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2. Forord

Dette er en afsluttende rapport for projektet “ColiBox — et kombineret koncept til filtrering
og hurtig pavisning af coliforme bakterier og E. coli i vand”.

Projektets formal har varet at udvikle og validere et nyt kombineret koncept til hurtig
pavisning og karakterisering af faekal forurening i drikkevand.

Der er nedsat fglgende projektgruppe og fglgegruppe til projektet:

Projektgruppe

Peter Roslev — Aalborg Universitet (Projektleder)
Mary Bjerring Rasmussen — Aalborg Universitet

Annette S. Bukh — Aalborg Universitet

Andre bidragydere

Margit Paulsen — Aalborg Universitet

Ann P. Brgnnum — Aalborg Universitet

Folgegruppe

Robert Jensen, Naturstyrelsen
Else-Marie @stergaard — Aarhus Vand A/S

Louise Appel Bjergbaek — Aalborg Forsyning A/S

Kontaktpersonen i Naturstyrelsen har vaeret Robert Jensen
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3. Sammenfatning

| dette projekt er der blevet udviklet et kombineret koncept til filtrering, pavisning og
karakterisering af faekal forurening i drikkevand (ColiBox). ColiBox bestar af 3 elementer:

i En metode til hurtig pavisning (”early warning”) af faekale indikatorbakterier (FIB) i
drikkevand med en responstid pa fa timer [FIB:Lite].
ii. En metode til visuel eftervisning af resultater opnaet med hurtigmetoden [FIB:Vis].
iii. En metode til indledende karakterisering af mikrobielle forureninger i drikkevand i
forbindelse med mikrobiologisk kildesporing [MST:Lite].

| FIB:Lite benyttes der fluorescerende kemikalier og fglsom fluorimetri til detektion af faekal
forurening i drikkevand pa 2-3 timer. Under projektet blev en raekke parametre undersggt
og optimeret, herunder substrater og co-substrater, kinetik, inkubationstid, temperatur,
pH, signalforsteerker, prgvevolumen samt specificitet og sensitivitet. Resultaterne viste
blandt andet, at der med optimerede metoder var muligt pa 2 timer at pavise forurening af
drikkevand med spildevand svarende til 4-40 E. coli/100 mL.

| FIB:Vis udnyttes kromogene enzymsubstrater til visuel eftervisning af resultater opnaet
med FIB:Lite metoden. FIB:Vis kan opfattes som et supplement til hurtigmetoden og kan
udfgres hvis der gnskes en traditionel vaekstbaseret bekraftelse med hensyn til coliforme
bakterier og E. coli. FIB:Vis genbruger filterenheden fra hurtigmetoden og har en analysetid
pa 20 timer.

Hvis en mikrobiel forurening er blevet pavist, kan det veere nyttigt at karakterisere
situationen yderligere for at skelne mellem forskellige forureningstyper. MST:Lite er en
fluorescensbaseret hurtigmetode til indledende karakterisering i forbindelse med
mikrobiologisk kildesporing (Microbial Source Tracking” — MST). MST:Lite bestar af 10
fluorescensbaserede enzymreaktioner og giver et fingeraftryk ved analyse af forurenet
drikkevand.

| projektet er de udviklede metoder blevet valideret ved anvendelse af drikkevand fra
vandforsyninger i Aalborg, Aarhus, Skagen og Se¢nderborg. For at efterligne forskellige
forureningssituationer er drikkevandet i nogle forsgg blevet kontamineret med
overfladevand eller spildevand i forskellige koncentrationer. For at efterligne eftervaekst er
der i nogle forsgg anvendt drikkevand zldet i PEX r@r ved forhgjede vandtemperaturer.

Der har i projektet vaeret sarlig fokus pa udvikling af hurtigmetoder, der ikke kraever
specielle laboratorieforhold eller udstyr og som muligggr anvendelse direkte i felten
og/eller pa vandvaerker (FIB:Lite). Der har i den sidste fase af projektet derfor ogsa vaeret
fokus pa udvikling af prototyper af udstyr, der dels var omkostningseffektivt og dels kan
anvendes uden for et traditionelt laboratoriemiljg. Denne fase har blandt andet omfattet
en ny kommerciel high-flow filtreringsenhed samt udvikling af en temperaturstyret
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miniinkubator og validering af et handholdt fluorometer. Dette udstyr kan medbringes i
felten, da det er relativt kompakt og samlet vejer under 5 kg. Muligheden for at filtrere
stgrre maengder drikkevand pa kort tid til mikrobiologiske analyser blev undersggt, og
resultatet viste at 10 L ville kunne filtreres pa under 30 min med et vakuum pa -70 kPa.

De faerdigudviklede ColiBox metoder herunder FIB:Lite vil blandt andet kunne bruges til
overvagning og egenkontrol i vandforsyninger herunder Dokumenteret
DrikkevandsSikkerhed (DDS) og vil kunne give en tidlig advarsel i forbindelse med stgrre
faekale forureninger. Forekomst af faekale indikatorbakterier vil sdledes kunne pavises inden

for en arbejdsdag og muligggre en tidlig indsats.
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4. Summary

In this project, a combined concept has been developed for filtration, detection and
characterization of fecal contamination of drinking water (ColiBox). ColiBox consists of
three elements:

i An early warning method for rapid detection of fecal indicator bacteria (FIB) in
drinking water with an analysis time of a few hours (FIB:Lite)
ii. A method for visual confirmation of results obtained using the early warning
method (FIB:Vis)
iii. A method for initial characterization of microbial contamination in drinking water in
relation to microbial source tracking (MST:Lite).

In the FIB:Lite method, fluorescent chemicals and sensitive fluorometry were used to detect
fecal contaminations in drinking water within 2-3 hours. A range of parameters were
examined and optimized in the project including substrates and co-substrates, kinetics,
incubation time, temperature, pH, enhancers, sample volume, and specificity and
sensitivity. The results indicated that it was possible within 2 hours to detect wastewater

contamination in drinking water corresponding to 4-40 E.coli/100 mL.

In the FIB:Vis method, chromogenic substrates were used to provide visual confirmation of
the results obtained using the rapid FIB:Lite method. FIB:Vis can be seen as an addition to
the early warning method, and can be performed, if a traditional cultivation-based
confirmation of coliform bacteria and E.coli is required. The FIB:Vis method reuses the
filtration unit from the early warning method, and has an analysis time of 20 hours.

If fecal contamination has been detected, further characterization of the pollution can be
useful in order to distinguish between different contamination types. MST:Lite is a rapid
fluorescence based method for initial characterization of microbial contamination in
relation to microbial source tracking (MST). MST:Lite consists of 10 fluorescence based
enzyme reactions, and provided a characteristic fingerprint for contaminated drinking

water.

The methods developed in this project were validated using drinking water from public
utility companies in Aalborg, Aarhus, Skagen and Sgnderborg. Microbial contamination of
drinking water was simulated in laboratory experiments by introducing known amounts of
surface water or wastewater. Regrowth of indigenous microorganisms were simulated
using drinking water aged in PEX pipes at elevated water temperatures.

A major aim of the projects has been to develop a rapid detection principle that did not
require special laboratory facilities or equipment, and was usable directly in the field or at
waterworks. Thus, the focus in the final phase of the project has been on development and
implementation of portable equipment that was cost-effective and operational outside a
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traditional laboratory environment. The implementation included tests of a new
commercial high-flow filtration unit, development of a temperature-controlled mini-
incubator, and evaluation of a handheld fluorometer. The equipment is relatively compact,
weighs about 5 kg, and is portable for fieldwork. The possibility for rapid filtration of
relatively large volumes of drinking water for microbiological analysis was investigated, and
the results showed that 10L of water can be filtrated in less than 30 min at a vacuum of -70
kPa.

The optimized ColiBox methods, including FIB:Lite, may be used by water utilities and water
works for surveillance and routine monitoring of water quality. FIB:Lite can then provide an
early warning in response to significant fecal contamination. The presence of fecal
indicators can be detected within one workday, which then allows fast intervention.
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5. Indledning

”The reliable supply of good, safe drinking water is fundamental
to a healthy community and to its economic development”

(IWA, 2004)

Hurtig og effektiv pavisning af feekale bakterier er ofte afggrende for at kunne garantere
forbrugerne drikkevand af hgj kvalitet og undga at befolkningen udssettes for en
sundhedsrisiko. | danske vandforsyninger forekommer der hvert ar tilfaelde af
mikrobiologiske forureninger med coliforme bakterier, hvoraf nogle ogsa inkluderer
forekomst af E. coli. | 2010 registrerede embedslaegerne sdledes 105 mikrobiologiske
forureninger pa almene vandveaerker, hvoraf 55 sager resulterede i kogeanbefalinger
(Sundhedsstyrelsen og Naturstyrelsen, 2011). Ud af disse 55 sager, var 26 anbefalinger givet
pa baggrund af hgje malinger af coliforme bakterier (Sundhedsstyrelsen og Naturstyrelsen,
2011). En raekke af disse forureningstilfaelde har omfattet mindre og &ldre vandforsyninger
og kan delvist forklares med darlig vedligeholdelse og tilsyn. Det er dog tankevaekkende, at
de senere ar ogsa har budt pd en rakke alvorlige forureninger hvor stgrre og mere
moderne vandforsyninger har oplevet perioder med forekomst af feekale bakterier i
ledningsnettet (Aarhus, Kgge, Kgbenhavn m.fl.). Disse forureninger har i pavirket tusindvis
af forbrugere som fglge af nedsat vandkvalitet og deraf fglgende restriktioner herunder
kogeanbefalinger og pabud. Sddanne sager har tydeligt vist, at danske vandforsyninger
fortsat bgr have stor fokus pa at implementere effektive overvagningssystemer og samtidig
styrke indsatsen for at undga feekal forurening at det vand, der distribueres til forbrugerne.

Drikkevandsforureninger har store gkonomiske konsekvenser for de bergrte
vandforsyninger og derudover kan de svaekke forbrugernes tillid, hvilket pavirker
vandforsyningernes image (Schmeichel, 2012). Der er derfor et stigende gnske i branchen
om nye hurtige og enkle metoder, der kan bruges til at imgdekomme fremtidige skaerpede
krav til egenkontrol og til hurtig sporing af bakterielle forureninger. Derudover er der et
gnske om hurtige og robuste systemer, der kan bruges i forbindelse med nye initiativer
omkring Dokumenteret DrikkevandsSikkerhed (DDS). Ved implementering af en DDS plan i
en vandforsyning @gges fokus pa vandkvaliteten, hvilket giver mulighed for at vaere proaktiv
og ivaerksaette aktiviteter, der skal forhindre at problemer opstar. Dermed vil risikoen for at
levere drikkevand af darlig kvalitet reduceres, og forbrugernes tillid til forsyningen vil
generelt styrkes (DANVA, 2004).

Standardmetoder til pavisning af faekale forureninger i drikkevand herunder de godkendte
DS/ISO metoder har en analysetid, der i realiteten forhindrer en tidlig indsats i tilfaelde af
faekale forureninger (Tabel 5.1). Nyere kommercielle hurtigmetoder som eksempelvis
Colilert” 18 og Readycult® giver et hurtigere svar end DS/ISO metoderne men vil fgrst kunne
advare om en faekal forurening dagen efter vandprgverne er blevet udtaget (Tabel 5.1).
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Tabel 5.1. Eksempler pad internationale standarder og kommercielle dyrkningsmedier til pdvisning
af feekale bakterier i drikkevand.

Metode Bakterie(r) Detektionsgraense Analysetid
Primaer Bekraeftelse
DS/EN ISO 9308-1 Total coliforme og E. coli 1 CFU per 100 mL 21 + 3 timer 21+ 3 timer
(44 £ 4 timer)
DS/EN ISO 7899-2 Enterokokker 1 CFU per 100 mL 44 + 4 timer 2 timer
Colilert® Total coliforme og E. coli 1 MPN per 100 mL 24 timer
prgve
Colilert®-18 Total coliforme og E. coli 1 MPN per 100 mL 18 timer
Enterolert® Enterokokker 1 MPN per 100 mL 24 timer
Readycult®Coliforms Total coliforme og E. coli Positiv/negativ per 18-24 timer
Readycult® Enterococci | Enterokokker Positiv/negativ 18-24 timer
per 100 mL
E*Colite” Total coliforme og E. coli Positiv/negativ 28 timer
per 100 mL
Colitagw Total coliforme og E. coli Positiv/negativ 16-48 timer
per 100 mL
RAPID’E. coli2” Total coliforme og E. coli 1 CFU per 100 mL 21 + 3 timer
m-Coliblue 24~ Total coliforme og E. coli 1 CFU per 100 mL 24 timer
CHROMagar ECC Total coliforme og E. coli 1 CFU per 100 mL 24 timer
HardyChrom ECC Total coliforme og E. coli 1 CFU per 100 mL 24 timer
Brilliance E.coli/colifor | Total coliforme og E. coli 1 CFU per 100 mL 24 timer
m Selective Agar

Der er i de senere ar introduceret en rakke molekylaerbiologiske malemetoder og
principper pa det bakteriologiske omrade. Flere af de molekylarbiologiske metoder vil
kunne give svar samme dag som en prgve er taget, hvilket vil vaere en fordel ved opsporing
og afveerge i forbindelse med faekale forureninger. Imidlertid kraever de fleste
molekylaerbiologiske metoder specialuddannet personale og avanceret analyseudstyr,
hvilket i praksis ggr metoderne uegnede til for de fleste vandforsyninger. Det er saledes
tydeligt, at der er en et behov for malemetoder, der hurtigt kan advare om fakale
forureninger, men at der ogsa en teknologisk udfordring i at konstruere et enkelt, hurtigt og
robust system, der kan pavise relevante bakterier indenfor samme arbejdsdag.

10
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6. Formal

ColiBox projektets overordnede formal har vaeret, at udvikle og validere et nyt kombineret
koncept til filtrering, hurtig pavisning og karakterisering af fakale forureninger i dansk
drikkevand. Et vaesentligt delmal har vaeret, at optimere analysetiden, sa det er muligt, at fa

en advarsel i Igbet af en enkelt arbejdsdag om forringet vandkvalitet.

| projektet er der blevet arbejdet med fglgende delemner:

1. Specifikationer for ColiBox konceptet.

2. Optimering og validering af filtreringsudstyr, kemikalier og inkubationsbetingelser
3. Validering af metoder i forhold til forskellige vandtyper og forureningstyper

4. Fremstilling af prototype hardware.

11
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7. ColiBox Toolbox

Den udviklede ColiBox vaerktgjskasse indeholder tre trin (Figur 7.1). De enkelte dele i
ColiBox veaerktgjskassen kan benyttes hver for sig eller som en kombination som angivet i
Figur 7.1.

Trin 1 (FIB:Lite). En fluorescensbaseret metode til hurtig pavisning af faekale
indikatorbakterier (FIB) i drikkevand med en responstid pa fa timer ("early warning”).
Denne metode beskrives neermere i kap. 10.

Trin 2 (FIB:Vis). En metode til visuel eftervisning af resultater opnaet med hurtigmetoden i
Trin 1. FIB:Vis giver mulighed for at be- eller afkraefte tilstedevaerelsen af feekal forurening
ved hjelp af traditionel dyrkning kombineret med en farvereaktion. Denne metode
beskrives naermere i kap. 11.

Trin 3 (MST:Lite). En fluorescensbaseret metode til indledende karakterisering af
mikrobielle forureninger i drikkevand i forbindelse med mikrobiologisk kildesporing.
MST:Lite bestar af 10 parametre og giver et fingeraftryk ved analyse af forurenet
drikkevand. Denne metode beskrives naermere i kap 12.

ColiBox
1 - 2 - 3
FIB:Lite |-+ FIB:Vis || MST:Lite

Figur 7.1 Oversigt over ColiBox konceptet.

12
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8. Fluorescerende enzymsubstrater

Flere af de kommercielle dyrkningsbaserede metoder til pavisning af faekale bakterier
benytter definerede fluorescensbaserede rektioner til pavisning af coliforme bakterier, E.
coli og enterokokker (Tabel 5.1). Fluorescensen er et resultat af omdannelsen af et
fluorofor maerket enzymsubstrat, der bliver hydrolyseret ved tilstedeveerelse af mere eller
mindre bakteriespecifikke enzymer i organismerne. Sddanne enzymaktiviteter kan give et
hurtigt indirekte mal for bakterieantallet i en vandprgve (aktiv biomasse).

| neervaerende projekt er 4-methylumbelliferyl (4-MU) benyttet som fluorofor, og ved
tilstedevaerelse af "targetenzymer” omsattes 4-MU-mazerkede enzymsubstrater til 4-
methylumbelliferon. Nar 4-methylumbelliferon molekylet exciteres med UV-lys med
bglgelengder omkring 355 nm vil det emittere lys med bglgelaengder med et maksimum
ved 460nm (Figur 8.1).

UV lys Fluorescens

355nm\ 460nm
y

o\

PP 4

hydrolyse
_

Figur 8.1. Frigivelse af fluoroforen 4-methylumbelliferon ved hydrolyse af et 4-methylumbelliferyl
maerket enzymsubstrat (4-MU).

Der findes i dag en lang reekke 4-MU maerkede enzymsubstrater, der kan anvendes til at
pavise tilstedevaerelsen af forskellige enzymer og bakterier (Fiksdal og Tryland, 2008;
Orenga et al. 2009). Eksempelvis kan 4-methylumbelliferyl-B-D-glucuronide bruges til at
pavise E. coli i vandprgver, idet op til 97 % af alle E. coli-stammer indeholder enzymet B-D-
glucuronidase, der spalter 4-methylumbelliferyl-B-D-glucuronide (Garcia-Armisen et al.,
2005; Fiksdal og Tryland, 2008; Wildeboer et al.,, 2010). Koncentrationen af frigivet
fluorescerende 4-methylumbelliferon er generelt proportional med antallet af
"targetbakterier” i prgven og deres aktivitetsniveau, men vil ogsd afhange af en raekke
fysisk-kemiske parametre herunder inkubationstid, temperatur, pH og signalforstaerkere.

13
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9. Vandprgver og analyser

| dette afsnit praesenteres de forskellige vandprgver, der er blevet analyseret i projektet,
samt de traditionelle bakteriologiske metoder, der er benyttet.

9.1 Vandprgver

| Ipbet af projektet er der blevet indsamlet og analyseret vandprgver fra fire forskellige
vandforsyninger i Danmark (Figur 9.1). Udvalgte vandkvalitetsparametre fra Jupiter
databasen er endvidere vist i Figur 9.1 (GEUS, 2012).

O
S
@

A o

Parameter Sgnderborg Aarhus Aalborg Skagen
Turbiditet (FTU) - 0,15-0,34 <0,05 0,2
NVOC (mg /L) 1,5-2,6 1,1-1,6 0,77-1,3 4,7
Jern (mg/L) <0,01-0,057 0,039-0,012 <0,01-0,02 0,033
pH 7,4 7,7-8,1 7,43-7,68 7,9
Hardhed (°dh) 15-17 14,1-18,8 14,2-15,2 9

Figur 9.1 Vandforsyninger hvorfra der er taget prgver samt udvalgte vandkvalitetsparametre fra
Jupiter (GEUS, 2012).

Vandprgverne fra Aarhus, Aalborg og S¢nderborg er udtaget ved private husinstallationer
(taphaner). Prgverne fra Skagen er udtaget fra en boring (Figur 9.2), pa Skagen Vandvaerk I|
og ved en privat husinstallation. | Skagen har ravandet en sammensatning, der
ngdvendigggr udvidet vanbehandling og der ses derfor store naturlige forskelle i den
kemiske sammensatning mellem ravand og det feerdige drikkevand (se ogsa kap. 12).

14
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Figur 9.2. Prgvetagning fra boring ved Skagen Vandveerk Il.

Til brug i forureningsforsgg er der indsamlet urenset spildevand fra indlgbet til Aalborg
Renseanlaeg Vest og fra indlgbet til Egd Renseanlaeg i Aarhus. Ega renseanlag har en
belastning pa 100.000 PE hvoraf 40% er fra industri og 60% er fra husstande, mens Aalborg
Renseanlag Vest har en belastning pad 330.000 PE med 30% fra industri og 70% fra
husstande. Dette medfgrer en forskel i sammensatningen af bakterier i spildevandet fra de
to renseanleeg. Det urensede spildevandet blev brugt til at fremstille forurenede
drikkevandsprgver til forsgg.

9.2 Indikatorbakterier

Baggrundskoncentrationen af dyrkbare mikroorganismer i drikkevandsprgver (kimtal) blev
bestemt ved hjaelp af DS/EN ISO 6222 (2002). Baggrundskoncentrationen af E. coli og
intestinale enterokokker blev bestemt ved hjalp af henholdsvis DS/EN 1SO 9308-1
(2001/2006/2009) og DS/EN ISO 7899-2 (2000/2006). Koncentrationen af E. coli i kunstigt
forurenede drikkevandsprgver blev bestemt i 96-brgnds mikroplader ved brug af en Most
Probable Number (MPN) metode med 8 gentagelser (Bukh og Roslev 2010). Fluorocult®
LMX Broth (Merck) blev benyttet som vaekstmedium og MPN veardier blev beregnet for
positive prgver som beskrevet i Garthright og Blodget (2003).

9.3 Fluorescens

| forbindelse med udvikling og optimering af ColiBox metoderne blev fluorescensintensitet
malt pa en Victor X2 Multilabel Plate Reader med et umbelliferone filtersaet (Perkin Elmer).
Dette instrument muliggjorde samtidig maling af op til 96 prgver i forbindelse med
metodeoptimeringer (Figur 9.3). Efterfglgende blev prgver ogsd malt med et beerbart
fluorometer for at vurdere muligheden for at overfgre metoderne til en mere enkel og
mobil platform (Figur 9.4). Til disse malinger blev benyttet methacrylat kuvetter og et
QuantiFluo-ST Fluorometer (Promega).
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Figur 9.3 Multilabel Plate Reader til fluorescensmaling.

Figur 9.4. Handholdt fluorometer til fluorescensmaling.
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Parallelle malinger af fluorescerende prgver pa henholdsvis et laboratorieinstrument (Figur
9.3) og et handholdt instrument (Figur 9.4) viste tilfredsstillende overensstemmelse mellem
de to seet malinger (Figur 9.5). Specielt de lave fluorescensintensiteter gav god
overensstemmelse. Et handholdt fluorometer er langt billigere og mere enkelt at bruge og
muligger saledes anvendelse af fluorescensbaserede metoder udenfor et traditionelt
laboratoriemiljg. Dette kan vaere relevant for mindre vandforsyninger og/eller ved brug i
felten.

2500
2000

1500

1000
R?=0.91153

500

Handholdt Fluorometer (RFU)

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Multilabel reader (100 x RFU)

Figur 9.5. Parallelle mdlinger af fluorescerende prgver pa hhv. et laboratorieinstrument (Victor X2
Multilabel Plate Reader) og et hdndholdt instrument (QuantiFluor-ST fluorometer). RFU: Relative
Fluorescent Units.
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10. FIB:Lite -early-warning

Dette afsnit beskriver nogle af de resultater, der er opnaet i forbindelse med udvikling af
metoden FIB:Lite til hurtig pavisning af feekale indikatorbakterier i drikkevand. FIB:Lite er

ferste del af ColiBox konceptet (Figur 10.1).

MST:Lite

Figur 10.1 FIB:Lite udggr det fgrste trin i ColiBox vaerktdjskassen.

| FIB:Lite benyttes et reaktionsmix bestaende af udvalgte fluorescerende enzymsubstrater i
kombination med co-substrater, buffere og permeabilisatorer (Figur 10.2). Den generelle

fremgangsmade omfatter:

* Filtrering af 1 L vandprgve

* Tilseetning af FIB:Lite reaktionsmix
* Inkubationi 2 timer ved 30°C

* Tilseetning af signalforstaerker

* Maling af fluorescens

6
“ ‘ Inkubering
1-2 timer
= =0 =0~[

Filtrering af + Reaktionsmix 1 + Signalforstaerker Fluorescens detektion
vandprgve
>

0 timer .
Early warning

2-3 timer

Figur 10.2.Forlgb af hurtigmetoden FIB:Lite med en analysetid pd 2-3 timer.
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10.1 Optimering af FIB:Lite

Udviklingen af FIB:Lite blev indledt med en raekke optimeringsforsgg med fokus pa fglgende
parametre:

* Relevante enzymsubstrater

* Co-substrater

* Buffere og pH

* Substratkoncentrationer (enzymkinetik)
* Inkubationstid

* Inkubationstemperatur

* Permeabilisering

* Signalforstaerkere

* Prgvevolumen og filtertyper

* Specificitet og sensitivitet

Eksempler pa resultater fra optimeringsforsggene er praesenteret i de fglgende afsnit.

Inkuberingstid

Malet med FIB:Lite er, at analysetiden skal vaere sa kort, at der i Igbet af en arbejdsdag kan
gives svar pa om en vandprgve er kontamineret eller ej. Et eksempel pd sammenhangen
mellem inkubationstid og fluorescensintensitet for drikkevand forurenet med spildevand er
vist i Figur 10.3. Disse forsgg viste, at der er en lineer sammenhang mellem
inkubationstiden og fluorescensintensitet i minimum 4 timer. Det er saledes muligt at gge
metodens fglsomhed ved at gge inkubationstiden. Efterfglgende blev 2 timer valgt som
generel inkubationstid for FIB:Lite som et kompromis mellem analysetid og fglsomhed. |
enkelte forsgg er 1 time dog ogsa blevet benyttet for at give et hurtigere svar.

4.0E+6
3.5E+6
3.0E+6
2.5E+6
2.0E+6

1.5E+6

Fluorescence (RFU)

1.0E+6

R?=0.97924
5.0E+5

0.0E+0
0 50 100 150 200 250 300

Tid (min)

Figur 10.3. Sammenhangen mellem fluorescenssignal og inkubationstid for FIB:Lite.
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Kinetik

For at finde den optimale substratkoncentration for FIB:Lite, blev reaktionshastigheden
undersggt for forskellige substratkoncentrationer i intervallet 50-400 uM. Figur 10.4 viser
eksempler pd sammenhangen mellem koncentration af fluorescerende substrater og
reaktionshastigheden (RFU/time) for vandprgver med faekal forurening.

Fluorescens [RFU/time]
=
(9]
m
+
(9]

1.0E+5 -
5.0E+4 -
0.0E+0 T T )
0 200 400 600
oncentratlon
m s1 o 1]
4.0E+4
[
E+4 -
5 20 - L1
[
(3 =
w 20644 4 T
c
§ L
5 L.OE+4 -
=
.
0.0E+0 = T T )
0 200 400 600
Koncentration [qu]
obs S2 mode
__ 6.0E+4
£
= 5.0E+4 -
>
2 4.0E+4 -
&
»w 3.0E+4 -
&
3 2.0E+4 -
o
é’ 1.0E+4 -
.
0.0E+0 T T T T 1

0 100 200 300 400 500

Koncentratlon [p.MF
® S30bs ====S3 mode

Figur 10.4. Sammenhangen mellem tre substratkoncentrationer (51, S2, S3) og reaktionshastighed
for vandprgver med faekale bakterier. Den optrukne linie ("model”) viser tilnaermet Michaelis-
Menten kinetik.

20



ColiBox

Pa baggrund af data i Figur 10.4 blev der beregnet tilnsermede halvmatningskonstanter
(Km(app)) for de forskellige substrater ved brug af tilneermet Michaelis-Menten kinetik. De
beregnede halvmaetningskonstanter 1a i omradet 53 - 144 um (Tabel 10.1). Den maksimale
reaktionshastighed fas saledes ved brug af substratkoncentrationer >100 uM hvilket blev

implementeret i de efterfglgende forsgg.

Tabel 10.1. Beregnede halvmaetningskonstanter (K., (a5p)) 09 maksimale hastigheder (Vp,q) for
substrater i FIB:Lite.

s1 s2 s3
Km(app.) [HM] 144 88 53
Vmax [RFU/time] 2,65-10° 3,89-10" 5,23-10"

Inkubationstemperatur

Temperaturen kan have stor indflydelse pa hastigheden af enzymkatalyserede reaktioner i
bakterier. For at finde den optimale inkubationstemperatur for FIB:Lite blev der foretaget
forsgg, hvor parallelle vandprgver med feekal forurening blev filtreret og inkuberet med
FIB:Lite reagenser ved inkubationstemperaturer mellem 16 og 37 C (Figur 10.5). Forsggene
viste den stg@rste aktivitet (hastighed) for FIB:Lite reaktionerne ved temperaturer omkring
31 °C (Figur 10.5).

Efterfglgende blev der lavet opfglgende forsgg, hvor et mindre temperaturinterval omkring
31 °C blev undersggt (Figur 10.6). | disse forsgg sas der ikke nogen stgrre forskel i
reaktionshastighed i intervallet mellem 28 og 32 °C og det blev efterfglgende besluttet at
bruge 30 °C som generel inkubationstemperatur.

9,0E+4

8,0E+4
_7,0E+4

I-ID-G 0E+4
&0

25, 06+4
(]
24,0644

g
$,0E+4
Y 0E+4

1,0E+4

0,0E+0
16°C 22°C 26°C 31°C 37°C
Temperatur

Figur 10.5. Effekt af inkubationstemperatur pd reaktionshastighed i FiB:Lite .
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Figur 10.6. Effekt af inkubationstemperatur pa reaktionshastighed i FIB:Lite ved temperaturer
omkring 30 °C.

Prgvevolumen

Filtrering af et st@grre volumen drikkevand (>100 mL) kan bruges til at gge fglsomheden ved
svage forureninger og til generelt at opkoncentrere en mere reprasentativ meaengde
biomasse. Stgrre prgvevolumener g@ger dog ogsa mangden af naturlige
grundvandsbakterier, hvilket kan pavirke specifik detektionen af faekale indikatorbakterier.
Effekten af prgvevolumen blev undersggt i forsgg med drikkevand forurenet med
spildevand i forholdet 1000:1 (Figur 10.7). Forsggene viste, at filtrering og analyse af 100
mL vand var tilstreekkeligt til at pavise forureningen men at analyse af et stgrre
prgvevolumen (1-10 L) gav et endnu tydeligere signal (Figur 10.7). Et andet vaesentligt
resultat af disse forsgg var, at baggrundsniveauet for fluorescens i uforurenet drikkevand
var relativt konstant og ikke steg med stigende prgvevolumen (Figur 10.7). Dermed var der
baggrund for at anvende stgrre pregvemaengder for at gge fglsomheden af FIB:Lite og det
blev efterfglgende besluttet at anvende 1 L drikkevand som det generelle prgvevolumen.

1.0E+6
B Drikkevand
® Drikkevand + Spildevand (1000:1) O
—_ Y Drikkevandsmaksimum ®
£
— 1.0E+4
2 o
2
g 10e3 . : __________________________________________
z T o -
1.0E+2
1.0E+1 T T T
1 10 100 1000 10000

Prgvevolumen [mL]

Figur 10.7. Betydning af prgvevolumen for detektion spildevandsforurening af drikkevand. Den
stiplede linje angiver det maksimale fluorescensniveau for uforurenet drikkevand
(”drikkevandmaksimum”).
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10.2 Validering af FIB:Lite

For at validere FIB:Lite er der blevet udfgrt forskellige analyser herunder bestemmelse af
detektionsgraense, sensitivitet og specificitet. Derudover blev FIB:Lite sammenlignet med
en nyere hurtigmetode der ogsa benytter fluorescerende enzymsubstrat til at pavise E. coli
(Wildeboer et al. 2010). | de fglgende afsnit praesenteres resultaterne af disse analyser.

Bestemmelse af detektionsgraensen for FIB:Lite

Detektionsgraensen (Lower Limit of Detection; LOD), er den laveste malelige koncentration,
hvor det med en vis statistisk sikkerhed kan siges, at en prgve adskiller sig fra en
kontrolprgve. | denne rapport beregnes detektionsgraensen ud fra ligning 1, pa baggrund af

malinger af drikkevand.

LOD =DV, 440 + 3" S_D

Jn (1)

hvor

DV piddel er middelvaerdien for drikkevand (fluorescens)
SD er standardafvigelsen for malingerne

n er antallet af malinger i serien

For at finde detektionsgraensen for FIB:Lite blev der analyseret drikkevand udtaget fra
private husinstallationer i Aarhus og Sgnderborg. Udvalgte vandkvalitetsparametre for de 2
vandforsyninger kan ses i Figur 9.1. Som forureningskilde blev benyttet urenset spildevand
fra Ega Renseanlaeg og urenset spildevand fra Aarhus og Renseanlaeg Vest i Aalborg.

| forsggene blev det undersggt hvor lav en koncentration af forurening, der kunne males for
prever med et volumen pa 1 L og en inkubationstid pa 1 time for FIB:Lite. Der blev lavet
blandinger af drikkevandsprgver tilsat spildevand i forholdet: 1.000:1, 10.000:1, 100.000:1
og 1.000.000:1. For drikkevandsprgver fra Sgnderborg tilsat spildevand gav en fortynding
svarende til 4 E. coli per 100 mL et signal over detektionsgreensen (Figur 10.8).
Drikkevandsprgverne fra Aarhus tilsat spildevand gav et signal tydeligt over
detektionsgraensen ved en forurening svarende til ca. 40 E. coli per 100mL (Figur 10.8).
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Figur 10.8. FiB:Lite fluorescens for drikkevandet forurenet med forskellige koncentrationer af
spildevand.

En forskel i fluorescens og dermed detektionsgraense for E. coli i forurenede vandprgver
hanger formentlig sammen med kemiske og biologiske forskelle i vandet fra forskellige
geografiske omrader. Det vil saledes kraeve specifikke forsgg at fastslda den pracise
detektionsgranse for en konkret vandtype. Det vurderes saledes ikke realistisk at kunne
pavise svage forureninger ned til 1 E. coli per 100 mL hvis en inkubationstid pa kun 1-2
timer anvendes men derimod sandsynligt at kraftigere forureninger pa 10-100 E. coli per
100 mL vil kunne detekteres.

Specificitet og sensitivitet

FIB:Lite er valideret ved test af en raekke coliforme og non-coliforme bakterier. Metodens
evne til at korrekt kunne identificere en forurening blev undersggt ved at analysere 24
renkulturer hvoraf 14 indeholder mulige target bakterier.

Sensitivitet og specificitet er udtryk for hvor god en metode er til at korrekt kunne
identificere sande positive og sande negative prgver og blev beregnet ved hjelp af ligning
(2) og ligning (3).

e sande positive
sensitivitet = — - (2)
(sande positive + falske negative)
e sande negative
specificitet = & (3)

(sande negative + falske positive)

Sensitivitet udtrykker saledes sandsynligheden for at en positiv vandprgve reelt er
forurenet, mens specificitet udtrykker sandsynligheden for at en negativ vandprgve reelt er
uforurenet. Tabel 10.2 viser resultater fra forsgg med 24 renkulturer og viser, at alle
coliforme bakterier gav et positivt reaktion mens enterokokker og non-target bakterierne
hovedsagligt gav negativt resultat.
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Tabel 10.2. Positive og negative resultater for sensitivitet og specificitets analyse

Bakteriestamme

FIB:Lite reaktion

Citrobacter koseri +
Escherichia alberti +
Escherichia coli ATCC 25922 +
Escherichia coli 13706 +
Klebsiella pneumonia +
Enterobacter aerogenes +
Escherichia coli ED5a +
Escherichia coli LUX/GFP +
Enterococcus facium -
Enterococcus faecalis -
Enterococcus mundtii +
Enterococcus pseudoavium -
Enterococcus pallens -
Enterococcus casseliflavus +

Ralstonia eutropha

Pseudomonas aeruginosa

Aerococcus ruber

Bacillus cereus

Pseudomonas stutzeri

Bacillus megaterium

Bacillus subtilis

Pseudomonas putida

Staphylococcus aureus

Pseudomonas fluorescens

ColiBox

| Figur 10.9 er vist et eksempel pa udviklingen af fluorescens over 3 timer for tre

bakteriestammer hhv. E. coli (target), K. pneumonia (target) og R. eutropha (non-target). E.

coli (target) og K. Pneumonia (target) producerede som forventet fluorescens i FIB:Lite

mens R. eutropha var negativ.
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Figur 10.9 Fluorescensudvikling for tre bakteriestammers med FIB:Lite

Ud fra resultater i Tabel 10.2 er sensitiviteten og specificiteten for FIB:Lite beregnet (Tabel
10.3).

Tabel 10.3 Beregnet sensitivitet og specificitet af FIB:Lite

Forventet positiv Forventet negativ
Positivt resultat 10 0
Negativt resultat 4 10

Sensitivitet 71 % Specificitet 100 %

Sammenligning af to hurtigmetoder

For at undersgge validiteten af FIB:Lite metoden i forhold til nyere fluorescensbaserede
hurtigmetoder blev der lavet en sammenligning med en metode beskrevet af Wildeboer et
al. (2010). I denne metode pavises fakal forurening ved filtreres 100 mL vand og inkubere i
30 min med det fluorescerende substrat, 4-methylumbelliferone-B-D-glucuronide
(Wildeboer et al. 2010). | sammenligningen af FIB:Lite med Wildeboer metoden blev der
benyttet drikkevand forurenet med spildevand (1000:1) og der blev udtaget delprgver til
analyse med de to metoder for hver 30 min (Figur 10.10).

Sammenligningen viste, at FIB:Lite medfgrt hurtigere og kraftigere fluorescens end den
publicerede Wildeboer metode (Figur 10.10). Efter 30 min inkubation var forholdet mellem
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signal og baggrund 2 for Wildeboer metoden mens forholdet mellem signal og baggrund for
FIB:Lite var 18. Efter de fgrste 30 min steg fluorescenssignalet ca. 40% pr time for FIB:Lite
(Figur 10.10). FIB:Lite viste saledes tydeligere fluorescens bade ved korte og langere
inkuberinger. Derudover er detektionsgraensen (LLOD) for Wildeboer metoden forholdsvis
hgj da den er beregnet til 700 E. coli/100mL mens resultaterne for FIB:Lite viste en
detektionsgraense svarende til <100 E. coli /100mL.

40

35

30 min 60 min 90min  120min 150min 180 min

Fluorescenssignal/baggrund

Tid [min]
W FIB:Lite  m Wildeboeret al. (2010)

Figur 10.10. Tidsserie med sammenligning af FIB:Lite og en hurtigmetode beskrevet af Wildeboer
etal. (2010)
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10.3 Udvikling af ColiBox udstyr
Tanken bag ColiBox systemet er at det skal veere lettere at kunne udtage prgver og kunne
analysere dem indenfor en arbejdsdag. Derfor vil det veere en fordel at analyseudstyret er

enkelt, ikke kraever et laboratorium og har potentialet for automatisering.

Prgvetagning og filtrering

Figur 10.11 viser et eksempel pa et samlet koncept for automatiseret prgvetagning og
filtrering. En timerfunktion styrer prgvetagning over eksempelvis 1-24 timer og nar en given
vandmangde er sendt videre til filtreringsenheden vil prgvetageren med indbygget
flowmaler divergere vandstrgmmen til aflgb eller anden prgvetagning. En vakuumpumpe vil

treekke vandet gennem et filter hvorefter vandet lgbet til aflgb.

Prgvetager med flowmaler

Sterilt filter

Teend/sluk mekanisme
med timer

Filtreringsenhed

Figur 10.11. Eksempel pa prgvetagning og filtrering

Filtreringsenhederne bestar af et filterenhed og en specialfremstillet filterholder (Figur
10.12). Reagenser tilseettes direkte til filterenheden og hele enheden overfgres til
inkubering. Filterenheden er udstyret med en Biosart® High-flow Monitor med et
membranfiltre (47 mm- 0.45 um) og kan kgbes som engangsenheder (Sartorius®).
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Figur 10.12. Filtreringsenhed med holder

Undersggelse af begraensning pa vandprgvevolumen

Ved at benytte stgrre vandprgver til mikrobiologiske analyser (>100 mL) gges fglsomheden
og der opnas mere reprasentative prgver, men stgrre volumener betyder ogsd leengere
filtreringstid og ste@rre risiko for filtertilstopning. Effekten af vakuum og vandvolumen pa
filterflow blev undersggt i forsgg med filtreringsenheden i Figur 10.12. Fgrst blev det
undersggt, hvor lang tid filtrering af hhv. 1L og 5L drikkevand vil tage ved 5 forskellige
vakuum, for derudfra at estimere tidsforbruget ved stgrre vandvolumener samt undersgge
sammenhangen mellem flow og vakuum (Figur 10.13). Ved det hgjeste vakuum var
flowhastigheden 0,43L/min bade ved 1L og ved 5L drikkevand, hvilket giver en filtreringstid
pa godt 2 min for 1L prgver og knap 12 min for 5L prever.
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Figur 10.13. Filterflow som funktion af vakuum ved filtrering af 1L og 5L drikkevand.
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Hastigheden hvormed det anvendte filter blev tilstoppet blev undersggt i et separat forsgg
(Figur 10.14). 20 drikkevandsprgver pa 1L blev filtreret igennem ét filter ved et vakuum pa
40 kPa og filtreringstiden per prgve blev noteret, for at undersgge hvordan
flowhastigheden andrede sig med prgvevolumenet. Resultaterne viste et forholdsvis lille
fald i flowhastighed ved filtrering af volumener op til ca. 10L (Figur 10.14). Efter filtrering af
10L var flowhastigheden faldet med 6% i forhold til det oprindelige flow mens filtrering af
15L medfgrt et fald pa 15%.
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Figur 10.14. A£ndring i flowhastighed som funktion af filtreret volumen. Pilene angiver hhv. 10L og
15L

Resultater fra filtreringsforsggene viste, at det var muligt at filtrere op til 10 L vand gennem
filtreringsenheden indenfor 30 min uden vaesentlig tilstopning af filteret (Tabel 10.4).

Tabel 10.4. Filtreringstid for forskellige vandvolumener ved et vakuum pa 60-70 kPa.

Volumen 100 mL 1.000 mL 10.000 mL
Tid 12 sek 2 min 23 min

Inkuberingsenhed

For at far et optimalt signal skal FIB:Lite prgver helst inkuberes ved 30°C med omrgring. For
at brugere kan veere uafhangige af et laboratorium med traditionelt udstyr, er der i
projektet pa Aalborg Universitet udviklet en simpel kombineret inkubationsboks med
indbygget rystefunktion (Figur 10.15).
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Figur 10.15. ColiBox inkubationsboks med varme- og ryste-funktion.

ColiBox

Inkubationsboksen bestar af et varmeelement, en blaser og en vertikal vippefunktion, der

medfgrere omrgring
kontrolboks og der er plads til to filtreringsenheder i inkubationsboksen (Figur 10.15).

prgven. Den ¢@nskede inkubationstemperatur styres fra en

Inkubationsboksen er en lille kompakt enhed, pa stgrrelse med en almindelig vaerktgjskasse
og vil derfor nemt vil kunne medbringes i felten (Tabel 10.5).

Tabel 10.5. Mdl og vaegt for filtreringsenhed og inkubationsboks.

Filtreringsenhed med holder

Inkubationsboks

Mal (h x I x b) [cm]

10x8x8

16 x 33 x 21

Vagt [kg]

0,17

3,5
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11. FIB:Vis -visuel bekraeftelse

Dette afsnit beskriver nogle af de resultater, der er opnaet i forbindelse med udvikling af
metoden FIB:Vis til visuel eftervisning af resultater opndet med hurtigmetoden FIB:Lite
(Figur 11.1).

1 3
FIB:Lite Ve “|  MST:Lite

Figur 11.1 FIB:Vis er andet trin i ColiBox konceptet og giver mulighed for at bekrzefte resultater
opndet med hurtigmetoden FIB:Lite.

FIB:Vis metoden udnytter den samme filtreringsenhed, der indgar i FIB:Lite og en prgve, der
allerede er undersggt med denne metode, kan siledes viderefgres til bekraeftelse med
FIB:Vis (Figur 11.2). FIB:Vis benytter kromogene enzymsubstrater og resultatet kan aflaeses
visuelt efter en inkubationstid pa 20 timer.

0

O O 0 Inkubering —24
1-2 timer
Trinl
. —) —>
FIB:Lite . -
—— -
Filtrering af + Reaktionsmix 1 + Signalforstaerker
vandprgve !
. b
0 timer I-------T--- - -=-==-=-=-==-==-="
v Early warning
<> 2-3 timer
Trin 2 Inkubering
FIB:Vis |[|:>
+ Reaktionsmix 2 Visuel bekrzaeftelse
. >
3 timer

Bekraeftelse
24 timer

Figur 11.2 FIB:Vis bygger videre pa FIB:Lite filterenheden og ses som Trin 2 i figuren.
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Generel fremgangsmade for FIB-Vis:

* Tilseetning af Reaktionsmix 2 til fitreringsenhed fra FIB:Lite
* Inkubation i 20 timer ved 36°C

* Aflaesning af farvereaktion

Under udviklingen af FIB:Vis metoden blev en reekke parametre herunder:

= Type af kromogene substrater for coliforme bakterier
= Type af kromogene substrater for E. coli

= Sammensatning af reaktionsbuffer

= |nkubationstid

Det optimerede FIB:Vis bestar af et selektivt vaekstbaseret medium med 2 kromogene
enzymsubstrater. Mediet indeholder en optimeret sammensatning af organiske stoffer
som fremmer bakteriel vaekst og enzymaktivitet hos feekale indikatorbakterier mens et
overfaldeaktivt stof begreenser veekst af andre mikroorganismer. | FIB:Vis mediet ses
forekomst af coliforme bakterier som en kraftig gulfarvning af mediet mens E. coli ses som

en grgn farve (Figur 11.3)

Kontrol Kontrol

Coliform . E. coli

Figur 11.3 Visuel bekrzeftelse af forekomst af coliforme bakterier og E. coli ved hjaelp af FIB:Vis

FIB:Vis mediet er valideret ved test af renkulturer med coliforme og non-coliforme
bakterier fra Tabel 10.1 herunder C. koseri, E. alberti, E. coli ATCC 25922, E. coli 13706, K.
pneumonia, E. aerogenes, E. coli ED5a, E. coli LUX/GFP, E. facium, E. faecalis, E. mundltii, E.
pseudoavium, E. pallens, E. casseliflavus, R. eutropha, P. aeruginosa, A. ruber, B. cereus, P.
stutzeri, B. megaterium, B. subtilis, P. putida, S. aureus, P. fluorescens. Enterokokker og
non-coliforme bakterier udviser generelt negativ respons i testen mens alle E. coli stammer

gav positiv reaktion.
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12. MST:Lite -mikrobiel Kildesporing

Hvis forekomst af en mikrobiel forurening i en drikkevandsprgve er blevet pavist med
FIB:Lite og eventuelt FIB:Vis, kan det vaere nyttigt at karakterisere forureningen yderligere
for at skelne mellem forskellige forureningstyper. Dette afsnit beskriver nogle af de
resultater, der er opnaet i forbindelse med udvikling og afprgvning af en metode til
fingerprinting af vandprgver ved hjalp af enzymaktivitet (MST:Lite). MST:Lite er sidste trin i
ColiBox konceptet og giver mulighed for forelgbig karakterisering af en mikrobiel forurening
(Figur 12.1).

Figur 12.1 MST:Lite kan indgd som et sidste trin i ColiBox konceptet.

MST:Lite er en enkel og forholdsvis hurtig metode, der bygger pa principperne omkring
”"Microbial Source Tracking (MST)” (Roslev og Bukh, 2011). | MST antages det ofte, at
forskellige mikrobielle forureninger besidder mere eller mindre unikke forureningsprofiler
(fingeraftryk), der er karakteristiske for den pagaldende forureningstype (Roslev og Bukh,
2011). | MST:Lite males 10 forskellige enzymaktiviter i en filtreret vandprgver og der
anvendes fluorescerende substratanaloger for at etablere et fingeraftryk (profil) for den
mikrobielle aktivitet (Figur 12.2).

Figur 12.2 Etablering af forureningsrofil (fingeraftryk) bestdende af 10 enzymaktiviteter.
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Generel fremgangsmade for MST:Lite (Figur 12.3):
* Filtrering af 10 x 100mL vandprgve

* Tilseetning af MST:Lite reagensmix til filtre (Fingeraftryksmix F1-F10)
* Inkubationi 2 timer ved 30 °C
* Tilseetning af signalforstaerker

* Maling af fluorescens

“‘ ‘ Inkubering -

=l = W~ =

Filtrering af + Fingeraftryksmix 1-10  + Signalforstaerker ~ Vandprgve-fingeraftryk
vandprgve

Trin3 [l
MST:Lite

Figur 12.3. MST:Lite som sidste del af ColiBox (Trin 3).

Analysetiden for MST:Lite er 3-4 timer inklusiv filtrering af prgver. Det bedste resultat
opnas, hvis der udtages vandprgver nogenlunde samtidig med prgveudtagning til FIB:Lite. |
forbindelse med udvikling af MST:Lite blev der fgrst indledende optimering af de enkelte

delreaktioner, hvorefter en forelgbig afprgvning er foretaget pa forskellige vandtyper.

12.1 Optimering af MST:Lite

Indledningsvis blev en raekke fluorescerende substratanaloger undersggt og screenet for
evnen til at pavise enzymaktivitet i drikkevand. Derefter blev 10 substrater udvalgt til
narmere analyse. Under udviklingen af MST:Lite metoden blev der for hvert enkelt af de 10

enzymsubstrater optimeret for fglgende parametre:

= Koncentrationer af enzymsubstrat

=  Sammensatning af reaktionsbuffere
* Inkubationstemperatur

= |nkubationstid

= Signalforstaerkere

| figur 12.4 er vist et eksempel pa betydningen af inkubationstemperaturen for
enzymaktiviteten for 2 substrater, der indgar i MST:Lite. Da der er 10 forskellige substrater i
MST:Lite vil analysen blive simplere at udfgre hvis der kan findes en falles
inkubationstemperatur. P& baggrund af screeningerne blev 30 °C valgt som

inkubationstemperatur.
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Figur 12.4 Eksempel pa betydning af inkubationstemperatur for reaktionshastigheden i MST:Lite.

12.1 Validering af MST:Lite

| forspgsperioden blev der udtaget vandprgver fra private husinstallationer i forskellige byer
til forspg med bade FIB:Lite og MST:Lite. Derudover blev der lavet fingeraftryk af forskellige
forureningstyper i laboratoriet pa baggrund af kendte forureningskilder.

Undersggte vandtyper:

* Drikkevand udtaget fra privat husstand i Aalborg (Aalborg Forsyning, Vand A/S)

* Drikkevand udtaget fra privat husstand i Aarhus (Aarhus Vand A/S)

* Drikkevand udtaget fra privat husstand i Sgnderborg (Sgnderborg Vandforsyning
A/S)

* Drikkevand udtaget pa Skagen Vandvark Il samt fra privat husstand i Skagen
(Frederikshavn Forsyning A/S)

Undersggte forureningstyper

* Rat spildevand fra Aalborg Vest Renseanlag (Aalborg Forsyning A/S)
* Rat spildevand fra Ega Renseanlaeg (Aarhus Vand A/S)

* Simuleret overfladevand

e [ldet vand i PEX-rgr

Skagen Vandvaerk

Skagen Vandvaerk Il har udvidet vandbehandling med adskillige rensetrin fgr grundvandet
kan anvendes til drikkevand (Figur 12.5). | undersggelsen er der taget vandprgver mellem
de forskellige rensetrin for at undersgge hvordan vandets fingeraftryk sendrer fra ravand til
feerdigt drikkevand (Figur 12.6). Derudover blev der taget en vandprgve fra en
husinstallation for at sammenligne med situationen pa ledningsnettet.
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Prgve 1 Prove 2

INKA-beluftning

A) Prgve 3

Ravand Uv-belysningl
[

Drikkevand é

Figur 12.5. Oversigt over vandbehandlinger pd Skagen Vandveerk Il. De rgde pile indikerer, hvor
der er taget vandprgver.

Rentvandstank

Figur 12.6 Prgver fra Skagen, fra venstre mod hgjre: Ravand (1), efter INKA beluftning (ll), efter
rentvandstank (Ill) og fra ledningsnettet (IV).

Der var en tydelig visuel forskel i vandprgverne fra de fire prgvesteder (Figur 12.6). Det
enzymatiske fingeraftryk MST:Lite viste ogsa forskelle i profilerne fra de forskellige
provesteder (Figur 12.7). Der bemaerkes specielt en forskel pa profilen for rdvand i forhold
til profilerne for rentvandstank og ledningsnet.
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Figur 12.7 MST:Lite profil for vandprgver fra Skagen Vandveerk Il.

Drikkevand med forskellige forureninger

| projektet blev der malt MST:Lite profiler for simulerede forureningssituationer og
situationer med nedsat vandkvalitet som fglge af eftervaekst. | Figur 12.8 er vist et
eksempel pa MST:Lite profiler for drikkevand med og uden eftervakst. | forsgget blev vand
fra Aalborg Vand aldet i PEX rgr ved 22 °C i 120 timer og kimtallet malt ved 22 °C (DS/EN
ISO 6222) steg fra 18 CFU ml™ til >400 CFU ml™ for det aldede vand. Der ses en tydelig
forskel i MST:Lite profil for frisk og seldet vand og specielt for substraterne F1, F2 og F4 blev
der observeret gget aktivitet i vandet med efterveekst mens der blev observeret lavere
aktivitet for F6-F10 (Figur 12.7).

o
n

o
>
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Signal/baggrund
©
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o
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F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10
B Aalborg drikkevand ™ Eftervaekst

Figur 12.7. MST:Lite profil for drikkevand fra Aalborg Vand med og uden eftervaekst.

| Figur 12.8 er vist et eksempel pa MST:Lite profil for drikkevand tilsat simuleret
overfladevand. Det simulerede overfladevand bestod af tgrvejord opslemmet i
demineraliseret vand, hvorefter det blev tilsat drikkevand fra Aalborg Vand til en
koncentration pa 1 mg jord L™ Forureningen medfgrte ingen malbar forekomst af E. coli
eller andre coliforme bakterier (> 1 CFU 100 mL"). Der ses en forskel i MST:Lite profil for
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drikkevand med og uden tilsat simuleret overfaldevand og specielt for substraterne F1 og
F4 blev der observeret gget aktivitet i det forurenede vand mens der blev observeret lavere
aktivitet for F3 og F5-F10 (Figur 12.8).

o
~

o
w

Signal/baggrund
©
N

o
—_

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10
B Aalborg drikkevand ™ Overfladevand

Figur 12.8 MST:Lite profil for drikkevand fra Aalborg Vand med og uden tilsat overfladevand.

| Figur 12.9 er vist et eksempel pa MST:Lite profil for drikkevand fra Aarhus Vand tilsat
urenset spildevand i forholdet 1000:1 (1 %o). Der ses en tydelig forskel i MST:Lite profilen
for forurenet og uforurenet vand og specielt for substraterne F2, F8, F9 og F10 blev der
observeret pget aktivitet i det forurenede vand mens der blev observeret lavere aktivitet
for F1, F3, F4, F6 og F7 (Figur 12.9). Tilsvarende forsgg med blev lavet med drikkevand fra
henholdsvis Aalborg Vand og S¢nderborg Vand og resulterede i sammenlignelige
forureningsprofiler. Det bemaerkes endvidere, at profilerne for det spildevandforurenede
vand (Figur 12.9) har en anderledes profil end vandet forurenet med simuleret
overfladevand (Figur 12.8) og vand med efterveekst (Figur 12.7). Disse pilotforsgg antyder
saledes, at der er potentiale for at adskille forskellige forureningstyper med MST:Lite. Dette
vil imidlertid kraeve yderligere test og validering herunder inddragelse af flere forskellige
vand- og forureningstyper.
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Figur 12.9. MST:Lite profil for drikkevand fra Aarhus Vand med og uden tilsat
spildevandsforurening



ColiBox

13. Konklusioner og perspektiver

| ColiBox er der fokuseret pa udvikling og validering af enkle og hurtige metoder til
pavisning og karakterisering af faekale forureninger i dansk drikkevand. Projektet har
resulteret i udvikling af et koncept bestaende af 3 elementer:

1. FIB:Lite -en metode til hurtig pavisning af faekale indikatorbakterier (”early warning”).
2. FIB:Vis -en metode til bekraeftelse af resultater opndet med hurtigmetoden FIB:Lite.
3. MST:Lite -en metode til enkel karakterisering af mikrobielle forureninger.

FIB:Lite. En tidlig advarsel om mulige mikrobielle overskridelser i en vandforsyning, vil
kunne betyde at forureningsindsats og opfglgende aktiviteter kan ivaerksaettes hurtigere
end normalt. Dette er muligt hvis man accepterer at mange hurtigmetoder med kort
analysetid ikke altid har samme specificitet og sensitivitet som traditionelle
dyrkningsbaserede metoder. Med den optimeret fluorescensbaserede FIB:Lite metode var
det muligt pa fa timer at detektere faekale forureninger svarende til 4-40 E. coli/100 mL.
Disse resultater blev opnaet ved analyse af 1 L drikkevand og en inkubationstid pa 2 timer,
men @nskes en lavere detektionsgraense (LLOD) kan dette opnas ved anvendelse af en
lengere inkubationstid og/eller filtrering af stgrre vandmaengder (5-10 L). Et vandvolumen
op til 10 L kan filtreres pa <30 min eller alternativt udtages som dggnprgver. Stgrre
vandvolumener medfgrer ikke @get reagensforbrug. FIB:Lite metoden kan tilpasses
kompakt (mobilt) maleudstyr, der ikke kreever specielle laboratoriefaciliteter. En early
warning om eventuelle overskridelser vil kunne betyde, at en forureningsindsats og
afveerge kan iveerksaettes tidligere end normalt.

FIB:Vis. Metoden kan betragtes som et supplement til FIB:Lite og kan udfgres, hvis der
gnskes en traditionel vaekstbaseret bekraeftelse af coliforme bakterier og E. coli. FIB:Vis har
en analysetid pa 20 timer og kan kombineres direkte med FIB:Lite.

MST:Lite. Hvis en mikrobiel forurening er blevet pavist i en vandforsyning, kan det vaere
nyttigt at karakterisere forureningen for at skelne mellem forskellige forureningstyper.
MST:Lite kan give en forureningsprofil for det forurenede vand som efterfglgende kan
sammenlignes med potentielle forureningskilder. MST:Lite kan ikke sammenlignes med
mere detaljerede og komplicerede molekylaerbiologiske metoder, men er en enkel og billig
fluorescensbaseret metode med en analysetid pa fa timer.

Egenkontrol. Hurtigmetoder som beskrevet i dette projekt vil ikke middelbart kunne
erstatte lovpligtige bakteriologiske analyser af drikkevand, men det vurderes, at der er et
stort potentiale i forbindelse med eksempelvis screeninger ved forureningshandelser samt
generel egenkontrol og overvaning. Det forventes at sadanne analyser vil blive mere
almindelige i fremtiden for at imgdekomme gnsker fra myndigheder og forbrugere om
bedst mulig vandkvalitet.
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| den forbindelse kunne ColiBox metoderne herunder FIB:Lite kombineres med fysiske eller
kemiske sensorer i ledningsnettet, der giver signal om afvigelser fra normalsituationen
(turbiditet, ledningsevne m.m.). En afvigelse kunne bruges til at initiere prgvetagning pa
udvalgte og/eller kritiske steder ved brug af en bakteriologisk hurtigmetode (egenkontrol).
En sadan strategi vil fgre til gget forbrugersikkerhed og hurtig opfglgning ved kritiske

overskridelser.

On-line |:> -\ 2 N 3
Sensor 4 FIB:Vis |-+"| MST:Lite

Figur 13.1 Fysisk/kemiske on-line sensorer i ledningsnet kan eventuel kombineres med brug af
bakteriologiske hurtigmetoder til egenkontrol.

41



14. Formidling

ColiBox

| projektperioden er der blevet udfgrt fglgende formidlingsaktiviteter omkring projektet.

Medie/anledning Dato Emne Personer
Dansk Vand Konference 1-2. Nov. Nye hurtigmetoder til pavisning | Peter Roslev
2011 (DANVA) 2011 af mikrobielle forureninger i
(Aarhus) drikkevand
SENSOWAQ konference 25. Jan. Sensorer og hurtigmetoder til Peter Roslev
”Sensorer for 2012 feekale indikatorbakterier — Annette S. Bukh
drikkevan.dskvalitet — hvor hvor sveert kan det vaere? Mary B.
langt er vi?” Rasmussen
(Kgbenhavn)
Bactiquant temadag 29. Aug. Lynkursus i Peter Roslev
hos Nordvand 2012 drikkevandsmikrobiologi

og detektionsmetoder
(Gentofte)
Artikel til videnskabeligt Under Rapid detection and Peter Roslev

tidskrift

udarbejdelse

characterization of microbial
contamination in drinking
water using fluorescent
substrate analogues

Mary B.
Rasmussen

Annette S. Bukh

Artikel til Dansk Kemi

Under

udarbejdelse

Fluorescens sladrer om
fremmede bakterier i
drikkevand

Peter Roslev

Mary B.
Rasmussen

Annette S. Bukh

42




ColiBox

15. Kilder

BEK nr. 1024. 2011. Bekendtggrelse om vandkvalitet og tilsyn med vandforsyningsanlaeg.
Miljgministeriet.

Bukh, A.B. og P. Roslev. 2010. Characterization and validation of a chemiluminescent assay
based on 1,2-dioxetanes for rapid detection of viable Escherichia coli. Applied Microbiology
and Biotechnology. 86:1947-1957.

Bukh, A.B., Hansen, N.E., og P. Roslev. 2012. Detection and persistence of clinical
Escherichia coli in drinking water evaluated by a rapid enzyme assay and qPCR. Advances in
Microbiology. 2, 252-262.

By- og Landskabsstyrelsen. 2009. Kvaliteten af det danske drikkevand for perioden 2005-
2007. Rapport.

DANVAs vandforsyningskomité. 2004. Vejledning | sikring af drikkevandskvalitet

(Dokumenteret Drikkevands-Sikkerhed DDS). Vejledning nr. 72. Miljgministeriet, By og
Landskabsstyrelsen.

DS/EN ISO 6222. 2002. Vandundersggelse - Bestemmelse af antal mikroorganismer i
geerekstraktagar ved 22°C og 36°C — Dybdeudseaed. Dansk Standard.

DS/EN 1SO 9308-1. 2001/2006/2009. Pavisning og bestemmelse af Escherichia coli og
coliforme bakterier - Del 1: Membranfiltreringsmetode. Dansk Standard.

DS/EN ISO 7899-2. 2000/2006. Vandundersggelse - Pavisning og bestemmelse af
enterokokker - Del 2: Membranfiltreringsmetode. Dansk Standard.

Fiksdal, L. og I. Tryland, 2008, Application of rapid enzyme assay techniques for monitoring
of microbial water quality. Current Opinion in Biotechnology. 19: 289-294.

Garcia-Armisen, T., Lebaron, P. og P. Servais. 2005. B-D-glucuronidase activity assay to
assess viable Escherichia coli abundance in freshwaters. Letters in Applied Microbiology.
40: 278-282.

Garthright, W.H., og R.J. Blodget. 2003. FDAs preferred MPN method for standard, large or
unusual tests with a spreadsheet. Food Microbiology. 20: 439-445.

Hansen, C. 2012. Beredskab under vandforureningen i Kgbenhavn. danskVAND, nr. 2.

43



ColiBox

International Water Association. 2004. The Bonn Charter for safe drinking water. IWA
Publishing.

Miljgstyrelsen. 2010. Vejledning 9243 af 27.5.2010. Vejledning om handtering af
overskridelser af de mikrobiologiske drikkevandsparametre. Miljgministeriet.

Orenga, S. James, A.J., Manafi, M., Perry, J.D., og D.H. Pincus. 2009. Enzymatic substrates in
microbiology. Journal of Microbiological Methods. 79: 139-155.

Roslev, P. Bjergbak, L.A., og A.S. Petersen. 2004. Bakterierne gar i dvale i dit vandregr.
Aktuel Naturvidenskab. nr. 5: 15-18.

Roslev, P. og A.S. Bukh. 2011. State of the art molecular markers for fecal pollution source
tracking in water. Applied Microbiology and Biotechnology. 89: 1341-1355.

Roslev, P. 2013. Mikrobiel kvalitet og desinfektion. Kap. 21 i ”Vandforsyning” (3 udgave).
Nyt Teknisk Forlag.

Schmeichel, K., 2012. Forureninger giver vand darligt omdgmme. danskVAND, nr. 2

Sundhedsstyrelsen og Naturstyrelsen. 2011. Sundhedsstyrelsens og Naturstyrelsens
erfaringsopsamling om Mikrobiologiske drikkevandsforureninger 2010. Miljgministeriet.

Wildeboer, D., Amirat, L., Price, R.G.,, og R.A. Abuknesha. 2010. Rapid detection of
Escherichia coli in water using a hand-held fluorescence detector. Water Research. 44:
2621-2628.

44



