E.coli i drikkevand — hurtig analyse og
lav detektionsgraense

Den akkrediterede metode til analyse af E.coli i drikkevand kan male

1 E.coli pr. 100 ml pa 18-22 timer. Drikkevandsbranchen efterspgr-

ger derfor nye metoder. Der gnskes en metode som er bide hurti-

gere og som har en lavere detektionsgraeense. Maske kan en kombi-

nation af flere metoder komme gnsket nermere og effektivisere

overvigningen af drikkevandskvaliteten.
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E.coli i drikkevandet

Nér de nuvaerende akkrediterede metoder
detekterer 1 E.coli per 100 ml i drikkevand,
anvendes det som en indikation pa feekal
forurening af vandet. Derfor ringer alle alarm-
klokker og de bergrte forbrugere skal koge
vandet inden det kan bruges til fx madlavning
eller tandbgrstning. Forsyningsselskaberne,

der har ansvar for overvigningen af drikkevan-

dets kvalitet, er interesseret i at f4 et hurtigt
svar pd E.coli analysen. Det er en forudset-

ning for at de hurtigt kan gennemfgre de ngd-

vendige tiltag, med henblik pd at begraense
forureningen sa faerrest mulige forbrugere
bliver bergrt.

Detektionsgransen er for hgj

Der findes i dag bide DNA metoder og en-
zymatiske metoder, der kan detektere E.coli
i drikkevand pd bare cirka 30 minutter. Ud-
fordringen med disse metoder er, at detek-
tionsgraenserne er alt for hgje i forhold til
kravet om, at der altid skal vaere <1 E.coli per
100 ml i rent drikkevand. Disse metoder er
derfor ikke anvendelige i overvagningen, hvis
de fgrst kan opdage en forurening, ndr graen-
sevaerdien for lengst er overskredet.

Den metode som anvendes i E.coli overvag-

ningen i dag (Colilert fra IDEXX), kan detek-

tere 1 E.coli per 100 ml pa 18-22 timer ved op-
dyrkning af bakterierne. Denne akkrediterede
metode har siledes en detektionsgranse, som
er magen til det aktuelle kvalitetskrav (<1
E.coli per 100 ml). Ved brug af den akkredi-
terede metode kan man altsd ikke falge kon-
centrationen af E.coli i niveauet under graen-
sevaerdien for rent drikkevand. Der er ret
unikt for netop E.coli analysen, at detektions-
greensen er lig med greensevaerdien. For de
kemiske parametre der mdles i drikkevand, er
detektionsgraensen for analyserne vasentligt
lavere end graensevardien.

Dead-End filtrering

For at kunne overvige E.coli i koncentrationer
under 1/100ml er n mulighed at analysere
mange prgver 100 ml med den akkredite-
rede metode. Eksempelvis vil 100 prgver
kunne vise et gennemsnit pd 0,01 E.coli per
100 ml, hvis der detekteres 1 E.colii n ud af
de 100 prgver. Det er selvfplgeligt en meget
dyr fremgangsmade for at opnd en lavere
detektionsgraense. I stedet anvender en hind-
fuld forsyningsselskaber i Danmark Dead-
End membranfiltrering til at opkoncentrere
bakterier fra drikkevandet. Ved analyse af de
bakterier der fanget pa filtret opnds ogsd en
detektionsgraense pd omkring 0,01 E.coli per
100 ml ndr 10 liter vand filtreres.

Princippet er at bakterierne fra eksempelvis
10 liter fanges pa filtreret (se figur 1). Efterfal-
gende afvaskes bakterierne ved en manuel
proces. Nogle gange kan det vare ngdvendigt

at afvaske bakterierne af flere omgange for at
fa alle bakterierne til at slippe filteret.

Genfinding af bakterier ved Dead-End
filtrering

Amphi-Bac har udfgrt kontrollerede laborato-
rieforspg, der sammenligner antallet af E.coli
der detekteres ved den akkrediterede metode
hvor 100 ml analyseres direkte, med metoden
hvor pragvens bakterier farst opkoncentreres
pa et filter inden analyse. En 300 liter omragrt
beholder blev tilsat E.coli. 10 vandprgver

100 ml blev udtaget og analyseret direkte med
Colilert fra IDEXX. Prgverne viste at vandet i
beholderen indeholdt 5,88 = 1,29 E.coli per
100 ml. Til sammenligning blev der udtaget
vandprgver pd 2 liter til membranfiltrering.
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Figur 1: Billedet til venstre viser en Dead-End filtrering foretaget direkte pa tappehanen ved et vandveerk. Vaerkets vandtryk bruges til at
presse vandet gennem filteret. Billedet til hgjre viser de bakterier og partikler der er tilbageholdt pé filteret.

Nedenstdende figur 2 viser den fundne kon-
centration af E.coli i beholderen ved den
direkte metode og ndr bakterierne fra 2 li-

ter farst opkoncentreres pa et filter inden
analyse. Der er lavet forspg med to forskellige
afvaskningsprocedurer (omrystning og omrg-
ring) og filtre med to forskellige porestgrrel-
ser (0,22 og 0,45 m).

De fire kombinationer af afvaskningsproce-
dure og porestgrrelser fandt alle signifikant
faerre E.coli end de 10 direkte praver. Der
kunne ikke vises en signifikant forskel pd om
der blev brugt omrystning eller omrgring eller
hvilket filter der blev anvendt. I gennemsnit
kunne der ved Dead-End membranfiltrering
genfindes 34 % i forhold til den direkte me-
tode. Arsagen til den relative store forskel,
skyldes sandsynligvis den hardhandede be-
handling bakterierne udsattes for ved selve
filtreringen samt den efterfglgende afvask-
ning, hvor en del af bakterierne inaktiveres el-
ler dgr. Derudover kan drsagen vaere at
levende bakterier kan klumpe sammen i for-
bindelse med Dead-End filtreringen. En sam-
menhangende klump af bakterier vil kun
teelle som n bakterie med den anvendte ana-
lysemetode.

Cross-Flow filtrering

En hurtigere og mere skinsom metode til at
opkoncentrere bakterier fra drikkevand er
Cross-Flow filtrering. Amphi-Bac har udviklet
og testet en automatiseret made hvorpd
bakterier kan opkoncentreres fra store vand-
volumener (op til 100 liter) uden manuel
hindtering. For at tilbageholde bakterierne
anvendes et loop sd vandet med bakterierne
recirkuleres hen over filtermembranen igen

og igen mens det rene vand (permeatet)
filtreres fra og koncentrationen af bakterier
stiger i koncentratet. I figuren herunder vi-
ses forskellen pd Dead-End filtrering som
anvendes af nogle forsyninger i dag og Cross-
Flow filtrering. Anvendelsen af denne filtre-
ringsmetode er patenteret (Pat. DK178664).
For at opnd en hgj genfinding af bakterier,
er det vigtigt, at bakterierne behandles sd
skdnsom som muligt. Det er bl.a. lgst ved at
anvende et stort filterareal pd 2,3 m? Til sam-
menligning har det anvendte filter til Dead-
End filtrering et filterareal 12 cm?, hvilket er
omkring 2.000 gange mindre. Det store filter-
areal bevirker, at det rene vand hurtigt kan
fiernes fra store volumener, selv ved et lavt
(skdnsomt) tryk over membranen (ca. 10

gange lavere end ved Dead-End filtrering). Et
hgjt vand flow bevirker at bakterierne ikke
sxtter sig sa nemt fast pa filteret, hvilket be-
greenser sammenklumpning og muligggr en
automatisk, skdnsom og effektiv afvaskning fra
filteret.

Genfinding af bakterier ved
Cross-Flow filtrering

Tilsvarende forsggene for Dead-End filtre-
ring er der lavet forsgg, hvor detektionen

af bakterier ved mange 100 ml prgver sam-
menholdes med kun n analyse af en opkon-
centreret prgve. Ved at bruge Cross-Flow
metoden kunne der genfindes op til 87 %
sammenlignet med den direkte detektion. Det
er en klar forbedring i forhold til Dead-End
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Figur 2: "IDEXX pa beholder” viser E.coli koncentrationen i blandebeholderen fundet ved
analyse af 10 styk 100 ml praver. De gvrige sgjler i figuren viser E.coli koncentrationen
fundet ved membranfiltrering med to forskellige filtre (porestarrelse pa 0,22 og 0,45 um) og
efterfalgende to forskellige afvaskningsprocedurer (omrystning og omraring).
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Figurtekst figur 3: Sammenligning af Dead-End filtrering og Cross-Flow filtrering.

metoden. Men den helt store gevinst ligger i
den automatiske proces. Med den udviklede
metode og udstyr er der ingen tidskraevende
hindtering af filteret. Fra apparatets hane kan
der tappes 100 ml koncentrat, der indeholder
bakterierne fra mellem 10 og 100 liter vand.
Prgvetagningen er lige sa nem som fra et hvert
andet aftapningssted. Saledes er det muligt at
falge E.coli koncentrationen langt under krav-
vardien, uden at antallet af prover skal gges.

Opkoncentrering som forbehandling
Opkoncentrering med Cross-Flow filtrering
som forbehandling til forskellige former for
biologiske analyser har mange og lovende
perspektiver. Allerede nu kan metoden an-
vendes til at senke detektionsgraensen med
en faktor 100 eller 1000 for den akkrediterede
analysemetode for E.coli (Colilert metode).
Der er ikke specielle krav til dem der udfgrer

analysen, prgven skal bare aftappes efter op-
koncentreringen er udfart.

I et igangvaerende projekt "Detection of E.
coli bacteria with modular system”, der er
stottet af Miljg- og Fgdevareministeriets pro-
gram MUDP, arbejdes der pd en ny metode,
som kombinerer opkoncentrering af bakterier
(Amphi-Bac) med en patenteret molekylarbe-
stemmelse af E. coli vha. DNA (BluSense Diag-
nostics). DNA-metoden kan pd bare cirka 20
minutter detektere E.coli i drikkevandet, men
fglsomheden pd metoden er ikke god nok til
at den kan anvendes direkte. Derfor er en
kombination af opkoncentreringsmetoden og
DNA metoden ngdvendig hvis E.coli skal
kunne detekteres bide hurtigt og med en til-
pas lav detektionsgranse. I projektet skal Blu-
Sense Diagnostics og Amphi-Bac udvikle en
metode hvorpa bakterier fra over 1.000 liter
drikkevand kan opkoncentreres i et slutvolu-

men pd <10 ml, s en hurtig og falsom mole-
kyleerbestemmelse af E. coli vha. DNA bliver
mulig. Kalundborg Vandforsyning skal som
medansgger afprgve og validere metodens an-
vendelighed i driftsmaessig sammenhaeng.

I forhold til helt andre anvendelser forven-
tes denne teknologi ogsa at vaere brugbar. Fx
er det vist, at Cross Flow filtreringsmetoden i
nogle tilfelde ogsd kan opkoncentrere DNA
fra vand. Dette er brugbart i forbindelse med
natur- og miljgovervagning baseret pd eDNA
(environmental DNA). Det er sandsynligt at
Cross Flow filtreringsteknikken i mange situa-
tioner kan senke detektionsgraensen, hvis
man leder efter lave koncentrationer af eDNA-
spor fra organismer i en vandprgve (Find be-
skyttet vandbille med e-DNA. Vand & Jord,
Arg. 24, nr. 2 (2017), S. 74-76).
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