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Implementering av molekylzerbiologiske
metoder for kildesporing av fekal vann-
forurensning og vurdering av helsefare

Adam M. Paruch, Lisa Paruch og Trond Maehlum, Bioforsk Jord og miljz, As
Kontakt: adam.paruch@bioforsk.no

Bioforsk har testet ut molekylaerbiologiske metoder for sporing av fekale forurens-
ningskilder som ogsa gir grunnlag for a vurdere toksisiteten til visse bakterier. Det har
stor betydning a utvikle effektive metoder som raskt kan oppdage og spore kilden til
en E. coli smitte for a redusere eksponering og minimalisere helserisiko. Dette gjelder
alle omrader som ligger i risikosonen for fekal forurensing, sarlig vannforekomster
som benyttes til drikkevann og bading.

Ogsa innen matproduksjon (agroindustri og landbruk med vanning og organisk
gjedsling), og i kartlegging av forurensningskilder i forbindelse med tiltaksgjennom-
foring i regi av Vannforskriften, kan dette vaere viktig. Metoden anvender sdkalte
vertsspesifikke genetiske markgrer fra Bacteroidales 16S rRNA for sporing av fekale
forurensningskilder sammen med deteksjon av patogene Shigatoksinproduserende E.
coli (STEC) i forurenset vann. Metoden kan spore om forurensninger kommer fra men-
nesker og/eller dyr (f.eks. beitedyr som storfe og hest, vilt eller fugler), og pavise om
forurenset vann inneholder STEC patogener og utgjor en helserisiko.
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Utslipp. Foto: Adam M. Paruch

Bakgrunn

En rekke sektorer kan bidra til vannforurensing,
blant annet nzeringsliv, bebyggelse og land-
bruk. | forhold til bebyggelse og landbruk, er
det spesielt fokus pa fekale indikatorbakterier
og nearingsstoff som pavirker vannkvaliteten.
En av de mest anvendte indikatorbakterier for
fekal forurensing er Escherichia coli (E. coli) som
vanligvis vokser i tykktarmen hos varmblodige
dyr og mennesker, og har derfor en eksklusiv
fekal opprinnelse.

De fleste stammer av E. coli er ufarlige, men det
er ogsa mange typer som forarsaker sykdom-
mer (ogsa dgdelige) hos mennesker og dyr, som
f. eks. Shigatoksinproduserende E. coli (STEC).
STEC gruppen har over 200 ulike serotyper,
inkludert Enterohemorrhagisk E. coli (EHEC)
som er sveert sykdomsfremkallende. | tillegg
representerer STEC den eneste typen som over-
fores mellom dyr og mennesker (zoonotiske
bakterier) giennom mat- og vannbaren smitte.

Det finnes flere mikrobielle metoder for a pavise
E. coli, men ingen metoder kan skille pa om den
faktiske forurensningskilden er mennesker eller
dyr eller angi patogenitet (positiv eller negativ).

Konsept for fekalkildesporing

Informasjon om kildene er ngdvendig for a
kunne iverksette effektive tiltak mot tilfgrsler av
fekale bakterier til vannforekomster og dermed
redusere eksponering og helserisiko. Bioforsk
har testet ut molekylaerbiologiske metoder for
sporing av fekale forurensningskilder sammen
med deteksjon av STEC i forurenset vann.

Fekal forurensning

Fekal forurensing betyr at forurensingen
kommer fra mennesker eller dyrs avfgring (f.
eks. husdyr, vilt eller fugler). Forurensingen
skjer hovedsakelig via lekkasje fra avlgpsled-
ninger, mangelfulle renseanlegg for spredt
bosetting, avlgpsslam, husdyrgjgdsel og annen
avfgring med animalsk fekal opprinnelse. Fra
disse kildene kan et hgyt antall av E. coli bak-
terier forurense vannkilder direkte (drikkevann,
vanning og bading) eller indirekte fra jord og
vegetasjon via jordbruksavrenning, vanning og
organisk gjgdsling, seerlig etter kraftig nedbgr
med pafglgende avrenning.

Colilert®-18 / Quanti-Tray®. Foto: Adam M. Paruch

Metodikk

Metoden for fekalkildesporing bestar av to steg:
1 - pavisning av fekal forurensing gjennom ana-
lyser av E. coli og 2 — DNA tester for sporing av
forurensningskilder og deteksjon av STEC pato-
gener. Steg 1 gjennomfgres med hurtigmetoden
Colilert®-18 / Quanti-Tray® (ISO standard 9308-



2:2012). Metoden er en standard 18-timers test
for undersgkelse av vannprgver. Steg 2 fokuse-
rer kun pa de fekal-positive prgvene fra steg 1.
Disse blir videre analysert i DNA-tester baserte
pa gPCR (real-time quantitative polymerase
chain reaction) metoder. De molekyleerbiolo-
giske metodene anvender vertsspesifikke gene-
tiske markgrer som stammer fra Bacteroidales
16S rRNA gener for fekalkildesporing. | tillegg
blir topp syv STEC serogrupper (0157:H7, 026,
045, 0103, 0111, 0121 and 0145) detektert
ved qPCR analyser ved pavisning av stx1/stx2 og
eae-gener. Vi har utviklet og validert en evalu-
eringsmodell for a profilere bidragssamspill fra
hver forurensningskilde.

Resultat fra Colilert®-18 / Quanti-Tray®.

Bilde fra qPCR pdvisning av vertsspesifikk marker.

Erfaring og referanse

Sa langt vi kjenner til har ikke slike metoder
blitt benyttet til kildesporing av forurensninger
i vann i Norge tidligere. Bioforsk testet i 2013
metoden i et typisk norsk jordbrukslandskap
med dyrket mark og utslipp fra avigpsanlegg
og husdyr pa beite. Vertsspesifikke markgrer
for mennesker (BacH) og utvalgte dyr, sezerlig
drgvtyggere (BacR) og hester (BacHor) ble
benyttet. Resultatene fra gPCR analysene viste
hvor i nedbgrfeltet fekal forurensing av vann fra
dyr og/eller mennesker dominerte. Normali-
sering av mengder av ulike markgrer ble utfgrt
for @ kunne sammenligne bidragseffekten. Et
samlet bilde av forurensingene kunne deret-
ter beskrives basert pa det relative overskudd
av markgrene. Pa denne maten kan en spore
kildene i vannforurensningen og spesielt frem-
heve den mest dominerende kilden.
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Bidragsprofil av markerer i fekal vannforurensning
i et undersgkt nedbarsfelt.

De fleste stammer av E. coli er ufarlige, men det
| tillegg ble STEC pavist i vannprgvene. Disse
patogene bakteriene viste hgy korrelasjon (R2=
0.928) med markgr for drgvtyggende husdyr
(BacR). Vare undersgkelser sa langt viser at
denne typen molekylzerbiologiske analyser kan
vaere nyttige instrumenter for kildesporing og
pavisning av helserisiko ved fekal forurensning
av vannforekomster.



Samfunnsnytte og FoU

Molekylaerbiologiske metoder for fekalkilde-
sporing i vann har et stort anvendelsespotensi-
ale i bade FoU-prosjekter og overvaknings-pro-
grammer for forurensinger som truer helse og
miljg. Vann til konsum, bading og vanning kan
spores for fekalkilder. Vertsspesifikke gene-
tiske markegrer (f.eks. drgvtyggere, hester, svin,
fugler, osv.) kan bli implementert i standard
tester. Slike analysemetoder kan brukes for 3
iverksette tiltak som kan begrense utslipp av
fekal forurensning. Dette kan beskytte mennes-
ker og milj@ fra potensielt sykdomsfremkallende
E.coli og andre organismegrupper som finnes i
fekalier fra mennesker og dyr. Bioforsk foreslar
derfor at metoden testes ut i samarbeid med
myndigheter som har ansvar for miljg, helse og
trygg mat.

Les ogsd TEMA nr. 12 april 2014: Spredt avlegp i
jordbrukslandskapet av Anne-Grete Buseth Blan-

kenberg, Marianne Bechmann, Lisa Paruch og Adam
Paruch. Dette TEMA-arket ser pd betydningen av
spredt avlep for vannkvaliteten i utvalgte jord-
bruksomrdder gjennom ulike drstider. Det gir ogsd
informasjon om en metodikk som kan pavise tilfor-
sler fra spredt avlaep.
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