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Forord

Traditionella bakteriologiska analysmetoder med odling av bakterier ir
tidskridvande och ger en ofullstindig bild av bakteriemingden. Mot den
bakgrunden och utifrén sina tidigare erfarenheter av en enzymmetod for
att mita mingden mogel i inomhusmiljoer paborjade Ragnar Rylander,
BioFact Miljémedicinska Forskningscentrum i Lerum, detta projekt. Vid
planliggningen hade han stor hjilp av Lars Odemark vid Nordvistra Ska-
nes vatten och avlopp (NSVA), Ake Andersson vid VA-enheten i Lerums
kommun och Marianne Franke vid Sydvatten AB. Vattenprover samlades
in under lang tid av Martin Jonson vid VA-enheten i Lerums kommun och
Magnus Nilsson hos NSVA. Rapportens resultat ska inte ses som en utvir-
dering av de deltagande vattenverken och deras processer.

Svenskt Vatten valde att finansiera projektet for att bidra till utvecklingen
av ett komplement till traditionell odling av bakterier — en metod som kan
ge snabbare svar till rimlig kostnad och vara ett stéd for att i férsta hand se
stérningar pa distributionsnitet.

Svenske Vatten riktar ett sirskilt tack till Lena Beijer som efter Ragnar
Rylanders bortgang sig till att arbetet kunde slutforas.

Daniel Hellstrom
Svenskt Vatten AB
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Sammanfattning

Traditionella bakteriologiska analysmetoder med odling av bakterier ir
tidskrivande. Mélsdttningen med projektet var att underséka om en teknik
for att bestimma bakteriemassa med ett enzym skulle kunna komplettera
den vanliga bakteriologiska kontrollen av dricksvatten. Prov pé rivatten
och utgdende vatten frin vattenverket samt vatten mellan olika processteg
i vattenverk samlades in, och mingden bakteriemassa undersoktes genom
bestimning av mingden hydrolas med hjilp av en fluorescensteknik. Ana-
lystekniken ger resultat efter cirka en timme och virdena ir reproducerbara.
Resultaten indikerar att den undersékta metoden kan komplettera tradi-
tionell bakterieologisk kontroll nir det finns behov av snabbare svarstider.



Summary

Traditional bacteriological control methods to assess drinking water
quality are time consuming. The aim of the project was to investigate if
a technique to determine the presence of bacterial mass with an enzyme
based technique could substitute the presently used bacteriological control
method. Samples of raw water and outgoing water as well as water between
different processes in water utilities were collected and the amount of bac-
terial mass was investigated through determination of the amount of hydro-
lase with a fluorescence technique. This method obtains the results after
about one hour and the values are reproducible. The results indicate that the
investigated method may complete the traditional bacteriological control

when shorter response times are required.



1  Bakgrund

Franvaro av sjukdomsframkallande mikroorganismer i dricksvattnet ir
en fundamental forutsittning for att undvika spridning av olika typer av
smittosamma sjukdomar i befolkningen. Anda sedan John Snows beromda
avstingning av vattenpumpen vid Broad Street i London 1854 och samti-
diga uppmaning att koka dricksvattnet har kontroll av den mikrobiologiska
kvaliteten varit en hérnsten nir det giller dtgirder for att skydda folkhil-
san. Mikrobiella fororeningar kan finnas i révattenkillan och i biofilmer i
rorledningar (1, 2). Forutom tillvixt av bakterier kan ocksd svamptillvixt
forekomma vilket leder till 6kade mingder B-glukan, en substans i mégel-
cellernas vigg som har kraftig inverkan pd kroppens immunsystem (3).

Ravatten innehdller ofta stora mingder bakterier av olika slag. Bakte-
riemassan reduceras i olika processer i vattenverken, och det utgiende
dricksvattnet innehéller i regel liten mingd bakterier. En undersékning av
de mikrobiologiska riskerna vid dricksvattendistribution har redovisats tidi-
gare (4). Den undersokningen visar att det framfor allt 4r i samband med
ledningsbrott och vid lickande rér som det kan uppkomma bakteriefgrore-
ningsproblem.

Odling p4 olika substrat 4r den allmint anvinda tekniken for att pavisa
bakterier i dricksvatten. Metoden ir tidskrivande och ger ofullstindig infor-
mation. Denna teknik pévisar endast ndgra procent av totalantalet mikro-
organismer eftersom bakterier i konglomerat eller fista till eller inne i par-
tiklar inte kan pévisas. Resultatet dr ocksd beroende av vilket medium som
anvinds att odla bakterierna pa. Det medfor att man i vissa fall dir smak-
och luktproblem férekommer inte fir nigot utslag pa bakterieodlingen.

1.1 Alternativ till bakterieodling

Ett alternativ till bakterieodling for att kontrollera bakteriebelastningen i
dricksvatten ir bestimning av bakterieenzymer. Det innebir att man med
ett substrat pévisar forekomst av bakterieenzymet hydrolas. Metoden ir
kommersiellt tillginglig (BactiQuant, BQ, Mycometer ApS, Horsholm,
Danmark). Resultaten utgor ett matt pa den totala bakteriemassan i motsats
till odlingstekniken som bara innebir bestimning av de typer av bakterier
som kan vixa under de betingelser som foreligger vid odlingen. Enzymtes-
tet dr enkelt att utfora, resultat fis inom en timme och kostnaden ir cirka
hilften av kostnaden f6r bakterieodling.

Férutom mitning av bakteriebelastningen kan ocksd medicinska ris-
ker relaterade till dricksvatten kartliggas genom analys av endotoxin och
B-glukan. En omfattande undersskning av endotoxin i svenskt kranvatten
har publicerats tidigare (5). Endotoxiner finns i bakterieceller och licker ut
nir bakterierna dér.



Milsittningen for det aktuella projektet har varit:

* att undersoka om och pa vilket sitt metoden att bestimma bakterieen-
zym skulle kunna bidra till bakteriekontroll av dricksvatten.

* att exemplifiera férekomst av endotoxin och B-glukan i olika typer av
dricksvatten, sirskilt i vatten dir smak- och luktproblem rapporterats.



2 Material och metoder

2.1  Vattenprover

Prov frn rivatten, utgdende dricksvatten frin vattenverk och dricksvatten
pd ledningsnitet insamlades frin fem olika vattenverk i Skine och Lerums
kommun. Prover togs ocksd inom vattenverken fore och efter olika renings-
processer. Dessutom undersdkees vatten frén en vattenreservoar.

2.2  Enzymanalys

Mingden bakterieenzym (BQ) analyserades med Mycometermetoden
(Mycometer, Horsholm, Danmark). En flaska innehéllande cirka 300 ml
vattenprov forsdgs med ett lock till vilket kopplades ett filter (Millipore Mil-
lex GP 0,22 pm) och en anslutningsnippel. Flaskan vigdes och placerades
pa et still, kopplat till en utsugningspump (figur 2-1). Vattnet sdgs genom
filtret varefter flaskan vigdes igen for att bestimma mingden vatten som
sugits genom filtret.

Figur 2-1 Vattnet sugs ur flaskan genom ett filter.

Ett enzymsubstrat (2 ml) spolades genom filtret (figur 2-2).

Efter en inkubationstid pa cirka 30 minuter, beroende pa rumstempera-
turen, spolades filtren med en framkallningslésning som samlades upp i en
kyvett (figur 2-3).

Fluorescensen i framkallningsvitskan avlistes i en fluorimeter (Picofluor,
Turner designs, Sunnyvale, CA, USA). Viirdet minskades med bakgrunds-
virdet, dividerades med antalet ml vattenprov och uttrycktes som BQ-enhe-

ter per ml vatten.
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Figur 2-2
Enzymsubstrat spolas genom filtret.




Figur 2-3 Filtret spolas med framkallningslésning i kyvetter.

2.3  Bestamning av endotoxin

Mingden endotoxin bestimdes med en automatisk analysator baserad pa
reaktionerna i ett Limulusextrakt (Endo safe, Charles River, Charlottsville,
USA). 1 ml av vattenprovet spiddes i 1-4 ml endotoxinfritt vatten (LAL,
Carles River), och 25 pl tillsattes fyra kyvetter i en reagensplatta som avlistes
spektrofotometriskt. Resultaten visades som endotoxinenheter per ml (EU/
ml) vatten. (1 endotoxinenhet motsvarar cirka 10 pg endotoxin.)

2.4  Bestamning av médngden B-glukan

Mingden {3-glukan bestimdes pa samma sitt som endotoxin men med en
reagensplatta specifik for -glukan. Resultaten rapporterades som pikogram
(pg) per ml vatten. (1 pg ir en biljondels gram, det vill siga 107 g.)
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3 Resultat

3.1  Upprepade analyser av
bakterieenzym i vattenprov

Resultaten frén upprepade bestimningar av BQ-enheter per ml frin samma

vattenprov redovisas i tabell 3-1.

Tabell 3-1 BQ-enheter per ml vid upprepade bestdmningar av vattenprov.

BQ-enheter BQ-enheter BQ-enheter BQ-enheter BQ-enheter
Vatten /ml /ml /ml /ml /ml Medelvarden Varians
Ravatten A 67 65 64 64 71 66 8,7
Ravatten B 47 51 52 51 45 49 9,2
Ravatten C 24 31 32 29 31 29 10,3
Utgaende 6 6 5 5 6 6 0,3
dricksvatten

Tabellen visar att variationen var stérre fér vatten med héga BQ-virden.
Detta beror troligen pé forekomst av partiklar i ravattnet, vilket gor att olika

mingder bakteriemassa kan ansamlas i olika portioner av vattnet.

3.2  Bakterieenzym i olika typer av vatten

Tabell 3-2 illustrerar mingden BQ-enheter per ml i olika typer av vatten.

Tabell 3-2  BQ-enheter per ml i prov fran olika typer av vatten.

Vattentyp Antal prov Medelvérden
Ravatten sommar/host 12 110,1
Ravatten vinter 9 11,9
Vattenreservoar 3 43
Utgaende dricksvatten 35 3,8
Ledningsnat 50 5,2

Resultaten illustrerar den kraftiga sinkningen av BQ-halten genom vatten-
verksprocessen. Mingden BQ i rivatten var ocksa ldgre i prover tagna under
vintern (januari-mars) dn under sommaren och hésten (juli—oktober). I

ledningsnitet var virdena nigot hogre in i utgdende vatten.

3.3 Bakterieenzym i utgaende dricksvatten i
férhallande till bakteriologisk bedémning

Tabell 3-3 visar mingden BQ-enheter per ml i utgdende dricksvatten som
i den bakteriologiska analysen bedémts som tjinligt eller tjinligt med
anmirkning.
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Tabell 3-3  BQ-enheter per ml i utgdende dricksvatten fran vattenverk och antal prover fér respektive BQ-vdrde som
beddmts som tjdnliga eller tjgnliga med anmérkning.

Utgaende dricksvatten Vatten fran ledningsnat
Tjanligt Tjanligt med anmaérkning Tjanligt Tjanligt med anmérkning

BQ-enheter/ml (antal prover) (antal prover) (antal prover) (antal prover)
0 10 4 1

1 3 2

2 2 4

3 3 3

4 2 8 1

5 1 13

6 1 1

7 2 2

8 1 2

9 1 1

10 1 1 1

>10 1 2 1

Fér utgdende vattenprover saknas bakteriologiska analysvirden f6r BQ = 0
(tre prov), BQ = 4 (ett prov) och BQ >10 (tva prov). Hogsta uppmitta BQ-
virde var 18. Prover pd utgdende dricksvatten med BQ-virden till och med
8 var samtliga gjdnliga enligt den bakteriologiska analysen. Av sex prover
med BQ-virden &ver 8 var tvé tjinliga och tvi tjinliga med anmirkning
(tva saknar bakteriologisk analys).

For prover frén ledningsnitet saknas bakteriologiska analysvirden for
BQ = 0 (ett prov) och BQ =9 (ett prov). Hogsta uppmitta BQ-virde var
42. Det bakteriologiska analysresultatet “tjinligt med anmirkning” fore-
kom i ett av proverna med BQ-virde = 0, ett med BQ-virde = 4 samt ett
med BQ-virde >10.

3.4  Bakterieenzym, endotoxin och
B-glukan i olika typer av vatten

Tabell 3-4 visar medelvirdet av halten baktericenzym (BQ-enheter/ml),
endotoxin (endotoxinenheter/ml) och -glukan (pg/ml) i olika typer av vat-
ten.

Tabellen visar att mingden endotoxin var lig i de olika typerna av vatten.
Héga halter bakterieenzym och B-glukan fanns i rivatten och i vatten frén
vattentorn.

Sambandet mellan BQ och endotoxin illustreras i figur 3-1. Figuren visar
att det inte fanns nigot samband mellan BQ och endotoxin.
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Tabell 3-4

Medelvérde av halten bakterieenzym, endotoxin och B-glukan i olika typer av vatten.

Figur 3-1

3.5

Sambandet mellan BQ och endotoxin.

Bakterieenzym fére och

efter processteg i vattenverk

Tabell 3-5 visar BQ-viirdet fore och efter olika processteg i vattenverk vid

tva provtagningstillfillen — det ena dd UV-ljus varit inkopplat och det andra

utan UV-ljus.

Tabellen illustrerar sinkningen av BQ-virdet vid de olika reningsstegen

samt det hdgre virde som fanns efter kolfiltret dd UV-ljuset inte var inkopp-

lat. Att vattnet kan fororenas vid passage genom kolfilter ir kint sedan tidi-

gare.

Tabell 3-5 ~ BQ-vérdet vid olika reningsprocesser i vattenverk.
Ravatten Efter sandfilter Efter UV-ljus Efter kolfilter
(BQ/ml) (BQ/ml) (BQ/ml) (BQ/ml)
11 9 2 7
18 8 (ej inkopplat) 18
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Bakterieenzym Endotoxin B-glukan
Typ av vatten Antal prov (BQ/ml) Antal prov (EU/ml) Antal prov (pg/ml)
Ravatten 21 68 9 10,5 7 40,2
Utgaende 35 3.8 15 3,2 10 9,5
dricksvatten
Ledningsnat 50 5,2 10 3,6 10 4,9
Vattenreservoar 3 43 2 4,2 2 23,0
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3.6  Bakterieenzym, endotoxin och
B-glukan i ledningsvatten vid klagomal

Tabell 3-6 visar halterna bakterieenzym, endotoxin och {-glukan i lednings-
vatten dir klagomal inkommit frin konsumenter och dir bakteriologisk
analys visat att vattnet var tjinligt. Tabellen visar att nivierna av bakterie-

enzym och endotoxin var relativt laga medan uppmatta halter av 8-glukan

var hoga.
Tabell 3-6  BQ, endotoxin och B-glukan i ledningsvatten med problem.
Bakterieenzym Endotoxin B-glukan
Prov (BQ/ml) (EU/ml) (pg/ml) Typ av problem
1 4 1,5 103 Lukt
2 18 257 Lukt, smak
3 36 210 Likt, smak
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4 Kommentarer

4.1  Bakterieenzym

Resultaten frin undersskningen visar att virden understigande BQ = 9 i
utgdende dricksvatten med stor sikerhet innebir att vattnet ir tjinlige
enligt den bakteriologiska bedomningsprincipen. Vid vattenverk med god
reningsférmdga skulle alltsd mitningar av BQ kunna ersitta den lopande
bakteriologiska analysen f6r kontroll av utgdende vatten.

Fér vatten i ledningsnitet fanns tvd prover med BQ pd 0 och 4 som
bedémdes som tjinliga med anmirkning, medan 6vriga 42 prover med
virden upp till BQ 10 bedémdes som tjinliga. De tva proverna fick troli-
gen anmirkning pa grund av koliforma bakterier (grinsvirde 1 st/100ml).
Ovriga prover har fitt anmirkning pa grund av odlingsbara mikroorganis-
mer (grinsvirde 100 st/ml). Detta i sin tur skulle innebira att BQ-metoden
eventuellt kan ersitta mitning av odlingsbara mikroorganismer men inte
koliforma.

Effektiviteten i reningsprocessen illustreras av den kraftiga sinkningen av
BQ-virdet mellan rivatten och utgdende vatten samt sinkningen vid olika
delprocesser. Det innebir att BQ-metoden ir vil limpad for att folja effek-
tiviteten i olika reningssteg. Kinnedom om BQ-virdet fore och efter en viss
reningsprocess under normala férhallanden gor det méjligt act snabbt pavisa
en forsimring av effektiviteten i samband med reparationer eller nyinstalla-
tion av delkomponenter.

BQ-metoden kan ocksa anvindas for att testa renheten hos vattnet i sam-
band med reparation av ledningsbrott, vid utbyte av rérsystem och andra
ingrepp. Metodens snabbhet gor da att man redan inom nigon timme kan
f information om det forekommer en bakteriell férorening eller inte.

4.2  Endotoxin och B-glukan

For vatten med smak- och luktproblem fanns det endast ett fital prov.
Resultaten visar att en 6kning av svampvixten, avspeglad i den hégre ming-
den B-glukan, skulle kunna vara en viktig faktor f6r lukt- och smak. Halten
B-glukan var forhojd trots att BQ-virdet var lagt.

Nir det giller de mikrobiella imnena endotoxin och B-glukan var mal-
sittningen i projektet inte att gora en fullstindig kartliggning av férekomst
under olika férhéllanden, som tidigare gjorts betriffande endotoxin (5),
utan att illustrera forekomsten av dessa imnen i olika typer av vatten. Som
forvintat var mingden endotoxin och B-glukan i vissa prover av rivatten
ganska hég, men i utgdende dricksvatten frin vattenverken var halterna
laga. I proven frin vattentorn var halterna hoga, vilket illustrerar tillvixt i
stillastiende vatten.

Intressant 4r att de fi vatten med problem som undersoktes hade hoga
halter av 3-glukan dven om resultaten frdn odling av bakterier gav ett virde
for ginligt vatten. Detta tyder pa att analyser av f-glukan kan vara ett
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viktigt moment i arbetet med att faststilla orsaken till klagomal pa dricks-
vatten.

Det fanns inte nigot statistiskt samband mellan mingden bakterieenzym
och endotoxin. Det innebir att de vatten som undersdktes hade en varie-
rande andel av endotoxinproducerande bakterier i forhallande till Gvriga
bakterier.
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