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Ny DNA-metode

sporer bakterier i drikkevand

Fremtidens drikkevandsovervagning bliver markant mere effektiv. En ny DNA-metode kan
gore indsatsen over for vandforureninger mere effektiv ved hurtigt og praecist at udpege,

hvor hakterierne stammer fra

Af Torben Lund Skovhus og Peter Wejse, Teknologisk Institut, Aaron Marc Saunders, Aarhus Universitet og Teknologisk Institut,

Soren Bastholm og Peter Roslev, Aalborg Universitet

I august 2002 blev der konstateret colibakterier i to store vand-
forsyningsomréader i det nordlige Arhus. Forureningen daekkede
et omrade, der bl.a. omfattede tre hospitaler og samlet bergrte
mere end 100.000 mennesker. Vandet matte koges, f@gr det kunne
bruges som drikkevand eller i madlavning, og dette stod pa i3
uger, fgr situationen var normaliseret.

Eksemplet er pa ingen made enestaende. Op til 20 gange
om aret ma danske forbrugere et eller andet sted i landet koge
vandhanevandet, fordi det er forurenet med bakterier. Problemet
bergrer typisk mere end 100.000 mennesker om aret. Ofte er det
som tilfzldet i Arhus colibakterier, der er arsagen. Ikke fordi
colibakterier ngdvendigvis er sundhedsskadelige, men fordi
de tit er tegn pa, at der er noget galt. Colibakterier kan stamme
fra menneskers eller dyrs affgring. De kan med andre ord vere

Figur 1. E. coli pa filter. Pavisning af E. coli i drikkevand vha. f-D-glucuroni-
dase aktivitet. E. coli danner et fluorescerende stof, der kan ses ved belysning
med UV-lys.

Foto: Peter Roslev.
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tegn pa, at der er feekalier i vandet. Men hvor stammer feka-
lierne fra? Det kan vare vanskeligt, dyrt og langsommeligt at
spore forureningskilden. Nu er der udviklet nye DNA-baserede
malemetoder, som er serdeles velegnede til at afslgre, hvem der
er synderne bag forurenet drikkevand.

Méling af colibakterier

For at undersgge om vores drikkevand er forurenet med feka-
lier, analyseres det i dag for tilstedevarelsen af colibakterier ge-
nerelt og specifikt for tarmbakterien E. coli (figur 1). Bakterien
E. coli lever naturligt i varmblodede dyrs tarmkanal, sa nar der
males forekomster af den i vores drikkevand, betyder det groft
sagt, at der er affgring i vandet. Selvom E. coli almindeligvis
ikke udggr nogen sundhedsfare i sig selv, kan der i forureningen

Provevolumen 101 101 1001
Provetagningsperiode 1 time | 24 timer | 24 timer
Andel positive for coliforme 45 % 50 % 80 %

Figur 2. Feekale bakterier i drikkevand. @verst ses den mikrobiologiske
prevetagningsenhed til store prgver over varierende tidsrum. Nederst data
for fund af coliforme bakterier i drikkevand fra vandhane ved forbruger.
Normalt findes der kun sjeldent coliforme bakterier, nar der analyseres 100
ml vandprgver efter standardmetoden.

Foto: Thomas Lundgaard.
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fra ekskrementer vaere andre sygdomsfremkaldende mikroorga-
nismer eller virus, som udggr en stor sundhedsrisiko. Bakterien
bliver séledes en indikator for, at noget er galt. Derfor bliver der
udstedt et pabud om, at forbrugeren skal koge vandet, fgr det
kan drikkes eller bruges i madlavning.

Til forskel fra arten E. coli er colibakterier en stgrre gruppe
bakterier, som har en lang rakke naturlige levesteder uden for
tarmen. Colibakterierne er normalt ikke sygdomsfremkaldende,
men de bgr ikke findes i rent drikkevand, da deres tilstedevarel-
se her vil tyde pé en forurening. Problemet er blot, at colibakte-
rierne kan stamme fra en bred vifte af naturlige kilder, hvorfor
de ikke forteeller ret meget om, af hvad eller pa hvilken made
drikkevandet er blevet forurenet. Nar colibakterier alligevel
anvendes som indikatorer, er det hovedsageligt af historiske ar-
sager og som fglge af, hvilke metoder der har veret til radighed
gennem tiden.

Ny praksis giver flere positive prover

12005 fandt Miljgstyrelsen imidlertid, at den gamle danske me-
tode til bestemmelse af colibakterier (DS 2255) ikke levede op
til geeldende krav fra EU. Derfor bestemmes E. coli og colibak-
terier i Danmark nu via en ny praksis. Den gamle metode var
baseret pa, at colibakterier kan leve af mealkesukker og danne
syre og gas, nar de vokser, samt at stort set kun E. coli kan

ggre dette ved hgj temperatur (44°C). En af de nye godkendte
metoder kaldes Colilert-18. Denne metode paviser bestemte en-
zymer, der findes hos netop E. coli og colibakterier. Der er dog
et lille minus ved den nye Colilert-metode. Nar man definerer

colibakterier ud fra tilstedevarelsen af enzymer, kan der komme

flere positive prgver, hvoraf nogle er »falske alarmer«. Det

19/

BIOTEKNOLOGI

/ldre vandtarn under nedrivning. Tarnet var under
mistanke for at veere kilden til den store vandforurening
i Arhus i 2002. Der var mindre revner og huller i taget,
hvor vand med fugleklatter kunne sive ind.

Foto: Arhus Kommunale Veerker.

vakker naturligt nok en del irritation i drikkevandsbranchen,
for hvordan skal man forholde sig til flere »falske alarmer«?
Vandkvaliteten har jo ikke @ndret sig siden den nye metode blev
indfgrt. Yderligere har forsgg pa Teknologisk Institut vist, at der
i almindeligt drikkevand stort set altid kan findes colibakterier,
hvis man analyserer 100 liter i stedet for blot 100 ml, som er
almindelig praksis i dag (figur 2).

Et er altsa at pavise colibakterier i drikkevandet — noget andet
er at forteelle, om der er tale om en reel forurening, eller om der
blot er tale om et uskadeligt baggrundsniveau af colibakterier.

Hvad skyldes vandforureningen?

Nar en drikkevandsforsyning konstaterer en feekal forurening, er
det vigtigt at kunne finde kilden til forureningen sa hurtigt som
muligt. Erfaringer fra tidligere forureningssager viser imidlertid,
at det kan vere meget vanskeligt at finde den egentlige kilde via
de eksisterende dyrkningsbaserede metoder. Og det kan betyde,
at forureningen fortsatter, og at forbrugerne er underlagt et
kogepébud i lngere tid. Det vil derfor veere nyttigt med et
robust varktgj, sa man inden for kort tid kan spore den faekale
forurening tilbage til den mest sandsynlige biologiske kilde. Er
der f.eks. tale om forurening med spildevand, eller er det i stedet
feekalier fra vilde dyr, som har forurenet drikkevandet? En sadan
fremgangsmade kaldes feekal kildesporing.

I forbindelse med projektet Overvagning og Begrensning af
Bakteriel Vaekst (BakMat) arbejder Teknologisk Institut, Aarhus
Universitet og Aalborg Universitet sammen om at udvikle og
afprgve nye metoder til at bestemme og spore bakterielle forure-
ninger i drikkevandssystemer (boks1, side 20). Vi har udviklet
metoder, sa man hurtigt og effektivt kan etablere en forurenings-
profil i forbindelse med en fekal forurening.

Meget tyder nemlig pa, at forureningskilderne afsztter speci-
fikke spor i form af karakteristiske mikrobielle forureningsprofi-
ler i drikkevand. Som nar en morder feeldes med DNA-beviseri p
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en retssag, kan en forureningsprofil bruges til at afggre, om det
f.eks. er spildevand eller faekalier fra fugle, der er synderen.
Med den DNA-baserede metode kan man pege pa den mest
sandsynlige biologiske kilde til en drikkevandsforurening.

Og sa vil det efterfglgende vere nemmere at finde de steder

i ledningsnettet, hvor forureningen er opstiet. Pa den made
kan man hurtigere stoppe forureningen og forhindre, at den
genopstar.

Nye indikatororganismer

En rakke fekale bakterier og vira kan bruges i forbindelse med
en fekal kildesporing. Felles for disse mikroorganismer og vira
er, at de findes i feekalier fra dyr og mennesker, og at der ofte

er meget store forskelle i antal og artssammensatning verterne
imellem. Ja, nogle arter af mikroorganismer findes tilsyneladen-
de kun hos enten mennesker eller dyr, og disse arter har nogle
specifikke gener, der kan méles med DNA-metoder. Denne
forskel i antal og type af mikroorganismer kan udnyttes til at
spore forureningskilden.

Eksempelvis findes der over 30 forskellige arter af bakterier
inden for slegten af enterokokker. De fleste findes i affgring fra
mennesker og varmblodede dyr i hgj koncentration op til 100
millioner bakterier pr. gram faekalier (figur 3). Der er imidlertid
store forskelle i forekomst og sammensa&tning af de forskellige
enterokokker i feekalier fra mennesker og dyr.

Sadanne forskelle kan i mange tilfzelde males i det forurenede
vand og dermed give et fingerpeg om en forurenings oprin-
delse. Derudover kan der vare tydelige forskelle i specifikke
gener fra enterokokker, der stammer fra hhv. dyr og mennesker.
Disse gener kan detekteres vha. DNA-metoder og pa den made
bruges som genetiske markgrer for f.eks. feekal forurening fra
spildevand.

En anden bakteriegruppe, der er velegnet til at etablere en
forureningsprofil, er bakterieslegten Bacteroides, hvoraf der
kendes godt 30 arter. Disse har alle deres naturlige levested i
tarmen hos mennesker og varmblodede dyr, hvor de er blandt de
mest talrige mikroorganismer. Bacteroides er saledes ca. 1.000
gange mere hyppig i tarmen end E. coli. Denne ggede hyp-
pighed giver et godt udgangspunkt for maling med kvantitative
DNA-metoder.

Nar man tester for Bacteroides, bruges forst en teknologi, der
kaldes kvantitativ PCR (qPCR), som kan male selv fa bakterier
(boks 2). Hvis denne test er positiv, er der tale om en agte fekal
forurening. Herefter bruges korte artsspecifikke DNA-primere
til at danne forureningsprofiler for forskellige dyregrupper, der
kunne vare potentielle kilder til forureningen (f.eks. kvaeg,
duer, spildevand, etc.). Hver forureningsprofil vil have en unik
sammensatning af bakterier med oprindelse fra forskellige
varmblodede dyr. Med et indgéende kendskab til disse forure-
ningsprofiler vil man hurtigt og pracist kunne kortleegge og
opklare en forureningshandelse.

Fremtidens drikkevandsovervigning
Fremtidens drikkevandsovervagning vil i hgjere grad bruge
DNA-baseret monitering af gener og genetiske egenskaber.
Denne fremgangsmade vil efterhanden aflgse hidtidige meto-
der, hvor man dyrker og maler colibakterier og E. coli.
Anvendelsen af DNA-baserede metoder i fremtidens drikke-
vandsovervagning vil muligvis ogsa betyde, at man i begyn-
delsen vil pavise flere potentielle forureningstilfzlde, fordi
metoderne er mere fglsomme. Disse tilfelde skal i fgrste
omgang undersgges n@rmere, men i takt med, at der opbygges
en stgrre viden pa omradet, vil man blive i stand til at skelne
mellem harmlgse forekomster af ufarlige mikroorganismer og
mere alvorlige forureningstilfelde.
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Figur 3. Feekale bakterier i drikkevand. Bakterierne Enterococcus faecalis
(gren) og Enterococcus faecium (rgd) er farvet med en DNA-teknik, der
afslgrer deres identitet.

Foto: Sgren Bastholm.

Evnen til at kunne give pracise oplysninger om drikkevandets
mikrobiologiske kvalitet er vigtig ud fra et sundhedsmeessigt
synspunkt og vil formentlig ogsa blive en vigtig kvalitets- og
konkurrenceparameter for fremtidens drikkevandsforsyninger i
bade Danmark og udlandet.

For at disse nye kildesporingsmetoder skal kunne bruges i
praksis, kraver det erfaring med forskellige forureningsprofiler.
Denne erfaring er under opbygning pa Mikrobiologisk Labora-
torium pa Teknologisk Institut i Arhus. Via et tzt samarbejde
med Aalborg Universitet og Aarhus Universitet anvendes viden
om kildesporing og moderne DNA-metoder til udvikling af

Boks 1. BakMat-projektet

Projektet med den fulde titel »Overvagning og begransning
af mikrobiel vaekst« har faet akronymet BakMat, fordi det
omhandler bakterier og materialer. | innovationskonsortiet
arbejdes der bl.a. med molekylzrbiologisk karakterisering
af bakteriesamfund i drikkevand samt veekstregulerende
forhold og overvagningsteknologier relateret til bakteriel
veekst. Innovationskonsortiet, der stgttes af Ministeriet for
Videnskab, Teknologi og Udvikling, udgares af veaesentlige
danske aktarer, der repraesenterer hele vaerdikaden i forbin-
delse med overvagning og begraensning af mikrobiel vakst.

Forskning og udvikling

Teknologisk Institut, DELTA, DHI Institut for VVand og
Miljg, Forskningscenter Risg, Danmarks Tekniske Univer-
sitet, Aalborg Universitet og Aarhus Universitet.

Virksomheder

AVK International A/S, Grundfos Management A/S,
Nordisk Wavin A/S, Alpharma, PBI Dansensor A/S, Per
Aarsleff A/S og Arhus Kommunale Varker.
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Boks 2. M o i it o ]
PCR bruges 1l bt A
opsporing af AN S0 00—t
forureningskilder Priverii it i S
Fekal kildesporing RO Oa it "l
handler om at kunne B L el O il
spore mikrobielle pradiocadt el
forureninger med faekal =l ; M=l
oprindelse tilbage til o el
den mest sandsynlige =i
biologiske kilde. el

Nar en vandprgve
ankommer til analyse-
laboratoriet, filtreres B . r—t—
vandet, og prgvens : :
DNA isoleres. Oprenset
DNA fra en vandprgve
danner udgangspunktet el o
for den enzymatiske : 25
proces Polymerase
Chain Reaction (PCR),
som opformerer DNA- e T e
stykker fra fa til mange B T STl =0
milliarder kopier. :
Fakale bakterier fra
dyr og mennesker
efterlader et karakteri-
stisk fingeraftryk, som
kan lede til opklaringen af en forureningshandelse. Man kan
designe processen, sa den er fglsom pa et helt overordnet ni-
veau (f.eks. alle slags bakterier) eller pa lavere niveau (f.eks.
en specifik slegt, art eller stamme af bakterier).

I store sekvensdatabaser findes mange tusinde DNA-se-
kvenser fra bakterier med faekal oprindelse. Ud fra disse
sekvenser kan man designe korte DNA-stykker — primere
— som f.eks. rammer hele slegten Bacteroides eller arter af
Bacteroides, der kommer fra specifikke forureningskilder.
En kvantitativ udgave af PCR-metoden bruges til at »telle«

L e -

SEKVENSDATABASE FOR
FAKALE BAKTERIER (DNA)

brugbare analyser til gleede for den danske drikkevandssektor og
i sidste ende forbrugerne. DNA-analyser pa drikkevand udbydes
kommercielt gennem Teknologisk Institut.

E-mail-adresser

Torben Lund Skovhus: torben.lund.skovhus @teknologisk.dk
Peter Wejse: peter.wejse @teknologisk.dk

Aaron Saunders: aaron.saunders @biology.au.dk

Sgren Bastholm: sbo@bio.aau.dk

Peter Roslev: pr@bio.aau.dk

Hjemmesider

Innovationskonsortiet BakMat: www.bakmat.dk
Teknologisk Institut - Om drikkevandsanalyser:
www.teknologisk.dk/miljo/18364
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|I:> Bakteriekvantificering: Bacteroides qPCR
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Fingerprinting: Eksempler pa humane forurenings-
profiler for arter af Bacteroides og Enterococcus

B. eggerthii © E. durans =

B. uniformis - E. avium -

B. stecoris -

E. columbae -

E. mundtii -

antallet af f.eks. Bacteroides-bakterier i en prgve. En faekal
forureningsprofil (kaldet et fingeraftryk) af en given prgve kan
herefter foretages. Det ggres ved at bruge et batteri af primere,
som hver isar er specifikke for enkelte arter eller stammer, der
lever i tarmen i forskellige dyr. Fremgangsmaden svarer langt
hen ad vejen til den made, man i en retssag bruger DNA-spor
til at indkredse en gerningsmand.

Her er det blot bakteriernes DNA, der fortaller os, hvil-
ken type forurening der er mest sandsynlig i det pagaldende
tilfaelde.
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