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Forord

Hosten 2015 tog VIVAB ett initiativ att tillsammans med Sweden Water
Research och Lunds universitet pdbérja en ldngsiktig biofilmsstudie.
Ansatsen var att kombinera molekylirbiologisk analys, inklusive DNA-
baserad flodescytometri (FCM), med traditionell biologisk och kemisk
analys for att 6ka kunskapen om dricksvattenledningarnas biofilm samt
att undersoka om FCM kan anvindas for processoptimering och dver-
vakning av dricksvattenproduktionen. Pigiende internationell dricks-
vattenforskning har visat att FCM har potential att p ett nytt site f6lja

de mikrobiologiska férindringarna i dricksvattenproduktionen (Chan,
2018; Chan et al. 2018; Prest et al. 2016b; van Nevel et al. 2017). De
positiva FCM erfarenheterna under projektets forsta tva ar ledde till att
antalet provtagningspunkter pa ledningsnitet utkades sista aret for att
dven omfatta ytteromridena pd VIVAB:s distributionssystem. I bérjan av
2019 installerades dessutom tvd FCM instrument for att i realtid 6vervaka
ultrafilter (UF)-anliggningens matar- och permeatvatten med syfte att
bl.a. sikerstilla membranintegriteten i drift. Férutom FCM analyserna har
vi taxonomiskt bestimt biofilmens bakteriesammansittning fore och efter
UF-drift med hjilp av massiv parallellsekvensering (MPS) i samverkan
med Totalférsvarets forskningsinstitut (FOI) i Umea.

Motiven till Varbergs UF investering var allt simre révattenkvalitet, beho-
vet att ka produktionskapaciteten samt att sikra den mikrobiologiska
barridrverkan pd vattenverket med ytterligare en sikerhetsbarriir. Dock
fanns frin borjan en oro att biofilmen i ledningsnitet skulle paverkas efter
driftsittningen med UF och eventuellt pdverka biostabiliteten och den
framtida dricksvattenkvalitén. Biofilm 4r en naturlig mikrobiell pavixt pa
ytor och storre partiklar i dricksvattensystemet. Ledningsrérens biofilms-
flora ir en specifik samling mikroorganismer dir sammansittningen bestér
av ungefir 95 % bakterier som samordnar sina metabola processer inklu-
sive dverlevnad och reproduktion (Flemming, 2002).

Malet med projektet har varit att bide analytiske verifiera FCM analyserna
med MPS och erhilla ny kunskap hur ledningsnitets biofilmsflora forind-
ras kvantitativt och kvalitativt i ett fullskalesystem efter UF-installation. Vi
har ocksd haft som mél att underséka korrelationen mellan konventionella
och molekylira data for biologi och kemi med syfte att oka f6rstielsen

for hur biofilmens aktivitet/funktion inverkar pd vattenkvalitén. Slutligen
vill vi med denna rapport underlitta implementeringen av mikrobiell
FCM-analys, dvs. ett delsyfte med projektet har varit att bedoma virdet
av FCM-metodiken. Projektet har tills nu resulterat i tvd vetenskapliga
publikationer, en i npj Biofilms and Microbiomes (Chan et al. 2019) och
en 1 Water (Schleich et al. 2019).

Peter Ridstrom
Projektledare
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Sammanfattning

Kvarnagirdens vattenverk i Varberg har en ny beredningsprocess for
dricksvattenproduktion: ultrafiltrering med fillning. Den har méjliggjort
en unik biofilmsstudie i distributionssystemet, en studie som #ven visar att
flodescytometri har den enkelhet och precision som krivs for att effektivt

overvaka de mikrobiologiska processerna i ledningsnitet.

Biofilmsstudien pagick frin mars 2016 till och med april 2019. Forsta
dret, innan vattenverket hade ultrafilter (UF), studerades den gamla bered-
ningen i vattenverket och tre strategiska provpunkter pa ledningsnitet for
att faststilla biologiska och kemiska referensvirden. De foljande tvé aren
med UF-drift analyserades biofilmsférindringarna i ledningsnitet bland
annat med bakterierdknande och bakterietypande flodescytometri (FCM)
och massiv parallellsekvensering (MPS). Overgangen till UF-drift den

28 november 2016 ledde till en omedelbar och dramatisk forindring av
dricksvattnets kvalitet. Mikroorganismer inklusive virus stdrre in 20 nano-
meter avskildes i UF-anliggningen. Dessutom avskildes ungefir hilften

av naturligt, framfér allt hdgmolekylirt organiskt kol. Mingden bakterier
som frigjordes frin biofilmen fore UF-driften utgjorde ungefir 0,5 procent
jimfort med den ursprungliga mingden bakterier i ledningssystemet som
var cirka 750 000 bakterier per ml dricksvatten; 99,5 procent av bakte-

rierna kom alltsd via vattenverket.

MPS-analysen visade att det var framfor alle 29 bakterietaxa tillhérande
bland annat sliktena Sphingomonas, Nitrospira, Mycobacterium och Hyp-
homicrobium som dominerade bland frisatta biofilmsbakterier. Resultaten
visar for forsta gdngen vilka bakterietaxa som limnar biofilmen i ett fullska-
ligt distributionssystem, samt deras antal. Biofilmsproverna frin uppgrivda
ledningsror bekriftade att flera av de slikten som pavisades initialt i vatten-
proverna dven dterfanns i den faktiska rérbiofilmen efter UF-drift.

Eftersom det fanns en oro for att biofilmen skulle kunna lossna utokades
provtagningsprogrammet dr 2018 med ytterligare tolv punkter pé led-
ningsnitet. Frekventa FCM-miitningar visade att bakteriekoncentrationen
varierade frin cirka 2 000 bakterier per ml dricksvatten i omrddena nir-
mast vattenverket till 250 000 bakterier per ml beroende pa distributions-
omrdde och &rstid. Med 6kade uppehéllstider frisattes allemer biofilmsbak-
terier som en effekt av vattnets 6kade kontakttid med biofilmen. Férutom
att antalet bakterier 6kade med lingre uppehéllstider sd paverkades dven
bakteriesammansittningen.

Mingden frisatta biofilmsbakterier i vattnet korrelerade 4ven med ckad
konduktivitet och fallande pH-virden. Arbetshypotesen 4r att den nya
dricksvattenkvaliteten frin Kvarnagirden med UF-drift har f6rindrat bio-
filmsdynamiken i Varbergs ledningsnit. Okad konduktivitet och minskade
pH-virden i ytteromradena ir troligtvis tecken pé vattnets 6kade kontake-
tid med biofilmen i ledningsréren, dir bakterier bildar alltmer laddade
smd molekyler och svaga syror vilket successivt forindrat vattnets kvalitet.
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Summary

Kvarnagdrden’s new treatment process for drinking water production,
ultrafiltration (UF) with precipitation, has enabled a unique biofilm study
in Varberg’s drinking water distribution system (DWDS). In 2016, before
UF operation, the processes in the drinking water treatment plant and
three strategic sampling points in the DWDS were studied to determine
biological and chemical reference values. Over the two years of following
the installation of UE changes in the biofilm in the DWDS have been
described by conventional methods as well as flow cytometry (FCM) and
massively parallel sequencing (MPS). The transition to UF operation on
November 28, 2016, led to an immediate and dramatic change in drink-
ing water quality produced from this treatment plant. Microorganisms
including viruses with a size greater than 20 nanometers were removed
from the water by the UE In addition, approximately 50 % of natural,
mainly high molecular weight, organic carbon was removed due to coagu-
lation in the UF plant. Before the installation of UE 750 000 bacteria per
ml or 99.5 % of the bacteria present in the finished drinking water orig-
inated in the treatment plant with about 0.5 % of the total bacteria con-
centration contributed by the bacteria leaving the biofilm in the DWDS.

Primarily 29 bacterial genera belonging to, for example Sphingomonas,
Nitrospira, Mycobacterium and Hyphomicrobium were identified as being
bacteria released from the DWDS biofilm according to MPS analysis.

The results, published in npj Biofilms and Microbiomes (doi: 10.1038 /
§41522-019-0082-9), showed for the first time which bacterial taxa leave
the biofilm in a full-scale DWDS and their number. The biofilm commu-
nity collected from pipes in this same DWDS contained several of these
same genera including Nitrospira (family Nitrospiraceae), Hyphomicrobium
(family Hyphomicrobiaceae), Mycobacterium (family Mycobacteriaceae),
Sphingomonas and Novosphingobium (both family Sphingomonadacaeae). In
2018, as there remained concerns about uncontrolled biofilm release after
UF installation, the initial sampling program was extended to an addi-
tional 12 locations in the DWDS. FCM measurements showed that the
concentration of bacteria varied from about 2000 bacteria per ml drinking
water near the treatment plant to 250 000 bacteria per ml depending on
distribution distance and season. With increased residence times, concen-
trations of bacteria increased as they were released from the biofilm, due
to increased contact time between the travelling water and biofilm. The
composition of the bacterial community also changed with longer resi-

dence time.

The amount of bacteria in the water correlated to increased conductivity
and decreased pH. One possibility is that the change in drinking water
quality due to installation of UF changes the biofilm dynamics in this
DWDS. Both increased conductivity and decreased pH may be due to

increased biofilm growth/activity, where bacteria metabolically form



charged small molecules and weak acids, and gradually change the quality
of the water as contact time with the biofilm increases. This study con-
firms that DNA-based FCM has the simplicity and precision required to
effectively monitor microbiological processes in the water in both water-

works and DWDS.



1 Introduktion

Sverige bygger och upprustar allt fler vattenverk samt frbittrar bristfil-
liga distributionssystem. En stor andel av nuvarande dricksvattensystem
dr drygt 50 dr gamla och det finns ett uppdiamt behov att férnya befintliga
system p.g.a. ldrande infrastrukcur. Forutom eftersatt infrastrukeur finns
fler orsaker till att bygga nya och upprusta befintliga vattenverk och distri-
butionssystem:

* 25 % respektive 10 % av de VA-verksamheter som besvarat enkiten
VASS Vattenverk 2015, har en utnyttjandegrad dver 90 % fér dricks-
vattenproduktion respektive ravattentillging

* pigiende klimatf6rindringar med inslag av skyfall och torka dkar risken

for mikrobiell fororening (Climatools, FOI-R-3390-SE)

e kombinationen av minst tv mikrobiella sikerhetsbarriirer minskar
risken for utbrott av vattenburen smitta (Climatools, FOI-R-3390-SE)

* brunifieringen med alltmer humusrikt vatten i framférallt skogsomra-
den forsimrar rivattenkvalitén och géder mikroorganismer (Bydén &
Bydén, 2014)

e cirka 40 % av kiinda dricksvattenrelaterade sjukdomsutbrott 1995—
2003 kan forklaras med storningar i dricksvattendistributionen (Sive-

Soderbergh et al. 2013)

Sammantaget finns ménga och goda anledningar att férnya och sikra Sve-
riges dricksvattenproduktion. Dricksvattenutredningen (SOU 2015:51)
framhaller sirskilt klimatférindringarnas effekt pé rdvattenkvalitén samt
behovet att rusta for en héllbar och hilsosam beredning och distribution
av dricksvatten. Avseende risker anses de mikrobiologiska hoten som de
mest primira. Utredningen menar att biofilmen i reservoarer och led-
ningsnit kan stabilisera vattenkvalitén och motverka patogener, men att
det finns behov av mer kunskap om distributionssystemets inverkan pé
vattenkvalitén och vér hilsa.

De omfattande utbrotten av dricksvattenburen smitta i Lilla Edet 2008,
Ostersund 2010 och Skellefted 2011 aktualiserade betydelsen av att sikra
dricksvattenproduktionen i Sverige. P4 senare ar har membranteknologin
fate allt storre uppmirksamhet i Sverige som en effektiv mikrobiologisk
sikerhetsbarriir (Heinicke et al. 2011; Lidén et al. 2015). Dock saknas
kunskap hur UF paverkar biofilmen i ledningsnitet. Idag producerar
t.ex. Lackarebicks vattenverk (Goteborg) och Kvarnagirdens vattenverk
(Varberg) dricksvatten med hjilp av UE I Géteborgs ledningssystem
blandas vatten frin Alelyckans vattenverk med vatten frin Lackarebicks
vattenverk. Beroende pé stadsomride finns mer eller mindre inblandning
av dricksvatten producerat med UF i ledningssystemet.

I Varberg produceras sedan 28 november 2016 allt dricksvatten med UFE,
dvs. distributionssystemet i Varberg inklusive dess biofilm exponeras nu
for ett mer eller mindre cellfritt och organiske fattigt vatten. Avskiljningen



av mikroorganismer stérre 4n 20 nm ir sedan dess i sin helhet total i
Kvarnagirdens vattenverk, dvs. det vatten som passerat ultrafiltret (per-
meatvattnet) dr frict frin alger, arkéer, bakterier, protozoer samt de virus
som ir storre an 20 nm. Kvarnagirdens membranprocess omfattar ocksd
direktfillning 6ver UF med koncentration av fillningsvattnet/retentat.
Membranteknologin i Géteborg och Varberg har utéver hog avskiljning
av mikroorganismer ocksd fordelen att anliggningarna kriver mindre yta

jimfort med t.ex. infiltrationsanliggningar eller Iingsamfilteranliggningar.

Farhigorna med membranteknologin beror framférallt membranets
livslingd och permeatets pdverkan pa den kvarvarande biofilmen i distri-
butionssystemet. Hélfibermembranens prestanda och livslingd péverkas av
igensittning (fouling) och frekvent rengéring med kemikalier (Keucken,
2017). Det finns dven en oro att distributionsnitets biofilm paverkas
negativt av permeatet, t.ex. att biofilmen slipper eller fir en oénskad
bakteriesammansittning som paverkar vattenkvalitén och sikerheten. Per-
meatvattnet som limnar Kvarnagirdens vattenverk innehéller framféralle
lagmolekylirt biotillgingligt material som eventuellt kan goda onskade
bakterier i biofilmen.

Biofilmens biomassa uppskattats bestd av ungefir 10 fastvixta bakterier
per cm? réryta dir en brakdel frisitts i vattenfasen (Flemming, 2002;
Liihrig et al. 2015). Floran som lokalt kan bestd av flera hundra bakterie-
arter visar stor motstindskraft mot yttre paverkan sdsom desinfektion och
spolning. Biofilmen hirbirgerar bland annat oligotrofa bakterier som 4r
vil anpassade till liga temperaturer och niringsfattiga vatten (Jie et al.
2017). Farhagor har framférts att desinfektion och UV skulle kunna cka
biofilmens tillvixtpotential via oxidation av organiskt material, framférallt
aromatisk nedbrytning av vattenlésliga fulvosyror och humussyror (Ols-
son, 2005). Risken finns da att oonskade bakterier gynnas och att deras
aktivitet paskyndar korrosion och férsimrar vattenkvalitén (Liihrig et

al. 2015). Dessutom kan risken for vattenburen smitta 6ka (Shaw et al.
2015).

Férutom behoven att forstd de biologiska biofilmsprocesserna i distri-
butionssystemet finns ocksa ett stort behov av att ta fram snabba och
effektiva mikrobiologiska analysverktyg som kan anvindas av Sveriges
dricksvattenproducenter. Férutom odlingsbaserad analys saknas idag
méojlighet att mikrobiologiskt dvervaka vattenverkens olika berednings-
steg eller enkelt pavisa den mikrobiella statusen i ledningsnitet. Vi och
andra har med hjilp av bl.a. massiv parallellsekvensering (MPS) visat att
DNA-baserad flodescytometri (FCM) har den potential som krivs for att
med enkelhet och precision kunna félja de mikrobiologiska processerna

i dricksvattenproduktionen (Chan, 2018; Chan et al. 2018; Prest et al.
2016b; Van Nevel et al. 2017). Metoden pavisar forutom det totala antalet
bakterier dven antalet levande/doda bakterier samt den bakteriella sam-
mansittningen sisom ett specifikt flodescytometriske spektra. Sandy Chan
med medarbetare (Chan, 2018) har visat att den forfinade taxonomiska
MPS-bestimningen korrelerar mycket vil med FCMs fluorescensspektra.

Idag har bl.a. Norrvatten, Sydvatten, VA SYD och VIVAB implementerat
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FCM i sina verksamheter, dir VIVAB tack vara den senaste teknikutveck-
lingen foljer UF-driften med on-line FCM.

1.1 Fragestéllning och behov

Mainga svenska dricksvattenproducenter utreder méjligheten att satsa pa
en ultrafilteranliggning som en kraftfull mikrobiologisk sikerhetsbarriir
dir man dven har méjlighet att reducera mingden naturligt organiskt
material (NOM) genom direktfillning 6ver membranen. Dock saknas
kunskap om hur en mer eller mindre cellfri beredning léngsiktigt paverkar
biostabiliteten i distributionssystemet och den slutliga dricksvattenkvalitén
hos kund. Konceptet biostabilitet bygger pa att vattnets mikrobiologiska
kvalité i firdigberett dricksvatten och distribuerat vatten ir detsamma
(Prest et al. 2016a). Faktorer som paverkar vattnets biostabilitet 4r den
mikrobiella dtervixtpotentialen i ledningssystemet som beror pd mingden
och sammansittningen av biotillgingligt organiskt material i firdigberett
dricksvatten samt antalet och sammansittningen av mikroorganismer i
ledningsnitets biofilm. Dirtill tillkommer vattentemperaturen, rormate-
rial, fldden, uppehéllstider, mingden fosfor, metan, ammonium mm.

Sammantaget kommer alla dessa faktorer att pdverka tillvixtpotentialen i
ledningsnitet, dvs. bdde bulkvattenflorans mikrobiella aktivitet sévil som
biofilmsflorans mikrobiella aktivitet. Kvarnagardens ledningsnit i Varberg
har méjliggjort en renodlad fullskalig biofilmsstudie dir 4ven bulkvatten-
floran i ledningssystemet hirstammar frin frisatta biofilmsbakterier. Stu-
dien omfattar bide konventionell analys och molekylirbiologisk analys dir
biologiska och kemiska analysmarkérer har anvints for att dka vir kunskap
om biofilmens funktion och effekt pa vattenkvalitén.

I studien ingér 4ven att utvirdera om FCM kan anvindas for att 6vervaka
ledningsnitets biostabilitet samt att prova om FCM kan anvindas for att
i realtid sikerstilla UFs barridrverkan. P4 senare tid har ndgra f3 fullskale-
studier visat att FCM #ven kan anvindas f6r rationell celltypning diir sma
forindringar i bakterieflorans sammansittning kan pavisas (Buysschaert et
al. 2018; Chan et al. 2018). Tack vare ett explicit biofilmssystem i kom-
bination med innovativ applikation av FCM analys har det varit majligt
att pavisa den specifika biofilmsdynamiken i ett fullskaligt ledningsnit for
distribution av dricksvatten. Projekts specifika frigestillningar 4r:

* Forindras biofilmen i ledningsnitet efter UF-installation?
e Slipper den gamla biofilmen?

* Péverkas vattenkvalitén och sikerheten f6r konsument pa sikt med
UE-drife?

* Nir uppnis biostabilitet?
* Kan FCM anvindas for att 6vervaka UF och ledningsnit?

* Finns det nigon korrelation mellan ledningsnitsparametrar och
FCM-markérer?

* Vad krivs for att implementera FCM-analys?

* Vilka typer av bakterier finns i biofilmen?
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* Hur férindras den taxonomiska bakteriesammansittningen i biofilmen

over tiden pa olika platser?

1.2  Projektsyfte

Projektet hade som syfte att leverera ny kunskap om biofilmens funktion
och korrelation till vattenkvalitén samt studera hur ultrafiltrering (UF)
paverkade distributionsnitets biofilm &ver tiden, dvs. undersoka lednings-
nitets biostabilitet efter driftsittning med UE Den faktiska bakteriesam-
mansittningen faststilldes med MPS-teknologi, dir enskilda bakteriegrup-
per identifierades taxonomiskt. Syftet med MPS-analysen var ocks3 att
verifiera att FCM metoden pévisade verkliga forindringar i bakteriesam-

mansittningen.
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2  Metodik och analysmetoder

Med hjilp av konventionell biologisk och kemisk analys samt molekylir-
biologisk analys (FCM och MPS), har Kvarnagardens beredning och distri-
butionssystem studerats under perioden mars 2016 t.o.m. april 2019. Den
forsta perioden utan UF-drift, den s3 kallade pre-UF-perioden, omfattade
mars 2016 t.o.m. november 2016. Den andra perioden med UF-drift, den
s kallade post-UF-perioden, bérjade den 28 november 2016. Den gamla
beredningen av dricksvatten pa Kvarnagirdens vattenverk har besttt av
pH-justering, snabbfilter, UV-desinfektion och tillsats av monokloramin
for att forhindra dtervixt pd distributionsnitet. I den nya beredningsproces-
sen som beskrivs i Figur 1 har UF med direktfillning tillkommit.

RAVATTEN SNABBFILTER UF-MEMBRAN ALKALISERING UV-AGGREGAT
(St. Neden/RHK) (sand) (med direktfallning)
PAC €O, Ca(OH) ,NHCI
Ytvatten Turbin

@

L

Grundvatten ; ¢ l
; LAGRESERVOAR 1 LAGRESERVOAR 2 LAGRESERVOAR 3
i Distribution
! . NH.CI
_____ - l :
SNABBFILTER (reserv)
Figur 1 Schematisk bild 6ver Kvarnagardens beredningsprocess efter

UF-installationen. 80 % av ravattnet &r ytvatten fran Stora Neden
och 20 % &r grundvatten fran Ragnhilds kélla (RHK).

PAC = polyaluminiumklorid, koagulant vid direktféllning 6ver
UF-membranytan; CO, och Ca(OH), = kolsyra och kalcium-
hydroxid fér pH justering; NH,CI = monokloramin.

Fér en mer detaljerad beskrivning av beredningsprocessen fére
och efter UF-installationen hanvisar vi till Keucken (2017).

2.1  Vattenprover fér FCM analys

Fér perioden mars 2016 t.o.m. juni 2018 analyserades 6 provpunkter vid
18 tillfillen i Varberg. Vid varje tillfille togs vattenprover (15 ml Falconrér
med tillsats av 1 % (v/v) natriumtiosulfat med en koncentration pé 20
g/L) och transporterades samma dag med tdg eller taxi till avdelningen f6r
Teknisk mikrobiologi, Kemicentrum, Lund, f6r FCM-analys samma eller
nista dag. FCM-proverna transporterades kylda pa is for att direfter forva-
ras vid + 4 °C. Provtagningsrutinen omfattade att brinna av kranen samt
att spola ledningen tills dess att stabil vattentemperatur uppndtts (cirka 10
minuter) innan vattenprov togs. De 6 initiala provtagningspunkterna var
(se dven Figur 2):

* Vatten innan UF (UF feed som passerat snabbsandfilter)
* Vatten efter UF (UF permeat)
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Firdigt dricksvatten (provpunkt efter Kvarnagirdens ldgreservoarer)

Ledningspunkt DP1 (kéket i teknisk utvecklingsbyggnad,
Getterdverket)

* Ledningspunkt DP2 (koket i Blishammar skola)
* Ledningspunkt DP3 (Trénningenis, pumpstation 5)

Drinking water Kvarmagarden
Gidestad TERS

GV_TU, DF1 Cetterdverkst, DF1
Himls Himle TES
Humst Hunnestad TES
Laofta Laftaskog TES
Hoega Hoga TFS
Dasar Masarp TRS
Fotol Reolfstorp 1 TES
Tofta Toffa F5T
Tronm Trinninge utanitr dagis
TrPss, DF3 Ir'dlcl',lr.ingerés, DP3
Trvaak Tuasker TES
Figur 2 Provtagningspunkterna i Varbergs kommun samt deras for-

kortningar. Férutom DWKva (utgdende vatten fran vattenverket
Kvarnagérden), GV_TU (kéket i teknisk utvecklingsbyggnad,
Getteroverket), BlaSc (kbket i Blashammar skola), TrPS5 (Trénnin-
gends, pumpstation 5) och Tofta (pumpstation) &r provtagnings-
punkterna trycksteringsstationer. TRS = tryckstegringsstation,
DP = dricksvattenprovpunkt och PST = pumpstation.

Frin och med hésten 2018 utckades provtagningsprogrammet med ytter-
ligare 12 strategiska provtagningspunkter pé ledningsnitet, dvs. totalt 18
provpunkter analyserades inklusive de tre provpunkterna pa vattenverket
(Figur 2).
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Provtagningspunkterna Loéftaskog och Bjérking som ligger vid kommun-
grinsen fir dven en viss mingd firdigberett dricksvatten frin nirliggande
kommuner, dvs. matas med vatten som kan pdverka biofilmen och FCM-
analysen.

2.2  Vatten- och rérprover fér MPS-analys

Vattenprover for sekvensering filtrerades pa 0,22 pm membranfilter med
hjilp av en filteruppsittning i metall for dricksvattenanalys. Prover pa 1L
(innan UF) respektive 5L (efter UF) tappades pa borosilikatflaskor som
forvarades pa is eller vid + 4 °C innan de filtrerades senare samma dag.
Filtratet med filterpapper lagrades vid — 20 °C, innan DNA extraherades.
Biofilmsprover frén ledningsror togs pa tre provplatser i anslutning till tva
omriden i nirheten av ledningspunkterna DP2-3 (Figur 2) vid 6 tillfil-
len, nirmare bestimt 2016-03-08, 2016-06-21, 2017-03-07, 2017-06-20,
2018-03-22 och 2018-06-07. Biofilmsproverna togs bide med bomulls-
svabb och med hjilp av en specialkonstruerad skrapa (se skrapa Figur 3,
nere i mitten) och suga upp vitskan med pipett. Ledningsrérsplatserna
valdes sisom driftsikra och stabila omriden med minimal risk for fram-
tida distributionsstdrningar. Dessutom var mélet att vilja tre platser med
liknande rérmiljéer utifrin material (PVC/PE), dlder (PVC: 25-30 ér, PE:
10-154r), diameter (160 mm) och hydrauliska forhillanden for att kunna
fungera som oberoende biologiska analysreplikat. Anledningen var att
sikerstilla en systematisk biofilmsstudie dir man successivt kan félja bio-
filmsférindringarna efter UF-drift. Rérproverna grivdes fram med hjilp av
gravmaskin och personal frin VIVAB (Figur 3). Minst 6 skrapprover togs
fran varje avskuret ledningsrér p& ungefir 0,5 meter och minst 6 svabbpro-
ver togs frin de frilagda réroppningarna nirmast vattenverket, dvs. upp-

stroms det tidigare vattenflodet. Samtliga prover togs med sterila redskap

Figur 3 Biofilmsprovtagning, Varberg, den 8 mars 2016.
Foto Sandy Chan, Kristjan Pullerits, Catherine Paul
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fran frilagda ledningsrér som desinfekterats pa utsidan innan de kapades.
Nya rérprover togs 5—-10 meter uppstroms tidigare provtagningsplatser i
syfte att folja biofilmen i de tre provpunkterna med minimal férindring av
rormiljon. For en provpunke (biofilmsprovpunkt 3) flyttades provtagnings-
punkten 400 meter nedstroms mellan fjirde och femte provtagningstill-
fillet p.g.a. anliggning av en cykelvig.

2.3 Konventionell kemisk
och mikrobiologisk analys

Vattenprover for utdkad NOM-analys med LC-OCD-OND skickades

till DOC-Labor i Tyskland. LC-OCD som stér for Liquid Chromato-
graphy - Organic Carbon Detection with Organic Nitrogen Detection,
som ir en metod for analys av 18st organiskt kol efter vitskekromatografisk
separation av olika amnen. Den utokade NOM-analysen pd de centrala
provtagningspunkterna, DP1-3, 6verenstimde med utgdende dricksvatten.
30-talet traditionella vattenparametrar som berér indikatororganismer,
metaller, kviveforeningar mm. analyserades av Eurofins Environment
Testing Sweden AB, Linkoping. Chan et al. (2019), redovisar den utékade
NOM-analysen inklusive de traditionella vattenparametrarna.

2.4  Flédescytometri (FCM)

De flodescytometriska analyserna utfordes pd BD Accuri C6 Flow Cyto-
meter (BD Biosciences, Belgien) med en 50 mW argonlaser, vaglingd 488
nm. Fluorescensen frén det ljus som SYBR® Green I (Life Technologies,
USA) och propidiumjodid (Sigma-Aldrich, Tyskland) emitterar nir den
exciteras av argonlasern detekteras med filter FL1 (533 + 30 nm, grén
flourescens) och filter FL3 (> 670 nm, réd flourescens). Se appendix A

for detaljerat protokoll f6r infirgning och instillning fér BD Accuri C6
Flow Cytometer for vattenprover. Gatingstrategin for de flsdescytome-
triska mitningarna valdes utifrén att inkludera vattenflorans bakterier samt
minimera bakgrundsbrus enligt Prest et al. (2013). Protokollet for infirg-
ning av levande och déda bakterier inkluderade 0,3 mM propidiumjodid,
se appendix A. Propidiumjodid binder precis som SYBR Green dubbel-
stringat DNA men kan inte penetrera intakta cellmembraner som SYBR
Green, dvs. de celler som fluorescerar gront har intakta membraner medan
de som fluorescerar rott har trasiga membraner. Vi har anvint samma
gating for infirgning av levande och déda celler sisom med SYBR Green.
Den roda fluorescensen, detektor FL3, frin doda celler hamnar utanfor
det omréde som analyserades. Flodescytometrisk rddata analyserades med
programvaran FlowJo (Treestar, Inc., USA).

CHIC-analysen (CHIC: Cytometric Histogram Image Comparison)
anvindes for moénsteranalyser. Analysen jamfoér FCM-data och visar hur
lika proverna ir. Liknande prover visas nira varandra i diagrammet; prover
som ir olika visas lingre bort frén varandra. Fér att forenkla analysen och
fortydliga korrelationer anvindes Envfit funktionen med R-programvara
(http://www.r-project.org/). Denna analys méjliggor en snabb oversikt
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over mojliga korrelationer mellan flddescytometri resultat och miljgpara-
metrar som bl.a. uppehallstid, kontakt med biofilm och pH. Dessutom
utfordes statistiska beridkningar for att hitta samband mellan olika parame-
ter (Pearson korrelation: R-virden; Regression: p-virden).

2.5  Massiv parallellsekvensering (MPS)

DNA frén rér- och vattenproverna extraherades enligt protokollet for Fast
DNA Spin Kit for Soil (MP Biomedicals, USA). Bara bomullssvabbens
topp som varit i kontakt med biofilm, 120 pl av vitskan frin de skrapade
proverna och filterpapper som skars i remsor anvindes i extraktionen.
V3-V4 regionen av 16S rRNA genen amplifierades i triplikat med primers
Bact_341F (5'-CCTACGGGNGGCWGCAG-3") och Bact_785R
(5’-GACTACHVGGGTATCTAATCC-3") (Klindworth et al., 2013).
PCR-reaktionen och dess innehdll foljdes som beskrivits av Chan et al.
2018. Bioinformatik fér vattenproverna f6ljdes ocksa enligt Chan et al.
2018. Bioinformatik fér biofilmsproverna anvindes QIIME2 (Bolyen
etal., 2018) med GreenGenes databas (Desantis et al., 2006). Analys av
bakteriefloran gjordes i R (R Core Team, 2018) med phyloseq paketet
(McMurdie and Holmes, 2013) och figurer genererades med ggplot2 pake-
tet (Wickham, 2016)
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3 Resultat

Resultaten redovisas utifrin ett FCM-perspektiv, med fokus p& databe-
handling och eventuella korrelationer med ledningslingd, uppehéllstider,
vattentemperaturer, ledningsmaterial och konduktivitet. Stérningar pa
ledningsniitet redovisas i ett separat avsnitt innan framtagandet av bas- och
larmvirden f6r FCM-analysen exemplifieras med tre valda provpunkter pa
ledningsnitet. Kapitlet avslutas med de taxonomiska MPS-bestimningarna.

3.1  pre-UF-period

Den gamla beredningsprocessen dokumenterades med kemiska och biolo-
giska analyser frin mars 2016 t.o.m. november 2016 fér att fungera som
en referens f6r UF-driften med bérjan den 28 november 2016. Fore drift
med UF var dricksvattnet i Varberg rikt p& organiskt material (Chan et al.
2019) och bakterier (Figur 4). Antalet bakterier varierade fran 450 000
till 900 000 bakterier per ml vatten oberoende pa provstille och tidpunke.
I figur 5 visas de specifika fluorescensfingeravtrycken som motsvarar

bakteriesammansittningen i sex provpunkeer frin révatten t.o.m. firdigt

2016-06-21 2017-06-20 2018-06-07
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Figur 4 Totala antalet bakterier fran Kvarnagardens vattenverk och distri-
butionssystem for perioden 16 mars 2016 t.o.m. 7 juni 2018.

Feed = vatten som passerat snabbsandfilter innan UF; FW =
Férdigt dricksvatten med provpunkt efter Kvarnagardens lag-
reservoarer; DP1 = kéket i teknisk utvecklingsbyggnad, Getters-
verket; DP2 = kéket i Blashammer skola och DP3 = Trénninge-
nas, pumpstationen 5.

De férsta 37 dagarna med UF-drift anvdndes en mindre méangd
feedvatten for att justera pH dérav en plata med ungefar

20-30 000 bakterier per ml. Efter dag 37 anvdndes permeat-
vatten fran UF fér att justera pH pa utgaende vatten. Datum
anger tidpunkter f6r biofilmsprover fran ledningsrér. # visar FCM
resultat som paverkats av ledningsspolning i ett nérliggande
exploateringsomrade i Varberg.
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dricksvatten innan UF-anliggningen startades. Fluorescensfingeravtrycket
dr ett histogram som visar mingden bakterieceller som fluorescerar i den
specifika fluorescensintensiteten (visas i x-axel). Bakterier som har hogre
fluorescensintensitet innehaller en storre mingd av SYBR Green I vilket
betyder att bakterien har en stérre mingd DNA. Dirfér visas bakterier
med relativt stor mingd DNA pa den hégra sidan av histogrammet — si
kallade High Nucleic Acid bakterier (HNA) och pa den vinstra sidan ser
man bakterier som innehaller liten mingd DNA — si kallade Low Nucleic
Acid bakterier (LNA). Ju stérre topphojd desto mer bakterier med en viss
mingd DNA. Fluorescensfingeravtrycken férstirker bilden av att det vat-
ten som finns i ledningarna ir bakteriellt mycket likt rdvattnet. Dock kan
man urskilja en fraktion av HNA-bakterier som avskiljs i beredningspro-

cessen.

%HNA

49.810.15

Arn
\ 500
. -

49.1#0.15 400

A\
|R'=’lvatten . / \
y
Ut Kvarnagarden
| Blashammarskolan
I Tronningends PSTS
| Getteroverket
T r/l

47.5£0.23 200 -

Count

47.4%0.21
200 =

47.7+0.06

47.5%0.12

Gron fluorescens Gron fluorescens

Figur 5 FCM-genererade fluorescensfingeravtryck for sex provtagnings-
punkter (2016-03-08) innan UF-start.

Y-axeln anger antal bakterier och x-axeln flourescensintensiteten
for varje bakterie vilket motsvarar mdngden DNA per bakterie.
LNA (Low Nucleic Acid) bakterier aterfinns till vidnster om den
vertikala linjen och HNA (High Nucleic Acid) bakterier motsvarar
omréadet till h6ger om linjen.

Kvoten HNA-bakterier/totala antalet bakterier anges som pro-
cent i den vénstra delen av figuren medan den hégra delen av
figuren visar éverlapp av alla fluorescensfingeravtryck fér de sex
provtagningspunkterna.

3.2 CHiIC-analys

CHIC-analys (CHIC: Cytometric Histogram Image Comparison) ir ett
statistiskt verktyg for rationell utvirdering av stora flodescytometriska
dataset pa kort tid (Koch et al. 2013) som applicerats inom dricksvat-
tenanalys (Chan et al. 2018). CHIC-analysen bestimmer snabbt bak-
teriella forindringar baserat pa antal och sammansittning med hjilp av
2D-histogram genererad pé mitresultaten frin flodescytometri vilket i

sin tur omvandlas till bilder med pixlar. For varje prov omvandlas mit-
resultaten frin flddescytometrin till en bild med prickar som representerar
bakterierna. Bilderna bearbetas sedan med en automatiserad bildjim-
forelseprocedur pd en vanlig dator dir alla pixlar i varje bild jimférs med

varandra. Det betyder att programmet jimf6r 2D histogrammen mellan
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alla prover och beroende pé bakterieantalet (TCC) och de enskilda bakte-
riernas genomstorlek (bakteriesammansittningen) visualiseras hur enskilda
flddescytometriska provmonster forhéller sig till Gvriga prover. Prover

som ir lika varandra med avseende pé bakterieantal och sammansittning
placeras nira varandra i en NMDS (non-metric multidimensional scaling)
diagram. Prover som 4r mer olika hamnar lingre bort frén varandra. Sandy
Chan har i sin avhandling (Chan, 2018) visat att de taxonomiska bakte-
riebestimningarna korrelerar med FCM-data, vilket bekriftar att resulta-
ten frin flsdescytometri analyserad med CHIC faktiske aterger specifika
forindringar i bakteriesammansittningen. Styrkan med en NMDS-analys
dskadliggors i Figur 6 som visar att de provpunkter som ligger nirmare vat-
tenverket liknar det utgdende firdigberedda dricksvattnet mer in Mésarp
och Tofta, som ligger lite lingre bort. Fér att kontrollera om ledningsling-
den ir den avgérande faktorn analyserades dessutom provpunkterna Hoga
och Derome som ligger lingt ifrin vattenverket med relativt korta uppe-
hallstider f6r vattnet.
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Figur 6 CHIC-analys for nio provtagningspunkter (olika farger) med

relativt korta uppehallstider (< 24 h) fér tidsperioden april 2018
tom. april 2019.

Provpunkterna Derome och Hoga liknar utgdende dricksvattnet mer 4n
Tofta dven om de ligger lingre bort frén vattenverket (se Figur 2). En
mojlig forklaring kan vara att provpunkten Tofta ligger i en pumpstation
for avloppsvatten och har ingen bra omsittning jimfért med alla andra
punkter som ligger i dricksvattentryckstegringsstationer. Fér att under-
soka om det finns ett sammanhang mellan f6rindringar av TCC och
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olika parameter analyserades alla provpunkter med avseende pé vattnets
uppehéllstider (Figur 7). Figuren visar tydligt att provpunkter med korta
uppehéllstider liknar utgdende dricksvatten mer 4n provpunkter med
lingre uppehallstider. Dessutom tydliggoras att de enskilda proverna for de
16 provpunkterna blir mer utspridda med lingre upphallstider under 4rets
géng. Detta tyder pd att det inte bara sker en férindring av TCC, utan
dven typer av bakterier som finns i vattnet. Utgdende dricksvatten frin vat-
tenverket bildar ett litet kluster (svart ring i Figur 7), dir antalet bakterier
och dess sammansittning ir relativt oférindrat under ret. Proverna frén
Rolfstorp (Roto 1) didremot bildar ett mycket stort kluster (stor réd ellips i
Figur 7), dir antal och bakteriesammansittning forindrats vildigt mycket
utifrdn vattnets egenskaper ver dret.

8 |
8 |
E
8 -
Drinking water Kvarnagarden
s | Retention time 0 - 24 h
§ 1 Retention time 24 - 48 h
- Retention time 48 - 168 h
-300 -2‘00 -1:10 0‘ 150 200
NMDS1
Figur 7 CHIC-analys fér de 16 provpunkterna (cirklar) dér fargerna

indikerar olika uppehallstider.

Fér att forenkla analysen och fortydliga korrelationen mellan de flodescy-
tometriska analyserna och de konventionella vattenparametrarna anvindes
Envfit funktionen (Oksanen et al. 2019) till CHIC-analysen (Figur 8)
som anvints inom dricksvattenanalys tidigare (Chan et al. 2018). Analy-
sen mojliggor att man fir en snabb uppfattning om méjliga korrelationer
mellan prov- och miljéparametrar. Vektorer som visas i figuren 4r para-
metrar som korrelerar signifikant med FCM-resultaten utvirderade med
CHIC. Vektorer som pekar mot vissa punkter i figuren indikerar att dessa
mitresultat frén flddescytometri har gemensamt ett hdgre virde i den
parametern. Vektorer som pekar i samma riktning indikerar en korrelation
mellan parametrarna. Om vektorerna pekar i motsatta rikeningar indikerar
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detta en negativ korrelation. I Figur 8 visas samkorrelation mellan TCC,
uppehillstider och den beriknade kontaktytan mellan biofilmen och
vattnet. Med 6kande uppehallstider eller kontaktyta 6kar TCC f6r vatten-
prover tagna frin ledningsnitet. Det finns uppenbarligen ocksi en negativ
korrelation mellan uppehallstider och andelen HNA-bakterier. Med 6kad
uppehillstid minskar andelen av HNA-baketerier i vattenproverna frén
ledningsnitet. Figuren indikerar ocksd en negativ korrelation mellan TCC
och pH-virden. Férdjupande analyser 4r dock nédvindiga for att forstd
och tolka dessa korrelationer.
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Figur 8 CHIC-analys med korrelationsvektorer (Envfit); réda pilar

(flodescytometriska parametrar); blaa pilar (miljsparametrar);
text i svart (provtagningspunkter).

3.3 Ledningslingd

For att undersska hur mycket ledningsavstindet frin vattenverket paver-
kade parametern TCC analyserades mitningar frin slutet av april 2018
nirmare. Det visade sig att prover som ligger lingre bort frin vattenver-
ket visar i allminhet ocks ett hogre TCC (Figur 9). Vattnet som limnar
vattenverket visar runt 300 bakterier/ml. Provpunkterna i nirheten av
vattenverken, som Getteréverket och Blishammar skola visar ett TCC fran
1 600-3 000 bakterier/ml. De hogsta TCC visas pa punkterna som ligga
pa randen av ledningsnitet. Det hégsta TCC finns séder om vattenverket i
Bjorking med 113 200 bakterier/ml.

Avvikelser hittades i analysen pa prover tagna frin Derome, Hoga och
Tvaaker. P4 de punkterna ir TCC férhéllandevis ldgt dven om avstindet
fran vattenverket ir ldngt. Baserat pd de 6vriga resultaten skulle TCC
forvintas vara pd mer 4n 50 000 bakterier/ml vid dessa provpunkter. TCC
ligger dock endast vid 5 500 bakterier/ml i Hoga till 11 800 bakterier/ml
i Tvédker. Viktigt dr dock inte bara ledningslingd utan ocksd ledningsdi-
mension och vattenvolymen. Beroende pa storre eller mindre ledningsdi-
mension paverkas den totala kontaktytan mellan biofilmen och vattnet.
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O bakterieantal < 10.000 celler/ml
O bakterieantal 10.000 — 50.000 celler/ml
O bakterieantal = 50.000 celler/ml

Figur 9 Inverkan av ledningsléngd (métningar i slutet av april 2018)

I Figur 10 ser man korrelationen mellan bakterieantalet och kontaktytan
cm?/ml mellan vattnet och biofilmen. Korrelationen visar att bakteriean-
talet 6kar nir vattnet har mer kontakt med biofilmen (korrelationskoeffi-
cienten = 0,75; p < 0,05). En tendens till korrelation kunde detekteras for
de andra tvd parametrarna, % HNA och % ICC, dir okad kontaktyta gav
en minskad andel HNA bakterier eller en 6kad mingd intakta bakterier.
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Figur 10 Korrelation mellan kontaktytan och TCC, % HNA och % ICC.

3.4  Uppehallstider

I ledningsnitet rader olika hydrauliska forhallanden. Med hjilp av den
hydrauliska modellen Mike Urban kunde uppehéllstiderna for vattnet i
ledningarna bestimmas (Figur 11). Resultaten av mitningarna i slutet av
april 2018 visade att langa uppehéllstider for vattnet i ledningarna leder
till hoga halter av bakeerier i vattnet. Provpunkter som innehsll de hogsta
halterna av bakterier (Loftaskog, Rolfstorp, Himle och Bjorking) var
ocksd de provpunkterna med de lingsta uppehallstiderna. Detta stim-
mer ocksd 6verens med provpunkterna med laga halter av bakterier men
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langt avstdnd till vattenverket (Hoga, Derome och Tvagker). Dessa tre
provpunkter hade enligt den hydrauliska modellen korta uppehéllstider.
Hoga ligger pa en huvudledning som distribuerar stora mingder vatten
till Ringhals. Derome 4r ocksa ansluten till denna huvudledning dir stora
mingden vatten leds vidare till Veddige. P4 provpunkten Tvaaker skickas
ocksd mycket vattnet vidare till en stdrre titort.

C—1 ©0.24
1 24.48
[ 48..168

Figur 11 Uppehalistider i olika farg fran vattnet i ledningarna och TCC
(bakterier/ml) i rutorna.

En korrelation mellan parametern TCC frin flodescytometri och uppe-
hallstid presenteras i Figur 12. Aterigen ir det TCC som visar en tydlig
korrelation till skillnad frin de andra parametrarna (% HNA och % ICC).
Dock finns en tendens att % HNA korrelerar med vattnets upphéllstider.
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Figur 12 Korrelation mellan uppehallstid och TCC, % HNA och % ICC.
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Baserat pé resultaten verkar det ocksé som om uppehallstiderna dven
paverkar bakteriesammansittningen. Nir man tittar pa fluorescensfinger-
avtrycken av vattnet pd alla provtagningspunkter i ledningsnitet ser man
att pa de punkterna med kort uppehéllstider &terfinns huvudsakligen
HNA-bakterier (Figur 13). Provpunkterna med lingre uppehéllstider
forstirks av ytterligare en population av bakterier s.k. LNA-bakterier. Det
innebir att antalet och sammansittningen av de bakterier som frisitts
frin biofilm successivt férindras med allt lingre uppehallstider. Detta kan
ocksd ses av den negativa korrelationen i Figur 12.
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Figur 13 Fluorescensfingeravtrycken (baserat pa bakteriernas antal och

DNA-méngder) i ledningsnétet sorterade efter provpunkternas
uppehallstider fran 1 h ldngst upp i figuren ned till 168 h.

Figuren visar den proportionella férdelningen av LNA- och HNA-
bakterier i vattenproverna (exempel: tva dotplots fran olika pro-
ver; 6vre dotplot: prov med 84 % HNA-bakterier; lagre dotplot:
prov med 54 % HNA-bakterier).

Den vertikala linjen &r placerad mellan de tva fluorescenstop-
parna fér att tydliggéra féréandringen med langre uppehéllstider.

Exempelvis visas i detta ssmmanhang en tydligt negativ korrelation mellan
uppehillstiderna och andelen HNA-bakterier (Figur 12).

3.5 Vattentemperaturer

P4 alla provtagningspunkter ldg vattentemperaturen i april mellan 6-9 °C.
Under sommarperioden 6kade vattentemperaturen pd alla provtagnings-
punkter (Figur 14), med 6kande TCC halter nistan 6verallt. Undantag var
den mattliga forindringen i bakterieantalet pd vattenverket Kvarnagirden
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samt de nirliggande provpunkterna Getteréverket och Trénningenis.
Dock uppmiittes en kad TCC (fyra gingers 6kning) halt i Trénninge,
Misarp, Tofta och Blishammar skola. Temperatur6kningarna var unge-
far 7-10 °C vid alla provtagningspunkter. Dock visade det sig att en viss
okning av vattentemperaturen inte automatisk betyder en motsvarande
okning av TCC. P4 vissa punkter, t.ex. Hunnestad, har vattentemperatu-
ren dkat med upp till 10 °C men TCC har bara fordubblats. I Tronninge-
nds har temperaturen 6kat med 7 °C och TCC har bara 6kat med faktor
pa 1,2.
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Figur 14 Féréndring av TCC och vattentemperaturen under
sommarperioden fran april tom. september.

Det ir inte bara bakterieantalet som har 6kat utan 4ven sammansittningen
har forindrats pa de olika provtagningspunkterna. Mésarp stod for en av
de storsta 6kningarna av TCC med faktor 7 (fran 14 100 celler/ml i bérjan
av april tll 98 300 celler/ml i september) och f6rindring i bakteriesam-
mansittning. Figur 15 visar férindring i fluorescencefingeravtrycken pd
provtagningspunkt Mésarp under sommarperioden. Med en 6kning av
vattentemperatur férindrades populationen gradvis gentemot LNA-omra-
det. I juli delades populationen upp i tva fraktioner bestiende av HNA-
och LNA-bakterier. Okningen av LNA-bakterier under sommaren var ett

ovintat resultat som behandlas i diskussionen.
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Antal bakterier

Datum:

18-04-17
18-04-27
18-05-14
18-05-24
18-05-29
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18-09-12
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grin flucrescence (533nm)

Figur 15

Utveckling av FCM-fingeravtryck fran olika provtagningar vid provtagningspunkten Méasarp fran april

2018 till september 2018. Det tydliga skiftet i den mikrobiella sammanséttningen &r troligtvis en konse-
kvens av vattentemperaturékningen under sommarmanaderna. De tre spridningsdiagrammen ovan visar
FCM-féréndringen fran tre olika provtagningar (vanster till héger: 2018-04-27, 2018-07-16, 2018-07-24).

Andra forindringar under sommaren var till exempel en minskning av

HNA-populationen i Bjorking. Figur 16 visas att andelen HNA-bakterier

minskas under sommarperioden frin 71 % till runt 41 % i december.
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Figur 16

Utveckling av fluorescensfingeravtryck fran olika provtagnings-
tillféllen vid provtagningspunkten Bjérkdng fran maj 2018 till

december 2018.

Andelen ICC har ocksa dndrats pd de flesta provtagningspunkter under

sommaren. P4 ndgra punkter har andelen 6kat och pd andra har den

minskat (Figur 17). Provpunkterna ir sorterade efter TCC i september
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fran den minsta (VV Kvarnagérden) till den stérsta (Rolfstorp). Det ser ut
som om andelen ICC har 6kat pd provpunkter som har ett mindre TCC.
For provpunkter med ett hogt TCC har ICC-andelen sjunkit. En forkla-
ring kan vara att provpunkter med laga TCC-virden ocksa forknippas med
korta uppehillstider medan allt lingre uppehéllstider minskar andelen

ICC-bakterier.
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Figur 17 Korrelation mellan temperatur, % ICC och % HNA under som-
marperioden. De 16 provtagningspunkterna pa ledningsnétet
markeras blatt f6r % HNA och grént fér % ICC.

3.6 Ledningsmaterial

En annan faktor som kan paverka bakterieantalet i biofilmen och i vatt-
net ir ledningsmaterialet. Varbergs ledningsnit innehiller ett flertal olika
material, som betong, PVC och polyeten (Figur 18). Tidigare studier har
visat att det 4r framférallt under den initiala biofilmsbildningen som rér-
materialet paverkar biofilmstillvixten utifrin rorytans struktur och even-
tuella frisittande av tillvixestimulerande eller tillvixthimmande dmnen
(Tsvetanova, 2000).

Hur stor andel av ledningsnitet som bestér av ett visst material visas i
tabell 1 (bara ledning till provpunkterna). Ledningarna bestar framforallt
av PVC (31,7 %) och polyeten (27,6 %). En analys av ledningsmaterialet
gav emellertid inga tydliga korrelationer mellan ledningsmaterialet och
bakterieantalet eller andelen HNA-bakterier.
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Figur 18 Ledningmaterial i ledningnétet (métperiod: april 2018).

Tabell 1 Ledningsmaterial av ledningar till provpunkter
Material Ledningslangd [m] Procent [%]
PVC 27 755,21 31,7
Polyeten 24 170,77 27,6
Betong 18 766,65 21,4
Gjutjarn 6 820,69 7,8
Eternit 7 537,72 8,6
Segjarn 2 628,84 3,0
Total 87 679,88 100

3.7 Konduktivitet

Vattnets ledningsférméga beror pi mingden l6sta joner som hirstammar
frin rivattnets kemiska jonsammansittning, tillsats och borttagande av
joner i beredningsprocesserna, joner som frisitts av ledningsmaterial samt
nir mikroorganismer p.g.a. tillvixt frisitter metabola slaggprodukter av
jonkaraktir sisom svaga syror (mjélksyra, myrsyra, ittiksyra etc.). Kon-
duktiviteten utgdr det inverterade virdet av vattnets specifika motstdnd
eller resistansen (ohm). Med tanke pé att Kvarnagérdens vattenverk pro-
ducerar ett dricksvatten med definierad konduktivitet samt att lednings-
nitet bestdr av flera material (Figur 18), har vi undersékt om det finns
nigon korrelation mellan halten bakterier och konduktiviteten (Figur 29).
Analysen visar att konduktiviteten kar med mingden TCC samt att pH
minskar med mingden TCC.
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Figur 19 Korrelation mellan TCC, pH och konduktivitet.

3.8 Incidenter

Under forsoksperioden fanns det incidenter till exempel ett ledningsbrott
den 20:e september 2018. Vattenlickan péverkade det gristreckade omra-
det i Figur 20. Tre provpunkter av 6vervakningsprogrammet befinner sig i
detta omrade — provtagningspunkterna Gédestad, Hunnestad och Rolfs-
torp (rédmarkerad i Figur 20).

. /* Grunnarp

Hagada

< \Hiinhesfad s TN = g . N Kanfisen|

Figur 20 Omradet som drabbats av vattenldckan med provtagnings-
punkter rédmarkerade.

P4 grund av vattenlickan har TCC i Hunnestad 6kat frin 137 000 celler/
ml upp till 765 0000 celler/ml (Figur 21). I Godestad har TCC 6kat frin
103 000 celler/ml till 239 000 celler/ml. P4 bdda provpunkter ledde vat-
tenlickan till en 6kning av HNA andelen. Det tog nagra dagar innan TCC
och fingeravtrycken var tillbaka till den normala nivan.
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Figur 21 Analysresultat i Hunnestad (TCC, ICC, % ICC och % HNA)

I Rolfstorp har TCC inte okat trots en dramatisk 6kning av turbiditeten
fran 0,016 till 33,1 NTU (Nephelometric Turbidity Units). Det fanns
dock andra férindringar i Rolfstorp. Virdena efter vattenlickan var nor-
mala t.o.m. den 24:e september for att ddrefter férindras (Figur 22).
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Figur 22 Analysresultat i Rolfstorp (TCC, ICC, % ICC och % HNA)

Férutom antalet bakterier forindrades fingeravtrycket for denna prov-
punkt (Figur 23). Det skedde en 6kning av andelen HNA frin 53 % till
73 %. Det fanns inga forindringar i ledningsnitet, till exempel en forind-
ring av hydrauliken eller uppehallstid, vilket skulle kunna férklara dessa
forandringar.
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Figur 23 Féréndringar av fluorescence-fingeravtryck pa provtagningspunkten Rolfstorp.

3.9 Basviarden

Ett delmél med projektet var att identifiera FCM-basvirden for alla
strategiska provpunkter i ledningsnitet for hela dret i syfte att underlitta
framtida 6vervakningar och utvirderingar av dricksvattenkvalitén. Berik-
ningen och definitionen av dessa basvirden varierade dock pé grund av
varierande tillvixt under sommarperioden i de olika provpunkterna. I
omriden med liten f6rindring av TCC under sommarperioden rickte det
med ndgra i basvirden. For provpunkterna med stor TCC-6kning under
sommarménaderna var det nédvindigt att bestimma flera analysvirden for
de olika tidsintervallen under aret (Tabell 2). Larmgrinserna bestimdes for
varje provpunke utifrin fluktuationer av TCC-virden. I respektive diagram
framgdr de genomsnittliga virdena samt de storsta och minsta mitvirdena

for de angivna perioderna.
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Tabell 2 TCC-basvérden fér olika provpunkter i Varberg ledningsnét.

Bjorkéng

Avvikelse 15 % (normal) 25 % (varning)*
(%] min max min max

April- Maj 113 000 96 000 129 000 84 000 141 000

Juni-Juli 189 000 160 000 217 000 142 000 236 000

Augusti-September 300 000 255000 345 000 225 000 375000
Oktober-November 271000 230000 311000 203 000 338 000
December-Januari 172 000 146 000 198 000 129 000 215000

*> [o)
TCC/ml 25 % — alarm

100 000 200000 300000 400000

=]

Apr-Maj

Jun-Jul

—-
——
Aug-Sep I ———
Okt-Nov I
———

Dec-Jan

Blashammar skola

Avvikelse 25 % (normal) 40 % (varning)*

%) min max min max
April 3400 2500 4200 2000 4700
Maj 7 400 5500 9200 4400 10 300
Juni-Juli 18 000 13500 22 600 10 800 25300
Augusti-Oktober 10900 8200 13600 6500 15300
November-Januari 4700 3500 5800 2800 6500

— *> 40 % — alarm
0 5000 10 000 15000 20 000

Apr IS
Maj
Jun-Jul

Aug-Okt

Nov-Jan

Derome
Avvikelse 25 % (normal) 40 % (varning)*
(%) min max min max
April- Maj 7 000 5000 9 000 4000 10 000
Juni-Juli 18 000 13000 22 000 11 000 25000
Augusti-September 25000 19 000 32000 15000 35000
Oktober-November 11 000 8 000 13 000 6 000 15000
December-Januari 5000 4000 7 000 3000 8 000

* o)
TCC/ml > 40 % — alarm
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3.10 MPS-analys

Fér att undersoka vilka typer av bakterier som limnar biofilmen i led-
ningsnitet togs vattenprover fore och kort efter installation av UF och
undersoktes med massiv parallellsekvensering (MPS). Alla vattenprover
fore UF-installation hade en likartad bakterieflora enligt den taxonomiska
PCoA-analysen med Bray-Curtis olikhetsmatris (se grona symboler i Figur
24): Dessa resultat 6verensstimmer vil med de FCM-genererade fluores-
censfingeravtrycken i figur 5, vilket innebir att de tvé skilda analyserna ger
likande resultat och att den taxonomiska analysen verifierar FCM-analy-
sen. Vattenproverna tagna frin Varbergs ledningsnitet efter UF installation
skilde sig dock markant frin de tidigare analyserna innan UF-drift. Det
som utgjorde skillnaden mellan vattenproverna tagna frin ledningsnitet
(DP1, DP2 och DP3) och det firdiga dricksvattnet som limnade vatten-
verket (FW) var bland annat sliktena Rhodobacter, Nitrospira, Hyphomi-
crobium, Mycobacterium, Sphingomonas och Novosphingobium som visade
sig vara mer nirvarande i vattnet frn ledningsnitprover jimfért med det
firdiga dricksvattnet och bér dirfor komma fran biofilmen (Chan et al.,
2019).
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Figur 24 Jémférelse av bakteriefloran i vattenprover tagna fére (grént),
3 dagar (lila) och 37 (beige) dagar efter UF-installation med
PCoA-analys av bakteriefloran med Bray-Curtis olikhetsmatris
(Chan et al. 2019).

X- och Y-axeln i figuren &r dimensionslésa och visar variationen
i data fran de tvé férsta principalkomponenterna efter PCoA
transformation. Feed = vatten som passerat snabbsandfilter
innan UF; FW =

Férdigt dricksvatten med provpunkt fran Kvarnagardens vat-
tenverk, efter lagreservoarer; DP1 = kéket i teknisk utvecklings-
byggnad, Getteréverket; DP2 = kéket i Blashammar skola och
DP3 = Trénningenés, pumpstation 5.
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Vid sex tillfillen under projektperioden togs uppgrivda rorbiofilmsprover
frin ledningsniitet, tre olika provpunkter med olika avstind frin vatten-
verket dir biofilmsmaterial samlades in bide med bomullssvabbar och en
skrapa (se skrapa Figur 3). MPS-analys pd biofilmsproverna visade att de
olika proverna hade en distinke skild bakterieflora jimfért frén varandra
(Figur 25) och f6rindringen i bakterieflora for biofilm 3 har férmodligen
att gora med att provtagningspunkten indrades under projektperioden pd
grund av byggandet av en cykelvig. Nir varje biofilm analyserades var for
sig syns en forindring av biofilmsfloran ver tid (Figur 26), vilket indikerar
att biofilmen successivt forindras efter UF-drift p.g.a. den ny vattenkvalitén
och &rstidsvixlingen. Fér biofilmsprovpunkt 1 och 2 syns en 6vergdngspe-
riod under provtagningstillfille 3 och 4 tills biofilmsfloran nir en liknande
flora till provtagningstillfille 5 och 6 (Biofilmsprovpunket 1: P = 0.001, R

= 0.61, ANOSIM, Biofilmsprovpunke 2: P = 0.001, R = 0.79, ANOSIM).
Fér biofilmsprovpunkt 3 dndrades provtagningspunkten mellan provtag-
ningstillfille 4 och 5 och dirav har ocksi biofilmsfloran f6rindrats.
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Figur 25 Jamférelse av bakteriefloran fran biofilmsprover med

PCoA-analys med Bray-Curtis olikhetsmatris.

X- och Y-axeln i figuren &r dimensionslGsa och visar variationen
i data fran de tva forsta principalkomponenterna efter PCoA
transformation.

Biofilmsproverna inkluderar alla prov som tagits vid sex tillféllen
under perioden 2016-03-08 och 2018-06-07 (n = 68), vid varje
provtagningstillfélle och biofilmsprovpunkt togs duplikat av
bade bomullsvabb och skrapa. Biofilmsproverna ligger ndrmast
till Iangst fran verket i féljande ordning: biofilmsprovpunkt 1,
biofilmsprovpunkt 2 och biofilmfilmsprovpunkt 3.
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Figur 26 Jamférel bakteriefl fran de t lika biofilmsp

med PCoA-analys med Bray-Curtis olikhetsmatris.
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Provpunkterna ligger ndrmast till
lédngst fran verket i féljande ordning:
biofilmsprovpunkt 1, biofilmsprov-
punkt 2 och biofilmsprovpunkt 3.

Datum fér provtagningstillfalle 1:
2016-03-08, 2: 2016-06-21, 3: 2017-
03-07,4:2017-06-20, 5: 2018-03-22
och 6: 2018-06-07. Start av UF var
2016-11-28.

Biofilmsproverna var tagna med
bomullsvabb (®) (n=34) och skrapa
(A) (n = 34). Under provtagningstéll-
félle 1 provtogs bara biofilmsprov-
punkt T och 2.



Den relativa mingden av bakterier som pétriffades i biofilmsprovpunke 1
och 2 undersoktes 6ver tid (Figur 27). I biofilmsprovpunkt 1 stod famil-
jen Nitrospiraceae for storsta andelen av bakteriefloran, runt 40-90 %.
Familjerna Nitrosomonadaceae och Mycobacteriaceae skade efter installatio-
nen av UE I den ytliga biofilmen (bomullssvabb) ckade Mycobacteriaceae
mest i provtagningstillfille fem och sex jaimfort med skrapa (5.9 + 1.0 %
och 1.3 £ 0.62 %, P < 0.001, one-way ANOVA). For biofilmsprovpunke 2
stod familjen Nitrosomonadaceae for stérsta andelen av bakteriefloran, runt
50—80 %. Familjen Hyphomicrobiaceae 5kade med tiden medan Sphingo-
monadaceae minskade med tiden.

De slikten som pavisades i vattenfasen i provpunkter pd ledningsnitet
(provpunkter frin Figur 24) fanns dven i nigon av provtagningstillfillena
frin de olika biofilmerna, vilket gillde sliktena Nitrospira (familj Nitrospi-
raceae), Hyphomicrobium (familj Hyphomicrobiaceae), Mycobacterium
(familj Mycobacteriaceae), Sphingomonas (familj Sphingomonadacaeae) och
Novosphingobium (familj Sphingomonadacaeae). Detta bekriftar hypotesen
att dessa slikten limnade biofilmen och dirav uppmiittes en relativt hogre
mingd av dessa i vattenprover tagna frin ledningsnitet.
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Biofilmsprovpunkt 1, Familj
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Figur 27 Relativa méngder av familjer av bakteriefloran som fanns i biofilmsprovpunkt 1 och 2 vid de olika

provtagningstillfdllena. Datum fér provtagningstillfélle 1: 2016-03-08, 2: 2016-06-21, 3: 2017-03-07,
4:2017-06-20, 5: 2018-03-22 och 6: 2018-06-07. Start av UF var 2016-11-28. Biofilmsproverna var
tagna med bomullsvabb (@) och skrapa (A).
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4 Diskussion

Detta projeke har i nira samarbete med VIVAB utvirderat FCM-metodi-
ken samt skapat forstdelse f6r de mikrobiologiska processerna i distribu-
tionssystemet. Bakterier i ledningsnitet kan férekomma fritt i vattnet som
s.k. planktoniska bakterier eller vixa pé rorledningsviggarna tillsammans
med andra mikroorganismer i komplexa matriser som en biofilm eller
aggregeras pa suspenderade partiklar i vattnet (Prest et al. 2016a). Under
normala forhallanden dterfinns merparten av biomassan i ledningsnitet i
biofilmen dir brikdelar av en procent limnar biofilmen for att 6vergd till
vattenfasen. Dock kan f6rindringar i ledningsnitsmiljon leda till att fler
bakterier limnar biofilmen eller t.o.m. att fragment av biofilmen lossnar
och orsakar forsimrad vattenkvalité. En sidan frisittning av biofilmen kan
ocksd utgora ett hot mot folkhilsan, eftersom biofilmen kan hirbirgera
potentiella patogener. Under den drygt tvadriga projektperioden i Varberg
med UF-drift fanns det inga indikationer p4 onaturlig biofilmsfrisittning.
Det var dock uppenbart att ledningsnitsmiljon péverkade bade antalet
bakterier (TCC) savil som deras sammansittning dver tid och plats i
ledningsnitet. Resultat som ocksé bekriftats av de taxonomiska MPS-
analyserna, dvs. bida metoderna ger likartade resultat fastin de bygger pa
helt skilda analysprinciper.

Resultaten visade att provtagningspunkterna langt bort frin vattenverket
vanligtvis hade hégre TCC-virden dn provpunkterna nirmare vattenver-
ket. Detta kan bl.a. forklaras av att vattnets kontakttid med biofilmen 6kar
med avstindet frin vattenverket och att mingden naturligt frisatta bio-
filmsbakterier successivt ackumuleras med lingre uppehallstider/flodestider
i ledningsnitet. En annan orsak till de allt hogre bakteriehalterna kan vara
tilltagande bakterietillviixt p.g.a. avtagande kloraminhalter i ledningsnitet.
Klorkoncentrationen pa utgiende dricksvatten var i genomsnitt 0,19 mg/I
i Varberg for att direfter gradvis minska frin de centrala provpunkterna

i ledningsnitet till ytteromrddena dir det inte var méjligt ate kvantifiera
klorkoncentrationen. Enligt tidigare studier bor den fria klorkoncentratio-
nen vara minst 0,3 mg/l for att férhindra bakeeriell dtervixt i distributions-
systemet (Bartram et al. 2003). Troligtvis paverkas bakterietillvixten i Var-
bergs ledningssystem minimalt av klor i ytteromradena pé ledningsnitet.

Den kontinuerliga tillviixten och frisittningen av biofilmsbakterier leder
till en kontinuerlig tillférsel av planktoniska bakterier som kan pavisas i
kranvattnet. Boe-Hansen et al. (2002) har beriknat att det tar cirka 2,31
dagar att fordubbla antalet planktoniska bakterier i ett bioreaktor-baserat
modelsystem f6r dricksvattendistribution vid 13 °C utan klor. Berik-
ningen ir baserad pa naturligt forekommande planktoniska bakterier frin
grundvattnet samt frisatta biofilmsbakterier frin bioreaktorn. Resultaten
ger en fingervisning om att atervixtpotentialen for frisatta biofilmsbak-
terier i Varbergs ledningsnit troligtvis 4r begrinsad. Teoretiskt krivs att
frisatta planktoniska biofilmsbakterier fir en uppehéllstid pa cirka 55 tim-
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mar for att fordubbla sitt antal. Vid lingre tids stagnation kan emellertid
tillvixten bli markant.

Tidigare vetenskapliga studier pekar pé att de bakterier som frisitts frén
biofilmen till vattnet bestdr av 6kande halter av bdde HNA-bakterier

och intakta celler under distributionen (Besmer et al. 2014; Chan et al.
2019). Det har foreslagits att LNA-bakterier 4r metaboliskt begrinsade
och beroende av andra bakterier i biofilmen, dvs. act HNA-bakterierna
méjligtvis dr mindre beroende av andra medlemmar i biofilmsambhillet och
kan 6verleva utanfor samhillet. En 6kning av andelen HNA-bakterier har
observerats i vattenprover frdn hushallskranar med stagnerat vatten, dvs.
att andelen HNA-bakterier i det stillastdende vattnet i en byggnad 6kar
med tiden dir vattnet 4r i kontake med biofilmen (Lautenschlager et al.
20105 Prest et al. 2013). Studierna i Varbergs distributionsnit pekar dock
pé att andelen LNA-bakterier 6kar med tiden som distributionsvattnet

ir i kontakt med biofilmen i ledningsnitet. En forklaring kan vara att de
bakterier som frisitts fran biofilmen i ytteromraden ir framforallt LNA-
bakterier, dvs. biofilmsbakterier som ir fysiologiskt programmerade att
limna biofilmen p.g.a. ledningsnitsmiljon.

Nyligen har man observerat att stagnant dricksvatten i husledningar med
relativt hoga sommartemperaturer inte leder till 6kad andel HNA-bakte-
rier som forvintat (Zlatanovic et al. 2017). Emellertid observerade man
minskade AOC-, ATP-, HNA-halter jimf6rt med vinterperioden. Even-
tuellt kan de liga AOC-halterna leda till en tillvixtbegrinsning och stress
som gynnar LNA-bakterier vilket ocksd kan forklara de relativt laga ATP-
halterna. HNA-bakterier har ungefir en logenhet mer ATP jimfort med
LNA-bakterier (Wang et al. 2009). Denna studie visar att andelen HNA-
bakterier okar i de centrala provtagningspunkterna efter UF-drift (Chan et
al. 2019), medan ytteromrddena med linga uppehéllstider visar en 6kning
av LNA-bakterier. Den taxonomiska identiteten pd LNA-bakterier ir fort-
farande inte klarlagd, men mycket tyder pé att en betydande andel utgors
av sd kallade ultramikrobakterier som kan passera 0,45 pm membranfilter
vars metabolism 4r vil anpassad f6r niringsfattigt vatten samt att de kan
motstd desinfektion, UV och annan yttre paverkan (Liu et al. 2018).

Vattentemperaturen har en stor paverkan pa bakeerietillvixten vilket
kunde observeras under sommarperioden nir TCC-halterna 6kade mar-
kant i omriden med linga uppehéllstider. Frisatta biofilmsbakterier kade
dock inte pa samma sitt i ledningsnitet. Olika observationer kunde goras
enligt; (i) 1g 6kning av vattentemperaturen, lg 6kning av bakteriehalt,
(ii) mértlig 6kning av vattentemperaturen, méttlig 6kning av bakteriehalt,
(iii) stor 6kning av vattentemperaturen, stor 6kning av bakteriehalt, (iv)
stor 6kning av vattentemperaturen, mattlig 6kning av bakteriehalt och (v)

stor 6kning av vattentemperaturen, lig 6kning av bakterichalt.

Observationerna 1, 2 och 3 kan férklaras utifrdn bakteriernas fysiologiska
beteende nir temperaturen stiger. Varje typ av mikroorganism har ett
specifikt temperaturfonster dir 6kade temperaturer leder till 6kad metabo-
lism och tillvixt. De metaboliska processerna i mikroorganismerna bestér

av tusentals kemiska reaktioner som paverkas av den omgivande tempe-
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raturen. I allminhet ckar den kemiska reaktionshastigheten med ckande
temperatur. For bakterier kan man utgd frin en f6rdubbling av reaktions-
hastigheten per 10 °C temperaturokning (Baribeau, 2006). Dock har
varje bakterietyp anpassat sin metabolism (enzymer, membraner, proteiner
mm.) till olika temperaturintervall. Nir t.ex. temperaturen blir for hog for
en viss bakterieart forstors cellen (enzymer denaturerar och membraner
smilter). For laga temperaturer leder till att bakterierna gar in i ett dver-
levnadstillstind, dvs. de ir fortfarande levande/vilande, men man kan inte
pavisa ndgon reproduktion/tillvixt (Oliver, 2010).

Baketerier vixer som regel bittre nir temperaturen stiger. Dirfor var
observationerna 4 och 5 med stor 6kning av vattentemperatur med lig
eller marttlig 6kning av bakteriehalten ovintad. En forklaring kan vara

de relativt hoga bakteriehalterna redan under viren i dessa provpunkter
(Hunnestad, Himle, Godestad, Loéftaskog och Rolfstorp). Eventuellt kan
det vara sd att de relativt hoga TCC-halterna har bidragit till en férindrad
NOM-sammansittning lokalt samt ackumulering av metabola slutpro-
dukter som selektivt missgynnat tillvixten for vissa bakteriearter medan
andra gynnats. P4 provpunkterna Mésarp, Tofta, Tronninge och Blisham-
mar skola har dock tillvixtpotentialen varit storre med utgéngspunke i de
relativt liga TCC-halterna under viren. P4 provpunkten Tronningenis
fanns det en stor 6kning av vattentemperaturen dock nistan ingen tillvixt
(observation 5). En méjlig orsak ir den korta uppehéllstiden av vattnet pa
denna provpunkt, dvs. den korta kontakttiden med biofilmen.

I de biokatalytiska processerna anvinder manga bakterier NOM for att
bland annat bilda adenosine triphosphate (ATP), en universal energimole-
kyl som anvinds vid tillvixt. De metabola slaggprodukter som bildas nir
bakterierna forbrinner (oxiderar) NOM ir forutom koldioxid och vatten
ett spektrum av sma och positivt laddade molekyler. Detta leder till att
vattenmiljon successivt forindras med okad kontakttid med biofilmen.
Teoretiskt medfor det ate halten svaga syror och oxoniumjoner bér kor-
relera med halten bakterier och vattnets upphéllstider. Undersskningarna
i Varbergs ledningsnit bekriftar denna hypotes. Vid provtagningspunkter
med héga TCC-viirden uppmiittes ligre pH-virden (Figur 19). De meta-
boliska processerna resulterar dven i en 6kad frisittning av metaboliskt lad-
dade molekyler som bor paverka konduktiviteten, dvs. vattnets elektriska
ledningsformaga (Krishnamurti och Kate, 1951). Aven denna prediktion
kunde bekriftas med mitningar i Varbergs distributionsnit (Figur 19).

MPS-studierna i Varberg har férutom att bekrifta FCM-resultaten ocksé
identifierat biofilmsbakterierna. I samband med UF-drift den 28 novem-
ber 2016 togs ett antal vattenprover frén distributionssystemet (provpunk-
terna DP1, DP2 och DP3). Syftet var att pdvisa och identifiera bakterier
som limnar den ursprungliga biofilmen i samband med den mer eller
mindre cellfria dricksvattenproduktionen med UE FCM analyser pd utgi-
ende dricksvatten visar cirka 300 bakterier per ml i slutet av april 2018,
vilket ger en fingervisning att UF avskiljningen i det nirmast ir total i
Kvarnagirdens vattenverk. Provpunkterna i nirheten av vattenverken, som
Getterdverket och Blishammar skola visar TCC-virden pd 1 600—
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3 000 bakterier/ml under samma tidsperiod. Med tanke pa svérigheterna
att kvantifiera de ldga bakteriehalterna i UF anliggningens permeatvattnet
sd kan man utgd fran att bakterierna i utgdende dricksvatten hirstammar
fran vattenverkets ldgreservoarer och ledningsrér.

Det var framfdrallt 29 bakterietaxa tillhérande bl.a. sliktena Sphingomo-
nas, Nitrospira, Mycobacterium och Hyphomicrobium som dominerade

den frisatta biofilmsfloran. Direfter har vi vid sex tillfillen 2016-03-08,
2016-06-21, 2017-03-07, 2017-06-20, 2018-03-22 och 2018-06-07 grivt
upp ledningsrér i anslutning till provtagningspunkterna DP1, DP2 och
DP3 fér att taxonomiskt kunna folja forindringen i den faktiska rorbiofil-
men pa tre distributionsplatser med liknande rérmiljéer utifrin material,
rorélder, diameter och hydrauliska férhillanden. Biofilmsanalyserna visade
att varje omrade hade en distinkt bakterieflora (Figur 25) som successivt
forindrades 6ver tiden efter UF-drift (Figur 26) vilket verifierar motsva-
rande FCM-analyser.

For provpunkterna 1 och 2 syns en borjan till stabilisering av biofilmssam-
mansittningen i mars 2018. Fér provpunke 3 dndrades provtagningsplats
mellan provtagningstillfille 4 och 5 p.g.a. ett cykelvigsbygge vilket péver-
kade analysen. Biofilmsprovpunkt 1 dominerades av bakterier tillhérande
familjen Nitrospiraceae dir familjerna Nitrosomonadaceae och Mycobacte-
riaceae successivt 6kade efter UF-driften (Figur 27). I den ytliga biofilmen
(bomullssvabb) 6kade Mycobacteriaceae mest i slutet av studieperioden.
For biofilmsprovpunkt 2 stod familjen Nitrosomonadaceae for storsta
andelen av bakteriefloran, runt 50-80 %. Att familjen Nitrosomonadaceae
okar i biofilmsprovpunkterna ger en antydning av ammoniumoxidation i
ledningssystemet (Waak et al. 2019). Oxidationen av ammonium till nitrit
och nitrat den s.k. nitrifikationen utférs bl.a. av sliktet Nizrospira som det
finns relativt gott om i alla tre biofilmsproverna. Med tanke pé att provtag-
ningspunkterna for biofilm ligger i nirheten av vattenverket med mitbara
halter av monokloramin s bildas dven ammoniumjoner som bakteriolo-
giskt oxideras till nitrit och slutligen nitrat. Hogre halter av nitrit (grins-
virde idr 0.5 mg per liter dricksvatten) ir skadligt och kan péverka blodets
formaga att ta upp syre hos framférallt smibarn. Nitrat ir relativt ofarligt,
men kan bakteriologiskt reduceras till nitrit i syrefattiga vatten. Nyligen
har man pavisat, s.k. Comammox-bakterier, som tillhor sliktet Nizrospira
som har férmagan att pi egen hand utfora hela nitrifikationen (van Kessel
etal. 2015). En forklaring till den 6kade ammoniumoxidationen efter
UF-drift kan vara att biofilmen exponeras fér mer monokloramin och dess
nedbrytningsprodukter ammoniak och ammonium i ledningsomradena

nirmast vattenverket.

I synnerhet idr det bakteriesliktet Hyphomicrobium som okar i alla tre
provpunkterna samtidigt som Spingomonas minskar. Tidigare studier har
visat att bida bakteriesliktena som tillhér gruppen alfaproteobakterier
trivs i dricksvattensystem med laga halter av klor (Liu et al. 2016), dir
bl.a. Hyphomicrobium ir kind for att kunna anvinda ammoniumjoner
som kvivekilla (Oren och Xu, 2014). Hyphomicrobium ir ocksé en uttalad

oligotrof bakterie dvs. vixer endast i niringsfattiga vatten med liga halter
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organiskt kol eller t.o.m. i rena saltlgsningar utan kolkilla. Bakteriesliktet
Spingomonas ir kind for att initialt kolonisera biofilmer i dricksvattensys-
tem och bilda ett skyddande lager av exopolysackarider (Bereschenko et al.
2010). Troligtvis har den nya dricksvattenkvaliten med mindre organiske
material och bibehéllen monokloraminbehandling paverkat andelen Hyp-
homicrobium och Spingomonas i biofilmen. Dessa resultat visar ocksd att
den lokala biofilmsfloran dven i likande rérmiljoer har distinkta skillnader
vilket troligtvis férindrar rérmiljén nedstroms och den slutliga dricksvat-
tenkvalitén.

Det finns ingen tvekan om att biofilmen i ledningsnitet paverkar vat-
tenkvalitén och sikerheten for det distribuerade vattnet. Dock ir det
svérare att uttala sig om hur biofilmen i de centrala distributionsomradena
paverkar biofilmen nedstréoms, dvs. i ytteromridena pa distributionsom-
radet. Dock har denna studie bekriftat att FCM-analys pavisar patagliga
bakteriella forindringar i Varbergs dricksvattenproduktion. Projektet har
ocksa identifierat flera parametrar f6r dricksvattenkvalité som korrelerar
med bakterieantal och sammansittning, dvs. det finns méjligheter att
systematiskt studera och 6vervaka dricksvattendistributionen. Pa sikt vore
det 6nskvirt att processoptimera dricksvattendistributionen utifrdn t.ex.
hydrauliska principer s att man kan uppritthilla en god biostabilitet och
vattenkvalité i alla delar av ledningsnitet.
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5 Besvarade fragestallningar

Foréindras biofilmen i ledningsniitet efter UF-installation? Ja, biofilmen
forindrades i samtliga provtagningspunkter efter UF-installationen bide
med avseende pd antal och taxonomisk sammansittning.

Sliipper den gamla biofilmen? Nej, den foérindrade dricksvattenkvalitén
efter UF-drift har inte orsakat 6kad biofilmsfrisittning. Dock har sam-
mansittningen pa bakteriefloran successivt forindrats efter UF-drift
enligt bdde den taxonomiska MPS-analysen och FCM-analysen. Antalet
frisatta biofilmsbakterier 6kar successivt frin vattenverkets ligreservoa-
rer till distributionssystemets ytteromriden med en tydlig rstidscykel

som framforallt beror pa vattentemperaturen.

Piverkas vattenkvalitén och sikerheten for konsument pa sikt med UF-
drift? VIVAB har inte noterat nigon 6kning av klagomal gillande
vattenkvalitén eller erhallit nigra provsvar som pa nigot vis indikerar
forsimrad sikerhet. Snarare har kunder berémt den férbittrade vatten-
kvalitén.

Nir uppnis biostabilitet? Det tog cirka 16 manader att stabilisera den
nya biofilmssammansittningen i de centralt belagda provtagningspunk-
terna (DP1-3) enligt undersokta rorprover. Dock visar FCM-analyserna
att antalet frisatta biofilmsbakterier och dess sammansittning forindras
markant i framforallt ytteromridena pd ledningsnitet. Strikt betrakeat
dr det dock inte majligt att uppnd biostabilitet enligt vedertagen defini-
tion, dvs. att antalet mikroorganismer och dess sammansittning inte
forandras i ledningsnitet. Snarare visar Varbergs distributionssystem stor
biofilmsdynamik, men relativt stabil dricksvattenkvalité.

» Kan FCM anviindas for att overvaka UF och ledningsnit? VIVAB har
sedan projektets start for forsta gingen kunna évervaka den mikrobio-
logiska dricksvattenkvalitén pé ledningsnitet med precision (totalantal
bakterier, % viabla bakterier och sammansittning (HNA, LNA och/
eller taxonomiskt fluorescencefingeravtryck). Dock behover varje
dricksvattenproducent generera bas/referens-virden for ett antal stra-
tegiska provtagningspunkter for att faststilla normalvirden och avvi-
kelser. On-line FCM méjliggor dven att man i realtid kan f6lja kritiska
kontrollpunkter sdsom t.ex. permeatvatten. Om man vill ha samma typ
av early-warning system pa ledningsnitet kan man installera ett flertal

on-line instrument pd négra vil valda provplatser.

o Finns det ndgon korrelation mellan ledningsnitsparametrar och FCM-mar-
korer?Ja, rapporten faststiller flera signifikanta korrelationer mellan de
frisatta biofilmsbakteriernas FCM-markérer och ledningsnitsparametrar
sdsom vattentemperatur, uppehallstider, pH och konduktivitet.

Vad kriivs for att implementera FCM-analys? For att kunna implementera
FCM-analys krivs att man genererar FCM-data (bas/referens-virden)
for ett antal strategiska provtagningspunkter pa vattenverket och led-
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ningsnitet under minst ett dr. Berikningen av basvirden som varierar
med drstidsvixlingarna ligger till grund for larmvirden. For provpunk-
ter med stora FCM-férindringar under sommarmanaderna krivs mer
frekvent FCM-analys (cirka en ging per vecka). Larmgrinserna bestim-
des for varje provpunke utifrin fluktuationer av TCC-virden.

Vilka typer av bakterier finns i biofilmen? Biofilmen bestdr framforallt av
typiska vattenbakterier som har anpassat dig till en relativt niringsfattig
miljé som har férmigan att tillsammans med andra bakterier bilda en

komplex biofilm pa rérytor i dricksvattensystemet.

Hur forindyas den taxonomiska bakteriesammansitiningen i biofilmen
dver tiden pad olika platser? Rorproverna visar att biofilmen fran likande
provtagningsomraden uppvisar olika taxonomiska bakteriesamman-
sittningar, dvs. stor biofilmsdynamik. Delvis beror det pd att dven de
relativa proportionerna av de gemensamma bakteriegrupperna varierar

frin en provpunkt till en annan.
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7  Appendix A - Protokoll for flodes-
cytometri med DNA infargning fér
dricksvatten

Protokollet nedan idr baserad pd metoden beskrivet i Prest et al. 2013,
Gillespie et al. 2014 samt Gatza et al. 2013.

Spadning av farglésningar

SYBR Green I

Tillsite 495 pl DMSO (dimetylsulfoxid) till 5 pl SYBR Green i firglosning
(10 000X), slutkoncentration SYBR Green = 100X.

Propidium iodide (PI) + SYBR Green
Tillsdte 250 pl SYBR Green (100X) till 50 pl PI 16sning (1 mg/ml).

OBS! SYBR Green och Pl ir ljuskinsliga och bor skyddas mot ljus med

aluminiumfolie.

Infargning av bakterieceller, SYBR Green (Totalantalet bakterier)
1. Tillsicc 495 pl vattenprov (triplikat) i 1,5 ml-ror.

2. Tillsdte 5 pl SYBR Greenfirglosning (100X) till vattenprovet (slutkon-
centration SYBR Green = 1X), blanda 1,5ml-ror direkt efter tillsitt-
ning av SYBR Green.

3. Blanda alla 1,5ml-ror.
4. Inkuberai37 °Ci 15 minuter.

Infargning av bakterieceller, PI+SYBR Green (Intakta bakterier)
1. Tillsice 494 pl vattenprov (triplikat) i 1,5 ml-ror.

2. Tillsite 6 pl PI+SYBR Green-16sning till vattenprovet (slutkoncentra-
tion SYBR Green = 1X, PI = 0,3 mM), blanda 1,5 ml-rér direkt efter

tillsittning av firglosningen.
3. Blanda alla 1,5ml-ror.

4. Inkuberai37 °C1i 15 minuter.

Instéllningar pa flédescytometern (BD Accuri C6)

Run limits: 50 pl

Fluidics: Medium (35 pl/min)

Threshold: FL1: 500

Wash settings: None

Agitate plate:  Yes, every 1 well(s)

Notera att prover med vildigt liga halter av bakterier kan analyseras med

en hogre volym (6ver 50 pl) for att £ hogre bakterieantal (helst 6ver 1 000
bakterier per analys).
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