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Forord

Den mikrobiologiska sikerheten 4r av avgérande betydelse vid dricks-
vattenberedning, eftersom en mikrobiologisk fororening kan fi mycket
omfattande och lingtgdende konsekvenser for dricksvattnets konsumenter.
Minga av de metoder som idag anvinds for att karakeerisera ett vatten ur
mikrobiologisk synvinkel innefattar odling av indikatororganismer, meto-
dik som ir tidskrivande och som inte alltid ger den information man ir
intresserad av. Speciellt vid bestimning av ett vattenverks barridrverkan mot
overforing av patogena mikroorganismer frin ra- till dricksvatten 4r dagens
undersékningsmetodik bristfillig.

Det finns alltsd ett stort behov av nya, snabba och tillférlitliga metoder
dir den mikrobiologiska forekomsten kan bestimmas till omfattning och
karakteristik. I denna litteraturstudie visas att inte minst frin molekylirbio-
login kan virdefulla tillskott inhdmtas. Det ir forfattarnas férhoppning, att
forskningsprojekt snarast initieras, dir de metoder som framhalls i rappor-
ten testas och utvecklas for tillimpning p svenska vattenverk.

Forfattarna vill framfora ett stort tack till Svenskt Vatten Utveckling, som
till stor del finansierat arbetet.

Goteborg i februari 2015

Johanna Arlinger
Sara Lydmark

Bo Berghult

Ann Elfstrim Broo
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Sammanfattning

En litteraturstudie har genomforts i avsike att belysa vilka nya metoder som
inom en forhallandevis snar framtid kan vara tillimpbara {6r att karakteri-
sera effekten av mikrobiologiska barridrer och speciellt UV-behandling vid
dricksvattenberedning.

Flera metoder har potential for tillimpningen och speciellt kan nimnas
kvantitativ polymeras kedjereaktion (q-PCR) for snabb antalsbestimning
och microarrays eller pyrosekvensering for karakterisering. Av stort intresse
dr ocksd att kombinera de molekylirbiologiska metoderna med ATP-analy-

ser och traditionella odlingsmetoder.



Summary

A literature review has been performed in which the usability of new
methods for characterisation of the effect of microbiological barriers in
drinking water production is presented. Especially the effect of UV-treat-
ment has been in focus.

Several methods have potential for the application. Quantitative poly-
merase chain reaction (q-PCR) for fast counting of populations, microar-
rays or pyrosequencing for characterisation can be mentioned. Of great
interest is also to combine molecular biological methods with ATP-analysis

and traditional microbiological cultivation methods.



1. Inledning

Att utifrdn ett naturligt vatten tillverka ett dricksvatten, innebir att tillimpa

fysikaliska, kemiska och mikrobiologiska processer i syfte:

* att rena vattnet frdn partiklar, naturligt organiskt material, mikroorganis-
mer och eventuella kemiska fororeningar,

* att anpassa vattnets kvalitet sd att det passar konsumtion och distribu-
tion,

* artt skapa barridrverkan mot 6verforing av mikroorganismer frin ra- till

dricksvatten.

Beroende pd bland annat rivattnets kvalitet och dess variationer, konsum-
tionsmonster och distributionsnitets utformning kan beredningsproces-
sen utformas pd ménga olika sitt. Gemensamt for alla dr dock att de ska
uppfylla de krav som stills i Livsmedelsverkets féreskrifter om dricksvatten,
SLVES 2001:30. Dir anges bland annat att "beredningen ska vara forsedd
med et tillrickligt antal sikerhetsbarridrer mot mikrobiologisk fororening”.



2. Mikrobiologisk sdkerhet
vid dricksvattenberedning

P4 senare &r har ett antal hindelser vid olika vattenverk i Sverige riktat fokus
mot just den mikrobiologiska sikerheten hos dricksvattnet. De vattenverk som
drabbats har i de flesta fall uppfyllt ovanstdende lagkrav och trots detta har ett
stort antal konsumenter av dricksvatten drabbats av vattenburen smitta.

Det ir séledes inte bara friga om att ett visst antal sikerhetsbarriirer
erfordras. I lika hog grad méste dessa barridrer vara effektiva i relation till
forekommande mikroorganismer. Olika system f6r att kvantifiera behovet
av barridrer i relation till den verkliga effekten av barridrerna har framtagits,
ODP (optimal desinfektionspraxis), MRA (mikrobiologisk riskanalys) och
Q-MRA (kvantitativ mikrobiell riskanalys).

2.1  Begreppet barridrverkan

Med barridrverkan avses ett beredningsstegs formaga att endera avskilja eller
inaktivera bakterier, virus och parasiter. Den samlade barridrverkan som de
olika beredningsstegen pi ett vattenverk har, ger beredningsprocessen en
barridrhojd som kan stillas i relation till det behov som bestims av ravat-
tentiktens mikrobiologiska status.

Ur ett massbalansmiissigt perspektiv kan man invinda, att massbalanser
inte limpar sig for levande system, eftersom reproduktion kan innebira att
antalet individer inte forindras som forvintat. Normalt fungerar anda de
massbalansmissiga bestimningarna vil och utan hinsyn till vad som hinder
i sjilva beredningssteget kan en kvantifiering av vilken mingd mikroorga-
nismer som finns pd den renade sidan av beredningssteget stillas i relation
till mingden fére.

Problemet 4r snarare att de mikrobiologiska indikatororganismer som
ir relevanta for bestimning av barridrverkan normalt finns i s laga halter,
att ndgon tillforlitlig bestimning inte kan goras. Denna komplikation kan
angripas genom spikningsforsok, dir den aktuella indikatorn eller partiklar
av samma storlek och med liknande fysikaliska egenskaper tillférs vattnet
fore behandlingssteget i tillricklig mingd for att en bestimning ska kunna
goras. Det finns ocksd méjlighet att gora olika typer av rikningar av i vattnet
naturligt fsrekommande partiklar, mikroalger, eller levande celler.

2.2  Att méta barridrverkan fér UV-behandling

Allt fler vattenverk runt om i Sverige infor idag UV-behandling som en
kompletterande mikrobiologisk sikerhetsbarriir. Metoden har visat sig
mycket verkningsfull och eftersom tekniken ocksé ir forhillandevis enkel,
tillforlitlig och kostnadseffektiv och dessutom inte annat dn marginellt
paverkar vattnets kvalitet i vrigt, har den blivit det naturliga sittet att for-

stirka barriirhojden pd vattenverk.



UV-behandling ir en inaktiverande barriir, dir belysningen paverkar
mikroorganismerna pa ett sitt si att de inte kan reproducera sig. Med
optiska metoder ir dessa férindringar svara att kvantifiera, eftersom exem-
pelvis cellmembranen ir intakta. Det finns sdledes ett specifikt behov av nya
mikrobiologiska metoder for att bestimma effekten av UV-behandlingen.
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3. Syftet med projektet

Malet med denna litteraturstudie #r att ge en bild av vilka molekylirbiolo-
giska metoder som kan anvindas for att pa olika sitt undersoka den mik-
robiologiska statusen pd naturliga vatten, sdvil fére som under och efter
behandling vid ett vattenverk. Specifikt ir det av intresse att hitta metoder
for att kvantifiera effekten av UV-behandling som desinfektionsmetod. Syf-
tet dr inte att ge en fullstindig sammanstillning av alla studier och metoder
som har beskrivits i litteraturen, snarare att exemplifiera metoder som efter

anpassning skulle kunna anviindas vid svenska vattenverk.
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4. UV-behandling som
mikrobiologisk sakerhetsbarriar

Vid beredning av dricksvatten ir det av storsta vikt att endera avskilja eller
inaktivera sjukdomsframkallande parasiter, bakterier och virus i en sidan
utstrickning att de inte utgdr en hilsofara vid konsumtion. Ett sjukdoms-
utbrott orsakat av otillricklig dricksvattenrening 4r katastrofalt, bade for
de drabbade och for de som producerar dricksvattnet, samt innebir stora
kostnader f6r samhillet.

En mikrobiologisk sikerhetsbarriir som anvinds i en 6kande omfattning
vid svenska vattenverk dr UV-behandling. UV-behandling av vatten har for-
mdgan att forstora enstaka byggstenar (baser) i arvsmassan DNA. Denna
arvsmassa finns i virus, bakterier och parasiter.

Nir baserna forstors kommer kopieringssystemet for DNA i organismen
att slds ut for en mer eller mindre ldng tid. Fér att motverka detta har orga-
nismerna naturliga reparationsfunktioner f6r DNA som kan géra att de pd
sikt aterfar sitt DNA-kopieringssystem. Vid tillrickligt effektiv UV-behand-
ling forlorar organismen dock férmagan att kopiera DNA permanent (Siif$
med flera 2009).

Olika typer av UV-stralning och olika doser ir effektiva nir det giller
att forstora arvsmassan for olika organismer eller virus (Hijnen med flera,
20006). I allminhet dr adenovirus, som orsakar luftvigsinfektioner, 6go-
ninfektioner och magsjuka, och bakteriesporer av till exempel Bacillus och
Clostridium som kan orsaka vildsam magsjuka, ansedda att vara mer mot-
standskraftiga mot UV-behandling 4n andra organismer (Hijnen med flera,
20006; Eischeid med flera 2011). Nir det giller adenovirus beror denna mot-
stdndskraft delvis p& att monokromatiskt UV-ljus har svirt att inaktivera
adenovirus. Polykromatiskt UV-ljus kan ge en hogre grad av inaktivering
ndr det giller just adenovirus (Eischeid med flera 2011). Sporformande bak-
terier och adenovirus har rapporterats behéva en monokromatisk UV-dos
pa upp dll 1 700 J/m* for en log 3 inaktivering (Hijnen med flera 2006).
Andra virus, bakterier och parasiter kriver som mest en monokromatisk
UV-dos pd 300 J/m? for en log 3 inaktivering (Hijnen med flera, 2006).

Fér att kontrollera hur vil UV-behandlingen fungerar ir tre omstindig-
heter av stor betydelse:

* Det finns minga naturliga reparationsfunktioner for DNA-skador i bakte-
rier, protozoer och dven i virus. Detta leder till att tillfilligt inaktiverade
organismer och virus kan fi tillbaka sin sjukdomsframkallade férméga
efter en tid. Att undersoka graden av inaktivering direkt efter behandling
med UV-ljus kan d i virsta fall ge ett missvisande resultat eftersom det
finns en risk att de sjukdomsframkallande organismerna och virusen ater-
fir sin aktivitet under distributionen av dricksvattnet.

* Det kan vara svart att underséka om organismerna eller virusen ir inak-
tiverade, dd de behéller sin grundstruktur i form av inzakta cellviggar,
viruskapsider och oocyter dven efter UV-behandlingen.
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* Diricksvatten innehéller relativt fi organismer och virus vilket gor att
provmiingden som tas ut ofta mdste vara stor och sedan pd nigot sitt
koncentreras upp. Uppkoncentrering for att fi tillfredstillande detek-
tionsgrinser kan dstadkommas med hjilp av ultrafiltrering (Francy med
flera 2009).

Runt om i virlden #dgnas dessa frigestillningar stort intresse bland dricks-

vattenaktdrer, myndigheter och forskare och de senaste dren har stora fram-

steg gjorts, genom att molekylirbiologiska metoder har kunnat utnyttjas

(Aw och Rose, 2012). Dessa typer av analysmetoder involverar en analys av

arvsmassan. Redan nu har flera nya allmiint accepterade ron framkommit

genom att anvinda dessa metoder for att underséka den mikrobiologiska

statusen under dricksvattenproduktion (Aw och Rose, 2012):

* Mainga fler typer av sjukdomsframkallande organismer har identifierats,
vilket innebir att forekomsten av dessa kan undersokas vid dricksvat-
tenproduktion.

* Det har ocksd visats att avsaknad av indikatororganismer inte alltid kor-
relerar med den totala mikrobiologiska statusen hos ett dricksvatten.

* Odling pd plattor underskattar i allminhet antalet sjukdomsframkal-

lande organismer och virus.

Internationellt 4r arbetet med att utveckla bittre, snabbare och samtidigt
rutinmissiga molekylirbiologiska metoder for att detektera sjukdomsfram-
kallande organismer och virus i dricksvatten mycket hogt prioriterat (Aw
och Rose, 2012) och flera internationella projekt pagr inom EU. Meto-
derna anses i nuliget relativt komplicerade, men det finns & andra sidan en
vixande kompetens som ir specialiserad pa att utféra molekylirbiologiska
metoder. Kostnader for apparatur och férbrukningsmaterial minskar dess-
utom ju mer allméinna metoderna blir.

Molekylirbiologiska metoder kan dven involveras nir Q-MRA (kvanti-
tativ mikrobiell riskanalys) anvinds (Lundberg med flera, 2009). Behovet
anses dessutom oka med tiden eftersom kraven pé bra och sikert dricks-
vatten okar samtidigt som tillgdngen pd bra révatten minskar (Brettar och
Hofle, 2008). Dessutom kan klimatférindringarna bidra till en férsimrad
ravattenkvalitet eftersom nederbdrdsmingderna beriknas 6ka vilket i sin tur
okar den direkta avrinningen frin mark till vattentikter (Jung med flera,
2014).

Det finns flera alternativa vigar att gi nir det giller att fortsatt driva
trenden med molekylirbiologisk analys av dricksvatten framit. I figur 1 och
i Appendix beskrivs kortfattat vilka metoder som kan anvindas i detta syfte.
I denna litteraturstudie har fokus riktats mot hur foljande frigestillningar
kan besvaras med hjilp av molekylirbiologiska metoder:

* Hur paverkar UV-behandlingen sammansittningen av organismer i vatt-
net?

* Kan man ersitta nuvarande metoder for antalsbestimning av sjukdoms-
framkallande mikroorganismer med snabbare och i bista fall mer rele-
vanta metoder?

* Hur paverkas aktiviteten i organismerna av UV-behandlingen?

13
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Figur 4.1 Schematisk bild av alternativa vagar fér att underséka dricksvattenstatus med hjélp av olika
molekylérbiologiska metoder.



5. Hur paverkar UV-behandlingen
sammansattningen av organismer
i vattnet?

Eftersom behandling med UV-ljus inaktiverar olika typer av organismer och
virus i olika grad finns det en méjlighet att utnyttja de speciella molekylirbi-
ologiska metoder som underséker hur sammansittningen av olika parasiter,
bakterier och virus férindras frin ravatten till tappkran.

Ett sitt att undersdka sammansittningen av organismer ér att anvinda s&
kallade microarrays (se Appendix for férklaring). En microarray kan utfor-
mas specifikt efter det man letar efter i ett vatten. Till allra storsta delen
dr dessa metoder fortfarande pad metodutvecklingsstadiet, men stort fokus
riktas mot att utveckla metoderna si att de ska kunna anvindas dven rutin-
miissigt. Kommersiellt tillgiingligt finns microarrays dir det gér att detektera
hur sammansittningen mellan olika bakteriegrupper och familjer ser ut i ett
naturligt vatten. Denna typ av microarray brukar kallas Phylochip, och kan
sirskilja pd upp till tiotusentals arter eller familjer av bakterier. Metoden har
anvints for att utreda hur sammansittningen av bakterier ser ut i avlopps-
vatten och for att spéra sjukdomsframkallande bakterier i kustvatten (Aw
och Rose, 2012).

Det finns dessutom forskargrupper som anvint sig av mer specialiserade
microarrays (GreenChip och pan-Microbial Detection Array) fr detektion
av flertalet kiinda virus och sjukdomsframkallande bakterier och parasiter
(Gardner med flera 2010 och Palacious med flera 2007). Dessa microarrays
har dock in sa linge anvints i kliniska prover och inte i dricksvatten, som i
jimforelse innehaller mycket ligre antal organismer.

Som med ménga andra molekylirbiologiska metoder ir just uppkoncen-
trering av provet in s linge en viktig del for att kunna utnyttja microarrays.
Dessutom krivs det ofta si mycket utgdngsmaterial av DNA att det f6rst
behéver kopieras genom PCR (polymeraskedjereaktion, se Appendix). I och
med detta kommer i praktiken detektionen av vissa okiinda organismer att
missgynnas. A andra sidan ir dricksvattenbranschen relativt sett vil medve-
ten om vilka sjukdomsframkallande organismer och virus som ir av storst
intresse att detektera, vilket gor att det finns anpassningsmajligheter for att
optimering. Till exempel beskriver Brinkman med flera (2012) en microar-
ray dir inget PCR-steg forekommer fore analysen. I denna analys kan Cryp-
tosporidium och indikatororganismer for fekal kontaminering detekteras
(och idven bakterier som skulle kunna anvindas i biologisk krigsféring).

Pyrosekvensering ir ett relative nytt st att utfora DNA-sekvensering pd
all arvsmassa i ett prov. Genom att sekvensera all arvsmassa i ett prov och
sedan utnyttja bioinformatik (se Appendix) for att tolka den, gir det att fa
extremt mycket information pé kort tid om vilka gener som finns i provet
och pa sa sitt dven uppticka mikrobiologiska risker.

Inom dricksvattenproduktion finns det finns ménga intressanta frige-

stillningar som undersékts med microarrays och pyrosekvensering.
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En frigestillning i4r vad olika rivatten har for sammansittning av mik-
roorganismer och virus och hur denna sammansittning iindras pé kort eller
ling sikt under distribution. Aven om det inte gir att komma 4t hur akti-
viteten paverkas genom en sddan undersokning, kan man se vilka typer av
organismer som dominerar efter ling tid i vattnet. Detta har Lautenschlager
med flera underséke i ett distributionsnit for dricksvatten som forsorjs med
vatten frin flera vattenverk, i Holland (2013). Studien visade att samman-
sittning av mikroorganismer indrade sig och innehéll potentiella biofilm-
bildande organismer efter en lingre uppehallstid i distributionsnitet, vilket
tyder pa att dessa organismer av nigon anledning har en bra konkurrensfér-
del diir. Andra studier visar ocksa att biofilmbildande bakterier har en bittre
formaga att reparera DNA efter en UV-behandling 4n andra bakterier (Siif§
med flera 2009). Aven i svenska vattenledningar forindras bakteriepopula-
tionerna p4 stillen lingt ut i distributionsnitet jimfért med platser nirmare
vattenverket (L&ngmark med flera 2007).

Det ir ocksd mojligt se pa vilket sitt sammansittningen av organismer
i rdvattnet korrelerar med andra parametrar. Utvirderingen innefattar da
multivariata statistiska analyser. Detta har gjorts i grundvattentikter i Mex-
iko (Navarro-Noya med flera, 2013) diir man sg att temperaturen och jirn-
halten i ravattnet paverkade vilka organismer som fanns dir. En hégre tem-
peratur pa rdvattnet gynnade inte helt ovintat organismer med potentiella
sjukdomsframkallande egenskaper. Det gir att med hjilp av multivariata
statistiska analyser fi indikationer pd vilka parametrar som styr ett dvertag
for vissa icke onskvirda bakteriegrupper.

Det ir ocksd uppenbart att organismernas sammansittning skiljer sig
mellan olika rivatten (Eichler med flera, 2006; Navarro-Noya med flera,
2013). Eftersom det tidigare konstaterats att olika typer av sjukdomsfram-
kallande virus och organismer ir olika kinsliga nir det giller till exempel
UV-behandling betyder detta att ravatten inte kan behandlas som en svart
l&da utan bor karaktiriseras bade kemiskt och biologiskt innan berednings-
processen vid ett vattenverk kan optimeras.

16



6. Kan nuvarande metoder for
antalsbestamning av patogener
ersattas med snabbare och mer
relevanta metoder?

Antalsbestimning av sjukdomsframkallande organismer utfors ofta med
hjilp av de molekylira metoder som kallas kvantitativ PCR, eller q-PCR (se
Appendix). Det storsta problemet med att anvinda dessa metoder istillet
for den traditionella odlingen ir att analysen 4ven kan finga upp inaktiva
organismer, vilket gor att de ibland kan dverskatta antalet sjukdomsframkal-
lande organismer i ett prov (Shershan med flera 2014). A andra sidan kan
q-PCR iven detektera mikroorganismer som inte gir att odla med tradi-
tionella tekniker (Robertsson med flera, 2014), vilket ocksi bidrar till vik-
tig information om vattenstatusen. Nir det giller q-PCR krivs oftast stora
provvolymer fr att utféra denna typ av analyser och ofta anvinds ultrafil-
trering som koncentrationssteg.

Det finns en mingd q-PCR metoder utvecklade f6r manga olika bakte-
rier, virus och parasiter. I sammanfattningen frin Aw och Rose (2012) och
Robertsson med flera (2014) finns q-PCR metoder beskrivna for en mingd
olika sjukdomsframkallande organismer och virus:

»  Campylobacter jejunia
 Escherichia coli O157

* Helicobacter pylori

* Legionella pneumophila
*  Mycobacterium avium

o Salmonella enterica

o Shigella spp.

* Adenoviruses

e Caliciviruses (noroviruses)
* Enteroviruses

* Hepatitis A virus

* Hepatitis E virus

*  Cryptosporidium parvum
* Nacegleria fowleri

¢ Aeromanader

I allminhet ligger detektionsgrinsen for dessa metoder mellan 1-100 gen-
kopior, de flesta runt 10. Manga mikroorganismer innehaller mer 4n en
genkopia. Detta gor att analysens detektionsgrins 4r minst 1-100 organis-
mer, men den kan i praktiken vara dnnu ligre.

Maheux med flera (2014) har beskrivit en PCR som kan detektera enskild
forekomst av nistan 150 olika fekala koliforma bakterier (varav hilften ir
enterobakeerier) i ett 100 ml dricksvattenprov med en analystid om 5 tim-
mar. Denna metod visade sig likvirdig med odlingsmetoder som anvindes
som jimforelse i studien. Nir det gillde odlingsmetoderna erhélls resultaten
efter 24 timmar. En tidsskillnad p& 19 timmar skulle kunna gora stor skill-
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nad for hur snabbt atgirder kan sittas in om en eventuell kontaminering av
dricksvattnet har dgt rum.

g-PCR anses vara ett utmirkt redskap for att uppticka viruskontami-
nering i olika vatten, bide p& grund av den snabba analystiden och dess
kinslighet for speciella virustyper (Aw och Rose, 2012). Nir det giller att
detektera virus anvinds ofta en metod som kallas Reverst Transkriptas-q-
PCR eller forkortat RT-q-PCR (se Appendix). Denna analysmetod behéver
anvindas nir det giller detektion av de manga virus som inte innehéller
DNA som arvsmassa utan istillet RNA (se Appendix). RNA kan inte f6r6-
kas med hjilp av PCR, utan maste forst omvandlas till DNA. Med hjilp av
ett enzym som kallas reverst transkriptas kan denna omvandling frin RNA
till DNA utféras. Exempel pA RNA-virus som kan antalsbestimmas genom
RT-q-PCR ir enterovirus och norovirus. Det finns en US EPA-metod med
lag detektionsgrins for detta indamdl utvecklad for just dricksvatten (US
EPA Method 1615).

Traditionella metoder f6r att undersoka dricksvattens status involverar
frimst odling av ndgra fi indikatororganismer. Det har ofta diskuterats
hur vil resultaten frin dessa metoder dverensstimmer med den verkliga
dricksvattenstatusen (Lindberg och Lindqvist, 2005). Det har foreslagits att
q-PCR av adenovirus skulle kunna anvindas f6r att fi fram ett molekylirt
index pa hur bra ett dricksvatten ir (Albinana-Gimenez med flera, 2009).
Att anvinda sig av g-PCR nir det giller att kontrollera dricksvatten och
ravatten ir alltsd pa stark frammarsch globalt.
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7. Hur paverkas aktiviteten
hos olika mikroorganismer
av UV-behandlingen?

Vid UV-behandling ir det av stor betydelse att med sikerhet kunna siga
att de sjukdomsframkallande organismerna ir inaktiverade efter behand-
lingen. Det finns vissa svirigheter att undersoka detta efter behandling med
just UV-ljus. Vissa desinfektionsbehandlingar, som till exempel klorering,
ozonering eller virmebehandling forstor bakteriernas och parasiternas cell-
viggar eller cellmembran eller virusens kapsider, men nir det giller UV-
behandling ir cellviggar, cellmembran och kapsider ofta intakta dven om
deras sjukdomsframkallande egenskaper har inaktiverats (Fongaro med
flera, 2013).

Om ett cellmembran 4r trasigt gar provet att behandla med ett imne som
kallas propidium monoazid (PMA, se appendix). PMA gir in i trasiga cel-
ler och binder in till arvsmassan och stoppar dirmed detektion med hjilp
av PCR (Nocker med flera 2007, Alonso med flera 2014). Eftersom DNA
endast 4r exponerat nir cellmembranet ir trasigt kommer bara DNA i dessa
celler att bli uppbundet av PMA. De intakta cellernas DNA kommer inte
PMA it, och siledes ir dessa de enda vars arvsmassa kommer att detekteras
med PCR. Dirfér kan experiment dir behandling med PMA utf6rs vara
mycket givande i vatten dir andra desinfektionsmetoder utnyttas.

Detta ir dock inte méjligt nir cellerna eller virusen dnnu ir intakta, men
inaktiverade, alltsd nir UV-behandling anvinds fér desinfektion. Man fir
d4 ta till andra metoder. Generellt kan det konstateras att dessa metoder 4n
s linge limpar sig bist for en specifik organism eller viruspartikel.

De studier och de metoder som redan nu anvinds for att undersska
denna frigestillning giller frimst olika virus och bygger till exempel pa en
kombinerad odlings- och g-PCR-metod (Integrated Cell Culture — Reverse
Transcriptase — q-PCR, ICC-rt-q-PCR, se Appendix) eller att man utfor tva
olika PCR efter varandra, s kallad Long range-q-PCR (se Appendix).

I den kombinerade odlingen-q-PCR metoden odlas virusen férst for att
se om de infekterar angripna celler. Sedan utférs en RT-g-PCR pa eventu-
ella infekterade celler f6r att se om virusen utsondrar sjukdomsframkallande
dmnen. Denna metod tar ca 2 dagar istillet fér de traditionella 5-7 dagar
som krivs vid vanliga odlingsmetoder for virus. Metoden har testats for
adenovirus och rotavirus och ir kinsligare 4n traditionell odling (Fongaro
med flera, 2013 och Li med flera, 2010).

I Long Range-q-PCR utférs en PCR som kopierar en si ling bit av virus-
DNA som mgjligt (Rodriguez med flera, 2013). Om UV-behandlingen har
forstore tillrickligt manga byggstenar i arvsmassan kommer inte denna PCR-
produket att kunna bildas. Efter denna forsta PCR-reaktion utfors en q-PCR
som detekterar om den sjukdomsframkallande arvsmassan finns kvar. Gor
den det kommer detta att kunna detekteras, men om UV-behandlingen
inaktiverat viruset genom att forstora byggstenar i DNA kommer g-PCR-
detektionen att utebli. Denna analys kan producera resultat pd 1 dag.
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Men hjilp av ovan nimnda metoder minimeras dessutom risken for att
virusen dtervinner férmégan att producera sjukdomsframkallande @mnen,
nigot som kan ske under den traditionella odlingstiden pa 7 dagar.

Det finns dven metoder hur man kan mita aktivitetsniver av levande
organismer som inte bygger pa renodlade molekyirbiologiska metoder. En
del av dessa instrument kallas biosensorer och dessa kinner igen nigon bio-
logisk substans och kan da ge en signal (Connelly och Bacumner, 2012).
Goteborg Vatten utnyttjar biosensorsystemet Colifast for att tidigt kunna
uppticka koliforma bakterier i Gota dlv. Hir utnyttjas ett enzym som ir
specifikt for levande koliforma bakterier. Enzymet verkar pd speciella sub-
strat i Colifastsystemet som di fluorescerar och ger en on-line signal.

Det gir dven utmirke att anviinda en enskild ATP analys for att se hur
mycket ATP som finns i ett vatten genom att utnyttja luciferin/luciferas-
metoden (se Appendix). Denna typ av analys dr snabb (en halvtimme),
robust och enkel att utféra och anvinds ofta inom livsmedelsindustrin for
att detektera kontamineringskillor. ATP ir alla organismers energidepd som
de anvinder eller bildar i olika processer i imnesomsittningen. Hoga ATP-
nivder i ett vatten tyder pd hoga cellantal medan laga tyder pa liga cellantal.
Det gr att mita ATP i enskilda intakta, fungerande celler, eller total-ATP i
ett vatten. Det gir dessutom att skilja pa bakteriellt ATP och ATP frin para-
siter. Virus didremot anvinder sig inte av eget ATP utan forlitar sig pd sin
virdorganisms ATP-metabolism och kan dirf6r inte detekteras med hjilp
av ATP-analyser.

ATP-analyser av dricksvatten skulle kunna ge snabba indikationer pd
okade antal av bakterier eller parasiter och skulle dessutom kunna kombi-
neras med molekylirbiologiska metoder for att 6ka specificiteten i analys-

resultaten.
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8. Slutsatser

Nya molekylirbiologiska metoder ir globalt pé stark frammarsch for mik-
robiell karakterisering av naturliga vatten f6re, under och efter dricksvatten-
beredning. Generellt kan det konstateras att de nya metoderna kan komma
att innebira:

* Kortare analystider

* Noggrannare bestimningar

* Identifiering av hittills okéinda sjukdomsframkallande mikroorganismer

I kombination med andra metoder kan de molekylirbiologiska metoderna
ocksd utnyttjas for att f6lja mikroorganismers utveckling éver exempelvis
ett distributionsnit.

Nir det giller att kvantifiera effekten av UV-behandling kan kombina-
tioner av molekylirbiologiska metoder eller molekylirbiologiska metoder i
kombination med traditionella odlingsmetoder utnyttjas, dir dven effekten
pa virus kan kvantifieras.

Molekylirbiologiska metoder borde ocksd kunna kompletteras med till
exempel ATP-analyser. I detta fall skulle de molekylirbiologiska resultaten
kunna korreleras med en ATP-nivd i vattnet och relativa métt p aktiviteten

arbetas fram.
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9. Forslag till fortsatt arbete

Omfattande forskning bedrivs f6r nirvarande inom omridet molekylirbio-
logiska metoder for bestimning av den mikrobiologiska statusen i naturliga
vatten. Det finns en stor potential i dessa metoder och sannolikt kommer de
att kunna tillimpas inom omradet dricksvattenberedning och -distribution
inom en férhéllandevis nirliggande framtid.

Det ir ddrfor av stor betydelse att fortsatt folja utvecklingen, s att de
molekylirbiologiska metoderna sa snart det dr méjligt kan testas och anpas-
sas till svenska forhallanden. Det ror sig dd frimst om olika q-PCR fér att
snabbt kunna antalsbestimma relevanta sjukdomsframkallande organismer
och microarrays, eller pyrosekvensering for karakterisering av sammansitt-
ningen av organismer i olika vatten.

Det skulle dven vara av stort intresse att kombinera de molekylirbiolo-
giska metoderna med ATP-analyser. ATP-analyser dr mycket kinsliga och
skulle kunna ge ett relativt matt pa den biologiska aktiviteten fore och efter,
samt i olika delar av beredningsprocessen for dricksvatten. Kemisk karakte-
risering av vattnet kan i sin tur ge ytterligare kompletterande information
om vilka faktorer som kan péverka vattnets mikrobiologiska status.

Eftersom behovet av forbittrade mikrobiologiska metoder i dricksvat-
tenberedningen och speciellt for att bedoma effekten av UV-behandling ir
mycket stort dr det limpligt att en expertgrupp tillsitts som fortlopande
kan f6lja utvecklingen. Denna grupp kan sedan bedéma nir utvecklingen

nitt en sidan nivd att praktiska studier vid svenska vattenverk kan initieras.
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Appendix — Férklaringar av molekylar-
biologiska metoder och uttryck

Bioinformatik — datorgenererad information frin biologisk rddata (data som
lagras i till exempel arvsmassan i ett prov). Informationen kan t.ex. anvin-

das for att se vilka gener som finns i ett prov.

PCR — polymeraskedjereaktion. Tva sd kallade primrar (bestdende av nagra
DNA-byggstenar) anvinds med arvsmassan DNA som mélmolekyl for att
producera minga kopior av en speciell DNA-sekvens.

RT-PCR — 1 denna metod anvinds enzymet reverst transkriptas (RT) som
hjilper till att bygga DNA utifrin RNA. Sedan kan en vanlig PCR anvindas
for att producera manga kopior en den nybyggda DNA sekvensen. Eftersom
aktiva celler kan producera RNA som i sin tur kan anvindas som mallar i
cellen for att bilda till exempel sjukdomsframkallande mnen, kan RT-PCR
dven anvindas for att kontrollera aktivitet i celler och virus.

g-PCR —Tva primrar anvinds med arvsmassan DNA som malmolekyl for
att exponentiellt producera manga kopior av en speciell DNA-sekvens, spe-
cifik for den grupp av organismer man vill underséka. Kopiorna innehéller
fluorescerande firgimnen vars signaler kan detekteras. Beroende pa nir sig-
nalen bérjar detekteras kan den genom en jimforelse med en standardkurva
omvandlas till ett antal av hur manga kopior av den organismspecifika sek-

vensen som fanns frin borjan.

Long Range-q-PCR — 1 Long Range-q-PCR kérs tva olika PCR-reaktioner
efter varandra. I den forsta PCR:en, Long Range PCR, kopieras en léng
bit DNA, upp till 10000 baser. Om nigra fi byggstenar i arvsmassan har
forstorts av en viss behandling kommer inte denna linga PCR-produkt
bildas eftersom PCR-reaktionen inte fungerar di. Pa produkten av Long
Range PCR:en utf6rs en q-PCR som detekterar om sjukdomsframkallande
arvsmassa specifik for den organism eller virus man undersdker kan hittas.
Gor den det kommer detta att kunna detekteras under q-PCR:en, men om
UV-behandlingen inaktiverat organismen eller viruset genom att forstora
byggstenar i DNA kommer detektionen att utebli.

DNA microarray — en yta (antingen i form av en platta eller som kulor) dir
mdnga bitar av DNA med kind arvsmassesekvens ir fastsatta. DNA frén
ett prov kan sedan binda in pé de fastsatta bitarna av DNA om sekvenserna
iar komplementira (d.v.s. de parar ihop sig). Om DNA bundit in kan detta
detekteras genom att biten dé blir till exempel fluorescerande eller avger ljus
vilket i sin tur kan tolkas som att den organism eller det virus man letar efter

finns i provet.

PMA — Propidium Monoazid — ett firgimne som binder till organiska
molekyler inklusive arvsmassan DNA under ett kort exponering med syn-
ligt ljus. Detta imne kan endast ta sig in i trasiga celler och kapsider och kan

anvindas for att hindra PCR-reaktioner i trasiga celler och virus.
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Kapsid — skal som omger och skyddar arvsmassan i ett virus

Luciferin/Luciferas metoden — AdenosinTri Phosphate (ATP) ir en energi-
birande molekyl som hela tiden &terbildas i levande celler. ATP-innehéllet
i ett vattenprov mits traditionellt genom att utnyttja ljusemissionen frin
reaktionen mellan ATP och luciferin. Reaktionen katalyseras av ett natur-
ligt enzym, luciferas. Ljusemissionen mits i en luminometer och ir propor-
tionell mot ATP-miingden i provet. Det finns flertalet utformade reagens
for denna typ av analyser. Under optimala analysforhallanden 4r metodens
detektionsgrins mycket ldg (10 celler).
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