck och tidsmissiga variationer.
Dessutom kan man tillféra och avligsna material utan att stéra systemet. I
dessa biofilmanordningar exponerades materialytor under tidsperioder frin
dtta veckor till 6ver ett ar. Biofilmerna som utvecklades underssktes med
konventionell mikroskopi samt med fluorescensmikroskopi i kombination
med speciella utvecklade genprober. Dessa prober var riktade mot specifika
RNA-sekvenser i ribosomerna (dir proteinsyntesen foregér i celler). Genom
att vilja olika sekvenser pd antingen 16S eller 23S rRNA var det majligt
att selektivt identifiera olika grupper av mikroorganismer. Detektion och
identifiering av cellerna 7z situ var mojligt genom att mirka proberna med
fluorescerande firgimnen. Malstrukturen f6r proberna, ribosomerna, finns
nirvarande i stort antal i aktiva celler medan antalet ribosomer i mindre
aktiva celler (som under sviltférhillande) minskar avsevirt. Som en konse-
kvens av detta ger aktiva celler en mycket kraftigare fluorescenssignal. Detta
gor att den specifika signalen frin cellerna ger en uppfattning om bade art
eller grupp av bakterier och dess aktivitet.

Langmark kunde visa med hjilp av genprober att en mycket storre del
av populationen var aktiv i biofilmen #n bland mikroorganismerna som

forekom som planktoniska celler i det flddande vattnet (>70 % jimfort



med <40 %). Genom prober riktade mot olika sliktmissigt skilda grup-
per av bakterier gick det ocksd att f6lja hur mindre mikrokolonier, oftast
bestidende av minst tvd och ofta flera olika arter, paverkades och hur mik-
roorganismpopulationer i biofilmen péverkade varandra. Interaktionen har
betydelse for t.ex. nedbrytningen av olika organiska gmnen och omsittning
av oorganiska amnen. Lingmark foljde ocks& hur biofilmen utvecklades vid
konstgjord grundvattenbildning i férsokskolonner vid Norsborgs vatten-
verk i Stockholm. Den aktiva fraktionen av bakterier, mitt som den relativa
mingden s.k. "EUB 338 positiva celler” av totala antalet celler, minskade
med tiden. Dock kunde mellan tva till tre ginger fler aktiveras vid nirings-
tillfsrsel (mite som aktivitetsokning av antal celler vid niringstillforsel).
Genom att extrahera fram de svirnedbrytbara hydrofila och hydrofoba frak-
tionerna av humusimnen kunde ocksi den mikrobiologiska responsen av
dessa bestimmas. Det visade sig att de mer fast aggregerade bakterierna till
sandkornen preferensmissigt brét ner den hydrofoba fraktionen medan mer
16st associerade bakterier féredrog den hydrofila fraktionen. Halten littned-
brytbara dmnen i rivattnet (mitt som AOC) var generellt sett liga. I biofil-
mundersokningarna anvindes tvd olika metoder for att isolera och analysera
mikroorganismerna i biofilmen. Inférda glasskivor i sandmaterialet gav en
dominans av 0-proteobakterier och en underskattning av 16st associerade
bakterier medan extrakt frin sanden dominerades av y-proteobakterier och
gav upphov till variationer beroende pé biofilmextraktionen.

Biofilmsetableringen i distributionsnitet foljdes dels i en 1 000 meter
ling pilotanliggning (med parallella linjer) vid Lové vattenverk och dels i
tvd av Stockholms stads huvuddistributionsledningar (Nockeby och His-
selby). Biofilmutvecklingen var lingsam och gav endast upphov till tunna
biofilmer under en tviménadersperiod. Antalet bakterieceller var generellt
i storleksordningen 10%—10°/cm?, vilket ir ligre 4n vad som tidigare visats
i andra undersékningar. Inférandet av primir UV-behandling, istillet for
klorbehandling (bdda understodda med ldg dos kloramin) forindrade inte
halten bakterier i biofilmen nimnvirt. Inga signifikanta skillnader kunde
heller ses mellan den ledning som hade UV som primirbehandling och den
som hade klor hela tiden. Protozoer forekom i halter pi mellan 280-3 500
protozoer/cm? i ledningsniitets periferi. Protozoer har troligtvis en stor roll
som predatorer pé biofilmen men kan ocksa fungera som skydd for bakte-
rier mot yttre inverkan, t.ex. av desinfektionsmedel.

For att simulera en storning i dricksvattenberedningen tillférdes olika
modellorganismer till ett ledningsnit. Det visade sig att de kunde frisittas
till vattnet i ledningsnitet genom desorptionsprocesser och i viss man frin
variationer i desinfektionen och protozoaktivitet. Desorptionen bestimdes
ocksd i ett laboratorieexperiment bdde under laminira och turbulenta ls-
den. De laminira férhillandena som ocksd var representativa for lednings-
nitsforsdken gav en léngsam frisittning av enstaka celler medan hogre
flédeshastigheter under turbulenta férhéllanden frigjorde stérre partikelag-
gregat (Lingmark, 2004).
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1.2 Forskningsbehov

Stenstrom och Szewzyk (2004) identifierade forskningsbehovet inom biofil-

mer i ledningsnit enligt f6ljande:

* Mer information behdvs om artsammansittningen i biofilmer (samt dess
relation till de planktoniska organismerna i ledningssystemet). Manga
typiska vattenbakeerier har dnnu inte odlats och ddrfor finns endast spar-
sam information om deras metabolism och méjliga interaktion med
andra mikroorganismer.

* Den dynamiska interaktionen mellan biofilm och planktonisk popula-
tion behover forstds bittre. Detta kan bilda bas for en bittre forstdelse for
bakgrundsfall och klagomal gillande vatten som sjukdomskilla.

* Inverkan av fastsittande bakterier i processer som korrosion och deposi-
tion av oorganiskt material i ledningsréren kriver ytterligare utredning.
Béda processerna ger upphov till stora kostnader i distributionssystemen.

Stockholms vattenpristagare 2010, professor Rita Colwell, har studerat hur
vattenburna infektionssjukdomar sprids och hur smittimnena verlever
i ytvatten och ledningsnit. Hon dokumenterade redan pd 1960-talet att
Vibrio cholera kunde 6verleva genom att fista vid zooplankton. Mikroorga-
nismer kan skyddas av andra mikroorganismer och g8 i dvala for att senare,
under rite betingelser, dtergi till ett smittsamt tillstind. Aven nir det inte
finns nigra sjukdomsutbrott kan sediment och biofilm fungera som reser-
voarer for smittimnen.

Biofilmstillvixt i ledningsndt har alltsd studerats tidigare, men inte med
avsikten att dvervaka och styra ledningsnitet aktivt. Yeterst fi, om ens nigra,
vattentjinstforetag anvinder diagnostisk PCR (Radstrém et al. 1994) for att
overvaka mikrobiell kvalitet pd ledningsnit. Vad giller mikrobiologiska ana-
lyser undersoks forutom indikatororganismer for patogen status traditio-
nellt bara 3-dygns totalantal mikroorganismer och 7-dygns lingsamvixande
bakterier i ledningsnit. Detta ger en hundra- till tusenfaldig underskatt-
ning av de verkliga antalen mikroorganismer och berittar endast i begrinsad
omfattning om statusen i biofilmen, om ens nigot.

Med tanke pd de stora konsekvenserna for samhillet med avseende pa
dricksvattenkvalitet 4r det angeliget att utveckla metoder som, helst i real-
tid, indireke eller direkt kan mita den mikrobiella kvaliteten for ett dricks-
vatten. P4 senare tid har man demonstrerat att man kan analysera bakteriella
samhillen i dricksvattnet med hjilp av massiv parallellsekvensering (Hong
etal. 2010).

1.3 Fragestéllning

I detta samarbetsprojekt mellan Lunds universitet (LT'H), NSVA, Sydvatten
och VA-SYD var avsikten att belysa hur kvalitetsforindringar i distribu-
tionsnitet kan relateras till forindringar av distributionsnitets biofilm och
den ursprungliga vattenkvaliteten. I forlingningen ir avsikten att projektet
skall leda till en utveckling av system som kan anvindas for att 6vervaka den
mikrobiologiska vattenkvaliteten i distributionsnit i realtid. Projektet ir i
detta avseende tinkt att vara det forsta steget i en léngsiktigt plan som syf-
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tar till att undersoka hur mikrobiell vattenkvalitet kan mitas noggrannare
och snabbare med hjilp av realtids-PCR. Studien ir unik satillvida att den
mikrobiella férindring som sker i ledningsnitet, dd ravattnet till ytvatten-
verket Ringsjoverket under 2011 skiftades frin Ringsjovatten till Bolmen-
vatten, dokumenteras. P4 grund av att lera rasat ner i tunneln viren 2009
var Bolmentunneln stingd for reparation, forstirkningsarbeten och inspek-
tion t.o.m. mars 2011. Under tiden anvinds reservvattentikten Ringsjon.
Eftersom vattenkvaliteten i Ringsjon och sjon Bolmen dr mycket olika har
den tidigare 6vergingen frin Bolmenvatten till Ringsjovatten under 2009
fice kinnbara konsekvenser f6r den upplevda dricksvattenkvaliteten hos
medborgarna i de berérda kommunerna. Halten biologiskt tillgingligt kol
ir hogre i Ringsjovattnet 4n i den ordinarie vattentikten dven efter bered-
ningen till dricksvatten. Okad hardhet och en hogre halt totalt organiske
kol i dricksvattnet paverkar upplevd dricksvattenkvalitet hos konsumenten.
Klagomil p4 kalkutfillningar, dilig lukt och sjosmak i vattnet har férekom-
mit. Under vintern 2009-2010 uppstod dven stark klorluke i vissa delar av
nitet, trots sinkt klorering. Beredningen av vattnet vid Ringsjéverket sker
med kemisk fillning, sedimentering, snabbfiltrering, lingsamfiltrering och
desinfektion. Bolmenvatten fills med jirnklorid vilket ir effektivt fr reduk-
tion av gmnen som ger UV-absorbans, till exempel humus. Ringsjévattnets
hégre hirdhet och alkalinitet gor att man anvinder aluminiumsulfat som
flockningsmedel i stillet. Dricksvatten fran Bolmen férefaller vara ett stabilt
vatten och underhéllsinsatserna di Bolmenvatten distribueras i det vittfor-
grenade ledningsniitet 4r begrinsade. Med dricksvatten frin Ringsjon ricker
dessa dtgirder inte till. En 6kad spolning av ledningsnitet och kontroll av
den hydrauliska uppehillstiden har blivit viktigare f6r att uppritthélla en
god vattenkvalitet. Des upplevda stérningarna i form av lukt och smak tros
vara kopplade till forindringar av distributionsnitets biofilm.

1.4 PCR-baserad metodik

Fér att kunna dokumentera sm& mikrobiologiska forindringar i lednings-
nitets biofilm inklusive icke odlingsbara mikroorganismer anvindes en vil-
etablerad molekylir mitteknik, PCR (Polymerase Chain Reaction). Meto-
den uppfanns av Kary Mullis som 1993, endast sju ar efter att uppfinningen
forst publicerades, fick Nobelpriset i kemi for sin upptickt. Denna metod
har framgangsrikt anvints for att t.ex. analysera genetiska sjukdomar, diag-
nosera infektioner, pavisa sjukdomsalstrande mikroorganismer (patogener)
i livsmedel samt for att identifiera brottslingar med hjilp av forensisk DNA-
analys (Hedman och Radstrom, 2013). Under 2000-talet har metoden
ocksa bérjat anvindas f6r mycket komplexa matriser som jord och avlopp-
vatten (Radstrom et al. 2004). Den har ocksi kunnat anvindas for att bittre
forstd tillvixtdynamiken i ett dricksvattenledningsnit (Kormas et al. 2010).

PCR kan anviindas med stor framging i alla filt dir DNA frin celler
behéver mangfaldigas, bland annat vid typbestimning av mikroorganismer,
vid rittsmedicinska undersokningar eller for att faststilla ett barns fader-
skap. Metoden kriver tvd korta DNA-stringar av oligonukleotider som
kallas primers; en som binder till vardera av ursprungs-DNA:s stringar.
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Avstindet mellan dessa primers bestimmer hur stor den tillverkade DNA-
kopian, amplikonet, blir. Amplikon bestdende av mindre 4n 1000 baspar
amplifieras oftast med stor effektivitet om provet inte innehéller PCR-
himmande molekyler sdsom humus (Hedman och Ridstrém, 2013). En
normal PCR brukar genomféras i cirka 20-30 cykler. Mingden amplikon
okar exponentiellt enligt 2" dir n 4r antalet cykler. Hela analysen inklusive
provtagning tar mindre 4n en dag om det utfrs av erfaren personal.

Utvecklingen inom PCR-tekniken gir mycket snabbt och inom sjukvir-
den gors redan PCR-analyser av blod och lymfa i nira realtid (s.k. at-site),
genom att cellhaltiga prover tas ut frin patienten och analyseras pé plats.
Miniatyriserade realtids-PCR instrument enligt "lab-on-a-chip”-metodiken
har utvecklats for att underlitta provbehandling och analys pd provtag-
ningsplats (Hua et al. 2010). Med tanke pa att konventionella realtids-PCR
instrument kostar omkring 50 000 kr samt den snabba utvecklingen pé
miniatyriserade instrument 4r det rimligt att anta att storre vattenverk kom-
mer att rutinmissigt anvinda PCR-analyser for att mita biofilmsdynamik
och mikrobiell vattenkvalitet framéver.

1.5 Projektmal

Syftet med detta samordningsprojekt var att etablera ett analysprotokoll for
mikrobiell biofilmskarakterisering samt att belysa hur férindringar i vat-
tenkvaliteten ir relaterade till kvaliteten p& det inkommande vattnet och
forindringar i ledningsnitets mikrobiella biofilmer. De lngsiktiga mélen
dr: (i) att studera den mikrobiella biofilmsekologin i dricksvattenlednings-
nitet, (ii) att identifiera och exploatera mikrobiella biomarkérer for riskbe-
démning och kvalitetssikring, och (iii) att etablera analysmetoder som kan
anvindas for att 6vervaka den mikrobiologiska vattenkvaliteten i distribu-

tionsnitet.
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2 Metodik

Styrgruppen beslutade initialt att istillet f6r den foreslagna analysstrategin
baserad pé traditionell Sanger-sekvensering av enskilda klonade PCR amp-
likon anvinda massiv parallellsekvensering av universella amplikon. De
olika sekvenseringsteknologierna beskrivs pd Smittskyddsinstitutets hemsida
(http://www.referensmetodik.smi.se/w/Sekvensering). Majligheten att mer
fullstindigt beskriva den mikrobiella biofilmssammansittningen i dricksvat-
tenledningsnitet samt tillgingen till det nyetablerade pyrosekvenseringsla-
boratoriet vid Lunds universitet (Lund University 454/Roche DNA sequen-
cing facility) och Lunarc (the Supercomputer Centre at Lund University)
méjliggjorde forindringen av analysmetodik. Figur 2.1 beskriver i allminna
drag analysmetodiken.

Biofilms-

provtagning

Data-

korrelation DNA-
(biofilm- extraktion 1. Provtagning av biofilm med hjélp av ett

vattenkvalité) standardiserat svabbprotokoll (Hedman, 2011)

2. Extraktion av DNA fran biofilmsprover
(Hwang et al. 2011)

3. Amplifiering av en generell genetisk markér
(V1-3 regionen av 16S rRNA genen) nyttjande
forstarkt PCR-kemi (Hedman et al. 2012; Radstrém
BGRL et al. 2004);

amplifiering 4. Pyrosekvensering av amplikon
(454/Roche GS FLX Titanium instrument)

5. Bioinformatisk behandling av sekvenserade

Amplikon- 16S rRNA regioner

e A riarkore: 6. Statistisk korrelationsanalys av kemiska, fysikaliska
(QPCR) och biologiska data samt DNA-sekvenseringsdata
7

Data-

EQREWS
(bioinformatik)

7. Identifiering och utvérdering av genetiska
markérer.

Figur 2.1 Analysstrategin uppdelad pa sju delsteg

2.1 Organisation

Styrgruppsmedlemmar och associerade: Peter Ridstrom (ordférande, Lunds
universitet), Henrik Aspegren (VA SYD), Erling Midlov (VA SYD), Lars
Odemark (NSVA), Kenneth M Persson (Sydvatten), Charlotte Lindstedt
(Goteborg Vatten), Katharina Liihrig (industridoktorand Sydvatten), Per
Ericsson (Norrvatten), Annika Malm (Géteborg Vatten), Daniel Hellstrom
(SVU), Mats Forsman (FOI Ume3), Mats Henriksson (NSVA), David
Menander (VA SYD) och Britt-Marie Pott (Sydvatten). Styrgruppen med
associerade har bistitt med expertis, provtagningsresurser och med uppgif-
ter om hydraulik och vattenkvalitet.
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3 Resultat

3.1

Biofilmsprovtagning

74 biofilmsprover frin dricksvattenledningsror, vattenmitare och biofilms-

kuponger har samlats in frin olika omrdden i Skdne, vilka representerar

dricksvatten av god och dalig kvalitet. 46 prover samlades in under perio-

den januari till mars 2011, varav merparten kommer frin Landskrona och

Lund med omnejd. Biofilmsproverna inklusive tappvattenprover (figur 3.1)

representerar vatten frin Ringsjéverket och frin Ringsjoverket/Vombverket.

Fér att underlitta framtida provtagning vid tidigare provplatser har nya vat-

tenmitare installerats med stilkuponger (figur 3.2).

Ledningsroér

Biofilmskuponger

Vattenmatare

Vattenprov

P —

+ Representativ och
valetablerad biofilm

+ Rationell provtagning méjlig

+ Representativ och etablerad
biofilm.

+ Rationell provtagning méjlig

+ Rationell provtagning

— Omsténdig och kostnads-
kravande provtagning

— Kan vara svart att erhalla re-
presentativa biofilmsprover

— Material och temperatur
avviker fran ledningsrér

— Begrénsad mangd
biofilmsmaterial

Figur 3.1

Figur 3.2 Vattenmé&tare med installerad stalkupong.

3.2 Utveckling, optimering och
utvirdering av analysmetodik

Olika typer av biofilmsprover samt deras f6r- och nackdelar.

Ett protokoll for att extrahera nukleinsyror frin olika mikroorganismer som

hirrér frén biofilmer har utvirderats och efterdt bekriftats av Hwang et al.
(2011) samt kombinerats med ett nytt kriminalteknisk PCR-protokoll. I
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samarbete med Statens kriminaltekniska laboratorium (SKL) har vi nyli-
gen forbittrat forensiska DNA-analyser av svira prover innehéllande PCR-
himmare och begrinsade DNA-mingder med hjilp av forstirke PCR-kemi
och rationell provbehandling (Hedman och Réidstrom, 2013). Metoden,
som idag ir en etablerad rutinmetod for svira “smutsiga” prover, har nyttjas
for att framstilla generella PCR-amplikon f6r pyrosekvensering i Roche 454
GS-FLX Titanium. I samverkan med bl.a. docent Mats Forsman vid FOI
har vi valt en uppsittning av generella PCR primers som tidigare utvirde-
rats for amplikon pyrosekvensering och nyligen anviinds for att analysera
dricksvatten (Hong et al. 2010). Figur 3.3 visar att merparten av framstillda
amplikon som sekvenserats har forvintad storlek pd ungefir 500 baspar.
Ovriga sekvenserade amplikon har exkluderats frin vidare analys genom att
kombinera och anpassa existerande datorprogram skapade i skriptspriket
Perl. Figur 3.4 visar den uppsittning av datorprogram som utvirderats och

kombinerats for att erhdlla en hogkvalitativ bioinformatisk analys (Zinger
etal. 2011).

Number Of Ubrary Reads - —
n
22,000 -
18,000 4
14,000 4
10,000 A
6,000 4
2,000 1
100 300 400 500 600 700 800 900 1,000 1100
Reao Length, Reglon Total

Figur 3.3 Analys av sekvenserade PCR-amplikons ldngder.

Hittills har vi analyserat och utvirderat sex biofilmsprover och 674 000 amp-
likonsekvenser med hjilp av Lund University 454/Roche DNA Sequencing
Facility och Lunarc (the Supercomputer Centre at Lund University). Pro-
verna kommer frin samma dricksvattendistributionssystem (Landskrona).
Utvirderingen av utvecklad analysmetodik visade mycket hdg reproducer-
barhet nir oberoende biofilmprover frin liknande provplatser analyserades

(figur 3.5).
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1. [ Raw data: 670 000 reads |
2. | Cleaning of the sequences | Custom Perl scripts, PRINSEQ
(Schmieder & Edwards 2011)
3. | Dereplication | Usearch
l (Edgar 2010)
4.  Removal of chimeras | Uchime
l (Edgar et al. 2011)
5. ( Clustering ] CROP
(Hao et al. 2011)
& [ Screening for archaea, ] s
eu kal’yotes (Bengtsson et al. 2011)
7. [ Alignment of the sequences ] Greengenes

(DeSantis et al. 2006)

8. | Phylogenetic tree ] RAXML and iTOL

(Stamatakis 2006) (Letunic & Bork 2007)

9. Classification ] RDP-classifier
l (Wang et al. 2007)

10.[  Community analysis |

Figur 3.4 Anpassad och utvérderad bioinformatisk analys inklusive referenser.

Kluster namn Prov 5 Prov 6
MID5_27F_G9PMCDEO2HFQX5 2587 1809 Pelagibacter
[MID5_27F_G9PMCDE02IWHEN 2 4
MID5_27F_G9PMCDEO2IC2MO 5961 3086 Rhizobiales
MID5_27F_G9PMCDEO1AK4SV 25 6
MID5_27F_G9PMCDEO1B3KRT 29 5
MID5_27F_G9PMCDEO1D7698 1420 837 not classified
MID5_27F_G9PMCDEO1EPQOH3 30 23
MIDS5_27F_G9PMCDEO2GPFKY 10370 14173 Spingomonadaceae
MID5_27F_G9PMCDEO1EX7AD 144 92
MID5_27F_G9PMCDEO2IKYRS 17 10
MID6_27F_GSPMCDEOQ2JRZI2 347 354
MID6_27F_G9PMCDE0O2GT80W 0 4
MID5_27F_G9PMCDEO2GPA4C 17 15
MID5_27F_GSPMCDEO1B3WRQ 13 4
MID5_27F_G9PMCDEO1BESFV 148 69
MID6_27F_G9PMCDEO1D2ZYB 2 8
MID5_27F_G9PMCDEO2GG1QT 10 4
MID5_27F_G9PMCDEO1B1FCA 3 0
MID5_27F_G9PMCDEO2JRS51 4 6
MIDS5_27F_G9PMCDEO2FRCP2 9 5
MID5_27F_G9PMCDE02G74YT 5 1
MID6_27F_G9PMCDEO2HDIRL 6 10
MID5_27F_GSPMCDEOQ1EYEX9 5 0
MIDS_27F_G9PMCDEO1BXBKO 44 16
MID6_27F_G9PMCDEO1ATOMH 36 31
MID5_27F_G9PMCDEO1BEVAX 7 3
MID6_27F_G9PMCDEO2FUQP9 5 7
MID6_27F_G9PMCDEO1BLIN4 12 10
MID5_27F_G9PMCDEO1EG4EP 7 0

Figur 3.5 Exempel pa klusterorganisation av amplikonsekvenser fér
tva oberoende replikat.
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Proverna 5 och 6 kommer fran tva
parallellt installerade vattenmétare
i Landskrona.

MID5_27F_G9PMCDEO2IWHEN
(markerad med grént) representerar
en sekvensgrupp av amplikon som
aterkommer 2 ggr i prov 0040 och
4 ggr i prov 0041.

Gruppen motsvarar icke odlingsbara
Desulfobacca sp.

Blatt indikerar dominanta bakterie-
kluster.



3.3 Bakteriella biofilmssammanséattningen

Alpha-, Beta- och Gamma-Proteobacteria tillsammans med Actinobacteria,
Firmicutes och Bacteroidetes ir nigra av de bakterier som aterfinns i riklig
forekomst i biofilmsproverna (figur 3.6, figur 3.7 och Appendix 1), vilket
ocksi tidigare rapporterats (Eichler et al. 2006). Nir man jimfor biofilms-
prover frin omriden som representerar god och délig vattenkvalitet finns
stora skillnader (figur 3.8). Ett tiotal dominanta bakteriekluster bestiende
av flera bakteriearter dterfinns endast i omrdden med bra respektive under-
malig vattenkvalitet.

100 -
90
80 -
70
B other
60 - O Nitrospira
T O Verrucomicrobia
o O Armatimonadetes
g 504 @ Acidobacteria
§ Bacteroidetes
3 @ Planctomycetes
< B Bacteria
40 W Actinobacteria
W Proteobacteria
30
20
10
0 di T T 1
1 m|
<
=
=

Figur 3.6 Den bakteriella taxonomiska sammansé&ttningen fér sex biofilms-
prover pa nivan fylum
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Prov 1 (Pipe 1, F och R) &r ett
biofilmsprov frén ett ledningsrér i
Landskrona som analyserats fér tva
skilda kromosomalla 16S rRNA
regioner (V1 och V2 = F: V3 =R)
Prov 2 (Pipe 2, F och R) &r ett
biofilmsprov som harstammar fran
ett 100-ar gammalt ledningsror i
centrala Lanskrona

Prov 3 (WM1) ér ett biofilmsprov

fran en vattenmatare fran ett omrade
med undermélig dricksvattenkvalitet
utanfér centrala Landskrona

Prov 4 (WM2, F och R) ar ett bio-
filmsprov fran en vattenmétare som
representerar bra och stabil vatten-
kvalitet

Prov 5 (WP3, F och R) ar ett biofilms-
prov fran en vattenmétare i centrala
Landskrona som representerar bra
och stabil vattenkvalitet

Prov 6 (WP4, F och R) ar ett bio-
filmsprov fran en vattenmétare instal-
lerad parallellt med WP5 i centrala
Landskrona som representerar bra
och stabil vattenkvalitet.
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Figur 3.7 Proteobakteriesammanséttningen i de sex biofilmsproverna (pro-
teobakterierna indelas i fem klasser, Alpha-, Beta-, Gamma-, Delta-
och Epsilon-Proteobacteria).

Kluster namn Prov 3 Prov 4
MID4_27F_G9PMCDEO2I1QR7 19 1093  Pelagibacter
MID3_27F_G9PMCDEO1DOIJY9 15 126
MID4_27F_G9PMCDEO2GPIAM 13 159
MID4_27F_G9PMCDEO2IP4VA 249 22306 Spingomonadaceae
MID3_27F_G9PMCDEO1AYSIE 414 4
MID4_27F_G9PMCDEO2GWG7U 73 26
MID4_27F_GS9PMCDEO2J1UMH 17 1043  Burkholderiaceae
MID3_27F_G9PMCDEO1CI1PD 3450 236 Nitrospira
MID4_27F_G9PMCDEO1D7DWM 1 84
MID4_27F_G9PMCDEO2HLK3L 0 74
MID4_27F_G9PMCDEO2HF7HS 0 3
MID4_27F_G9PMCDE02GYSK2 21 1117 not classified
MID4_27F_G9PMCDEO2JRDAT 1 117
MID3_27F_G9PMCDEO2FW8CL 24 0
MID3_27F_G9PMCDE02GGEQ6 638 1 Acidobacter_Gp6
MID3_27F_G9PMCDEO2HRUCZ 287 0
MID3_27F_G9PMCDEO1A9RZK 191 0
MID3_27F_G9PMCDEO2HZ27L 1170 5 Gemmatimonas
MID4_27F_G9PMCDEO2JE8Z5 0 8
MID4_27F_G9PMCDEO1A1E6T7 0 107
MID3_27F_G9PMCDE02JC8LO 195 0
MID3_27F_G9PMCDEO1ARP8P 115 0
MID3_27F_G9PMCDEO2H1U6K 13 34
MID3_27F_G9PMCDEO2HRHA2 820 31 not classified
MID3_27F_G9PMCDEO1B78DR 188 0
MID3_27F_G9PMCDEO2/9QH8 1089 1 not classified
MID3_27F_G9PMCDEOQ1BZXVV 179 0
MID3_27F_G9PMCDEO2|0XL1 900 0 not classified
MID3_27F_G9PMCDE0Q212GB4 998 12 Rhizobiales

Figur 3.8 Exempel pa klusterjgmférelse av biofilmsprover fran tva
vattenmaétare. och stabil vattenkvalitet).
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Prov 1 = MID1 och MID1_R
Prov 2 = MID2 och MID2_R
Prov 3 = MID3 och MID3_R
Prov 4 = MID4 och MID4_R
Prov 5 = MID5 och MID5_R
Prov 6 = MID6 och MIDé_R.

Prov 3 kommer fran Harslév

(ett omrade norr om Landskrona
ként fér sin daliga vattenkvalitet
ndr Bolmentunneln reparerades)

Prov 4 kommer fran norra
Landskrona (ett omrade med
god och stabil vattenkvalitet).



4 Diskussion

Dricksvattenforsorjningen ska vara siker med hinsyn till savil vattenkva-
litet som leveranssikerhet. Dricksvattenférsorjningen i Sverige, och inter-
nationellt, stir dock infor stora utmaningar inom en snar framtid. Detta
identifierades ocksd i klimat- och sirbarhetsutredningen (SOU 2007:60).
Dricksvatten har orsakat manga och stora sjukdomsutbrott i Sverige och
internationellt. Anledningen till utbrotten kan hirledas tll olika typer av
mikroorganismer som sprids till dricksvattenledningsnitet via avféring,
avloppsvatten, déda djur etc. och kan i vissa fall etablera sig i produktions-
systemet. Vid ett utbrott dr det avgdrande att snabbt identifiera mikroor-
ganismen och spridningskillan. Direfter kan effektiva dtgirder sittas in. I
Sverige har det under den senaste tiden varit tvé stora vattenburna utbrott
med protozoen Cryptosporidium. Minga minniskor har blivit sjuka vilket
har lett till personligt lidande och samhillsekonomiska konsekvenser. Stora
resurser har anvints for att pavisa orsaken, rena ledningssystem, distribuera
och/eller koka dricksvatten. Sammantaget kostar varje utbrott stora pengar
och innebir dven ett resurssloseri med stor miljopaverkan. Det kan antas
att den mikrobiella forekomsten och tillvixten frimst sker fastsittande som
en biofilm pd insidan av ledningsroren och att vattenfasen delvis terspeglar
biofilmsfloran. Biofilmer 4r mycket komplicerade ekosystem och lednings-
nitets biofilm dr hogst otillrackligt forstadd.

Det kan diskuteras att oonskade forindringar i biofilmens sammansitt-
ning kan leda till ett dricksvatten med sdmre kvalitet. Dirtill har biofilmer
formaga att skydda sig mot desinfektion samt hirbirgera patogener, med
allvarliga hilsokonsekvenser som f6ljd da de frigors. I foreliggande sam-
arbetsprojekt mellan Lunds universitet, NSVA, Sydvatten och VA-SYD har
avsikten varit att belysa hur férindringar i vattenkvaliteten ir relaterade till
kvaliteten pa det inkommande vattnet och férindringar i ledningsnitets
mikrobiella biofilmer utnyttjande massiv parallellsekvensering. For forsta
gingen kan den fullstindiga bakteriefloran i ledningsnitet beskrivas. Dess-
utom kan vi med unika och adekvata biofilmsprover frin ledningsnitet i
Skéne pévisa omfattande skillnader i den bakteriella sammansittningen
mellan prover som representerar god och dilig vattenkvalitet (figur 4.1 och
appendix 1). En utvirdering av protokollet baserat p& oberoende biofilms-
prover visar mycket hog reproducerbarhet, dvs. samstimmiga sekvenser och
grupperingar av mikroorganismer. Alpha-, Beta- och Gamma-Proteobacteria
tillsammans med Actinobacteria, Firmicutes och Bacteroidetes ir rikligt fore-
kommande bakterier. Nir man jimfor biofilmsprover frin omriden som
representerar god och délig vattenkvalitet finns stora skillnader; ett tiotal
framtridande bakteriekluster dterfinns strikt i omrdden med bra eller under-
mélig vattenkvalitet. Dessa kluster utgdr grunden f6r att finna representa-
tiva biomarkérer for god och dalig dricksvattenkvaliten.

Vad som kinnetecknar en “bra” biofilm med en naturlig och funktionell
bakteriesammansittning 4r déligt studerat. Det kan spekuleras i att en ritt
mikrobiell sammansittning av biofilmen kan (i) sinka halten av kemiska
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WM poor (prov 3)

| Pipe 1 (prov 1)
—

Pipe 2 (prov 2)
| WM good (prov 4)

|—|: WM good parallel (prov 5)
WM good parallel (prov 6)

Figur 4.1  Fylogenetisk (sldktskaps-) analys visar att biofilmen fran t.ex. vattenméttare (blatt) har en mer
Sverensstdmmande bakteriell sammanséttning jamfért med ledningsrér (grént) och biofilmen fran
vattenmétare med undermalig dricksvattenkvalitet (rétt).

foreningar som forsimrar vattenkvaliteten sdsom svavelforeningar, (ii) for-
linga livslingden pa ledningssystemet genom att minimera oxidation av
rormaterial samt (iii) motstd etableringen av patogena mikroorganismer.
P4 motsvarande sitt kan det antas att en biofilm med "dalig” sammansitt-
ning kan forsimra dricksvattenkvaliten, paskynda korrosion och 6ka risken
for smitta (Keinanen-Toivola et al. 2006; Khiari et al. 2002; Kormas et al.
2010; Li et al. 2010; Schmeisser et al. 2003; Scott och Pepper, 20105 Seth
et al. 2004).

Nedan foljer beskrivningar av de bakteriekluster (ordningar) som &ter-
funnits i de olika proverna som visas i figur 4.1 (detaljer dterfinns i appendix
1). En ordning 4r i princip en mycket stor samling av besliktade bakteriear-
ter men det 4r inte sannolike att alla arter finns representerade i varje prov.
For varje ordning har ett antal bakteriefamiljer, -slikten eller -arter som
har visats vara kopplade till dricksvatten, rérledningar eller processer som
sker i dricksvattensystem identifierats. Den anvinda analysmetoden tillater
dock inte en siker identifiering pd artnivd. For en fullstindig identifiering
krivs traditionellt ett isolat som kan odlas och studeras. Med tanke pa att
merparten av den mikrobiella floran inte 4r odlingsbar sker en alltmer 6kad
acceptans for DNA-analys (identifiering) och mRNA-analys (funktion).

I prov 4, 5 och 6 (MID4, MID5 och MIDG i Appendix 1), vilka repre-
senterar vatten av god kvalitet, dterfanns o-proteobakterierna Sphingo-
monadales. Dessa inkluderar sliktet Sphingomonas varav ett flertal arter ir
motstdndskraftiga mot sdvil desinfektion och kemiska gifter dr vida spridda
i naturen samt dokumenterats i svenska och finska dricksvattenledningssys-
tem (Koskinen et al. 2000).

I prov 2 (MID2 i Appendix 1), vilket togs frin ett gammalt jarnror, inne-
héll Desulfovibrionales, vars medlemsarter nistan undantagsldst lever anae-
robt, utan syre, och producerar vitesulfid, H,S, en fritande gas som lukrar
ruttna dgg (Maukonen et al. 2006; WHO, 2010). Vitesulfid kan reagera
med metaller och skapa fillningar av metallsulfider samt orsaka fritning
av bide metall och betong. Vitesulfiden kan ocksd oxideras till svavelsyra
(H,SO,) av ett antal bakterierna inom ordningarna Acidothiobacillus (en
Y-proteobakterie) och Campylobacterales samt familjen Heliobacteraceae
(e-proteobakterier). Svavelsyran kan frita pd betong, missing, jarn och kop-
par samt rena stilytor frn oxider och anvinds for pH-justering i vattenre-
ningsverk (WHO, 2010).

Férutom de svaveloxiderande bakterierna nimnda ovan innehéller
€-proteobakterierna som identifierades i prov 2 dven en mingd andra slik-

ten, varav majoriteten i familjerna Campylobacteraceae, Helicobacteraceae och

21



Hydrogenimonaceae. Dessa grupper trivs generellt sett bist dir det dir det
finns en lag syrenivd, di de ir s.k. mikroaerofiler, och kan finnas i en mingd
mycket olika omraden frin matsmiltningssystemet hos djur till vattenreser-
voarer, kloaker, oljefilt och hydrotermiska utlopp p& havsbotten. De mest
kinda av dessa bakterier 4r dock patogenerna Helicobacter, Campylobacter
och Walinella (Prescott’s Microbiology (8th edition) by Willey, Sherwood
and Woolverton, McGraw-Hill, ISBN: 978-007-131367-4). Inom Campy-
lobacteraceae ir sliktet Arcobacter en utstickare bland alla e-proteobakterier
eftersom den isolerats bdde frin djur och frin miljon, t.ex. i dricksvatten-
verk (Jacob et al. 1998) samt kill- och grundvatten (Lee et al. 2012; Rice et
al. 1999) och anses vara en vattenburen patogen pa uppging.

Campylobacteraceae innehdller dven sliktet Sulphurospirillum vilka ir
icke-patogener som ir kidnda for att reducera svavel och oxidera metall-
salter sdsom arsenat och selenit. Bakterier nira besliktade med en specifik
Sulphurospirillum-art har identifierats i en akvifer, en naturlig ansamling av
grundvatten, i Kambodja. Grundvattnet hir innehsll vildigt mycket arse-
nik och det har foreslagits bero pa denna bakteries inblandning i reduktion
av arsenik(V)oxid (As,O,) till arsenik(IIT)oxid (As,O,), vilken tros vara mer
16slig och mobil i vattnet (Lear et al. 2007). En annan intressant aspekt
med arter av Sulphurospirillum-sliktet ir att de kan reducera nitrat till nitri,
vilket leder till konkurrens med svavelreducerande arter om elektronerna
i vattnet och dirmed minskar bildningen av den farliga vitesulfid-gasen.
(Hubert och Voordouw, 2007).

I prov 1, 2, 5 och 6 (MID1, MID2, MID5 och MIDG6 i Appendix 1)
vilka kommer frin antingen vattenmitare eller ledningsrér och har vatten
av relativt god kvalitet identifierades ordningen Gemmatimonadales. Denna
ordning ir inte sirskilt vilkind i och med att man endast kunnat karakteri-
sera en enda art, Gemmatimonas aurantiaca, (Zhang et al. 2003) som hittats
i en bioreaktor for reduktion av fosfat i avloppsvatten. Arten ir aerob och
tar bort fosfat frin vattnet genom att ackumulera dmnet inuti cellen. Tyvirr
kan man inte dra ndgra slutsatser om resten av medlemmarna i denna ord-
ning genom att studera endast denna art. Miljéprover har, genom att jim-
fora DNA-sekvenser, dock kunnat visa att denna ordning ir vida spridd i
naturen, t.ex. i jordprover fran férorenad jord och havssediment.

I prov 3 (MID3 i appendix 1), vilket representerade vatten av dilig kva-
litet, identifierades bakterier frin familjen Nizrospirales, inklusive sliktena
Leptospirillum, Nitrospira och Termodesulfovibrio. Leptospirillum anvinds
industriellt f6r att 16sa ut metaller i vattnet, s.k. bioleaching, och for att
oxidera jdrn, ett exempel pa biooxidation. Jirnjoner uppldsta i vatten har
kopplats till 6kad korrosion av jirnror och kan dirigenom ge vattnet éindrad
firg och smak (WHO, 2010). En av arterna i detta slikte, Leptospirillum
ferroxidans, samexisterar med en annan art, Acidithiobacillus thiooxidans,
med vilken den utbyter oxiderat jirn mot oxiderat svave (Levicdn et al.
2012). Sliktet Nitrospira oxiderar nitrit till nitrat och finns i virldens alla
hav. Dessa bakterier 4r dven nodvindiga i akvarium dd de 4r en del av att
omvandla ammoniak till nitrit (Hovanec et al. 1998). Nirvaro av Nizrospora
kan dirmed tyda pd att det dven finns ammoniak i dricksvattnet. Ammo-

niak i sig 4r inte hilsofarligt och det finns heller inga grinsvirden for denna
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kemikalie, men den kan minska effektiviteten av desinfektion och filtering
av t.ex. mangan, orsaka nitritbildning i vattenledningarna och ge smak- och
luktproblem (WHO, 2010).
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5 Konklusion

Under foreliggande projeke har vi (i) utvecklat en kraftfull analysmetodik
med hjilp av massiv parallellsekvensering, (ii) pavisat att denna analys-
metod har hog precision och reproducerbarhet, (iii) demonstrerat att den
mikrobiella floran 4r mycket omfattande i dricksvattenledningsnitet, (iv)
identifierat sammansittningen av bakterier i vattenmitare och dricksvat-
tenledningsrér i Landskrona och (v) indikerat att det finns stora bakteriella
skillnader i biofilmen om man jimfér omridden med problematisk respek-
tive god dricksvattenkvalitet.
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6 Framtida arbete

Katharina Liihrig, industridoktorand Sydvatten/LTH, kommer fortsitta att
(i) i storre utstrickning studera den mikrobiella biofilmen utifrén dricks-
vattenkvalitet samt (i) ta fram biomarkorer for kvalitet och sikerhet for
PCR-baserad snabbanalys enligt forensiska principer. Hittills har merpar-
ten av proverna tagits frin ledningsrér och vattenmitare i Landskrona med
omnejd februari-mars 2011, dvs. perioden fére dvergingen till Bolmen-
vatten. For att kunna erhélla representativa prover kommer nya prover att
samlas in under perioden februari-mars 2013. Dessa prover kommer att
belysa om den bakteriella floran paverkas av Bolmenvatten. Dessutom kom-
mer vi att kunna studera om tidigare omradden med kvalitetsproblem under
perioden med Ringsjévatten kommer att férindras och eventuellt terspegla
en bakteriesammansittning som dterfinns i omridden med god dricksvat-
tenkvalitet.

Dessutom planeras fler analyser som inkluderar Vombsjon, érstider, led-
ningsmaterial etc. Nuvarande analysapproach kommer dven att komplet-
teras och effekrtiviseras med hjilp av realtids-PCR som pavisar relevanta
biomarkérer, dvs. specifika DNA-sonder (realtids-PCR primers) kommer
att konstrueras for ett 10-tal bakteriekluster som ir utmirkande for bra och
undermilig vattenkvalitet. Befintliga och nya biofilmsprover kommer att
analyseras for att utvirdera framtagna biomarkérer med hjilp av kvantita-
tiv PCR (qPCR) och/eller length heterogeneity PCR (LH-PCR). Fyra till
sex biomarkérer med lovande bakterieklusterspecificitet kommer direfter
att detaljgranskas pa biofilmsprover frén andra dricksvattenledningssystem.
Uppnadda resultat kommer att korreleras statistiske till vattenkvaliteten,
speciellt till organiska parametrar, klorféreningar och niringsimnen samt
till hydrauliska parametrar sdsom uppehallstid, ledningsdiameter, flodesva-
riationer och tryckforhéllanden. Att precisera biomarkérer dr grunden for
konstruktion av mikrobiell snabbanalys. Nuvarande utveckling av minia-
tyriserade realtids-PCR-instrument som integrerar provbehandling, analys
och resultatvirdering kommer att gagna snabba filtanalyser av vattenprover.
Visionen ir att snabbt och effektivt pavisa och utreda mikrobiella avvikelser
lings produktionskedjan av drickvatten frin ravatten till konsument med
hjilp av innovativ och ny teknik. Onskvirt ir ocksa att inkludera analys av
eukaryoter (t.ex. svampar, protozoer och alger) samt undersska mikroorga-
nismernas aktivitet i modellsystem och i ledningssystemet med konventio-
nell och molekylir analys, exempelvis total transkriptom-analys.
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8 Appendix 1

Totalt 674 116 olika sekvenslisningar kunde skapas frin de sex biofilmpro-
verna frin fyra vattenmitare och tvd ledningsror. 156 763 lisningar togs
bort med hjilp av bl. a. verktyget PrinSeq (Schmieder och Edwards, 2011)
och de kvarvarande presenteras i de tre tabellerna nedan. OTU betyder
Operational Taxonomic Unit och ir en godtyckligt vald fylogenetisk enhet
for att beskriva slikeskapet mellan olika sekvenser.

Prov 1 = MID1-F och MID1-R
Prov 2 = MID2-F och MID2-R
Prov 3 = MID3-F och MID3-R
Prov 4 = MID4-F och MID4-R
Prov 5 = MID5-F och MID5-R
Prov 6 = MIDé6-F och MIDé-R.

chimeras cleaned subsampled OTUs singletons doubletons OTUs*
sequences
MID1-F 189 30701 26466 282 93 45 126
MID2-F 495 26695 26466 622 198 106 184
MID3-F 247 26466 26466 818 218 123 227
MID4-F 160 45433 26466 923 376 171 129
MID5-F 218 35662 26466 824 289 159 185
MID6-F 212 30346 26466 669 260 108 177
MID1-R 205 53023 26466 216 82 30 105
MID2-R 1611 42307 26466 458 152 66 144
MID3-R 590 42174 26466 543 162 82 165
MID4-R 271 66700 26466 709 275 128 133
MID5-R 638 51553 26466 622 239 105 154
MID6-R 510 42893 26466 537 209 106 151

* OTUs, didr minst ett av de sex proven innehsll 20 sekvenser

OTUs OTUs*
Total OTUs (forward reads) 2383 308
OTUs removed by Metaxa 36 2
OTUs not aligned by Greengenes 117 7
Total OTUs (reverse reads) 1702 212
OTUs removed by Metaxa 13 0
OTUs not aligned by Greengenes 31 1
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Phylum Class Order Family Genus MID1 MID2 MID3 MID4 MID5 MID6
Actinobacteria Actinobacteria Acidimicrobiales 1875 0 0 0 0 0
Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Mycobacteriaceae Mycobacterium 3369 859 4 81 118 69
Actinobacteria Actinobacteria Acti y I N di Nocardia 5050 2 3 2 2 3
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Hyphomicrobiaceae Hyphomicrobium 1701 664 751 580 1401 1715
P i Al i Rhizobi; Hyphomicrobiaceae Pedomicrobium 78 553 1949 8 488 363
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Hyphomicrobiaceae 543 380 102 5171 1144 2332
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales 321 423 44 59 3723 2263
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales 146 205 109 55 378 336
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales 99 ! 76 89 570 312
P i Al i Sphingomonadales Sphingomonadaceae 581 604 149 10689 5952 9578
Proteobacteria Alphaproteobacteria Sphingomonadales Sphingomonadaceae 160 369 48 17 935 617
Proteobacteria Alphaproteobacteria 265 623 715 12 1084 807
P i Betap! i 98 1466 334 10 753 579
Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Burkholderiales_incertae_sedis Methylibium 24 1434 33 7 85 27
Proteobacteria Deltaprc i D¢ ibrionales Desulfovibrionaceae Desulfovibrio 1 2470 0 0 1 1
P i Epsilonp i Campy Helicc Sulfuricurum 0 1476 0 0 1 0
Proteobacteria Gammaproteobacteria 8621 0 0 2 0 0
Gi i G imonadete: Gi i i i 87 141 7 6 523 318
Nitrospira Nitrospira Nitrospirales Nitrospiraceae Nitrospira 2 137 2852 117 196 146
Proteobacteria 106 13 56 3490 1542 1258
Percentage of total 87% 45% 27% 7% 7% 8%
sequences

* Classification

Domain: Bacteria

Phylum: Protecbacteria
Class: Alphaproteobacteria
Order:  Sphingomonadales
Family: Sphingemonadaceae

Characteristics

- strictly aerobic

- pligotrophic

- can survive in chlorinated waters

{Vaz-Moreira et al. 2011) by
¢/

&, A
Sy

Figuren visar ett fylogenetiskt trad som illustrerar evolutiondra samband mellan de olika bakterieklustren
som erhallits fran ledningsrér och vattenmétare.
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