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Forord
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Sammanfattning

Projektet har utvirderat ny mitteknik for att man snabbare ska kunna upp-
ticka paverkan av fekalier pd ravatten. E. coli har anvints som indikator-
bakterie. Det anvinda instrumentet har stor potential att mita halten £.coli
i rdvatten online, och limpar sig dirfor bra som ett tidigt varningssystem.
Online-mitning av ravattenkvaliteten kan férhindra vattenburen smitta,
nigot som ir intressant for bade dricksvattenproducenter och sambhillet i
stort.

Metoden baseras pé att bakterier mirks med antikroppar som har fluo-
rescenstaggats med en molekyl som gor att de efter bestrdlning sinder ut
kortvarigt ljus. Ett optiskt instrument har utvecklats for att rikna enstaka
bakterier i ett provilde. Mitsystemet har konstruerats for att dels matcha
en industriell miljs, dels halla nere kostnaden f6r att géra instrumentet eko-
nomiskt rimligt for aktorer inom dricksvattenproduktion

De fluorescerande markérerna skickar ut ljus som uppfingas av en detek-
tor. Ursprungligen valdes markérerna for att skicka ut ljus i det synliga omra-
det. Men det visade sig att bakgrundsfluorescensen i det synliga omradet var
hég, fran klorofyll i alger och cyanobakterier. Dirfor beslutade projekegrup-
pen att i stillet vilja markorer som fluorescerade i nira infrarsda vaglingder.
Bytet av vaglingdsomrade 16ste problemen med bakgrundsfluorescens och
dr ett avgdrande steg mot ett fungerande instrument. Men anpassningen av
optiken for det nya viglingdsomridet medférde nya utmaningar, sirskilt p&
detektorsidan.

Filttester som genomfordes pa Overby Vattenverk i Trollhittan visade att
instrumentet fungerar bra i den industriella miljon, och man kunde koppla
in det mot en rivattenledning. Mitningar utférda i labb pa rivatten och
renat avloppsvatten visade pa tydliga skillnader i koncentrationen av E. col7,
men i de flesta fall var den uppmatta halten ligre dn forvintat.

Den kanske storsta begrinsningen med den nya mittekniken ir att fi en
tillrickligt hog genomstromning av vattenprov i instrumentet. Detta 4r vik-
tigt for att fi en bra uppskattning av koncentrationen . co/i inom rimlig tid
(minuter). Man kan 6ka genomflodet genom att 6ka dimensionen hos den
optiska flodeskanalen. Nackdelen ir att kinsligheten minskar. I en storre
flodeskanal tittar man pa ett stérre omrade och signalen frin en enstaka
bakterie gentemot bakgrunden blir mindre. Hir finns en viktig avvigning
for framtida utveckling.

Projektet har letts av Trollhittan Energi i samarbete med Géteborgs stad,
Norrvatten, Vivab och DRICKS-programmet pa Chalmers. Storre delen av
utvecklingsarbetet har utforts av Acreo Swedish ICT. Projektet har ingdtt
som en del i ett stérre Vinnovafinansierat projekt inom utmaningsdriven
innovation med titeln Online sensorsystem for resurseffektiv vattenhante-
ring (SENSATION) som avslutades 2014 och var fokuserat pa en helhets-

16sning f6r mitning av vattenkvalitet.



Summary

The aim of this project is to investigate a new method for fast detection
of fecal contamination in water resources by using E. coli as indicator bac-
teria. Online measurement of raw water quality is important in order to
avoid outbreaks of waterborne diseases and therefor very interesting for the
water producers for society in general. The method is based on fluores-
cently labelled antibodies which specific binds to the indicator bacteria and
an instrument was developed to count individual bacteria in a continu-
ously sample flow. The system was designed to be more robust to match the
industrial environment to a lower cost than a conventional flow cytometer.

The fluorescent markers was at first chosen in the visible region of the
light spectrum, but early tests showed a high level of interfering fluores-
cent background signal in this region, arising from the chlorophyll in algae
and cyanobacteria in raw water. Hence a decision was made to change the
measurement to near-infrared (NIR) wavelengths, in order to reduce the
background signal. The change of measurement region solved the prob-
lem with background fluorescence which is an important step towards a
working product. The required adjustments of the optics in the instrument
introduced new challenges, especially on the detector side.

Field trials performed at Overby Water treatment plant in Trollhittan
showed that the instrument was working fine in the industrial environment
and connection to the raw water pipe was tested. Laboratory measurements
showed that the instrument clearly could measure difference between raw
water samples and treated sewage water, but the estimated differences in
concentration were lower than expected.

The greatest challenge with this technique is probably to achieve a suffi-
cient sample flow through the instrument in order to get a good estimation
of the E. coli concentration within reasonable time (minutes). However, it
is possible to increase the throughput flow by increasing the size of the flow
channel, but this will probably lower the sensitivity of the system and this is
an important trade-off for future development.

The evaluation done in this project shows that the instrument has great
potential for online measurement of E.coli content in raw water, which
makes it suitable as an early warning system. To invest in further develop-

ment can be well motivated.



1 Introduktion

Dilig vattenkvalitet beriknas ligga bakom cirka 4 % av den totala ming-
den arliga sjukdomsutbrott i virlden (WHO, 2014). Bristande tillging
till rent vatten ir ett globalt hilsoproblem som paverkar runt en miljard
minniskor virlden dver. Fattiga landsbygdsomraden péverkas i sirskilt hog
grad och av virldens befolkning si uppskattas cirka 34 % leva i omriden
med otillricklig rening av dricksvattnet. (UNICEF, 2011). Men det ir
langt ifrin bara fattiga omriden som paverkas av vattenfororening, enligt
Folkhilsomyndigheten i Sverige rapporterades 142 fall av vattenrelaterade
patogena utbrott mellan dren 1980 och 2004, dir det storsta utbrottet drab-
bade 11000 minniskor (Folkhilsomyndigheten, 1980-2004) och direfter
har flera utbrott fitt medial uppmirksamhet sdsom Lilla Edet (2008) och
Ostersund (2010).

Den vixande befolkningen och urbaniseringen ckar bade risken for
patogena utbrott och den potentiella omfattningen av dessa utbrott. Det
dr av stor vikt att overvaka ytvattentikter, sisom floder och sjdar, i syfte att
uppritthalla kvaliteten pd dricksvatten. Virldshilsoorganisationen (WHO)
uppger att det krivs bittre verktyg och metoder for att forbittra och skydda
dricksvattenkvaliteten i samhillet, till exempel genom Water Safety Plans,
for att genomféra en héllbar praxis for vattenkvalité runt om i virlden. En
relativt enkel och effektiv strategi ir att kontinuerligt 6vervaka en vatten-
tikt som skydd mot fororeningar, sisom fekal paverkan. Overvakningen
kan exempelvis anvindas for selektiv stingning av ravattenintag eller for att
vidta andra dtgirder for att minska effekterna av en férorening (J. Astrom,
2007), (J. Astrom, 2007), (P. Servais, 2005). For att fullt ut kunna anvinda
sig av 6vervakning krivs dock nya snabba och tillférlitliga sensorsystem for
att kunna reagera i tid.'

Detta projekt har utvirderat ett nytt sitt att minska denna tid genom
anvindning av en ny typ av flddescytometer, baserad pa optisk detektion
och specifik detektion av E. coli med hjilp av flourescerande antikroppar.

Projekeet har letts av Trollhittan Energi i samarbete med Goteborgs stad
(Kretsloppskontoret och Géteborg Vatten), Norrvatten, Vivab, DRICKS
Chalmers och Acreo Swedish ICT. Syftet var att utvirdera om detta system
kan anvindas som ett substitut for de fér nirvarande anvinda metoder, i
syfte att minska tiden mellan provtagning och resultat.

Malsittningen med projektet dr att utveckla en betydligt snabbare miit-
metod dn vad som existerar i dagsliget vad giller detektion av fekal paver-
kan.

! Muntlig information frén Johanna Hilding, Processingenjér pd Trollhittan Energi AB, Maj 2014
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2  Bakgrund

2.1 Oversikt tidiga varningssystem

2.1.1  Indikatororganism

Fekal paverkan ir en vanlig killa till mikrobiella patogener i ytvatten (R.
Lopez-Roldan, 2013), (Arbetsmiljéverket, 2012) och den kan komma frin
killor sa som godselavrinning frin jordbruksomraden, brunnar, avrinning
fran boskap eller vilda djur, utslipp av kommunalt eller industriellc avlopps-
vatten, och i vissa fall frin olyckor.

Kostnaden for att kartligga alla organismer i ytvattnet ir alltfor hog i
forhéllande till den nyttan det ger, sd i praktiken anvinds istillet ofta si
kallade fekala indikatorbakterier (FIB) (J. Astrom, 2007), (P. Servais, 2005),
(A.-S. Madoux-Humery, 2013). Den amerikanska miljévirdsmyndigheten
(US EPA) har satt upp féljande kriterier for en optimal indikatororganism
(US EPA, 2006):

* Organismen bér vara nirvarande dir enteropatogener férekommer

* Organismen bér vara anvindbar for alla typer av vatten

* Organismen bor ha lingre éverlevnadstid 4n de mest motstdndskraftiga
tarmpatogenerna

* Organismen bér inte vixa i vatten

* Organismen bér finnas i tarmen hos varmblodiga djur

* Testmetoden ska vara enkelt att utféra

* Koncentrationen av indikatororganismen bér ha direkt relation till gra-
den av fekal fororeningspéverkan

Det finns ingen organism som stimmer in perfeke pa samtliga av dessa krav

utan kraven anvinds som en rikdlinje.

2.1.2 E. coli som indikatorbakterie

Escherichia coli (E. coli) ir en mycket riklig forekommande bakterie i avfo-
ring och har dirfor foreslagits som den mest limpade indikatorn for fekal
fororening (S. Edberg, 2000) och rekommenderas av US EPA (US EPA,
2006) som indikatorbakterie (FIB). Det rider dock inte alltid en direkt
kvantitativ korrelation mellan koncentrationen E. coli som upptickts och
den fekala piverkans omfattning (J. Astrom, 2007). Dessutom overlever
E. coli ofta kortare tid i ytvatten jimfort med andra patogener (S. Edberg,
2000), (Baeumner, 2012).

Metoder som gir ut pd att rikna levande E. coli kan dirfor anses bristfil-
liga for att indikera forekomsten av andra patogener som 6verlever lingre
i tuffa forhillanden. Antal levande E. coli-celler kan alltsd ge vilseledande
information om graden av fekal kontaminering. Detta fel kan dock reduce-
ras genom att dven detektera icke kolonibildande eller intakta doda bakte-
rier, vilka kommer att upptickas i den nya flédescytometer som utvirderas
inom detta projekt. Nackdelen med denna strategi 4r dock risken att istillet
overskatta forekomst av patogener i ytvattnet.



2.1.3 Metoder for bakteriell detektion

Detektion av vattenburna patogener ir ett omride dir det bedrivs omfat-
tande forskning och dir minga olika biosensortekniker prévas och utvecklas
(Bacumner, 2012), (D. Ivnitski, 1999), dir ndgra exempel pd visasiTabell 2.1.

Tabell 2.1 Exempel pa sensortekniker fér detektion av vattenburna
patogener

Sensorteknik

Bioluminiscens inducerad av bakteriofager

Impedans

Ytplasmonresonans

Piezoelektricitet

Immunosensor (baserade pa optisk detektion)
Immunosensor (baserade pa elektrokemisk detektion)
Genosensor ( PCR-forstérkning av unika RNA-sekvenser)
Metabolism

Elektronisk nésa (artificiell nésa bestdende av system av sensorer)

Elektronisk tunga (artificiell tunga bestaende av system av sensorer)

Alla tekniker som nimns i tabellen ovan har si klart for- och nackdelar nir
det giller detektionskinslighet, specificitet, responsivitet, funktionalitet i
tuffa miljder, kostnad, och anvindarvinlighet.

Den mest anvinda biosensortekniken for vervakning av ytvattnen idag
i Sverige? 4r en automatiserad version av enklare rikning av levande celler i
kombination av metabolism-baserad biosensor (K. B. Omar, 2010), (. Try-
land, 2001), (I. Tryland, 2002), (U. Zuckerman, 2008). Denna teknik base-
ras pd att man foljer enzymaktiviteten frin bakteriernas imnesomsittning;
den specifika enzymatiska nedbrytningen av en kind metabolit resulterar i
fluorescerande produkter som kan detekteras. Colilert® och Colifast® ir tvé
exempel pd metabolism-baserade sensorsystem som riknar antalet levande
E. coli-bakterier samt den totala mingden koloforma bakterier i vatten.

Systemet Colilert 3000® har funnits sedan 1999 och bygger pa de bakte-
riella enzymerna beta-galaktosidas och beta-glucoronidase (Edberg, 2011).
Systemet har en detektionsgrins pa 1 koliform bakterie [CFU]/100 mL.
Detektionstiden beror pd bakteriekoncentration och ju hgre koncentratio-
ner desto kortare tid. Tiden som krivs for att uppticka den ligsta detekter-
bara koncentrationen ir 17 timmar (U. Zuckerman, 2008).

Overvakningssystemet som bygger pi Colifast® (CALM) ir baserat
pd enzymet beta-galaktosidas och molekylen 4-metylumbelliferyl beta
D-galaktopyranosid (MUGal) som fluorescerar nir den klyvs av enzymet.
Systemet kan detektera 1-100 koliforma bakterier [CFU]/100 ml inom
6-11 timmar och héga bakterichalter kan detekteras inom mindre 4n 1
timme (. Tryland, 2001).

Trollhittan Energi anvinder Colilert® och Géteborg Vatten anvinder
bide Colilert® och det automatiserade ColiFast®-systemet. Tiden frin prov-
tagning till svar f6r dessa system ir cirka 20 timmar, inklusive tid for prov-
transport och utvirdering av resultat. Dessa system dr dock generellt sett
inte sd vanligt férekommande i Sverige utan de flesta vattenverk skickar

2 Mest anvind for dvervakning av vatten i Géta Alv
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ravatten till laboratorier for test och fér resultat forst efter 2—-3 dagar, och
det dr mojligt att vissa anldggningar éverhuvudtaget inte testar rivatten alls

eftersom detta inte krivs av Livsmedelsverket.?

2.1.4  Online-6vervakning

Online-6vervakning skulle vara optimalt for att detektera plotslig paverkan
av rivattnet i exempelvis ett vattenverk. Ett sensorsystem direkt kopplat
till det inkommande révattnet skulle méjliggéra mitning i (eller nira) real-
tid och via ett dterkopplat system skulle rivattenintaget och/eller reningen
kunna styras, se Figur 2.1. Ett sddant online-system kriver dock en tillrdck-
ligt snabb och noggrann biosensor for att fungera tillforlitligt.

Valve

Intake Raw Water Flow Purification
Plant

ﬂ |— Demand and

Faad Gack Reservoir Levels TOther actions

= = Sensor —:> —> Waste

System

Figur 2.1 Schematisk bild 6ver ett online-system f6r 6vervakning av
inkommande ravatten och med aterkoppling fér att stdnga
vattenintag eller vidta andra reningsatgérder.

Aven om befintliga system, som exempelvis ColiLert® och Colifast®, ir
snabbare in vanliga standard-labbtester, sd kan detektionstiden fortfarande
vara ett problem. Stora mingder vatten kan fortsitta passera genom vat-
tenverket under den tid det tar for systemet att genomfora mitningen och
innan varningen kommer. Rent funktionellt s skulle dessa system fungera
for online-6vervakning, men de ir inte tillrickligt snabba for att fungera i
ett effektivt dterkopplingssystem.

2.1.5 Flédescytometri

Flodescytometri, beskriven i Figur 2.2, 4r en optisk metod for att detektera
och sortera partiklar, vanligtvis celler, i en kapillir mikroflédeskanal. En
liten provvolym i kombination med flddesmekanik méjliggér detektion och
sortering av enskilda celler. Inom flsdescytometrin utnyttjar man dven olika
ljusspridande egenskaper for att detektera olika celltyper, former och stor-
lekar, men idven specifika celler kan detekteras med hjilp av fluorescerande
mirkning (P. Bergquist, 2009), (J. Porter, 1997). Det senare faller under
kategorin f6r immunosensorer, dd man anvinder antikropp-firgimne-kon-
jugat for att mirka en viss specifik celltyp med en viss firg. Flodescytome-
tri har ett brett anviindningsomrade frin medicin till miljomikrobiologi (P
Bergquist, 2009), (J. Porter, 1997) och har 4ven tidigare anvints for detek-
tion och sortering av E. coli och andra bakterier i sjoar och avloppsvatten

(J. Porter, 1993).

> Muntlig information frin Johanna Hilding, Processingenjér pa Trollhittan Energi AB, Maj 2014
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Flodescytometrar anvinds frimst med ljus av véglingder inom det syn-
liga spektralomridet, men pd senare tid har det ocksa riktats intresse mot att
utvidga mitomradet in i det nira infraroda omradet (NIR-omridet). Detta
dels for att utnyttja det 6kade utbudet av tillgingliga infirgningsmetoder
och dels for att minska bakgrundsfluorescens i biologiska prover (W. Law-
rence, 2008), (J. Nolan, 2013).

Framsteg inom omrédet for optiska detektorer och laserteknik har gjort
det mojligt att skapa relativt billiga och enkla flédescytometrar. En mycket
enkel cellriknare med mikrofluidik har bland annat presenterats tidigare
(K.-I. Inatomi, 2000) vilket ir en indikation pa den framtida utvecklingen
inom omridet.

Figur 2.2 visar en schematisk bild 6ver konventionell flddescytometri
samt éver den enklare variant av flédescytometer for vattenévervakning som
har utvirderats inom detta projekt. Den senare har konstruerats med syfte
att bli mer robust for anvindning i industriell tillimpning, bli billigare att
producera samt och f6r att klara att hantera hogre provgenomflade.

\lﬁscenta kanaler

(réd och grén)
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Konventionell flédescytometri Flédescytometri for vattendvervakning

Fluorescent detektion
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Figur 2.2 Schematisk bild som visar konventionell flédescytometri (till
vanster) som detekterar bade spritt och fluorescerande ljus, och
en féreslagen flédescytometer fér vattendvervakning (till héger),
som &r enklare, mer robust fér att klara industriell tilldmpning
och som har stérre dimensioner fér hégre provgenomfléde.

2.2 Fluorescens

Fluorescens ir den process d& en atom eller molekyl uppgar till ett exciterat
elektrontillstind genom att absorbera elektromagnetisk strilning (vanligtvis
ljus) och dir den efterféljande relaxationen till grundtillstindet resulterar
i emission av elektromagnetisk strilning. Fluorescens sker inte for majori-
teten av de molekyler som finns i naturen och den sker typiskt f6r mole-
kyler med stora mingder s& kallade pi-bindningar. Egenskapen ir mycket
anvindbar for att pavisa specifika molekyler med hég kinslighet pd grund
av det ldga bakgrundsbruset (PerkinElmer, 2000), (Paula, 2010).
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Nir atomen eller molekylen atergar till grundtillstindet, vilket sker si
gott som omedelbart, avges energin i form av en foton, vanligen med lingre
véglingd, d.v.s. mindre energi, 4n det absorberade ljuset hade frin bérjan.
Det fluorescerande ljuset frin molekylen som man vill detektera har i de
flesta fall betydligt mindre intensitet 4n det infallande ljuset, vilket gor dessa
tvd svira att separera. Det finns dock tvd viktiga forutsittningar som gor en
separation mojlig. Det forsta bygger pa att det fluorescerande ljuset 4r uni-
formt i alla rikeningar vilket méjliggor detektion i 90 graders vinkel i f6rhél-
lande dill det infallande ljuset. Man utnyttjar ocksd den skillnad véglingd
mellan det exciterande och emitterande ljuset, det sd kallade Stoke-skiftet
(Figur 2.3), genom att filtrera ut det ljus man vill detektera.

Intensity Stokes shift

p—"

Excitation Emission

Wavelength

Figur 2.3 Principskiss som visar excitation- och emissionsspektrum
separerade med ett Stoke-skift fér en fluorescerande molekyl
eller atom.

Auto-fluorescens ir en benimning for fluorescens frén biomolekyler i celler

eller vivnad. Auto-fluorescens betraktas vanligen som ndgot negativt nir

man jobbar med infirgning av prover, eftersom det kommer att skapa en
hogre bakgrundsniva som gor det svérare att sirskilja de firgade omrédena.

Auto-fluorescens maste sirskilt beaktas vid arbete och med biologiska prover

och ljus i UV- och synliga vaglingdsomradet. Utdver auto-fluorescensen si

kan dven fluorescens fran klorofyll i alger vara nirvarande i vattenprover och
kommer d& eventuellt att interferera med mitningen. Klorofyll fluorescerar

med en bred topp i omridet runt 600-700 nm, och har en ling svans in i

det nira infrardda omrddet (NIR-omréadet) (L. Wlodarczyk, 2012). Andra

typer av alger kan ocksd vara nirvarande och kommer troligen att emittera

ljus 6ver ett brett spektrum (Vincent, 1983).

Vid arbete med obehandlade vattenprover sé finns det alltid en risk for att
provet innehéller alger, och det kan dirfor vara fordelaktigt act flytta excita-
tion och emission ovanfor intervallet for klorofyllets fluorescens, dvs. till
NIR-omrédet. Det som talar emot NIR-omridet ir svirigheten att arbeta
utan att kunna se ljuset med minskliga 6gat utan hjilpmedel, att utrustning
(t.ex. ljuskillor och detektorer) 4r dyrare och att infirgningstekniken inte
har ndtt samma tekniska mognad som for UV- och synliga omréidet.

Nackdelarna som finns med molekyler for firgning i NIR-omradet kan
medféra en del praktiska problem. NIR-molekylerna ir ofta storre, de har
ofta ligre l6slighet, de tenderar littare att aggregera med varandra och de
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har generellt en ligre intensitet jimfért med synliga firgimnen. Den all-
minna losningen pd dessa problem ir att inféra negativt laddade sulfon-
grupper som kommer att oka l6sligheten och intensiteten (Sigma-Aldrich,
2011). Inférandet av negativa laddningar kan dock férindra den isoelek-
triska punkten for antikroppen. Den isoelektriska punkten ir viktig for att
bibehilla funktionen av antikroppen och att stéra laddningsfordelning kan
dirfor orsaka forlust av funktion eller 6ka ospecifik bindning.

2.3  Antikroppar och kopplingskemi

E. coli bakterier skall ges en fluorescent infirgning via specifika antikroppar
som kinner igen antigen pa bakteriernas yta. Antikroppar ir stora protei-
ner som viger runt 150 kDa fér IgG. De produceras i djur som en del av
immunsystemet. Funktionen hos antikropparna ir att binda till s kallade
antigen pé frimmande objekt och molekyler i kroppen, sisom patogener
eller toxin med hdg specificitet och affinitet. Antikroppar gor malet Lict-
are att uppticka for resten av immunforsvaret, samt kan i dven i vissa fall
neutraliserar patogener och toxiner genom aggregatbildning eller genom att
blockera aktiva receptor-ligandinteraktioner, som behévs for att patogenen
skall 6verleva i kroppen. (K. Murphy, 2011).

Tung kedja

variabel
region ‘
Latt kedja
variabel

Latt kedja

Disulfid-
bryggor

Flexibel region

/}J

Sockerkedjor

O O
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Antigenbindande domén

Figur 2.4 Typisk struktur f6r en IgG-antikropp.
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Strukturen av antikroppen (Figur 2.4) ir avgorande for dess specifici-
tet och affinitet mot antigenet, och en liten forindring av dess struktur
kan paverka funktionen mycket (D. Shrestha, 2012) (M. Hall, 2012). Vid
mirkning av antikroppar med fluorescerande firgimnen, finns det flera
tinkbara komplikationer som méste beaktas:

* Firgimnet eller kopplingsmetoden kan leda till omdisponeringar i anti-
kroppen s att specificitet och affinitet dndras eller forloras
* Firgimnet kan blockera antigenbindningsstille (hypervariabla regionen,

(se Figur 2.4)

* Firgimnet eller kopplingsmetoden kan orsaka aggregering av antikrop-
par

e Firgimnet férhindrar antikroppen for att nd det antigen pé celler ytor pa
grund av steriskt hinder,

Fér att utvirdera hur en konjugering av antikroppar till en fluorescerande
molekyl (eller partikel) paverkar antikroppens funktion kan man bestimma
antikroppens affinitet for antigenet fére och efter konjugering. D4 vi valt att
arbeta med polyklonala antikroppar (d.v.s. en blandning av olika antikrop-
par) ir det bara mojligt att mita den genomsnittliga affiniteten som ett matt
pa den totala styrkan av interaktionen. De antikroppar som anvinds i detta
projekt dr dessutom inte affinitetsupprenade, det innebir att de innehdl-
ler hoga halter ospecifika antikroppar. Ett naturligt nista steg dr dirfor att
rena upp de specifika antikropparna vilket bér leda till starkare fluorescent
infirgning av bakterierna och bittre prestanda for systemet.

IgY dr ett immunglobulin som finns hos figlar och som vanligtvis utvinns
ur dggulan. Det faktum att antikroppar frin de immuniserade kyckling-
arna dverfors till dggulan, och dir finns i hog koncentration har varit kint
under en léng tid och medfér att de kan produceras mer humant in genom
att bloda forsoksdjuret. Ytterligare férdel med IgY antikroppar ér att stora
mingder antikroppar kan tas fram frin en enda héna di den kan ligga
mdnga dgg. IgY ir ett intressant immunoglobulin med flera potentiella f6r-
delar, bade i det hir projektet och for andra tillimpningar. I virt projeke
dr det faktum att IgY har en massiv glykosylering av FC-regionen av extra
intresse. Glykosyleringen kar stabiliteten hos antikroppen samtidigt som
den utgor ett “handtag” i konjugeringsprocessen, nigot som vi kommer
tillbaka till senare. Virt att nimna ir ocksa att risken for icke-specifik bak-
rundsbindning av fel bakterier, via bakteriella s.k. FC receptorer, inte utgor
samma problem for IgY sdsom ir fallet for IgG.

Fér funktionella affinitets-analyser har vi anvint oss av immobiliserade
bakterier i mikrotiterplattor. Hir har mussel Adhesive Protein (MAP)
anvints for att immobilisera bakterierna. (B.-H. Choi, 2011). MAP ir ett
protein som anvinds av marina organismer att fista pd en mingd olika sub-
strat, t.ex. mineral, metall, plast och triytor. Proteinet kan ocksd anvindas

for att skapa tvirbindningar mellan biologiska och syntetiska material.
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2.4  Optiska komponenter fér NIR-omradet

De flesta optiska komponenter 4r optimerade for ljus inom det synliga
véglingdsomrédet. Att arbeta inom NIR-omrédet innebir dirfér antingen
hégre komponentkostnader for NIR-kompatibla komponenter eller, som
alternativ, anvinda komponenter for synliga omridet vilket medfér simre
kinslighet i NIR-omrédet. Det faktum att firgmolekylerna tenderar att ge
ligre signal (Spieles, 2011) 6kar dessutom utmaningen.

Det finns i princip tre olika typer av optiska detektorer som anvinds;
fotomultiplikatorrér (PMT), CCD eller CMOS-kameror och lavinfotodio-
der (APD), som ir halvledande detektorer med en integrerad elektron-mul-
tiplikation (forstirkning). PMT-detektorer ir i allminhet de mest kinsliga
detektorer pa grund av den integrerade forstirkning som fis via elektron-
multiplikation, men de férlorar i de flesta fall kiinslighet i NIR-omradet (se
Figur 3.4). CCD-kameror ir limpliga f6r NIR-omriddet men kameror som
ar tllrickligt kinsliga for applikationen 4r dyra. APD-detektorer 4r mindre
kinsliga i det synliga omradet in PMT, men kinsligheten striicker sig lingre
in i NIR-omradet och kan dirf6r vara ett bra alternativ for tillimpningen
(W. Lawrence, 2008) (J. Nolan, 2013).

Optiska komponenter ir oftast optimerade for ett band av viglingder
och en antireflekterande (AR) beliggning anvinds f6r att matcha dessa vag-
lingder. Den AR-beliggning som anvinds i det synliga omradet forlorar sin
funktion nir man nirmar sig IR-omridet. Optiska komponenter, sisom
linser och objektiv, kan dirfor fi en dkad reflektion med konstiga optiska
effekter som foljd, nir det anvinds for NIR-ljus. AR-belidggningar for NIR-
IR ir numera tillgingligt och rekommenderas for att uppnd bista resultat.
Diremot kan vanlig hogkvalitativ optik i fluorescensmikroskopi fortfarande
anvindas i NIR-omridet.

Inom projektet anvindes en relative billig APD-detektor initialt, men

visade brist pa kiinslighet och en istillet installerades en fotomultiplikator
(PMT).
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3  Material och matsystem

3.1 Material fér biologisk detektion

De stammar av E. coli som anvints i detta projeke dr tvd vanliga labora-
toriestammar; XL1 Blue och XL10 Gold samt den klassiska vildtypsstam-
men K12. Dessa stammar har dven anvints for att producera antikropparna.
Tanken bakom valet att anvinda flera stammar var att fi en representativ
blandning av ytstrukturer presenterade av dessa E. co/i stammar med antigen
som ir typiska for manga olika E. coli-typer som finns i naturen. Stammen
som anvinds fér grundliggande affinitet métning var vildtypstammen K12.

IgY-antikroppar producerades av foretaget Agrisera och preparerades frin
honsigg. IgY dr med en molekylvike pd 167 KDa ndgot tyngre in vanliga
IgG-antikroppar IgY som anvints i detta arbete har inte affinitetsrenats och
innehdller dirfor en okind andel antikroppar som ir specifika for E. coli
forutom andra antikroppar. Agrisera uppger att det vanligtvis forekommer
0,5-10 % specifika antikroppar riktade mot ett specifikt antigen, emellertid
har héns ofta naturligt forekommande antikroppar mot E. coli vilket efter
immuniseringen bor ha forstirkts avsevirt. Dessa antikroppar anvinds utan
affinitetsrening i syfte att utféra ett relativt enkelt och billigt test for att
indikera egenskaperna hos sensorsystemet.

IgY antikroppar mirktes antingen med en fluorescent molekyl (Alexa
Fluor 790), eller med fluorescenta nanopartiklar. Inledningsvis anvindes
fluorescenta nanopartiklar som emitterar vid 620 nm. Emellertid samman-
foll denna med emissionsviglingden fran klorofyll, vilket kunde leda till att
cyanobakterier och alger kunde forvixlas med E. coli bakterier av flodescy-
tometern. For att undvika detta modifierades instrumentet till act detektera
emission i det fér vira 6gon osynliga NIR omridet (runt 800 nm), och
antikropparna konjugerades till kvantprickar med emission vid 800 nm
(Quantum dots 800).

Fosfatbuffrad saltlosning (PBS) anvindes som standardbuffert for anti-
kroppar och bakteriesuspensioner. Mussel-vidhiftnings protein (MAP)
anvindes for att fista E. coli till mikrotiterplattor under immunanalysex-
periment. Bovint serumalbumin (BSA) anvindes som en stabilisator for
antikroppslésningar och bakteriepensioner, samt blockeringsmedel under
immunanalyser och for att blockera flodeskanalen. Proteiner kan bindas
till glas eller plast via hydrofob eller dipol attraktion och BSA anvindes p&
detta sitt for att blockera de tillgingliga bindningsstillen. Detta kommer att
stoppa antikroppar eller celler att binda ospecifike till ytor, vilket ir viktigt
eftersom icke-specifik bindning kan producera felaktigheter vid laga pro-
teinkoncentrationer. BSA kommer ocksd binda till celler och antikroppar
for att blockera icke-specifika platser vilket gor att den specifika firgningen
framtrider tydligare. Tween 20 ir en detergent som minskar icke-specifik
bindning och anvinds i mdnga immunoanalyser. Natriumazid anvinds f6r
att forhindra bakterietillvixt i bakteriepensioner eller antikroppslésningar.
Natriumbikarbonat anvindes f6r att 6ka reaktiviteten f6r antikroppsmirk-
ning processen genom att hoja pH. Beliggningsbuffert, innehéllande 0,3 %
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natriumkarbonat och 0,6 % natriumbikarbonat i Milli-Q-vatten, anvindes
for att 6ka beliggningseffektiviteten av MAP. Den sekundira fluorescens-
mirkta antikroppen ir riktad mot en konserverad del av kycklingantikrop-
parna och anvindes f6r att detektera bunden IgY under immunoanalyser.

3.2 Matsystem

Acreo Swedish ICT AB har tidigare utvecklat en enklare flsdescytometer
for detektion av bakterien Mycobacterium tuberculosis som orsakar turber-
kulos. Inom detta projekt har systemet anpassats for detektion av E.coil, en
bakterie som har visat sig vara en limplig indikator for fekal p&verkan. Till
skillnad frin en konventionell flddescytometer, som normalt 4r mer anpas-
sad for laboratoriebruk, s har mitsystemet konstruerats for att matcha
industriell miljé och f6r att gora hirdvaran ekonomiskt héllbar for aktérer
inom dricksvatten.

Arbetet har bland annat bestatt i att gora den optiska detektionsdelen
mer robust och kompakt i storlek. Utéver arbetet med den optiska delen
har en instrumentldda innehallande pumpar, slangar, filter och elektronik
for styrning av pumpar firdigstillts och testats. Aven en del anpassningar av
styr- och mitmjukvara har genomforts under varen 2013.

De olika delarna i instrumentet beskrivs i avsnitten som foljer.

3.21 Matprincipen

Figur 3.1 visar en principskiss éver den mitprincip som anvinds i systemet.
Likt konventionell flddescytometri anvinds en ljuskilla (laser) for att belysa
flodeskanalen dir provet strommar igenom. E.coil-bakterier, inmirkta med
firgmolekyler, som eventuellt flodar i kanalen kommer att fluorescera och
det emitterade ljuset detekteras kontinuerligt av fotodetektorn. Filter fram-
for detektorn anvinds for att maximera den fluorescenta signalen frin bak-

terierna och minimera signalen fran ljuskillan.
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Figur 3.1 Schematisk bild som beskriver métprincipen fér den inteferens-

baserade flddescytometern som utgér grunden i métsystemet.
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Genom att dela excitationsljuset och leda fram det tvd olika linga vigar
med hjilp av speglar och halvspeglar skapas ett interferensménster dver f16-
deskanalen. Monstret gor att mirkta bakterier som flddar genom kanalen
kommer att blinka, sett frin detektorn. Denna modulerade signal kan sedan
genom Fouriertransform littare separeras frin det slumpmissiga bruset i
mitningar och pa sa sitt oka signal-till-brusférhallandet.
Interferensmodulationen anvinds frimst for att hantera storre flodeska-
naler dir sannolikheten stérre att flera bakterier detekteras samtidigt till
foljd av att de hastighetsvariationer som finns i kanalen ger upphov till olika

modulationsfrekvenser.

3.2.2  Optisk detektion

Figur 3.2 visar en oversiktlig beskrivning av den optiska delen av mitsys-
temet och Figur 3.3 visar hur motsvarande del ser ut i praktiken, efter att
den ursprungliga labbuppstillningen har konstruerats om fér att bli mer
kompakt och mer robust. Under inledningen av projektet designades sys-
temet for mitning i det synliga viglingdsomradet, men efter diverse kom-
plikationer med stérande bakgrundssignal frin alger och blégrona bakterier
valde vi att konstruera om systemet och flytta mitning in i det nir infraréda
véglingdsomrédet (NIR). Denna forindring beskrivs mer i detalj i kapitel
3.2.4.
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Figur 3.2 Schematisk bild som visar den optiska delen av métsystemet.
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Figur 3.3 Den optiska delen av métsystemet har utvecklats fran en labbuppstéllning till en mer kompakt och robust
detektionsmodul som lattare kan integreras i ett system fér faltbruk.

Som excitationskilla anvindes ursprungligen en gron laser (532 nm) men
efter byte av strategi och didrmed véglingdsomride f6r mitningen anvindes
istillet tvd andra lasrar i NIR-omridet, 760 nm respektive 785 nm. Fram-
for laserkillan sitter ett bandpassfilter for att minimera stréljus frin andra
véglingder dn laserns primira viglingd. En lins anvinds for att fokusera
excitationsstrilen mot flodeskanalen dir provet pumpas igenom.

Figur 3.4 (A) visar den mest limpliga filteruppsittning for NIR-systemet
och som fanns tillginglig hos leverantéren och som matchar excitations- och
emissionsspektrat for den fluorescenta molekylen (Alexa Fluor 790). Da
andelen tillgingliga lasrar mellan 730 nm och 780 nm ir vildigt begrinsad
pd grund materialtekniska skil s foll valet pd en laser med véglingd pa 785
nm. Observera att denna filterkombination medfor en liten men kritisk ver-
lappning runt 790-795 nm vilket 6kar risken for stroljus frén laserkillan.

P4 detektorsidan testades i princip samtliga typer av detektorer som ir
vanligt forekommande inom omrddet. En enklare CMOS-kamera (frin
Edmund Optics) anvindes for att linjera upp systemet, optimera interfe-
rensmonster och stilla in fokus. CCD- respektive CMOS-kameror fungerar
normalt sett bra dven uppe i NIR-omradet och var dirfor ett bra komple-
ment till det minskliga 6gat vid linjering av strilgingar etc. Som detektor
ir den enklare kameran dock begrinsad pa grund av dess kinslighet, men
en mer avancerad och dyrare CMOS-kamera for mikroskopi (frén Andor)
anvindes vid ett fital forsok for att £3 en kiinsla for bista scenario.
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Figur 3.4 (A) Filteruppséttning fér NIR-systemet. Pilen visar ett kritiskt omrade dar filtren 6verlappar varandra.

(B) Egenskaper fér fotomultiplikatorréret R928 fran Hamamatsu. Equivalent noise input (ENI) beskriver
den ljusintensitet som krévs for att generera en signal lika stark som bruset och dr dérmed ett matt pa
detektorns kénslighet.

I det slutgiltiga systemet anvindes i huvudsak en fotomultiplikatortub

(PMT), vilket 4r den typ av detektor med hégst kinslighet inom synliga

delen av ljusspektrat, men inom NIR-omridet sjunker kinsligheten betyd-

ligt. Till héger i Figur 3.4 (B) visas kinsligheten som funktion av ljusvig-

lingd f6r den PMT (R928) som anvindes i mitsystemet och dir ser man

tydligt hur kinsligheten minskar drastiskt vid 800 nm.

Aven tvi typer av lavin-fotodioder (APD) testades inom projektet men

utan resultat pa grund av for lig kinslighet, iven om den stricker sig lingre

ut 1 NIR-omridet.

Samtliga optiska komponenter som ingdr i mitsystemet finns listade i

Tabell 3-1.

Tabell 3-1 Lista 6ver optiska komponenter
Komponent Referensnummer Aterférsiljare
CMOS Monochrome USB camera 83-769 Edmund Optics
CMOS microscope camera ZYLA 3-tap Andor
PMT-detektor R928 Hamamatsu
APD-detektor 110A2 Thorlabs
APD-detektor C5460-01 Hamamatsu
10x and 20x Objectives UPlanFI Olympus
Cirkulér flodeskanal (kromatografi) 160-2530-10 Scantec Lab
Kvadratisk flédeskanal 131.050-QS Hellma Analytics
532 nm laser module S-GDL-532 CNI Laser
Bandpassfilter 532 nm FLO5532-10 Thorlabs
Langpassfilter 550 nm FELO550 Thorlabs
Laser- och filteruppséattning i modifierad uppstallning
785 nm lasermodul L785P090 Thorlabs
760 nm lasermodul QLD-760-10S QPhotonics
Bandpassfilter 780 nm FL780-10 Thorlabs
Bandpassfilter 760 nm FB760-10 Thorlabs
Langpassfilter 800 nm FELO800 Thorlabs
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3.2.3 Matsystemet

Den optiska detektionsmodulen, tidigare beskriven ovan (Figur 3.2 och
Figur 3.3), integrerades i en instrumentlida anpassad for mitning ute i
file. I instrumentet sitter, forutom optikmodulen, tre stycken peristaltiska
pumpar, magnetomrorare for mixning, behllare for reagens (fluorescenta
markdrer), elektronik f6r pumpstyrning, partikelfilter och diverse slangar.
Flodesdiagrammet i Figur 3.7 visar hur rivattnet leds in i instrumentet,
filtreras grovt och mixas sedan med reagensvitskan. Den mixade vitskan
pumpas sedan in till den optiska mitenheten dir analysen gérs och resulta-
tet presenteras pd en laptop kopplad till instrumentet.

Inom projektet har mjukvara utvecklats (LabView) for styrning av pum-
par och floden och insamling av mitdata. Mjukvaran analyserar dven miit-
data i realtid presenterar resultatet i form av antal triffar ("Counts”) per

volymsenhet. Anvindargrinssnittet for mjukvaran visas i Figur 3.6.

Figur 3.5  Det integrerade instrumentet anpassat for faltbruk innehéllande bland annat optik fér detektion av
fluorescerande signalen, fluidik och elektronik fér pumpstyrning och mixning. Matningen styrs via en
laptop kopplad till instrumentet via USB.

Fluorescence signal (PMER e Fome [l w0 Fessmpied 750 [

= Buplny e e St ropley
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Flusrestence sigral (PMT) P Fesampied Faved [

Volume (ml)  Counts [ ——
:
20.50 55 —d . on
P 31 B
| Mt Rt _J O

ACRED

Figur 3.6 Mijukvara som styr méatningen och analyserar métdata har
utvecklats inom projektet.
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Figur 3.7 Flédesdiagram som visar hur ravattnet pumpas in i instrumentet,
blandas med reagens (fluorescenta markérer), mixas och sedan
leds vidare in till den optiska m&tmodulen. Mé&tningen och styr-
ning sker via en laptop som &r kopplad till instrumentet via USB.

3.2.4  Utveckling och féréndringar av métsystemet

En bit in i projektet togs ett strategiskt beslut om att byta viglingdsomride
for den optiska detektionen. Anledningen till detta var att en komplika-
tion uppticktes dir hog forekomst av autofluorescenta blagrona alger och
cyanobakterier, vilka bida innehéller klorofyll, visade sig interferera med
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Figur 3.8

Fluorescensspektra fér markéren Alexa Fluor 790. Den streckade kurvan visar dess absorptionsspektra
och den heldragna visar dess emissionsspektra. Bild fran: Life Technologies (Thermo Fisher Scientific).
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vér tidigare valda E. coli-specifika mirkning som fluorescerar vid samma
véglingd. For att undvika att klorofyllinnehéllande organismer stér E. coli-
detektionen valde vi att satsa pd en ny fluorescent markor, Alexa Fluor 790,
som har ett mitomride hégre upp i viglingdsomrddet, med excitations-
maxima vid 785 nm och detektionsmaxima pd 805 nm (Figur 3.8).

Bytet av fluorescent markér innebar en del arbete i form av justering av
optiken i mitinstrumentet for att fungera optimalt vid det nya vinglingds-
omridet. Bland annat gjordes ett byte av laser samt nya filter pa excitations-
och detektionssidan, se Figur 3.9 nedan.

| Ny IR-laser (785nm) ” Nytt bandpass-filter (780 nm) | | Nytt “longpass”-filter (>800nm)

PC
<
N

Laser
\ |
I S

—=delp>
Optics i --.
Sample flow

Photo detector

Figur 3.9 Byte av vagldngdsomrade f6r méatsystemet innebar ny
optimering av de ingédende optiska komponenterna sa som
laser, optiska filter samt flodeskanal.

D4 signalen frin den nya fluorescenta markéren var ligre 4n den ursprung-
liga markéren plus det faktum att detektorns (PM-réret) kinslighet ar Ligre
ovanfér 800 nm stilldes nu dnnu hégre krav pd optimering av samtliga
ingdende delar i systemet for att f2 det att fungera.

For att minimera bakgrundsljus frin excitationskillan valde vi dven att
byta ut den flodeskanalen for provet, se Figur 3.10. Tidigare anvindes en
cirkulir flédeskanal och bytet till en kvadratisk kanal minskade oonskade
reflektioner vilket bidrog till en reducerad bakgrundssignal och dirmed en
bittre kinslighet.

P4 grund av den begrinsade signal vi fick frin Alexa Fluor 790-markéren
valde vi att dterigen testa ett nytt spar. Denna ging ol valet pA Qdot 800,
som ir en sé kallad kvantprick med ett relativt stort stokes-skift (stor separa-
tion mellan excitations- och emissionstopparna), bra optiska lysegenskaper
och en mindre tendens att blekas. En annan férdel med denna markér ir
att excitationstoppen ir relativt bred viket underlittar vid valet av excita-
tionskilla (laser). Figur 3.11 visar exciations- och emissionsspektra for Qdot
800. I mitsystemet dteranvinder vi var grona laser frin starten av projektet
och pd detektionssidan filtrerar vi bort ljus under 800 nm, dvs. i det nira

infraroda omradet.
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A Reflected Light
Incident Light

|-
0.25 x 0.25 mm

Figur 3.10  Byte till en kvadratisk flédeskanal fér provet minskade oénskade
reflektioner som tidigare begrénsade kénsligheten.

Laser Excitation (530 nm)

IOO IS0 SO0 450 SO0 SEO GO0 G0 FOoo TS0 BOO S0 SO0 S50

Wavelength Cnmd

O ocot 800 Excitation Spectra O oQdot 800 Emission Spectra

Figur 3.11  Excitationsspektra respektive emissionsspektra fér markéren Qdot 800. | méatsystemet exciterar vi med
grén laser (530 nm) och detekterar ljus med vagldngder léngre &n 800 nm.
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4 Genomforande

4.1  Bakterieodling och manuell
rdkning av bakterier/ml

E. coli, stam K12 kultiverades dver natt pd agarplattor (LA) i odlingskam-
mare vid 37° C. Bakterierna suspenderades sedan i PBS, med tillsats av 2
mM Na-azid f6r att forhindra tillvixe, och forvarades i kyl (4° C) innan
anvindning.

Direkt cellrikning av prover med hég koncentration E. coli gjordes med
hjilp av en riknekammare (Petroff-Hausser), som ir en typ av mikroskop-
glas med ett rutmonster som markerar en kiind volym. Genom att manuellt
rikna antalet celler i rutorna kan sedan en estimering av koncentrationen
celler i ett prov fis fram relativt enkelt och snabbt. Den framriknade kon-
centrationen anvindes sedan som ett kontrollmatt f6r de mitningar som

genomfordes i flodescytometern.

4.2 Uppskattning av inmérkningseffektivitet

Fér att optimera den fluorescenta inmirkningen av antikroppar anvindes
tre olika antikroppskoncentrationer till konjugeringsproceduren (1 respek-
tive 1,5 och 2 mg/ml). Dirigenom erhélls olika antal fluoroforer/antikropp.
Graden av inmirkning (antal fluoroforer/antikropp) uppskattades genom
absorbansmitning vid 280 respektive 785 nm. Absorbansen vid 280 nm
ger mingden protein och absorbansen vid 785 ger mingden fluoroforer.
Direfter kunde kvoten F/P (fuorofor/protein) bestimmas.

4.3  Antikropparnas affinitet fér E. coli

En immunassay utformades for att testa funktionaliteten av antikropparna
och for att utvirdera effekten av sjilva inmirkningsprocessen (se Figur 4.1).
En bestimd mingd av E. co/i immobiliserades pa en mikrotiterplatta med
MAP, som tidigare beskrivits, och bakterierna inkuberades direfter med
olika koncentrationer av antikroppar mot E. coli i en spidningsserie. En
sekundir antikropp som binder till de primira antikropparna mirke med
fluorescein-isotiocyanat (FITC) anvindes for att kvantifiera de specifikt
bundna IgY (anti-£. coli) for att tilldta mitning i plattldsare. Dessa data
kan ritas som en mittnadskurva eller som en Scatchard plot ses i Figur
4.2. Notera att koncentrationen av antikroppar som binder specifike till £.
coli ir okind, och att koncentrationen antikroppar som anges ir summan
av de specifika och 6vriga antikroppar. Eftersom vi hittills ¢j arbetat med
renade, eller monospecifika antikroppar, kan vi inte hir faststilla bindnings-
affiniteten. Vi kan dock visa p& hur bindningsaffiniteten péverkas av kon-
jugeringsproceduren, nigot som ir mycket viktigt att folja. Om man skulle
konjugerar allt for ménga fluoroforer till varje antikropp kommer nimligen
antikroppens funktionalitet att forsimras radikalt.
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Secondary: AntilgY FITC — ] :
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MAP —

"

Figur 4.1 Beskrivning av den immunassay som anvéndes fér att testa
antikropparnas funktionalitet.
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Figur 4.2 Till vénster visas en teoretisk méattnadskurva fér antikroppsbind-

ningen och till héger visas en sa kallad Scatchard plot, déar KD &r
dissocationskonstanten och KA associationskonstanten.

4.4  Konjugering av IgY antikroppar till
kvantprickar med “klick kemi”

Som ettalternativ till fluoroforen Alexa Fluor 790 anvindes dven fluorescenta
s kallade kvantprickar som ger emission i motsvarande vaglingdsomrade,
d.v.s runt 800 nm. Det fanns flera skil till att utvirdera denna fluorescenta
mirkning av antikropparna; dels bor de ge en kraftigare inmirkning och
vara mer stabila m.a.p. blekning samt kunna exciteras i ett stort viglingds-
omride. Forutom detta ger de méjlighet till en fordelaktig metod for sjilva
konjugeringen av antikroppar till de ndgot stérre partiklarna via s kallad
“klick kemi” dir den glykosylerade FC regionen pé antikropparna, som inte
ir inblandade i sjilva antikropp-antigen bindningen, utnyttjas for bindning
till partiklarna med slutresultatet att antikropparna orienteras optimalt for
bindning till bakterierna. Kortfattat gér konjugeringen till s3 att antikrop-
parnas glykosylering i FC regionen modifieras enzymatiske, ett distalt socker
klipps bort och ersitts av en azid-grupp vilken direfter utgor en reaktiv
grupp for vidare kovalent koppling till de fluorescenta partiklarna. Slutre-
sultatet blir d (fésrhoppningsvis) ett antal antikroppar kovalent bundna till
varje kvantpricks yta. Antikropparna 4ir dd dessutom optimalt orienterade
s att den antigen-bindande delen av antikroppen ir riktad utdt. Ytterligare
en fordel dr att da flera antikroppar sitter pa varje partikel kommer sannolikt
flera parallella interaktioner mellan kvantprick och bakterie att bildas vilket
ger en icke-linjir 6kning i bindningsstyrkan (kardborreeffekt).
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4.5 Utvardering av sensorsystemet

Ett referensprov med hog intensitet och lag bakgrund togs fram for att testa
mitmetoden och sjilva instrumentet. I provet anvindes fixerade E. coli som
direktmirktes med fluoroforer med hjilp av samma kit som for antikrop-
parna, for att binda Alexa Flour 790 direkt till membranproteinen, se Figur
4.3. Direfter tvittades bakterierna for att f bort icke-bundna markérer.
Prover med olika koncentration av mirkta E. coli testades sedan i mitsys-
temet.

For att utvirdera hela sensorsystemet, inklusive specifik detektion av E.
coli, anvindes bakterier som firgats in med hjilp av fluorescenta antikrop-
par som binder till ytstrukturer p& bakterierna. Rent praktiskt gjordes detta
genom att blanda £. coli, skordade direkt frin agarplatta i PBS-16sning inne-
hallande ca 0,5-1 % BSA. BSA tillsatsen var till f6r att motverka ospecifik
inbindning av antikroppar. Koncentrationen av mirkta antikroppar som
sedan tillsattes var i storleksordningen 1-10 pg/ml. Proverna spiddes ut
med vatten innan anvindning for att minska bakgrundssignalen frén fria
icke-bundna antikroppar och dirmed 6ka signal-brus-forhallandet.

Vid preparering av vattenproverna (révatten och renat avloppsvatten) till-
sattes i vissa fall PBS-buffert med 1 % BSA fér minskning av icke-specifik
bindning. Inmirkningen gjordes sedan genom att tillsitta antikroppar till

en slutkoncentration pd ca 1 pg/ml.

***** * p »
/7* e

Bakgrund fran fria icke-bundna antikroppar

Figur 4.3 Direkt (vénster) och specifik (héger) inbindning av flourescenta
markérer till E. coli som anvédndes i projektet.

For att utviirdera det framtagna mitinstrumentet si genomférdes méitningar
i laboratoriet pd Acreo. Révattenproverna som anvindes kom i forsta hand
fran Trollhdttan (Gota Alv) men under projektets ging miittes dven rivat-
tenprover frin 6vriga vattenverk inom projektet; nedre Géta Alv (Goteborg
Stad), Milaren (Norrvatten) och frin Atran (Vivab). Flera mitningar gjor-
des dven pa renat avloppsvatten frin Trollhittan.

Filtmitning pa plats vid Overby vattenverk i Trollhittan genomfordes
vid ett par tillfillen. Detta med syfte att demonstrera mitsystemet i dess
tinkta framtida omgivning. Vid testerna pd plats i Trollhdttan tillsattes
bland annat direktinmirkta E. coli till obehandlat révatten som togs direkt

frin en ventil i anliggningen.
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4.6 Utvardering av bakgrundsflourescens

Prover innehéllande rivatten och renat avloppsvatten undersoktes, utan till-
satser, for att sikerstilla att autoflourescensen frén bland annat klorofyllet
i de blégrona algerna var ldg vid viglingdsomrédet for detektion (6ver 800
nm). Samma prover undersdktes dessutom med flourescensmikroskop vid
det synliga omrddet (runt 600 nm) for att verifiera férekomsten av alger
(klorofyll). Aven ett referensprov innehallande E. coli i PBS-buffert testades
for att utesluta att ljusspridning fran cellerna paverkar mitsignalen.
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5 Resultat

5.1  Antikroppsinmérkning

Efter mirkning av antikroppar mittes liknande F/P-virden (kvoten fluoro-
for/protein) for de tre batcherna, se Tabell 5.1. Virdena kontrolleras genom
mitning av emissionsspektra dir ljusintensiteten normaliserades efter kon-
centrationen av antikroppar och i resultatet som visas i Figur 5.1 kan man se
att emissionstoppen har skiftats mot 800 nm, istillet for omkring 810-815
nm som angavs i databladet f6r denna markér (Alexa Flour 790). Dessa vag-
lingdsskift 4r dock rimliga enligt tillverkaren och beror pé att fluoroforen ir
konjugerad till antikroppen. Den slutliga koncentrationen antikroppar var
ca 70 % av den ursprungliga koncentrationen, och den verkar minska med
okande initial koncentration. Resultatet avser endast utbytet i reaktionen
dir det fluorescenta firgimnet konjugeras till antikroppar. 70 % i utbyte 4r

ganska forvintat och fir anses normalt f6r en sidan reaktion.

Tabell 5.1 F/P-vérden och koncentrationer av antikroppar fére
och efter separationskolonner.
Batch # [ab]F&re [ab]Efter F/P
1 1,0 mg/ml 0,76 mg/ml 3,51
2 1,5 mg/ml 1,07 mg/ml 3,47
3 2,0 mg/ml 1,40 mg/ml 3,29

Emission spectra IgY-AF790

1 104 = T T T T T =
Batch 1
Batch 2
——Batch 3
8000

6000

4000

Fluorescence Intensity
Normalised to Antibody Concentration

2000

u l | l 1 1 1
780 790 800 810 820 830 840 850

Wavelength (nm)

Figur 5.1 Uppmétt emissionsspektra fér de mérkta antikropparna.
Intensiteten dr normaliserad efter koncentrationen antikroppar.
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5.1.1  Immobilisering av E. coli

Immobilisering av E. coli med hjilp av MAP (mussellims-protein) var jim-
forbar med motsvarande immobilisering med hjilp av infingningsantik-
ropp och resultatet visas Figur 5.2. Forsok till immobilisering utan MAP
uppvisade minimal vidhiftning till mikrotiterplattan. Anvindningen av en
beliggningsbuffert med natriumkarbonat och natriumvitekarbonat (pH
9,6) gav det bista resultatet vid beliggning av mikrotiterplattor med MAP.
Beldggningsbuffert okar alkaliniteten, vilket férbittrar tvirbindning mellan
MAP och mikrotiterplattan d& ett hogre pH gor DOPA i MAP mer reak-
tivt. En okning av cellkoncentration frén ~108 till ~109 celler/ml resulte-
rade i en hégre och mer homogen E. coli-immobilisering Figur 5.2 (C-D).
Metoden att immobiliseringen av E.coli med hjilp av MAP fungerar
alltsd bra och 4r anvindbar for sitt syfte. Genom att fista bakterierna pd en
yta sd kunde antikropparnas inbindning foljas och kvantifieras och dirige-

nom antikropparnas “kvalité” bestimmas.

. Capture ;ﬁ\'b,+'E..co_|i .

‘Bare ELISA plate + E. coli

Figur 5.2 Bilder fran faskontrast-mikroskopi som visar immobilisering av
E. coli (en vit prick per E. coli). (A): En droppe av IgY-antikropp
tillsattes i mitten av brunnen innan tillsdttning av ~ 108 celler/ml,
vilket visar skillnaden mellan en yta preparerad med infangnings-
antikropp och en ren yta. (B) Immobilisering av E. coli pa ren yta
(~ 108 celler/ml). (C-D) Preparering av yta med 50 pg/ml MAP i
buffertlésning innan tillsdttning av E. coli i I6sning (~ 108 celler/
ml i (C) respektive ~ 109 celler/ml i (D)). | (D) anvdndes &ven
andra ljusinstéllningar i kameran dérav skillnad i intensitet.

5.1.2  Affinitet

Simulerade mittnadskurvor av antikroppar-antigen bindning med olika
affinitet togs fram i Matlab (Figur 5.3) for att ge en uppfattning av vad
som forvintades i experimenten. Affinitetstester med mirkta och omirkta
antikroppar (IgY) gav sedan resultaten som visas i Figur 5.3 och med Figur
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5.4. Resultaten visar att de mirkta antikropparna nidde 50 % mittnad vid

93 nM medan motsvarande siffra for de mirkta antikropparna var 263 nM.

Mirkning degraderar alltsd antikropparnas funktion med ungefir en faktor

2.8.

Genom att bestimma antikropparnas affinitet fore och efter konjuge-

ringen (firginmirkningen) visas tvd saker 1) att antikropparna har en god

affinitet samt att 2) konjugeringsreaktionen forsimrar affiniteten men till en

niva som fortfarande 4r anvindbar. Tillika visar detta att det finns potential

i konjugeringsprotokollet till forbittring (eftersom affiniteten ir ligre efter

konjugeringen).
A Saturation Curve Simulation B Scatchard Plot Simulation
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—— Kd=10 nM
—— Kd=50 nM
| R —— Kd=100 nM
08 |- 1 g10° - Kd=500 nM |
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Figur 5.3 (A) Simulerade méttnadskurvor fér antikropp-antigen-bindning med olika affinitet.
(B) Simulerad Scathard-plot fér olika affinitet.
A IgY Batch 3379 Scatchard IgY 3379
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Figur 5.4 Bindningskarakteristik fér antikropp-antigen-bindning. (A) Méattnadskurva fér omérkta och markta

IgY-antikroppar (batch nr. 3379). (B) Scathard-plot fér samma batch IgY. Notera att data presenteras
hér fér den totala koncentrationen E. coli, alltsa bade specifika och icke specifika.
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5.2 Inledande tester med instrumentet

De inledande resultaten i projektet med vrt forsta sd kallade modellsystem,
bestdende av fluorescenta mikrosfirer (Nile red) med storlek p& 1 pm res-
pektive 2 pm, var vildigt lovande. Signalen frin dessa partiklar ir relativt
hog vilket gav ett bra signal-brusférhillande och flodescytometern kunde
utan storre problem rikna enskilda partiklar. Exempel pd mitdata visas i
Figur 5.5 och Figur 5.6 nedan.

10" . — . . .

2

10} |
10'F ‘ I | | I II ] 1—
mUH I L . 1 L

0 10 20 30 40 50 B0

Time [s]

Maximum spectrogram [au]

#Particles: 25, Duration: 60.0 s, Active volume: 1500.00 ul == Concentration: 0.01 - 0.02 pl"l
Avg. freq.: 336.9 Hz, grating period: 20 pm == flow velocity: 6.74 mmi/s

Figur 5.5 Exempel pa matresultat med 2 um stora fluorescenta partiklar.
Figuren visar ljusintensitet som funktion av mattid fér fluores-
centa partiklar som flédar férbi detektorn med en hastighet av
1,5 ml/min. Fér den givna tréskelnivan hittar vi i detta fall 25
partiklar pa en total volym av 1,5 ml.
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#Particles: 134, Duration: 60.0 s, Active volume: 1500.00 pl => Concentration: 0.08 - 0.1 pl'.I
Ay, freq.: 229.1 Hz, grating period; 20 pm == flow velocity; 4,58 mm/s

Figur 5.6. Exempel pa métresultat med 2 um stora fluorescenta partiklar
med cirka 10 ganger hégre koncentration jamfért med den
mé&tning som visas i figuren ovan. | detta fall hittar vi 134
partiklar pa en total volym av 1,5 ml.
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Aven forsok som gjordes med E. coli-bakterier forinmirkta med 50 nm stora
kvantprickar och 100 nm stora transfluosfirer (bdda Nile red) i buffertlss-
ning visade bra resultat i flodescytometern och antalet riknade bakterier
stimde vil 6verens med vad som manuellt riknades fram under mikroskop
med riknekammare. Figur 5.7 visar resultat med forinmirkea . coli i det
synliga midtomradet.

Vad vi diremot upptickte nir virt modellsystem och de forinmirkea
bakterierna blandades med ravatten frin Trollhiittan var att rivattnet i sig
fluorescerar i stort sitt lika mycket som det vi vill mita vilket sjilvklart 4r etc
stort problem. Killan till den fluorescens vi ser i rivattnet ir troligen cya-
nobakterier ocksé kinda som bligrona alger samt annat biologiskt material.
Dessa bakterier innehéller klorofyll som har en relativ bred emissionstopp
som olyckligtvis sammanfaller med vart detektionsomride som ligger strax

ovanfor 600 nm.

10 : — . | )

Maximum spectrogram [au]
5.
1

1 0'3' L L 1 L |
10 20 30 40 50 60

Time [s]

#Particles: 8, Duration: 60.1 s, Active volume: 1502.50 pul == Concentration: 0.004 - 0.008 j.l|_1
Avg. freq.; 142.3 Hz, grating period: 20 um == flow velocity: 2.85 mm/s

Figur 5.7 Exempel pa métresultat med E. coli inmérkta med fluorescent
markér i buffertlésning. | detta fall hittar vi 134 partiklar pa en
total volym av 1,5 ml.

5.3  Faltmétning nr 1

Under den forsta filemitningen pa Overby vattenverk i Trollhittan i okto-
ber 2013 gjordes en lyckad inkoppling direkt mot rivattenledningen och
ett antal mitningar genomfordes. I Figur 5.8 visas mitsystemet pa plats
vattenverket. Forst gjordes en kontrollmitning med virt modellsystem (2
pm fluorescerande partiklar i milliQ-vatten) vilket som vintat gav en tydlig
signal frin partiklarna samt en ldg bakgrundssignal. Vidare genomftrdes
mitningar pé rivatten med och utan partikelfilter (11 pm porstorlek) och vi
kunde bekrifta de resultat vi tidigare sett i labbet, dvs. att vi fir en stark och
tydlig bakgrundssignal orsakad av cyanobakterierna i rvattnet. Som avslut-
ning gjordes dven forsok dir vi tillsatte vart modellsystem till ravattnet och
efter att ha granskat resultatet ser vi svarigheter att urskilja de fluorescenta
partiklarna frin bakgrunden i rvattnet, vilket visas i Figur 5.9. Provgenom-
flodet under samtliga tester var ungefir 2 ml/min.
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Figur 5.8 Métsystemet pa plats pa Overby vattenverk i Trollhttan.
Inkoppling mot ravattenledning testades med lyckat resultat.

Maimum spectrogram [au]

Time [s]

#Particles: 105, Duration: 60.0 s, Active volume: 1500.00 ul == Concentration: 0.06 - 0.08 ul"

Avg. freq.: 449.7 Hz, grating period: 20 pm => flow velocity: 8.99 mmi/s

Figur 5.9 Uppmatt ljusintensitet som funktion av méttid f6r fluorescenta
partiklar (2 um stora) tillsatta till ravatten under filttestet pa
Overby Vattenverk i Trollhittan. Stor bakgrundssignal fran
cyanobakterier i ravattnet gjorde det svart att urskilja signal
fran de partiklar som vi ville se.

5.4  Uppféljining cyanobakterier

Efter upptickten med den stérande bakgrundssignalen frén rdvattnet (troli-
gen cyano-bakterier och alger) si togs ett beslut i projektet att kontinuerligt
mita ravatten frin Trollhdttan i flodescytometern under hsten och vinter
2013/2014 for att bevaka en eventuell minskning av bakgrundsnivéin. Dess-
virre visade dessa resultat att nivén i Trollhittan i princip var oférindrad
mellan oktober till december 2013.
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Aven jimforande mitningar av rdvatten frin olika vattenverk gjordes
under mitten av november och resultatet visas i Figur 5.10 nedan. Resulta-
tet visar pd en relativt stor skillnad mellan ravattentikterna men i samtliga
fall finns en stor bakgrundssignal som gér det mycket svdrt att detektera de
inmirkta £. coli som dr malet i projekeet.

Counts / ml (mitten av november 2013)
160
140
120
100
80
60
40 -
0 . .
Trollhdttan Norrvatten Vivab Géteborg
(Gota Alv) (Malaren) (Atran) (Gota Alv)

Figur 5.10  Kvalitativ jamférelse av bakgrundssignal i ravatten (blagréna
alger) fran olika vattenverk. Antalet “counts” &r antalet ganger
som tréskelnivan i matutrustningen Sverskrids av den detekte-
rade ljussignalen.

5.5  Féltmétning nr 2

[ slutet av maj 2014 gjordes ett nytt filttest pi Overby Vattenverk i Troll-
hittan. Syftet med detta test var att undersoka om viglingdsbytet (frin
detektion vid runt 600 nm till 800 nm) hade gett den effekt som forvin-
tades, dvs. att undertrycka bakgrundssignalen orsakad av de cyanobakterier
och alger i rivattnet som tidigare observerats. Resultatet frin filttestet blev
lyckat och bakgrundssignalen visade sig vara svag jimf6rt med den "nyttiga”
signalen frin de fluorescenta markérerna, vilket visas i Figur 5.11. Under
testet gjordes ocksd mitningar dir forinmirkea £. coli, nu med den nya
fluorescenta molekylen Alexa Fluor 790, tillsattes till rivattnet innan det
leddes in i mitinstrumentet.

Baserat pd resultatet frin filtmitningarna gjordes estimering av koncen-
trationen E.coil som tillsattes rdvattnet. Tyvirr indikerade detta resultat pa
att vi troligen missar en stor del av de inmirkta bakterierna, vilket skulle
kunna forklaras av den relativt sett ldga signal vi fir frén den nya marks-
ren (jimfort med tidigare erfarenheter av fluorescenta partiklar och kvant-
prickar som testats inom projektet). P& grund av den relativt liga signalen
frin Alexa Fluor 790-markéren sd togs ett nytt beslut i projektet att byta
Auorscent markor till Qdot 800. Det senare ir en s kallad "kvantum dot”,
eller kvantprick. Detta ir fluorescenta partiklar som kan exciteras i ett brett
viglingdsomride men skickar ut vil definierat emissionsljus. Kvantprickar,
liksom fluoroforer, har vanligtvis emission i det synliga omridet. Vart
problem, med klorofyllinnehéllande celler som vanligtvis finns i ravatten,

tvingade oss att leta efter ett mer langvégigt alternativ inda bort till grinsen
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mot det infraroda omridet. Hir finns fi kommersiella produkter och effek-
tiviteten hos fluoroforerna ir genomggende ligre (ligt "quantum yield”).

3-5 T T T T i i i I L I
——Ravatten + direktinmirkta E.Coli
sl —— Endast ravatten
2.5+ R
z - -

PMT Voltage (V)
-
- n
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Time (s}

Figur 5.11  Under den andra filtméatningen pé Overby Vattenverk i Trollhét-
tan verifierades att bytet av vagldngdsomrade fér den optiska
detektionen hade fatt positivt effekt. Signalen fran de bla-gréna
algerna hade nu minskat betydligt jgmfért med den “nyttiga”
signalen fran de fluorescensinmarkta (A790) E. coli-bakterierna
som tillsatts ravattnet.

5.6 Labbtester med ny markér

Under sommaren 2014 genomfordes laborativt arbete dir de nya kvant-
prickarna Qdot 800 bands in mot de E. coli-specifika antikroppar som tagits
fram tidigare under projektet. En ny strategi f6r bindningskemin visade sig
vara mycket lyckad i och med att antikroppar som bundits in till kvant-
prickarnas yta nu visade sig ha en langt bittre funktion 4n vad vi uppnitt
tidigare.

Den nya markoren testades ocksd i flodescytometern pd Acreos labb
under sommaren 2014. De forsta resultaten var mycket lovande; signalen
visade sig mycket starkare jimfort med den tidigare (Alexa Fluor 790). Bland
annat genomfordes en mitserie dir antikroppar mirkta med den nya mar-
koren specifikt fick binda in mot £. coli och sedan kéras i flodescytometern.
Detta gjordes for en serie utspidningar och den uppmitta koncentrationen
frin instrumentet jimfordes kvalitativt med manuell rikning i mikroskop.
Resultatet visar pa en god dverensstimmelse, vilket kan ses i Figur 5.12.

Vidare testades den specifika inbindningen genom att tillsitta fluoresce-
rande (Qdot800) antikroppar till rdvatten respektive renat avloppsvatten
som skickats frin Trollhittan. Frin dessa resultat kan vi dterigen konstatera
att bakgrundsnivan fortfarande ir betydligt ligre i vattenprov utan tillsatt
reagens jimfort med signalen frin vattenprover med tillsatt reagens, se Figur
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Figur 5.12  Jamfdrelse mellan uppmétt koncentration av E. coli i
flédescytometern och manuell rékning i mikroskop.

5.13 och Figur 5.14 nedan. Anledning till att basnivin hamnar hogre for
vattenproven med reagens tillsatt ir att de fria antikropparna med markéorer
bidrar dll en konstant fluorescerande bakgrund som vi ocksd detekterar.
De toppar vi kan se i signalen frin detektorn, och som vi riknar, resulterar
frin en anhopning av markérer som t.ex. sitter bundna till en E. coli eller
motsvarande. Antal “triffar” i renat avloppsvatten visade sig vara ungefir
10 000 st/100 ml.

I Figur 5.15 visas en bild tagen med mikroskopkamera for att ocksa visa
pa hur skillnaden i signal kan se ut frin direktinmirkta respektive speci-
fikt inmirkea bakterier tillsammans med fria antikroppar i 16sningen. Bil-
den visar ocksa exempel pa skillnad i signal frin bakterier som ligger i och
ur fokus fér kameran och dirmed ocksi for detektorn. (Notera att i detta
exempel 4r mirkningen gjord med A790).

Nir vi sedan tittade pé ravatten fick vi ungefir samma antal triffar vilket
skulle kunna tolkas som om det fanns en kraftigt f6rhéjd koncentration £.
colii ravattnet vid detta tillfille. Vir hypotes dr dock att antikropparna dven
har bundit ospecifikt till andra bakterier eller biologiskt material i rivattnet.

Genom att tillsitta reagens som reducerar ospecifik bindning (BSA samt
detergent) lyckades vi blockera en stor del av de ospecifika bindningsalter-
nativen och resultatet blev d& istillet (for samma vattenprov) att vi mitte
ca 100 st/100 ml f6r ravattenprovet och ca 1000 st/100 ml for det renade
avloppsvattnet. Skillnaden ir alltsd bara en faktor tio vilket ir ligre 4n for-

vantat.
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Bakterieanalyser frin labb genomférda av Trollhittan Energi, pd samma
prov som mittes i flddescytometern, indikerade att det bor finnas minst 5
levande E. co/i/100 ml i det aktuella rdvattenprovet. Viktigt att tinka pd hir
ir att odlingsbaserade analyser endast miter levande E. co/i medan flodes-

cytometern miter bdde déda och levande bakeerier.
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Figur 5.13  Exempel pa detektorsignal vid matning med renat avloppsvatten med och utan tillsatt reagens.

10 I 1
Ravaiten + reagens
—— Ravatten

E 6 L. o
o)
wn
=

= 4. ; 7

oL | ] l | |

0 I L, j I L Ll IJ[ L
0 5 10 15 20

Time (s)

Figur 5.14  Exempel pa detektorsignal vid méatning med ravatten med och
utan tillsatt reagens.
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ire time: approximately 100 ms B Exposure time: 900 ms

stained E. coli Specifically stained E. coli

Figur 5.15  (A) Bild tagen med den kénsligare mikroskopkameran (CMOS) fran Andor och som visar hég koncen-
tration av direktinmérka (A790) E. coli inuti flédeskanalen. Flédet star still nér bilden togs. (B) Specifikt
mérkta (A790) E. coli i en bakgrund med hég ljusintensitet fran fria icke bundna mérkta antikroppar. De
réda och gréna ringarna visar méarkta bakterier i fokus respektive ur fokus.
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6 Diskussion

6.1  Antikroppsinmérkning

Processen med mirkning av antikropparna med fluorescent markér har
visat sig tillrickligt effektiv. Den uppnadda bindningsgraden (F/P-virdet)
ligger i samma intervall som finns angivet i produktspecifikationen, nim-
ligen 1-4 markérer per antikropp. Det skulle vara intressant att minska
F/P-virdet genom att 6ka den ursprungliga koncentrationen av antikroppar
eller genom minskning av inkubationstiden. Ett ligre F/P-virde kan minska
forlusten av bindande funktion av de mirkta antikropparna, men skulle
ocksd minska fluorescensintensiteten for varje antikropp och dirmed ocksa
i slutindan signalen frin bakterierna. Troligen finns det ett optimalt f6rhél-

lande men det behover utredas vidare.

6.1.1 Affinitet

Det mest effektiva sittet att testa antikropparnas affinitet (bindningsfor-
mdga) skulle troligen vara att detektera enskilda bindningshindelser genom
mirkning radioisotop och dirmed undvika optiska effekter. Ett annat,
enklare alternativt hade varit att mirka in bakterier och géra en kvalitativ
utvirdering med ett fluorescensmikroskop. Tyvirr fanns ingen tillgéng till
mikroskop med ritt filteruppsittning (f6r emission i NIR-omrédet) inom
projektet och istillet fick en alternativ dubbel bindningsanalys med sekun-
dir antikropp utvecklas. Den sekundira antikroppen mirktes med Fluores-
cein isothiocyanate (FITC) och rikning kunde goras i plattlisare.

Den dubbla bindningen med antikroppar kan péverka mittnad pa tvé
sitt. For det forsta sd kan den dubbla bindningen férskjuta mittnadskurvan
beroende pé koncentrationen av antikroppar och linearitet hos bindningen
av den sekundira antikroppen. For det andra sd kan den sekundira anti-
kroppen ha olika affinitet mot mirkta och icke mirkta primira antikroppar.
Resultatet anvindes som en kvalitativ jimforelse mellan mirkea och icke
mirkta antikroppar och visade att var primira antikropp var funktionell och
att den kunde anvindas som reagens i instrumentet.

Det faktum att antikropplésningen innehéll en stor mingd ospecifika
antikroppar som inte kidnner igen E. coli, kan troligen forklara vissa fel i
mittnadskurvans utseende. Det vore bittre att forst affinitetsrena antikrop-
parna och upprepa mitningen, for att minska att de ospecifika antikrop-
parna paverkar mittnadskurva. Antikroppen ir dessutom framtagen for tre
olika E. coli-stammar vilket ocksd medfor att specificiteten for just den stam
(K12) som anvindes vid laboratorieforsoken blir ligre. Forekomsten av
ospecifika antikroppar medfor behov av hégre antikroppskoncentrationer
in vad som annars hade varit nédvindigt for att nd mitenad.

6.1.2  Specificitet

Antikroppens specificitet ir i praktiken lika viktigt f6r instrumentet som
affiniteten. Det diskuterades i projektet att dven miita specificiteten men
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detta blev aldrig aktuellt dd det inte fanns tillging till limpliga bakterie-
stammar. P4 grund av begrinsad tid och resurser sd prioriterades istillet
andra delar av projektet vars syfte i forsta hand var att visa pd mitprincipen
snarare in att genomféra kvantitativa mitningar, vilket gor antikropparnas
specificitet mindre avgdrande i den fas av utvecklingen vi just nu befinner
oss i. Det rekommenderas dock att rena upp antikropparna for 6kad spe-
cificitet i framtiden, d& utvecklingen ndr nirmre en fungerande produke
alternativt att gd dver mot monoklonala antikroppar. Andra alternativ for
den specifika mirkningen av E. coli kan vara aptamerer eller bakteriofager
som ir specifikt riktade mot bakterien man vill detekeera.

Det dr rimligt att anta att antikropparna inte kommer att kinna igen
koliforma bakterier férutom E. coli. Samtidigt kan man inte siga att det
skulle utgéra nagot problem da E. coli ir en vanligt anvind indikatorbak-
terie. Det skulle ocksd vara intressant att utvirdera mojligheten att skapa
en antikroppsblandning (eller aptamer eller bakteriofagblandning)som kan
rikta sig ett bredare utbud av E. coli-stammar eller koliforma bakterier, och
inda behalla tillricklig specificitet. Korskinslighet mot nirbesliktade bakte-
rier dr dock inget storre problem, eftersom tanken ir att uppticka tarmbak-
terier i en miljo dir de normalt inte ska vara nirvarande.

Den specifika mirkningen av E. coli i Figur 5.15 visar en av utmaning-
arna for systemet i framtiden, nimligen den bakgrundsfluorescens frin de
fria, till bakterier ¢j bundna, mirkta antikropparna som ocksd kommer att
finnas i vattenprovet. Detta signal-brusférhillande (S/N) skulle dock kunna
forbdttras avsevirt med antikroppar med hégre specificitet mot E. coli. En
trolig framtida I8sning skulle kunna en mix av monoklonala antikroppar
specifika mot olika stammar av vanligt forekommande E. coli. Detta kostar i
S/N men ger systemet en bredare kinslighet mot olika typer av E. coli.

En enkel metod som testades for att 6ka S/N var att spida ut vattenpro-
verna efter att de blandats med reagens och pa sé sitt minska koncentratio-
nen av fria, icke bundna, antikroppar. De bundna antikropparna kommer
dd att uppleva ett nytt jimviktsforhillande men di dissociationshastigheten
fortfarande blir relativt lig s& kommer intensiteten frin de bundna anti-
kropparna i princip vara oférindrad under tiden f6r mitning. Denna metod
kan dock vara svar att applicera i praktiken da E. co/i-halten ir lig samtidigt
som stora volymer (- 100 ml) av vatten behover analyseras for att fa en bra
estimering av koncentrationen.

Ettannatalternativ som 6kar chanserna att detektera de specifikt inmirkta
E. colii en omgivning dir bakgrundsljuset ir relativt stark, 4r att &terinfora
interferensmonstret som fanns i den ursprungliga optiska uppstillningen
och som togs bort i samband med bytet av viglingdsomridet.

6.2  Utveckling av optiken

Det finns vissa begrinsningar och en rad okinda faktorer nir man arbetar
med NIR-ljus. Den huvudsakliga begrinsningen ir att dessa véglingder ir
utanfor det synliga spektrumet, vilket gor det svarare att utforma och opti-
mera den optiska detektions-uppstillningen. Nidr man arbetar med ljus i

det synliga omradet 4r det sdklart littare att se laserljusets riktning och form
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direkt med ogat till skillnad mot NIR-ljus dir det krivs andra hjilpmedel,
t.ex. CMOS- eller CCD-kamera for att optimera strilgingen. Aven reflek-
tioner systemet blir svirtolkade vilket ocksd gor utvecklingsprocessen mer
utmanande.

For att optimera den optiska delen av instrumentet for detektion i NIR-
omridet s& anvindes direktinmirkta bakterier som hade en ljusstyrka som
var cirka 4-6 génger starkare in de bakterier som mirkts specifikt med anti-
kroppar. Losningar med direktinmirkta celler innehll heller ingen bak-
grundsfluorescens frén fria firgningsmolekyler vilket ger en ckad kontrast.
Trots att det optiska systemet optimerades i flera steg s& visade sig signalen
fran Alexa Fluor 790-molekylen till slut dnd& vara f6r liten for att fungera
praktiske i den tinkta applikationen. Vi valde dirfor att gd dver dill kvant-
prickar (Qdot 800) som en alternativ markor istillet.

Skirpedjupet ir en viktig egenskap for systemet om instrumentet ska
fungera vil i praktiken. Helst bor skirpedjupet vara tillrickligt stort for att
detektorn ska ”se” hela djupet i flodeskanalen. E. coli-bakterier som ham-
nar ur fokus kommer att ge ligre signal i detektorn och det finns risk att
systemet missar att rikna dessa individer. En kanal med ett mindre djup
kompenserat med stérre bredd kan vara en 16sning pa detta problem.

Typiska halter av E. coli i rivatten ir vanligtvis 1-100 (levande) bakte-
rier/100 mL. Sannolikt dr den storsta utmaningen f6r denna applikation att
dstadkomma en tillrickligt stor provgenomstrémning i instrumentet och
samtidigt ha en tillrickligt god kiinslighet for att detektera majoriteten av
de bakterier som passerar. Det skulle dock @ven vara méjligt att detekeera en
mindre del av de E. coli som passerar och korrelera resultatet till pd forhand
kinda nivéer.

En 6kad forstoring i objektivet kommer att ge hégre signaler beroende
pa det fakcum att ljusintensiteten frin de mirkea E. coli kommer bli hgre
i forhéllande till bakgrunden i det omride som detektorn ser, men detta
kommer samtidigt att minska skidrpedjupet. Det 4r rimligt att anta att en
PMT-detektor paverkas mindre av forstoringen i objektivet, jaimf6rt med
en kamera.

PMT-detektor anvindes till en bérjan frimst i projektet men ersattes
under perioder med en CMOS-kamera med hogre kinslighet i NIR-omra-
det. En PMT ir en mycket kiinslig detektor som kriver en mycket noggrann
installation med lag bakgrund (stréljus) for att fungera. Att arbeta med
storre flodeskanal som krivs i denna applikation gér bakgrundsljuset in mer
dominerande, jimf6rt med konventionell flodescytometer dir detektions-
omridet endast dr en punkt dir enskilda celler passera lasern. Kameran kan-
ske saknar viss kinslighet jimf6ért med PMT, men har istillet den rumsliga
upplésningen med méinga bildpunketer, till skillnad mot PMT:n som endast
fungerar som en enda stor pixel. Kameran gjorde det méjligt att detekeera
svaga signaler trots bakgrunden var ganska hog. Det finns alltsd indikatio-
ner som pekar mot att det limpar sig bittre att anvinda avbildningsteknik
nir man arbetar med flédescytometer och hogre provgenomstromning. Det
finns olika typer av kameror tillgingliga som skulle kunna férbittra signa-
len, dock med konsekvensen hogre kostnader. Men man bér komma ihég

att dven PMT ir en relativt dyr 16sning for denna applikation.
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Andra tillgingliga kameratekniker ir High Dynamic Range kameror som
dr mer ljuskinsliga.? Det finns dven kameror med elektronforstirkning som
liknar PMT, sa kallade Electron multiplying CCD (EMCCD), som kombi-
nerar den rumsliga upplésningen i kameran och den hoga kinsligheten frén
PMT (Andor, 2014). Linjekameror ir ett annat alternativ som ofta anvinds
inom industrin for att detektera rorliga objekt vilket liknar flodescytome-
trin. Dessa har sensorpixlarna monterade i en enda linje vilket ger en bittre
bildhastighet och kontrast (Stemmer Imaging, 2014).

Under projektet diskuterades ocksa att anvinda en APD-detektor, efter-
som en del litteratur indikerade att dessa i vissa fall har hogre kinslighet i
NIR-omrédet och dessutom normalt sitt 4r ett billigare alternativ till PMT.
De detektorer som testades inom projektet hade dock for déliga brusegen-
skaper. Hamamatsu utvecklar annars ett intressant koncept baserat pd APD-
sensormatriser med fotorikning som okar kinsligheten, sd kallade Multi-
pixel photon counter (MPPC) och som kan vara ett alternativ i framtida
tillimpningar (Hamamatsu Corporation, 2014).

Det finns ocksd PMT-detektorer med bittre prestanda i NIR-omridet
(Hamamatsu R3890 eller R3896) och iven fotonriknande PMT med
hogre kinslighet, men d& dven till hagre kostnad.

6.3 Utvérdering av instrumentet

Med anledning av den héga bakgrundssignal frin révattnet och med det
faktum att férekomsten av cyanobakterier inte minskar nimnvirt pd vin-
tern, beslutade vi i bérjan av 2014 om att forflytta den optiska mitningen
hégre upp i véglingdsintervallet dir 6verlappet med klorofyll i princip
har upphért. Bytet medforde att extra resurser fick liggas pa att modifiera
sensoroptiken i hirdvaran for att hantera det nya vaglingdsomradet samt
arbete med att hitta en ny limplig fluorescent biomarkér. Forst testades
en molekyl (Alexa Fluor 790) med emissionsmaxima i NIR-omridet (runt
800 nm) men resultatet av den andra filtmitningen i Trollhittan visade att
signalen frin den nya markéren var begrinsad och medforde att vi missade
en stor del av de E. coli som tillsatts till rdvattnet. Dirfor valde vi att dter
testa en ny markdr och denna ging f6ll valet pd Qdot 800, en s kallad
kvantprick med ett relativt stort Stoke-skift, bra optiska lysegenskaper och
en mindre tendens att blekas.

Lyckade labbtester under sommaren 2014 visar pd god potential hos
den nya markéren dir vi sdg god dverensstimmelse mellan vad som kon-
trollmittes i mikroskop med rintekammare och vad som mittes i flodes-
cytometern. Tester med fluorescenta antikroppar (reagens) som tillsattes
till rAvatten och renat avloppsvatten visade dock att vi fick en relativt hog
grad av ospecifik bindning (mot andra bakterier eller biologiskt material i
vattnet). Vi tror att detta kan l6sas med en effektivare blockering av interfe-
rerande bindningsalternativ genom tillsittning av exempelvis BSA (Bovint
serum albumin och/eller detergenter sisom Tween-20). En affinitetsrening
av den befintliga antikroppsstammen tror vi ocksa skulle kunna forbittra
den specifika avsevirt.

* Muntlig information frdn Michael Johansson, BergmanLabora AB, Maj 2014
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Nuvarande uppstillning ir baserad pd att en viss volym vatten tas ut for
analys och automatiskt blandas med reagens som firgar in bakterierna var-
efter provet analyseras nir det flodar forbi sensorn. Med denna nuvarande
strategi kan endast prover analyseras med en viss tidsfordrojning. Det ir
emellertid tinkbart att utforma sjilva flodeskanalen s att ett kontinuerligt
(minimalt) fléde av vattenprovet blandas med reagens varefter det passerar
sensorn. En fordel med detta vore, forutom tidsvinsten och kontinuiteten i
mitningen, att 4ven sma férindringar skulle detekteras sikrare och férmod-
ligen littare kunna differentieras frin bakgrunden.

Kostnaden for reagenser ir idag hog, detta beror pd att vi anvint material
for mirkning av bakterier som frimst anvinds inom medicinsk forskning.
Om systemet kommersialiseras skulle en viktig del vara att minska kostna-
den f6r reagenset. Gillande de fluorescenta kvantprickarna kan detta ske
pa flera sitt, antingen genom att férhandla med nuvarande producent om
stora leveranser, eller mer troligt genom att g till andra producenter samt
anvinda alternativa kopplingsstrategier. Avseende kostnader for antikroppar
skulle dven dessa bli hanterbara efter en initial investering for att ta fram
egna monoklonala antikroppar. Ytterligare en aspekt som paverkar kostna-
den for analysen ir vilken kinslighet som anses vara nédvindig. Om kravet
ir att detektera enstaka bakterier/100 ml prov kommer tekniken svérligen
att kunna anvindas praktiske utan att koncentrera provet fore analys. Pro-
blemet skulle i s3 fall vara bide ekonomi (= reagensitging) samt tid dé ett
stort vattenprov som skall passera en smal kanal tar tid. Om vi viljer ritt”
fragestillning torde dessa begrinsningar dock inte utgéra ndgot problem.

Vidare sa dr det viktigt att dter pdpeka att instrumentet 4r designat for
att mita halten E.coli som en indikator for detektion av fekal paverkan i
ravatten. Den senaste tidens storre patogena utbrott i Sverige berodde pé
virus; i Lilla Edet (2008) var det sannolikt Norovirus och i Ostersund 2010
rérde det sig om Cryptosporidium. Ingen av dessa patogener gér allts att
direkt mita med instrumentet, si som det 4r byggt nu. Men on-line mit-
ning av E.coli som markor kan dock vara ett viktigt hjilpmedel for att upp-
ticka liknande utbrott i framtiden.
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7 Slutsatser

I detta projekt har vi visat att den optiska flddescytometern som tidigare
utvecklats pa Acreo gar att anvinda for online-detektion av fekal paverkan
i rdvatten. Till skillnad frén en konventionell flédescytometer, som normalt
dr mer anpassad for laboratoriebruk, s& har mitsystemet konstruerats for att
dels matcha en industriell miljo och dels for att hilla kostnaden nere och
dirmed gora instrumentet ekonomiske héllbart for aktdrer inom dricksvat-
ten.

Bytet av viglingdsomride f6r instrumentet loste problem med bak-
grundsfluorescens frin bligrona alger och annat biologiskt material, vilket
ir ett avgdrande steg mot en fungerande produkt. Anpassningen av optiken
for det nya vaglingdsomradet visade sig dock introducera nya utmaningar,
sirskilt pa detektorsidan. Det ir svérare att hitta en tillrickligt kinslig sensor
till rimligt pris i NIR-omrédet. Dessutom si finns det fortfarande utma-
ningar nir det giller antikroppsinmirkningen, malet 4r att i en firdig pro-
dukt ha savil hog affinitet som specificitet f6r de naturligt rikligt férekom-
mande E. coli-stammarna.

Filttester har genomforts pd Overby Vattenverk i Trollhittan under kor-
tare perioder vid ett par tillfillen. Resultatet visade att instrumentet fung-
erade bra i den miljén och inkoppling mot ravattenledning kunde genom-
foras.

Resultat frén mitningar pd rdvatten och renat avloppsvatten visade att vi
ser en skillnad pa koncentrationen E. coli med ungefir en faktor tio vilket r
ligre 4n forvintat. Halten E. coli i révatten miittes typiske till omkring 100
bakterier/100 ml medan odlingsanalyser f6r motsvarande prover pekade
mot cirka 5 bakterier/100 ml. Vid jimférelse av mitresultat av koncentra-
tion E. coli sd dr det dock viktigt att tinka pa att i flodescytometern, som har
utvirderas i detta projekt, mits bide doda och levande bakterier till skill-
nad frin konventionella odlingsbaserade analyser dir endast antalet levande
bakterier riknas.

Genomférda tester visade att blockering med BSA minskar den ospeci-
fika bindningen betydligt men 4ven hir finns méjlighet till avsevird forbirt-
ring genom att optimera blockeringen. Det giller da att prova ut ett antal
olika blockerande molekyler samt detergenter som har formagan att minska
pd odnskad bindning samtidigt som de ¢j stor den énskade antikroppsbind-
ningen.

Den kanske storsta begrinsningen med denna mitteknik 4r att fa till en
tillrickligt stor genomstromning av vatten som analyseras i instrumentet
for att fi en bra uppskattning av koncentrationen E. coli inom rimlig tid
(typiskt max en timme). P4 Overby Vattenverk i Trollhittan visade man
under inledning av projektet en viss oro for just provgenomstromningen.
Det finns dock méjligheter att 6ka genomflédet genom att 6ka dimensio-
nerna hos den optiska flodeskanalen. Nackdelen med en stérre flddeskanal
ar att kinsligheten minskar bland annat pé grund av begrinsat skirpedjup
och hiir finns alltsa en viktig avvigning for framtida utvecklingen.
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8 Rekommendationer

Det ir ldte att se fordelarna med ett mitsystem som online i exempelvis vat-
tenreningsprocessen har mojlighet att tidigt uppticka fekal paverkan och pa
s sitt undvika patogena utbrott. Det i4r inte bara utvecklingslinder som ir
i behov av denna teknik utan idven i linder med avancerade reningsanligg-
ningar har problem med fekal férorening. Risken fér utbrott kar dessutom
med en Skande befolkning och 6kande befolkningstithet i storre stider.
Denna risk maste hillas lig for att skydda var viktigaste naturresurs och
mitsystem for tidig varning kan underlitta detta arbete.

Instrumentet som har utvirderats inom detta projekt har stor potential
for mitning av halten E.coli i rivatten “online”, vilket gor att instrumentet
limpar sig bra som ett tidigt varningssystem. Att investera i vidare utveck-
ling kan motiveras med de resultat som erhéllits inom projektet.

Ett framtida mitinstrument skulle ven kunna anvindas for en rad andra
tillimpningar vid sidan av detektion av E. co/i. Modifiering av inmirknings-
proceduren med aggregatbildning skulle till exempel kunna anvindas for att
detektera mindre partiklar som virus eller toxiner.
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